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2 Einleitung 

 

2.1 Gelenke 

 

Die außergewöhnliche Beweglichkeit der vielen verschiedenen Gelenke des menschli-

chen Körpers bedingt die besondere Mobilität und Autonomie des Menschen. Einerseits 

bildet die Vielfalt an Bewegungen die Grundlage für unser Überleben, denn wie auch für 

alle anderen mehrzelligen Organismen ist die Nahrungsbeschaffung und -aufnahme 

ohne Bewegungen kaum möglich. Andererseits bietet die enorme Präzision dieser Be-

wegungen die Möglichkeit so sozialisiert zu leben, wie es bei den Menschen heute der 

Fall ist. Zum Beispiel erlauben es uns die drei Freiheitsgrade im Daumensattelgelenk 

eine komplexere Körperhygiene auszuführen und die außergewöhnliche Beweglichkeit 

unserer Extremitäten befähigt uns dazu, sportliche Aktivitäten zu bestreiten und Ge-

schicklichkeitsaufgaben zu meistern. Es wird also deutlich, weshalb Krankheiten des 

muskuloskelettalen Systems den Menschen nicht nur in seiner Lebensqualität ein-

schränken, sondern auch seine Fähigkeit zur Selbstversorgung bedrohen. 

 

2.1.1 Diarthrosen 

 

Echte Gelenke (Diarthrosen) zeichnen sich dadurch aus, dass die miteinander artikulie-

renden Gelenkflächen (Facies articularis) vollständig voneinander getrennt sind. In dem 

einige hundert Mikrometer breiten Gelenkspalt (Spatium articulare) befindet sich eine 

visköse Flüssigkeit, auch Synovia, die von der Gelenkschleimhaut (Membrana synovia-

lis) gebildet wird. Deshalb spricht man bei Diarthrosen auch von Articulationes synovia-

les. Unechte Gelenke (Synarthrosen) bilden hingegen keinen Gelenkspalt aus und sind 

eine knorpelige Verbindung zwischen Knochen, die nahezu unbeweglich ist. Kennzeich-

nend für Diarthrosen sind mit hyalinem Knorpel überzogene Gelenkflächen, die häufig 

unterschiedlich geformt sind. Darüber hinaus werden solche Gelenke von einer Gelenk-

kapsel (Capsula articularis) umgeben, die die Gelenkhöhle (Cavitas articularis) vollstän-

dig umschließt und oft Gelenktaschen (Recessus articulares) zu Zwecken der Bewe-

gungsfreiheit der Gelenke ausbildet. Diese Taschen sind nicht zu verwechseln mit den 

Schleimbeuteln (Bursae synoviales), die gelenknah lokalisiert sind und teilweise auch 

mit der Gelenkhöhle kommunizieren. Die Gelenkschleimhaut bildet das Innere der Ge-

lenkhöhle und ist für den Umsatz und die Produktion der Gelenkflüssigkeit zuständig.  

Neben intraartikulären Hilfseinrichtungen wie Gelenkzwischenscheiben (Disci/Menisci 

articulares) und Gelenklippen (Labra articularia), welche die kraftaufnehmende Fläche 
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vergrößern und Inkongruenzen ausgleichen, kommen auch Bandstrukturen (Ligamenta) 

vor, die das Gelenk stabilisieren. Die Bewegung der Diarthrosen wird dabei von über das 

Gelenk ziehenden Muskeln gesteuert. [1, 2] 

 

2.1.2 Kniegelenk 

 

Das Kniegelenk (Articulatio genus) (Abb. 1) ist das größte Gelenk im menschlichen Kör-

per. Dort artikulieren drei Knochen miteinander, die zwei Gelenke bilden. Zum einen bil-

den die beiden Kondylen des Femurs zusammen mit dem Tibiaplateau das Femorotibi-

algelenk (Articulatio femorotibialis), welches als Drehscharniergelenk zu klassifizieren ist 

(Trochoginglymus). Zum anderen ergibt sich das Femoropatellargelenk (Articulatio 

femoropatellaris) aus Femur und Patella, indem die Dorsalseite der Patella Kontakt zur 

ventralen Fläche des Femurs (Facies patellaris femoris) aufnimmt. Beide Gelenke liegen 

in einer gemeinsamen Gelenkhöhle, die vollständig von der Gelenkkapsel umschlossen 

wird. Oberhalb der Kniescheibe schließt sich eine geräumige Tasche an die Gelenkhöhle 

an (Recessus suprapatellaris), die als Reservefalte bei der Flexion dient. Seitlich artiku-

liert in einem eigenständigen Gelenk das proximale Köpfchen der Fibula mit dem latera-

len Condylus der Tibia als Tibiofibulargelenk (Articulatio tibiofibularis) [1, 2].  

Sowohl die Femurkondylen als auch das Tibiaplateau sind mit hyalinem Knorpel 

überzogen. Für eine schonendere Kraftübertragung und auch zum Ausgleich der inkon-

gruenten Gelenkflächen, befinden sich in der Gelenkhöhle zwei Menisken (Meniscus 

medialis, Meniscus lateralis). Diese stellen sich halbmondförmig dar und ragen keilför-

mig in den Gelenkspalt hinein. Sie sind jeweils mittig am Tibiaplateau verankert [1, 2]. 

Die Stabilität des Gelenks wird durch zwei Bandsysteme gewährleistet. Für eine 

Limitation der Extension und Innenrotation im Kniegelenk sorgen die Kreuzbänder (Li-

gamentum cruciatum anterius, Ligamentum cruciatum posterius). Das vordere Kreuz-

band nimmt seinen Ursprung an der medialen Vorderfläche der Tibia und setzt dann an 

der Innenseite des lateralen Femurkondylus an. Das hintere Kreuzband zieht von der 

Dorsalfläche der Tibia zur Innenseite des medialen Femurkondylus [3].  
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Abb. 1: Das Kniegelenk. Schematische Darstellung der wichtigsten funktionellen Strukturen des rechten 

Kniegelenkes in der Ansicht von frontal (links) und transversal (rechts) mit Blick auf das Schienbeinplateau. 

Auf die Darstellung der Kniescheibe wurde aus Gründen der Übersichtlichkeit verzichtet. 

 

Die Seitenbänder (Ligamentum collaterale tibiale, Ligamentum collaterale fibu-

lare) spannen sich jeweils an den Seiten zwischen Femur zur Tibia. Sie stabilisieren das 

Kniegelenk medial und lateral und verhindern zusammen mit der allgemeinen Kapsel-

spannung eine übermäßige Außenrotation und Aufklappbarkeit nach medial oder lateral. 

Außerdem sorgen sie für eine sichere Führung während der Flexion und Extension [3]. 

Unter Berücksichtigung der Weichteilhemmung bei der Flexion ergibt sich ein Be-

wegungsumfang für das Kniegelenk von 120-150° Flexion, 5-10° Extension, 10° Innen-

rotation und 30-40° Außenrotation [1].  

 

2.1.3 Gelenkknorpel 

 

Hyaliner Gelenkknorpel ist ein hoch spezialisiertes Gewebe (Abb. 2), das eine spiegel-

glatte Oberfläche an artikulierenden Knochen bildet und durch Zusatz von Synovialflüs-

sigkeit eine reibungsarme Beweglichkeit und Kraftübertragung in Diarthrosen gewähr-

leistet. Nur durch eine einwandfreie Architektur und Organisation der strukturellen 

Bestandteile ist der Erhalt dieser besonderen biomechanischen Eigenschaften gesichert 

[4].  
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Ein bemerkenswerter Aspekt dieses Knorpels bedingt die sehr limitierte Fähigkeit 

zur eigenen Regeneration, denn hyaliner Gelenkknorpel ist im Gegensatz zu anderen 

Knorpelarten nicht von einer äußeren Knorpelhaut (Perichondrium) bedeckt. Ohne ein 

Perichondrium, das neben Nervenendigungen und Blut- und Lymphgefäßen auch 

mesenchymale Stammzellen beherbergt, ist eine adäquate Gewebereparatur nicht mög-

lich. Zusätzlich verfügt der wenige Millimeter dicke Gelenkknorpel selbst nicht über Ge-

fäße oder Nerven und muss deshalb über die Synovialflüssigkeit mit Nährstoffen ver-

sorgt werden [5, 6]. 

Das Gewebe imponiert durch einen sehr hohen Anteil an Extrazellulärmatrix, wel-

che hauptsächlich aus Wasser, Kollagenen, Proteoglykanen und geringerem Gehalt an 

Glykoproteinen und nicht-kollagenen Proteinen besteht. Durch unterschiedliche Ausrich-

tung der Faseranteile lassen sich vier verschiedene Zonen definieren [7]: Eine oberfläch-

liche Tangentialzone, in der die Faserzüge parallel zur Knorpeloberfläche verlaufen und 

so Resistenz gegen Scherkräfte vermitteln. Diese Schicht ist auf die obersten 10-20% 

der Gesamtdicke beschränkt. Eine dicke Mittelzone, in der die Kollagenfaserbündel 

schräg verlaufen. Eine tiefe Zone, die durch sehr kaliberstarke, senkrecht zur Knorpel-

oberfläche stehende Faserbündel besticht. Ihre hohe Druckresistenz wird durch den ho-

hen Gehalt an Proteoglykanen und geringen Wassergehalt bedingt. Und zuletzt eine 

untere Mineralisationszone, die durch mineralisierten Knorpel für eine stabile Verbin-

dung zum Knochen sorgt. Zwischen der tiefen Zone und der Mineralisationszone lässt 

sich histologisch eine Grenzlinie (Tidemark) darstellen, die den Übergang von nicht mi-

neralisiertem zu mineralisiertem Knorpel kennzeichnet [4, 8]. 

Der zelluläre Anteil wird durch Chondrozyten repräsentiert und stellt lediglich 1-

5% des Gesamtvolumens des Gelenkknorpels dar [9]. Nicht nur Faseranteile unterliegen 

zonenspezifischen Änderungen, sondern auch die zelluläre Morphologie und Distribu-

tion. Während Chondrozyten in oberflächlichen Regionen zahlreich vorkommen und sich 

klein und flach darstellen, sind die Chondrozyten der mittleren Schichten rundlich. In der 

tiefen Zone sind Zellen eher spärlich zu finden und hypertroph. Hier ordnen sie sich ent-

lang der senkrecht stehenden Faserbündel säulenförmig an [4]. Chondrozyten, die sich 

aus mesenchymalen Stammzellen entwickeln, sind spezialisiert auf die Entwicklung und 

den Erhalt von Knorpel indem sie die molekularen Bestandteile ihrer unmittelbaren Um-

gebung produzieren und umsetzen [10]. Stimuli wie Entzündungsfaktoren, Wachstums-

faktoren, hydrostatischer Druck und mechanische Belastung beeinflussen ihre Funktion 

und Differenzierung [11-14]. Eine Unausgeglichenheit in ihrer Funktion trägt zu degene-

rativen Erkrankungen wie Arthrose bei. 
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Architektur von hyalinem Gelenkknorpel.  Zonale Gliederung 

(A): oberflächliche Zone (OZ), Mittelzone (MZ), tiefe Zone (TZ), Grenzlinie (GL), subchondraler Knochen 

(SK). Zwischen Grenzlinie und subchondralem Knochen befindet sich die Zone des mineralisierten Knor-

pels. Extrazellulärmatrix des hyalinen Gelenkknorpels (B). Proteoglykane (PG) sind über Verbindungspro-

teine (VP) mit Hyaluronan (HA) verbunden und bilden zusammen mit Kollagenfasern (Kol) ein dichtes Ma-

schwerk. Chondrozyteneinheit (C). Chondrozyten (CZ) umgeben von perizellulärer Matrix (PZM, rot) und 

territorialer Matrix (TM, lila). 

 

Die direkte Umgebung eines Chondrozyts wird als perizelluläre Matrix beschrie-

ben. Sie liegt jeder Zelle nah an, ist sehr kompakt und unterscheidet sich von übriger 

Matrix durch hohes Vorkommen von Kollagen Typ-VI. Die PZM vermittelt wahrscheinlich 

als Schnittstelle zwischen mechanischer Belastung und der zellulären Reaktion darauf 

[15]. Des Weiteren ist eine territoriale Matrix beschrieben, die wiederum eine Gruppe 

von Zellen und ihre PZM als dickes korbartiges Geflecht umgibt und diese möglicher-

weise vor mechanischem Stress schützt [16]. Zwischen diesen Territorien liegt die inter-

territoriale Matrix, die aufgrund ihres großen Anteils den größten Beitrag zur biomecha-

nischen Eigenschaft des Gelenkknorpels leistet [4]. 

Den höchsten Massenanteil der EZM im Gelenkknorpel hat das Kollagen. Es 

macht dort rund 60% des Trockengewichts aus und ist durch zahlreiche Subtypen ver-

treten. Allen voran ist hier Kollagen Typ-II zu nennen, welches einen Anteil von 95% des 

Gesamtkollagens darstellt. Daneben kommen kleinere Mengen an Kollagen Typ-I, III, IV, 

V, VI, IX, X, XI, XII und XIV vor, die teilweise regionsspezifischen Verteilungsmustern 
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unterliegen und welche durch Verknüpfung zu Polypeptidketten und später triple Helices 

Fasern bilden [4, 17]. 

Eine weitere große Gruppe der Makromoleküle als Bestandteil der EZM sind die 

Proteoglykane mit Aggrecan als Hauptvertreter. Sie bestehen aus einem Proteinkern, 

der mit zahlreichen Glykosaminoglykanen wie Chondroitinsulfat oder Keratansulfat ver-

bunden ist. Durch weitere Vernetzung mit Hyaluronan entstehen große Aggregate an 

Proteoglykanen, die durch ihre physikochemischen Eigenschaften über eine reversible 

Wasserbindungskapazität verfügen. Grund dafür sind die anionischen Gruppen der Sul-

fat- und Carboxylat-Reste der Glykosaminoglykane [18]. Ähnlich wie bei Chondrozyten 

und Kollagenfasern unterliegt die Proteoglykanverteilung und Wasserverteilung einem 

bestimmten Distributionsmuster. Während die tiefe Zone den höchsten Gehalt an Prote-

oglykanen aufweist, beträgt der Wasseranteil dort nur bis zu 65%. Zur Oberfläche hin 

sinkt der Proteoglykangehalt, während die Wasserkonzentration auf bis zu 80% ansteigt 

[6, 19, 20].  

Die Kombination aus Kollagenfasern, Proteoglykanen und Wasser ist also maß-

geblich verantwortlich für die biomechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels. 

Während Faserzüge aus Kollagenen die Resistenz gegen Scher- und Zugkräfte vermit-

teln, bedingt das Zusammenspiel aus Wasser und Proteoglykanen die nötige Druckelas-

tizität. Bei Druck auf den Knorpel kann das Wasser in umliegende Räume entweichen 

und die EZM verdichtet sich zunehmend. Negativ geladene Seitenketten der Proteogly-

kane stoßen sich gegenseitig ab und begrenzen so zusammen mit dem subchondralen 

Knochen die Komprimierbarkeit des Gelenkknorpels. Wenn sich mechanischer Druck 

von außen und Gewebedruck von innen im Gleichgewicht befinden, kann keine Kom-

pression mehr stattfinden. Bei Entlastung strömt das Wasser durch osmotische Kräfte 

zurück, auch getrieben durch negative Ladungen. Der Gelenkknorpel quillt wieder auf 

sein Ursprungsvolumen zurück. Limitierend für die Ausdehnung sind dann die nicht-elas-

tischen Kollagenfasern [21]. Beide Prozesse geschehen mit einer gewissen zeitlichen 

Verzögerung, da der Flusswiderstand durch die engen Poren des Fasernetzwerkes sehr 

hoch ist [4]. Ein gesundes Maß an Be- und Entlastung und das damit verbundene Ein- 

und Ausströmen der Gelenkflüssigkeit ist somit unabdingbar für eine adäquate Nähr-

stoffversorgung und den Erhalt des gesunden Gelenkknorpels. 
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2.2 Arthrose 

 

Arthrose ist eine degenerative, nicht entzündliche Krankheit des muskuloskelettalen 

Systems, die sich nicht nur durch Verschleiß von hyalinem Gelenkknorpel, sondern auch 

durch Schäden an angrenzendem Gewebe wie Bändern, Gelenkschleimhaut und sub-

chondralen Knochen auszeichnet [22, 23]. Von dieser Krankheit ist vor allem der ältere 

Teil der Gesellschaft betroffen. Im Laufe der Erkrankung verlieren die betroffenen Ge-

lenke an Stabilität und Beweglichkeit und Schmerzen behindern alltägliche Bewegungen 

wie normales Laufen oder Treppensteigen bis hin zur Einschränkung der grundlegenden 

Selbstversorgung. Aus diesem Grund hat Arthrose einen ganz erheblichen Einfluss auf 

die gesundheitsbezogene Lebensqualität der Patienten [24]. 

 

2.2.1 Epidemiologie 

 

Belastbare Angaben zur deutschen Arthrose-Prävalenz sind bislang nur spärlich zu fin-

den, jedoch verzeichnet das Robert-Koch-Institut in seiner Gesundheitsberichterstattung 

von 2013 eine Krankheitsprävalenz von 27,1% für Frauen und 17,9% für Männer, Ten-

denz steigend [25]. Bei der über 60-Jährigen Bevölkerung beträgt die Prävalenz sogar 

um die 50% [26]. Die Relevanz dieser Erkrankung wird also deutlich, vor allem unter 

Berücksichtigung der demografischen Entwicklung in Deutschland. Nicht nur hierzu-

lande wird die sozioökonomische Herausforderung, die mit dieser Erkrankung einher-

geht, immer größer. Die Kombination aus großen Operationen, zeitintensiver Rehabili-

tation und pharmakologischer Therapie auf der einen und Arbeitsunfähigkeit, Invalidität 

und Frühberentung auf der anderen Seite machen die Behandlung von Arthrose und den 

damit verbundenen Aufwand sehr kostenintensiv. Sowohl auf gesundheitsökonomischer 

als auch auf volkswirtschaftlicher Ebene entstehen erhebliche Belastungen. So betrugen 

die Ausgaben für Arthroseerkrankungen in Deutschland (ICD-10: M-15 - M-19) im Jahre 

2008 7,62 Milliarden Euro. Diese Kosten stiegen von 2002 bis 2008 um 510 Millionen 

Euro an, was einem Zuwachs von etwa 7% entspricht. Die Zahl der arthrosebedingten 

Arbeitsunfähigkeitsfälle (ICD-10: M-15 - M-19) belief sich im Jahre 2011 auf 252.573 

[25]. 

 

2.2.2 Risikofaktoren 

 

Für die Entstehung einer Gelenkarthrose gibt es zahlreiche Risiken. Dabei kann zwi-

schen systemischen und mechanischen Faktoren unterteilt werden. Als wichtiger 
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systemischer Faktor ist das Alter zu nennen [27]. Zwar ist eine Arthrose im hohen Alter 

nicht obligat, jedoch führt die Abnahme von Elastizität und Funktionalität des Gelenk-

knorpels zu einem erhöhten Verletzungsrisiko des Knorpels und somit auch zu erhöhtem 

Krankheitsrisiko. Außerdem spielt das weibliche Geschlecht bei der Ausbildung der Arth-

rose eine Rolle, wobei als Ursache die menopausale Hormonumstellung in Erwägung 

zu ziehen ist [27].  

Bei den mechanischen Faktoren sind vor allem berufliche oder freizeitliche Über-

beanspruchung mit einem erhöhten Arthrose-Risiko in Verbindung zu bringen. So wurde 

beispielsweise in der Berufsgruppe der Fliesenleger eine erhöhte Prävalenz für Gonarth-

rose beobachtet [28]. Für Sportler, die mit einer hohen Frequenz ihr Kniegelenk andau-

ernd belasteten, gilt das Gleiche [29]. Darüber hinaus spielen Übergewicht ebenfalls aus 

Gründen der Überlastung und eine diskutierte globale hyperinflammatorische Situation, 

bedingt durch das Fettgewebe, eine große Rolle bei der Begünstigung von Arthrose im 

Kniegelenk [30]. Auch durch nicht oder inadäquat behandelte Verletzung von Ge-

lenkstrukturen kann durch die daraus resultierende Fehlbelastung eher eine Arthrose 

entstehen [31]. 

 

2.2.3 Pathophysiologie 

 

Je nach Ursache lässt sich Arthrose in einen primären und einen sekundären Typ ein-

teilen. Während bei der primären Arthrose keine eindeutige Ursache zugrunde liegt und 

schlicht biologische Minderwertigkeit in Erwägung zu ziehen ist, ist die sekundäre Arth-

rose Folge angeborener oder erworbener Krankheiten. Neben Gelenkfehlstellungen, 

metabolischen und endokrinologischen Krankheiten als Ursache für eine Sekundärarth-

rose können die Auslöser auch post-traumatischer oder post-operativer Natur sein [32]. 

Entgegen der ursprünglichen Annahme, dass Arthrose ein rein mechanischer Verschleiß 

zugrunde liegt, ist heute bekannt, dass dieser Erkrankung sehr komplexe pathophysio-

logische Mechanismen zugrunde liegen beziehungsweise diese Erkrankung begleiten, 

welche in bestimmten Fällen auch unabhängig von mechanischen Ursachen eintreten 

können. Aigner et al. beschreiben das Reaktionsmuster der Chondrozyten in fünf ver-

schiedenen Bereichen: Proliferation und Zelltod, Syntheseaktivität, Zersetzung der EZM, 

phänotypische Modulation der Chondrozyten und Bildung von Osteophyten [33].  
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Abb. 3: Arthrosekennzeichen am Kniegelenk. Schematische Darstellung eines gesunden (links) und ei-

nes arthrotischen (rechts) Kniegelenkes im Frontalschnitt, ohne Darstellung der Menisken.  

 

Es ist bekannt, dass im Verlauf der Arthrose nicht nur die Degeneration des hy-

alinen Gelenkknorpels eine Rolle spielt, sondern dass auch alle übrigen Gelenkstruktu-

ren am Krankheitsgeschehen beteiligt sind (Abb. 3) [22]. Einigkeit herrscht über die An-

nahme, dass der Beginn der Erkrankung durch ein Ungleichgewicht zwischen 

Knorpelabbau oder Zerstörung und Knorpelneubildung begleitet wird [23, 33, 34]. Aus-

lösend für den Abbau sind die genannten primären oder sekundären Ursachen für Arth-

rose. Zunächst kann die beschädigte EZM durch Steigerung von chondrozytärer Syn-

theseleistung weitestgehend erhalten werden, jedoch ist der gebildete Ersatz der EZM 

minderwertig und kann den weiteren Gelenkbelastungen nicht ideal standhalten. 

Dadurch können in der Folge tiefe Fissuren bei gleichzeitiger Auffaserung der Knorpel-

oberfläche resultieren. Die für die reibungsarme Beweglichkeit des Gelenks so wichtige 

spiegelglatte Oberfläche des Gelenkknorpels geht verloren und es beginnt ein Teufels-

kreis, in dem raue und unebene Gelenkflächen aneinander reiben. Dies führt bis zur 

Abreibung von Knorpelfragmenten, solange bis der subchondrale Knochen freiliegt. Der 

Knorpeldetritus fluktuiert dann frei in der Gelenkflüssigkeit, reizt die Gelenkschleimhaut 

und es kommt zur Entzündungsreaktion, infolge derer auch intraartikuläre und periarti-

kuläre Bandstrukturen in Mitleidenschaft gezogen werden. Durch die Entzündung der 



13 
 

empfindlichen Gelenkinnenhaut kommt es zur Überproduktion von Synovialflüssigkeit 

und somit zum Gelenkerguss [34].  

Nach vollständiger Abtragung des Knorpels sorgen die ungedämpften mechani-

schen Kräfte für eine Verdichtung des subchondralen Knochens. Auch entzündliche Pro-

zesse spielen dabei eine Rolle. Ohne den Gelenkknorpel verliert die Gelenkfläche ihre 

stoßdämpfende Eigenschaft und unter Freilegung von kleinen Knochenmarksräumen, in 

denen sich Knochen- und Knorpeldetritus sammelt, können sich Geröllzysten formieren 

[35]. Oft sind darüber hinaus Osteophyten, also Knochenvorsprünge, an den Ausläufern 

der Gelenkflächen zu finden. Es handelt sich dabei um Neubildungen von Knochen und 

minderwertigem Knorpel als Versuch die Gelenkfläche zu vergrößern und die Last bes-

ser zu verteilen [36]. Große Osteophyten können dann aber die Gelenkfunktion ein-

schränken und tragen zusätzlich zum Gelenkerguss zur Vergrößerung und Deformie-

rung des Gelenks bei [34, 37]. 

 

2.2.3.1 Veränderungen auf zellulärer Ebene 

 

 

Abb. 4: Chondrozytenmuster. Schematische (A-E) und mikroskopische (F-J, eigene Aufnahmen) Darstel-

lung von chondrozytären Mustern im Gelenkknorpel auf dem Weg hin zur Arthrose. String (A, F), Double 

String (B, G), Small Cluster (C, H), Big Cluster (D, I) und Diffuse Pattern (E, J). Mikroskopische Darstellung 

der Zellkerne mit DAPI-Färbung in 40-Facher Vergrößerung, Maßstabsbalken 20 µm. 

 

Neben den makroskopisch sichtbaren Veränderungen, die mit der Gelenkarthrose ein-

hergehen, gibt es auch Geschehnisse auf zellulärer Ebene, die bemerkenswert sind 

(Abb. 4). Die Chondrozyten formieren sich entlang der arkardenartigen Kollagenfa-

serstrukturen zu regelhaften Mustern. Dabei ist die physiologische und vorherrschende 

Anordnung der Zellen im Gelenkknorpel der Femurkondylen als perlenschnurartig 
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(Strings) zu beschreiben [38]. Mit beginnender Arthrose findet eine Änderung des Zell-

musters statt und es bilden sich zunächst Doppelreihen (Double Strings), danach klei-

nere Zellhaufen (Small Cluster) und schließlich große Zellhäufungen (Big Cluster) bei 

weit fortgeschrittener Arthrose [39, 40]. Jene große Cluster können auch in unmittelbarer 

Umgebung von oberflächlichen Fissuren und Läsionen im Gelenkknorpel gefunden wer-

den [41]. Darüber hinaus wird ein Muster beschrieben, bei dem sich die Zellen in keiner 

spezifischen Weise anordnen (Diffuse). Dort sind die Chondrozyten lediglich diffus ver-

teilt und zahlreich vorhanden [40]. Der Weg von mechanischer Überlastung bis hin zu 

Clustern oder diffusen Formationen ist allenfalls in Ansätzen geklärt, jedoch ist bekannt, 

dass die Zellen der Cluster weiterhin in der Lage sind, Knorpelsubstanz zu produzieren. 

So besteht in der Theorie die Annahme, dass vermehrte Zellproliferation stattfindet, um 

bestehende Defekte mit erhöhter Synthese von EZM zu reparieren [42]. Nachdem die 

Entdeckung spezifischer Muster bei Arthrose und Knorpelschäden aufkam, wurde vor-

geschlagen, zelluläre Muster als bildbasierte Biomarker für lokale Gewebedegeneration 

zu nutzen [43]. 

In gesundem, adultem Gelenkknorpel zeigen Chondrozyten normalerweise we-

der Proliferation noch weitere Differenzierungsaktivität. Bei arthrotischem Knorpel hin-

gegen kann eine terminale, hypertrophe Differenzierung beobachtet werden, die dann 

auch mit phänotypischen Veränderungen einhergeht [44, 45]. Diese phänotypischen 

Veränderungen resultieren in einer Umstellung des Expressionsmusters, sodass sich 

schlussendlich auch die Zusammensetzung der unmittelbaren extrazellulären Umge-

bung verändert und in der Produktion von minderwertiger Knorpelsubstanz resultiert. 

 

2.2.3.2 Veränderungen auf molekularer Ebene 

 

Die Bildung spezifischer zellulärer Muster und die terminale Differenzierung von Chond-

rozyten im Verlauf der Gelenkarthrose stehen im Mittelpunkt hochkomplexer Geschehen 

auf molekularer Ebene. Um diese Prozesse ausreichend zu verstehen, ist ein umfassen-

des Verständnis von entsprechenden Signalwegen erforderlich. Auf der einen Seite gibt 

es bereits viele Erkenntnisse, was die Prozesse, die zur Degradation der EZM beitragen, 

angeht. Auf der anderen Seite aber gibt es noch viele Unklarheiten in Bezug auf Prolife-

ration und Apoptose von Chondrozyten, Inflammation, Angiogenese und Osteogenese. 

Die Regulation chondrozytärer Funktion und die damit verbundene Synthese von 

Kollagenen, Glykoproteinen und Proteoglykanen, kann durch viele verschiedene Signal-

moleküle modifiziert werden. Für den Erhalt des gesunden Knorpels ist es essenziell, 
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dass Auf- und Abbau der Knorpelsubstanz einer Balance unterliegen. In diesem Zusam-

menhang sind inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren dafür bekannt, ana-

bole und/oder katabole Effekte hervorzurufen [12, 14]. 

Ein Einstieg in die Kaskade der molekularen Arthrosevorgänge geschieht durch 

Fragmente der extrazellulären Bestandteile. So ist bekannt, dass beispielsweise Bruch-

stücke von Fibronectin die chondrozytäre Expression von Matrix-Metalloproteasen indu-

zieren, die ihrerseits in der Lage sind, die strukturellen Bestandteile der EZM zu degra-

dieren, indem sie Kollagene und Proteoglykane spalten [46, 47]. Intaktes Fibronectin 

hingegen trägt wahrscheinlich zur Erhaltung und Reparatur der EZM bei [48]. Fibronectin 

ist ein viel vorkommendes Glykoprotein der EZM, das den Chondrozyten als Adhäsions-

molekül zum Kontakt mit Kollagenen und Proteoglykan dient. Auch das N-terminale 

Fragment eines Link-Proteins, ein Verbindungsmolekül innerhalb der großen Proteogly-

kan-Aggregate, wurde in seiner Funktion als Stimulator der Kollagen- und Proteoglykan-

synthese entdeckt [49].  

Auf der katabolen Seite stehen pro-inflammatorische Zytokine. Moleküle wie In-

terleukin-1 (IL-1) und Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) lösen eine erhöhte chondro-

zytäre Synthese von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und A Disintegrin and Metallopro-

teinase with Thrombospondin Motifs (ADAMTSs) aus. Herkunft dieser pro-

inflammatorischen Faktoren sind dabei Chondrozyten selbst, aktivierte Synovialzellen 

der entzündeten Gelenkschleimhaut oder mononukläre Zellen wie Makrophagen [50]. 

Wichtigste Vertreter für die Spaltung des im Gelenkknorpel am meisten vertretenen Kol-

lagen II sind MMP-1 (Kollagenase-1) und MMP-13 (Kollagenase-3) [51]. Eine Degrada-

tion von Proteoglykan findet durch MMP-3 (Stromelysin-1) und ADAMTS-4 (Aggreca-

nase-1) statt [52, 53]. Agonisierend auf katabole Effekte wirkt die zusätzlich verminderte 

Expression von MMP-Inhibitoren (TIMPs) [54]. Neben den genannten MMPs und AD-

AMTSs gibt es zahlreiche weitere Vertreter dieser Familien, die für Ihre Fähigkeit, Be-

standteile der Matrix zu degradieren, bekannt sind [55]. Es werden deshalb große Hoff-

nungen in die medikamentöse Hemmung dieser Matrix-Abbauenden-Enzyme gesetzt. 

Auch eine Rolle als diagnostischer Marker im Krankheitsverlauf der Gelenkarthrose 

scheint möglich [56]. 

Ein weiteres pro-inflammatorisches Zytokin, der Macrophage Inhibitory Factor 

(MIF), ist in der jüngeren Vergangenheit mit Osteoarthrose in Verbindung gebracht wor-

den. Initial war dieses Molekül entdeckt worden, weil es als Produkt von T-Zellen die 

Migration von Makrophagen fördert und somit eine wichtige Rolle in der Regulation des 

Immunsystems spielt. Dabei steht die Expression des MIF unter regulatorischer 
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Kontrolle von Entzündungsmediatoren wie Interferon Gamma und TNF-α [57]. Seiner-

seits nimmt es dann wiederum Einfluss auf die Produktion von TNF-α und Interleukinen 

wie Interleukin-8 (IL-8) [58]. Eine Studie konnte zeigen, dass isolierte Chondrozyten von 

Arthrosepatienten eine signifikant höhere Menge an MIF produzierten als die der gesun-

den Kontrollen. Darüber hinaus wurde in einem Experiment bei MIF-/- Mäusen gezeigt, 

dass diese eine mildere altersbedingte Gelenkarthrose ausbildeten als Mäuse, die MIF 

exprimierten [59]. 

Auf der anabolen Seite stehen Wachstumsfaktoren wie Transforming growth fac-

tor Beta (TGF-β) mit Bone morphogenic proteins (BMPs) als Unterfamilie, Insulin-like 

growth factor 1 und Vertreter der Fibroblast growth factor Familie (FGFs). Auch diese 

werden in einer bislang unklaren Abfolge von Synoviozyten, Chondrozyten und Makro-

phagen freigesetzt [12, 60]. Die Effekte dieser Wachstumsfaktoren sind vielseitig und 

beeinflussen neben Knorpelzellen auch mesenchymale Stammzellen und Zellen der Ge-

lenkschleimhaut. Dabei wirken die Wachstumsfaktoren stimulierend auf die chondro-

zytäre Synthese von Komponenten der EZM. Gleichzeitig wird für TGF-β eine Hemmung 

der IL-1 und MMP vermittelten Matrix-degradation berichtet [12]. Die induzierende Wir-

kung von Wachstumsfaktoren auf die Proliferation von mesenchymalen Stammzellen 

und ihre Rolle in der Chondrogenese sind lange bekannt [61]. Eine Nutzung der Matrix-

aufbauenden Eigenschaften der Wachstumsfaktoren für die Therapie von Knorpeldege-

neration ist demnach denkbar [12, 61]. 

Für Transforming growth factor Alpha (TGF-α) hingegen wurde in Ratten eine 

erhöhte Expression von MMP-13 und eine erniedrigte Expression von Strukturproteine 

wie Kollagen II und Aggrecan gezeigt. Außerdem konnte durch TGF-α eine erhöhte Zell-

proliferation und Clusterbildung induziert werden [62]. 

Unter unkontrolliertem Einfluss von Wachstumsfaktoren und inflammatorischen 

Zytokinen unterliegen die Chondrozyten weiterer Differenzierung und die molekularen 

Prozesse im Gelenkknorpel geraten in eine tödliche Einbahnstraße. Dies äußert sich 

durch phänotypische Änderungen der Knorpelzellen, die dann beginnen, ein verändertes 

Muster an Molekülen zu exprimieren. Dabei gibt es einerseits den Weg der Dedifferen-

zierung hin zu einem Fibroblasten-ähnlichen Phänotypen, die dann anstatt Kollagen II, 

mehr Kollagen I, III und V produzieren [63]. Andererseits gibt es die Möglichkeit der Dif-

ferenzierung in einen hypertrophen Zelltyp, der vorwiegend Kollagen X synthetisiert [60]. 

Zusätzlich zur dann ohnehin schon veränderten extrazellulären Umgebung gerät auch 

das empfindliche System aus MMPs und ADAMTS aus der Balance, sodass keine 
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adäquate Reparatur der beschädigten Matrix erfolgen kann und im Gesamten eine De-

gradation der EZM resultiert. 

 

Proliferation, Apoptose und Zelldifferenzierung 

 

Wie auch in jedem anderen Gewebe spielen Zellproliferation und -apoptose eine wich-

tige Rolle für die Homöostase und den Gewebeerhalt. In hyalinem Gelenkknorpel gilt 

dasselbe. Dabei wird angenommen, dass Chondrozyten des adulten Knorpels keine be-

merkenswerte Proliferation aufweisen [64]. Die Entdeckung von Zellhäufungen bei 

arthrotischem Knorpel und auch in unmittelbarer Nähe von Knorpelläsionen lässt vermu-

ten, dass sich Chondrozyten im Rahmen von Schädigungen bei fortschreitender Arth-

rose vermehren [65]. Ursächlich dafür könnte die erhöhte Verfügbarkeit von Wachstums-

faktoren aus der Synovialflüssigkeit sein, sobald die Knorpeloberfläche Fissuren zeigt 

und die Kollagenmatrix geschädigt ist [66]. 

Auch regulierter Zelltod (Apoptose) scheint ein Schlüsselmechanismus auf dem 

Weg hin zur Gelenkarthrose zu sein. Auslösend dafür können mechanische Verletzun-

gen, Verlust der EZM, Dysbalance von Wachstumsfaktoren oder übermäßige Konzent-

rationen von reaktiven Sauerstoffspezies sein [67]. Jedoch sind hier die genauen Me-

chanismen, zum Beispiel ob Apoptose eine Degradation der Matrix auslöst oder 

umgekehrt, ungeklärt. Auch in der Frage um das Ausmaß des apoptotischen Verhaltens 

herrscht Uneinigkeit: es ist die Rede von Zelltodraten von 5-11% in gesundem und 22-

51% in arthrotischem Knorpel. Aigner et al. stellen diese Werte in Frage mit der Begrün-

dung auf den totalen Verlust der Synthese- und Reparationsfähigkeit der Chondrozyten 

bei derart hohen Apoptoseraten. Sie selbst geben eine sehr niedrige Rate von 0,1% 

(unveröffentlicht) an und schätzen die Rolle der Apoptose bei Arthrose als limitiert ein 

[33]. 

Proliferation und Apoptose unterliegen einer sehr präzisen Steuerung komplexer 

Signalkaskaden (Abb. 5). Dabei müssen bei der Apoptose prinzipiell zwei verschiedenen 

Wege unterschieden werden: Apoptose durch externe Signale (extrinsische Apoptose) 

und Apoptose durch interne Signale (intrinsische Apoptose). Auf dem extrinsischen Weg 

erfolgt das Auslösen der Kaskade durch Aktivierung von Rezeptoren der TNF-Superfa-

milie. Innerhalb dieser Rezeptor-Superfamilie lassen sich drei Gruppen unterscheiden. 

Die erste Gruppe bilden die Rezeptoren, die sich durch Ausstattung mit einer intrazellu-

lären „Todesdomäne“ auszeichnen. Mitglieder dieser Gruppe sind die Tumor necrosis 

factor receptors 1, Fas- und TNF-related apoptosis- inducing ligand (TRAIL) Rezeptoren. 
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Fas Rezeptoren kommen hauptsächlich auf der Oberfläche von aktivierten T-Zellen vor, 

umso bemerkenswerter ist die Tatsache, dass sie auch von Chondrozyten exprimiert 

werden [68]. Neben der membrangebundenen Variante des Fas gibt es auch eine ge-

löste Form (soluble Fas, SFAS), die durch Spaltung von MMPs entsteht [69, 70]. Ein 

weiteres Mitglied dieser Gruppe sind die TRAIL Rezeptoren. Für TRAIL wurde eine 

apoptotische Wirkung auf Chondrozyten aus Rattenknorpel nachgewiesen [71]. Nach 

Aktivierung der Rezeptoren mit Todesdomänen durch TNF-α, entsprechende Fas-Lig-

anden (u.a. soluble Fas ligand, SFASL) oder TRAIL entsteht unter Bindung von Co-Fak-

toren intrazellulär ein death-inducing signaling complex (DISC), der die Aktivierung von 

Procaspase 8 zu Caspase 8 (CASP8) katalysiert. Neben den „Todesrezeptoren“ gibt es 

als zweite Gruppe innerhalb der TNF-Superfamilie Rezeptoren, die sich nach Aktivierung 

durch zytoplasmatische Bindung von sogenannten TNF receptor associated factors 

(TRAFs) auszeichnen. Sie können ebenfalls von TNF-α aktiviert werden und initiieren 

dann paradoxerweise anti-apoptotische Signalwege über NFκB. Die dritte Gruppe bilden 

die Decoy Rezeptoren, die nicht in der Lage sind, zytoplasmatische Signalwege loszu-

treten, sondern nur um Liganden konkurrieren und so die Aktivität der anderen Rezep-

torgruppen regulieren [72]. 

Auf dem intrinsischen Weg stehen am Anfang Prozesse, die sich auf die Perme-

abilität der inneren Mitochondrienmembran auswirken. Diese Prozesse können zum ei-

nen durch schlichtes Fehlen von Wachstumsfaktoren, Hormonen und Zytokinen, die die 

Apoptosetendenz unterdrücken, ausgelöst werden. Zum anderen werden sie durch Sti-

muli wie DNA-Schäden, metabolische Dysbalance, Hypoxie, Hyperthermie oder freie 

Radikale ausgelöst. Unter Einfluss genannter Faktoren kommt es zum Zusammenbruch 

des mitochondrialen Membranpotentials und zur Freisetzung von zwei Gruppen pro-

apoptotischer Proteine. Die erste Gruppe besteht aus Cytochrom c, Smac/DIABLO und 

HtrA2/Omi. Cytochrom-c bindet und aktiviert Apaf-1 und Procaspase 9 und bildet so ein 

Apoptosom, das dann die aktivierte Caspase 9 (CASP9) enthält. Smac/Diablo und 

HtrA2/Omi vermitteln Apoptose über die Inhibition von sogenannten inhibitors of apopto-

sis proteins (IAPs). Die zweite Gruppe wird von Apoptosis inducing factor (AIF), Endo-

nuklease G und Caspase-activated DNase (CAD) gebildet und werden zu einem späte-

ren Zeitpunkt erst nach eingeleiteter Apoptose freigesetzt. Dann bewirken sie im Zellkern 

DNA-Fragmentation und tragen letztendlich zur Kernkondensation bei. 
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CASP8 und -9 bilden dann als Initiatorcaspasen des extrinsischen und intrinsi-

schen Apoptoseweges zentrale Schlüsselstellen. Im weiteren Verlauf aktivieren sie di-

verse Effektorcaspasen, allen voran Caspase 3, die dann die Zerstörung der Zelle in 

einem gemeinsamen Weg einleiten. Die Effektorcaspasen aktivieren Endonucleasen für 

die Zersetzung von DNA-Material und Proteasen für den Abbau des Kern- und Zytoske-

letts [73].  

Abb. 5: Proliferation und Apoptose.  Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung wichtiger Biomar-

ker und Pfade von Prozessen der Zellproliferation und Apoptose. Die extrinsische Apoptose wird maßgeb-

lich über Rezeptoren der TNF-Superfamilie reguliert. „Todesrezeptoren“ können von SFASL, TRAIL und 

TNF-α aktiviert werden, SFAS inhibiert die Bindung dieser Liganden. Der Death-inducing signaling complex 

(DISC) katalysiert die Aktivierung von Procaspase 8 (PROCASP8) zu Caspase 8 (CASP8). CASP8 aktiviert 

Caspase 3 (CASP3). CASP3 leitet über Aktivierung von Endonukleasen die Apoptose ein. TNF-Rezeptoren 

mit intrazellulärem TRAF führen über NFκB zur Transkription von anti-apoptotischen Genen. Decoy-Rezep-

toren konkurrieren um die Bindung von TNF-Rezeptor-Liganden. P53 und der intrinsische Apoptoseweg 

werden von DNA-Schäden, metabolischer Dysbalance, Hypoxie, Hyperthermie und/oder freien Radikalen 

aktiviert. Diese Prozesse destabilisieren das mitochondriale Membranpotenzial und führen dadurch zur Frei-

setzung von Cytochrom c, Smac/Diablo und HtrA2/Omi. Cytochrom c bildet zusammen mit Procaspase 9 

ein Apoptosom, das die aktivierte Caspase 9 enthält. Caspase 9 (CASP9) aktiviert CASP3, die dann, wie 

beschrieben, die Apoptose einleitet. Smac/Diablo und HtrA2/Omi hemmen die Inhibitoren von Apoptosefak-

toren (IAPs). BCL2 stabilisiert die Mitochondrienmembran und wirkt der Ausschüttung von Cytochrom c, 

Smac/Diablo und HtrA2/Omi entgegen. BAD hemmt BCL2 und AKT deaktiviert BAD. BCL2 nimmt über 

NFκB Einfluss auf die Transkription von anti-apoptotischen Genen. P53 hemmt BCL2 und fungiert unteran-

derem als Transkriptionsfaktor für pro-apoptotische Gene. JNK aktiviert P53 und führt über Umwege zur 

Bildung von AP-1, das ebenfalls als Transkriptionsfaktor für pro-apoptotische Gene agiert. 
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P53, auch „Wächter des Genoms“ genannt, ist ein Tumorsuppressorprotein und 

stellt eine der wichtigsten Kontrollinstanzen für das Zellwachstum dar. Normalerweise 

liegt dieses Protein nur inaktiviert vor, gebunden an seinen Inhibitor Mdm2. Bei Schäden 

der DNA wird es aktiviert, seine Konzentration in der Zelle steigt an und induziert dann 

als Transkriptionsfaktor die Expression von Apoptosegenen [74]. Darüber hinaus werden 

DNA-Reparaturmechanismen in Gang gesetzt und der Zellzyklus wird vorrübergehend 

in der G1-Phase arretiert, sodass vorerst keine Mitose und Zellteilung eingeleitet werden 

kann. Auch nach der S-Phase (Replikation des Genoms) kann noch ein Arrest in der G2-

Phase erfolgen [75]. Bei hochgradiger Akkumulation von P53, also bei hochgradigen 

Schäden, werden dann vor allem pro-apoptotische Gene der B-cell lymphoma 2 (BCL2) 

Familie exprimiert, insbesondere BCL2-associated X Protein (BAX), die ihrerseits eine 

Freisetzung von Caspasen auslösen, durch die der programmierte Zelltod schlussend-

lich eingeleitet wird [76, 77]. Aufgrund seiner zentralen Funktion in der Regulation von 

Proliferation und Apoptose steht das P53 im Mittelpunkt onkologischer Forschung. Denn 

bei Mutationen im P53-Gen kommt es zu einem fatalen Wegfall der Hemmung, die nötig 

ist, Zellen vor unkontrolliertem Wachstum und Schädigung zu schützen. 

Die Proteine der BCL2 Familie spielen als Teil des intrinsischen Apoptoseweges 

eine wichtige Rolle auf dem Weg zum programmierten Zelltod. Dabei wird innerhalb die-

ser Proteine zwischen anti-apoptotischen und pro-apoptotischen Faktoren unterschie-

den. Das wichtigste Protein auf Seiten der anti-apoptotischen Faktoren ist BCL2, einer 

seiner Inhibitoren auf Seiten der pro-apoptotischen Faktoren ist BCL2 Antagonist of Cell 

Death (BAD). Das BCL2 selbst unterliegt unter anderem in einem bislang nicht ganz 

geklärten Zusammenhang der Regulation des P53 [78]. Als Bestandteil der Mitochond-

rienmembran kann es dort die Integrität des mitochondrialen Membranpotentials sicher-

stellen und so den Einfluss von Caspasen regulieren [79]. Zusätzlich wird eine anti-

apoptotische Wirkung über die Aktivierung des NFκB, ein Transkriptionsfaktor, der die 

Expression von anti-apoptotischen Faktoren induziert, erreicht. BAD entfaltet seine Wir-

kung, indem es BCL2 bindet und deaktiviert. Durch Proteinkinase-B-/RAC-alpha-se-

rine/threonine-protein kinase-abhängige (PKB/AKT) Phosphorylierung wird BAD in ei-

nem Phosphoinosid-3-Kinase-abhängigen (PI3K) Signalweg inaktiviert [80].  

Losgetreten wird der PI3K-Signalweg von Rezeptor-Tyrosinkinasen, die von 

Wachstumsfaktoren wie TGF-α, IGF-1 oder Epidermal growth factor (EGF) aktiviert wer-

den [81-83]. Über Zwischenstationen mit Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3) 

als Mediator kommt es zur Aktivierung von AKT durch Phosphorylierung. AKT entspricht 

der Proteinkinase B und ist in der Lage, pro-apoptotische Faktoren (BAX, BAD) durch 
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Phosphorylierung zu inaktivieren [84]. Außerdem beeinflusst AKT den weiteren Signal-

weg zur Induktion von anti-apoptotischen Genen über NFκB [83]. NFκB ist ein Transkrip-

tionsfaktor, der durch eine Vielzahl an Signalwegen in komplexen Kaskaden aktiviert 

werden kann und neben der Überexpression von anti-apoptotischen Faktoren schluss-

endlich auch eine erhöhte Expression von anderen Transkriptionsfaktoren wie E74-like 

factor (ELF3) oder Hypoxia inducible factor 2α (HIF-2α) bewirkt. Diese sorgen ihrerseits 

für eine Modulation von katabolischen und inflammatorischen Mediatoren, durch die sich 

intra- und extrazelluläre Bedingungen ändern und so eine Verbindung zwischen Inflam-

mation und chondrozytärer Hypertrophie entsteht. Die zu beobachtende Hypertrophie 

wird von erhöhter MMP-13 Aktivität und Kollagen X Synthese begleitet, die bekannter-

maßen auch eine Degradation der EZM kennzeichnen [85, 86]. Getriggert werden die 

Signalwege zur Aktivierung des NFκB vor allem durch inflammatorische Zytokine wie IL-

1β und TNF-α, aber auch eine Initiierung über Toll-like receptors (TLRs), UV-Strahlung 

und freie Radikale ist möglich. Interessant ist dabei, dass das durch NFκB induzierte 

Expressionsmuster auch Faktoren beinhaltet, die ihrerseits den NFκB-Weg wieder akti-

vieren. So zum Beispiel IL-1β, TNF-α und Vertreter der TLRs. Darüber hinaus wird die 

Expression zahlreicher weiterer Zytokine wie Interleukin-6 (IL-6) und -8, Adhäsionsmo-

leküle, Rezeptoren, Enzyme und Faktoren, die in Zellproliferation, Apoptose und Zell-

zyklus involviert sind, erhöht [87].  

IL-6 ist ein Zytokin, das seine Wirkung ebenfalls über den PI3K-Signalweg ent-

faltet, nachdem es den gp130/JAK/STAT Rezeptorweg aktiviert. Somit ist es dann ana-

log zu diversen Wachstumsfaktoren über AKT und NFκB in die Bremsung der Apoptose 

involviert. Darüber hinaus wurde für IL-6, seinem pro-inflammatorischem Charakter ent-

sprechend ein induzierender Einfluss auf MMPs und reduzierender Einfluss auf Kollagen 

II Synthese festgestellt. Auch eine Involviertheit bezüglich subchondraler Knochenver-

änderungen wurde beobachtet, wobei IL-6 gleichzeitig Osteoklasten und Osteoblasten 

aktiviert und so an ossären Umbauprozessen beteiligt ist [88]. Die Synthese von IL-6 

durch die Chondrozyten kann durch Wachstumshormone, TNF-α und IL-1β gesteigert 

werden. Eine erhöhte IL-6 Konzentration wurde interessanterweise in der Gelenkflüssig-

keit von Arthrose-Patienten festgestellt [89, 90]. Außerdem soll an dieser Stelle erwähnt 

sein, dass es einen Zusammenhang zwischen dem Proteohormon Leptin (LEP) und IL-

6 gibt. LEP wurde ursprünglich wegen seiner Rolle im Fettstoffwechsel und der Hem-

mung von Hungergefühlen entdeckt. Studien zeigen jedoch auch eine Beteiligung bei 

der Entstehung von Arthrose, insofern, dass bei Arthrosepatienten die Konzentration im 

Serum und in der Synovialflüssigkeit erhöht ist [91]. Die Aktivität des LEP wird dabei 
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durch spezifische Leptin-Rezeptoren vermittelt, die dann folgend unteranderem den 

PI3K-Signalweg lostreten, welcher im Endeffekt wiederum eine erhöhte Expression von 

IL-6 induziert [92].  

Interleukin-8, ein weiteres Zytokin, das ursprünglich wegen seiner Funktion als 

Entzündungsfaktor entdeckt wurde, spielt eine Rolle in der Ausbildung hypertropher 

Chondrozyten und ihrer Änderung des Phänotyps. Dabei vermittelt IL-8 seine Wirkung 

vor allem über den Mitogen activated protein kinase (MAPK) Signalweg, welcher in 

arthrotischem Knorpel zum einen Apoptose auslöst, zum anderen aber auch Hypertro-

phie triggert [93, 94]. Eine erhöhte Serum- und Synovialkonzentration an IL-8 wurde bei 

Patienten mit Gelenkarthrose gemessen [95]. Außerdem wurde eine Beteiligung bezüg-

lich Angiongenese entdeckt [96]. 

Ein weiteres zentrales Molekül im Geschehen um Zellwachstum und program-

miertem Zelltod sind die C-Jun N-terminale Kinasen (JNKs) als Mitglieder der Familie 

der MAPKs. Sie sind sowohl Teil des intrinsischen als auch des extrinsischen Apoptose-

weges und werden aktiv durch Zytokine, Wachstumsfaktoren oder Stressfaktoren wie 

UV- oder Röntgenstrahlung. Aktiviertes JNK transloziert in den Zellkern, wo es durch die 

Phosphorylierung von c-Jun die Bildung von Activator Protein 1 (AP-1) induziert. Dieses 

kann dann als Transkriptionsfaktor für zahlreiche pro-apoptotische Gene agieren. Da-

runter TNF-α, Fas-L und BCL2 homologous antagonist killer (BAK). JNK ist zudem selbst 

in der Lage, Transkriptionsfaktoren wie P53 zu phosphorylieren und somit zu aktivieren. 

Während die pro-apoptotischen Eigenschaften der JNKs zunehmend verstanden wer-

den, geht man auch davon aus, dass ein Engagement in Richtung der Zellproliferation, 

getriggert durch Wachstumsfaktoren, besteht [97]. Wie für die meisten in den Apoptose-

weg involvierten Signalmoleküle reicht der Einfluss der JNKs in mehrere Signalwege 

hinein und stellt sich deshalb als komplex und vielseitig dar und muss deshalb noch 

genauer untersucht werden.  

EGF und Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), zwei Wachstums-

faktoren, die vor allem mit malignen Tumoren in Zusammenhang gebracht werden, 

scheinen auch einen Einfluss auf die Progression von Arthrose zu haben. Beide entfalten 

Ihre Wirkung auf die Zielzellen über die Gruppe der EGF-Rezeptoren, dessen bekann-

tester Vertreter wohl der HER2/c-neu-Rezeptor ist. Im Allgemeinen werden über ver-

schiedene Signalwege schlussendlich Effekte wie Zellmigration, Zelladhäsion und Zell-

proliferation hervorgerufen [98]. Inwieweit dies auch für Chondrozyten und 

Gelenkknorpel übertragbar ist, bleibt zu untersuchen. Ihren Funktionen als Wachstums-

faktoren entsprechend würde man EGF und HB-EGF und ihrem weiteren Signalweg eine 
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knorpelprotektive Wirkung zuschreiben. Dies hat sich durch experimentelle Studien je-

doch nicht schlüssig belegen lassen [99]. 

 

Angiogenese 

 

Neben dem Verlust von Knorpelmatrix, Änderung der zellulären Strukturmuster und der 

Dysbalance von Proliferation und Apoptose ist der Prozess der Angiogenese seit länge-

rem Bestandteil der Forschung zu Arthrose. Im Rahmen der enchondralen Ossifikation, 

also dem Umbau von Knorpel zu Knochen während der Entwicklung des Skeletts, ist die 

Angiogenese ein integraler Bestandteil. Eine Vaskularisierung von arthrotischem Knor-

pel wurde als erstes durch den Nachweis von angiogenese-spezifischen  Markern, in 

Form von Vascular endothelial growth factor (VEGF) nachgewiesen [100]. Auch wenn in 

dieser Frage die genaue Ätiologie bislang ungeklärt bleibt, so wird vor allem der sub-

chondrale Knochen zumindest als Ausgangspunkt für Gefäßeinsprossungen in den Ge-

lenkknorpel hervorgehoben. Die nervale Begleitung von einwachsenden Blutgefäßen 

könnte dann ursächlich für die Schmerzen bei fortschreitender Arthrose sein [101]. Im 

Gesamten scheint die Interaktion zwischen veränderter Knorpelbiologie, entzündeter 

Gelenkschleimhaut und dem subchondralen Knochen dieses Phänomen in komplexer 

Weise zu regulieren [102]. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde Gelenkknorpel in der 

Vergangenheit immer wieder auf Biomarker untersucht, die im Allgemeinen mit Angio-

genese in Verbindung zu bringen sind, um diesen Prozess zu entschlüsseln. Hier soll 

nun ein Überblick über wichtige angiogenetische Schlüsselmoleküle gegeben werden, 

die neben ihrem Einfluss auf Angiogenese oft auch Einfluss auf den chondrozytären Me-

tabolismus haben. 

Die Gruppe der vaskulären endothelialen Wachstumsfaktoren ist wohl die Promi-

nenteste in der Regulierung von Angiogenese. Ihre Isoformen sind dabei nicht nur in 

physiologische Prozesse verwickelt wie Skelettwachstum und enchondrale Ossifikation, 

sondern auch in pathologische Entwicklungen wie solides Tumorwachstum. Es wurde 

gezeigt, dass die Isoformen VEGF A-D und die VEGF-Tyrosinkinase-Rezeptoren 1-3 

(VEGFR 1-3) auch von Chondrozyten exprimiert werden [103, 104]. In arthrotischem 

Knorpel führt eine erhöhte Präsenz von VEGF, ausgelöst durch Hypoxie, mechanischen 

Stress und inflammatorische Zytokine, einerseits zur Formation von Osteophyten und 

Matrixdegradation, aber andererseits auch zu einem geänderten Verhältnis zwischen 

Proliferation und Apoptose [105]. Über VEGFRs werden intrazellulär die PI3K und MAPK 
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Signalwege losgetreten, die letztendlich auch Zellproliferation und Zellüberleben vermit-

teln [106].  

Eine andere Familie von Wachstumsfaktoren, die für ihre angiogenetische Po-

tenz bekannt ist, ist die Familie der Fibroblast Growth Factors (FGFs). Es existieren zahl-

reiche Isoformen und entsprechende FGF-Tyrosinkinase-Rezeptoren (FGFRs). Wie 

auch für VEGF, ist die FGF-neutralisierende oder Rezeptor-blockierende Therapie durch 

Antikörper eine zentrale Säule in der Behandlung von vielen Krebsarten geworden. Ziel 

dabei ist es, das Tumorwachstum durch Hemmung der Angiogenese einzudämmen. Die 

Blockade von FGF-Rezeptoren und dadurch wirksame Flussabwärtshemmung intrazel-

lulärer Signalwege führt zu einer Inhibition von Proliferation und Migration von Endothel-

zellen [107]. Neben ihren angiogenetischen Effekten wirken FGF-1 und -2 vor allem über 

FGFR-1 auf den Metabolismus von Chondrozyten. Durch Aktivierung von chondrozytä-

ren FGFRs folgt im Gelenkknorpel eine erhöhte Produktion von MMPs, eine Inhibition 

der Matrixakkumulation und Proteoglykansynthese und die Formation von charakteristi-

schen Zellclustern [108, 109]. In einem Tiermodell konnte bei FGFR-1-defizitären Mäu-

sen bereits eine verminderte Knorpeldegeneration nachgewiesen werden [110]. Demge-

genüber können auch FGF-1 und -2-vermittelte anabole Effekte vorliegen, hier jedoch 

vor allem über FGFR-3 [111].  

Endoglin (ENG), ein Co-Rezeptor des TGF-β Rezeptorkomplexes, wird vorwie-

gend von proliferierenden Endothelzellen exprimiert und spielt deshalb eine wichtige 

Rolle bei der Gefäßentwicklung und Tumor-assoziierten Angiogenese [112]. Auch auf 

Chondrozyten wird Endoglin exprimiert, sogar in vergleichbarem Umfang wie bei En-

dothelzellen [113]. Somit scheint Endoglin, neben einer möglichen angiogenetischen 

Funktion zumindest den Einfluss von TGF-β-Liganden auf Chondrozyten zu regulieren. 

Dieser Zusammenhang wurde in der Vergangenheit in einem Mausmodell untersucht 

und es wurde gezeigt, dass Chondrozyten von Mäusen mit einem Endoglindefizit eine 

geringere Menge an Kollagen X und Cartilage Oligomeric Matrix Protein exprimierten 

[114]. Diese beiden Matrixbestandteile kommen in arthrotischem Gelenkknorpel gehäuft 

vor. Hiermit in Einklang stehend wurde für menschliche Chondrozyten bei erhöhter En-

doglinexpression eine verminderte Kollagen II Expression festgestellt [115]. 

Angiopoietine (ANGPTs) regulieren über tie-Rezeptoren die Ausbildung und In-

tegrität von Blut- und Lymphgefäßen. Dabei bewirkt der Einfluss von Angiopoietin-1 im 

Sinne eines Agonisten des tie-2 Rezeptors das Wachstum, Überleben und die Stabili-

sierung der Zell-Zell-Verbindungen von Endothelzellen. Angiopoietin-2 (ANGPT2) wirkt 

dahingegen hauptsächlich im Sinne eines Antagonisten auf den tie-2-Rezeptor, kann 
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kontextabhängig aber auch eine agonistische Funktion bezüglich tie-2 erfüllen [116, 

117]. Neben den vier Isoformen ANGPT1-4, gibt es zahlreiche verwandte Angiopoietin-

related proteins (ANGPTLs), die dementsprechend ähnliche Effekte auslösen [118, 119]. 

Eine Studie zeigte, dass die Menge an ANGPTL-2 zum einen in arthrotischem Knorpel 

erhöht ist und zum anderen auch Matrixdegradation und Ausschüttung von Inflammati-

onsmediatoren vermittelt [120]. Zusätzlich wurde ein direkter Einfluss von ANGPTL-4 auf 

MMPs entdeckt, insofern, dass viele dieser Proteasen eine bestimmte Reaktion, also 

Zu- oder Abnahme bei erhöhtem ANGPTL-4 zeigten [121].  

Endothelin-1 (ET-1) ist ein Peptidhormon, das in allen Gefäßen des Körpers 

nachweisbar ist und starke Vasokonstriktion hervorrufen kann [122]. Endothelinrezepto-

ren werden nicht nur auf Endothelzellen exprimiert, sondern auch auf vielen anderen 

Zellen, darunter Chondrozyten [123]. Es konnte gezeigt werden, dass mit Endothelin-1 

behandelte Chondrozyten mehr MMP-13 produzierten [124].  

Nach der Sicht auf einige angiogenetische Marker ist festzustellen, dass die Wirk-

weise einiger angiogenetischer Biomoleküle sehr vielfältig ist und sich oft nicht nur auf 

ein Organ oder Kompartiment beschränkt und auch nicht nur einem einzigen Attribut der 

Arthrose zuzuschreiben ist. Zusätzlich bleibt die Frage, an welcher Stelle der Prozess 

der Vaskularisierung im Arthrosegeschehen einzuordnen ist. Ist es lediglich ein Neben-

produkt der erhöhten angiogenetischen Faktoren, die durch metabolische Dysbalance 

der Chondrozyten vermehrt produziert werden und wie beschrieben, zur Destruktion der 

physiologischen Knorpelbiologie beitragen? Oder ist es ein gewollter Versuch, die Arth-

roseprogredienz in bislang unverstandener Weise durch Vaskularisierung aufzuhalten? 

 

Knochenumbau 

 

Als letzter Abschnitt in diesem Kapitel soll ein Blick auf ein weiteres Merkmal der Ge-

lenkarthrose geworfen werden, nämlich die subchondrale Knochenveränderung. Es ist 

bekannt, dass es im Laufe der Arthrose zu einer Knochenverdichtung, Mikrofrakturen 

und der Ausbildung von Osteophyten kommt. Dies geschieht zum einen durch abnorme 

Belastung bei abnehmender Knorpeldicke und zum anderen durch direkten Kontakt von 

Entzündungs- und Wachstumsmediatoren der Synovialflüssigkeit mit dem subchondra-

len Knochen. Dieser Kontakt wird möglich, wenn die Knorpelschicht rissig wird und tiefe 

Fissuren entstehen, wobei auch Mikrofrakturen des subchondralen Knochens eine Rolle 

spielen [125]. Auch hier liegt also eine komplexe Interaktion von mehreren Bestandteilen 

des Gelenks zugrunde, bei der Signalketten von Biomolekülen zum Fortschritt der 
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Krankheit führen. Im Folgenden werden einige Moleküle vorgestellt, die in das Knochen-

remodeling bei Arthrose involviert sind. 

Bone morphogenic proteins sind eine Gruppe von Signalmolekülen aus der TGF-

β-Superfamilie, die von Makrophagen, Chondrozyten und Knochenzellen exprimiert wer-

den und unter anderem eine Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten, aber 

auch Chondrozyten induzieren können [126, 127]. Dem entsprechend kommt BMPs eine 

tragende Rolle bei der enchondralen Ossifikation zu [128]. Wegen ihrer bekannten Funk-

tionen wurden einige ihrer Vertreter in der Vergangenheit dann auch auf die Beteiligung 

an der Entstehung von Arthrose untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass der Einfluss 

der BMPs über subchondrale Sklerosierung und Osteophytenbildung hinaus geht [129]. 

Ein ausgewogenes Vorkommen von BMPs ist nämlich unabdingbar für eine intakte Knor-

pelbiologie. Die Rolle von Bone morphogenic protein 9 (BMP9) ist dabei bislang nur 

schlecht verstanden, jedoch deuten Studien darauf hin, dass es ein wichtiger Regulator 

in der Ausbildung von Knorpel ist [130]. 

Ein weiterer wichtiger Faktor für den Knochenumbau ist Osteopontin (OPN), wel-

ches als erstes in Osteoblasten entdeckt wurde, aber auch von zahlreichen anderen 

Zellarten, mitunter Chondrozyten, produziert wird [131]. In Osteoblasten der skleroti-

schen Zone bei Arthrose ist es signifikant erhöht [132]. Neben der Vermittlung der Ad-

häsion zwischen Knochenzellen und Knochenmatrix wirkt OPN auch stimulierend auf 

die Osteoklastenfunktion und inhibierend auf die Matrix Mineralisierung [133]. Außerdem 

wurde gezeigt, dass OPN die Differenzierung und Proliferation bei von Osteoprogenitor-

zellen von Mäusen in vitro negativ reguliert [134]. Auch für den arthrotischen Gelenk-

knorpel wurde eine erhöhte Expression von OPN auf mRNA-Ebene gezeigt [135]. Für 

den Gelenkknorpel resultiert durch exzessiven Einfluss von OPN eine Degradation, nicht 

zuletzt durch eine vermehrte Ausschüttung von MMP-13 [136]. Und auch wenn die 

Menge an OPN in Gelenkflüssigkeit und Blutplasma mit dem jeweiligen Arthrosestatus 

korreliert, so bleibt bislang unklar, wie es genau zur arthrotischen Knochenveränderung 

beiträgt [136]. 

Follistatin (FST) ist ein omnipäsentes Glykoprotein, das in fast allen Geweben 

des Körpers zu finden ist – auch Chondrozyten produzieren FST und es ist im Gelenk-

knorpel vorhanden [137]. Für den Knochen wird seine Relevanz durch den Antagonis-

mus der TGF-β-Superfamilie, zu der Activine und BMPs gehören, bedingt. Activine sind 

proinflammatorische Zytokine, die auch dafür bekannt sind, Knochenbildung zu induzie-

ren [138]. Durch die Bindung und Inhibition von Activin, und dessen entzündlicher und 
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somit destruktiven Wirkung auf Knorpel und Gelenkschleimhaut konnte gezeigt werden, 

dass FST zur Gelenkphysiologie beiträgt [139]. 

Hepatocyte growth Factor (HGF) ist ein Wachstumsfaktor, der exzessiv von Os-

teoblasten des subchondralen Knochens ausgeschüttet wird [140]. In der Folge führt es 

zu einer Stimulation von Faktoren der TGF-β-Superfamilie, im speziellen von BMP-2, 

das für Knochenformation und Gefäßneubildung im Rahmen von Frakturheilung bekannt 

ist [141].  

Dass HGF nicht von Chondrozyten exprimiert wird, aber trotzdem im Gelenkknor-

pel nachgewiesen wurde, zeigt einmal mehr die Komplexität der Zusammenhänge bei 

Arthrose [140]. Die Verfügbarkeit sämtlicher Biomarker in allen angrenzenden Strukturen 

im Gelenk, also Gelenkknorpel, Gelenkschleimhaut und subchondraler Knochen, macht 

eine präzise Zuordnung von Molekül und Wirkung nur schwer möglich. Schlüsselmole-

küle und -prozesse müssen identifiziert werden, um alle Facetten der Veränderungen 

bei Arthrose zu verstehen. 

 

2.2.4 Diagnostik 

 

Eine ausführliche Anamnese bei Arthrose bildet die Grundlage für weiterführende Diag-

nostik. Dabei sollte am Ende des Gesprächs in jedem Fall die Schmerzbelastung und 

der Leidensdruck des Patienten eruiert sein, um später die Indikationsstellung für thera-

peutische Konsequenzen abwägen zu können. Im Rahmen der körperlichen Untersu-

chung können dann genauere Hinweise auf weitere möglicherweise erforderliche Diag-

nostik, auch apparativer Art gefunden werden.  

Bildgebende Verfahren bieten die Möglichkeit, den Schweregrad der Gelenker-

krankung festzustellen und die Diagnose einer Arthrose objektiv zu sichern. Bei der Go-

narthrose ist die primäre bildgebende Diagnostik eine konventionelle Röntgenuntersu-

chung, wobei typische Zeichen wie Gelenkspaltverschmälerung, subchondrale 

Sklerosierung, osteophytäre Anbauten und Geröllzysten erkannt werden können. In spe-

ziellen Fragestellungen, wenn die Ursache der Beschwerden nach Anamnese, körperli-

cher und radiologischer Untersuchung noch nicht geklärt ist, können weitere bildge-

bende Verfahren wie Computertomografie, Magnetresonanztomografie oder Sonografie 

eingesetzt werden. Gelenkpunktionen mit anschließender Laboruntersuchung der Ge-

lenkflüssigkeit können durchgeführt werden, um rheumatische Erkrankungen oder In-

fekte auszuschließen. Im äußersten Fall kann eine Gelenkspiegelung Aufschluss über 

den Zustand von Gelenkknorpel und Gelenkschleimhaut geben. Serologische Marker 
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oder gar Biomarker in Synovialflüssigkeit oder Gelenkknorpel, die für die Diagnose, 

Prognose oder Therapiekontrolle der Arthrose von Nutzen wären, sind bisher nicht etab-

liert. Wie bereits beschrieben, wurden in der Vergangenheit zahlreiche Biomarker be-

züglich ihres diagnostischen, prognostischen und therapeutischen Potenzials vorge-

schlagen. Jedoch resultierte daraus bis heute kein praktischer Nutzen [25, 142]. Ein 

alternativer Vorschlag in diesem Zusammenhang sind chondrozytäre Muster als bildba-

sierte Biomarker [43]. 

Das Ausmaß der Gelenkschädigung wird somit bis heute überwiegend radiolo-

gisch klassifiziert. Den Anfang machte 1957 die Klassifikation nach Kellgren und Law-

rence, bei der röntgenologisch anhand von Gelenkspaltverschmälerung, subchondraler 

Sklerosierung, Osteophytenbildung, Unregelmäßigkeit der Gelenkflächen und Deforma-

tion oder Nekrose der Gelenkpartner in vier Stadien kategorisiert wird [143]. Mit der Klas-

sifikation von Outerbridge kam 1961 ein diagnostisches Werkzeug zur arthroskopischen 

Beurteilung des Gelenkknorpels dazu [144]. Etwas detaillierter aufgeschlüsselt und hie-

rauf basierend veröffentlichte die Osteoarthritis Research Society International 2006 ein 

weiteres Klassifikationssystem auf rein histopathologischer Basis [145]. 

Neben den genannten Klassifikationen wurden in der Vergangenheit zahlreiche 

weitere Einteilungen veröffentlicht, immer mit dem Ziel, den Krankheitsstatus möglichst 

präzise zu erfassen, um dann eine sichere Indikationsstellung für die Therapie abzulei-

ten. In der Praxis besteht jedoch immer noch die weitgehende Abhängigkeit der Indika-

tion zu einem operativen Vorgehen von der Patientenanamnese. Spezifische Einteilun-

gen sind vor allem bei knorpelregenerativen Verfahren von Bedeutung. Gerade bei der 

Frage nach gelenkersetzenden Operationen können Patienten, die nach Kellgren und 

Lawrence eine hochgradige Arthrose haben, durchaus von ganz unterschiedlichen Lei-

densdrücken berichten, was entsprechende Konsequenzen auf die Therapieentschei-

dung hat.  

Somit sind für die Zukunft Klassifikationssysteme wünschenswert, die zum einen 

direkter mit den anamnestischen Parametern korrelieren und zum anderen aber auch 

früher als radiologisch und makroskopisch erfassbar sind. Das Feld der molekularen Bi-

omarker bietet dahingehend interessante Möglichkeiten, Diagnostik, Prognose und The-

rapie von Arthrose stichhaltig zu machen. 

 

2.2.5 Therapie 

 

Gelenkarthrose ist bis heute nicht heilbar, weshalb sich die Therapieziele auf Schmerz-

linderung und den Funktionserhalt der betroffenen Gelenke beschränken. Die 
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Therapiestrategie ist dabei vor allem von Erkrankungsstadium, Erkrankungsursache und 

Symptomatik abhängig. Den Anfang bildet die konservative Therapie, die zunächst ein-

mal nichtmedikamentös gestaltet werden kann. Neben der ausführlichen Aufklärung 

über den Krankheitsverlauf und dem Hinweis auf den eigenen Einfluss darauf können 

Physiotherapie, Physikalische Therapie, Ergotherapie, orthopädische Hilfsmittel und Na-

turheilverfahren Besserung verschaffen. Die medikamentöse Therapie erfolgt nach dem 

WHO-Stufenschema, mit dem Ziel, Schmerzen und Entzündung zu minimieren. 

Nichtsteroidale Antiphlogistika entsprechend Stufe 1 haben sich diesbezüglich bewährt; 

Opioidanalgetika, entsprechend Stufe 2 und 3 sind aufgrund ihrer Nebenwirkungen und 

ihres Abhängigkeitspotentials nur in Ausnahmefällen indiziert. Darüber hinaus besteht 

die Möglichkeit der intraartikulären Injektion von Glucocortikoiden und Hyaluronsäure. 

Wenn die konservative Therapie nicht mehr ausreicht, um den Leidensdruck des Pati-

enten zu mindern, kann über operative Methoden nachgedacht werden. Möglichkeiten 

der gelenkerhaltenden Operationen sind Arthroskopien, Umstellungsosteotomien und 

Methoden der Gelenkflächenwiederherstellung in Form von autologen osteochondralen 

Transplantationen oder matrixgekoppelten autologen Chondrozytentransplantationen. 

Ultima Ratio bei der Behandlung der Gelenkarthrose sind die gelenkersetzenden Ope-

rationen mit Einbau von Endoprothesen [25, 142]. 

Die Prävalenz von Arthrose wurde bereits dargelegt und der Blick auf die Opera-

tionszahlen zeigt, dass die Therapie für viele Arthrosepatienten in einer endoprotheti-

schen Versorgung endet. Zum Beispiel belief sich die Zahl der Implantationen einer En-

doprothese am Kniegelenk (OPS 5-822) im Jahre 2018 auf 190.427, womit derartige 

Eingriffe unter den 15 häufigsten Operationen für dieses Jahr liegen [146]. Auf dem Ge-

biet der Endoprothetik hat sich in den letzten Jahrzehnten viel getan. Mittlerweile können 

prinzipiell Endoprothesen individuell auf die Knorpeldefekte des Patienten angepasst 

werden und sämtliche Bandstrukturen bei der Operation erhalten werden. Dass so viele 

Patienten letztlich doch eine Prothese, in welcher Form auch immer benötigen zeigt, 

dass ein Therapieansatz zur Heilung der Arthrose sehr weit entfernt ist. Medikamentöse 

Interventionen auf Ebene von Biomarkern müssen noch besser erforscht werden, um 

aufwendige Operationen und verbundene Risiken in Zukunft zu vermeiden und vor al-

lem, um Ursachen anstatt Symptome zu therapieren. 

 

2.3 Onkoprozesse 

 

Im Gegensatz zur anfänglichen Vermutung, dass Gelenkarthrose und die damit verbun-

dene Knorpeldegeneration lediglich eine Folge von Nutzung und Abnutzung ist, ist 
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heutzutage verstanden, dass die zugrundeliegenden Mechanismen vielseitig und kom-

plex sind. Bei Betrachtung der Attribute von Arthrose fällt auf, dass sich vereinzelt Ähn-

lichkeiten zum Wachstum von malignen Neoplasien ergeben. Besonders sticht dabei der 

Aspekt der Zellproliferation heraus, die in den allermeisten Fällen maßgeblich den Pro-

gress der Krebserkrankung befördert. Bei Arthrose kommt es im Laufe der Gewebede-

generation zur Entstehung von Zellclustern. Darüber hinaus gibt es bei beiden Entitäten 

häufig Änderungen in der zellulären Differenzierung beziehungsweise eine Änderung 

des zellulären Phänotyps. Beide Krankheiten werden regelhaft mit dem Vorkommen von 

inflammatorischen Prozessen begleitet. Angiogenese, eine ebenfalls zentrale Eigen-

schaft von vor allem schnell wachsenden malignen Neoplasien, wurde in der Vergan-

genheit immer wieder mit Arthrose in Verbindung gebracht, wobei der genaue Zusam-

menhang mit Arthrose bislang jedoch relativ unverstanden ist. Fast gänzlich unerforscht 

in Bezug auf Arthrose ist die Regulation des Immunsystems, insbesondere die Interak-

tion von Checkpoint-Proteinen. Im Bereich der onkologischen Forschung konnten durch 

Etablierung von Checkpoint-Inhibitoren bei der Behandlung von Tumoren bereits große 

Erfolge erzielt werden. 

Im folgenden Abschnitt sollen daher zunächst kurz allgemeine Kennzeichen der 

malignen Tumorentstehung erläutert werden. Anschließend wird das Chondrosarkom, 

ein maligner Knochentumor dessen Zellen Knorpelsubstanz produzieren, eingeführt. Da-

bei soll es auch um bisherige Forschungen zur Behandlung mit Checkpoint-Inhibitoren 

gehen. 

 

2.3.1 Hallmarks of Cancer 

 

Die Entstehung maligner Tumoren wurde durch zehn Merkmale gekennzeichnet [147]:  

 

1. Selbstversorgung mit Wachstumssignalen: 

 

Normalerweise benötigen die Zellen des Körpers externe Wachstumsfaktoren, um 

zu wachsen und um sich zu teilen. Krebszellen produzieren jene Faktoren selbst in 

autokriner Manier. Darüber hinaus werden Signalwege, die Wachstum und Zelltei-

lung befördern, permanent aktiviert und Inhibitoren entsprechender Signalwege de-

aktiviert.  
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2. Unempfindlichkeit gegenüber anti-Wachstumssignalen: 

 

Zellteilung und -wachstum unterliegen einer strikten Kontrolle von Tumor-suppres-

sor-Proteinen, die sicherstellen, dass geschädigte Zellen nicht weiterwachsen und 

eventuell sogar in Apoptose gehen. Diese Tumor-suppressor-Proteine sind durch 

Mutation oder Inhibition so verändert, dass sie ihre Funktion verlieren. Zusätzlich 

entfällt der Wachstumsstopp durch Kontaktinhibition. 

 

3. Vermeidung von Apoptose: 

 

Zellen sind in der Lage, sich in Form von programmiertem Zelltod selbst zu zerstören. 

Krebszellen können sich dem entziehen, indem sie Mechanismen zur Erkennung von 

Zellschäden verändern und Signalwege zur Induktion von Apoptose nicht aktiviert 

werden. 

 

4. Endloses Replikationspotential:  

 

Gesunde Zellen sterben nach einer bestimmten Anzahl an Teilungen. Krebszellen 

manipulieren dieses Limit, indem sie einerseits die Telomere der DNA verlängern 

und andererseits Tumor-suppressor-Proteine wie P53 deaktivieren. 

 

5. Anhaltende Angiogenese:  

 

Maligne Tumoren sind in der Lage, durch Ausschüttung von Angiogenesefaktoren 

wie VEGF die Bildung von Blutgefäßen zu initiieren, um die schnell wachsenden 

Krebszellen mit ausreichend Nährstoffen und Sauerstoff zu versorgen. 

 

6. Gewebeinvasion und Metastasierung: 

 

Zellen maligner Tumoren sind in der Lage, sich von ihrer ursprünglichen Umgebung 

zu lösen, um umliegendes Gewebe zu infiltrieren oder sogar in fernere Orte des Kör-

pers einzuwandern. 
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7. Deregulation des zellulären Metabolismus: 

 

Krebszellen beziehen ihre Energie überwiegend aus der Glykolyse und Milchsäure-

vergärung. Sie umgehen anschließend die mitochondriale Atmungskette und nutzen 

das entstandene Pyruvat nicht für eine maximale ATP-Gewinnung, sondern als Bau-

steine für weitere Zellen. 

 

8. Vermeidung der Zerstörung durch das Immunsystem: 

 

Durch veränderte Expression von Oberflächenmolekülen, die dem Immunsystem 

normalerweise anzeigen, dass eine Zelle eliminiert werden muss, geht diese Kon-

trollfunktion für Krebszellen verloren (detailliertere Darstellung siehe Abschnitt Im-

muncheckpoint-Inhibitoren). 

 

9. Tumorfördernde Entzündung: 

 

Viele maligne Tumoren werden von einer lokalen chronischen Inflammation beglei-

tet, die Angiogenese und Immunantwort fördert.  

 

10.  Genommutation und Instabilität: 

 

Krebszellen weisen oft mehrere schwere chromosomale Abnormalitäten auf, die den 

Tumorprogress bedingen.  

 

2.3.2 Chondrosarkom 

 

Das Chondrosarkom ist ein primärer maligner Knochentumor, der Knorpelmatrix produ-

ziert. Nach dem Osteosarkom ist es der zweithäufigste maligne Knochentumor beim Er-

wachsenen [148]. Das Grading von Stufe G1 bis G4 erfolgt histologisch nach klassischen 

malignen Charakteristika. Das Staging nach WHO-Klassifikation unterteilt zunächst in 

zentral-konventionell, wenn der Tumor dem Markraum des Knochens entspringt und se-

kundär, wenn der Ursprung einer bestehenden Knorpelläsion wie einem Osteochondrom 

oder Enchondrom ausgeht. Darüber hinaus gibt es die Klassen mesenchymal, dediffe-

renziert, klarzellig und periostal, die das Staging ergänzend definieren können [149]. Da 
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Chondrosarkome weitestgehend strahlen- und chemoresistent sind, bleibt als Therapie-

möglichkeit fast ausschließlich die chirurgische Entfernung. 

 

2.3.3 Immuncheckpoints 

 

Wie für sämtliche andere maligne Neoplasien gelten auch für Chondrosarkome die oben 

genannten Kernmerkmale der malignen Tumorentstehung. In der Krebstherapie ist das 

Themenfeld der Immuncheckpoint-Inhibition in jüngerer Vergangenheit immer mehr in 

den Vordergrund gerückt, um das Merkmal „8. Vermeidung der Zerstörung des Immun-

systems“ zu behandeln. Immuncheckpoints sind Rezeptoren auf der Oberfläche von T-

Lymphozyten, die deren Immunantwort entweder steigern oder abschwächen. Physiolo-

gischerweise regulieren solche Rezeptoren vor allem die Aktivierung jener Immunzellen. 

Zu den abschwächenden Immuncheckpoints gehören Programmed cell death protein 1 

(PD1), Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA4) und T-cell immunoglobulin 

and mucin-domain containing-3 (TIM3). Krebszellen versuchen mit entsprechenden Lig-

anden die abschwächenden Immuncheckpoints zu binden, um die Immunantwort zu re-

duzieren. Dadurch kann der bösartige Tumor ungehinderter wachsen [150].  

Bislang gibt es nur sehr wenige Studien zur Wirksamkeit von Immuncheckpoint-

Inhibitoren bei Chondrosarkomen. Festgestellt wurde, dass viele Chondrosarkome Pro-

grammed cell death 1 ligand 1 (PDL1), also einen Liganden von PD1, exprimieren. In 

Einzelfällen konnte auch gezeigt werden, dass der direkte Antikörper-Block von PD1, 

also Inhibition der Bindung durch PDL1, einen Nutzen in der Therapie von Chondrosar-

komen bieten kann [151].  

Eine erhöhte Expression von B7-H3 (CD267), ein Ligand des CTLA4 Rezeptors, 

wurde bereits in konventionellen und dedifferenzierten Chondrosarkomen nachgewie-

sen. CTLA4 Expression war in beiden Chondrosarkomtypen aber nur minimal erhöht. 

Die Expression von TIM3 hingegen war stark erhöht. Die Herkunft von CTLA4 und TIM3 

in den Chondrosarkomen sind die tumor-infiltrierenden Lymphozyten [152]. Studien, die 

die Wirksamkeit von CTLA4 oder TIM3-Inhibition bei Chondrosarkomen geprüft hätten, 

gibt es bislang nicht. 

Zu den Immuncheckpoints werden ebenfalls die TLRs gezählt. Eine Subgruppe, 

zu der auch Toll-like receptor 2 (TLR2) gehört, sind Membranproteine auf der Oberfläche 

von diversen Immunzellen. Es wirkt im Gegensatz zu den bereits genannten aber stimu-

latorisch auf die Immunantwort durch Induktion der Zytokinausschüttung. Darüber hin-

aus wurde gezeigt, dass TLRs auch von vielen Krebszellen exprimiert werden. Die 
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Funktionen in diesem Zusammenhang sind vielseitig, komplex und noch nicht endgültig 

verstanden [153]. Auch in Zusammenhang mit Chondrosarkomen gibt es bislang keine 

aussagekräftigen Studien. 

 

2.4 Zielsetzung der Arbeit 

 

Ziel dieser Arbeit war es, bestimmte Schlüsselaspekte der Knorpeldegeneration im Rah-

men von Arthrose auf Molekularebene zu erarbeiten. Bei endgradiger Arthrose liegen 

die Chondrozyten in großen lokalen Zellhaufen (Clustern) vor unter Zunahme der Ge-

samtzellzahl im Knorpel. Diesem Zustand muss somit eine ausgedehnte Zellproliferation 

vorangegangen sein. Aus diesem Grund wurde als besonderer Blickwinkel auf die mo-

lekularen Veränderungen bei Arthrose der Vergleich zu Onkoprozessen gezogen, um 

hierzu Gemeinsamkeiten und Unterschiede herauszuarbeiten.  

Es wurden 33 Biomarker aus den Bereichen Proliferation und Apoptose, Inflam-

mation, Zelldifferenzierung, Knochenumbau, Angiogenese und Immuncheckpoints aus-

gewählt und quantitativ oder semi-quantitativ mittels Multiplex-Assay gemessen. Nahezu 

alle Biomarker wurden bereits zumindest teilweise im Zusammenhang mit Gelenkarth-

rose und/oder Krebsprozessen von anderen Forschungsgruppen untersucht und ließen 

sich von mir auch entsprechend der „Hallmarks of Cancer“ kategorisieren. Durch die 

Beschreibung von degenerationsstadienspezifischen Chondrozytenmustern bei Ge-

lenkarthrose wurde jedoch nun eine optische Gewebeselektion möglich, die über den 

einfachen Vergleich von gesundem und arthrotischem Knorpel hinaus geht. Dadurch 

wurde eine sehr detaillierte und kleinschrittige Untersuchung der Pathophysiologie bei 

Arthrose möglich. Es konnte nun eine Einbettung der vorliegenden Prozesse in den zeit-

lichen Ablauf der Degeneration erfolgen durch eben die Zuordnung der untersuchten 

Proteinisolate aus dem Knorpel der Femurkondylen zu den verschiedenen beschriebe-

nen räumlichen Chondrozytenmustern (Strings, Double Strings, Small Cluster, Big Clus-

ter und Diffuse). Für den weiteren Vergleich diente Proteinisolat von intaktem Femurkon-

dylen-Knorpel eines 14-jährigen Jungen und Chondrosarkomzellen. 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Farbstoffe 

 

Farbstoff Hersteller 

Calcein 
Cayman/Biomol 

Hamburg, Deutschland 

DAPI 
Thermo Fischer Scientific 

Waltham, USA 

Tab. 1: Verwendete Farbstoffe. 

 

3.1.2 Multiplex Assay Kits 

 

Multiplex Assay Kit Hersteller 

Human Circulating Cancer Biomarker Mag-

netic Bead Panel 1 

(Kat. Nr. HCCBP1MAG-58K) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Angiogenesis / Growth Factor Mag-

netic Bead Panel 1 

(Kat. Nr. HAGP1MAG-12K) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Immuno-Oncology Checkpoint Pro-

tein Panel Magnetic Bead Panel 

(Kat. Nr. HCKPMAG-11K) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

7-Plex Early Apoptosis Magnetic Bead Kit 

(Kat. Nr. 48-669MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Tab. 2: Verwendete Multiplex Assay Kits. 

 

Lösungen und Puffer aus Multiplex Assay Kits 

 

Lösung/Puffer aus Kit Hersteller 

10X Wash Buffer 

(Kat. Nr. L-WB) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

7-plex Early Apoptosis, Biotin (20X) (Detec-

tion Antibody) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 
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(Kat. Nr. 44-669KMG) 

Amplification Buffer (1X) 

(Kat. Nr. 43-024A) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Assay Buffer 

(Kat. Nr. L-AB) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Assay Buffer 2 

(Kat. Nr. 43-041) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Bead Diluent 

(Kat. Nr. LBD-4) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Angiogenesis / Growth Factor Panel 

1 Detection Antibodies 

(Kat. Nr. HAGGFP1-1012-1) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Circulating Cancer Biomarker Panel 

1 Detection Antibodies 

(Kat. Nr. HCC-1058) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Immuno-Oncology Checkpoint Pro-

tein Detection Antibodies 

(Kat. Nr. HCKP-1011) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Streptavidin-Phycoerythrin 

(Kat. Nr. L-SAPE4) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Tab. 3: Verwendete Lösung/Puffer aus Multiplex Assay Kit. 

 

Standards aus Multiplex Assay Kits 

 

Standard Hersteller 

Human Angiogenesis / Growth Factor Panel 

1 Standard 

(Kat Nr. HAGGFP1-8012-1) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Circulating Cancer Biomarker Panel 

1 Standard 

(Kat. Nr. HCC-8058) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Immuno-Oncology Checkpoint Pro-

tein Standard  

(Kat. Nr. HCKP-8011) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Tab. 4: Verwendete Standards aus Multiplex Assay Kits. 
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Qualitätskontrollen aus Multiplex Assay Kits 

 

Qualitätskontrolle Hersteller 

A549 Cell Lysate: Camptothecin 

(Kat. Nr. 47-218) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

HeLa Cell Lysate: Lambda Phosphatase 

(Kat. Nr. 47-229) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Angiogenesis / Growth Factor Panel 

1 Quality Controls 1 and 2 

(Kat. Nr. HAGGFP1-6012-1) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Circulating Cancer Biomarker Quality 

Controls 1 and 2 

(Kat. Nr. HCC-6058) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Human Immuno-Oncology Checkpoint Pro-

tein Quality Controls 1 and 2 

(Kat. Nr. HCKP-6011) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Jurkat Cell Lysate: Anisomycin 

(Kat. Nr. 47-207) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Jurkat Cell Lysate: Paclitaxel 

(Kat. Nr. 47-220) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Tab. 5: Verwendete Qualitätskontrollen aus Multiplex Assay Kits. 

 

Antikörper-immobilisierte magnetische Beads aus Multiplex Assay Kits 

 

Antikörper-immobilisierte magnetische 

Beads 
Hersteller 

7-plex Early Apoptosis, Magnetic Beads 

(20X) 

(Kat. Nr. 42-669MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human Angiopoietin-2 Bead 

 (Kat. Nr. HANGPT2-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human BMP-9 Bead  

(Kat. Nr. HBMP9-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human CTLA-4 Bead 

(Kat. Nr. CTLA-4-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human EGF Bead  

(Kat. Nr. HAGEGF-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 
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Anti-Human Endoglin Bead  

(Kat. Nr. HENDGLN-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human Endothelin-1 Bead  

(Kat. Nr. HET1-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human FGF-1 Bead  

(Kat. Nr. HFGF1-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human FGF-2 Bead  

(Kat. Nr. HFGF2-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human Follistatin Bead  

(Kat. Nr. HFLSTN-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human HB-EGF Bead  

(Kat. Nr. HHBEGF-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human HGF Bead  

(Kat. Nr. HHGF-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human IL-6 Bead 

(Kat. Nr. HIL6-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human IL-8 Bead  

(Kat. Nr. HIL8-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human Leptin Bead  

(Kat. Nr. HCCLPTN-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human MIF Bead 

(Kat. Nr. HMIF-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human OPN Bead 

(Kat. Nr. HOPN-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human PD-1 Bead 

(Kat. Nr. PD1-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human PD-L1 Bead 

(Kat. Nr. PDL1-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human sFas Bead 

(Kat. Nr. HSFAS-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human sFasL Bead 

(Kat. Nr. HSFASLG-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human TGF α Bead 

(Kat. Nr. HTGFA-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human TIM-3 Bead 

(Kat. Nr. TIM3-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human TLR-2 Bead 

(Kat. Nr. TLR2-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 
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Anti-Human TNF α Bead 

(Kat. Nr. HTNFA-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human TRAIL Bead 

(Kat. Nr. HTRAIL-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Human VEGF Bead 

(Kat. Nr. HVEGF-MAG) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Tab. 6: Verwendete Antikörper-immobilisierte magnetische Beads aus Multiplex Assay Kits. 

 

3.1.3 Zelllinien 

 

Zelllinie Hersteller 

Chondrosarkom Grad II SW-1353 

(Art. Nr. 300440) 

CLS Cell Lines Service GmbH 

Eppelheim, Deutschland 

Tab. 7: Verwendete Zelllinien. 

 

3.1.4 Lösungen und Puffer 

 

Lösung/Puffer Hersteller 

70% Ethanol 
SAV-LIQUID Production GmbH 

Flintsbach am Inn, Deutschland 

Bovines Serumalbumin 

(REF A1391,0050) 

AppliChem GmbH 

Darmstadt, Deutschland 

Cell Lysis Buffer (10X) 

(REF 9803S) 

Cell Signaling Technology 

Danvers, USA 

Dimethyl Sulfoxide for cell culture 

(REF A3672,0100) 

AppliChem GmbH 

Darmstadt, Deutschland 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium 

(REF 41966-029) 

Thermo Fischer Scientific 

Waltham, USA 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium + Gluta-

Max –l 

(REF 31966-021) 

Thermo Fischer Scientific 

Waltham, USA 

 Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 

(REF 14190-094) 

Thermo Fischer Scientific 

Waltham, USA 

Fetal calf serum (FCS) 

(REF S0615) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Steinheim am Albuch, Deutschland 

Fluorescence Mounting Medium 

(S3023) 

DakoCytomation GmbH 

Hamburg, Deutschland 
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Formaldehyd 
Carl Roth GmbH&Co.KG 

Karlsruhe 

Fungizone Antimycotic 6ml 

 (Kat. Nr. 15290-026) 

Life Technologies 

Carlsbad, USA 

Penicillin Streptomycin 10 ml (Pen Strep) 

(Kat. Nr. 15140122) 

Life Technologies 

Carlsbad, USA 

Proteinase Inhibitor Cocktail Set III 

(REF 539134-1ML) 

Merck Millipore 

Darmstadt, Deutschland 

Sheath Fluid 

(REF 171000055) 

Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, USA 

Trypanblau-Lösung 

(REF T8154) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Steinheim, Deutschland 

Trypsin EDTA 

(REF T4174) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Steinheim, Deutschland 

Tab. 8: Verwendete Lösungen und Puffer. 

 

3.1.5 Verbrauchsmaterialien 

 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

96 well-cell culture plate  

(REF 655160) 

Greiner Bio-One GmbH 

Frickenhausen, Deutschland 

96 well-filter plate 

(Kat. Nr. MX-Plate) 

Merck Milipore 

Darmstadt, Deutschland 

Biopsie-Stanzen 

(REF 49301) 

pfm medical ag 

Köln, Deutschland 

Deckgläser 24 x 50 mm 
R. Langenbrinck GmbH 

Emmendingen, Deutschland 

Desinfektionsmittel Descosept AF 
Dr. Schumacher GmbH 

Malsfeld, Hessen 

Eppendorf Gefäße 

0,5 ml (REF0030124537) 

1,5 ml (REF 0030120086) 

2 ml (REF 0030120094) 

Eppendorf AG 

Hamburg, Deutschland 

Kryoröhrchen 

(REF 10654721) 

Thermo Fischer Scientific 

Waltham, USA 

Nitril Handschuhe Größe M 

(REF 942206) 

PAUL HARTMANN AG 

Heidenheim an der Brenz, Deutschland 
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Objektträger SuperFrost Plus 

(REF 03-0060) 

R. Langenbrinck GmbH 

Emmendingen, Deutschland 

Petrischalen 145 x 20 mm 

(REF 639161) 

Greiner Bio-One GmbH 

Frickenhausen, Deutschland 

Pipettenspitzen mit Filter 

1-10 µl (REF 692063) 

10-100 µl (REF 692066) 

100-1000 µl (REF 790058) 

Biozym Scientific GmbH 

Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Skalpell No. 21 

(REF 02.001.30.021) 

FEATHER Safety Razor Co. Ltd. 

Osaka, Japan 

Stangenpipetten mit Filter 

5 ml (REF 357543) 

10 ml (REF 357551) 

25 ml (REF 357525) 

Falcon Life Sciences 

Cornin, New York 

Zellkulturflaschen 250 ml 

(REF 658170) 

Greiner Bio-One GmbH 

Frickenhausen, Deutschland 

Zentrifugationsgefäße 

15 ml (REF 188261) 

50 ml (REF 210261) 

Greiner Bio-One GmbH 

Frickenhausen, Deutschland 

Tab. 9: Verwendete Verbrauchsmaterialien. 

 

3.1.6 Geräte 

 

Geräte Hersteller 

Aurum Vacuum Manifold 
Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, USA 

Bio-Plex 200 System 
Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, USA 

Brutschrank CB 150 
neoLAB 

Heidelberg, Deutschland 

Centrifuge 5804 R 
Eppendorf AG 

Hamburg, Deutschland 

Elektrische Pipettierhilfe – Pipetus Akku 
Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG 

Eberstadt, Deutschland 

Kolbenhubpipetten Research Plus 

1-10 µl 

10-100 µl 

Eppendorf AG 

Hamburg, Deutschland  
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100-1000 µl 

Kryotom Leica CM3050S 

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH Mikro-

skopie und Histologie 

Nussloch, Deutschland 

Laserscanning Microskop 510 Observer Z1 
Carl Zeiss Microscopy GmbH 

Jena, Deutschland 

Mikroskop Leica DM IRBE 

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH Mikro-

skopie und Histologie 

Nussloch, Deutschland 

Neubauer Zählkammer 
Karl Hecht "Assistent" GmbH 

Sondheim vor der Rhön, Deutschland 

Sterilbank 
BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH 

Sonnenbühl, Deutschland 

Thermomixer comfort 
Eppendorf AG 

Hamburg, Deutschland 

Vortexmischer REAXtop 
Heidolph 

Schwabach, Deutschland 

Wasserbad W 12 
Labortechnik Medingen 

Hohenfels-Liggersdorf, Deutschland 

Tab. 10: Verwendete Geräte. 

 

3.1.7 Software 

 

Software Hersteller 

Adobe Illustrator 
Adobe Inc. 

San José, USA 

Adobe Photoshop CC 2018 
Adobe Inc. 

San José, USA 

Axio Vision Rel. 4.8 Ink. 
Carl Zeiss Microscopy GmbH 

Jena, Deutschland 

Bio-Plex Manager 4.1.1 
Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, USA 

Corel Draw Graphics Suite 2020 
Corel Corporation 

Ottawa, Kanada 

EndNote X9 
Clarivate Analytics 

Philadelphia, USA 
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GraphPad Prism 8 
GraphPad Software 

San Diego, USA 

Microsoft Excel 
Microsoft Corporation 

Redmond, USA 

Microsoft Word 
Microsoft Corporation 

Redmond, USA 

Tab. 11: Verwendete Software. 

 

3.2 Methoden 

 

3.2.1 Auswahl und Herkunft der Patientenproben 

 

In die Studie eingeschlossen wurden ausschließlich Patienten, die an einer altersbeding-

ten Gonarthrose litten und sich deshalb der Implantation einer Knietotalprothese unter-

ziehen mussten. Dabei wurden seitenunabhängig alle angefallenen Resektate der 

Femurkondylen für diese Studie verwendet. Der Gelenkersatz erfolgte entweder im 

Winghofer Medicum Rottenburg a.N. oder in der Orthopädischen Universitätsklinik Tü-

bingen. Ausschlusskriterien waren das Vorliegen einer rheumatischen Gelenkerkran-

kung und Tumorerkrankungen des Binde- und Stützgewebes, die das Kniegelenk betrof-

fen hätten. Darüber hinaus wurden alle Patienten ausgeschlossen, die an einer Infektion 

mit Hepatitis B, C und/oder HIV litten, aufgrund der Gefahr der parenteralen Übertragung 

bei der Präparation des Gewebes. Weiterhin wurde Gewebe eines 14-jährigen Tumor-

patienten mit erforderlichem Kniegelenkersatz verwendet. Vor jeder Operation erfolgte 

eine Aufklärung der Patienten über die Studienteilnahme. Ein positives Ethikvotum der 

Ethikkommission der Universität Tübingen lag vor (Nr. 674/2016BO2). 

 

3.2.2 Vorbereitung der Proben für Proteinextraktion 

 

Während der Operation angefallene Resektate der Femurkondylen wurden unmittelbar 

in mit Dulbecco’s Modified Eagle‘s Medium (DMEM) gefüllten Probengefäßen gelagert 

und in das Zellforschungslabor überführt. Das DMEM enthielt einen Zusatz von 2% (v/v) 

Penicillin-Streptomycin und 1,2% (v/v) Amphotericin B, um die Proben vor bakterieller 

und mykotischer Kontamination zu schützen. Unter der Sterilbank erfolgte das Umbetten 

der Knorpel-Knochen-Fragmente in Petrischalen zur weiteren Verarbeitung. Es wurden 

etwa 1 x 1 cm große Chips der oberflächlichen Knorpelschicht durch tangentiale Schnitt-

führung abgetrennt (Abb. 6 A, B). Als nächstes wurden Knorpelzylinder von 4 mm 
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Durchmesser aus den Knorpelchips ausgestanzt (Abb. 6 C, D) und zunächst in 2 ml 

Mikroreaktionsgefäßen und DMEM gesammelt. Um nur an die oberflächlichste Schicht 

des Gelenkknorpels zu gelangen, mussten die Zylinder mit ihrer ehemals zur Gelenkflä-

che zeigenden Seite in eine 300 µm tiefe Aussparung einer spezialgefertigten Metall-

platte gelegt werden (Abb. 6 E). Durch Fixieren der Knorpelzylinder und horizontale 

Schnittführung auf Niveau der Lochplatte entstanden 300 µm dicke Scheiben (Abb. 6 F), 

die anschließend wiederum in einem 2 ml Mikroreaktionsgefäß und DMEM gesammelt 

wurden. Für eine adäquate Färbung wurde dann je eine Scheibe in einem Schacht einer 

96-Mikrotiterplatte zusammen mit der Färbelösung und 130 µm DMEM gelagert. Die 

Färbelösung bestand aus 4 µM Calcein AM Fluoreszenzfärbung, einer Zellfärbung, die 

nur unter lichtgeschützten Bedingungen verarbeitet wurde. 

 

 

Abb. 6: Präparation des Kniegelenkknorpels für Proteinextraktion. Zunächst werden durch tangentiale 

Schnittführung (A) Knorpelchips vom Knochen abgetrennt (B). Anschließend werden mit einer Lochstanze 

Knorpelzylinder aus den Knorpelchips ausgestanzt (C, D). Zuletzt werden die oberflächlichen 300 µM der 

Knorpelzylinder mithilfe einer Rasierklinge und einer maßgefertigten Lochplatte abgeschnitten (E, F). 

 

Nach dreißigminütiger Inkubationszeit bei 37 °C im Brutschrank konnte mit der 

Zuordnung der Knorpelscheiben entsprechend ihrer vorherrschenden zellulären Struk-

turmuster begonnen werden. Auf die Auswertung mit dem Polarisationsmikroskop und 

der Zuteilung der Scheiben zu den Gruppen Strings, Double Strings, Small Cluster, Big 

Cluster und Diffuse entsprechend des lokal dominanten Zellmusters der Chondrozyten 

(Abb. 7) folgte das Schockfrosten mit flüssigem Stickstoff der in Mikroreaktionsgefäßen 
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zusammengelegten Scheiben. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben in ei-

nem Gefrierschrank bei -80 °C gelagert. Aus dem Tumorgewebe des 14-jährigen Tu-

morpatienten wurde zudem eine Chondrosarkom-Zelllinie (SW-1353) angezüchtet. Die 

Proteine dieser Zelllinie wurden unmittelbar nach Anzucht extrahiert. 

 

 

Abb. 7: Räumliche Chondrozytenmuster im Rahmen der Knorpeldegeneration. Abbildung zeigt die 

schematische Darstellung der für die Gewebeselektion entnommenen Knorpelscheiben mit den prädomi-

nanten Strukturmustern Strings, Double Strings, Small Clusters, Big Clusters und Diffuse, wobei die Zellen 

grün dargestellt sind. Unter dem Polarisationsmikroskop erscheinen die in den Experimenten mit Calcein 

angefärbten lebenden Chondrozyten grün, auch die Extrazellulärmatrix der Knorpelscheiben schimmert auf-

grund von Autofluoreszenz grünlich. 

 

3.2.3 Proteinextraktion 

 

Für die Proteinextraktion wurden für die Musterkategorien 14-Jahre alt Discs oberfläch-

liche Schicht, Double Strings, Small Cluster, Big Cluster und Diffuse jeweils vier Grup-

pen, für vier Experimente, à 50 Knorpelscheiben (Discs) verarbeitet; für die Gruppe 

Strings zwei Gruppen à 50 Knorpelscheiben (Tab. 12). Jede Gruppe wurde jeweils in 

einem eigenen Mörser, Mikroreaktionsgefäß und einer eigenen Zentrifugen-Filtereinheit 

verarbeitet, um Kontaminationen zu vermeiden. 

Weil kein verfügbarer Assay in der Lage ist die gesuchten Analyten in nur einer 

Knorpelscheibe oder auch in Knorpelscheiben von einer Musterkategorie von nur einem 
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Patienten nachzuweisen, war es notwendig, die Knorpelscheiben von verschiedenen 

Patienten in den jeweiligen Musterkategorien zu poolen. Nach Vorarbeiten aus dem ei-

genen Labor waren 50 Knorpelscheiben ausreichend, um letztlich eine Gesamtprotein-

menge zu erreichen, die dann im Multiplex Assay voraussichtlich zu einem Ergebnis 

führen würde. Es wurden für die Musterkategorien Knorpelscheiben von 3 bis 18 Patien-

ten gepoolt, um auf eine Gesamtmenge von 50 Knorpelscheiben zu kommen. Die Pro-

teinextraktion für die Gruppe 14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht konnte aus Knor-

pelscheiben nur eines Patienten erfolgen, da dort reichlich Knorpel vorhanden war und 

dieses wie zu erwarten nur Strings aufwies.  

 

 Name des Experiments SS14 SS DS SC BC DIF 

q
u
a
n
ti
ta

ti
v
 

1. Human Angiogene-

sis/Growth Factor Panel 

(HAGP1MAG-12K-10) 

1 

P 

50 

D 
X 

8 

P 

50 

D 

10 

P 

50 

D 

8 

P 

50 

D 

6 

P 

50 

D 

2. Human Cancer Panel 

(HCCBP1MAG-58K-12) 

1 

P 

50 

D 

18 

P 

50 

D 

9 

P 

50 

D 

5 

P 

50 

D 

4 

P 

50 

D 

4 

P 

50 

D 

3. Human Immunocheck-

point Panel 

(HCKPMAG-11K-04) 

1 

P 

50 

D 

9 

P 

50 

D 

13 

P 

50 

D 

5 

P 

50 

D 

4 

P 

50 

D 

4 

P 

50 

D 

s
e
m

i-
q
u
a
n
ti
-

ta
ti
v
 4. Early Apoptosis Panel 

(48-669MAG) 

1 

P 

50 

D 
X 

6 

P 

50 

D 

5 

P 

50 

D 

6 

P 

50 

D 

3 

P 

50 

D 

Tab. 12: Poolen der Knorpelscheiben. Die Tabelle zeigt die Anzahl der Patienten und die Anzahl der 

Knorpelscheiben (Discs), die in die jeweilige Musterkategorie (SS14-DIF), des jeweiligen Experiments ein-

geflossen sind. Die linke Spalte der Tabelle zeigt die Namen der Experimente an. Die linke Spalte innerhalb 

einer Musterkategorie zeigt an, von wie vielen verschiedenen Patienten die Discs jeweils gepoolt wurden. 

Die rechte Spalte innerhalb einer Musterkategorie gibt entsprechend an, wie viele Discs pro Musterkategorie 

für das entsprechende Experiment verwendet wurden. Bei X wurden keine Proben geladen. 14-Jahre alt 

Disc oberflächliche Schicht (SS14), Strings (SS), Double Strings (DS), Small Cluster (SC), Big Cluster (BC), 

Diffuse (DIF), Patienten (P), Discs (D). 

 

Zunächst wurden die gefrorenen Knorpelscheiben in ihren Gruppen in flüssigem 

Stickstoff mit Stößel und Mörser zermahlen und danach in 200 µl Homogenisationspuffer 

(20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton, 2,5 

mM sodium pyrophosphate, 1 mM beta-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 µg/ml 
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leupeptin und Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS) 1:10) und Proteinaseinhibitoren 

1:200 (100 mM AEBSF, 80 µM Aprotinin, 5 mM Bestatin, 1,5 mM E-64, 2 mM Leupeptin 

und 1 mM Pepstatin A) in Mikroreaktionsgefäßen, 15 Minuten auf Eis gelagert. Danach 

wurden die Proben in einem Ultraschallbad behandelt. In fünf Zyklen wurden die Mikrore-

aktionsgefäße, die zuvor in einem Schaumstoff-Floß befestigt wurden, für jeweils 20 Se-

kunden beschallt, um die Zellmembranen der Chondrozyten zu zertrümmern und dann 

für 30 Sekunden auf Eis gelagert. Anschließend folgte die Zentrifugation der Proben bei 

15000 g für 15 Minuten bei 4 °C und anschließender Sicherung der Proteinphase. Um 

das Proteinlysat weiter zu konzentrieren, wurden die Proben in Zentrifugen-Filtereinhei-

ten überführt und nochmals für 15 Minuten bei 6000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Zentri-

fugen-Filtereinheiten sind durchlässig für Proteine <5-10 kDa. Das Molekulargewicht kei-

ner der für das Experiment relevanten Biomarker ist kleiner, somit wurden ausschließlich 

überflüssige Proteine abfiltriert. Die Rückstände in den jeweiligen Filtern wurden nach 

Bestimmung der Proteinkonzentration für die Multiplex-Assays verwendet. 

Für die Proteinextraktion der Chondrosarkom-Zelllinie erfolgte keine Bearbeitung 

mit Stickstoff, Stößel und Mörser. Die Zellen wurden frisch aus der Kultur kommend zent-

rifugiert und der Überstand aus Zellkulturmedium wurde abpipettiert. Dann wurden die 

Zellen mit Homogenisationspuffer und Proteinaseinhibitoren versetzt. Das weitere Ver-

fahren glich der Vorgehensweise mit den Knorpelscheiben. 

 

3.2.4 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration mit Bradford-Test 

 

Der Bradford-Test ist eine photometrische Methode zur quantitativen Messung von Pro-

teinen in Lösung. Das Prinzip beruht auf der Bindung von Proteinen an den Farbstoff 

Coomassie Brilliant Blue G-250, welcher ungebunden in seiner doppelt protonierten, ka-

tionischen und roten Form (Absoprtionsmaximum bei 470 nm) vorliegt. Nach der Kom-

plexbildung von Proteinen mit dem Farbstoff wird seine deprotonierte, anionische und 

blaue (Absorptionsmaximum bei 595 nm) Form stabilisiert. Die Zunahme der Absorption 

bei 595 nm kann dann photometrisch bestimmt werden und gilt als Maß für die Protein-

konzentration in der Lösung. Für die genaue Konzentrationsbestimmung wird idealer-

weise eine Kalibrierungslösung des zu bestimmenden Proteins benötigt. Da in diesem 

Fall die Konzentration des Gesamtproteins aus Knorpellysat zu bestimmen war, wurde 

BSA als Standardprotein verwendet. Die Konzentration der Standardlösung betrug 1,41 

mg/ml. Dafür wurde das BSA mit 0,9% (v/v) NaCl, 0,05% (v/v) NaN3 Lösung zusammen-

gebracht. Die Standardreihe bestand aus den Konzentrationen 0 µm/ml (Nullwert), 5 
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µg/ml (Standard 1), 10 µg/ml (Std. 2), 20 µm/ml (Std. 3), 40 µg/ml (Std. 4), 60 µg/ml (Std. 

5), 80 µg/ml (Std. 6) und 100 µg/ml (Std. 7). Die Proben wurden jeweils 1:100 verdünnt. 

Jeweils 80 µl von den Standardverdünnungen und den verdünnten Proben wurden in 

eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Anschließend wurden jedem befüllten Well 20 µl 

Färbereagenz unter mehrmaligem resuspendieren hinzugegeben. Der gesamte Test 

wurde in Triplikaten durchgeführt (Abb. 8). Nach fünfminütiger Inkubationszeit bei Raum-

temperatur konnte die Extinktion mit einem Photometer bei 620 nm gemessen werden.     

 

 

Zur Bestimmung der Standardkurve wurden zunächst alle Mittelwerte für den Ex-

tinktions-Nullwert und jede Konzentration der Standardreihe berechnet. Anschließend 

wurde der gemittelte Nullwert von den gemittelten Werten der Standardreihe subtrahiert. 

Mit den ermittelten Werten wurde mithilfe von Microsoft Excel eine lineare Regression 

berechnet. Mit der entsprechenden Ausgleichgeraden der Form 𝑦 = 𝑚𝑥 + 𝑛 ließ sich 

dann nach Umstellung die Probenkonzentration 𝑥 bestimmen (Abb. 9).  

 

Abb. 8: Pipettierschema des Bradford-Tests. Standardreihe und Proben in Triplikaten: 14-Jahre alt Disc 

oberflächliche Schicht (SS 14), Strings (SS 1,2), Double Strings (DS 1-4), Small Cluster (SC 1-4), Big Cluster 

(BC1-4), Diffuse Pattern (DIF 1-4), 14-Jahre alt Disc oberflächliche Schicht (SS 14), Chondrosarkomzellen 

(CS), Standard 1-7 (Std. 1-7). 
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Abb. 9: Standardkurve des Bradford-Test. Diagramm zeigt die gemessene optische Dichte (OD) bei 620 

nm (Y-Achse) in Abhängigkeit der Konzentration an bovinem Serumalbumin (BSA) in µg/ml (X-Achse). Aus 

den acht Messwerten bei 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 und 100 µg/ml wurde die Ausgleichsgerade y = 0,0037x + 

0,0444 berechnet und dargestellt mit R2 = 0,9301. R2 ist ein Gütemaß der linearen Regression und ist besser, 

je näher an 1. 

 

3.2.5 Proteinnachweis mit Multiplex Assay 

 

3.2.5.1 Messprinzip 

 

Der Multiplex Assay ist eine Art von Immunoassay, bei dem mit Hilfe von antikörperge-

koppelten magnetischen Mikrokugeln (Beads) mehrere Proteine/Analyten in einem Ex-

periment geleichzeitig quantitativ oder semi-quantitativ nachgewiesen werden können. 

Die Mikrokugeln sind farbcodiert und tragen auf ihrer Oberfläche mehrere Analyten-spe-

zifische Antikörper gegen jeweils ein Epitop pro Kugel. So kann bei der Messung jedem 

Farbcode einer Kugel automatisch ein spezifischer Antikörper zugeordnet werden. Diese 

Erstantikörper binden zunächst die Analyten der Probe. Anschließend wird dem Reakti-

onsansatz ein biotinylierter Erkennungsantikörper zugegeben, der in einem weiteren 

Schritt mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt wird. Diese binden nun an die bereits 

an den über Antikörper an den Mikrokugeln haftenden Analyte (Abb. 10 A). Bei der Mes-

sung mit einem Durchflusszytometer wird nun zunächst der Farbcode jeder Mikrokugel 

mit einem roten Laser bestimmt, um den Analyten als solches zuzuweisen. Zeitgleich 

wird mit einem grünen Laser die Intensität des Fluoreszenzsignals bestimmt, die von der 

Anzahl der Bindungsereignisse des Erstantikörpers an der Mikrokugel abhängt, welche 

dann entsprechend durch den Erkennungsantikörper mit Fluoreszenzsignal sichtbar ge-

macht werden kann (Abb. 10 B). So kann am Ende jedem Farbcode und somit jedem 

Analyten eine mediane Fluoreszenzintensität zugeordnet werden. Anhand von 
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Standardreihen kann bei quantitativen Nachweisen die genaue Menge (in pg/ml) des 

gesuchten Analyten in der Probe bestimmt werden. Bei semiquantiativen Nachweisen 

ohne Standardreihen wird nur die mediane Fluoreszenzintensität (MFI) bestimmt, mit der 

dann nur Aussagen über die Rangordnung von Mengenangaben in Relation zueinander 

getroffen werden können, nicht aber über die absolute Menge und Verhältnismäßigkeit 

der Vergleichsgruppen. 

 

 
 

Abb. 10: Messvorgang beim Multiplex Assay. Die Abbildung A zeigt die Komplexe mit den magnetischen 

Antikörpemikrorkugeln nach Durchführung des Protokolls. Die Komplexe bestehen aus der magnetischen 

Mikrokugel, die mit spezifischen Antikörpern gekoppelt ist, dem gebundenen Analyten, dem Erkennungsan-

tikörper und dem Fluoreszenzstoff Streptavidin-Phycoerythrin. Die Abbildung B zeigt vereinfacht das Mess-

prinzip der Durchflusszytometrie beim Multiplex Assay. Verschiedene Analyte (bunte Rechtecke) werden 

von farbcodierten Antikörper-Mikrokugeln (Punkte in Rottönen) und fluoreszenzgekoppelten Antikörpern 

(grüne Sternchen) gebunden. Diese Komplexe werden resuspendiert in einer Mantelflüssigkeit (Sheath 

Fluid) nacheinander durch eine Messkanüle geleitet. Dabei identifiziert ein roter Laser jeweils die dem Ana-

lyten zugehörige Farbcodierung der Mikrokugeln und ein grüner Laser misst die zugehörige Fluoreszenzin-

tensität, abhängig von der Anzahl der Bindungsereignisse.  
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3.2.5.2 Quantitativer Proteinnachweis mit Multiplex Assay 

 

Für den quantitativen Proteinnachweis (Tab. 12) wurden drei individuell zusammenge-

stellte Multiplex Assay Kits für ausgewählte Biomarker verwendet: 

 

1. Human Angiogenesis/Growth Factor Panel: Angiopoietin-2 (ANGPT2), Bone mor-

phogenic protein 9 (BMP-9), Epidermal growth factor (EGF), Endoglin (ENG), Endo-

thelin-1 (ET-1), Fibroblast growth factor 1 (FGF-1), Fibroblast growth factor 2 (FGF-

2), Follistatin (FST), Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), Hepatocyte 

growth factor (HGF). 

2. Human Cancer Panel: Hepatocyte growth factor (HGF), Interleukin-6 (IL-6), Interleu-

kin-8 (IL-8), Leptin (LEP), Macrophage migration inhibitory factor (MIF), Osteopontin 

(OPN), Soluble FAS receptor (SFAS), Soluble Fas ligand (SFASL), Transforming 

growth factor alpha (TGF-α), Tumor necrosis factor alpha (TNF-α), TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL), Vascular endothelial growth factor (VEGF). 

3. Human Immunocheckpoint Panel: Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

(CTLA4), Programmed cell death protein 1 (PD1), Programmed cell death 1 ligand 1 

(PDL1), T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3 (TIM3), Toll-like re-

ceptor 2 (TLR2). 

 

Die quantitativen Multiplex Assays wurden alle nach dem gleichen Protokoll durchge-

führt. Das Protokoll gliederte sich in einen Vorbereitungsteil und einen Hauptteil (Abb. 

11). Im Vorbereitungsteil wurden der Standard und die Qualitätskontrollen in Lösung ge-

bracht und die immobilisierten antikörperbeladenen Mikrokugeln wurden mobilisiert. Im 

Hauptteil wurden die Proteine des Standards, der Qualitätskontrollen und der Proben mit 

den mobilisierten antikörperbeladenen Mikrokugeln in Verbindung gebracht und dann 

mittels Erkennungsantikörpern und Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) messbar ge-

macht. Alle Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt und es wurden 96-Well Fil-

terplatten benutzt. Im Vorbereitungsteil wurde als erstes die Standardreihe vorbereitet, 

indem den mitgelieferten Behältnissen (Standard 7) zunächst 250 µl deionisiertes Was-

ser hinzugegeben wurde. In diesen mitgelieferten Behältnissen (Standard 7) lag eine 

bestimmte und bekannte Menge jedes gesuchten Proteins/Analyts in Pulverform vor. 

Durch Zugabe von deionisiertem Wasser gingen diese Proteine in Lösung. Anschließend 

wurden die Behältnisse wenige Male mit der Hand invertiert und dann für zehn Sekunden 

gevortext. Danach folgte eine zehnminütige Ruhephase. In dieser Zeit wurden sechs 
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Mikroreaktionsgefäße mit jeweils 200 µl Assaypuffer befüllt. Die Mikroreaktionsgefäße 

wurden von eins bis sechs beschriftet (Standard 1-6). Für die serielle Verdünnung der 

Standards wurden dann jeweils 100 µl ausgehend von den bereits befüllten Behältnissen 

(Standard 7) in das nächstfolgende Mikroreaktionsgefäß (Standard 6,5,4,3,2,1) pipet-

tiert. Somit ergab sich eine absteigende Standardkonzentration von Standard 7 mit der 

höchsten Proteinkonzentration bis Standard 1 mit der niedrigsten Proteinkonzentration. 

Zusätzlich wurde ein Mikroreaktionsgefäß für den Nullwert (Standard 0) mit 200 µl rei-

nem Assaypuffer ohne gelöste Proteine angefertigt. Nach jedem Pipettiervorgang wurde 

mehrmals resuspendiert und die Pipettenspitze gewechselt. 

Für die Präparation der Qualitätskontrollen (Quality Control 1, 2) wurden beide 

mitgelieferten Behältnisse mit jeweils 250 µl deionisiertem Wasser aufgefüllt. Auch hier 

lag in beiden Behältnissen jeweils eine bestimmte und bekannte Menge jedes gesuchten 

Proteins/Analyts in Pulverform vor. Die Gefäße wurden wenige Male mit der Hand inver-

tiert, um sie dann für zehn Minuten ruhen zu lassen.  

Außerdem wurde jedes mitgelieferte Gefäß mit den immobilisierten antikörperbe-

ladenen Mikrokugeln für 30 Sekunden in einem Ultraschallbad beschallt und anschlie-

ßend für eine Minute gevortext. Dann wurden jeweils 150 µl magnetische Antikörperku-

geln, die durch das vortexen mobilisiert worden waren, in ein abgedunkeltes Mischgefäß 

überführt. Abhängig von der Anzahl der Zielproteine in den entsprechenden Kits wurde 

das abgedunkelte Mischgefäß dann mit dem vom Hersteller mitgelieferten zugehörigen 

Verdünnungsmittel auf 3000 µl aufgefüllt entsprechend dem folgenden Schema: 

 

1. Human Angiogenesis/Growth Factor Panel: 10 Zielproteine: 10 x 150 µl = 1500 µl 

magnetische Antikörpermikrokugeln. 3000 µl Gesamtmenge - 1500 µl magnetische 

Antikörpermikrokugeln = 1500 µl Verdünnungsmittel. 

2. Human Cancer Panel: 12 Zielproteine: 12 x 150 µl = 1800 µl magnetische Antikör-

permikrokugeln. 3000 µl Gesamtmenge - 1800 µl magnetische Antikörpermikroku-

geln = 1200 µl Verdünnungsmittel. 

3. Human Immunocheckpoint Panel: 5 Zielproteine: 5 x 150 µl = 750 µl magnetische 

Antikörpermikrokugeln. 3000 µl Gesamtmenge - 750 µl magnetische Antikörper-

mikrokugeln = 2250 µl Verdünnungsmittel. 
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Abb. 11: Pipettierschema und Versuchsschema der quantitativen Multiplex Assays. Das Pipettier-

schema (A) zeigt eine 96-Well-Filterplatte mit Zuordnung zu den Wells der Standards (Std. 0-7), der Quali-

tätskontrollen (QC 1, 2) und der Proben (14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht (SS14), Strings (SS), 

Double Strings (DS), Small Cluster (SC), Big Cluster (BC), Diffuse (DIF), Chondrosarkom (CS)). Das Fluss-

diagramm (B) zeigt die wichtigsten Abläufe des Hauptteils des Experiments. 
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Zu Beginn des Hauptteils des Experiments wurden alle zu verwendenden Wells 

der 96-Well-Filterplatten mit 200 µl Assaypuffer befüllt. Danach wurde die Platte versie-

gelt und für zehn Minuten bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler geschüttelt. 

Anschließend wurde die Platte mit der Oberseite nach unten umgedreht und durch vor-

sichtiges Klopfen auf Papiertücher entleert. Nun wurden in die Wells für die spätere Null-

wertmessung 25 µl von der Nullwertlösung für die Standardreihe von der Standardlösung 

und für die Qualitätskontrolle von der entsprechenden Qualitätskontrollenlösung gege-

ben. Ebenfalls wurden den bis dahin leeren Wells für die spätere Analytenmessung der 

Proben 25 µl Assaypuffer hinzugefügt. Danach folgte die Zugabe von 25 µl Assaypuffer 

zu den Wells des Nullwerts, der Standards und der Qualitätskontrollen. Dann wurden 

den Wells der Proben jeweils 25 µl Probengemisch hinzugegeben. Nachdem das Misch-

gefäß mit den magnetischen Antikörpermikrokugeln gevortext worden war, wurden dann 

jeweils 25 µl daraus in jedes Well pipettiert. Die Wells der Standards, Qualitätskontrollen 

und Proben waren schließlich mit 75 µl befüllt (Tab. 13). Die 96-Well-Filterplatte wurde 

versiegelt und für 18 Stunden bei 4 Grad Celsius auf einem Orbitalschüttler mit 800 re-

volutions per minute (Drehungen pro Minute (rpm)) geschüttelt. 

 

 Wells der Standards Wells der Qualitätskontrollen Wells der Proben 

Std. 0-7 25 µl - - 

QC 1, 2 - 25 µl - 

PG - - 25 µl 

AP 25 µl 25 µl 25 µl 

MAK 25 µl 25 µl 25 µl 

Gesamt 75 µl 75 µl 75 µl 

Tab. 13: Übersicht der Reagenzien bis zur Inkubation mit magnetischen Antikörper Beads bei quan-

titativem Nachweis. Tabelle zeigt die Menge der jeweiligen Reagenzien in den Wells der Standards, Qua-

litätskontrollen und Proben zum Zeitpunkt der Inkubation mit magnetischen Antikörpermikrokugeln in Mikro-

litern (µl). Jedes Well ist mit insgesamt 75 µl befüllt. Standard 0-7 (Std. 0-7), Qualitätskontrolle 1, 2 (QC 1, 

2), Probengemisch (PG), Assaypuffer (AP), magnetische Antikörpermikrogueln (MAK).  

 

Nach 18-stündiger Inkubation wurde als erstes das Waschpuffer vorbereitet, in-

dem 60 ml des mitgelieferten Waschpuffers in 540ml deionisiertem Wasser verdünnt 

wurden, was einer Verdünnung des Waschpuffers von 1:10 entsprach. Als nächstes 

wurde der Inhalt der Wells mit einer Vakuumabsaugung bei etwa -10 bar abgesaugt und 

dann dreimal gewaschen. Die Waschung erfolgte bei jedem der drei Male mit jeweils 

200 µl Waschpuffer (1:10) und jeweiliger anschließender Vakuumabsaugung bei etwa -
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10 bar. Danach wurden jedem Well 25 µl der mitgelieferten Lösung mit Erkennungsanti-

körper hinzugefügt und die 96-Well-Filterplatte wurde versiegelt bei Raumtemperatur für 

eine Stunde auf dem Orbitalschüttler mit 800 rpm geschüttelt. Nun wurden jedem Well 

25 µl SAPE hinzugefügt. Die 96-Well-Filterplatte wurde dann für 30 Minuten bei 800 rpm 

geschüttelt. Anschließend erfolgte erneut eine dreimalige Waschung mit jeweils 200 µl 

Waschpuffer (1:10) und jeweiliger anschließender Vakuumabsaugung bei etwa -10 bar. 

Zuletzt wurden jedem Well 100 µl der mitgelieferten Mantelflüssigkeit (Sheath Fluid) hin-

zugegeben und die Platte nochmals fünf Minuten auf dem Orbitalschüttler mit 800 rpm 

geschüttelt. Die Messung erfolgte mit einem Bio-Plex 200 System und die Auswertung 

mit einer Bio-Plex Manager 4.1.1 Software. 

 

3.2.5.3 Semiquantitativer Proteinnachweis mit Multiplex Assay 

 

Durch die limitierten Nachweismöglichkeiten von Apoptoseproteinen musste hersteller-

bedingt für dieses Panel auf einen semiquantitativen Assay zurückgegriffen werden 

(Tab. 12): 

 

4. Early Apoptosis Panel: B-cell lymphoma 2 (BCL2)(Ser70), BCL2 associated agonist 

of cell death (BAD)(Ser112), C-Jun N-terminale Kinase (JNK)(Thr183/Tyr185), RAC-

alpha serine/threonine-protein kinase (AKT)(pS473), Caspase 8 (CASP8)(Asp384), 

Caspase 9 (CASP9)(Asp315), P53 (Ser46) 

 

Das Protokoll gliederte sich in einen Vorbereitungsteil und einen Hauptteil. Im Vorberei-

tungsteil wurden die immobilisierten Antikörper Beads mobilisiert, die biotinylierten Er-

kennungsantikörper und das Streptavidin-Phycoerythrin verdünnt und die Zelllysate im 

Sinne von Qualitätskontrollen in Lösung gebracht. Im Hauptteil wurden die Proteine der 

Zelllysate und der Proben mit den mobilisierten Antikörper Beads in Verbindung gebracht 

und dann mittels Erkennungsantikörpern und Streptavidin-Phycoerythrin messbar ge-

macht. Das Experiment wurde in Duplikaten durchgeführt und es wurden 96-Well-Filter-

platten verwendet. Vorbereitungsteil: In diesem Multiplex Assay Kit wurden die immobi-

lisierten antikörperbeladenen Mikrokugeln bereits gemischt und nicht jeweils separat in 

einem Gefäß geliefert. Als erstes wurden also die immobilisierten antikörperbeladenen 

Mikrokugeln mobilisiert, indem das die Mikrokugeln enthaltende Gefäß für 15 Sekunden 

beschallt und dann für 30 Sekunden gevortext wurde. Anschließend wurden 150 µl mag-

netische antikörperbeladene Mikrokugeln (20X) mit 2850 µl Assaypuffer 2 in einem 
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abgedunkelten Mischgefäß zusammengeführt und für 15 Sekunden gevortext, also um 

den Faktor 20 auf die vorgesehene Arbeitskonzentration verdünnt (1X). Danach wurden 

die biotinylierten Erkennungsantikörper vorbereitet. Dafür wurde das mitgelieferte Gefäß 

mit den biotinylierten Erkennungsantikörpern (20X) für zehn Sekunden gevortext. Dann 

wurden 150 µl daraus mit 2850 µl Assaypuffer 2 in einem abgedunkelten Mischgefäß 

vermischt, also um den Faktor 20 auf die vorgesehene Arbeitskonzentration verdünnt 

(1X). Außerdem wurde das Streptavidin-Phycoerythrin (25X, SAPE) vorbereitet, wobei 

das SAPE enthaltende Gefäß zehn Sekunden gevortext wurde, um dann 120 µl daraus 

mit 2880 µl Assaypuffer 2 in einem abgedunkelten Mischgefäß zu vermischen, also eine 

25-fache Verdünnung auf die vorgesehene Arbeitskonzentration (1X). Zuletzt wurden 

die mitgelieferten Zelllysate im Sinne von Qualitätskontrollen vorbereitet, indem zu je-

dem der vier die Zelllysate enthaltenden Behältnisse zunächst 100 µl destilliertes Was-

ser und nach vortexen und fünfminütiger Ruhephase 150 µl Assaypuffer 2 hinzugegeben 

wurde. 

Zu Beginn des Hauptteils des Experiments wurden alle zu verwendenden Wells 

der 96-Well-Filterplatte mit 50 µl Assaypuffer befüllt. Danach wurde die Platte versiegelt 

und für zehn Minuten auf einem Orbitalschüttler, bei Raumtemperatur, geschüttelt. An-

schließend wurde die Platte umgekehrt und durch vorsichtiges Klopfen auf Papiertücher 

entleert. Danach wurden die mit Antikörpern beladenen magnetischen Mikrokugeln für 

10 Sekunden gevortext und dann jeweils 25 µl davon in alle zu verwendenden Wells 

pipettiert. Darüber hinaus wurden jeweils 25 µl Assaypuffer zu den Wells zur Bestim-

mung des Nullwertes hinzugegeben. Nun wurden 25 µl der Zelllysate und der Proben in 

die entsprechenden Wells pipettiert. Die Wells des Nullwertes, der Zelllysate und der 

Proben waren letztlich mit 50 µl befüllt (Tab. 14). Dann wurde die 96-Well-Filterplatte 

versiegelt und für 18 Stunden bei 4 °C auf einem Orbitalschüttler mit 800 rpm geschüttelt.  
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Abb. 12: Pipettierschema und Versuchsschema des Early Apoptosis Panels. Semiquantitativer Multi-

plex Assays: Pipettierschema (A) zeigt 96-Well-Filterplatte mit Zuordnung zu dem Nullwert (Null), den Wells 

der Zelllysate (HeLa: Lamda Phosphatase negative control (HL-N), Jurkat: Anisomycin positive control (J-

AP), Jurkat: Paclitaxel positive control (J-PP), A549: Camptothecin positive control (A549)) und den Wells 

der Proben (14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht (SS14), Double Strings (DS), Small Cluster (SC), Big 

Cluster (BC), Diffuse (DIF), Chondrosarkom (CS)). Versuchsschema (B) zeigt die wichtigsten Abläufe des 

Hauptteils des Experiments. 
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 Wells des Nullwertes Wells der Zelllysate Wells der Proben 

MAK 25 µl 25 µl 25 µl 

AP 25 µl - - 

ZL - 25 µl - 

PG - - 25 µl 

Gesamt 50 µl 50 µl 50 µl 

Tab. 14: Übersicht der Reagenzien bis zur Inkubation mit magnetischen Antikörper Beads bei dem 

Early Apoptosis Panel. Tabelle zeigt die Menge der jeweiligen Reagenzien in den Wells des Nullwertes, 

der Zelllysate und Proben zum Zeitpunkt der Inkubation mit magnetischen Antikörper Beads in Mikrolitern 

(µl). Jedes Well ist mit insgesamt 50 µl befüllt. Magnetische Antikörperkugeln (MAK), Assaypuffer (AP), 

Zelllysate (ZL), Probengemisch (PG). 

 

Nach 18 Stunden Inkubationszeit wurde der Inhalt der Wells mit einer Vakuum-

absaugung abgesaugt und zweimal mit 100 µl Assaypuffer gewaschen. Anschließend 

erfolgte die Zugabe von 25 µl der verdünnten Lösung mit Erkennungsantikörpern (1X) 

zu jedem Well. Die 96-Well-Filterplatte wurde versiegelt und bei Raumtemperatur für 

eine Stunde auf dem Orbitalschüttler mit 800 rpm geschüttelt. Die Flüssigkeit der Wells 

wurde durch Vakuumabsaugung entfernt und 25 µl der verdünnten Lösung mit SAPE 

(1X) wurden hinzugefügt. Danach wurde die 96-Well-Filterplatte für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur mit 800 rpm geschüttelt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 25 µl 

Ampflifikationspuffer (1X) und die 96-Well-Filterplatte wurde erneut für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur mit 800 rpm geschüttelt. Die Flüssigkeit wurde wieder mittels Vakuum-

absaugung entfernt und 150 µl Assaypuffer wurden hinzugegeben. Nachdem die 96-

Well-Filterplatte nochmals für fünf Minuten geschüttelt wurde, konnte die Messung und 

Auswertung mit einem Bio-Plex 200 System und einer Bio-Plex Manager 4.1.1. Software 

erfolgen. 

 

3.2.6 Zellkultur 

 

Die für die Zellkultur verwendete Chondrosarkom-Zelllinie wurde zur Aufbewahrung im 

Stickstofftank in einem 1 ml Kryoröhrchen und Einfriermedium bei 80 °C gelagert. Das 

Einfriermedium bestand aus 10% Dimethyl Sulfoxid und 90% fetalem Kälberserum. 

Nach Entfernung des Kryoröhrchens aus dem Stickstofftank wurde dieses eine Minute 

lang im Wasserbad bei 37 °C aufgewärmt. Anschließend wurde die Suspension aus Zell-

linie und Einfriermedium in ein 50 ml Zentrifugationsgefäß überführt und bis zur 50 ml 

Markierung mit Dulbecco’s Modified Eagle Medium +GlutaMax -l (DMEM +G -l) 
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aufgefüllt. Es folgte eine siebenminütige Zentrifugation mit 1500 rpm bei 7 °C. Danach 

wurde der Überstand aus Einfriermedium und Zellkulturmedium abpipettiert und dem 

Zellabsatz wurden 15 ml DMEM +G -l hinzugefügt. Nach mehrmaliger Resuspension 

wurde das Gemisch aus Zellen und DMEM +G -l in eine 250 ml Zellkulturflasche über-

führt. Neben regelmäßigem Wechsel des DMEM +G -l wurde die Zellkultur bedarfsab-

hängig geteilt, um eine Überwucherung der Zellen zu verhindern. Letzteres geschah, 

wenn die Zellen eine achtzigprozentige Konfluenz erreichten.  

Zum Teilen der Zellkultur wurde zunächst das DMEM +G -l aus der Zellkulturfla-

sche abgezogen. Als nächstes wurde der Zellrasen einmal mit 10 ml phosphatgepuffer-

ter Salzlösung (PBS) gewaschen, um ihn danach mit 2 ml Trypsin-EDTA vom Flaschen-

boden zu lösen. Nach fünfminütiger Inkubationszeit bei 37 °C erfolgte dann die 

mikroskopische Kontrolle, ob sich alle Zellen vom Flaschenboden abgelöst hatten. Ab-

hängig von der Zelldichte wurde eine sinnvolle Aufteilung der Zellen gewählt. Das Tei-

lungsverhältnis ist abhängig von der Zellart und der vorliegenden Zelldichte. Ein niedri-

ges Teilungsverhältnis bei schnell teilenden Zellen und bereits hoher vorliegender 

Zelldichte führt dazu, dass auch die nächste Aufteilung relativ rasch erfolgen muss, weil 

eine Überwucherung absolut vermieden werden muss. Eine zu hohe Aufteilung kann 

dazu führen, dass zu wenige Zellen adhärent werden, keine Zellkommunikation entsteht 

und die Zellkultur vollständig stirbt. In diesem Experiment wurde auf Grund von achtzig-

prozentiger Konfluenz und schnell teilenden Chondrosarkomzellen ein Teilungsverhält-

nis von 1:3 gewählt. Das bedeutet, dass die Zellen aus der ursprünglichen Zellkulturfla-

sche gedrittelt und dann auf drei neue Zellkulturflaschen verteilt wurden. Dafür wurden 

43 ml DMEM +G -l in die Zellkulturflasche hinzugegeben, um das entstandene Gesamt-

volumen von 45 ml dann auf drei 250 ml Zellkulturflaschen zu verteilen, also jeweils 15 

ml DMEM +G -l -Zelllinien-Gemisch pro 250 ml Zellkulturflasche.  

Über drei Tage wurde täglich ein DMEM +G -l Wechsel und eine Überprüfung 

der Zelldichte vorgenommen. Am dritten Tag erfolgte bei achtzigprozentiger Konfluenz 

in allen drei Zellkulturflaschen eine Zellzählung mit einer Neubauer-Zählkammer. Dafür 

wurde zunächst wieder das DMEM +G -l aus allen drei Zellkulturflaschen abgezogen, 

um den Zellrasen dann mit 10 ml PBS zu waschen. Nach entsprechender Absaugung 

des PBS folgte die Ablösung der Zellen vom Zellkulturflaschenboden durch Zugabe von 

jeweils 2 ml Trypsin-EDTA und anschließender fünfminütiger Inkubation bei 37 °C. An-

schließend wurde den gelösten Zellen jeweils 10 ml DMEM +G -l hinzugegeben und 

mehrmals resuspendiert. Die drei Zellsuspensionen wurden in einem 50 ml Zentrifugati-

onsgefäß zusammengeführt und so 7 Minuten mit 1500 rpm und bei 7 °C zentrifugiert. 
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Nach der Zentrifugation wurde das gesamte Medium entfernt und das verbliebene Zell-

pellet in 1 ml DMEM +G -l gelöst. Für die Färbung der Zellen wurden 10 µl der Zellsus-

pension und 90 µl Trypanblau in einem Schacht einer 96-Well-Mikrotiterplatte vermischt. 

Anschließend wurde die Neubauer-Zählkammer mit 10 µl der gefärbten Zellsuspension 

bespickt. Die Auszählung der Zellen erfolgte bei 10-facher Vergrößerung. Die Zellzäh-

lung ergab etwa 5.000.000 Zellen. 

 

3.2.7 Statistische Auswertung 

 

Für die statistische Auswertung wurde für jeden Biomarker der Mittelwert aus den zwei 

Messungen (Duplikate) einer gepoolten Stichprobe für die entsprechenden Musterkate-

gorien (SS, DS, SC, BC, DIF) berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte analog für 

die einzelnen nicht-gepoolten Stichproben von SS14 und CS. Da die Probengewinnung 

von gesundem String-Knorpel in der Verfügbarkeit aufgrund der fortgeschrittenen Arth-

rose als Voraussetzung zur Durchführung eines Gelenkersatzes deutlich limitiert ist, 

wurde die Vergleichsgruppe Strings nicht mit jedem Biomarker gemessen. An entspre-

chenden Stellen wurde dies als nicht geladen (n.g.) gekennzeichnet. Dafür wurde als 

vermeintlich gesunde Kontrolle Knorpel von Femurkondylen eines 14-jährigen Jungen in 

jedem Experiment mituntersucht. Der Biomarker HGF wurde in zwei Experimenten ge-

messen, dementsprechend ist für HGF der Mittelwert und der Variationskoeffizient aus 

vier Messungen dargestellt. VEGF wurde in den Säulendiagrammen nicht dargestellt, 

weil dort keine adäquate Standardkurve berechnet werden konnte. Die Darstellung der 

Messergebnisse erfolgte auf Grundlage der chondrozytären Muster im Kniegelenksknor-

pel. Dabei wurde angenommen, dass die Entwicklung von SS14 nach DIF einer progres-

siven Knorpeldegeneration bei Arthrose, also von gesund nach krank, entspricht. Es 

wurden alle Messwerte innerhalb der Nachweisbarkeitsgrenzen der Technik in die Aus-

wertung mit einbezogen. Messwerte unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze wurden als 

„out of range <“ (OOR <), Messwerte oberhalb der Nachweisbarkeitsgrenze wurden als 

„out of range >“ (OOR >) gekennzeichnet. Bei quantitativen Nachweisen wurde anhand 

der Standardreihen die jeweils gemessene MFI in die absolute Menge (pg/ml) des jewei-

ligen Biomarkers umgerechnet. Semiquantitative Nachweise wurden in ihrer rohen 

Form, also MFI, angegeben. Als Streuungsmaß innerhalb der Duplikate wurde der Vari-

ationskoeffizient berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte automatisch durch die 

Bio-Plex Manager 4.1.1 Software am Ende jedes Experiments. Die Darstellung der Mit-

telwerte in den Säulendiagrammen wurde mit GraphPad Prism 8 umgesetzt.  
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4 Ergebnisse 

 

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 33 Biomarker ausgewählt, um deren Vor-

kommen und Ausprägung in bis zu sechs verschiedenen Knorpelzuständen und beim 

Chondrosarkom zu untersuchen. Die Gruppe der Biomarker wurde in die Kategorien 

Proliferation/Apoptose, Inflammation, Zelldifferenzierung, Knochenumbau, Angiogenese 

und Immuncheckpoints unterteilt. Die untersuchten Knorpelgewebe waren Gewebe mit 

als prädominantem Chondrozytenmuster Strings von einem 14 Jahre alten Jungen aus 

der Superfizialschicht (SS14), von Arthrosepatienten Strings (SS), Double Strings (DS), 

Small Cluster (SC), Big Cluster (BC) und Diffuse Pattern (DIF) sowie Zellen einer Chond-

rosarkomlinie (CS). 

 

4.1 Patienten 

 

Insgesamt wurde Gewebe eines Kollektivs von 40 Patienten in die Vergleichsgruppen 

des arthrotischen Knorpels aufgenommen (Abb. 13 A, B). Der gesunde Kniegelenks-

knorpel stammte von Femurkondylen eines 14-jährigen Patienten, der sich aufgrund ei-

nes Osteosarkoms einer distalen Femurresektion unterziehen musste. Der femorale Ge-

lenkknorpel war nicht vom Tumor infiltriert. Die Zellen der Grad II Chondrosarkomlinie 

(SW-1353) entstammten einer 72-jährigen Patientin und wurden kommerziell erworben. 

 

 

Abb. 13: Alters- und Geschlechterverteilung des Patientenkollektivs der Arthrosepatienten. Box-

Whisker-Plot (A) zeigt die Altersverteilung der Patienten bei Operation, das Kreisdiagramm (B) die Ge-

schlechterverteilung der Patienten.  
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4.2 Proliferation/Apoptose 

 

In der Kategorie Proliferation/Apoptose wurden Kniegelenksknorpel und Chondrosar-

komzellen auf die Biomarker BCL2, AKT, P53, BAD, JNK, CASP8, CASP9, SFAS, 

SFASL und TRAIL untersucht (ausführliche Ergebnisse siehe Tab. 15). 

BCL2 stabilisiert die Mitochondrienmembran, AKT inaktiviert pro-apoptotische 

Faktoren der BCL2-Familie. Somit bremsen beide vor allem den intrinsischen Apoptose-

weg. Während die Messung von BCL2 (Abb. 14 A) nur eine leichte Erhöhung rund um 

Small Clusters zeigte, ergab sich für AKT (Abb. 14 B) eine deutliche Zunahme der Mess-

werte mit Maximum bei BC. Der Messwert von CS bei BCL2 lag höher als bei den Knor-

pelproben, bei AKT lag CS zwischen DS und SC.  

BAD ist ein Inhibitor des BCL2, JNK ist Teil des extrinsischen und intrinsischen 

Apoptoseweges und vermittelt letztlich die Transkription von Apoptosegenen. Sowohl 

BAD (Abb. 14 C) als auch JNK (Abb. 14 D) zeigten eine Zunahme der Messwerte von 

SS14 nach DIF. Der Messwert von CS lag bei BAD und JNK jeweils höher als die Mess-

werte der Knorpelproben.  

P53 ist eine der wichtigsten Kontrollinstanzen für Zellwachstum und Zellteilung, 

induziert also Apoptose. Die Messung von P53 (Abb. 14 E) zeigte keine große Dynamik. 

Der Messwert bei CS war im Vergleich mit den Knorpelproben erhöht. 

CASP8 ist die zentrale Caspase des extrinsischen Apoptoseweges, CASP9 die 

zentrale Caspase der intrinsischen Apoptose. Die Messung von CASP8 (Abb. 14 G) 

zeigte keine große Dynamik, die Messung von CASP9 (Abb. 14 F) zeigte eine moderate 

Zunahme von SS14 nach DIF. Der Messwert von CS war sowohl bei CASP8 als auch 

bei CASP9 gegenüber den Knorpelproben erhöht. 

SFASL und TRAIL sind Liganden von TNF-Rezeptoren, die mit einer intrazellu-

lären Todesdomäne ausgestattet sind und den extrinsischen Apoptosepfad aktivieren – 

SFAS ist ein löslicher Rezeptor, der diese Interaktion inhibiert. Die Messung von SFASL 

(Abb. 14 I) lag unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze, die Messung von TRAIL (Abb. 14 

J) zeigte isoliert hohe Werte bei SS und dann auf niedrigem Niveau einen Anstieg von 

DS zu DIF. Bei TRAIL lag der Messwert von CS unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. 

Auch die Messung für SFAS (Abb. 14 H) zeigte keine große Dynamik, der Messwert von 

CS war im Vergleich zu den Knorpelproben erhöht.  

Insgesamt zeigten sich zunehmende Messwerte bei voranschreitender Knorpel-

degeneration, sowohl auf Seiten der anti-Apoptose bei AKT als auch auf Seiten der 

Apoptose bei JNK, BAD, CASP9. Die Messergebnisse von BCL2, P53, CASP8, TRAIL 
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und SFAS zeigten keine großen Veränderungen. Die Messwerte von SFASL lagen voll-

ständig unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. 

 

 SS14 SS DS SC BC DIF CS 

  x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) 

BCL2 30 (0,12) n.g. ( - ) 38,8 (0,28) 52 (0,84) 35 (0,23) 32 (0,34) 125,8 (1,13) 

AKT 63 (0,10) n.g. ( - ) 275,8 (0,44) 1146,8 (0,34) 1514,5 (0,01) 1179,8 (0,48) 924,5 (1,01) 

P53 35,8 (0,05) n.g. ( - ) 67,3 (0,09) 59,8 (0,03) 51,5 (0,13) 81,8 (0,33) 1059,3 (0,81) 

BAD 73 (0,06) n.g. ( - ) 196 (1,01) 303,5 (0,71) 553 (0,02) 1134 (0,44) 1879 (0,91) 

JNK 42 (0,22) n.g. ( - ) 88 (0,48) 91,3 (0,37) 136,3 (0,03) 245,8 (0,41) 395,8 (0,84) 

CASP8 44 (0,07) n.g. ( - ) 49,3 (0,01) 49,3 (0,01) 65 (0,17) 44,8 (0,70) 151 (1,85) 

CASP9 28 (0,36) n.g. ( - ) 46,3 (3,30) 53,8 (2,99) 56,8 (1,41) 70,3 (3,04) 195,8 (0,90) 

  x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) 

SFAS OOR < ( - ) 41,15 (0,40) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 31,83 (0,15) 189,46 (0,35) 

SFASL OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

TRAIL 9,97 (0,09) 107 (1,33) 10,14 (0,11) 8,72 (0,62) 17 (0,02) 29,09 (0,12) OOR < ( - ) 

Tab. 15: Proliferations- und Apoptosemarker. Die Tabelle zeigt die Messung von zehn Proliferations-

/Apoptosemarkern mit Multiplex Assays in Abhängigkeit der chondrozytären Musterkategorien 14-Jahre alt 

Discs oberflächliche Schicht (SS14), Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Cluster (SC), Big Clus-

ter (BC), Diffuse (DIF) und Chondrosarkomzellen (CS). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (x̄) aus zwei 

Messungen einer gepoolten Stichprobe, gemessen in der medianen Fluoreszensintensität (MFI) oder Kon-

zentration in pg/ml. Daneben jeweils der Variationskoeffizient (CV) in Klammern. Der obere Teil der Tabelle 

zeigt Messwerte der semiquantitativen Messungen in MFI, der untere Teil zeigt Messwerte der quantitativen 

Messung in pg/ml. Messwerte, die unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze der Multiplex Assays lagen, wur-

den mit Out Of Range < (OOR <) gekennzeichnet. Für die Kategorie SS wurden nicht alle Experimente mit 

Proben geladen. Diese sind mit nicht geladen (n.g.) gekennzeichnet.  
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Abb. 14: Proliferations- und Apoptosemarker. Die Säulendiagramme zeigen die Messungen von Prolife-

rations- und Apoptosemarkern bei Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen (A-J). Die Säulen zeigen 

jeweils die Mittelwerte der gemessenen medianen Fluoreszensintensität (MFI) oder Konzentrationen in 

pg/ml aus zwei Messungen einer gepoolten Stichprobe an. Die Messung des anti-apoptotischen Faktors 

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (AKT)(B) zeigte eine Zunahme der Messwerte innerhalb der 

Knorpelproben, ebenso wie die Messungen der pro-apoptotischen Faktoren BCL2 associated agonist of cell 

death (BAD)(C), C-Jun N-terminale Kinase (JNK)(D) und Caspase 9 (CASP9)(F). Bei den Messungen der 

pro-apoptotischen Faktoren B-cell lymphoma 2 (BCL2)(A), P53(E), Caspase 8 (CASP8)(G), TNF-related 

apoptosis-inducing ligand (TRAIL)(J) und soluble FAS receptor (SFAS)(H) zeigten sich keine großen Ver-

änderungen. Bei AKT lag der Messwert von CS zwischen DS und SC, bei TRAIL unterhalb der Nachweis-

grenze. Bei allen anderen Markern lag der Messwert von CS höher als der der Knorpelproben. Bei der 

Messung von Soluble FAS receptor ligand (SFASL)(I) lagen alle Messwerte unterhalb der Nachweisbar-

keitsgrenze. Bei SS wurden nicht alle Experimente mit Proben beladen. Diese sind mit nicht geladen (n.g.) 

gekennzeichnet. Abkürzungen: 14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht (SS14), Single Strings (SS), Dou-

ble Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse (DIF), Chondrosarkomzellen (CS), unter-

halb der Nachweisgrenze (OOR <). 
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4.3 Inflammation 

 

In der Kategorie Inflammation wurden Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen 

auf die Biomarker MIF und TNF-α (ausführliche Ergebnisse siehe Tab. 16) untersucht. 

MIF bewirkt im Sinne eines inflammatorischen Zytokins die Einwanderung von 

Makrophagen. Die Messung von MIF (Abb. 15 A) zeigte keine große Dynamik. TNF-α ist 

ein sehr vielseitiges inflammatorisches Zytokin, das Einfluss auf die Expression von 

MMPs und anderen inflammatorischen Zytokinen nimmt und darüber hinaus über NF-κB 

auch Proliferation und Apoptose reguliert. Die Messung von TNF-α (Abb. 15 B) blieb in 

nahezu allen Bereichen unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze mit Ausnahme von SS14 

und DIF, wo TNF-α in niedriger Konzentration gemessen wurde.  

 

 SS14 SS DS SC BC DIF CS 

 x̄ pg/ml (CV) 
x̄ 

pg/ml 
(CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) 

MIF 2009,39 (0,01) OOR > ( - ) 3833,39 (0,02) 5237,48 (0,03) 2958,86 (0,03) 4099,61 (0,10) 3799,63 (0,20) 

TNF-α 3,49 (0,02) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 9,62 (0,39) OOR < ( - ) 

Tab. 16: Inflammationsmarker. Die Tabelle zeigt die Messung von zwei Inflammationsmarkern mittels Mul-

tiplex Assays in Abhängigkeit der chondrozytären Musterkategorien 14-Jahre alt Discs oberflächliche 

Schicht (SS14), Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse 

(DIF) und Chondrosarkomzellen (CS). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (x̄) aus zwei Messungen einer 

gepoolten Stichprobe, gemessen in pg/ml. Daneben jeweils der Variationskoeffizient (CV) in Klammern. 

Messwerte, die unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze der Multiplex Assays lagen, wurden mit Out Of Range 

< (OOR <) gekennzeichnet. Messwerte, die oberhalb der Multiplex Assays lagen, wurden mit Out Of Range 

> (OOR >) gekennzeichnet. 

 

 



67 
 

 

Abb. 15: Inflammationsmarker. Die Säulendiagramme (A, B) zeigen die Messungen von Inflammations-

markern bei Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen. Die Säulen zeigen jeweils die Mittelwerte der 

gemessenen Konzentrationen in pg/ml aus zwei Messungen einer gepoolten Stichprobe an. Die Messung 

bei Macrophage migration inhibitory factor (MIF)(A) zeigte keine großen Veränderungen. Tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α)(B) war in den meisten Proben unterhalb der Nachweisgrenze mit Ausnahme von SS14 

und DIF. Abkürzungen: 14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht (SS14), Single Strings (SS), Double Strings 

(DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse (DIF), Chondrosarkomzellen (CS), unterhalb der Nach-

weisbarkeitsgrenze (OOR <), oberhalb der Nachweisbarkeitsgrenze (OOR >). 

 

4.4 Zelldifferenzierung 

 

In der Kategorie Zelldifferenzierung wurden Kniegelenksknorpel und Chondrosarkom-

zellen auf die Biomarker IL-6, IL-8, TGF-α, LEP, EGF und HB-EGF (ausführliche Ergeb-

nisse siehe Tab. 17) untersucht. 

IL-6 ist ein inflammatorisches Zytokin. IL-6 kommt bezüglich Zelldifferenzierung 

eine besondere Rolle zu, da es über PI3K und NF-κB Pfade hin zur chondrozytären 

Hypertrophie lostritt. Die Messung von IL-6 (Abb. 16 A) zeigte eine Zunahme der Mess-

werte von SS zu BC. Der Messwert von CS lag unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. 

Ganz ähnlich zu IL-6 ist die Rolle von IL-8 als Induktor hypertropher Differenzierung. Die 

Messung von IL-8 (Abb. 16 B) zeigte niedrige Messwerte bei SS14, SS und DS, während 

die Messwerte bei den Musterkategorien des degenerativen Knorpels (SC, BC, DIF) er-

höht waren. Der Messwert von CS lag auf einem niedrigen Niveau. LEP steht in engem 

Zusammenhang mit IL-6 und wirkt über eigene Rezeptoren und schließlich den PI3K-

Signalweg auf die Differenzierung von Chondrozyten. Die Messung von LEP (Abb. 16 

D) zeigte ein Punctum Maximum bei SC und danach einen kontinuierlichen Abfall hin zu 
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DIF. Der Messwert von CS lag auf einem niedrigen Niveau. Die Messwerte für TGF-α 

(Abb. 16 C) lagen alle unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. 

Auch EGF und HB-EGF aktivieren PI3K-Signalwege und nehmen so Einfluss auf 

die chondrozytäre Differenzierung. Bei der Messung von EGF (Abb. 16 E) blieben alle 

Messwerte mit Ausnahme von DS unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. Die Mess-

werte von HB-EGF (Abb. 16 F) zeigten keine eindeutige Dynamik mit dem höchsten Wert 

für SS14. Der Messwert von CS war im Vergleich zu den Messwerten der Musterkate-

gorien durchschnittlich.  

 

 SS14 SS DS SC BC DIF CS 

  x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) 

IL-6 18,24 (0,37) OOR < ( - ) 10,06 (0,32) 13,66 (0,68) 62,31 (0,36) 37,68 (0,01) OOR < ( - ) 

IL-8 6,6 (0,28) 6,14 (0,94) 2,43 (0,19) 21,99 (1,26) 12,45 (0,71) 23,22 (0,39) 2,54 (0,37) 

TGF-α OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

LEP OOR < ( - ) 108,87 (0,31) 128,96 (0,51) 218,99 (0,37) 108,87 (0,31) 85,37 (0,00) 71,52 (0,71) 

EGF OOR < ( - ) n.g. ( - ) 0,25 (0,93) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

HB-EGF 200,95 (0,08) n.g. ( - ) 40,37 (0,27) 31,29 (0,01) 30,34 (0,36) 92,17 (0,40) 74,99 (0,10) 

Tab. 17: Zelldifferenzierungsmarker. Die Tabelle zeigt die Messung von sechs Zelldifferenzierungsmar-

kern mit Multiplex Assays in Abhängigkeit der chondrozytären Musterkategorien 14-Jahre alt Discs ober-

flächliche Schicht (SS14), Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), 

Diffuse (DIF) und Chondrosarkomzellen (CS). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (x̄) aus zwei Messun-

gen einer gepoolten Stichprobe, gemessen in pg/ml, daneben jeweils der Variationskoeffizient (CV) in Klam-

mern. Messwerte, die unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze der Multiplex Assays lagen, wurden mit Out 

Of Range < (OOR <) gekennzeichnet. Für die Kategorie SS wurden nicht alle Experimente mit Proben be-

laden. Diese sind mit nicht geladen (n.g) gekennzeichnet. 
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Abb. 16: Zelldifferenzierungsmarker. Die Säulendiagramme zeigen die Messungen von Zelldifferenzie-

rungsmarkern bei Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen (A-F). Die Säulen zeigen jeweils die Mit-

telwerte der gemessenen Konzentrationen in pg/ml aus zwei Messungen einer gepoolten Stichprobe an. Die 

Messung für Interleukin-6 (IL-6)(A) zeigte zunehmende Messwerte von SS zu BC. Die Messung für Inter-

leukin-8 (IL-8)(B) zeigte niedrige Messwerte bei SS14, SS und DS, während die Messwerte bei den Muster-

kategorien des degenerativen Knorpels erhöht waren. Bei Transforming growth factor α (TGF-α)(C) lagen 

alle Messwerte unterhalb der Nachweisgrenze. Die Messung für Leptin (LEP)(D) zeigte ein Punctum Maxi-

mum bei DS und danach einen kontinuierlichen Abfall hin zu DIF. Bei der Messung für Epidermal growth 

factor (EGF)(E) blieben alle Messwerte mit Ausnahme von DS unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. Die 

Messwerte von Heparin binding EGF like growth factor (HB-EG)(F) zeigten nur eine geringe Streuung mit 

einem isoliert höheren Messwert bei SS14. Abkürzungen: 14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht (SS14), 

Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse (DIF), Chondro-

sarkomzellen (CS), unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze (OOR <). Bei EGF und HB-EGF wurden für SS 

keine Proben geladen. Diese sind mit nicht geladen (n.g) gekennzeichnet. 
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4.5 Knochenumbau 

 

In der Kategorie Knochenumbau wurden Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen 

auf die Biomarker OPN, FST, HGF und BMP9 untersucht (ausführliche Ergebnisse siehe 

Tab. 18). 

OPN (Abb. 17 A) wirkt stimulierend auf Osteoklastenfunktion und inhibierend auf 

die Matrixmineralisierung. FST (Abb. 17 B) antagonisiert Faktoren der TGF-β-Superfa-

milie und inhibiert dadurch die Bildung von Knochen. HGF (Abb. 17 C) ist eng verknüpft 

mit der Expression von BMPs, auch BMP9 (Abb. 17 D) und induziert somit die Formation 

von Knochen. Bei FST zeigte sich von SS14 zu BC ein kontinuierlicher Abfall der Werte, 

um dann bei DIF und CS wieder höhere Werte zu präsentieren. Aus den Messergebnis-

sen für OPN, HGF und BMP9 ließen sich jeweils keine klaren Zusammenhänge mit der 

vorliegenden Musterform ableiten.  

 

 SS14 SS DS SC BC DIF CS 

  x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) 

OPN 275,05 (0,45) 5431,17 (0,32) 2574,03 (0,10) 2348,92 (0,48) 3354,39 (0,17) 6361,65 (0,24) OOR < ( - ) 

FST 116,59 (0,06) n.g. ( - ) 70,97 (0,45) 30,38 (0,07) OOR < ( - ) 136,16 (0,57) 801,47 (1,35) 

HGF 518,735 (0,53) 228,28 (0,25) 234,71 (0,28) 280,72 (1,13) 233,285 (0,56) 599,943 (0,77) 106,995 (0,92) 

BMP9 OOR < ( - ) n.g. ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

Tab. 18: Knochenumbaumarker. Die Tabelle zeigt die Messung von vier Knochenumbau-Markern mit Mul-

tiplex Assays in Abhängigkeit der chondrozytären Musterkategorien 14-Jahre alt Discs oberflächliche 

Schicht (SS14), Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse 

(DIF) und Chondrosarkomzellen (CS). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (x̄) aus zwei Messungen einer 

gepoolten Stichprobe, gemessen in pg/ml. Daneben jeweils der Variationskoeffizient (CV) in Klammern. 

Messwerte, die unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze der Multiplex Assays lagen, wurden mit Out Of Range 

< (OOR <) gekennzeichnet. Für die Kategorie SS wurden nicht alle Experimente mit Proben beladen. Diese 

sind mit nicht geladen (n.g) gekennzeichnet. 
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Abb. 17: Knochenumbaumarker. Die Säulendiagramme zeigen die Messungen von Biomarkern des Kno-

chenumbaus aus dem Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen (A-D). Die Säulen zeigen jeweils die 

Mittelwerte der gemessenen Konzentrationen in pg/ml aus zwei Messungen einer gepoolten Stichprobe an. 

Aus den Messergebnissen für Osteopontin (OPN)(A), Follistatin (FST)(B) und Hepatocyte growth factor 

(HGF)(C) ließen sich jeweils keine klaren Zusammenhänge mit der vorliegenden Musterform ableiten. BMP9 

blieb überall unterhalb der Nachweisgrenze (D). Abkürzungen: 14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht 

(SS14), Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse (DIF), 

Chondrosarkomzellen (CS), unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze (OOR <). Für die Kategorie SS wurden 

nicht alle Experimente mit Proben beladen. Diese sind mit nicht geladen (n.g) gekennzeichnet.   
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4.6 Angiogenese 

 

In der Kategorie Angiogenese wurden Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen 

auf die Biomarker VEGF, FGF1, FGF2, ENG, ANGPT2, ET-1 (ausführliche Ergebnisse 

siehe Tab. 19) untersucht. 

Alle dieser Biomarker beeinflussen in der einen oder anderen Weise die Bildung 

und Einsprossung von Blutgefäßen. Die Messung von VEGF (Tab. 19) zeigte relativ 

gleichbleibende Werte von SS bis BC. Alle übrigen Messwerte waren unterhalb der 

Nachweisgrenze. Die Messung von VEGF ist jedoch kritisch zu betrachten, weil bei ei-

nem großen Teil der Standardreihe ein Messfehler vorlag.  

Die Messung von FGF-1 (Abb. 18 A) zeigte einen leichten kontinuierlichen An-

stieg der Messwerte von SS14 zu BC, mit aber einem niedrigen Messwert bei DIF. Der 

Messwert bei CS lag im Vergleich zu den Messwerten der Musterkategorien auf einem 

durchschnittlichen Niveau. Die FGF-2-Messwerte (Abb. 18 B) lagen auf gleichbleibender 

Höhe. Die Messung von ENG (Abb. 18 C) zeigte den niedrigsten Messwert bei DS mit 

einer Zunahme hin zu DIF. Der Messwert von CS lag dort im Vergleich zu den Messwer-

ten der Musterkategorien auf einem durchschnittlichen Niveau. 

Die Messung von ANGPT2 (Abb. 18 D) zeigte einen tendenziellen Abstieg der 

Messwerte von SS14 nach BC und einen deutlich erhöhten Wert bei DIF. Der Messwert 

von CS war dort nahe dem niedrigsten Messwert bei BC. Bei der Messung von ET-1 

(Abb. 18 E) waren alle Werte des Knorpelgewebes unterhalb der Nachweisgrenze, le-

diglich bei CS konnte ein niedriger Wert erfasst werden. 

 

 SS14 SS DS SC BC DIF CS 

  x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) 

VEGF OOR < ( - ) 351,06 (0,44) 351,06 (0,74) 346,01 (0,89) 339,83 (0,32) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

FGF-1 712,74 (0,12) n.g. ( - ) 743 (0,22) 843,72 (0,04) 1080,83 (0,19) 277,42 (0,25) 533,45 (1,08) 

FGF-2 7277,51 (0,02) n.g. ( - ) 6473,14 (0,00) 7013,93 (0,05) 6475,71 (0,16) 6756,65 (0,00) 6957,78 (0,01) 

ENG 3732,16 (0,01) n.g. ( - ) 2491,6 (0,18) 2534,6 (0,01) 4232,98 (0,22) 6034,38 (0,08) 3210,14 (0,73) 

ANGPT2 164,27 (0,28) n.g. ( - ) 95,8 (0,17) 83,08 (0,00) 45,89 (0,26) 136,72 (0,04) 51,48 (1,33) 

ET-1 OOR < ( - ) n.g. ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 5,27 (2,21) 

Tab. 19: Angiogenesemarker. Die Tabelle zeigt die Messung von sechs Biomarkern mit Multiplex Assays 

in Abhängigkeit der chondrozytären Musterkategorien 14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht (SS14), Sin-

gle Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse (DIF) und Chondro-

sarkomzellen (CS). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (x̄) aus zwei Messungen einer gepoolten Stich-

probe, gemessen in pg/ml. Daneben jeweils der Variationskoeffizient (CV) in Klammern. Messwerte, die 

unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze der Multiplex Assays lagen, wurden mit Out Of Range < (OOR <) 

gekennzeichnet. Für die Kategorie SS wurden nicht alle Experimente mit Proben beladen. Diese sind mit 

nicht geladen (n.g) gekennzeichnet. 
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Abb. 18: Angiogenesemarker. Die Säulendiagramme zeigen die Messungen von Angiogenesemarkern 

bei Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen (A-E). Die Säulen zeigen jeweils die Mittelwerte der ge-

messenen Konzentrationen in pg/ml aus zwei Messungen einer gepoolten Stichprobe an. Die Messung von 

Fibroblast growth factor 1 (FGF1)(A) zeigte einen leichten kontinuierlichen Anstieg der Messwerte von SS14 

zu BC und niedrigem Messwert bei DIF. Die Fibroblast growth factor 2 Messwerte (FGF2)(B) lagen auf 

gleichbleibender Höhe. Die Messung von Endoglin (ENG)(C) zeigte den niedrigsten Messwert bei DS mit 

einer Zunahme hin zu DIF. Die Messung von Angiopoietin-2 (ANGPT2)(D) zeigte einen Abstieg der Mess-

werte von SS14 nach BC und deutlich erhöhten Werten bei DIF. Bei Endothelin-1 (ET-1) konnte lediglich 

ein niedriger Wert bei CS gemessen werden (E). Abkürzungen: 14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht 

(SS14), Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse (DIF), 

Chondrosarkomzellen (CS). Für die Kategorie SS wurden keine Proben geladen. Diese sind mit nicht gela-

den (n.g) gekennzeichnet.   
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4.7 Immuncheckpoints 

 

In der Kategorie Immuncheckpoints wurden die Biomarker PD1, PDL1, CTLA4, TIM3 

und TLR2 untersucht (ausführliche Ergebnisse siehe Tab. 20).  

PD1 und sein Ligand PDL1, CTLA4 und TIM3 gehören zu den abschwächenden 

Immuncheckpoints, das bedeutet durch deren Aktivierung auf Immunzellen wird die Ant-

wort der Immunzellen reduziert. Die Messungen für PD1, PDL1, CTLA4 und TIM3 (Abb. 

19 A-D) lagen größtenteils unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze oder auf sehr niedri-

gem Niveau. Ausnahmen bildeten PD1 und TIM3, die bei DIF hohe Messwerte zeigten, 

und PDL1, das bei CS deutlich erhöht war. Außerdem war bei CTLA4 der Messwert von 

SS deutlich erhöht. TLR2 schwächt die Immunantwort nicht ab, sondern stimuliert sie. 

TLR2 (Abb. 19 E) war in allen Vergleichsgruppen nachweisbar und zeigte den höchsten 

Wert analog zu PD1 und TIM3 bei DIF. 

Insgesamt zeigten sich die Messergebnisse der Immuncheckpoints bemerkens-

wert. Die Messwerte bei DIF von PD1, TIM3 und TLR2 waren gegenüber den restlichen 

Messwerten jeweils deutlich erhöht. Bei PDL1 war der Messwert von CS, bei CTLA4 der 

Messwert von SS deutlich erhöht. 

 

 SS14 SS DS SC BC DIF CS 

  x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) 

PD1 7,14 (1,89) 0,55 (0,00) 7,14 (0,63) 2,61 (16,97) OOR < (0,30) 73,54 (0,26) 1,04 (2,12) 

PDL1 1,57 (0,00) 1,57 (0,94) 1,27 (0,35) 0,72 (0,28) 0,62 (0,27) 1,37 (0,00) 60,84 (0,17) 

CTLA4 OOR < ( - ) 130,99 (2,12) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

TIM3 0,54 (0,39) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 22,28 (0,17) 0,36 (0,02) 

TLR2 167,76 (0,19) 48,6 (1,02) 75,27 (0,09) 187,35 (0,52) 96,02 (0,09) 569,31 (0,07) 12,55 (2,48) 

Tab. 20: Immuncheckpoints. Die Tabelle zeigt die Messung von Biomarkern mit Multiplex Assays in Ab-

hängigkeit der chondrozytären Musterkategorien 14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht (SS14), Single 

Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big Clusters (BC), Diffuse (DIF) und Chondrosar-

komzellen (CS). Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (x̄) aus zwei Messungen einer gepoolten Stichprobe, 

gemessen in pg/ml. Daneben jeweils der Variationskoeffizient (CV) in Klammern. Messwerte, die unterhalb 

der Nachweisbarkeitsgrenze der Multiplex Assays lagen, wurden mit Out Of Range < (OOR <) gekennzeich-

net. 
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Abb. 19: Immuncheckpoints. Die Säulendiagramme zeigen die Messungen von Immuncheckpoints bei 

Kniegelenksknorpel und Chondrosarkomzellen (A-E). Die Säulen zeigen jeweils die Mittelwerte der gemes-

senen Konzentrationen in pg/ml aus zwei Messungen einer gepoolten Stichprobe an. Die Messung von 

Programmed cell death protein 1 (PD1)(A), Programmed cell death 1 ligand 1 (PDL1)(B), Cytotoxic T lym-

phocyte associated protein 4 (CTLA4)(C) und T cell immunoglobulin and mucin domain containing 3 

(TIM3)(D) lagen größtenteils unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze oder auf sehr niedrigem Niveau. Aus-

nahmen bildeten PD1 und TIM3, die bei DIF hohe Messwerte zeigten, und PDL1, das bei CS deutlich erhöht 

war. Außerdem war bei CTLA4 der Messwert von SS deutlich erhöht. Toll like receptor 2 (TLR2)(E) war in 

allen Vergleichsgruppen nachweisbar und zeigte den höchsten Wert bei DIF. Abkürzungen: 14-Jahre alt 

Discs oberflächliche Schicht (SS14), Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), Big 

Clusters (BC), Diffuse (DIF), Chondrosarkomzellen (CS), unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze (OOR <). 
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4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse 

 

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 33 Biomarker aus den Kategorien Prolife-

ration/Apoptose, Inflammation, Zelldifferenzierung, Knochenumbau, Angiogenese und 

Immuncheckpoints bei bis zu sechs Knorpelzuständen und zusätzlich Chondrosarkom-

zellen auf Vorkommen und Ausprägung untersucht (Zusammenfassung siehe Tab. 21). 

Die Kategorisierung fand entsprechend der relevantesten bekannten Funktionen der Bi-

omarker in Bezug auf Knorpeldegeneration statt.  

Bezüglich anti-Apoptose zeigten sich bei dem intrazellulären Biomarker AKT und 

in der Kategorie Apoptose bei den intrazellulären Biomarkern JNK, BAD und CASP9 

eindeutig steigende Messwerte von gesundem hin zu arthrotischem Knorpel, also von 

SS14 nach DIF. Auch das extrazelluläre und apoptotisch wirksame TRAIL zeigte diesen 

Trend (mit Einschränkungen aufgrund eines ausreißenden Messwertes bei SS). Bemer-

kenswert war, dass bei dem anti-Apoptosefaktor AKT der Messwert von BC gegenüber 

CS noch deutlich erhöht war. Andererseits waren bei den intrazellulären Apoptosefakto-

ren die Messwerte von CS gegenüber BC oder DIF noch deutlich erhöht. Die Messwerte 

von BCL2 zeigten sich rund um Small Clusters leicht erhöht, die Messwerte von P53, 

CASP8, SFAS und SFASL zeigten sich auf den ersten Blick uneindeutig.  

Der Kategorie Inflammation wurden lediglich zwei Biomarker direkt zugeordnet, 

da Inflammation bei Arthrose mehr eine unspezifische Begleiterscheinung als ein spezi-

fisches und hinreichendes Merkmal ist. So ist die Analyse von einigen Biomarkern, die 

prinzipiell ebenfalls Inflammation anzeigen, unter anderen Gesichtspunkten wie Zelldif-

ferenzierung oder Angiogenese aufschlussreicher. Die Messwerte von MIF zeigten keine 

eindeutige Tendenz. TNF-α war nicht nachweisbar bis auf einen stark erhöhten Mess-

wert bei DIF. 

Bezüglich Zelldifferenzierung zeigten sich mit IL-6 und IL-8 zwei klassische Bio-

marker zur Induktion von hypertropher Chondrozytendifferenzierung bei den Musterka-

tegorien des höhergradig arthrotischen Knorpels erhöht. Die Werte von CS waren dort 

vergleichsweise niedrig. Bei LEP lagen die höchsten Werte bei SC vor, danach kam es 

wieder zu einem leichten Abfall. HB-EGF präsentierte isoliert hohe Werte bei SS14, so-

wie leicht erhöhte Werte bei DIF und CS. EGF lag isoliert bei DS erhöht vor.  

Bei den Markern des Knochenumbaus zeigte sich FST von SS14 zu BC kontinu-

ierlich abfallend, um dann bei DIF und CS wieder höhere Werte zu präsentieren. Bei 

OPN und HGF konnte kein Bezug auf Veränderung des Vorhandenseins in Abhängigkeit 

der zellulären Organisation beobachtet werden.  
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VEGF, FGF-1, FGF-2, ENG, ANGPT2 und ET-1 beeinflussen alle in der einen 

oder anderen Weise die Neubildung oder Aussprossung von Blutgefäßen. Analog zu 

dem Verlauf der Messwerte bei FST war die Messung von ANGPT2 – kontinuierlicher 

Abfall der Messwerte von SS14 nach BC mit starkem Anstieg bei DIF. Einen nun für FST 

und ANGPT2 beschriebenen gegensätzlichen Trend zeigten die Messwerte von FGF-1, 

wo Messwerte von SS14 nach BC anstiegen, um dann bei DIF wieder deutlich abzufal-

len. Bei ENG zeigte sich ein deutlicher Anstieg hin zu DIF. Die Messwerte von FGF-2 

waren tendenziell gleichbleibend, die Messwerte von ET-1 uneindeutig.  

Die in Bezug auf Arthrose fast gänzlich unerforschten Immuncheckpoints zeigten 

durchaus bemerkenswerte Ergebnisse. PD1 und TIM3 waren als Immunantwort-ab-

schwächende Faktoren jeweils bei DIF deutlich erhöht. TLR2 war als Immunantwort-

fördernder Faktor bei DIF ebenfalls deutlich erhöht. Bei PDL1 war der Messwert von CS, 

bei CTLA4 der Messwert von SS deutlich erhöht. Alle anderen Messergebnisse für diese 

Checkpoints waren sehr niedrig bzw. unterhalb der Nachweisgrenze. 
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SS14 SS DS SC BC DIF CS 

 

 x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) x̄ MFI (CV) 

P
ro

lif
e

ra
ti
o

n
/A

p
o
p

to
s
e
 

BCL2 30 (0,12) n.g. ( - ) 38,8 (0,28) 52 (0,84) 35 (0,23) 32 (0,34) 125,8 (1,13) 

AKT 63 (0,10) n.g. ( - ) 275,8 (0,44) 1146,8 (0,34) 1514,5 (0,01) 1179,8 (0,48) 924,5 (1,01) 

P53 35,8 (0,05) n.g. ( - ) 67,3 (0,09) 59,8 (0,03) 51,5 (0,13) 81,8 (0,33) 1059,3 (0,81) 

BAD 73 (0,06) n.g. ( - ) 196 (1,01) 303,5 (0,71) 553 (0,02) 1134 (0,44) 1879 (0,91) 

JNK 42 (0,22) n.g. ( - ) 88 (0,48) 91,3 (0,37) 136,3 (0,03) 245,8 (0,41) 395,8 (0,84) 

CASP8 44 (0,07) n.g. ( - ) 49,3 (0,01) 49,3 (0,01) 65 (0,17) 44,8 (0,70) 151 (1,85) 

CASP9 28 (0,36) n.g. ( - ) 46,3 (3,30) 53,8 (2,99) 56,8 (1,41) 70,3 (3,04) 195,8 (0,90) 

  x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) 

SFAS OOR < ( - ) 41,15 (0,40) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 31,83 (0,15) 189,46 (0,35) 

SFASL OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

TRAIL 9,97 (0,09) 107 (1,33) 10,14 (0,11) 8,72 (0,62) 17 (0,02) 29,09 (0,12) OOR < ( - ) 

 

  x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) x̄ pg/ml (CV) 

IN
F

 MIF 2009,39 (0,01) OOR > ( - ) 3833,39 (0,02) 5237,48 (0,03) 2958,86 (0,03) 4099,61 (0,10) 3799,63 (0,20) 

TNF-α 3,49 (0,02) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 9,62 (0,39) OOR < ( - ) 

                        

Z
e

lld
if
fe

re
n

z
ie

ru
n
g
 

IL-6 18,24 (0,37) OOR < ( - ) 10,06 (0,32) 13,66 (0,68) 62,31 (0,36) 37,68 (0,01) OOR < ( - ) 

IL-8 6,6 (0,28) 6,14 (0,94) 2,43 (0,19) 21,99 (1,26) 12,45 (0,71) 23,22 (0,39) 2,54 (0,37) 

TGF-α OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

LEP OOR < ( - ) 108,87 (0,31) 128,96 (0,51) 218,99 (0,37) 108,87 (0,31) 85,37 (0,00) 71,52 (0,71) 

EGF OOR < ( - ) n.g. ( - ) 0,25 (0,93) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

HB-EGF 200,95 (0,08) n.g. ( - ) 40,37 (0,27) 31,29 (0,01) 30,34 (0,36) 92,17 (0,40) 74,99 (0,10) 

                         

K
n

o
c
h

e
n

- 

u
m

b
a

u
 

OPN 275,05 (0,45) 5431,17 (0,32) 2574,03 (0,10) 2348,92 (0,48) 3354,39 (0,17) 6361,65 (0,24) OOR < ( - ) 

FST 116,59 (0,06) n.g. ( - ) 70,97 (0,45) 30,38 (0,07) OOR < ( - ) 136,16 (0,57) 801,47 (1,35) 

HGF 518,735 (0,53) 228,28 (0,25) 234,71 (0,28) 280,72 (1,13) 233,285 (0,56) 599,943 (0,77) 106,995 (0,92) 

BMP9 OOR < ( - ) n.g. - OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

                         

A
n

g
io

g
e

n
e

s
e
 

VEGF 344 (0,44) 351,06 (0,74) 346,01 (0,89) 339,83 (0,32) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

FGF-1 712,74 (0,12) n.g. ( - ) 743 (0,22) 843,72 (0,04) 1080,83 (0,19) 277,42 (0,25) 533,45 (1,08) 

FGF-2 7277,51 (0,02) n.g. ( - ) 6473,14 (0,00) 7013,93 (0,05) 6475,71 (0,16) 6756,65 (0,00) 6957,78 (0,01) 

ENG 3732,16 (0,01) n.g. ( - ) 2491,6 (0,18) 2534,6 (0,01) 4232,98 (0,22) 6034,38 (0,08) 3210,14 (0,73) 

ANGPT2 164,27 (0,28) n.g. ( - ) 95,8 (0,17) 83,08 (0,00) 45,89 (0,26) 136,72 (0,04) 51,48 (1,33) 

ET-1 OOR < ( - ) n.g. ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 5,27 (2,21) 

                         

Im
m

u
n

c
h
e

c
k
p

o
in

ts
 

PD1 7,14 (1,89) 0,55 (0,00) 7,14 (0,63) 2,61 (16,97) OOR < ( - ) 73,54 (0,26) 1,04 (2,12) 

PDL1 1,57 (0,00) 1,57 (0,94) 1,27 (0,35) 0,72 (0,28) 0,62 (0,27) 1,37 (0,00) 60,84 (0,17) 

CTLA4 OOR < ( - ) 130,99 (2,12) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 

TIM3 0,54 (0,39) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) OOR < ( - ) 22,28 (0,17) 0,36 (0,02) 

TLR2 167,76 (0,19) 48,6 (1,02) 75,27 (0,09) 187,35 (0,52) 96,02 (0,09) 569,31 (0,07) 12,55 (2,48) 
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Tab. 21: Übersicht aller gemessenen Biomarker - Hitzediagramm. Die Tabelle zeigt die Messung der 33 

gemessenen Biomarker mit Multiplex Assays in Abhängigkeit der chondrozytären Musterkategorien 14-

Jahre alt Discs oberflächliche Schicht (SS14), Single Strings (SS), Double Strings (DS), Small Clusters (SC), 

Big Clusters (BC), Diffuse (DIF), und Chondrosarkomzellen (CS). Unterteilung der Biomarker in die Katego-

rien Proliferation/Apoptose, Inflammation (INF), Zelldifferenzierung, Knochenumbau, Angiogenese und Im-

muncheckpoints. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus zwei Messungen einer gepoolten Stichprobe, 

gemessen in der medianen Fluoreszensintensität (MFI) für die Kategorie Proliferation/Apoptose und gemes-

sen in pg/ml für die Kategorien Zelldifferenzierung, Knochenumbau, Angiogenese und Immuncheckpoints. 

Daneben jeweils der Variationskoeffizient (CV) in Klammern. Nicht vorhandene Variationskoeffizienten wur-

den mit "–" gekennzeichnet. Messwerte, die unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze der Multiplex Assays 

lagen, wurden mit Out Of Range < (OOR <) gekennzeichnet. Messwerte, die oberhalb der Multiplex Assays 

wurden mit Out Of Range > (OOR >) gekennzeichnet. Für die Kategorie SS wurden nicht alle Experimente 

mit Proben beladen. Diese sind dort mit nicht geladen (n.g) gekennzeichnet. Farbcodierung der Messwerte 

innerhalb der chondrozytären Musterkategorien erfolgte in Abhängigkeit der MFI oder Konzentration von 

niedrig (grün) nach hoch (rot). Farbcodierung von CS jeweils in der Farbe des nächstgelegenen Wertes aus 

der Musterkategorie desselben Biomarkers. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 
 

5 Diskussion  

 

5.1 Zusammenfassung der Studie 

 

Für diese Studie wurden in einem ersten Versuch 33 Biomarker der Kategorien Prolife-

ration und Apoptose, Inflammation, Zelldifferenzierung, Knochenumbau, Angiogenese 

und Immuncheckpoints bei bis zu sechs verschiedenen Knorpelzuständen und Chond-

rosarkomzellen untersucht. Die Grundlage für die Bemessung der Knorpelzustände bil-

deten die in jüngerer Vergangenheit etablierten Chondrozytenmuster Strings, Double 

Strings, Small Clusters, Big Clusters und Diffuse. Es wurde Gelenkknorpel von den 

Femurkondylen von insgesamt 41 Patienten gesammelt. Der Knorpel wurde zunächst 

zu kleinen Scheiben verarbeitet, um diese dann mithilfe von Polarisationsmikroskopie 

der entsprechenden Musterkategorie zuzuordnen. Zusätzlich wurden in der Zellkultur 

Chondrosarkomzellen angezüchtet. Mithilfe von Multiplex Assays wurde dann die Ver-

teilung und Ausprägung der Biomarker quantitativ oder semi-quantitativ in den chondro-

zytären Musterkategorien und bei Chondrosarkomzellen gemessen. 

 

5.2 Fragestellung 

 

Hintergrund der vorliegenden Studie war die Beschreibung der sich ändernden zellulä-

ren Organisation bei fortschreitender Arthrose. Neben der Ausbildung von Double 

Strings und Small Clusters sind es vor allem die Big Clusters, denen eine ausgedehnte 

fokale Proliferation von Chondrozyten vorausgegangen sein muss. Aus diesem Grund 

wurde als besonderer Blickwinkel auf die molekularen Veränderungen bei Arthrose der 

Vergleich zu Onkoprozessen gezogen. Es stellte sich also die Frage, ob es Gemeinsam-

keiten oder Unterschiede nicht nur hinsichtlich Proliferation und Apoptose, sondern auch 

hinsichtlich Inflammation, Zelldifferenzierung, Knochenumbau, Angiogenese und Im-

muncheckpoints gibt. 
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5.3 Detaillierte Aufschlüsselung der Ergebnisse mit Blick auf Onkoprozesse 

 

5.3.1 Proliferation/Apoptose  

 

Proliferation und Apoptose spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung und Behand-

lung von malignen Neoplasien. Im Zusammenhang mit Arthrose ist das Ausmaß beider 

Prozesse noch nicht endgültig geklärt. 

BCL2 ist ein sehr prominentes Protoonkogen, das bei hoher Expression anti-

apoptotische Wirkung durch Stabilisierung des mitochondrialen Membranpotenzials ent-

faltet. Studien zeigten, dass auf mRNA-Ebene für BCL2 kein signifikanter Unterschied 

zwischen gesundem und arthrotischem Knorpel festgestellt werden konnte [154, 155]. 

Eine weitere Studie zeigte hingegen ein signifikant erhöhtes intrazelluläres BCL2-Niveau 

bei arthrotischen isolierten Chondrozyten im FACS-Nachweis [156]. Bei hier vorliegen-

der Betrachtung basierend auf den speziellen Chondrozytenmustern zeigte sich zumin-

dest eine leichte Erhöhung bei Degeneration vor allem bei den Small Clusters. Interes-

santerweise konnte bei einer Vielzahl von malignen Tumoren ebenfalls eine erhöhte 

Expression an BCL2 festgestellt werden, unter anderem auch in Chondrosarkomen [157, 

158]. Dies zeigt sich auch im eigenen Datensatz. Interessanterweise war eine Inhibition 

von BCL2 in Chondrosarkomzellen viel weniger wachstumshemmend als die Hemmung 

von anderen Mitgliedern der BCL2-Familie [158].  

Phosphoryliertes und damit aktiviertes AKT inaktiviert pro-apoptotische Faktoren 

der BCL2-Familie. Die semiquantitativen Messdaten der vorliegenden Arbeit von phos-

phoryliertem AKT zeigten einen deutlichen Anstieg von SS zu BC. Zwei Studien zeigten 

mittels Western Blot ebenfalls ein erhöhtes Vorkommen von phosphoryliertem AKT bei 

Knorpel von Arthrosepatienten [159, 160]. Auch immunhistochemisch wurde vermehrt 

phosphoryliertes AKT in der Umgebung von Chondrozytenclustern nachgewiesen [159]. 

Eine Dysregulation von AKT oder eine Mutation im AKT-Gen selbst, ist oft eine der 

Schlüsselpathologien bei malignen Tumoren. Seiner Funktion entsprechend kommt es 

bei Veränderungen zur Ausbildung aggressiver Phänotypen [161]. Bezüglich der Rele-

vanz von AKT bei Chondrosarkomen gibt es bislang keine Studien. Der gemessene Wert 

bei CS zeigt phosphoryliertes AKT ebenfalls in relevanter Weise vorhanden, jedoch deut-

lich weniger als andere untersuchte Marker für Proliferation. Es könnte geschlussfolgert 

werden, dass bei Chondrosarkomen andere Biomarker eine größere Rolle für die er-

höhte Proliferations- und Wachstumstendenz spielen.  

P53 ist ein prominentes Tumorsupressorprotein, das bei DNA-Schäden vermehrt 

gebildet wird. Als nukleärer Transkriptionsfaktor induziert es die Expression von 
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Apoptosegenen und kann auch einen Zell-Zyklus-Arrest auslösen. Die vorliegenden se-

miquantitativen Messdaten von P53 zeigten keine große Dynamik mit allenfalls einer 

leichten Erhöhung in Diffuse. Es war bereits beobachtet worden, dass isolierte Chond-

rozyten von Arthrosepatienten eine größere Menge P53 aufwiesen als isolierte Chond-

rozyten aus gesundem Knorpel [162]. Bei P53-/- Mäusen wurden nach Immobilisierung 

nur wenige apoptotische Chondrozyten und im Allgemeinen geringe Knorpeldegenera-

tion im Kniegelenk festgestellt [163]. Im Zusammenhang mit der Entstehung von Krebs 

ist P53 häufig mutiert und kann dann nicht mehr seiner Funktion als „Wächter des Ge-

noms“ agieren. In der vorliegenden Studie wurde eine vergleichsweise hohe Konzentra-

tion P53 bei CS nachgewiesen. Eine Studie zeigte, dass P53-Mutationen bei Chondro-

sarkomen eher eine Minderheit darstellen und überwiegend bei Grad III und -IV 

Chondrosarkomen vorkommen [164]. 

TRAIL ist ein ubiquitär vorkommender Apoptosefaktor, der entsprechende 

TRAIL-Rezeptoren auf der Zelloberfläche bindet und dann den extrinsischen 

Apoptosepfad aktiviert. Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Daten von TRAIL 

zeigten zunächst keine große Dynamik. Unter Berücksichtigung des hohen Variations-

koeffizienten (1,33) bei SS könnte man mit Einschränkungen eine steigende Tendenz 

von gesundem nach arthrotischem Knorpel interpretieren mit dann vor allem etwas er-

höhten Werten bei Diffuse. Eine in vitro-Studie zeigte einen Apoptose-induzierenden Ef-

fekt von TRAIL auf humane Chondrozyten [165]. Eine weitere Studie zeigte erhöhte Ex-

pression von TRAIL in Rattenknorpel nach experimentell induzierter Arthrose [71]. Die 

Bedeutung des TRAIL im Zusammenhang mit Krebsprozessen ist bislang uneindeutig. 

Der für TRAIL gemessene vorliegende Wert bei CS lag unterhalb der Nachweisgrenze, 

was mit Blick auf seine Funktion als Apoptosefaktor bei einer malignen Neoplasie durch-

aus plausibel wäre. Klinische Studien mit Trail-Rezeptor-Agonisten zeigten überwiegend 

keine Wirksamkeit [166]. Andererseits konnte eine Fallstudie an einem Patienten mit 

metastasiertem Chondrosarkom zeigen, dass humanes rekombinantes TRAIL einen 

bildmorphologisch vollständigen Rückgang der Lungenmetastasen bewirkte [167].  

BAD ist in der Lage Apoptose zu induzieren, indem es BCL2 deaktiviert. Es selbst 

wird wiederum durch Wachstumsfaktoren und unter anderem AKT inaktiviert. Die vorlie-

genden semiquantitativen Messdaten von BAD zeigten einen deutlichen Anstieg von 

SS14 zu DIF. Weitere Studien, die BAD im Gelenkknorpel quantifiziert hätten, gibt es 

bislang nicht. Entsprechend seiner ubiquitären Funktion im menschlichen Organismus 

wäre zunächst jedoch eine erhöhte Apoptoseinduktion auch bei Chondrozyten des 

arthrotischen Knorpels zu anzunehmen. Ein relativ erhöhtes Vorkommen von BAD in 
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verschiedenen Tumorarten konnte bereits gezeigt werden [168]. Interessant hierbei ist, 

dass durch Inhibition von BAD, also Unterdrückung der Apoptosetendenz, gleichzeitig 

das Überleben und die Fähigkeit zur Selbsterneuerung von Krebsstammzellen inhibiert 

wird [169]. Dies erscheint paradox, denn zu erwarten wäre eine Proliferationstendenz 

und Tumorwachstum bei Inhibition von BAD. Deshalb ist auch mit Blick auf die Arthro-

seprogredienz fraglich, welche Rolle BAD letztlich einnimmt. 

JNK ist in den intrinsischen und extrinsischen Apoptoseweg involviert und kann 

die Expression von pro-apoptotischen Genen auslösen. Aber nicht nur apoptoseinduzie-

rende Wirkungen wurden für JNK berichtet, sondern auch proliferative. Die vorliegenden 

semiquantitativen Messwerte von JNK zeigten eine deutliche Zunahme bei den Muster-

kategorien des arthrotischen Knorpels. Eine in vitro Studie an isolierten Chondrozyten 

zeigte, dass aktiviertes JNK nur im Zytoplasma von arthrotischen Chondrozyten vorkam, 

nicht aber im Zytoplasma der gesunden [170]. Viel besser erforscht als die Wirkung des 

JNK auf Apoptose bei Arthrose, ist die Wirkung auf die Knorpeldegeneration. Hier gibt 

es zahlreiche Studien, die zeigen konnten, wie schädigend vermehrtes JNK auf die Knor-

pelhomöostase wirkt [171]. In Bezug auf die Rolle des JNK bei malignen Neoplasien 

herrscht bislang noch weniger Klarheit, weil sowohl proliferative als auch apoptotische 

Wirkungen beschrieben wurden. JNK war in CS in der vorliegenden Studie gegenüber 

den Knorpelproben erhöht, jedoch ist eine Interpretation aufgrund fehlender Forschungs-

erkenntnisse unmöglich. Die Wirkung scheint abhängig von der JNK-Isoform und dem 

Zelltyp zu sein. Darüber hinaus sind bei vielen Krebsarten JNK-Gene mutiert [172]. Somit 

trägt eine Dysbalance des JNK in jedem Fall zu einem veränderten Zellmetabolismus 

bei – in welche Richtung, muss im Einzelnen erforscht werden. 

CASP8 stellt ein zentrales Schlüsselmolekül auf dem extrinsischen Apoptoseweg 

dar, der durch Vertreter der TNF-Superfamilie losgetreten wird. Die vorliegenden semi-

quantitativen Messergebnisse von CASP8 zeigten keine große Dynamik, obgleich der 

höchste Wert bei Big Clusters gemessen wurde. In einem Tierversuch mit Kaninchen 

zeigten sich deutlich erhöhte CASP8-Level auf mRNA Ebene nach operativ induzierter 

Arthrose [173]. Und auch die Injektion von Caspase-Inhibitoren, darunter CASP8-Inhi-

bitor, in die Kniegelenke von Kaninchen mit experimentell induzierter Arthrose, resul-

tierte in einer milderen Knorpeldegeneration [174]. Den Signalwegen entsprechend wür-

den vermehrtes Vorkommen von TNF-α oder TRAIL bei DIF als Aktivatoren des 

extrinsischen Apoptoseweges letztlich auch vermehrte Expression von CASP8 bewir-

ken. Die Ergebnisse zeigten dies jedoch nicht. Die Erkenntnisse zur Wirkung von CASP8 

im Kontext von malignen Neoplasien ist deutlich begrenzt. Der vorliegende Messwert für 
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CS war im Gegensatz zu den Knorpelproben deutlich erhöht. Auch wenn mittlerweile 

auch wachstumsfördernde Effekte von CASP8 entdeckt wurden, so wird trotzdem davon 

ausgegangen, dass es tendenziell apoptotisch und somit anti-onkogen wirkt [175]. 

CASP9 stellt ein zentrales Schlüsselmolekül auf dem intrinsischen Apoptoseweg 

dar, der durch stressbedingte zellinterne Prozesse ausgelöst wird. Die vorliegenden se-

miquantitativen Messwerte von CASP9 zeigten einen eindeutigen Anstieg von SS14 zu 

DIF. Eine andere Studie untersuchte den Einfluss von CASP9-Inhibition nach Trauma-

exposition bei Pferdeknorpel. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der chond-

rozytären Apoptose gegenüber der Kontrollgruppe ohne Inhibition von CASP9 [176]. 

Eine weitere Studie auf immunhistochemischer Ebene zeigte eine signifikante Erhöhung 

von CASP9 bei induzierter Apoptose durch Stickstoffmonoxid respektive freie Radikale 

[177]. Die Rolle von CASP9 im Zusammenhang mit malignen Tumoren ist allenfalls in 

Ansätzen geklärt. Der vorliegende Messwert für CS war im Vergleich zu den in den Knor-

pelproben gemessenen Werten deutlich erhöht. In diesem Kontext aufschlussreich ist 

die resultierende Resistenz gegen Chemotherapeutika und Wachstumstendenz durch 

Inhibition von CASP9 bei einigen Tumorzelllinien [178]. 

SFAS und SFASL sind die löslichen Formen des Fas-Liganden und des memb-

rangebundenen Fas-Rezeptors. SFASL induziert extrinsische Apoptose durch Aktivie-

rung von Rezeptoren der TNF-Superfamilie mit intrazellulärer Todesdomäne – SFAS 

inhibiert die Bindung von SFASL. Die vorliegenden Messwerte für SFASL lagen alle un-

terhalb der Nachweisegrenze, die Daten von SFAS zeigten keine große Dynamik. 

Hashimoto et al. fanden heraus, dass SFASL in der Synovialflüssigkeit von Arthrosepa-

tienten vorhanden sein kann, jedoch in viel geringerem Ausmaß als bei rheumatoider 

Arthritis. Bezüglich des Effekts entdeckte die Arbeitsgruppe nur für die membran-bin-

dende Variante FASL eine apoptoseinduzierende Wirkung auf Chondrozyten, nicht aber 

für SFASL [69]. In Verbindung mit malignen Neoplasien wurde gezeigt, dass eine er-

höhte Expression von SFAS in vielen Krebsarten zu finden ist, eine tumorprotektive Rolle 

zu Teil wird und mit einer schlechten Prognose korreliert [179].  

Die Frage um Proliferation und Apoptose wird seit Anbeginn der Arthrosefor-

schung sehr kontrovers diskutiert. Hinweise für die Aktivierung des extrinsischen 

Apoptoseweges ließen sich mit Einschränkungen durch die vorliegenden Daten von 

TNF-α und TRAIL zeigen. Diese zeigten vermehrtes Vorkommen bei DIF. Die Messwerte 

von CASP8 als zentrale Caspase des extrinsischen Apoptosepfades unterstützen dies 

nicht – allerdings bleibt offen, welche Rolle CASP8 in diesem Kontext genau einnimmt. 

Im Gegensatz zur entgleisten molekularen chondrozytären Umgebung als Auslöser für 
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extrinsische Apoptose stehen bei der intrinsischen Apoptose physikochemische Auslö-

ser im Vordergrund. Neben Mikrotraumata sind es erhöhte Temperaturen und freie Sau-

erstoffradikale des Stickstoffmonoxid, die durch das Entzündungsgeschehen im Gelenk 

bedingt werden und lange mit Gelenkarthrose assoziiert sind. Dies ließ sich durch die 

gemessenen Werte für CASP9 belegen. Darüber hinaus zeigte sich der Apoptosemarker 

BAD von BC nach DIF eindeutig erhöht. Die Rolle von JNK als Auslöser von Apoptose 

ist nicht endgültig geklärt, zeigte sich in arthrotischem Knorpel aber ebenfalls von BC 

nach DIF deutlich erhöht. 

 Auch für Anti-Apoptose gab es eindeutige Hinweise auf Molekularebene. Die 

Messwerte von AKT zeigten diesbezüglich eine eindeutig steigende Tendenz Richtung 

BC und anschließendem Abfall nach DIF in arthrotischem Knorpel. In der Frage um 

Proliferation, zumindest fokaler Natur, herrscht Einigkeit. Die Zellcluster, die zahlreich 

überwiegend im Bereich von Knorpelfissuren, aber auch allgemein bei arthrotischem 

Knorpel zu finden sind, werden als Hinweis auf chondrozytäre Proliferation verstanden 

[40, 41, 180, 181]. Apoptose- und Proliferationsprozesse scheinen einer gewissen mus-

terspezifischen Dynamik zu unterliegen. Während anti-apoptotische Signale durch BCL2 

und AKT zunächst anstiegen, um von SC/BC nach DIF wieder rückläufig zu werden, 

zeigten die Apoptosefaktoren BAD, JNK, P53 – und TRAIL mit Einschränkungen – ge-

rade von BC nach DIF Zuwächse. An dieser Stelle kommt es also vermeintlich zu einer 

Umkehr der Verhältnisse, sodass Apoptose möglicherweise erst ab BC an Bedeutung 

gewinnt.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der Blick auf SS14 lassen vermuten, 

dass nicht ein Prozess auf einem geringeren Niveau stattfindet als beim Gesunden, son-

dern dass durch den allgemeinen Erregungszustand, in dem sich das System Gelenk-

knorpel bei Arthrose befindet, die Chondrozyten auf einem erhöhten und dysbalancierten 

metabolischen Niveau agieren.  
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5.3.2 Inflammation 

 

Es gibt zahlreiche Biomarker, die in der Vergangenheit in ihrer Rolle als zentrale Entzün-

dungsfaktoren bei Arthrose identifiziert wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei 

allgemeine inflammatorische Biomarker untersucht – MIF und TNF-α. 

MIF bewirkt im Sinne eines inflammatorischen Zytokins die Einwanderung von 

Makrophagen. Die vorliegenden Messergebnisse von MIF zeigten keine eindeutige Dy-

namik. Bezüglich MIF existieren sehr gegensätzliche Forschungsergebnisse. Xi et al. 

beschrieben, dass Arthrosepatienten eine geringere Menge MIF im Serum und der Sy-

novialflüssigkeit aufwiesen als bei Gesunden. Dadurch wurde geschlussfolgert, dass 

MIF eine protektive Rolle bei Arthrose zukommt [182]. Die vorliegenden Messwerte von 

MIF zeigten zumindest innerhalb der Musterkategorien der Arthrosepatienten den 

höchsten Wert bei SS und den niedrigsten Wert bei BC – was entsprechend den Ergeb-

nissen von Xi et al. wäre. Andererseits wurde beschrieben, dass MIF nicht nur im Serum 

und der Synovialflüssigkeit von Patienten mit Arthrose erhöht ist, sondern auch, dass 

isolierte Chondrozyten von Arthrosepatienten mehr MIF produzierten als die gesunde 

Kontrolle [59]. Dazu würde passen, dass bei den Messungen der vorliegenden Arbeit, 

die Musterkategorien des Knorpels von Arthrosepatienten insgesamt mehr MIF aufwie-

sen als der Knorpel des 14-jährigen Jungen. In der onkologischen Forschung ist das 

Interesse an MIF in den letzten Jahren immer größer geworden, weil neben der Rekru-

tierung von Makrophagen über CD74-Rezeptoren auch Signalwege für Zellwachstum 

und -überleben losgetreten werden [183]. Der vorliegende Messwert für CS lag auf ei-

nem Niveau ähnlich des der Knorpelproben.  

TNF-α ist eines der vielseitigsten pro-inflammatorischen Zytokine im Zusammen-

hang mit Arthrose. Die Wirkungen reichen von Matrixdegradation über MMPs und AD-

AMTs bis hin zu Apoptoseinduktion über TNFRs. Aber auch Beteiligungen an Zellwachs-

tum und -überleben über NF-κB wurden beschrieben. Die vorliegenden Messdaten von 

TNF-α blieben in nahezu allen Bereichen unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze mit 

Ausnahme von SS14 und DIF. Der Umstand, dass bei DIF auch TNF-α erhöht nachweis-

bar war, deutet darauf hin, dass inflammatorische Prozesse auch in diesem Stadium 

noch eine große Rolle spielen. Dies wird ebenfalls durch die deutlich erhöhten IL-6- und 

IL-8-Werte bei fortgeschrittener Knorpeldegeneration bestätigt. Bisher wurden erhöhte 

TNF-α Werte im Serum von Patienten mit Arthrose berichtet [184]. In der Synovialflüs-

sigkeit zeigte jedoch die gemessene Konzentration TNF-α keine Korrelation mit dem 

Kellgren-Lawrence Score der Arthrosepatienten [185]. Verglichen mit der von Ding et al. 
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nachgewiesenen Konzentration in der Synovialflüssigkeit bei Arthrosepatienten liegt die 

hier gemessene Konzentration in der Vergleichsgruppe DIF um etwa das zwanzigfache 

höher. So scheinen die Konzentrationsverhältnisse im Gelenkknorpel deutlich größere 

Dimensionen zu besitzen, als in der Synovialflüssigkeit – auch der Blick auf IL-6 und IL-

8 würde dies bestätigen. Weiterhin muss aber herausgestellt werden, dass das Muster 

DIF einen selektiven zellulären Endzustand bei Arthrose darstellt, der nicht zwangsläufig 

mit einem Kellgren-Lawrence Grad von 4 global korrelieren muss. Direkte Vergleiche 

sind in dieser Hinsicht also nicht sinnvoll. Quantitative Messungen von Biomarkern im 

Gelenkknorpel unter vor allem differenzierter musterbasierter Betrachtung sind bislang 

nicht vorhanden. Weil TNF-α ein so zentraler Entzündungsmediator ist und auch von 

Chondrozyten produziert wird, scheint es schwer vorstellbar, dass es in anderen Mus-

tergruppen kaum oder nicht vorhanden ist, so wie es die Messergebnisse zeigen. Denk-

bar wäre zumindest, dass die gemessene Konzentration aller Vergleichsgruppen außer 

DIF und SS14 unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze von 0,3 pg/ml lag, aber nicht null 

war. Bezüglich TNF-α-Mengen oder -Konzentrationen ist in diesem Kontext bei präma-

turem Knorpel nichts bekannt. Eine pro-proliferative Wirkung von TNF-α auf chondro-

gene Keimzelltumorzellen von Mäusen wurde bereits nachgewiesen, bei gleichzeitig je-

doch hemmender Wirkung auf die Chondrogenese [186]. Im Umkehrschluss könnte man 

vermuten, dass ein höheres Proliferationsniveau bei heranreifendem Knorpel eine hö-

here Menge TNF-α erfordert als eine gesunde adulte Kontrolle. Ob TNF-α letztlich 

Proliferation oder Apoptose oder beides simultan auslöst, scheint am Ende möglicher-

weise eine Frage der Dosisabhängigkeit zu sein. Deshalb herrscht auch im Kontext der 

Krebsforschung bis jetzt ein gewisses Unverständnis über die letztliche Wirkung auf ma-

ligne Tumorentstehung und -progression. Die Krebs-inhibitorische Wirkung scheint je-

doch zu überwiegen [187]. Während für zahlreiche Tumorarten ein erhöhtes TNF-α-Ex-

pressionslevel gezeigt wurde, zeigten zumindest SW1353 Chondrosarkomzellen keine 

TNF-α-Expression auf Gen Ebene [187, 188]. Im Hinblick darauf stellt sich der vorlie-

gende Messwert bei CS schlüssig dar. 

Mit IL-6 und IL-8 wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei universelle Entzündungs-

marker untersucht, die sich in den Musterkategorien des hochgradig degenerierten Knor-

pels deutlich erhöht zeigten. Beide Marker wurden im Rahmen der Zelldifferenzierung 

ausführlicher beleuchtet.  

Es ist lange bekannt, dass Inflammation ein Kernmerkmal von Gelenkarthrose 

und malignen Neoplasien ist. Die Entzündung nimmt in beiden Fällen Einfluss auf den 

zellulären Metabolismus und die Mikroumgebung. Bei letzterem steht dabei die lokale 
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Gewebedestruktion durch vermehrte MMPs und ADAMTs im Fokus. Was für den malig-

nen Tumor eine nützliche Wachstumshilfe darstellt, ist bei Arthrose möglicherweise ein 

nutzloses oder gar schädliches Nebenprodukt. Außerdem lohnt sich ein Blick auf chro-

nisch entzündliche Prozesse, die die Basis für maligne Neoplasien bilden können – wenn 

auch nicht allein. Die Kombination aus ständiger Zellproliferation, DNA-Schäden und In-

flammation können in malignen Neoplasien resultieren. Vergleichbar wäre in Bezug auf 

Arthrose die Ausbildung von Osteophyten, bei denen es sich zumindest um benigne Ne-

oplasien handelt. Die permanente Inflammation sorgt durch Veränderung der zellulären 

Phänotypen also für ein unkontrolliertes Wachstum von subchondralem Knochen, aber 

gleichzeitig auch für eine unkontrollierte Destruktion von Knorpel.  

 

5.3.3 Zelldifferenzierung 

 

Zwei Hauptwege der chondrozytären Differenzierung wurden bislang im Zusammen-

hang mit Knorpeldegeneration und Arthrose identifiziert – der Weg der hypertrophen Dif-

ferenzierung und der Weg der Dedifferenzierung. Beide Phänotypen sind durch morpho-

logische und expressorische Besonderheiten gekennzeichnet.  

IL-8 ist im Allgemeinen als Entzündungsfaktor bekannt, im Zusammenhang mit 

Arthrose ist seine Wirkung auf Chondrozyten einer genaueren Untersuchung wert. Im 

Mittelpunkt steht dabei die Induktion der hypertrophen Differenzierung, mit der dann im 

Verlauf knorpeldegradierendes Potential einhergeht [189]. Die Messung von IL-8 zeigte 

niedrige Messwerte bei SS14, SS und DS, während die Messwerte bei den Musterkate-

gorien des degenerativen Knorpels (SC, BC, DIF) erhöht waren. Für den Literaturver-

gleich ließen sich lediglich Studien mit quantitativen IL-8-Messungen in der Synovialflüs-

sigkeit heranziehen. Die gemessene Menge IL-8 belief sich im Median in zwei Studien 

auf 0,27 pg/ml und 171 pg/ml bei Arthrosepatienten und war in beiden Fällen gegenüber 

der gesunden Kontrolle erhöht [95, 185]. Der in der vorliegenden Arbeit gemessene Wert 

betrug in der Kategorie DIF im Mittelwert für Gelenkknorpelisolat 23,2 pg/ml. Insgesamt 

zeigte der Vergleich der gesunden mit den arthrotischen Musterkategorien einen Anstieg 

und somit auch eine prinzipielle Übereinstimmung mit der Literatur. Viele Tumorarten 

überexprimieren IL-8. Ob das Chondrosarkom dazu gehört, ist bislang nicht bekannt. 

Der vorliegende Messwert von CS lag niedrig innerhalb der Vergleichsgruppen. Das 

zeigt, dass zumindest SW-1353 Chondrosarkomzellen keine erhöhte Expression von IL-

8 aufweisen. Ungeachtet davon zeigte eine Studie, dass IL-8 beim Chondrosarkom Tu-

morprogression, Metastasierung und Angiogenese beeinflusst [190]. Dabei sind es vor 
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allem die PI3K- und MAPK-Signalwege, die schlussendlich über die Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren vermehrt Gene für Zellproliferation, Zellüberleben, Invasion und 

Angiogenese exprimieren lassen [191]. 

Auch IL-6 ist ein bedeutendes Zytokin, das vorrangig durch seine Wirkung auf 

die Chondrozytendifferenzierung und Knorpeldegeneration zur Arthroseprogression bei-

trägt. Es wurde beschrieben, dass IL-6 auch bei Chondrozyten PI3K- und MAPK-Signal-

wege aktiviert [192]. Der PI3K-Signalweg wurde dabei als Schlüsselmediator für die ter-

minale, hypertrophe Differenzierung der Chondrozyten bei Arthrose identifiziert [193]. 

Eine in-vitro Studie zeigte, dass Chondrozyten unter Einfluss von klassischen Entzün-

dungs und Wachstumsfaktoren, wie sie auch bei Arthrose erhöht sind, erhöhte Mengen 

IL-6 produzieren [90]. Die vorliegenden Messdaten von IL-6 zeigten eine Zunahme der 

Messwerte von SS zu BC. Quantifizierungen auf Proteinebene lassen sich in der Litera-

tur nur von der Synovialflüssigkeit finden. Dort lagen die Werte der Mediane bei arthro-

tischen Gelenken gegenüber den gesunden Kontrollen erhöht und bei 0,75 pg/ml, 119,8 

pg/ml und 16900 pg/ml [89, 95, 185]. Der in der vorliegenden Studie gemessene höchste 

Mittelwert beim Gelenkknorpelisolat belief sich auf 62,3 pg/ml in der Kategorie BC. Inso-

fern zeigten sich die Werte im Vergleich mit der Literatur tendenziell schlüssig, auch 

wenn sich die Größenordnungen teilweise stark unterscheiden. In Verbindung mit Tu-

morgenese stellt IL-6 einen absoluten Promotor der Wachstumsprogression und Metas-

tasierung dar. IL-6 wird in vielen malignen Tumoren überexprimiert und Signalwege, die 

auch bei Arthrose überaktiv werden, führen bei malignen Tumorzellen unter anderem zu 

Zellüberleben, Proliferation, Invasion und Angiogenese [194]. Die Wirkung von IL-6 auf 

Chondrosarkome ist bislang nur schlecht verstanden und es wurde beschrieben, dass 

die IL-6 Expression bei JJ012 Chondrosarkomzellen 86-fach geringer war als bei C28 

Chondrozyten [195]. Der in der vorliegenden Arbeit gemessene Wert für SW-1353 

Chondrosarkomzellen lag unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze, was im Vergleich mit 

der genannten Studie im Einklang stände.  

Wie LEP genau zum Arthroseprogress beiträgt ist weitestgehend unklar. Eine 

Wirkung über IL-6 und den PI3K-Signalweg spielt vermutlich eine Schlüsselrolle [92]. 

Die in der vorliegenden Studie gemessenen Daten für LEP zeigten ihr Punctum maxi-

mum bei SC und dann einen kontinuierlichen Abfall hin zu DIF. Dumond et al. zeigten, 

dass der BMI signifikant mit der Menge LEP in der Synovialflüssigkeit der Arthrosepati-

enten korrelierte. Der Mittelwert der Messung bei Arthrose für Frauen betrug dort 8160 

pg/ml und 12950 pg/ml für Männer [196]. Eine andere Studie zeigte eine positive Korre-

lation zwischen der Leptinmenge in der Synovialflüssigkeit und dem Kellgren-Lawrence-
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Score bei Arthrosepatienten [197]. Ein Blick auf die Funktionen des LEP bei malignen 

Neoplasien könnte Hinweise auf den Einfluss im Gelenkknorpel geben. Der in der vor-

liegenden Studie gemessene Wert für CS lag auf einem niedrigen Niveau des Knorpels 

von Arthrosepatienten aber höher als die gesunde Kontrolle des 14-Jährigen. Neben 

Aktivierung von MMPs, Angiogenese und Interaktionen mit Krebs-assoziierten Fib-

roblasten, wird der Invasion und Metastasenbildung in diesem Kontext eine herausra-

gende Rolle zu Teil. Es wurde gezeigt, dass LEP in die epithelial-mesenchymale Tran-

sition involviert ist. Daher ist es nicht verwunderlich, dass erhöhte LEP Serum-Level oft 

mit einer schlechten Prognose bei Krebs einhergehen [198]. Yang et al. zeigten eine 

positive Korrelation zwischen dem Grading des Chondrosarkoms und der LEP Expres-

sion von Chondrosarkomzellen [199].  

EGF und HB-EGF sind zwei Liganden der EGF-Rezeptoren, die über PI3K und 

MAPK sowohl Signalwege zur Proliferation, Hypertrophie und zum Zellüberleben lostre-

ten, aber auch katabole Prozesse wie die verminderte Kollagen II Synthese und erhöhte 

MMP Produktion ankurbeln [99]. Die Messwerte von HB-EGF zeigten keine eindeutige 

Dynamik mit dem höchsten Wert für SS14, der Messwert von DIF war relativ erhöht. Die 

Messwerte von EGF lagen bis auf DS alle unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. Eine 

erhöhte Expression von HB-EGF auf RNA-Ebene wurde bei menschlichem arthroti-

schem Gelenkknorpel bereits nachgewiesen [200]. Qin et. al zeigten, dass HB-EGF vor 

allem in den späten Stadien der Arthrose erhöht ist [99]. Vor diesem Hintergrund zeigt 

sich der Wert von BC vermeintlich nicht schlüssig, der starke Anstieg von DIF als letzte 

Stufe der Degeneration könnte diese Ergebnisse aber unterstützen. Der vergleichsweise 

hohe Wert für SS14 erscheint plausibel, weil EGFR-Signalwege und HB-EGF ganz ent-

scheidenden Einfluss auf enchondrale Ossifikation und Knorpelwachstum der Gelenk-

oberflächen haben – ihrer Funktion als Wachstumsfaktoren entsprechend [201]. Es 

scheint, als würde der Knorpelmetabolismus zwischen BC und DIF an einen Wende-

punkt kommen, an dem eine Differenzierung zurück zu einem Status des heranwach-

senden Knorpels eingeleitet wird, um den Zerfall des Systems zu kompensieren. Dies 

muss selbstverständlich nicht für alle Biomarker gelten, sondern kann sich auf einzelne 

Bereiche beschränken. HB-EGF ist in vielen malignen Neoplasien überexprimiert und 

befördert das Tumorwachstum und die Metastasenbildung [202]. Eine Studie auf histo-

logischer Ebene zeigte keinen immunhistochemischen Nachweis von HB-EGF bei 

Chondrosarkomen [203]. Das Messergebnis von CS lag in der vorliegenden Studie auf 

einem Niveau mit DIF, was nicht für eine außergewöhnlich hohe Expression beim 

Chondrosarkom spricht.  
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Viel wurde in der Vergangenheit zur hypertrophen Differenzierung von Chondro-

zyten erforscht. Morphologisch besticht dieser Phänotyp durch seine vergrößerte, eben 

hypertrophe Erscheinung. Darüber hinaus ist dieser Typ vor allem gekennzeichnet durch 

vermehrte Synthese von Kollagen X und MMP13 und trägt somit zur Degradation des 

Gelenkknorpels bei Arthrose bei. Van der Kraan et al. schlugen vor, dass Chondrozyten 

während des Arthroseprogresses den Weg zurück zu den Phänotypen der Chondrozy-

ten der enchondralen Ossifikation und Wachstumsfugen einschlagen. Dies würde die 

hypertrophe Erscheinung und auch den autolytischen, knorpeldestruktiven Charakter er-

klären, den dieser Phänotyp mit sich bringt [204]. Vor diesem Hintergrund ist vor allem 

das Messergebnis von HB-EGF interessant, das für diese Theorie sprechen könnte. IL-

6 und IL-8 zeigten tendenziell hohes Vorkommen bei BC und DIF und lagen dann ge-

genüber dem prämaturen Knorpel deutlich erhöht. Die Wirkung dieser beiden Entzün-

dungsfaktoren auf das Knorpelwachstum oder die enchondrale Ossifikation ist nicht ge-

nauer erforscht. Somit sind die gemessenen Ergebnisse bei IL-6 und IL-8 zunächst 

einmal schlicht als Hinweis auf chondrozytäre Hypertrophie bei hochgradig arthroti-

schem Knorpel zu interpretieren.  

Weniger Erkenntnisse gibt es bislang zu dem dedifferenzierten Phänotyp, der 

wahrscheinlich eine mindestens genau so große Relevanz im Arthrosekontext hat wie 

der hypertrophe Phänotyp. Der dedifferenzierte Phänotyp exprimiert ein viel unspezifi-

scheres Proteinprofil als die Chondrozyten im gesunden Knorpel, im Gegensatz zum 

hypertrophen Typ aber weniger Kollagen X und MMP13 [205]. Neben diesen beiden 

Phänotypen wurden auf RNA-Ebene zahlreiche weitere Phänotypen identifiziert [206]. 

Zur Beurteilung des Differenzierungsgerades von Tumorzellen bestimmen Pathologen 

das Grading. Dabei wird letztlich festgestellt, wie stark die Tumorzelle in ihrer Morpholo-

gie und ihrem Expressionsmuster von der gesunden Ursprungszelle abweicht. Die mo-

lekulare Subtypisierung von malignen Neoplasien spielt heutzutage eine immer größere 

Rolle, bei der nach Expression von Rezeptoren oder anderen Metaboliten klassifiziert 

wird und das Grading zusätzlich definiert. Es gibt also tumorartspezifische Biomarker, 

die Aufschluss über den Differenzierungsgrad der Tumorzellen geben. Zusammen mit 

der Zellmorphologie ergibt sich somit ein Bild, das der ursprünglichen Zelle entweder 

ganz ähnlich ist oder ganz fremd ist. Im Äußersten spricht man dann von der Anaplasie, 

bei der anhand der optischen Erscheinung der Tumorzellen nicht mehr deren Ursprung 

bestimmt werden kann. Zahlreiche Studien, darunter auch die Vorliegende, haben ge-

zeigt, dass sich mit fortschreitender Arthrose auch die Expression von spezifischen Bio-

markern sukzessive verändert. Ganz besonders interessant scheint in dieser Hinsicht 
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das diffuse Muster, das sich im Bereich der Biomarker teilweise stark von den großen 

Clustern abweichend zeigte. Dies spiegelt sich auch auf morphologischer Ebene wider 

– die Knorpelzellen erscheinen Fibroblasten-ähnlich.  

 

5.3.4 Knochenumbau 

 

Eine Änderung des zellulären Metabolismus und Expressionsprofils während fortschrei-

tender Arthrose kann nicht nur bei Chondrozyten, sondern auch bei Zellen des sub-

chondralen Knochens beobachtet werden und führt dort einerseits zu einer allgemeinen 

subchondralen Sklerosierung und andererseits zur Entstehung von knöchernen Aus-

wüchsen, den Osteophyten. In diesem Kapitel ist die Voraussetzung für die Interpreta-

tion, dass die Verfügbarkeit der gemessenen Biomarker über den Nachweisort Gelenk-

knorpel hinaus geht und die Biomarker Zugang zum subchondralen Knochen erhalten. 

OPN ist einer der Faktoren, die in der Vergangenheit mit der subchondralen Kno-

chenveränderung in Verbindung gebracht wurden. Dabei wurde vor allem die stimulie-

rende Wirkung auf Osteoklasten und die Inhibierende Wirkung auf die Mineralisierung 

der Knochenmatrix hervorgehoben [133]. Sowohl für die Osteoblasten des subchondra-

len Knochens als auch im Gelenkknorpel selbst wurden bei Arthrosepatienten deutlich 

erhöhte Vorkommen an OPN gemessen [132, 135]. Die Ergebnisse der vorliegenden 

Studie von OPN zeigten keinen klaren Zusammenhang mit der vorliegenden Muster-

form. Jedoch war OPN im Durchschnitt bei den arthrotischen Knorpelproben deutlich 

erhöht, mit höchstem Messwert bei DIF. OPN wurde bereits mit zahlreichen Krebsarten 

in Verbindung gebracht und kann in diesem Zusammenhang ganz unterschiedliche 

Funktionen hinsichtlich Zellproliferation, Zellmigration, Angiogenese, Knochenminerali-

sierung und weiteren wahrnehmen [207]. In vitro konnte bei JJ012 Chondrosarkomzellen 

nach Applikation von OPN der Aspekt verstärkter Migration bei gleichzeitiger Erhöhung 

von MMP-9 gezeigt werden, jedoch ungeachtet davon, ob die Verfügbarkeit des OPN in 

Chondrosarkomen erhöht ist – es wurde sich dabei allein auf die Verfügbarkeit des OPN 

aus dem umliegenden Knochen berufen [208]. In der vorliegenden Studie lag der ge-

messene Wert von OPN bei CS unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. Somit wäre zu-

mindest ein autokriner Einfluss des OPN bei SW-1353 Chondrosarkomen ausgeschlos-

sen.  

FST ist ein Antagonist von Activinen und Faktoren der TGF-β-Superfamilie, zu 

denen auch BMPs gehören. Somit bindet und hemmt FST in Biomarker, die ganz erheb-

lich für die Entwicklung des Skelettes und auch für die allgemeine Bildung von Knochen 

verantwortlich sind [138]. Erhöhte Produktion von FST auf RNA- und Proteinebene bei 
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isolierten Chondrozyten von Arthrosepatienten wurde bereits gezeigt [209]. Eine andere 

Studie an Hunden zeigte signifikante Zunahmen an FST positiven Chondrozyten auf im-

munhistochemischer Ebene in der oberflächlichen Zone des Gelenkknorpels nach indu-

zierter Arthrose [210]. In der vorliegenden Studie zeigten die Messwerte von FST auf 

den ersten Blick keinen klaren Zusammenhang mit der vorliegenden Musterform. Zu 

verzeichnen war entgegen den Ergebnissen in der Literatur ein Abfall der Messwerte 

von SS14 nach BC bis unter die Nachweisbarkeitsgrenze der Assays. Das bedeutet, 

dass durch abnehmende Verfügbarkeit von FST im Gelenkknorpel auf dem Weg zur 

Clusterbildung auch die Inhibition von knochenbildungsfördernden Faktoren abnimmt 

und letztlich neue Knochensubstanz gebildet wird. Interessanterweise kam es bei DIF 

zu einer Umkehr der Verhältnisse und die Verfügbarkeit von FST lag dort wieder auf 

einem Niveau von dem gesunden Gelenkknorpel von SS14. Dies widerspiegelt einen 

Trend der bei HGF, aber auch bei den Angiogenesefaktoren FGF-1 und ANGPT2 zu 

beobachten war. Es ist also anzunehmen, dass die Knochenbildung bei DIF durch An-

stieg von FST rückläufig ist. Auch im Zusammenhang mit malignen Neoplasien geht die 

Wirkung von FST von der Bindung von Activinen und BMPs aus, die neben ihrer Effekte 

auf den Knochen auch Gewebehomöostase und Apoptose regulieren; FST ist regelhaft 

in zahlreichen Tumorarten erhöht [211]. Der Messwert von FST bei CS war im Vergleich 

mit den Musterkategorien des Gelenkknorpels deutlich erhöht und spräche also für eine 

massive Inhibition der Knochenneubildung. Dies schiene vor dem Hintergrund, dass von 

den entarteten Chondrozyten des Chondrosarkoms Knorpel und keine Knochensub-

stanz produziert wird, denkbar. 

HGF ist ein sehr ubiquitär vorkommender Wachstumsfaktor, der von Osteoblas-

ten des subchondralen Knochens, nicht aber von Chondrozyten produziert wird [140]. 

Neben seiner Wirkung auf Chondrozyten und den Gelenkknorpel sind auch Effekte auf 

den subchondralen Knochen bei Arthrose beschrieben worden. Zentral ist dabei die HGF 

getriggerte Ausschüttung von BMPs die letztlich durch Knochenbildung und Angioge-

nese zur Frakturheilung beitragen [141]. Die vorliegenden Messwerte von SS14 und DIF 

lagen wie auch bei anderen Biomarkern auf einem ähnlichen Niveau. Die übrigen Mus-

terkategorien der Arthrosepatienten zeigten sich dagegen allgemein erniedrigt. In Ver-

bindung mit malignen Neoplasien wurde HGF bislang vorwiegend hinsichtlich Prolifera-

tion und Migration untersucht. Eine Studie zeigte eine deutliche Erhöhung der HGF-

Expression in Chondrosarkomen gegenüber normalem Knorpel und zusätzlich ver-

stärkte Migration von Chondrosarkomzellen unter Einfluss von HGF  [212]. Der in der 

vorliegenden Studie gemessene Wert von HGF bei CS war im Vergleich zu den 
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Messwerten der Knorpelproben gering und steht damit im Widerspruch zu den von Tsou 

et al. veröffentlichten Daten. 

BMPs als Faktoren der TGF-β-Superfamilie nehmen großen Einfluss auf die Ent-

wicklung des Skeletts und die allgemeine Knochenbildung und spielen deshalb auch 

eine zentrale Rolle bei der enchondralen Ossifikation. BMP9 im speziellen wurde als 

einer der potentesten Induktoren der orthotopen Ossifikation beschrieben [213]. Außer-

dem wurde gezeigt, dass BMP9 die osteoblastische Differenzierung von mesenchyma-

len Stammzellen induziert [214]. In Verbindung mit Knorpel wurde gezeigt, dass BMP9 

chondrozytäre Hypertrophie und Matrixbildung auslöste [215]. Obwohl es viele Studien 

zur Wirkung des BMP9 auf Knochen und Knorpel gibt, lassen sich bislang keine Daten 

zur Menge von BMP9 in Gelenkknorpel finden. Die in der vorliegenden Studie gemes-

senen Werte für BMP9 lagen alle unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze des Assays. 

Das bedeutet, dass es im Gelenkknorpel entweder nicht vorhanden ist oder aber in ver-

hältnismäßig geringem Ausmaß. BMPs wurden in der Vergangenheit mit fast allen Fa-

cetten des malignen Tumorwachstums in Verbindung gebracht. Dabei kamen Studien 

zu ganz unterschiedlichen und teils paradoxen Ergebnissen [216]. Deshalb gestaltet sich 

eine vereinfachte Darstellung seiner Funktionen in diesem Kontext schwierig und wenig 

aufschlussreich. Die Expression von BMP9 bei Chondrosarkomen wurde bislang nicht 

untersucht. Der in der vorliegenden Studie gemessene Wert von BMP9 bei CS lag eben-

falls unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. 

 

5.3.5 Angiogenese 

 

Verschiedene Biomarker sind in der Vergangenheit mit der Einsprossung von Blutgefä-

ßen in den Gelenkknorpel oder deren Erhalt in Verbindung gebracht worden. Exakte 

Zusammenhänge bleiben jedoch bis heute unverstanden. Das Phänomen der Vaskula-

risierung des Gelenkknorpels ist mit ursächlich für den Leidensdruck der Patienten, weil 

entsprechende Blutgefäße von Nerven begleitet werden und diese Nerven dann die 

Schmerzhaftigkeit der Gelenkarthrose erhöhen.  

VEGF bewirkt im Gelenkknorpel die Aussprossung von Blutgefäßen aus dem 

subchondralen Knochen und befördert über MMPs die Matrixdegradation, sodass Blut-

gefäße leichter Einsprossen können. Es wurden in der Vergangenheit eine Vielzahl an 

Untersuchungen durchgeführt, die auf immunhistochemischer und RNA Ebene ein ver-

mehrtes Vorkommen von VEGF in arthrotischem Gelenkknorpel zeigen konnten [217]. 

Auch in der Synovialflüssigkeit aus Kniegelenken mit Arthrose ist die Menge an VEGF 
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signifikant gegenüber einer gesunden Kontrolle erhöht [218]. Dort lag der Mittelwert des 

gemessenen VEGF bei 693,7 pg/ml. Die Messwerte von VEGF lagen bei SS, DS, SC 

und BC annähernd bei 350 pg/ml; alle anderen Messwerte lagen unterhalb der Nach-

weisbarkeitsgrenze. Die vorliegende Messung von VEGF ist jedoch kritisch zu betrach-

ten, weil ein großer Teil der Standards außerhalb der Nachweisbarkeitsgrenzen lag und 

somit keine adäquate Berechnung der Standardkurve möglich war. Im Zusammenhang 

mit Onkoprozessen wurde VEGF als Schlüsselmediator der Angiogenese identifiziert. 

Dabei führt die vermehrte Expression von VEGF der Tumorzellen zur Formation und 

Ausbreitung von strukturell und funktionell abnormalen Blutgefäßen, die den wachsen-

den Tumor mit Nährstoffen und Sauerstoff versorgen. VEGF-Inhibitoren sind heutzutage 

zentrale Bestandteile bei der Behandlung von bestimmten Krebsarten [219]. Für die 

Chondrosarkom Zelllinie OUMS-27 konnte gezeigt werden, dass VEGF überexprimiert 

war und der Hauptregulator für Angiogenese ist [220]. Die in der vorliegenden Studie 

gemessenen Werte für VEGF bei CS lagen unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze und 

bestätigen die Ergebnisse zumindest für die Chondrosarkom Zelllinie SW-1353 nicht.  

Auch FGF ist ein ubiquitär vorkommender Induktor der Angiogenese. FGF-1 ist 

das potenteste Mitglied der FGF-Familie und dessen Wirkweise in Bezug auf Angioge-

nese im Zusammenhang mit Arthrose ist unerforscht. Ein erhöhtes Vorkommen FGF-1 

wurde bislang lediglich im Serum und in der Synovialmembran von Arthrosepatienten 

gezeigt [221]. Die in der vorliegenden Studie gemessenen Werte für FGF-1 zeigten einen 

interessanten Trend mit stetigem Anstieg von SS14 nach BC und dann niedrigem Mess-

wert bei DIF. Es wäre also anzunehmen, dass während der Formation von großen Zell-

clustern auch die FGF-1 vermittelte Einsprossung von Blutgefäßen aus dem subchond-

ralen Knochen in den Knorpel vermehrt stattfindet. Zusätzlich werden auch katabole 

Prozesse, die zur Degradation der Matrix beitragen, befördert. Auf dem Weg zu DIF 

kommt es scheinbar zu einer Umkehr der Verhältnisse und FGF-1 ist bei dem diffusen 

Muster nur noch spärlich vorhanden – sogar weniger als bei gesundem Knorpel bei 

SS14. Auch die Rolle von FGF-2 ist hinsichtlich Angiogenese im Zusammenhang mit 

Arthrose nicht genauer erforscht. Dass FGF-2 im arthrotischen Gelenkknorpel vermehrt 

vorhanden ist, wurde bis heute nicht gezeigt. Für FGF-2 wurde lediglich dessen die Wir-

kung von FGF-2 auf Chondrozyten in vitro wurde genauer untersucht. So konnte bei-

spielsweise unter Einfluss von FGF-2 die Bildung von Clustern induziert werden [39]. Die 

in der vorliegenden Studie gemessenen Werte für FGF-2 lagen alle auf einem gleich-

bleibenden Niveau unabhängig vom Grad der Knorpeldegeneration. Unter Annahme ei-

nes tatsächlich zunehmenden Effektes von FGF-2 während fortschreitender 
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Degeneration wäre alternativ eine gleichbleibende Verfügbarkeit bei gesteigerter Ex-

pression von FGF-Rezeptoren denkbar, wodurch dann vermehrt Signalwege losgetreten 

werden, die zum Beispiel Clusterbildung induzieren. Alternativ ist die Rolle von FGF-2 

jedoch auch nicht so hoch wie bislang angenommen. Ursprünglich wurden FGFs im Zu-

sammenhang mit Onkoprozessen als Angiogenesefaktoren beschrieben, aber auch de-

ren Beteiligung an allgemeinem Tumorwachstum, Inflammation und Medikamentenre-

sistenz wurde mittlerweile beschrieben [222]. Eine relevante Verbindung von FGFs und 

Angiogenese bei Chondrosarkomen wurde bislang jedoch nicht gezeigt, lediglich ein 

wachstumsfördernder Effekt auf Chondrosarkomzellen [220]. Die in der vorliegenden 

Studie gemessenen Werte für FGF-1 und FGF-2 bei CS lagen im Vergleich zu den Knor-

pelproben auf einem durchschnittlichen Niveau. Man könnte also schlussfolgern, dass 

FGF-1 und FGF-2 eine eher untergeordnete Rolle bei der Progression von Angiogenese 

bei Chondrosarkomen zuteilwird. 

Endoglin ist ein Co-Rezeptor des TGF-β Rezeptorkomplexes, wird vor allem von 

proliferierenden Endothelzellen produziert und ist deshalb als Biomarker für tumorasso-

ziierte Angiogenese nutzbar. Endoglin wurde im Zusammenhang mit Arthrose auch mit 

Angiogenese in Verbindung gebracht und es konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten 

Endoglin exprimieren und dass Endoglin in der Synovialflüssigkeit vorkommt [113, 223]. 

Es wurde gezeigt, dass dedifferenzierte Chondrozyten in vitro mehr Endoglin exprimie-

ren [224]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie für ENG zeigten den niedrigsten 

Messwert bei DS mit einer Zunahme hin zu DIF. Der höchste Messwert bei DIF würde 

sich mit der Beobachtung von überwiegend dedifferenzierten Chondrozyten bei dem dif-

fusen Muster in der Literatur decken. Endoglin trägt zur Vaskularisierung und Metasta-

sierung von Tumoren bei [112]. Für high-grade-Chondrosarkome konnte gezeigt wer-

den, dass diese eine höhere Menge Endoglin exprimierten als low-grade-

Chondrosarkome [225]. Der in der vorliegenden Studie gemessene Wert für CS lag auf 

einem durchschnittlichen Niveau, verglichen mit den Musterkategorien des Knorpels. Da 

die SW-1353 Chondrosarkomzellen mit Grad II einem low-grade-Chondrosarkom ent-

spricht, stünden die Messergebnisse möglicherweise im Einklang mit den Angaben in 

der Literatur.  

ANGPT2 wirkt hauptsächlich im Sinne eines Antagonisten auf den tie-2-Rezep-

tor, also anti-angiogenetisch. Die Messergebnisse von ANGPT2 in der vorliegenden Stu-

die zeigten einen interessanten Trend, bei dem die Messwerte von SS14 nach BC zu-

nächst stetig abfielen, und deutlich erhöhtem Messwert bei DIF. Zu interpretieren ist also 

eine Zunahme der Angiogenese auf dem Weg der Formation von großen Zellclustern. 
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Analog zu FGF-1 war auch bei ANGPT2 eine Umkehr der Verhältnisse bezüglich Angi-

ogenese zwischen BC und DIF zu verzeichnen – also starker Angiogenese bei BC und 

geringer Angiogenese bei DIF. Eine vermehrte Deregulation von Angiopoietinen bei dem 

Wachstum von malignen Neoplasien wurde hinreichend belegt [226]. Im Zusammen-

hang mit Chondrosarkomen konnte zumindest gezeigt werden, dass ANGPT2 von die-

ser Tumorart exprimiert wird, aber dass die Expression dort sehr variabel ist [227]. Der 

Messwert von ANGPT2 bei CS war im Vergleich mit den Musterkategorien auf einem 

geringen Niveau. Geringe anti-angiogenetische Wirkung erschiene im Kontext der ma-

lignen Neoplasie des Chondrosarkoms sinnhaft.  

Endothelin-1 ist nicht nur Regulator der Gefäßweite, sondern auch Regulator der 

tumor-assoziierten Angiogenese. Es wurde gezeigt, dass die Menge an ET-1 in der Sy-

novialflüssigkeit bei Patienten mit Kniegelenksarthrose mit steigendem Kellgren-Law-

rence-Score ebenfalls anstieg. Dort lag die im Mittel gemessene Menge an ET-1 in der 

Synovialflüssigkeit der Arthrosepatienten sehr niedrig bei 0,7 pg/ml [228]. In der vorlie-

genden Studie lagen alle Messwerte der Musterkategorien unterhalb der Nachweisbar-

keitsgrenze von 1,4 pg/ml. Aufgrund seiner natürlichen Wirkung auf Angiogenese wurde 

ET-1 auch in Verbindung mit malignen Neoplasien ausgiebig untersucht. Es wurde ge-

zeigt, dass mit steigendem Grading bei Chondrosarkom auch die Menge des exprimier-

ten ET-1 ansteigt und damit auch die Wahrscheinlichkeit der Metastasierung [229]. In 

der vorliegenden Studie wurde einzig bei CS ein Messwert oberhalb der Nachweis-

grenze gemessen. ET-1 ist in Chondrosarkomzellen also prinzipiell mehr vorhanden als 

im Gelenkknorpel und vermutlich ist deshalb in Chondrosarkomen auch die ET-1 be-

dingte Angiogenese höher als im Gelenkknorpel. 

Es bleibt ungeklärt, ob die Vaskularisierung des sonst avaskulären Knorpels ei-

nen Vorteil für die Instandhaltung oder gar Reparatur des Gelenkknorpels bietet oder ob 

dieses Phänomen lediglich ein Nebeneffekt der entglittenen Metabolismen von Chond-

rozyten, Synoviozyten und subchondralen Osteozyten ist. Aber auch ein knorpelschädi-

gender Einfluss wäre denkbar, weil durch Aushebelung von Avaskularität beziehungs-

weise Bradytrophie, destruktive Vorgänge möglicherweise noch schneller ablaufen 

können. Festzustellen ist ein eindeutiger Trend hin zur erhöhten Angiogenese im Ge-

lenkknorpel auf dem Weg hin zur Clusterbildung, bei Betrachtung der Messwerte von 

FGF-1, ANGPT2 und auch ENG. Neben der Beobachtung, dass mit der Entstehung von 

Chondrozytenclustern auch sukzessive die Angiogenese befördert wird, scheint bei dem 

diffusen Muster genau das Gegenteil der Fall zu sein. Interessant dabei ist, dass sich 

bei FGF-1 und ANGPT2 der Messwert von DIF dem Messwert von SS14, also 
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kerngesundem Gelenkknorpel, annäherte. Nähme man an, dass das diffuse Muster tat-

sächlich das Korrelat höchster Knorpeldegeneration ist und chronologisch nach der Ent-

stehung von großen Zellclustern einzuordnen ist, dann könnte man annehmen, dass es 

zwischen BC und DIF zu einem Wechsel des Zellprogrammes kommt, der dann wiede-

rum mit einer Änderung des grundsätzlichen Phänotyps einhergeht. Dies wurde in der 

Art bislang nicht in der Literatur beschrieben. In welcher Form diese Prozesse auf Me-

taebene zu werten sind, muss diskutiert werden. Denkbar wäre eine Aufgabe der Funk-

tion im Sinne der charakteristischen Knorpelphysiologie und vielmehr eine Übernahme 

der Funktion von narbenartigem Gewebe, das durch fibroblastenartige Zellen geprägt 

ist. Das chondrozytenartige Zellprogramm als Teil des Funktionsgewebes Knorpel würde 

bei DIF also verlassen werden. Bereits aus 2D-Kultivierung von Chondrozyten ist be-

kannt, dass diese nach Verlust ihrer natürlichen 3D-Umgebung eher einen fibroblasten-

ähnlichen morphologischen Charakter annehmen [230]. Die Messergebnisse von ENG 

sind nicht ganz mit dieser Theorie in Einklang zu bringen, wenngleich eine Änderung des 

prädominanten zellulären Phänotyps nicht zwangsläufig mit der Änderung der Expres-

sion eines jeden einzelnen Biomarkers einher gehen muss. Aber auch der Blick in an-

dere Kategorien der Biomarker zeigt die wiederkehrende Analogie des diffusen Musters 

und dem gesunden Knorpel des 14-jährigen Jungen. Das Wachstum von malignen Ne-

oplasien ist ebenso regelhaft von Vaskularisierung begleitet. Ab einer bestimmten Größe 

ist die hohe Proliferationsrate der Tumorzellen und die Versorgung mit Sauerstoff und 

Nährstoffen nur noch mit der massiven Neubildung von Blutgefäßen zu gewährleisten. 

In diesem Zusammenhang spricht man vom "angiogenetic switch": Ein Zeitpunkt, ab 

dem die Balance von Gefäßaufbau und Gefäßabbau vollständig verloren gegangen ist 

und angioproliferative Prozesse erheblich überlegen sind. Dieses Modell lässt sich also 

allenfalls in Teilen auf die Vaskularisierung im Gelenkknorpel übertragen, denn wie am 

Beispiel von FGF-1 und ANGPT2 gezeigt scheint es einen Punkt zu geben, an dem 

angioproliferative Prozesse tendenziell wieder rückläufig sind. Mit der Ausbildung von 

großen Clustern bei BC zeigen die Biomarker FGF-1, ANGPT2 und ENG allerdings auch 

eine temporäre sehr hohe Angiogenese an. 

 

5.3.6 Immuncheckpoints 

 

Ein nahezu unberührtes Thema im Kontext der Arthrose ist die Regulation des Immun-

systems durch die Interaktion von Checkpoint-Proteinen. In der Krebsforschung sind 

Checkpoint-Inhibitoren in jüngerer Vergangenheit immer mehr zu festen Bestandteilen 
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von Therapien geworden. Immuncheckpoints sind Rezeptoren auf der Oberfläche von 

T-Lymphozyten, die deren Immunantwort entweder steigern oder abschwächen. 

Bekanntester Immuncheckpoint ist das PD1, ein Immunantwort abschwächender 

Rezeptor und sein Ligand PDL1. Die Expression von PDL1 bei Chondrosarkomen ist 

nicht obligat, aber häufig [151]. Vor diesem Hintergrund scheint das Messergebnis der 

vorliegenden Studie mit deutlich erhöhten Werten von PDL1 bei CS sinnhaft. Es wurde 

ebenfalls bereits gezeigt, dass auch Chondrozyten PDL1 exprimieren [231]. Bei den 

Musterkategorien des Knorpels war die Ausprägung von PDL1 einheitlich gering, vergli-

chen mit CS. Sehr bemerkenswert waren die Ergebnisse auf Seiten des PD1, denn bis-

lang ist dieser Rezeptor nur mit Lymphozyten in Verbindung gebracht worden. In der 

vorliegenden Studie zeigten alle Musterkategorien des Knorpels ein Vorkommen von 

PD1 und einen sehr hohen Messwert bei DIF. Es stellt sich also die Frage nach der 

Herkunft des PD1. Normalerweise ist Immunzellen das Einwandern in den Gelenkknor-

pel durch die sehr dichte EZM verwehrt. Fissuren und aufgerauter degenerierter Knorpel 

würden die Wahrscheinlichkeit für das Vorhandensein von Immunzellen im Gelenkknor-

pel erhöhen, weil Immunzellen je nach Arthrosestatus auch in der Synovialflüssigkeit 

vorkommen. Es wäre denkbar, dass bei der Proteinextraktion des Knorpelgewebes auch 

T-Lymphozyten mit homogenisiert wurden und deshalb PD1 im Assay nachgewiesen 

wurde. Die inflammatorische Gesamtsituation könnte demnach bei DIF ganz besonders 

erhöht sein – dazu würde auch die hohe Menge an TNF-α im Gelenkknorpel bei DIF 

passen. Oder aber die Chondrozyten selbst exprimieren PD1, was einen sehr bemer-

kenswerten Fund darstellen würde. Diese Frage muss in Zukunft geklärt werden und für 

den Fall, dass Chondrozyten der Ursprung des PD1 im Gelenkknorpel sind, auch welche 

Funktion dieser Rezeptor dann bei Chondrozyten und im Arthrosekontext erfüllt.  

Ein weiterer die Immunantwort abschwächender Rezeptor auf der Oberfläche 

von T-Lymphozyten ist TIM3. Es wurde gezeigt, dass TIM3 in konventionellen und de-

differenzierten Chondrosarkomen stark erhöht war – die Expression ging dort von den 

tumor-infiltrierenden Lymphozyten aus [152]. Der Wert der vorliegenden Messung von 

TIM3 bei CS lag unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze; dies scheint nicht verwunder-

lich, da hier SW 1353 Chondrosarkomzellen isoliert wurden und nicht Chondrosarkom-

gewebe, in dem Lymphozyten vorkommen könnten – ein Blick auf TIM3 Liganden wäre 

in dieser Hinsicht interessanter. Die Immunmodulation bei Arthrose wurde in der Ver-

gangenheit nur ganz vereinzelt untersucht. Eine Studie zeigte, dass genetischer Poly-

morphismus von TIM3 die Anfälligkeit für Arthrose durch Beeinflussung der Interferon-γ-

Expression erhöht [232]. Bemerkenswert war in der hier präsentierten Studie der isoliert 
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hohe Messwert bei DIF, was der Beobachtung von PD1 entspricht. Analog zu PD1 bleibt 

die Frage nach Herkunft und Wirkung des TIM3 zunächst unbeantwortet. 

CTLA4 ist ebenfalls ein Immunantwort abschwächender Rezeptor auf T-Lympho-

zyten, der in konventionellen und dedifferenzierten Chondrosarkomen nur minimal er-

höht war. B7-H3 (CD267), ein Ligand des CTLA4 war dagegen vergleichsweise stark 

exprimiert [152]. Die vorliegende Messung von CTLA4 bei CS lag unterhalb der Nach-

weisbarkeitsgrenze, was analog zu TIM3 und PD1 als Rezeptoren auf Seiten der Lym-

phozyten sinnhaft ist. Interessanterweise lag bei CTLA4 nur der Messwert von SS deut-

lich oberhalb der Nachweisbarkeitsgrenze. In Anbetracht der Tatsache, dass bei der 

Messung von SS der Variationskoeffizient bei 2,12 lag und einer der Messwerte des 

Duplikats sogar unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze lag, muss die Interpretation die-

ses Ergebnisses mit Zurückhaltung erfolgen. Auch vor dem Hintergrund, dass kein an-

deres Ergebnis der CTLA4-Messreihe oberhalb der Nachweisbarkeitsgrenze lag. 

Eine Gruppe der Immunantwort fördernden Immuncheckpoints sind die TLRs und 

TLR2 wird auch auf der Oberfläche von JJ02 Chondrosarkomzellen exprimiert [233]. 

Bislang gibt es keine Studien, die die Bedeutung von TLR2 in ihrer Wirkung auf Chond-

rosarkomzellen genauer untersucht hätten. Die vorliegenden Daten für TLR2 zeigten ein 

relativ geringes Vorkommen bei CS verglichen mit den Knorpelproben. TLRs wurden wie 

andere Immuncheckpoints vor allem im Zusammenhang mit Immunzellen untersucht. 

Sillat et al. aber zeigten, dass TLRs und auch TLR2 von Chondrozyten exprimiert werden 

und schlugen vor, dass sie in diesem Kontext als Rezeptoren für Produkte der Matrixde-

gradation dienen und durch Aktivierung die Produktion von pro-inflammatorischen Zyto-

kinen befördert wird [234]. Die Messdaten von TLR2 in der vorliegenden Studie zeigen 

ein deutliches Vorkommen in allen Musterkategorien des Gelenkknorpels. Auffällig er-

höht zeigte sich lediglich der Messwert bei DIF. Es liegen jedoch zu wenig Erkenntnisse 

über die Bedeutung TLRs im Allgemeinen vor, um eine Interpretation zu ermöglichen. 

Darüber hinaus lässt auch hier der Entwurf der Studie keine Aussage über die Herkunft 

des TLR2 zu. 

Es existieren fast keine Informationen über die Funktion von Checkpoint-Protei-

nen im Zusammenhang mit Chondrozyten, weshalb sich eine Interpretation der hier ge-

messenen Daten sehr schwierig gestaltet. Vor dem Hintergrund, dass hier mit PD1, 

CTLA4, TIM3 und TLR2 Rezeptoren auf Seiten der T-Lymphozyten gemessen wurden, 

sind die Messergebnisse von CS absolut plausibel. Für diese Biomarker lagen die Mess-

werte der hier durchgeführten Untersuchung entweder alle unterhalb der Nachweisbar-

keitsgrenze oder niedrig, verglichen mit den Musterkategorien des Knorpels. Dies war 
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sehr erwartbar, weil im Rahmen der vorliegenden Studie Proteine aus einer Zellkultur 

von Chondrosarkomzellen isoliert wurden und nicht aus ganzem Tumorgewebe. PDL1, 

als einziger gemessener Ligand, zeigte sich einzig bei CS deutlich erhöht und deckt sich 

somit mit der Vorstellung, dass maligne Tumoren durch Interaktion von PD1 und PDL1 

T-Lymphozyten deaktivieren, um den eigenen Wachstumsprogress zu gewährleisten. 

Während die Messergebnisse für CS vollständig plausibel erschienen, zeigten die Mes-

sungen der Checkpoint-Proteine bei den Knorpelproben ganz bemerkenswerte Ergeb-

nisse. Obwohl die Trends dort überwiegend uneindeutig waren, war der Gelenkknorpel 

der Kategorie DIF bei PD1, TIM3 und TLR2 jeweils deutlich erhöht. Das diffuse Muster 

scheint in Verbindung mit Immuncheckpoints also eine ganz bedeutende Rolle zuteilzu-

werden. Ob die Herkunft der Checkpoint-Proteine die Chondrozyten selbst oder einge-

wanderte T-Lymphozyten oder beides sind, könnte Bestandteil weiterführender For-

schungen sein. Es gibt Hinweise, dass ein Teil der Chondrozyten bei Arthrose einen 

Differenzierungsweg Richtung Immunzellen einschlagen [206]. Es muss also erforscht 

werden, welche Rolle die Immuncheckpoints im Arthrosekontext spielen. 

 

5.4 Zusammenfassung der Diskussionsergebnisse 

 

Apoptose- und Proliferationsprozesse scheinen einer gewissen musterspezifischen Dy-

namik zu unterliegen. Während anti-apoptotische Signale durch BCL2 und AKT zu-

nächst anstiegen, um von SC/BC nach DIF wieder rückläufig zu werden, zeigten die 

Apoptosefaktoren BAD, JNK, P53 und TRAIL – mit Einschränkungen – gerade von BC 

nach DIF Zuwächse. An dieser Stelle kommt es also vermeintlich zu einer Umkehr der 

Verhältnisse, sodass Apoptose möglicherweise erst zwischen BC und DIF an Bedeutung 

gewinnt. Der Umstand, dass TNF-α isoliert im Erwachsenen bei DIF erhöht nachweisbar 

war, deutet darauf hin, dass inflammatorische Prozesse auch in diesem Stadium der 

vermeintlich höchstgradigen Knorpeldegeneration noch eine große Rolle spielen. Dies 

wird ebenfalls durch die deutlich erhöhten IL-6- und IL-8-Werte bei fortgeschrittener 

Knorpeldegeneration bestätigt. Ebenfalls bestätigt wird die durch beide Faktoren ausge-

löste hypertrophe Differenzierung von Chondrozyten in den Stadien des degenerierten 

Knorpels. 

 Durch abnehmende Verfügbarkeit von FST im Gelenkknorpel auf dem Weg zur 

Clusterbildung nimmt auch die Inhibition von knochenbildungsfördernden Faktoren ab 

und dadurch kann letztlich neue Knochensubstanz gebildet werden. Interessanterweise 
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kam es bei DIF zu einer Umkehr der Verhältnisse und die Verfügbarkeit von FST lag dort 

wieder auf einem Niveau von dem gesunden Gelenkknorpel von SS14. 

 Eine Verlaufsumkehr der Werte zwischen BC und DIF war ebenfalls bei den An-

giogenesefaktoren FGF-1 und ANGPT2 zu verzeichnen. Synergistisch sprechen stei-

gende FGF-1-Werte und abnehmende ANGPT2 Werte von SS14 nach BC für eine zu-

nehmende Angiogenese im Rahmen der Knorpeldegeneration, die bei DIF dann 

tendenziell rückläufig ist. Der Angiogenesemarker ENG zeigte eine Zunahme von DS 

nach DIF. 

Die Immuncheckpints PD1, TIM3 und TLR2 zeigten isoliert hohe Werte bei der 

Musterkategorie DIF. Herkunft und Wirkung dieser Immuncheckpoints in Bezug auf 

Knorpel und Chondrozyten müssen erst erforscht werden, bevor eine Diskussion mög-

lich wird. 

 

5.5 Abgleich der Diskussionsergebnisse unter spezieller Betrachtung der Hall-

marks of Cancer 

 

Seit Anbeginn der Arthroseforschung wurde versucht, diese Krankheit einem Formen-

kreis zuzuordnen. Dieses Unterfangen soll dabei helfen, die entsprechende Krankheit 

ganzheitlich zu verstehen und auch mit anderen ähnlichen Erkrankungen in Verbindung 

zu bringen, um perspektivisch Pathomechanismen, Diagnostiken und Therapien ableiten 

zu können. Anfänglich wurde Arthrose ganz pragmatisch als eine Krankheit von Ver-

schleiß (wear and tear) klassifiziert. Obwohl mittlerweile klar ist, dass der Arthrose ganz 

komplexe Pathomechanismen zugrunde liegen, hat sich die generelle Betrachtungs-

weise in all den Jahren der Forschung nicht wesentlich verändert. Zumindest die angel-

sächsische Formulierung „Osteoarthritis“ schafft einen gewissen Bezug zum Formen-

kreis der rheumatoiden Erkrankungen oder genauer der rheumatoiden Arthritis, bei der 

inflammatorische Aspekte im Vordergrund stehen. Insbesondere der Aspekt der fokalen 

Proliferation von Chondrozyten bei entstehenden Clustern lässt vermuten, dass im 

arthrotischen Gelenkknorpel eine Art Entartung der Zellen stattfindet. Zusammen mit 

vermehrter Inflammation, veränderter zellulärer Differenzierung und erhöhter Angioge-

nese liegt die Verbindung zu malignen Neoplasien nahe. Aus diesem Grund und auch 

mit Blick auf immunmodulatorische Prozesse soll hier noch einmal ein Abgleich der Dis-

kussionsergebnisse in Bezug auf die Hallmarks of Cancer stattfinden. 

 

1. Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, und 

2. Unempfindlichkeit gegenüber anti-Wachstumssignalen: 
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Die Differenzierung von Chondrozyten steht im Mittelpunkt der veränderten biomechani-

schen und molekularen Verhältnisse bei Arthrose. Abnormale Kräfte und der Einfluss 

von Entzündungsfaktoren und Matrixbruchstücken führen zu einer phänotypischen Ver-

wandlung von Chondrozyten, die mit einer veränderten Morphologie und einem geän-

derten Stoffwechselverhalten einhergeht. Auf mikroskopischer Ebene lassen sich bei 

Arthrose sichtbare Veränderungen bei Knorpelzellen feststellen, die entweder durch Hy-

pertrophie oder lange verzweigte, spindelförmige Ausläufer imponieren. Die Änderung 

der chondrozytären Morphologie wurde im Rahmen der vorliegenden Studie nicht ge-

nauer untersucht, die zahlreichen Beobachtungen während des Sortierens der Knorpel-

scheiben sowie weitere unveröffentlichte Daten aus dem eigenen Labor bestätigten je-

doch die in der Literatur beschriebenen Phänotypen. Die Verhaltensänderung auf 

Stoffwechselebene äußert sich durch alternierende Produktion von Matrixbestandteilen 

und Biomarkern, die zur destruktiven Gesamtsituation im Knorpel beitragen. Ein Beleg 

für die sukzessive Veränderung des zellulären Phänotyps erfolgt letztendlich durch alle 

in der vorliegenden Studie gemessenen Biomarker, die auch eine sukzessive Verände-

rung auf dem Weg hin zu arthrotischem Knorpel zeigen – besondere gewählte Marker 

hierfür waren in dieser Studie IL-6, IL-8 und HB-EGF. Die entglittene Stoffwechselsitua-

tion von Chondrozyten im arthrotischen Knorpel führt zu einem autokrinen Teufelskreis 

indem eben solche Faktoren wie zum Beispiel IL-6 und IL-8 vermehrt produziert werden 

und diese dann Wachstum Richtung Hypertrophie induzieren. Auch hier lässt sich also 

eine Analogie zu Kennzeichen eins von Krebs, Selbstversorgung mit Wachstumssigna-

len, erkennen. Eng damit verknüpft ist auch Kennzeichen zwei, Unempfindlichkeit von 

anti-Wachstumssignalen, auch wenn die genetische Mutation von Apoptosefaktoren 

kein Merkmal bei Arthrose ist. 

Im Kontext der Zelldifferenzierung scheint das diffuse Muster eine ganz besondere 

Rolle einzunehmen. Phänotypisch haben diese dedifferenzierten Chondrozyten keine 

Ähnlichkeit mehr zur ursprünglichen Gestalt der Chondrozyten. Da die morphologischen 

Charakteristika von dedifferenzierten Chondrozyten nicht komplett unspezifisch sind, 

sondern eher einem fibroblastischen Zelltyp ähneln, kann hier wohl nicht von einer Ana-

plasie gesprochen werden. Insgesamt ist die sich ändernde Morphologie von Chondro-

zyten bei Arthrose ein Merkmal, das sich zumindest in ähnlicher Form auch bei Krebs-

zellen wiederfinden lässt. 
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3. Vermeidung von Apoptose: 

 

Auch wenn die Frage um Proliferation und Apoptose von Chondrozyten bei Arthrose bis 

heute nicht abschließend geklärt ist, so lässt sich schon auf rein mikroskopischer Ebene 

in Form von Chondrozytenclustern ein Hinweis auf stattfindende Proliferation finden. Es 

wurde bereits gezeigt, dass mit fortschreitender Knorpeldegeneration auch die Chond-

rozytendichte zunimmt [181]. Zwar wäre prinzipiell auch eine Migration von Chondrozy-

ten denkbar, aber vor dem Hintergrund extrem dichter EZM bei Knorpel scheint eine 

Wanderung von Zellen in diesem System als ausschließliche Erklärung abwegig. Die 

vorliegende Studie zeigte auch ein vermehrtes Vorkommen von anti-apoptotischen Fak-

toren im arthrotischen Knorpel am Beispiel von AKT. Ein Anstieg des Apoptosefaktors 

BAD von SS14 nach BC wird also zunächst durch die Inaktivierung von AKT bis in die 

BC hinein noch in seiner Wirkung stark reduziert. Somit ist nach Übersicht der Informa-

tionen davon auszugehen, dass zumindest in den mittleren Arthrosegraden eine gewisse 

Analogie zu Kennzeichen drei von Krebs, nämlich Vermeidung von Apoptose, vorliegt.  

 

4. Endloses Replikationspotential: 

 

Dieser Aspekt der Krebsentstehung wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 

 

5. Anhaltende Angiogenese: 

 

Angiogenese begleitet Arthrose. Bis heute sind die Einzelheiten dieses Phänomens nicht 

entschlüsselt und es bleibt zu erforschen, ob Angiogenese lediglich ein Nebenprodukt 

des entglittenen Stoffwechsels und der erhöhten inflammatorischen Situation ist, oder 

ob es ein gewollter Prozess ist, der bei der Regeneration des Knorpels helfen soll. In der 

Literatur wurden hinreichende Beweise für eine Vaskularisierung des Knorpels erbracht 

und auch die vorliegende Studie zeigte am Beispiel von FGF-1, ANGPT2 und ENG eine 

deutlich erhöhte Angiogenesetendenz bei arthrotischem Knorpel mit großen Clustern – 

auch hier nahm das diffuse Muster bei FGF-1 und ANGPT-2 eine Sonderstellung ein, 

weil es zu einer abrupten Umkehr der entsprechenden Signale kam. Angiogenese bei 

Krebs erfüllt den Zweck der Anpassung an den erhöhten Bedarf an Sauerstoff und Nähr-

stoffen des wachsenden Tumors. Auch wenn der Zweck der Vaskularisierung von arthro-

tischem Knorpel nicht verstanden ist, so kann mit Kennzeichen fünf von Krebs, 
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anhaltende Angiogenese, eine eindeutige Übereinstimmung bis zu den BC festgemacht 

werden. 

 

6. Gewebeinvasion und Metastasierung: 

 

Dieser Aspekt der Krebsentstehung wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 

 

7. Deregulation des zellulären Metabolismus: 

 

Dieser Aspekt der Krebsentstehung wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 

 

8. Vermeidung der Zerstörung durch das Immunsystem: 

 

Die Modulation des Immunsystems im Sinne der Interaktion von Checkpointproteinen ist 

im Zusammenhang mit Arthrose unerforscht. Vor diesem Hintergrund konnte die vorlie-

gende Studie ganz bemerkenswerte Ergebnisse zeigen, da im Knorpel des diffusen Mus-

ters die Verfügbarkeit der Immuncheckpoints PD1, TIM3 und TLR2 jeweils deutlich er-

höht war. Weiterführende Forschung in diese Richtung muss angestrebt werden, um 

herauszufinden, welche Rolle die Immunmodulation im Kontext der Arthrose spielt. In 

der Krebsforschung konnten enorme Erfolge durch die Etablierung von Checkpoint-Inhi-

bitoren erzielt werden, die bewirken, dass T-Lymphozyten wie gedacht Tumorzellen at-

tackieren können und nicht von Selbigen durch Ligandenbindung deaktiviert werden. 

Das Kennzeichen acht von Krebs, Vermeidung der Zerstörung durch das Immunsystem, 

bleibt aufgrund der unklaren Rolle der Checkpoints im Knorpel derzeit noch offen.  

 

9. Tumorfördernde Entzündung: 

 

Inflammation ist seit Langem als Kernmerkmal der Gelenkarthrose beschrieben. Im Rah-

men der vorliegenden Studie konnte anhand von TNF-α zumindest für die Kategorie des 

diffusen Knorpels eine erhöhte inflammatorische Situation belegt werden. Darüber hin-

aus zeigten sich IL-6 und IL-8 als allgemeine Entzündungsmarker erhöht. Entzündungs-

faktoren im Allgemeinen nehmen ganz erheblichen Einfluss auf die chondrozytäre Diffe-

renzierung, die Degradation der EZM und auch auf Angiogenese. Gleiche Effekte von 

Entzündungsfaktoren wurden auch im Zusammenhang mit Onkoprozessen entdeckt. 
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Dementsprechend zeigt sich eine Übereinstimmung hinsichtlich Kennzeichen neun von 

Krebs – tumorfördernde Entzündung.  

 

10.  Genommutation und Instabilität: 

 

Dieser Aspekt der Krebsentstehung wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es viele Überschneidungen zwischen 

den Merkmalen der Arthrose auf zellulärer und molekularer Ebene und Krebs gibt. Über-

einstimmungen finden sich in den Bereichen Proliferation und Apoptose, Inflammation, 

Zelldifferenzierung und Angiogenese. Die Rolle der Immunmodulation bei Arthrose muss 

weiter erforscht werden, um einen Abgleich mit Onkoprozessen zu ermöglichen. Drei 

Kennzeichen von Krebs, nämlich Deregulation des zellulären Metabolismus, Genommu-

taion und Instabilität und Gewebeinvasion und Metastasierung wurden im Rahmen die-

ser Arbeit nicht untersucht. Die größte Kritik an der Veröffentlichung der Hallmarks of 

Cancer war, dass alle Aspekte bis auf Gewebeinvasion und Metastasierung auch auf 

benigne Tumoren zutreffen. Diese berechtigte Kritik zeigt, dass die Merkmale der Kreb-

sentstehung nicht als exklusiv zu betrachten sind und sich durchaus in anderen Krank-

heitsentitäten wiederfinden. Es muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass 

Ziel dieser Arbeit nicht war, zu zeigen, dass Arthrose Krebs ist. Der Abgleich der Merk-

male beider Krankheiten sollte dabei helfen, die Gesamtbetrachtung der Arthrose voran-

zubringen und um neue Perspektiven zu erweitern, um in Zukunft von Aspekten der Pa-

thophysiologie, Diagnostik und Therapie bei Krebs lernen zu können. 

 

5.6 Limitationen der Studie 

 

Zunächst ist zu sagen, dass eine Stichprobengröße von drei bis achtzehn Patienten pro 

Vergleichsgruppe als von teilweise sehr kleinem Umfang zu beschreiben ist. Um eine 

populationsbezogene Aussage treffen zu können wurden die Proben außerdem gepoolt. 

Eine Aussage zu Verläufen bei Individuen ist damit nicht möglich. Durch das Poolen war 

die tatsächliche Stichprobengröße eins, womit keine Analyse im Sinne einer schließen-

den Statistik möglich ist. Die dargestellten Statistiken sind rein deskriptiv. Der Variations-

koeffizient zeigte sich innerhalb der gemessenen Duplikate bei einem kleinen Teil der 

Experimente über 1, was in diesen Fällen die Genauigkeit der Ergebnisse begrenzt er-

scheinen lässt. Als mögliche Erklärung hierfür wären denkbar Partikelinterferenzen. 

Dennoch lag der Variationskoeffizient bei etwa 75% der Werte kleiner als 0,5. Zusätzlich 
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muss bei Werten, die unterhalb der Nachweisbarkeitsgrenze lagen, beachtet werden, 

dass nicht automatisch der Schluss gezogen werden kann, dass der Analyt in der ent-

sprechenden Vergleichsgruppe nicht vorhanden war. Beim Vergleich der Werte der 

Gruppe CS mit denen des Knorpels muss berücksichtigt werden, dass die Vergleichs-

gruppe CS das Proteinextrakt von Zellen und nicht von Knorpel beziehungsweise Ge-

webe enthielt. Somit ist ein direkter Vergleich möglicherweise nicht aussagekräftig und 

kann vor allem einen Vergleich innerhalb der Biomarker für CS erlauben.   
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6  Zusammenfassung 

 

Die Betrachtung von Gelenkknorpel in Abhängigkeit sich verändernder räumlicher 

Chondrozytenmuster ist eine neue Perspektive in der Erforschung von Arthrose. Die Ur-

sache der Ausbildung großer Zellcluster ist vermeintlich die reichliche Vermehrung von 

Chondrozyten. Gleichzeitig präsentieren sich die Chondrozyten in großen Clustern nicht 

mehr geordnet eingebettet in die Matrix, sondern ungeordnet mit einem scheinbar ver-

änderten Phänotyp. Daraus ergibt sich auf den ersten Blick eine Analogie zu einer Krank-

heit dessen Kernmerkmal auch die reichliche Vermehrung von veränderten Zellen ist, 

nämlich Krebs. Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorliegenden Studie in explo-

rativer Weise als besonderer Blickwinkel auf die molekularen und zellulären Verände-

rungen bei Arthrose der Vergleich zu Onkoprozessen gezogen. 

Dafür wurden 33 Biomarker aus den Bereichen Proliferation und Apoptose, In-

flammation, Zelldifferenzierung, Knochenumbau, Angiogenese und Immuncheckpoints 

ausgewählt und quantitativ oder semiquantitativ mittels Multiplex Assay im Gelenkknor-

pel gemessen. Eine Einbettung der vorliegenden Prozesse in den zeitlichen Ablauf der 

Degeneration erfolgte über die Zuordnung der untersuchten Proteinisolate aus dem 

Knorpel der Femurkondylen zu den verschiedenen beschriebenen räumlichen Chondro-

zytenmustern (Strings, Double Strings, Small Clusters, Big Clusters und Diffuse). Für 

den weiteren Vergleich diente Proteinisolat von intaktem Femurkondylen-Knorpel eines 

14-jährigen Jungen und Chondrosarkomzellen. 

Die Messergebnisse ergaben ein gemischtes Bild von erwartbaren Ergebnissen 

mit beispielsweise erhöhtem IL-6 und IL-8 in arthrotischem Knorpel und sehr bemerkens-

werten Ergebnissen wie beispielsweise einem deutlichen Anstieg des anti-apoptotischen 

Markers AKT während der Knorpeldegeneration. Völlig neu war der Nachweis der Im-

muncheckpoints PD1 und TIM3 in der Kategorie des diffusen Musters. Auch wenn nicht 

alle Charakteristika von Krebszellen untersucht wurden und hier auch teilweise gar keine 

Übereinstimmung zu erwarten gewesen wäre, so konnte in der hier durchgeführten Stu-

die festgestellt werden, dass zwischen Arthrose und Krebs Überschneidungen in den 

Bereichen Proliferation und Apoptose, Inflammation, Zelldifferenzierung und Angioge-

nese existieren. Die hier präsentierten Daten können insgesamt dazu ermutigen, den 

Blickwinkel auf Arthrose weiter von reinen degenerativen Überlegungen zu lösen und 

tiefer auf Transformationsprozesse im Rahmen inflammatorischer Zellveränderungen 

einzugehen.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

 

%  Prozent 

°C  Grad Celsius  

µM  Mikromolar 

Abb.  Abbildung 

ADAMTS A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs 

AKT  RAC-alpha serine/threonine-protein kinase 

ANGPT2 Angiopoietin-2 

BAD  BCL2 associated agonist of cell death 

BC  Big Cluster 

BCL2  B-cell lymphoma 2 

BMP9  Bone morphogenic protein 9 

BSA  Bovines Serumalbumin 

CASP8 Caspase 8 

CASP9 Caspase 9 

CS  Chondrosarkom 

CTLA4  Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

D  Discs 

DAPI  4’,6-diamidino-2-phenylindol 

DIF  Diffuse 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMEM +G -l Dulbecco’s Modified Eagle Medium +Glutamax -l 

DPBS  Phosphatgepufferte Salzlösung 

DS  Double Strings 

EGF  Epidermal growth factor 

ENG  Endoglin 

ET-1  Endothelin 1 

EZM  Extrazellulärmatrix 

FCS  Fetales Kälberserum 

FGF1  Fibroblast growth factor 1 

FGF2  Fibroblast growth factor 2 

FST  Follistatin 

HB-EGF Heparin-binding EGF-like growth factor 

HGF  Hepatocyte growth factor 
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ICD-10 International Statistical Classification of Diseases and Health Related 

Problems, 10. Auflage 

IL-6  Interleukin-6 

IL-8  Interleukin-8 

JNK  C-Jun N-terminale Kinasen 

kDa  Kilodalton 

LEP  Leptin 

MIF  Macrophage migration inhibitory factor 

mM  millimolar 

MMPs  Matrix-metalloproteasen 

OPN  Osteopontin 

OPS  Operationen- und Prozedurenschlüssel 

P  Patienten 

PD1  Programmed cell death protein 1 

PDL1  Programmed cell death 1 ligand 1 

PZM  Perizellulärmatrix 

rpm  revolutions per minute 

SAPE  Streptavidin-Phycoerythrin 

SC  Small Cluster 

SFAS  Soluble Fas receptor 

SFASL  Soluble Fas ligand 

SS  Single Strings 

SS14  14-Jahre alt Discs oberflächliche Schicht 

Std.   Standard 

Tab.  Tabelle 

TGF-α  Transforming growth factor alpha 

TIM3  T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3  

TLR2  Toll-like receptor 2 

TNF-α  Tumor necrosis factor alpha 

TRAIL  TNF-related apoptosis-inducing ligand 

VEGF  Vascular endothelial growth factor 

μg  Mikrogramm 

μl  Mikroliter 

μm  Mikrometer  
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