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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Gelenkknorpel
1.1.1 Aufbau

Gelenkknorpel als hochspezialisiertes Bindegewebe kleidet die Gelenkflachen
aus und sorgt fur eine fast reibungslose Bewegung (Brody 2015). Die Haupt-
komponenten des hyalinen Gelenkknorpels bilden differenzierte Knorpelzellen,
die Chondrozyten und die Extrazellularmatrix (EZM) bestehend aus Strukturpro-
teinen und Flussigkeit. Die Chondrozyten sind fur die Synthese der Strukturpro-
teine zustandig und regulieren somit die Zusammensetzung sowie den Auf- und
Abbau der Matrixmolekile (Lohmander 1988). Die EZM setzt sich vor allem aus
Wasser, Kollagenen, Proteoglykanen, einem kleinen Anteil Glykoproteinen und
weiteren Strukturproteinen zusammen. Die Hauptkomponenten sind hier Kol-
lagen Typ Il sowie Kollagen Typ IX und Xl (Eyre 2002). Dabei unterscheidet
sich die Matrix, welche direkt die Zellen umgibt, sowohl in Struktur als auch Zu-
sammensetzung von der restlichen EZM. Es ergeben sich um die Zellen herum
drei Regionen: die perizellulare Region, welche die Zelle direkt umgibt, die terri-
toriale Region, die sich der perizellularen Region direkt anschliel3t und die inter-
territoriale Region zwischen den Zellen (Sophia Fox, Bedi et al. 2009).
Kollagene bestehen aus langen Aminosaureketten. Sie sind reich an Prolin,
Glycin und haben viele hydroxylierte Aminoséauren, welche fir Quervernetzun-
gen und somit fur eine hohe Stabilitat der Kollagenmatrix entscheidend sind.
Drei helikale Polipeptidketten bilden zusammen das Tropokollagen. Durch Ag-
gregation mehrerer Tropokollagenen und durch weitere Quervernetzungen bil-
den sich in der EZM die Kollagenfibrillen aus, welche sich schlie3lich zu den
Kollagenfasern zusammen lagern (Malhotra and Erlmann 2015). Die Fasern
verlaufen bogenférmig, das bedeutet sie ziehen von subchondral senkrecht zur
Oberflache, verlaufen dann parallel zur dieser und enden erneut subchondral.
Durch diese Konformation sorgen die Fasern fur eine starke Zugfestigkeit und

bilden das Gertist des Knorpels.

Proteoglykane setzten sich aus einem Kernprotein und bis zu 200 Seitenketten

aus Glukosaminoglykanen (GAG) zusammen. Glukosaminoglykane sind lineare



Polysaccharide aus sich wiederholenden Disaccharideinheiten. Die meisten
Proteoglykane sind nichtkovalent Gber ein Verbindungsprotein (Link-Protein) an
Hyaluronsaure gebunden und bilden so ein grol3es Netzwerk, welches mit dem
Kollagennetzwerk verflochten ist. Durch die vielen negativen Seitenketten der
Proteoglykane entstehen Dipolkrafte auf positiv geladene lonen wie Natrium,
wodurch es zu einem Wassereinstrom in das Gewebe kommt. Bei Druckbelas-
tung weicht das Wasser aus dem Gewebe, der Knorpel wird komprimiert und
gibt der Belastung nach. Somit dampft er die Krafte auf den darunterliegenden
Knochen ab. Bei Entlastung nehmen die Proteoglykane ihre urspriingliche Form
wieder an, und die Flussigkeit stromt zuriick in das Gewebe. Sie spielen somit
eine entscheidende Rolle darin, Sté3e abzudampfen und die Eigenelastizitat zu
erhalten. Der hyaline Gelenkknorpel ist nicht vaskularisiert, hat keine nervale
Innervation und keine Lymphgefal3e. Er wird somit ausschlief3lich tber Diffusion
versorgt. Anhand der unterschiedlichen Zusammensetzung der EZM und dem
Verlauf der Kollagenfasern kann die Knorpelflache in drei verschiedene Zonen
eingeteilt werden: Die oberflachliche Zone bildet die an den Gelenkspalt an-
grenzende Knorpeloberflache. Hier sind die Kollagenfasern parallel zur Oberfla-
che ausgerichtet. Die mittlere Zone bildet die Hauptzone: Die Fasern verlaufen
hier diagonal. Die tiefe Zone grenzt an die kalzifizierte subchondrale Zone und
den darunterliegenden Knochen an. Hier sind die Kollagenfibrillen senkrecht zur
Oberflache angeordnet. (Sophia Fox, Bedi et al. 2009)
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Abbildung 1: Zonen des hyalinen Gelenkknorpels. Gezeigt wird die Anordnung der
Kollagenfasern in den verschiedenen Knorpelzonen in Bezug zum Knochen und der
Knorpeloberflache. (Quelle: Deutsche Zeitschrift flir Sportmedizin, V. Martinek, 2003
(Martinek 2003))

1.1.2 Die perizellulare Mikroumgebung

Angrenzend an die Zellmembran werden die Chondrozyten zunéchst von einer
besonderen Matrix umgeben, der Perizellularmatrix (PZM). Sie umgibt die Zel-
len geflechtartig wie eine Art Kapsel. Die PZM und die von ihr umgebenden Zel-
len werden als eine funktionelle Einheit, als Chondron, bezeichnet (Choi, Youn
et al. 2007). Als Bestandteil der EZM enthélt die PZM viele Strukturproteine, die
in der interterritorialen Matrix auch vorkommen, wie Kollagen Typ Il (Youn, Choi
et al. 2006), IX (Horikawa, Nakajima et al. 2004) und XI. (Smith, Hasty et al.
1989). Sie grenzt sich jedoch von der interterritorialen Matrix durch weitere Be-
standteile ab: Charakteristisch ist das Vorkommen von Kollagen Typ VI (Youn,
Choi et al. 2006), Kollagen Typ Il (Hosseininia, Weis et al. 2016), Perlekan,
Laminin (Kvist, Nystrom et al. 2008), Biglykan (Miosge, Flachsbart et al. 1994),
Fibrillin-1 (Yu and Urban 2010), Aggrecan, Hyaluronsaure (Knudson, Ishizuka
et al. 2018), Fibronectin (Chang, Nakajima et al. 1997), und Chondroitinsulfat
(Poole, Flint et al. 1988). Die enthaltene Hyaluronséure, welche vor allem auch
bei der Migration und Adhéasion von Zellen eine entscheidende Rolle spielt,
dient als Briicke zwischen der Zellmembran und der extrazellularen Matrix
(Cohen, Kam et al. 2006).



Als Schnittstelle zwischen der Zelle und ihrer Umgebung (Poole, Ayad et al.
1992) erflllt die PZM viele wichtige Funktionen. Dazu zahlt zum einen die Si-
cherstellung der Zellintegritat (Costell, Gustafsson et al. 1999). Zum anderen
reguliert die PZM die Zellkommunikation durch Interaktion mit verschiedenen
Signalmolekilen (Vincent, McLean et al. 2007, Decarlo, Belousova et al. 2012).
Die PZM kann auRerdem durch die Ubertragung von Signalen auf Zellrezepto-
ren die Zellbiosynthese modulieren (Mow, Wang et al. 1999, Leitinger and
Hohenester 2007). Eine der wichtigsten Aufgaben der PZM ist allerdings der
Schutz der Zelle vor dem programmierten Zelltod, der Apoptose (Peters, Otto et
al. 2011)

In den verschiedenen Zonen des Knorpels variiert die Morphologie der Chond-
rone. In der oberflachlichen Zone sind sie eher scheibenférmig und parallel zur
Oberflache ausgebildet, in der mittleren Zone sind sie kreisrund und in der tie-
fen Zone ellipsenférmig mit senkrechter Achse zur Oberflache (Youn, Choi et al.
2006). Dies scheint in Zusammenhang mit der Krafteinwirkung auf die Zellen zu
stehen. Dabei kommt es besonders in der oberflachlichen Zone zur Abschir-
mung vor einwirkenden Kraften, wohingegen in der tiefen Zone die Spannung
auf die Zellen sogar verstarkt wird (Choi, Youn et al. 2007). Hier kdonnte die
PZM eine wichtige Rolle bei der Ubertragung von mechanischen Kraften uber
mechanosensitive lonenkanéle auf physiochemische Reaktionen in der Zelle
spielen (Mow, Wang et al. 1999). AuRerdem konnten chondroprotektive Effekte
gegen Inflammation (Chu, Zhang et al. 2017) beobachtet werden.
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Abbildung 2: Zonen innerhalb der Extrazellularen Matrix im hyalinen Knorpel. An die
Zelle grenzt direkt die perizellulare Matrix. Die nachfolgende Territoriale Matrix geht in
die Interterritoriale Matrix Uber. Die Interterritoriale Matrix befindet sich zwischen den
Chondronen. (Quelle: Eigene Darstellung).

1.1.3 Kollagen Typ VI

Sehr charakteristisch fir die PZM ist das Vorkommen von Kollagen Typ VI
(Horikawa, Nakajima et al. 2004). Kapselahnlich um die Zelle angeordnet, erfllt
es eine Schlusselrolle fur die Interaktion der Zelle mit der EZM (Poole, Ayad et
al. 1992). Zusammengesetzt aus drei verschiedenen Ketten, zahlt es zu den
perlschnurartigen Filamenten und findet sich in vielen Bindegeweben wieder.
Den Kontakt zur Interterritorialen Matrix stellt Kollagen Typ VI sowohl durch
Verbindungen zu Kollagen Typ Il (Bidanset, Guidry et al. 1992, Soder,
Hambach et al. 2002) als auch zu Hyaluronsaure (McDevitt, Marcelino et al.
1991) her und bildet somit eine wichtige Schnittstelle zwischen Zelloberflache,
dem Kollagennetzwerk und den Proteoglykanen. Im bei Arthrose degenerativ
veranderten Knorpel wurde schon mehrfach eine Anderung der Kollagen Typ VI
Konzentration beschrieben. So findet man in frihen Arthrosestadien noch eine
erhohte Menge des Kollagen Typ VI (Swoboda, Pullig et al. 1999). Besonders
am Ubergang von der mittleren in die tiefe Zone ist die Expression von Kollagen
Typ VI erhoht. In der oberflachlichen Zone hingegen ist ein Rickgang zu ver-
zeichnen (Hambach, Neureiter et al. 1998). Insbesondere bei Clusterformatio-
nen der Chondrozyten im Rahmen von Arthrose konnte eine starke Redunktion

von Kollagen Typ VI beobachtet werden (Felka, Rothdiener et al. 2016). Auch



die Lokalisation von Kollagen Typ VI &ndert sich im Rahmen von Arthrose von

streng perizellular zu interterritorial (Soder, Hambach et al. 2002).

1.1.4 Kollagen Typ I

Kollagen Typ Il kommt in vielen Geweben wie in der Haut, in Blutgefal3en
(Chung and Miller 1974), in Béandern, in der Synovialmembran (Eyre and Muir
1975) und im Knorpel vor. Eine besondere Rolle spielt Kollagen Typ Il bei der
Wundheilung. Hier werden sehr hohe Konzentrationen im Granulationsgewebe
beobachtet (Hayakawa, Hashimoto et al. 1979). Bei genetischer Mutation des
Kollagen Typ Il (COL3A1) kann es zur phanotypischen Auspragung des vasku-
laren Ehlers-Danlos-Syndroms kommen. Das Syndrom geht einher mit einer
Schwache in den Gefallwanden bis hin zu Gefalirupturen und Sinusfisteln.
(Malfait, Francomano et al. 2017)

Wohingegen Kollagen Typ Il in gesundem Knorpel vor allem perizellulér zu fin-
den ist (Wotton and Duance 1994), kann bei Arthrose nicht nur eine erhéhte
Konzentration, sondern auch ein vermehrtes Aufkommen interterritorial beo-
bachtet werden (Adam and Deyl 1983, Hosseininia, Weis et al. 2016). Es wird
dabei hauptsachlich von Zellen in der superfiziellen Zone (Aigner, Bertling et al.
1993) und oberen Mittelzone exprimiert (Sandell and Aigner 2001). Spannend
ist auch, dass in Osteophyten eine erhdhte Expression von Kollagen Typ Il und
Typ Il festgestellt wurde. Kollagen Typ Il kann dabei sowohl perizellular als
auch interterritorial iber den gesamten Osteophyten verstreut lokalisiert werden
(Aigner, Dietz et al. 1995).

In den Kollagenfibrillen ist Kollagen Typ Il oft eng mit Kollagen Typ Il lokalisiert
(Young, Lawrence et al. 2000) und quervernetzt (Wu, Weis et al. 2010). Das
gemeinsame Auftreten legt eine gegenseitige Beeinflussung der Polymerisation
der beiden Kollagen-Typen nahe (Young, Lawrence et al. 1995). Auch durch die
Assoziation von Kollagen Typ Ill zu dinnen Fibrillen vermutet man eine tragen-
de Rolle in der Neubildung von Kollagenfibrillen. Das dafur vermutlich verant-

wortliche Aminopropeptid von Kollagen Typ Il wird nach der Sekretion von
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Kollagen Typ lll nur langsam abgespalten, und kann somit modulierend wirken

(Fessler, Timpl et al. 1981, Fleischmajer, Timpl et al. 1981).

1.1.5 Perlekan

Perlekan wird auch als Heparansulfat Proteoglykan 2 bezeichnet. Es ist nicht
nur eine typische Komponente der Basallamina, sondern kommt in vielen ver-
schiedenen Geweben vor (Aviezer, Hecht et al. 1994). Perlekan hat zahlreiche
modulierende Funktionen. Einige Beispiele sind die Modulation der Angiogene-
se, der Einsatz als vielseitiger Rezeptor fur die Endozytose von Makromoleki-
len (Christianson and Belting 2014) und Modulation der Knorpelentwicklung bei
enchondraler Ossifikation. Auch bei der Gewebedifferenzierung von Niere, Lun-
ge, Leber und Milz spielt es schon frih eine tragende Rolle (Handler,
Yurchenco et al. 1997). Bei Mutationen im HSPG2 Gen, welches Perlekan
codiert, kann sich bei fehlerhafter Ausbildung phanotypisch das Schwartz-
Jampel Syndrom zeigen. Dieses Syndrom beinhaltet unter anderem Myotonie
und Chondrodysplasie. (Stum, Davoine et al. 2005). Fehlt Perlekan hingegen
komplett, spricht man vom Silverman-Handmarker Typ, welcher mit
Dyssegmentaler Dysplasie einher geht (Arikawa-Hirasawa, Wilcox et al. 2001).
Die Dyssegmentale Dysplasie ist eine autosomal rezessiv vererbte und letal
verlaufende Erkrankung, welche sich durch skelettalen Fehlbildungen und
durch fetalen Kleinwuchs &auf3ert. Bei Mausen mit einer Null-Mutation fur
Perlekan konnte im Rahmen der Chondrodysplasie beobachtet werden, dass
die Kollagenstrange verkirzt sind, das Kollagennetzwerk reduziert nd die

Expression von Genen fir die EZM erhoht ist (Costell, Gustafsson et al. 1999)

Perlekan ist bei Jugendlichen und bei Erwachsenen im hyalinen Gelenkknorpel
perizellular lokalisiert (Wilusz, Defrate et al. 2012). Sowohl die Anzahl und die
Art der GAG-Ketten (Melrose, Roughley et al. 2006), als auch die Grol3e des
Kernproteins kdnnen variieren (Melrose, Roughley et al. 2006). Perlekan spielt
eine tragende Rolle bei der Bildung von Kollagen Typ Il Fibrillen (Kvist, Johnson
et al. 2006) (Gustafsson, Aszodi et al. 2003). Des weiteren bindet Perlekan den

Wachstumsfaktor fibroblast growth factor 2 (FGF-2) welcher ebenfalls



perizellular lokalisiert ist (Vincent, McLean et al. 2007). FGF-2 aktiviert die
intrazellulare Signaltransduktion Uber die Extracellular-signal Regulated
Kinases (ERK) bei mechanischer Belastung und wirkt somilt als

Kraftiibersetzer im Knorpel (Vincent, Hermansson et al. 2004).

Bei Arthrose konnte bereits eine erhdhte Expression und Konzentration von
Perlekan, sowohl perizellular, als auch interterritorial, in der angrenzenden

Region zur Hauptdefektzone beobachtet werden (Tesche and Miosge 2004).

1.1.6 Biglykan

Biglykan, auch als Proteoglykan | bezeichnet, enthalt zwei GAG-Ketten (Fisher,
Termine et al. 1989). Biglykan kommt auch in vielen anderen Geweben wie
Bindegewebe (Skelettmuskelfasern) und epithelialen Zellen (Tubulusepithel der
Niere, Keratinozyten) vor und ist hauptsachlich an der Zelloberflache lokalisiert
(Bianco, Fisher et al. 1990). Im hyalinen Gelenkknorpel der Femurkondylen
konnte mit zunehmendem Alter erh6hte Mengen, insbesondere der nicht mit
Proteoglykanen verknipften Form von Biglykan, beobachtet werden (Roughley,
White et al. 1993). Hierbei ist Biglykan im hyalinen gesunden Knorpel vorwie-
gend perizellular angeordnet (Miosge, Flachsbart et al. 1994), wohingegen bei
Arthrose Biglykan auch vermehrt interterritorial anzutreffen ist. Au3erdem konn-
ten Bock et al. anhand erhohter mMRNA-Konzentrationen fur Biglykan und erhdh-
ter intrazellularer Biglykankonzentrationen zeigen, dass die Biglykansynthese
bei verminderter Konzentration in der zellularen Umgebung hochreguliert ist.
Die Region um die Hauptdefektzone im Knorpel hatte hierbei die hdchste Syn-
theseaktivitat (Bock, Michaeli et al. 2001). Als wichtiges Strukturprotein in der
perizellularen Matrix interagiert Biglykan mit verschiedenen anderen Struktur-
proteinen und unterstitzt den Zusammenbau von Kollagenfibrillen wie Kollagen
Typ I, Il und 11l. Dabei wird vor allem von Kollagen Typ Il viel Biglykan gebunden
(Douglas, Heinemann et al. 2006) (Toole and Lowther 1968). Biglykan bindet
auBerdem an Kollagen Typ | (Schonherr, Witsch-Prehm et al. 1995), an Kol-
lagen Typ VI und an Mikrofibrillen, die sich aus Fibrillin-1 zusammen setzten

(Reinboth, Hanssen et al. 2002). Biglykan erfullt allerdings nicht nur Funktionen



Einleitung

als Strukturprotein, sondern spielt auch eine wichtige Rolle als Signalmolekul in
der Signallubertragung. Dabei kann es beispielsweise an den Toll-like Rezeptor
2 und Toll-like Rezeptor 4 binden. Diese Rezeptoren kdnnen die ERK und das
Signalmolekil NF-kB stimulieren, welche die Expression des Entztiindungsme-
diators Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) anregen (Schaefer, Babelova et al.
2005, Schaefer and lozzo 2008). Des Weiteren konnte von Moreno et al. fur
Biglykan eine wichtige hemmende Funktion im Signalweg des Bone morphoge-
netic protein-4 (BMP-4) beschrieben werden (Moreno, Munoz et al. 2005).
BMP-4 reguliert unter anderem die Differenzierung von Chondrozyten und den
Knorpelumbau. Bei zunehmender Arthrose zeigte sich eine Abnahme der BMP-
4 Konzentration in der Synovialflissigkeit (Bramlage, Haupl et al. 2006). In
Granulationsgewebe, welches an der Wundheilung beteiligt ist, konnte eine
vermehrte Expression von Biglykan durch Bindegewebszellen beobachtet wer-
den. Die Expression wurde durch den Wachstumsfaktor Transforming growth
factor beta 1 (TGF-B1) noch weiter erhoht (Hakkinen, Westermarck et al. 1996).
Biglykan kann jedoch auch selbst an TGF-B1 binden (Hildebrand, Romaris et al.
1994).

1.1.7 Fibrillin-1

Fibrillin-1 ist ein Protein, welches sich in der EZM von vielen Bindegewebsarte
befindet. Es bildet helikale Mikrofibrillen mit einem Durchmesser von 10nm
(Sakai, Keene et al. 1986) und setzt sich aus verschiedenen Domanen zusam-
men. Eine sich héaufig wiederholende Domane ist dem Epidermalen Wachs-
tumsfaktor (EGF) ahnlich und bindet Kalzium. Diese Domane ist wichtig fur die
Bildung und den Erhalt der Form der Mikrofibrillen (Handford, Downing et al.
1995). Bei Mutationen des Fibrillin-1-Gens kommt es zu Verdnderungen in den
Knochen, in den Augen und im kardiovaskularen System, welche unter dem
Marfan-Syndrom zusammengefasst werden (Dietz and Pyeritz 1995). Fibrillin-1
gehort auch zum Fibrillennetzwerk im hyalinen Gelenkknorpel (Yu and Urban
2010). Hierbei findet man Fibrillin-1 in der Knorpelentwicklung und im friihen

Jugendalter noch als lockere Bindel von Mikrofibrillen Gber den gesamten



Knorpel verteilt. Wohingegen im Erwachsenenalter Fibrillin-1 dichte Bundel mit
vielen Quervernetzungen bildet und sich insbesondere perizellular um die
Knorpelzellen herum anordnet (Keene, Jordan et al. 1997). Als Strukturprotein
konnen die fribrillinhaltigen Mikrofibrillen mit andern Strukturproteinen wie Bigly-
kan (Reinboth, Hanssen et al. 2002) und Perlekan (Tiedemann, Sasaki et al.
2005) interagieren. Auch fir die Interaktion zwischen der Zelle und der EZM
spielen die Mikrofibrillen eine zentrale Schlisselrolle (Zeyer and Reinhardt
2015). Sie kdnnen direkt mit Oberflachenrezeptoren von Zellen wie den Integri-
nen (Pfaff, Reinhardt et al. 1996) interagieren und so beispielsweise die Pro-
teinsynthese von matrixabbauenden Enzymen wie Matrixmetalloproteinasen
(Booms, Pregla et al. 2005) steuern. AufRerdem speichern Mikrofibrillen be-
stimmte Wachstumsfaktoren wie TGF-B1 sowie einige BMPs um deren Verfilg-
barkeit und Aktivitat zu regulieren (Sengle, Ono et al. 2011).

1.2 Arthrose
1.2.1 Erkrankung

Arthrose als weltweit haufigste degenerative Gelenkerkrankung (WHO 2003)
geht auch in Deutschland mit einer Gesamtpravalenz aller tGber 18-jahrigen
Personen von 17,9 % einher (Fuchs, Kuhnert et al. 2017). Dabei fallt vor allem
eine altersabhangige Zunahme auf. In der Gruppe der Uber 65-Jéhrigen leiden
48,1 % der Frauen und 31,2 % der Manner an Arthrose (Fuchs, Kuhnert et al.
2017). Die Entstehung ist multifaktoriell, es konnten jedoch vier Hauptrisikofak-
toren identifiziert werden: zunehmendes Alter, familiare Vorbelastung, Uberge-

wicht und jede Form von Gelenkverletzungen (WHO 2003).

Klinisch geht die Arthrose mit vorwiegend belastungsabhangigen Schmerzen
und Funktionseinschrankungen des Gelenks einher, die den Patienten in seiner
Lebensqualitat sehr einschranken kénnen. Sie hat einen chronisch progressi-
ven Verlauf mit einem fortschreitenden Gelenkumbau, bei dem die Symptome
meist erst in einem spéten Stadium auftreten. Die Diagnose Arthrose wird aus-

schlie3lich nach klinischen und radiologischen Kriterien gestellt. Radiologisch
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kann eine Gelenkspaltverschmalerung, eine subchondrale Sklerosierung, die
Bildung von Osteophyten und Geréllzysten beobachtet werden. Die am haufigs-
ten genutzte radiologische Klassifikation zur Einteilung der Gelenkschadigung
ist die Klassifikation nach Kellgren und Lawrence (Kellgren and Lawrence
1957). Sie unterteilt die Gelenkschadigung in vier Stadien. Stadium 1 zeichnet
sich nur durch geringe subchondrale Sklerosierung aus, wohingegen im Stadi-
um 4 eine ausgepragte Gelenkspaltverschmalerung bis hin zur vollstandigen
Destruktion und Deformierung oder Nekrose der Gelenkpartner zu finden ist
(Stove 2018).

Die Krankheit wirkt sich zwar auf das ganze Gelenk, eingeschlossen der Ge-
lenkkapsel, Bander und Gelenkflissigkeit aus, betrifft aber primar den hyalinen

Gelenkknorpel, der im Rahmen der Erkrankung sukzessive zugrunde geht.

1.2.2 Pathogenese

Trotz umfangreichen Forschungen zu den molekularen Mechanismen, ist die
genaue Pathogenese der Arthrose noch nicht vollstandig geklart. Sichtbar aller-
dings ist ein starker Verlust des hyalinen Gelenkknorpels. Die Knorpelmatrix un-
tersteht physiologischerweise einem standigen aktiven Auf- und Abbau. Die
Zellen synthetisieren sowohl neue Strukturproteinen fir den Matrixaufbau, als
auch Enzymen, die fur den Abbau der Strukturproteine zustandig sind. Durch
dieses flieRende Gleichgewicht von anabolen und katabolen Stoffwechselvor-
gangen, bleibt der Knorpel anpassungs- und regenerationsfahig. Bei Arthrose
wird dieses Gleichgewicht zu Gunsten der katabolen Situation gestort. Es
kommt zu einer Entziindungskaskade in Folge welcher sich die Knorpelmatrix in
Aufbau, Menge und Zusammensetzung andert und der Knorpel sukzessive ver-

schwindet.

Man geht davon aus, dass die Knorpeldegeneration bei Arthrose in zwei Pha-
sen ablauft. Die erste Phase ist gekennzeichnet durch eine hohe Biosynthese
durch die Chondrozyten, als Versuch, die Matrix zu reparieren. In der zweiten
Phase kommt es hingegen zum beschleunigten Abbau durch eine erhéhte Syn-

these der matrixabbauenden Enzyme (Woessner and Gunja-Smith 1991).
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Es konnten verschiedene Wachstumsfaktoren wie TGF-B1 (Shen, Li et al. 2014)
identifiziert werden, die sich in ihrem Vorkommen in arthrotisch verdndertem
Knorpel im Vergleich zu gesundem Knorpel unterscheiden. Des Weiteren zeigte
sich auch eine veranderte Konzentration an inflammatorischen Zytokinen wie
Interleukin-1B(IL-1B8) und TNFa (Wojdasiewicz, Poniatowski et al. 2014). Es
liegt nahe, dass die Veranderungen der Wachstumsfaktoren und inflammatori-
schen Zytokine fur die pathologische Chondrozytenaktivierung mitverantwortlich

sind.

So konnte eine erhohte Aktivitdt und erhéhtes Vorkommen von verschiedenen
Matrixmetalloproteinasen (MMP), Enzyme die fur den Abbau von Strukturprote-
inen zustandig sind, wie MMP-3 und MMP-8, bei Knorpeldefekten beschrieben
werden. Interessanterweise fuhrte eine erhdhte IL-18 Konzentrationen ebenfalls
zu einer Erhéhung der MMP (Chubinskaya, Kuettner et al. 1999).

Die Zerstorung der Knorpelmatrix zeigt sich an einer Denaturierung der Kol-
lagenfasern bis in die tiefen Zonen (Hollander, Pidoux et al. 1995). Insbesonde-
re fallt eine Abnahme der Kollagen Typ Il Fasern (Hollander, Heathfield et al.
1994, Stoop, Buma et al. 2001) auf, trotz erhéhter Synthese von Kollagenen
insbesondere in den spaten Stadien (Lorenzo, Bayliss et al. 2004). Des Weite-
ren geht die Matrixdegeneration mit einer Abnahme und Veranderung der Pro-
teoglykane wie Aggrecan (Roughley, White et al. 1993) und Decorin (Poole,
Rosenberg et al. 1996) einher.

Zugleich sind auch die strukturbildenden Proteine der perizellularen Matrix wie
Kollagen Typ VI (Hambach, Neureiter et al. 1998), Kollagen Typ Il
(Hosseininia, Weis et al. 2016), Perlekan (Tesche and Miosge 2004) und Bigly-
kan (Poole, Rosenberg et al. 1996) mitbetroffen und nehmen ab. Damit einher-
gehend konnte gezeigt werden, dass die Steifigkeit der PZM mit zunehmender
Degeneration abnimmt (Alexopoulos, Williams et al. 2005, Danalache, Kleinert
et al. 2019). Folglich liegt es nahe, dass auch die PZM zerstort wird (Felka,
Rothdiener et al. 2016) und es dadurch zu einem Funktionsverlust in der peri-

zellularen Mikroumgebung kommt. Ebenso andern sich auch die Chondrozyten
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in ihrem Aussehen und werden hypertroph. Es kommt zu Anderungen der zellu-

laren Organisation und einer erhdhten Zelldichte.

Doch auch der Knochen reagiert durch einen abnormen Knochenstoffwechsel
auf die Erkrankung. In der direkt an den Knorpel angrenzenden Knochenzone
kommt es zu Mikrofrakturen und einem Knochenddem (Bone Marrow L&sio-
nen). Es werden Entziindungskaskaden angestof3en, und es spriel3en vermehrt
BlutgefalRe und Nerven in den geschadigten Bereich ein, welche Schmerzsigna-
le weiter leiten kdnnen (Donell 2019). Dabei bilden sich weniger, dafir aber di-
ckere Trabekel mit einem verdnderten Mineralgehalt (Lespessailles and
Jennane 2012), welche zu subchondralen Sklerosierungen fihren. Peripher
kommt es zu Knochenneubildung in Form von Osteophyten. Auch sind sub-
chondrale Zysten (Kothari, Guermazi et al. 2010), als Folge fokaler Resorptio-
nen, sichtbar (Poole 1999). Der erhdhte Knochenstoffwechsel konnte bereits
mittels Szintigraphie sichtbar gemacht werden (Dieppe, Cushnaghan et al.
1993).

Begleitend dazu ist die Gelenkinnenhaut, die Synovialis, mit betroffen. Durch
Zerstorung der Knorpelmatrix l6sen sich Knorpelbestandteile ab. Der Knorpel-
abrieb fuhrt zu einer reaktiven Synovialitis. Doch nicht nur durch den Knorpelab-
rieb wird die Synovialis gereizt, sondern auch durch spezifische Stimulation der
Rezeptoren der synovialen Fibroblasten und Makrophagen. Die Synovialis ver-
dickt. Es kommt zur Immunantwort durch Ansammlung von Makrophagen zu
Zellhaufen und Bildung von mehrkernigen Riesenzellen (Prieto-Potin, Largo et
al. 2015). Durch die Immunantwort werden pro-inflammatorische Zytokine aus-
geschuttet und es entwickelt eine sich selbst verstarkende Kaskade (Stéve
2018).

1.2.3 Bisherige Therapieansatze

Derzeit gibt es noch keine wirksame Therapie der Arthrose, die das langfristige
Fortschreiten der Krankheit verhindern kann. Die konservativen Therapieversu-
che sind primar symptomorientiert. Gewichtsreduktion, Anpassung der berufli-

chen und sportlichen Aktivitdt, antiphlogistische medikamentése Therapie,
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Krafttraining und sensomotorisches Aufbautraining, intraartikulare Applikation
von Kortikosteroiden, Hyaluronsaurepraparaten, und die symptomatische anal-
getische medikamenttse Therapie werden praktiziert. Knorpelreparative Thera-
pieverfahren wie Mikrofrakturierung, die osteochondrale Transplantation oder
knorpelregenerative Therapieverfahren wie die autologe matrixinduzierte
Chondrogenese (AMIC), die autologe Chondrozytentransplantation (ACT), und
der Allograft Ersatz sind vorwiegend bei akuten, kleinen und begrenzten Knor-
peldefekten mit gesundem darunterliegendem Knochen erfolgversprechend
(Steinwachs, Wopperer et al. 2014). Diese Methoden sind somit fur die Arthrose
als Krankheit, die im fortgeschrittenen Stadium schon grof3e Teile des Gelenk-
knorpels und das ganze Gelenk betrifft, ungeeignet. Im Endstadium hilft als letz-
te Option meist nur noch eine Gelenkersatztherapie mittels Endoprothese. Die
10-Jahres Standzeiten der Kniegelenksprothese sind zwar mit 92-96 % sehr
gut, je nach Lebenserwartung des Patienten allerdings nicht ausreichend und
ein Prothesenwechsel ist nétig. Beim Auftreten von Komplikationen handelt es
sich in den ersten flunf Jahren, anteilig an den Gesamtkomplikationen, am hau-
figsten um Infektionen (27 %) und Instabilitdt (24 %). Als Spatkomplikation tritt
die aseptische Lockerung mit dem hdchsten Anteil von 20-41 % am haufigsten
auf (Stove 2018). Das individuelle Risiko fir die verschiedenen Komplikationen
ist abhangig von Alter, Begleiterkrankungen wie Diabetes und Korpergewicht.
Schwere Komplikationen nach Implantation sind jedoch mit 1,5-3,9 % intrahos-
pital selten (Fath 2018).

1.2.4 Zellulare Organisation

Abhangig von der mechanischen Belastung finden sich in verschiedenen Ge-
lenken unterschiedliche Anordnungen der Chondrozyten (Rolauffs, Williams et
al. 2008). Das in der Femurkondyle physiologisch am haufigsten vorkommende
Muster sind Einzel- und Doppelstrange (Schumacher, Su et al. 2002). Die Ori-
entierung der Stréange folgt dem Verlaufsmuster der Kollagenfasern. Somit sind
sie nahe der Knorpel-Knochen-Grenze senkrecht, flachen im Verlauf ab und

werden parallel zur Oberflache (Rolauffs, Williams et al. 2010).
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Mit fortschreitender Arthrose &ndert sich die zellulare Organisation von einzel-
nen Strangen (SS = Single Strings) zuerst in Doppelstrange (DS = Double
Strings)(Rolauffs, Williams et al. 2010), anschliel3end zu kleinen (SC = Small
Clusters) und schlussendlich zu gro3en Zellhaufen (BC = Big Clusters) (Hellio
Le Graverand, Sciore et al. 2001, Felka, Rothdiener et al. 2016). Die zellulare
Umorganisation korreliert hierbei mit der Schwere der Gewebeschadigung und
kann somit als bildbasierter Biomarker auf zellularer Ebene fur die lokale Ge-
webedegeneration dienen (Rolauffs, Rothdiener et al. 2011, Aicher and
Rolauffs 2014).

1.3 Ziel der Arbeit

Hauptziel dieser Arbeit ist es, die Veranderungen in der perizellularen Mikroum-
gebung der Knorpelzellen im hyalinen Gelenkknorpel bei fortschreitender loka-
ler Degeneration zu untersuchen. Dabei wurde sowohl auf die
Zusammensetzung als auch auf die Integritat der perizellularen Matrix besonde-
res Augenmerk gelegt. Die Hypothese war, dass die Integritdt der PZM im Ver-
lauf der zellularen Umorganisation stark abnimmt und sich die
Zusammensetzung andert. Hierzu wurde Knorpel von menschlichen Femurkon-
dylen bei diagnostizierter Gonarthrose untersucht. Finf Hauptkomponenten der
perizellularen Matrix (Kollagen VI, Kollagen l1ll, Perlekan, Biglykan und Fibrillin-
1) wurden mittels Immunhistochemie angefarbt. Die untersuchten Schnitte wur-
den senkrecht zur Knorpeloberflache angefertigt, um ein méglichst grof3es zu-
sammenhangendes Stick des Knorpels inklusive angrenzender Knorpel-
Knochen-Grenze beurteilen zu kénnen. Durch die Perspektive gelang es au-
Rerdem, die Verteilung der Muster und der perizellularen Matrix in Bezug zu

den einzelnen Zonen zu setzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate und Instrumente

Tabelle 1: Verwendete Geréte und Instrumente

Gerat

Hersteller

Einkanal Pipetten
Research Plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gefrierschrank (-20 °C)

Liebherr, Bulle, Schweiz

HMC Dampfsterilisator
HV 50

HMC Europe GmbH, Tisslingen,
Deutschland

HohlmeiRelzange (Bone Rongeur)
FO521R

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Kryotom Leica
CM3050S

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH Mik-
roskopie und Histologie, Wetzlar,
Deutschland

Kuhlschrank (4 °C)
30 GT/N1201V

Haier, Qingdao, China

Laserscanning Mikroskop 510 Observer
Z1

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Magnetruhrer: Ikamag® RCT
Kat.-Nr. 0481924

Bachofer Laboratoriumsgeréte, Reutlin-
gen, Deutschland

Mikro-Pulverspatel 150mm
Kat.-Nr. 231-1412

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

pH-Meter
Five easy FE 20

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

Pinzette groR gerade stumpf 145mm
Kat.-Nr. 232-0082

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Pinzette klein Forceps, straight gerade
fein 10.5mm
Kat.-Nr. 232-0094

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Rotilabo Einmal-Wéageschalen
Kat.-Nr. 1884.1

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Schittler Type AK82
Kat.-Nr. 102118

Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Sterilbank

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH,
Sonnenbuhl-Genkingen, Deutschland

Thermomixer
Comfort 5355

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex-Schittler
REAXtop

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Waage (0,5-4100 g)
Kat.-Nr. 6J4100-2M

Kern, Balingen, Deutschland
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Gerat

Hersteller

Waage (10 mg — 220q)

ABJ220_4M

Kern, Balingen, Deutschland

Wagepapier
MN 226

Macherey - Nagel, Deutschland

2.1.2 Antikorper

Tabelle 2: Verwendete primare Antikorper

Antikorper Kennzeichnung Beschreibung Herkunft | Hersteller
Monoklonaler
Anti-BGN HPAO03157 SIG- | IgG Antikorper Hase Sigma-Aldrich,
antibody MA (Hase) gegen St. Louis, USA
Biglycan
Monoklonaler
Anti-Collagen IgG Antikorper Abcam,
. 9 ab7778 9 P Hase Cambridge, Eng-
Il antibody (Hase) gegen
land
Kollagen Typ llI
Monoklonaler Abcam
Anti-Collagen | [ERP17072] IgG Antikorper Hase Cambri,d e Ena-
VI antibody ab182744 (Hase) gegen ge, =ng
land
Kollagen Typ VI
Fibrillin-1 Mo- Monokk.)n.gler ThermoFisher
. IgG Antikorper N
noclonal anti- MA5-12770 (Maus) gegen Maus Scientific ,
body (11C1.3) Fibrillin-1 Waltham, USA
:\/Ignzl:llt(i)&ile;r Santa Cruz Bio-
Perlecan (E-6) | sc-377219 (f\lllaus) N Zn Maus technology, Inc.,
g9eg Dallas, USA
Perlekan
Tabelle 3: Verwendete sekundare Antikdrper
Antikorper Kennzeichnung Beschreibung Konjugation | Hersteller
Goat Anti- Polyklonaler An-
Mouse IgG tikdrper gegen Abcam,
g Ab150116 Pergeg Alexa594 | Cambridge,
Alexa Fluor Maus 1gG H&L Enaland
594 g
SSSE);TUE; Polyklonaler An- ThermoFisher
Alexa FI?J or A-21429 tikdrper gegen Alexab55 scientific,
555 Hase IgG H&L Waltham, USA
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2.1.3 Zellkernfarbung

Tabelle 4: Verwendete Zellkernfarbung

Farbstoff

Kennzeichnung

Hersteller

DAPI (4*,6-diamidino-2-
phenylindole, dihydrochlo-
ride)

Kat.-Nr. D1306

ThermoFisher scientific,
Waltham, USA

SYTOX Green Nucleic Ac-

Ref.: S7020

ThermoFisher scientific,

id Stain Waltham, USA
2.1.4 Reagenzien

Tabelle 5: Reagenzienliste

Reagenz Kennzeichnung Hersteller

Amphotericin B

Kat.-Nr. P11-001

PAA Laboratories GmbH,
Pasching Austria

Bovine serum albmin (BSA) (Al-
bumin Fraktion V, pH 7,0)

Kat.-Nr.
A1391,0050

AppliChem GmbH, Darm-
stadt, Deutschland

Descosept AF (Oberflachendes-
infektion)

Kat.-Nr. 00-311-010

Dr. Schuhmacher, Malsfeld,
Deutschland

DMEM, Cell culture medium

Ref.-Nr. 41966-029

ThermoFisher scientific,
Waltham, USA

DPBS (Dulbeccos’s PBS, pH
7,2)

Kat.-Nr. 14190-094

Life Technologies, Carls-
bad, California, USA

Ethylendiaminetetraacetic acid
(EDTA)

E-6758

Sigma Chemical Co. St.
Louis, USA

Fluorescent Mounting medium

Ref.-Nr. S3023

Dako North America Inc.,
California, USA

Formaldehyd methanolfrei 30 %

Art.-Nr. 4235.2

Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid Platzchen rein

Kat.-Nr. 106482

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Penicillin/Streptomycin 100x

Kat.-Nr. P4333

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Tissue-Tek® O.C.T. Compound

Ref.-Nr. 4583

Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen, Deutsch-
land

Triton X-100

Kat.-Nr. T9284

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA
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2.1.5 Enzyme

Tabelle 6: verwendete Enzyme

Enzym

Artikelnummer

Hersteller

Collagenase from Clostridium

Sigma-Aldrich, St. Louis,

histolyticum Type XI Cc7657 Missouri. USA
Hyaluronidase from bovine Sigma-Aldrich, St. Louis,
testes Type I-S H3506 Missouri. USA

CAS-Nr. 37326-33-3 '

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien

Material Kennzeichnung Hersteller

Adhasions-Objekttrager Su-
perFrost® plus

Kat.-Nr. 03-0060

R. Langenbrinck GmbH,
Labor- und Medizintechnik,
Emmendingen, Deutsch-
land

Deckglaser mikroskopisch

Kat.-Nr. 01-2460/1

R. Langenbrinck GmbH,
Labor- und Medizintechnik,
Emmendingen, Deutsch-
land

Dosen Weithals mit Schraub-
verschluss

Kat.-Nr. 215-2522

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Einmalskalpell Feather Nr.21

Ref.-Nr. 200130021

Feather Safety Razor Co.
Ltd., Osaka, Japan

Eppendorf Gefalie
0,5 ml
1,5 ml
2,0 ml

0030124537
0030120086
0030120094

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Mikrotomklinge — S35

Ref.-Nr. 207500000

Feather Safety Razor Co.
Ltd., Osaka, Japan

Nitril Handschuhe (Reha soft
Nitrile)

Kat.-Nr.942206

Hartmann, Heidenheim,
Deutschland

Petrischale, 145x20 mm

Kat.-Nr. 639161

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutsch-
land

Pipettenspitzen
10

100 pl

200 pl

1250 pl

Kat.-Nr.:
692150
692066
692069
790058

Biozym, Hessisch Olden-
dorf, Deutschland
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ECSKESEXL?% Rohrchen Kat.-Nr.: Greiner Bio-One GmbH,

15 ml 188261 Frickenhausen, Deutsch-
210261 land

50 ml

Schraubverschliisse fir Weit-
hals-Dosen

Kat.-Nr. 215-3923

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Serologische Pipetten
5ml

10 ml

25 ml

Kat.-Nr.:
357543
357551
357525

Falcon, Franklin Lakes, NJ,
USA

2.1.7 Computersoftware

Tabelle 8: Verwendete Software

Software Hersteller
Axio Vision Rel. 4.8 Ink. . .
Modul Mosaix Carl Zeiss Microscopy GmbH

ImageJ Version 1.51t

Wayne Rasband (NIH)

Microsoft Excel

Microsoft Corporation

Microsoft Word

Microsoft Corporation

Microsoft Powerpoint

Microsoft Corporation

SPSS Statistics 25

IBM Deutschland GmbH

EndNote X8

Clarivate Analytics, Alfasoft GmbH
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2.1.8 Lésungen

Tabelle 9: Losungen

Losungen Zusammensetzung

5 % (m/V) BSA und 0,3 % (V/V) Triton

Blockier-Losung X100 gelost in DPBS

BSA-L6sung 2,5 % (m/V) BSA gelost in DPBS

20 % (m/V) EDTA und 50 % (m/V) NaOH

_ P 0
EDTA-Lésung (20 %), pH 7,4 gelést in H,Odd

Enzym-L6sung Hyaluronidase 1 mg/ml gel6st in DPBS

Enzym-L6sung Kollagenase 2 mg/ml geldst in DPBS

2% (V/IV) Penicillin-Streptomycin  und
Transportldsung 1,2% (VIV) Amphothericin B geldst in
Nahrmedium (DMEM)

2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung von humanem hyalinem Knorpel

Verwendet wurde hyaliner Gelenkknorpel der Femurkondylen bei diagnostizier-
ter Gonarthrose ohne vorherig erinnertes Trauma oder andere systemische Be-
gleiterkrankungen wie Rheuma. Insgesamt wurde der Knorpel von sechs
Patienten mit einem Alter zwischen 50 und 85 Jahren untersucht. Ein positives
Ethikvotum der Ethikkommission Tibingen lag vor (Aktenzeichen:
674/2016B0O2). Der Knorpel mit angrenzendem Knochen wurde bei der operati-
ven Implantation einer Kniegelenkstotalendoprothese (Knie-TEP) gewonnen.
Die Resektate wurden im Transportmedium bei 4°C bis zur zigigen Weiterver-
arbeitung gelagert. Um die Chondrozyten bis zur Verarbeitung vital zu erhalten
und mogliche Besiedelungen durch Bakterien oder Pilze zu vermindern, wurde
die Transportldsung aus 2 % (V/V) Penicillin-Streptomycin, 1,2 % (V/V) Ampho-
tericin B und Nahrmedium (DMEM) hergestellt. Die Proben stammten aus der
chirurgischen Fachklinik Winghofer Medicum aus Rottenburg a.N. und aus der

Universitatsklinik Ttbingen fur Orthopadie.
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2.2.2 Aufarbeitung des Probenmaterials
Zuerst wurde jedes Knorpelstiick genau unter der Sterilbank begutachtet und
streng nach makroskopischer Beschaffenheit und Grof3e sortiert. Folgende Kri-

terien wurden dabei bericksichtigt:

- Ursprung: Femurkondyle
- Grof3e: mindestens 3 cm Lange und 1 cm Breite
- Beschaffenheit: es musste eine sichtbare Schicht hyalinen Knorpels vor-

handen sein

AnschlielRend wurden mit einer Luer-Knochenzange die Seitenrander entfernt,
damit ein 0,5-1 cm x 2-4 cm grof3es Rechteck entstand. Der darunter liegende
Knochen wurde vorsichtig bis kurz unter die Knorpel-Knochen-Grenze mit der
Luer-Knochenzange abgetragen. Nach jedem nachfolgenden Arbeitsschritt folg-
ten je drei Waschvorgange mit DPBS fur funf Minuten. Um die Probe zu stabili-
sieren und die chemische Autolyse zu verhindern, folgte eine chemische

Fixierung mit Formaldehyd (4 % v/v) fir drei Stunden bei Raumtemperatur.

Damit fur die Histologie Schnitte angefertigt werden konnten und der verblei-
bende Knochenrest besser zu entfernen war, musste eine mehrtagige Dekalzi-
fizierung durgefuhrt werden. Alle Stucke lagerten, von direktem Sonnenlicht
geschutzt, mit 20 % (v/v) EDTA-PBS-LOsung gut bedeckt, bei 37 °C, im Schiitt-
ler. Die EDTA-PBS-L6sung wurde alle 2-3 Tage komplett getauscht. Der Fort-
schritt wurde mechanisch mit einer Kanile, welche in den Knochen
eingestochen wurde, getestet. Insgesamt dauerte das Entkalken zwischen zwei
und drei Wochen, abhéangig von der Dicke der Knochenschicht.

2.2.3 Anfertigung der Kryoschnitte

Um eine bessere Qualitat der Schnitte zu erreichen und eine genaue Positionie-
rung der Knorpelstiicke sicher zu stellen, wurde das gesamte Knorpelstick in
Tissue Tek (ein Einbettmedium fur Kryoschnitte, welches bei Raumtemperatur
zahflussig ist und bei -21 °C im Kryotom aushértet) eingebettet. Als Grundlage
fur das Praparat diente ein bereits ausgehartetes, 2x4 cm grol3es Tissue Tek
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Stlck, welches auf dem Metallzylinder des Kryotoms mit Hilfe von sich noch
aushartendem Tissue Tek befestigt wurde (Abbildung 3). Darauf wurde das
Praparat mit der Oberflache senkrecht zur Grundlage aufgebracht, mit frischem
Tissue Tek komplett eingedeckt und bei -21 °C bis zur Aushartung des Tissue
Tek gelagert. Der Metallzylinder wurde dann im Kryotom in einer fur ihn be-
stimmten Vorrichtung fixiert. Durch manuelles Drehen einer Kurbel seitlich des
Kryotoms bewegte sich der Metallzylinder mit dem Praparat auf die Mikrotom-
klinge zu. Um sowohl die PZM spéater gut darstellen zu kdnnen, als auch ein
Eindringen des Antikorpers zu gewadhrleisten, hatte sich die Schnittdicke von
35 um in den Vorversuchen bewahrt. Mit jeder Umdrehung sammelte sich ein
Schnitt unter einer Glasscheibe. Die Glasscheibe konnte zur Seite geklappt und
der Schnitt mit einem Objekttrager aufgesammelt werden. Um die Schnitte an-
schlieRend von den Objekttragern zu I6sen und ein Austrocknen zu vermeiden,
wurden sie in mit DPBS gefliliten Petrischalen zwischengelagert. Das aufgetau-
te Tissue Tek vermischte sich mit der Losung. Die Schnitte konnten dadurch mit
einem Spatel vorsichtig abgel6st, und in Eppendorfgefallen weiterverarbeitet

werden.
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Abbildung 3: Zuschneiden am Kryotom. In (A-B) sieht man das auf dem Metallzylin-

der befestigte, bereits ausgehartete, 2x4 cm grof3e Tissue Tek Stick. Es dient als
Grundlage fur das Praparat. (C-D) Das zu schneidenden Knorpelstiick wurde mit der
Knorpeloberflache senkrecht zur Grundlage aufgebracht und anschlieRend mit Tissue
Tek eingedeckt. (E) Der 35 um breite Schnitt des Praparats sammelt sich unter der
Glasscheibe. (F) Nach dem die Glasscheibe beiseite geklappt wurde, konnte der
Schnitt mit Hilfe eines Objekttragers aufgesammelt werden.

2.2.4 Indirekte Immunfluoreszenz

Um die Gewebepermeabilitat zu steigern und die Antigene zu demaskieren,
wurden die Schnitte je nach Zielepitop mit Hyaluronidase (1 mg/ml) oder Kol-
lagenase (2 mg/ml) enzymatisch zersetzt, bei 37 °C fur 60 min. Danach folgten
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drei Waschvorgange mit DPBS fur je funf Minuten bei 20 °C. Um unspezifische
Bindungen der Antikérper zu verhindern und eine unerwinschte Hintergrund-
markierung zu minimieren, wurden die Proben mit Riderserumalbumin (5 % w/v
BSA) und einem Detergenz (0,3 % v/v Triton X100), gelost in DPBS, fur eine
Stunde bei 20 °C inkubiert. Es folgten erneut drei Waschvorgange mit DPBS fur
funf Minuten bei 20 °C. Der Primarantikorper bindet spezifisch an das gesuchte
Antigen. Es wurden Primarantikdrper gegen Kollagen Typ VI, Kollagen Typ liI,
Perlekan, Biglykan und Fibrillin-1 verwendet. Die Prim&rantikGrper wurden mit
der BSA-L6sung (2,5 %) im Verhéltnis 1:100 verdinnt. Um eine Negativkontrol-
le zu erhalten, wurde in diesem Schritt zusatzlich eine Probe anstelle des Pri-
marantikérpers mit nur 2,5 % BSA-L6sung inkubiert. Der Primarantikorper hat
uber Nacht bei 4 °C gebunden. Es folgten drei Waschvorgange fur je funf Minu-
ten bei 20 °C. Der Sekundarantikérper band an die leichten und schweren Ket-
ten des Priméarantikérper. Damit spater unter dem Mikroskop eine Detektion
erfolgen konnte, waren an die Sekundarantikdrper Fluorochrome (fluoreszie-
rende Markersubstanzen) gekoppelt. Durch die Lichtempfindlichkeit der Flu-
orochrome wurden alle weiteren Arbeitsschritte unter lichtgeschitzten
Bedingungen durchgefiihrt. Der Sekundarantikdrper wurde in DPBS im Verhalt-
nis 1:100 verdunnt, DAPI fir die Zellkernfarbung im Verhaltnis 1:1000. Die L6-
sung konnte fir zwei Stunden bei 20 °C sowohl auf die Proben, welche zuvor
mit dem Primarantikorper inkubiert worden waren, als auch auf die Negativkon-

trolle einwirken. Es folgten erneut drei Waschvorgange mit DPBS.

Zum Aufbringen der Schnitte auf einen Objekttrager wurde der Inhalt der Ep-
pendorfgefal3e in eine mit DPBS gefiillte Petrischale gegeben. In der Flissigkeit
lieBen sich die Schnitte mit Hilfe einer Pinzette entfalten. Die kurze Kante des
Objekttragers tauchte in das Wasser und mit der Pinzette konnten so die entfal-
teten Schnitte auf den Objekttrager gezogen werden. Direkt im Anschluss wur-
den die Schnitte mit Fluorescent Mounting Medium eingedeckt und ein
Deckglaschen vorsichtig aufgebracht. Bis zur Aufnahme der mikroskopischen

Bilder lagerten die Schnitte lichtgeschiitzt bei 4 °C.
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Tabelle 10: Zuordnung Antikorper

Struktur Primarantikorper Sekundarantikorper

. . Goat anti-Rabbit IgG Alexa
Kollagen Typ VI Anti-Collagen VI antibody Fluor 555

. . Goat anti-Rabbit IgG Alexa
Kollagen Typ llI Anti-Collagen Il antibody Fluor 555
Perlekan Perlecan (E-6) Goat Ant-Mouse IgG

Alexa Fluor 594

Goat anti-Rabbit IgG Alexa

Biglykan Anti-BGN antibody Fluor 555
Fibrillin-1 Fibrillin 1 Monoclonal Goat Anti-Mouse 1gG
antibody (11C1.3) Alexa Fluor 594

2.2.5 Fluoreszenzmikroskopie

Um maoglichst vergleichbare Bilder zu erhalten und die maximale Fluoreszenz
der Sekundarantikérper auszunutzen, erfolgten die mikroskopischen Aufnah-
men in den folgenden 30 Stunden. Die Bilder wurden mit dem Laserscanning
Mikroskop 510 von Carl Zeiss aufgenommen.

Fur die Beurteilung der PZM in Bezug zur Zelle musste sowohl die Fluoreszenz
des Sekundéarantikorpers als auch der Zellkernfarbung in einem Bild dargestellt
werden. Dabei wurden die Bilder mit dem Sekundarantikérper ,Alexa 555 mit
monochromatischem Licht aus einer Quecksilberhochdruckdampflampe ange-
regt. Auch das DAPI wurde hier mit monochromatischem Licht aus einer
Quecksilberhochdruckdampflampe angeregt. Der Sekundéarantikdrper ,Alexa
594“ wurde fir die Aufnahmen mit einer LED Lampe mit 590 nm angeregt, das
DAPI mit einer LED Lampe mit 350 nm. Fir die Mehrkanalaufnahmen wurde
das Préaparat zuerst mit der einen, dann mit der zweiten Wellenlange, fur zuvor
festgelegte Zeit, beleuchtet und die zwei entstandenen Bilder zu einem Bild ver-

rechnet.

Um einen moglichst groRen Uberblick zu erhalten und die verschiedenen Zonen
im Kontext zu ihrer Umgebung und den Bezug zueinander darzustellen, wurde
vom gesamten Préparat eine Mosaikaufnahme angefertigt. Dabei wurden mit
dem Modul MosaiX im Programm AxioVision Rel. 4.8 von Zeiss viele einzelne
Aufnahmen gemacht und anschliel3end zu einem grof3en Gesamtbild zusam-
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mengefligt. Zuerst wurde ein Raster fur verschiedene Positionen eingestellt, in
dem jedes Kastchen fur eine Bildaufnahme stand. Damit das Gesamtbild den
Schnitt moglichst stufenlos darstellen konnte, wurde eine Uberschneidung der
Kastchen von 15 % gewahlt. AnschlieRend wurden zuerst alle Stellen des
Schnittes manuell scharf gestellt und diese Einstellungen den Kéastchen zuge-
ordnet gespeichert. Nach Wabhl einer fur alle Bereiche moglichst optimalen Be-
lichtungszeit, wurden mit einem automatischen und motorisierten Tisch die

zuvor gespeicherten Positionen abgefahren und die Aufnahmen gemacht.

2.2.6 Auswertung der Bilder

Im Programm AxioVision Rel.4.8 wurden Felder ahnlicher Gré3e definiert, um
Regionen mit dem gewinschten Zellmuster auszuwerten. Fur jedes Muster
wurde nach Mdoglichkeit pro Patient zwei Felder ausgewahlt, die das Muster
maoglichst gut abbildeten. Fir die visuelle Beurteilung der Bilder wurde an-
schlieend, um den Kontrast zum schwarzen Hintergrund zu verbessern, die
Farben rot zu weild und dunkelblau zu hellblau ge&ndert. Die Beurteilung erfolg-
te Uber AxioVision Rel.4.8. Ein kontrastoptimiertes Bild wurde zur Dokumentati-
on ausgeschnitten, exportiert und gespeichert. Im Programm ImageJ konnte
nach Kalibrierung des Malistabes die exakte Flache der einzelnen Felder be-
stimmt werden. Die Auszahlung der Zellen erfolgte manuell mit Unterstiitzung
durch das Plug-in cell counter in ImageJ. Fur jede Zelle wurde die sie umge-
bende Farbung nach Aussehen und Vollstandigkeit beurteilt, um die Zellen da-
raufhin den verschiedenen Kategorien zuzuordnen, wie in Tabelle 11 und

Abbildung 4 dargestellt.
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Die Beurteilung der Farbung erfolgte nach folgendem Schema:

Tabelle 11: Kategorien zur Einteilung der PZM

Beurteilungsstufen Kriterien

- rund

- scharf begrenzt

- einer Zelle zuzuordnen
- perizellular

Kategorie 1

- diffus
Kategorie 2 - unscharf
- mehrere Zellen umfassend

- kaum bis nicht sichtbar
Kategorie 3 - rudimentar
- Artefakte

Abbildung 4. Kategorien fur die Zellzuordnung. Die Fluoreszenzaufnahmen sind mar-
kiert mit DAPI (blau, Zellkern) und Antikérper gegen Kollagen Typ VI (weil3, perizellula-
re Matrix). (A) zeigt Zellen der Kategorie 1, (B) zeigt Zellen der Kategorie 2 und (C)
zeigt Zellen der Kategorie 3. Mal3stabsbalken: 20 um. Quelle: Eigene Darstellung

Daraus liel3 sich fir jede Kategorie eine Zellzahl ermitteln. Diese wurde an-
schlieend durch die dazugehorige Flache dividiert, um einen vergleichbaren
Wert, die Zelldichte, zu erhalten. Somit konnte jedem Muster eine Zelldichte fur
die unterschiedlichen Kategorien zugeordnet werden, und eine semiquantitative

Auswertung konnte erfolgen.

Die qualitative Auswertung erfolgte sowohl direkt unter dem Mikroskop, als
auch bei Ubersicht der Mosaikbilder. Unter Einbezug von Aussehen und Voll-
standigkeit konnte somit eine umfassendere und individuellere Beurteilung, so-

wohl der einzelnen Zelle, als auch der Umgebung gemacht werden. Die
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verschiedenen Helligkeiten und Zellebenen konnten bei Betrachtung unter dem
Mikroskop am besten beurteilt werden. Dabei wurden sowohl das genauere
Aussehen der perizellularen und intrazellularen Farbung, als auch die Verande-
rungen in der Extrazellularmatrix und die Lage der Zellen in den verschiedenen

Knorpelzonen mit einbezogen.

Gelenkflache
Knorpel

Knochen

Chondrozyten

Abbildung 5: Ubersicht Querschnittaufnahme mit Auswahl der Zonen zur statistischen
Auswertung. (A) Ubersichtsaufnahme des Schnittes, Fluoreszenzfarbung des Zellkerns
(dunkelblau) und Kollagen Typ Il (rot), Mal3stabsbalken: 5000 um; (B) Ausschnitt, Flu-
oreszenzfarbung des Zellkerns (hellblau) und Kollagen Typ Il (weil3), Ma3stabsbalken:
50 pm.

2.2.7 Statistische Auswertung

Pro Patient wurde fir jede Farbung und fur jedes Muster je zwei Bereiche aus-
gezahlt und als statistisch abhangig gewertet. Aus beiden Bereichen wurde ein
Mittelwert fir die Zelldichte gebildet. Die Proben der verschiedenen Patienten
wurden als statistisch unabhéngig gewertet. Insgesamt konnte von sechs Pati-
enten Probenmaterial gewonnen und ausgewertet werden. Allerdings lagen
nicht bei jedem Schnitt alle Muster vor. Im Falle von Normalverteilung erfolgte
eine parametrische, bei keiner Normalverteilung eine nicht-parametrische Aus-

wertung. Zur semiquantitativen Auswertung des Vorhandenseins der PZM, und
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um einen Vergleich zwischen den verschiedenen Mustern vornehmen zu kon-
nen, wurden die Mittelwerte der verschiedenen Zelldichten (ZD) fur die drei Ka-
tegorien jeweils gewichtet. Dabei erhielt die Kategorie 1 (ZD1), als bester
Reprasentant der perizellularen Matrix, eine Gewichtung von 0,75. Kategorie 2
(ZD2) wurde mit 0,5 und Kategorie 3 (ZD3) mit 0,25 gewichtet.

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

ZD1><3+ZD2><2+ZD3x1 (1)
4 4 4

Der so entstandene virtuelle Wert fur die perizellulare Matrix bezieht sich auf die

Flache (in mm?) und wird im Folgenden als PZM/Flache abgekirzt.

Da es bei den unterschiedlichen Mustern auch zu einer Zunahme der Zelldichte
kommt, wurde aulRerdem eine zweite Formel verwendet, um das Ausmald der

Veranderung auf die einzelne Zelle besser zu verdeutlichen:

3 2 1
ZD1XZ+ZD2XZ+ZDBXZ @)

ZD1+ZD2+ZD3

Nach der Division durch die Summe der einzelnen Zelldichten, konnte so ein
virtueller Wert fur die perizellulare Matrix pro Zelle ermittelt werden und wird im
Folgenden als PZM/Zelle abgekirzt. Eine dhnliche Gewichtung wurde bereits

von Hofmann, Steidle et al. verwendet (Hofmann, Steidle et al. 2018).

Es erfolgte ein nicht parametrischer Kruskal-Wallis-Test mit nachfolgender post-
hoc Analyse bei unabhangigen Variablen wenn p<0,1 mittels Mann-Whitney-U-
Test. Die Variable ,Muster” wurde als ordinal skaliert gewertet. P-Werte < 0,05
wurden als statistisch signifikant gewertet. Eine alpha-Adjustierung wurde nicht

vorgenommen. Die Statistik erfolgte mittels des Statistikprogramms SPSS 25.
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3 Ergebnisse

Die hier gewonnenen Daten wurden bereits im Journal of Orthopaedic Rese-
arch (Danalache, Erler et al. 2020) verdffentlicht (Danalache, Erler et al. 2020).
Eine weitere gesonderte Zitierweise der im Folgenden prasentierten Daten er-

folgt daher nicht.

3.1 Analyse der Patientendaten

Es wurden insgesamt bei sechs Patienten Ubersichtsaufnahmen fur Kollagen
Typ VI, Kollagen Typ lll, Perlekan und Biglykan angefertigt. Bei zwei Pateinten
konnten keine reprasentativen Regionen fur BC gefunden werden. Die Vertei-
lung des Patientenalters lag zwischen 50 und 85 Jahren, wobei der Median sich
bei 75 Jahren befand. Die Geschlechterverteilung war ausgeglichen (Abbildung
6).
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weiblich

c

@ 80

=

]

-5 -

£

o ‘

o 70

]

9 J

| .

3

= 60

n (Gesamt) = 6 n (Gesamt) = 6
50

Abbildung 6: Klinische Daten der untersuchten Patientenproben. Das Alter der unter-
suchten Patienten hatte eine Spannweite von 50 bis 85 Jahren, wobei der Median bei
75 Jahren lag (A). Es wurden gleich haufig Proben von mannlichen wie von weiblichen
Patienten untersucht (B). Insgesamt wurden 6 Patientenproben untersucht.

Die Zelldichte anderte sich im Verlauf der geanderten zellularen Organisation

und nahm konstant zu. Insbesondere am Ubergang zu den BC kam es zu einer
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sprunghaft erhdhten Zelldichte. Im Kruskal-Wallis-Test zeigte sich ein signifi-
kanter Unterschied mit p=0,006 (Tabelle 12).

Tabelle 12: Verteilung der Zelldichten. Zelldichte in Zellen pro mmz2 auf ganze Zahlen
gerundet, p-Wert auf die dritte Nachkommastelle gerundet. Signifikanzberechnung mit-
tels Kruskal-Wallis-Test. Abkiirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC =
Small Clusters; BC = Big Clusters.

Zelldichte
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 287 393
DS 305 574
SC 358 501 0,000
BC 955 1132

Die Zelldichte zeigte eine klare Zunahme im Verlauf der geanderten Zellorgani-
sation von SS Uber DS, SC zu BC. Insbesondere fiel eine sprunghafte Zunah-
me der Zelldichte um mehr als das Doppelte bei BC auf (Abbildung 7). Die
einzelnen Zelldichten der Muster zeigten im Mann-Whitney-U-Test als post-hoc
Untersuchung einen signifikanten Unterschied zwischen SS und BC, DS und
BC und auch zwischen SC und BC (Tabelle 13).
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Abbildung 7: Zunahme der Zelldichte bei fortschreitender Zellumorganisation. Die
Boxplots zeigen den Median der Zelldichten in mm2 im Verlauf der zellularen
Umorganisation. Es ist eine klarer Anstieg zu beobachten, der insbesondere am Uber-
gang von den SC zu den BC sprunghaft zunimmt. Ein signifikanter Unterschied
(*p<0,05) zeigt sich zwischen SS und BC, SS und SC, DS und BC, und auch zwischen
SC und BC. Abkirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small
Clusters; BC = Big Clusters.

Tabelle 13: Post-hoc Analyse der Zelldichten in den Zellmustern. Zelldichte in Zellen
pro mmz2, p-Wert auf die 3. Nachkommastelle gerundet. Vergleich der verschiedenen
Zelldichten von den Zellmustern. Signifikanzberechnung mittels Mann-Whitney-U-Test.
Abklrzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC =
Big Clusters

Vergleich der Zelldichten (Zellen/mm?2) | p-Wert
SS - DS 0,557
SS-SC 0,017
SS -BC 0,000
DS - SC 0,068
DS - BC 0,000
SC-BC 0,000
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3.2 Kollagen Typ VI
3.2.1 Veranderungen der PZM fur Kollagen Typ VI

Die Verteilung von Kollagen Typ VI in den verschiedenen Zellmustern zeigte
sich besonders um die SS klar perizelluléar, aber auch noch bei den DS und SC
lie® sich eine scharf begrenzte Anfarbung von Kollagen Typ VI perizellular dar-
stellen. In der EZM war vorwiegend kein Kollagen Typ VI sichtbar (Abbildung 8).
Bei den BC gab es wenige Zellen mit einer auffallend starken Farbung. Der
uberwiegende Grof3teil zeigte nur noch wenig, eher diffus verteiltes, unscharf
begrenztes Kollagen Typ VI (Abbildung 9). Sowohl Zellen der oberflachlichen
als auch der mittleren Zone zeigten eine PZM aus Kollagen Typ VI. Selbst im
oberen Bereich der tiefen Zone war eine PZM erkennbar, wenn auch abge-

schwacht.
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Abbildung 8: Zellmuster mit Anfarbung des Kollagen Typ VI in der perizellularen Mat-
rix. Fluoreszenzaufnahme mit Zellkernfarbung (DAPI, hellblau) und Kollagen Typ VI-
Antikorper (weil3). (A) Single Strings; (B) Double Strings; (C) Small Clusters; (D) Big
Clusters; Mal3stabsbalken: 50 um. Kollagen Typ VI befindet sich perizellular und hat
eine charakteristische, kapselartige Form, um jede einzelne Zelle (A). Es wird im Ver-
lauf von Double Strings zu Small Clusters (B-C), vor allem aber bei Big Clusters (D)
weniger und diffuser.
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fV  :Knochen

Abbildung 9: Big Clusters mit Anfarbung des Kollagen Typ VI in der perizellularen
Matrix. Fluoreszenzaufnahme, Zellkern gefarbt mit DAPI (hellblau) und Kollagen Typ
VI-Antikorper (weil3). (A) Big Clusters mit wenig diffuser Anfarbung von Kollagen
Typ VI; entspricht der grof3en Mehrheit der Big Clusters. (B) Big Cluster mit sehr star-
ker Anfarbung von Kollagen Typ VI; entspricht nur einzelnen Big Clusters. Mal3stabs-
balken: 50 um. (C) Sowohl Zellen der oberflachlichen als auch der mittleren Zone
zeigen eine PZM aus Kollagen Typ VI (1). Selbst im oberen Bereich der tiefen Zone ist
eine PZM erkennbar, wenn auch abgeschwécht. Mal3stabsbalken 200 pm.

Bei Betrachtung der Veranderung von Kollagen Typ VI in der PZM mit fort-
schreitender zellularer Umorganisation von SS tber DS und SC zu BC, fiel zu-
nachst eine deutliche Zunahme der Zelldichte auf. Des Weiteren &nderte sich
im Verlauf auch die Struktur von Kollagen Typ VI in der PZM. Durch die Eintei-

lung der Zellen in die drei ordinalen? Auspragungskategorien der PZM konnte
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illlustriert werden, wie sich die Anteile der Kategorien und damit die Struktur und
Integritat der PZM andert. Der Anteil an Zellen aus der Kategorie 1 nahm im
Verlauf stark ab. Im Gegensatz dazu nahm der Anteil der Kategorie 2 am Uber-
gang von den DS zu den SC etwas zu und erhdhte sich um den Faktor 1,67 am
Ubergang von SC zu den BC. Auffallend war ein zu Beginn noch maRiger An-
stieg der Kategorie 3 mit einer sprunghaften Zunahme beim Ubergang von SC

zu BC um mehr als das Sechsfache (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Verteilung der Zelldichten der unterschiedlichen Kategorien in den ein-
zelnen Zellmustern fur Kollagen Typ VI. Gestapeltes Balkendiagramm, gezeigt werden
die Mittelwerte der Zelldichten der unterschiedlichen Zellkategorien fur die einzelen
Zellmuster. Die Zelldichte nimmt insgesamt im Verlauf von den SS zu den BC stetig zu.
Insbesondere zwischen den SC und BC ist eine sprunghafte Erhohung zu verzeichnen.
Auch die Zusammensetzung der PZM aus den unterschiedlichen Zellkategorien andert
sich im Verlauf massiv. So nimmt die Anzahl an Zellen aus Kategorie 1 im Verlauf ab,
Kategorie 2 nimmt insbesondere am Ubergang von den SC zu den BC stark zu. Fir
Kategorie 3 ist am Ubergag von den DS zu den SC schon eine deutliche Zunahme zu
verzeichnen, die am Ubergang von den SC zu den BC massiv gesteigert ist.
Abklrzungen: PZM = perizellulare Matrix; SS = Single Strings; DS = Double Strings;
SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

3.2.2 Analyse der PZM pro Flache fur Kollagen Typ VI

Fur den virtuellen PZM-Wert pro Flache wurde die Zelldichte von Kategorie 1
mit einem Faktor von 0,75, Kategorie 2 mit 0,5 und Kategorie 3 mit 0,25 gewich-
tet. Somit erniedrigte sich der virtuelle PZM-Wert pro Flache sowohl durch eine
geringe Zelldichte, als auch durch einen hohen Anteil von Zellen der Kategorie
3. Der virtuelle PZM-Wert pro Flache soll einen Eindruck vermitteln wie sich all-
gemein die Menge des angefarbten Strukturproteins in der PZM bei fortschrei-
tender Degeneration verandert. Der virtuelle PZM-Wert pro Flache fur Kollagen
Typ VI zeigte eine ansteigende Tendenz, welche jedoch im Kruskall-Wallis-Test
keinen signifikanten Unterschied zeigte mit p=0,086 (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Verteilung des virtuellen PZM-Wertes pro Flache fiir Kollagen Typ VI.
Zelldichte in Zellen pro mm? auf die 2. Nachkommastelle gerundet. Signifikanzberech-
nung mittels Kruskal-Wallis-Test, p-Wert auf die 3. Nachkommastelle gerundet. Ab-
kirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big
Clusters

Farbung: Kollagen Typ VI
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 163,13 180,11
DS 149,22 325,44
SC 196,66 212,49 0,086
BC 337,59 212,14

Aufgrund des klaren Trends bei Kollagen Typ VI wurde fur den direkten Ver-
gleich der einzelnen zellularen Organisationsformen der Mann-Whitney-U-Test
zur Bestimmung der p-Werte verwendet (Tabelle 15). Auch wenn der Unter-
schied nicht statistisch signifikant war, so konnte interessanterweise in der de-
skriptiven Auswertung gesehen werden, dass im vorliegenden Datensatz der
virtuelle PZM-Wert pro Flache fur Kollagen Typ VI im Zuge der zunehmend pa-
thologischen Zellmuster einen Anstieg zeigte, mit der grof3ten Differenz zwi-
schen SS und BC (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Virtueller PZM-Wert pro Flache fur Kollagen Typ VI. Die Boxplots
zeigen den Median der PZM fir Kollagen Typ VI bei fortschreitender zellularer
Umorganisation in Bezug auf die Flache in mmz2. Es ist eine leichte Zunahme im
Verlauf der fortschreitenden Degeneration erkennbar. Abklrzungen: PZM =
perizellulare Matrix; SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters;
BC = Big Clusters

Tabelle 15: Vergleich des virtuellen PZM-Wertes pro Flache der verschiedenen Zell-
muster fir Kollagen Typ VI. Signifikanzberechnung mittels Mann-Whitney-U-Test. Ab-
kirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big
Clusters

Vergleich der Zellmuster (Kollagen | p-Wert
Typ VI)

SS - DS 0,873
SS-SC 0,423
SS-BC 0,033
DS - SC 0,262
DS - BC 0,055
SC-BC 0,055

3.2.3 Analyse der PZM pro Zelle fur Kollagen Typ VI

Der virtuelle PZM-Wert pro Zelle ist ausschlie3lich abhéngig von den Anteilen

der Kategorien. Somit soll ein Eindruck vermittelt werden, wie sich die fort-
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schreitende Degeneration auf die angefarbte Struktur in der PZM der einzelnen
Zelle auswirkt. Dies gelang Uber ein Herausrechnen der Zellzahl pro Flache,
welche wie oben aufgefihrt im Laufe der Degeneration eine deutliche Zunahme
erfuhr und hierdurch auch in absoluter Menge den Gehalt an Kollagen Typ VI
zu steigen lassen schien. Somit wurde eine klare Abnahme der PZM pro Zelle
Uber die Entwicklung der verschiedenen Zellmustern deutlich. Diese Entwick-
lung zeigte sich auch mit signifikantem Ergebnis im Kruskal-Wallis-Test mit
p=0,012 (Tabelle 16).

Tabelle 16: Verteilung des virtuellen PZM-Wertes pro Zelle fur Kollagen Typ VI. Zell-
dichte in Zellen pro mm?, auf die 3. Nachkommastelle gerundet, Signifikanzberechnung
mittels Kruskal-Wallis-Test. Abkurzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings;
SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

Farbung: Kollagen Typ VI
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 0,586 0,060
DS 0,579 0,150
SC 0,529 0,156 0,012
BC 0,421 0,166

Fur den direkten Vergleich der einzelnen zellularen Organisationsformen wurde
fur die post-hoc Analyse der Mann-Whitney-U-Test verwendet (Tabelle 17).
Hierbei zeigten sich zwischen SS und SC, zwischen SS und BC, zwischen DS
und BC und auch zwischen SC und BC signifikante Unterschiede (Abbildung
12).
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Abbildung 12: Virtueller PZM-Wert pro Zelle fur Kollagen Typ VI. Die Boxplots zeigen
den Median der PZM fir Kollagen Typ VI bei fortschreitender zellularer Umorganisation
in Bezug auf die einzelne Zelle. Es ist eine Abnahme im Verlauf der fortschreitenden
Degeneration mit signifikanten Unterschieden (*p<0,05) zwischen SS und SC, SS und
BC, DS und BC und des Weiteren zwischen SC und BC erkennbar. Abkirzungen: PZM
= perizellulare Matrix; SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters;
BC = Big Clusters.

Tabelle 17: Vergleich des virtuellen PZM-Wertes pro Zelle der verschiedenen Zellmus-
ter fir Kollagen Typ VI. Signifikanzberechnung mittels Mann-Whitney-U-Test. Ab-
kirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big
Clusters

Vergleich der Zellmuster (Kollagen | p-Wert
Typ V)

SS - DS 0,631
SS-SC 0,025
SS-BC 0,011
DS - SC 0,200
DS - BC 0,033
SC-BC 0,033
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3.3 Kollagen Typ Il
3.3.1 Veranderungen der PZM fir Kollagen Typ Ill

Kollagen Typ Il zeigte sich bei den SS klar im Bereich der perizellularen Matrix
scharf begrenzt und zellbezogen. Auch bei den DS war das Kollagen Typ Ili
noch scharf begrenzt. Die perizellulare Matrix umfasste allerdings bereits teil-
weise schon mehrere Zellen. In den SC und BC hingegen zeigte sich Kollagen
Typ Il weniger scharf begrenzt, dafur fiel eine verbreiterte Anfarbung um die
Cluster, aber auch zwischen den Zellen auf (Abbildung 13).

Kollagen Typ Il prasentierte sich dort sowohl perizellular, als auch in bestimm-
ten Regionen in der extrazellularen Matrix. Hier konnte man ein feines Netz be-
obachten, welches sich zwischen den Zellen aufspannt und in die PZM
Ubergeht. Aul3erdem gab es BC mit einer hohen Menge von diffusem Kollagen
Typ Il zwischen den Zellen. Auffallig war bei der Kollagen Typ llI-Farbung des
Weiteren, dass bestimmte Regionen im Knorpel Kollagen Typ Ill in der PZM
haben, andere jedoch nicht. Ein direkter Zusammenhang mit den Zellmustern
oder Knorpelzonen war offensichtlich nicht erkennbar. Kollagen Typ 11l kam be-
sonders in der oberflachlichen Zone und dem oberen Teil der mittleren Zone vor
(Abbildung 14).
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Abbildung 13: Zellmuster mit Anfarbung des Kollagen Typ Il in der perizellularen Mat-
rix. Fluoreszenzaufnahme, Zellkerne gefarbt mit DAPI (hellblau) und perizellulare Mat-
rix mit Kollagen Typ llI-Antikérper (weil3). (A) Single Strings: Das Kollagen Typ Il in der
perizellularen Matrix zeigt sich scharf begrenzt und zellbezogen. (B) Double Strings:
Auch hier ist das Kollagen Typ Il noch scharf begrenzt, die perizellulare Matrix umfasst
allerdings teilweise schon mehrere Zellen. (C) Small Clusters: Kollagen Typ Il zeigt
sich weniger scharf begrenzt, dafir ist eine verbreiterte Anfarbung um die Zellhaufen
beobachtbar. (D) Big Clusters: Kollagen Typ Il ist besonders ausgepragt zwischen den
Zellen und am Rand der Big Clusters. Mal3stabsbalken: 50um.
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Abbildung 14: Anfarbung des Kollagen Typ Il in der perizellularen Matrix. Fluores-
zenzaufnahme, Zellkerne gefarbt mit DAPI (hellblau) und perizellulare Matrix mit Kol-
lagen Typ lll-AntikOrper (weiR). (A) Ubergang von Kollagen Typ Ill von der
perizellularen Matrix in die interterritoriale Matrix, netzartige Verbindung zwischen den
Zellen untereinander; MaRstabsbalken: 50um; (B) Big Cluster mit UbermaRig starker
und diffuser Auspragung von Kollagen Typ Ill; MaRstabsbalken: 50um; (C) Ubersichts-
aufnahme, bestimmte Regionen mit Kollagen Typ lll in der perizellularen Matrix aber
auch interterritorial (—), andere Regionen ohne Kollagen Typ Ill. Insgesamt ist aller-
dings kein offensichtlich erkennbarer Zusammenhang mit den Knorpelzonen oder den
Zellmustern erkennbar. Kollagen Typ Il zeigt sich in der oberflachlichen Zone und dem
oberen Teil der mittleren Zone. Maf3stabsbalken: 500um.

In Bezug auf die perizellulare Farbung von Kollagen Typ Il zeigte sich im Ver-
lauf eine Abnahme des Anteils der Kategorie 1. Im Gegensatz dazu konnte eine
konstante Zunahme des Anteils der Kategorie 2 beobachtet werden. Kategorie

3 nahm ebenfalls zu. Wahrend bei den SS die Anteile der Kategorien weitge-
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hend ausgeglichen waren, verschob sich das Gleichgewicht bei den BC zu

Gunsten von Kategorie 2 (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Verteilung der Zelldichten der unterschiedlichen Kategorien in den ein-
zelnen Zellmustern fur Kollagen Typ lll. Gestapeltes Balkendiagramm. Gezeigt werden
die Mittelwerte der Zelldichten der unterschiedlichen Zellkategorien fir die einzelen
Zellmuster. Die Zelldichte nimmt insgesamt im Verlauf von den SS zu den BC stetig zu.
Insbesondere zwischen den SC und BC ist eine sprunghafte Erh6hung zu verzeichnen.
Auch die Zusammensetzung der PZM aus den unterschiedlichen Zellkategorien &ndert
sich im Verlauf massiv. So nimmt Kategorie 1 im Verlauf ab, Kategorie 2 nimmt
konstant zu, mit einer massiven Erhohung am Ubergang von den SC zu den BC.
Kategorie 3 zeigt hingegen nur eine leichte Zunahme. Wahrend bei den SS die Anteile
der Kategorien weitgehend zu gleichen Teilen verteilt ist, verschiebt es sich bei den BC
zugunsten von Kategorie 2. Abklrzungen: PZM = perizellulare Matrix; SS = Single
Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

3.3.2 Analyse der PZM pro Flache fur Kollagen Typ I

Der virtuelle PZM-Wert pro Flache fur Kollagen Typ Il nahm im Verlauf, insbe-
sondere jedoch am Ubergang von den SC zu den BC, zu. Dies spiegelte sich
auch in einem signifikanten Unterschied im Kruskall-Wallis-Test mit p=0,033 wi-
der (Abbildung 16).
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Tabelle 18: Verteilung des virtuellen PZM-Wertes pro Flache fir Kollagen Typ Ill. Zell-
dichte in Zellen pro mmz2, auf die 3. Nachkommastelle gerundet, Signifikanzberechnung
mittels Kruskal-Wallis-Test. Abkirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings;
SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

Farbung: Kollagen Typ 1l
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 165,01 145,50
DS 166,20 107,32
SC 143,95 153,61 0.033
BC 375,37 393,78

Vergleicht man den virtuellen PZM-Wert pro Flache fur Kollagen Typ Il der ver-
schiedenen Zellmuster einzeln miteinander, ist eine Zunahme, sowohl zwischen
SS und BC, als auch zwischen DS und BC und zwischen SC und BC zu be-
obachten (Abbildung 16). Dieser Unterschied erwies sich auch im Mann-
Whithey-U-Test als statistisch signifikant (Tabelle 19).
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Abbildung 16: Virtueller PZM-Wert pro Flache fiir Kollagen Typ 1l in der perizellularen
Matrix der einzelnen zellularen Organisationsformen. Die Boxplots zeigen den Median
der PZM fiur Kollagen Typ Il bei fortschreitender zellularer Umorganisation in Bezug
auf die Flache in mmz2. Es ist eine sprunghafte Zunahme am Ubergang zu den BC zu
verzeichnen, mit signifikanten Unterschieden (*p<0,05) zwischen SS und BC, DS und
BC und aufRerdem zwischen SC und BC. Abkirzungen: PZM = perizelluldare Matrix;
SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.
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Tabelle 19: Vergleich des virtuellen PZM-Wertes pro Flache der verschiedenen Zell-
muster fUr Kollagen Typ lll. Signifikanzberechnung mittels Mann-Whitney-U-Test. Ab-
kirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big
Clusters.

Vergleich der Zellmuster (Kollagen | p-Wert
Typ 1lI)

SS - DS 0,873
SS-SC 0,522
SS-BC 0,019
DS - SC 0,522
DS - BC 0,011
SC-BC 0,019

3.3.3 Analyse der PZM pro Zelle fur Kollagen Typ 1l

Vergleicht man den virtuellen PZM-Wert pro Zelle von Kollagen Typ III der zellu-
laren Organisationsformen, kann man weder eine Zu- noch eine Abnahme ver-
zeichnen (Abbildung 17). Auch im Kruskal-Wallis-Test zeigte sich kein
signifikanter Unterschied mit p=0,449 (Tabelle 20).

Tabelle 20: Verteilung des virtuellen PZM-Wertes pro Zelle fur Kollagen Typ Ill. Zell-
dichte in Zellen pro mm2, auf die 3. Nachkommastelle gerundet, Signifikanzberechnung
mittels Kruskal-Wallis-Test. Abkirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings;
SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

Féarbung: Kollagen Typ 1l
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 0,549 0,37
DS 0,552 0,35
SC 0,513 0,23 0,449
BC 0,450 0,07
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Abbildung 17: Virtueller PZM-Wert pro Zelle fiir Kollagen Typ lll. Die Boxplots zeigen
den Median der PZM fir Kollagen Typ Il bei fortschreitender zellularer Umorganisation
in Bezug auf die einzelne Zelle. Es ist ein konstanter Verlauf bei fortschreitender
Degeneration zu sehen. Abkirzungen: PZM = perizellulare Matrix; SS = Single Strings;
DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

3.4 Perlekan
3.4.1 Veranderungen der PZM fur PerlekanO

Perlekan zeigte sich in allen vier Zellmustern klar perizellular und scharf be-
grenzt. Im Gegensatz zu Kollagen Typ VI, Kollagen Typ Il und Biglykan, war

Perlekan auch noch bei den BC zellbezogenen ausgepragt. (Abbildung 18)
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Abbildung 18: Zellmuster mit Anfarbung von Perlekan in der perizellularen Matrix.
Fluoreszenzaufnahme, Zellkerne gefarbt mit DAPI (hellblau) und perizellulare Matrix
mit Perlekan-Antikérper (weil3). (A) Single Strings; (B) Double Strings; (C) Small Clus-
ters; (D) Big Clusters. Perlekan ist bei allen Zellmustern noch klar perizellular, scharf
begrenzt und zellbezogen ausgepragt; Mal3stabsbalken: 50um.

Die perizellulare Farbung von Perlekan zeigte eine Zunahme an Kategorie 1
und Kategorie 2. Hierbei tUberwog die Zunahme an Kategorie 2 und das Ver-
haltnis verschob sich mit zunehmender Degeneration zu dessen Gunsten. Ka-
tegorie 3 konnte nur wenig beobachtet werden und nahm im Verlauf weiter ab
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Verteilung der Zelldichten der unterschiedlichen Kategorien in den ein-
zelnen Zellmustern fir Perlekan. Gestapeltes Balkendiagramm. Gezeigt werden die
Mittelwerte der Zelldichten der unterschiedlichen Zellkategorien fir die einzelen
Zellmuster. Die Zelldichte nimmt insgesamt im Verlauf von SS zu BC stetig zu.
Insbesondere zwischen den SC und BC ist eine sprunghafte Erhdhung zu verzeichnen.
Auch die Zusammensetzung der PZM aus den unterschiedlichen Zellkategorien &ndert
sich im Verlauf massiv. So nimmt Kategorie 1 im Verlauf ab, Kategorie 2 nimmt
insbesondere am Ubergang von den SC zu den BC sprunghaft zu. Fur Kategorie 3 ist
zunéchst eine leichte Zunahme am Ubergang von SS zu den DS, ist jedoch dann
wieder rucklaufig und bei den BC kaum mehr vorhanden. Abkirzungen:
PZM = perizellulare Matrix; SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small
Clusters; BC = Big Clusters.

Zelldichte Perlekan [Zellen/fmm?]

C

3.4.2 Analyse der PZM pro Flache fir Perlekan

Der virtuelle PZM-Wert pro Flache fur Perlekan zeigte eine klare Zunahme im
Verlauf der zellularen Umorganisation (Abbildung 20). Die Zunahme war auch
im Kruskal-Wallis-Test mit p=0,008 statistisch signifikant (Tabelle 21).
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Tabelle 21: Verteilung des virtuellen PZM-Wertes pro Flache fur Perlekan. Zelldichte in
Zellen pro mm?, auf die 3. Nachkommastelle gerundet, Signifikanzberechnung mittels
Kruskal-Wallis-Test. Abklrzungen: SS = Single Strings; DS =Double Strings;
SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

Farbung: Perlekan
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 152,86 215,48
DS 183,33 142,07
SC 210,20 218,22 0,008
BC 680,73 314,43

Der paarweise Mann-Whitney-U-Test als post-hoc Analyse (Tabelle 22) zeigte
fur den virtuellen PZM-Wert pro Flache bei Perlekan einen signifikanten Unter-
schied zwischen SS und BC, DS und BC und auf3erdem zwischen SC und BC.
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Abbildung 20: Virtueller PZM-Wert pro Flache fir Perlekan. Die Boxplots zeigen den
Median der PZM fir Perlekan bei fortschreitender zellularer Umorganisation in Bezug
auf die Flache in mm2. Es ist ein deutliche Zunahme im Verlauf der fortschreitenden
Degeneration mit einem signifikanten Unterschied (*p<0,05) zwischen SS und BC, DS
und BC und auch zwischen SC und BC erkennbar. Abkiirzungen: PZM = perizellulare
Matrix; SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big
Clusters.
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Tabelle 22: Vergleich des virtuellen PZM-Wertes pro Flache der verschiedenen Zell-
muster fur Perlekan. Signifikanzberechnung mittels Mann-Whitney-U-Test. Abkirzung-
en: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

Vergleich der Zellmuster (Perlekan) p-Wert
SS-DS 0,337
SS-SC 0,055
SS-BC 0,011
DS - SC 0,337
DS - BC 0,011
SC-BC 0,011

3.4.3 Analyse der PZM pro Zelle fir Perlekan

Vergleicht man den virtuellen PZM-Wert pro Zelle von Perlekan, zeigte sich im
Verlauf der zellularen Umorganisation kein Unterschied (Abbildung 21). Auch im
Kruskal-Wallis-Test konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen wer-
den mit p=0,296 (Tabelle 23).

Tabelle 23: Verteilung des virtuellen PZM-Wertes pro Zelle fir Perlekan. Zelldichte in
Zellen pro mmz, auf die 3. Nachkommastelle gerundet, Signifikanzberechnung mittels
Kruskal-Wallis-Test. Abkirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC =
Small Clusters; BC = Big Clusters.

Farbung: Perlekan
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 0,571 0,08
DS 0,571 0,11
SC 0,582 0,10 0,296
BC 0,547 0,02
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Abbildung 21: Virtueller PZM-Wert pro Zelle fur Perlekan. Die Boxplots zeigen den
Median der PZM fiir Perlekan bei fortschreitender zellularer Umorganisation in Bezug
auf die einzelne Zelle. Auch wenn eine leichte abnehmende Tendenz im Verlauf der
fortschreitenden Degeneration anmutet, so sind die vorliegenden Unterschiede jedoch
nicht statistisch signifikant (p=0,296). Abkirzungen: PZM = perizellulare Matrix;
SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

3.5 Biglykan
3.5.1 Veranderungen der PZM fur Biglykan

In den histologischen Farbungen zeigte Biglykan weniger die typische perizellu-
lare Farbung mit scharfer Begrenzung nach aul3en, wie man es bei Kollagen
Typ VI, Kollagen Typ Il und Perlekan beobachten konnte. Wahrend Biglykan
bei SS und DS noch zellbezogen vorkam, konnte bei SC und vor allem bei BC
eine auffallende Biglykananfarbung direkt um den Zellkern und territorial sowie
interterritorial beobachtet werden (Abbildung 22). Im Gegensatz dazu konnte
man mit etwas Abstand zur Zelle kein Biglykan mehr beobachten. Nach dieser
Licke trat, mit einer scharfen Begrenzung in Richtung Zelle, erneut Biglykan
auf. Die Farbung wurde nach auf3en hin schwécher. Vereinzelt war direkt um
die Zellkernfarbungen eine Anfarbung des Biglykans sichtbar (Abbildung 23.A).
Die Verteilung des Biglykans war vor allem in der oberflachlichen Zone und

oberen Mittelzone. Auffallig war hier ein relativ scharf begrenzter Ubergang zu
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der tiefen Mittelzone und der tiefen Zone mit Zellen ohne perizellular angefarb-

tes Biglykan (Abbildung 23.B).

Abbildung 22: Zellmuster mit Anfarbung des Biglykans in der perizellularen Matrix.
Fluoreszenzaufnahme, Zellkerne gefarbt mit DAPI (hellblau) und perizellulare Matrix
mit Biglykan-Antikorper (weil3). Wahrend Biglykan bei den (A) Single Strings und (B)
Double Strings noch einen klaren Zellbezug zeigt, kann bei den (C) Small Clusters und
vor allem bei (D) Big Clusters eine auffallende Biglykananfarbung direkt um den Zell-
kern und territorial sowie interterritorial beobachtet werden. MaR3stabsbalken: 50 pum.
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Abbildung 23: Anfarbung des Biglykans in der perizellularen Matrix. Fluoreszenzauf-
nahme, Zellkerne gefarbt mit DAPI (hellblau) und perizellulare Matrix mit Biglykan-
Antikorper (weil3). (A) Biglykan befindet sich perizellular und territorial und verblasst mit
zunehmender Entfernung zur Zelle in Richtung interterritorial. Dort ist keine scharfe
Grenze sichtbar (— 1). In Richtung Zelle ist eine scharfe Begrenzung sichtbar (—2).
Vereinzelt befindet sich direkt um die Zellkernfarbungen herum eine Anfarbung des
Biglykans (—3). Mal3stabsbalken: 25 um. (B) Biglykan in der oberflachlichen Zone und
am Ubergang in die Mittelzone. Auffallig ist hier ein relativ scharf begrenzter Ubergang
zu der tiefen Mittelzone und der tiefen Zone mit Zellen ohne perizellular angefarbtes
Biglykan. MaR3stabsbalken: 150 pm.

Bei Betrachtung der perizellularen Farbung von Biglykan nahm der Anteil der
Kategorie 1 im Verlauf stark ab. Im Gegensatz dazu konnte eine Zunahme des
Anteils der Kategorie 2 festgestellt werden. Auffallend war ein mafdiger Anstieg
von Kategorie 3 mit einer starken Zunahme beim Ubergang von SC zu BC
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Verteilung der Zelldichten der unterschiedlichen Kategorien in den ein-
zelnen Zellmustern fur Biglykan. Gestapeltes Balkendiagramm. Gezeigt werden die
Mittelwerte der Zelldichten der unterschiedlichen Zellkategorien fir die einzelen
Zellmuster. Die Zelldichte nimmt insgesamt im Verlauf von den SS zu den BC zu.
Insbesondere zwischen den SC und BC ist eine sprunghafte Erhdhung zu verzeichnen.
Auch die Zusammensetzung der PZM aus den unterschiedlichen Zellkategorien &ndert
sich im Verlauf massiv. So nimmt Kategorie 1 im Verlauf ab, Kategorie 2 nimmt
insbesondere am Ubergang von den DS zu den SC vermehrt zu. Fir Kategorie 3 ist
am Ubergag von den DS zu den SC schon eine deutliche Zunahme zu verzeichnen,
die am Ubergang von den SC zu den BC massiv gesteigert ist. Abklrzungen:
PZM = perizellulare Matrix; SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small
Clusters; BC = Big Clusters.

3.5.2 Analyse der PZM pro Flache fur Biglykan

Der virtuelle PZM-Wert pro Flache fir Biglykan zeigte einen Anstieg des virtuel-
len PZM-Wertes pro Flache mit einem Median von 179,73 in SS auf 258,58 in
BC. Diese Zunahme war zwar nicht statistisch signifikant, jedoch konnte man

bei einem p=0,066 einen klaren Trend erkennen (Tabelle 24).
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Tabelle 24: Verteilung des virtuellen PZM-Wertes pro Flache fir Biglykan. Zelldichte in
Zellen pro mm?, auf die 2. Nachkommastelle gerundet, Signifikanzberechnung mittels
Kruskal-Wallis-Test. Abkirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC =
Small Clusters; BC = Big Clusters.

Farbung: Biglykan
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 179,73 213,92
DS 157,59 88,66
SC 243,53 182,45 0,066
BC 258,58 281,18

Aufgrund des Trends bei Biglykan wurde fur den direkten Vergleich der einzel-
nen zellularen Organisationsformen der Mann-Whitney-U-Test zur Bestimmung
der p-Werte verwendet (Tabelle 25). So konnte bei Kollagen Typ VI zwischen
DS und BC der grof3te Unterschied verzeichnet werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Virtueller PZM-Wert pro Flache fur Biglykan. Die Boxplots zeigen den
Median der PZM fur Kollagen Typ VI bei fortschreitender zellularer Umorganisation in
Bezug auf die Flache in mm2 Es ist eine leichte Zunahme im Verlauf der
fortschreitenden Degeneration mit dem grof3ten Unterschied zwischen DS und BC
erkennbar. Abkiirzungen: PZM = perizellulare Matrix; SS = Single Strings; DS = Double
Strings; SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.
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Tabelle 25: Vergleich des virtuellen PZM-Wertes pro Flache der verschiedenen Zell-
muster fir Biglykan. Signifikanzberechnung mittels Mann-Whitney-U-Test. Abkirzung-
en: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big Clusters

Vergleich der Zellmuster (Biglykan) p-Wert
SS-DS 0,262
SS-SC 0,423
SS-BC 0,055
DS - SC 0,109
DS - BC 0,019
SC-BC 0,394

3.5.3 Analyse der PZM pro Zelle fir Biglykan

Vergleicht man den virtuellen PZM-Wert pro Zelle von Biglykan, zeigte sich im

Verlauf der zellularen Umorganisation eine klare Abnahme (Abbildung 26). Der

Abfall der Werte bewies sich auch im Kruskal-Wallis-Test mit p=0,007 als statis-
tisch signifikant (Tabelle 26).

Tabelle 26: Verteilung des virtuellen PZM-Wertes pro Zelle fur Biglykan. Zelldichte in
Zellen pro mmz, auf die 3. Nachkommastelle gerundet, Signifikanzberechnung mittels
Kruskal-Wallis-Test. Abkirzungen: SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC =
Small Clusters; BC = Big Clusters.

Féarbung: Biglykan
Zellmuster Median Spannweite p-Wert
SS 0,586 0,19
DS 0,586 0,16
SC 0,514 0,11 0,007
BC 0,381 0,13

In der darauf folgenden Post-hoc-Analyse mittels Mann-Whitney-U-Test zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen SS und SC, SS und BC, DS und BC
und auRerdem zwischen SC und BC (Tabelle 27).
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Abbildung 26: Virtueller PZM-Wert pro Zelle fur Biglykan. Die Boxplots zeigen den
Median der PZM fir Biglykan bei fortschreitender zellularer Umorganisation in Bezug
auf die einzelne Zelle. Es ist ein Abnahme im Verlauf der fortschreitenden
Degeneration mit signifikanten Unterschieden (*p<0,05) zwischen SS und SC, SS und
BC, DS und BC und des Weiteren zwischen SC und BC erkennbar. Abklrzungen: PZM
= perizellulare Matrix; SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters;
BC = Big Clusters.

Tabelle 27: Vergleich des virtuellen PZM-Wertes pro Zelle der verschiedenen Zellmus-
ter fur Biglykan. Signifikanzberechnung mittels Mann-Whitney-U-Test. Abkirzungen:
SS = Single Strings; DS = Double Strings; SC = Small Clusters; BC = Big Clusters.

Vergleich der Zellmuster (Biglykan) p-Wert
SS-DS 0,522
SS-SC 0,037
SS-BC 0,011
DS - SC 0,337
DS - BC 0,011
SC-BC 0,011
3.6 Fibrillin-1

3.6.1 Veranderungen der PZM fur Fibrillin-1
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Um den Knorpel im Querschnitt beurteilen zu kénnen, war es notwendig, das
verbliebene Knochenmaterial am Knorpel vor dem Schneiden am Kryotom zu
entkalken. Um das Kalzium aus dem Knochen heraus zu l6sen, wurde der
Chelatbinder EDTA verwendet. Der Fibrillin-Komplex enthalt allerdings Kalzium
als zentrales lon. Durch das Entkalken mit EDTA wurde vermutlich auch das
Kalzium aus dem Fibrillin-Komplex herausgelost und somit die quartare Pro-
teinstruktur zerstort. Dadurch verédnderte sich vermutlich auch die spezifische
Bindungsstelle fir den Antikorper gegen Fibrillin-1. Eine Immunhistochemie mit
dem Fibrillin-1-Antikbrper war somit entsprechend des Protokolls fur die ande-
ren Farbungen fur den Querschnitt erfolglos. Auch der Versuch, nach dem Ent-
kalken erneut mit Hitze und Kalziumchlorid dem Fibrillin-1 neue Kalziumionen
zur Verfugung zu stellen, wie von (Kielty and Shuttleworth 1993) zuvor be-
schrieben, fuhrte héchstwahrscheinlich aufgrund der zu hohen EDTA Konzent-
ration und der zu starken Zerstérung, nicht zu einer Renaturierung. Somit
konnte keine Beurteilung am gesamten Knorpel und der Bezug zu den Schich-
ten, sowie zu den Zellmustern stattfinden. Durch den Verzicht auf das Entkal-
ken konnte allerdings aus der oberflachlichen Zone eine Probe parallel zur
Oberflache geschnitten werden. Hierbei gelang es Fibrillin-1 anzufarben. Man
kann hier die perizellulare Ansammlung von Fibrillin-1, mit faserartigen Auslau-

fern von der Zelle in die Peripherie, beobachten (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Zellmuster mit Anfarbung des Fibrillin-1 in der perizellularen Matrix.
Fluoreszenzaufnahme, Zellkerne gefarbt mit DAPI (hellblau) und perizellulare Matrix
mit Fibrillin-1-Antikdrper (weil3). (A) Vergrol3erte Aufnahme der perizellularen Matrix mit
Auslaufern, die von der Zelle in die Peripherie ziehen. Mal3stabsbalken: 20 um (B)
Ubersichtsaufnahme mit perizellular angefarbtem Fibrillin-1. MaRstabsbalken: 100 um.
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4 Diskussion

Die PZM als zentraler Vermittlungspunkt zwischen Zelle und Umgebung hat
sowohl grof3en Einfluss auf die Zelle, als auch auf die restliche EZM. Sie bindet
Signalmolekile wie Wachstumsfaktoren und Chemokine (Vincent, McLean et
al. 2007) und kann somit sowohl fur lokale Konzentrationserhéhungen als auch
fur Inaktivierung durch Bindung sorgen. Die Signhalmolekile wiederum haben di-
rekte Auswirkungen auf den Zellmetabolismus. Die EZM und damit die gesamte
Knorpelarchitektur wird durch die PZM zentral gesteuert, indem sie beispielwei-
se die Bildung der Kollagen Typ Il Fibrillen beeinflusst (Soder, Hambach et al.
2002). AuRerdem moduliert und Ubertragt sie die im Knorpel wirkenden Kréfte
auf die einzelnen Zellen Gber mechanosensitive lonenkandle (Youn, Choi et al.
2006). Auch bei Inflammation zeigt sie chondroprotektive Effekte (Chu, Zhang
et al. 2017). Arthrose betrifft zwar das gesamte Gelenk, wirkt sich allerding pri-
mar auf den hyalinen Gelenkknorpel aus. Der Metabolismus ist gestért und die
Veranderungen zeichnen sich auch auf zellularer Ebene ab. Es liegt nahe, dass
die Veranderungen sowohl zum Teil reaktiv als Kompensation des veranderten
Stoffwechsels, zum Teil aber vermutlich auch durch den veré&nderten Stoff-
wechsel selbst zustande kommen. Es liegt auch nahe, dass die PZM als zentra-
les Modulationsorgan fur den Knorpelstoffwechsel eine tragende Rolle spielt.
So konnten auch Guilak und Nims et al. sowie Liu und Wang et al. den Ver-
dacht bestéarken, dass der Erhalt der PZM Integritat sowohl den Beginn, als
auch den irreversiblen fortschreitenden Verlauf von Arthrose positiv beeinflus-
sen konnte (Guilak, Nims et al. 2018, Liu, Wang et al. 2018).

Obwohl es bisher viele Studien zu der PZM und ihren biomechanischen Eigen-
schaften gibt, wurden hauptséchlich Kollagen Typ VI und Perlekan als repra-
sentative Vertreter untersucht. Die weiteren Hauptkomponenten und
insbesondere die Veranderung der Zusammensetzung bei Arthrose sind noch
wenig untersucht. Im Verlauf der arthrotisch bedingten Knorpeldegeneration
konnte nachgewiesen werden, dass die zunehmende Knorpelschadigung mit
einer zellularen Umorganisation einhergeht. Die Anderung der Zellorganisation

dient als Grundlage fir einen optischen Biomarker, der den Progress der Arth-
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rose auf zellularer Basis wiederspiegelt. Anhand dieses zellularen Biomarkers
konnte gezeigt werden, dass sich nicht nur die EZM, sondern auch die PZM in
ihren biomechanischen Eigenschaften, wie der Steifigkeit, &ndert. In diesem
Zusammenhang konnte auch bereits immunhistochemisch nachgewiesen wer-
den, dass sich damit einhergehend Kollagen Typ VI und Perlekan in der PZM

verandern. (Danalache, Kleinert et al. 2019)

Ziel der hier prasentierten Studie war es, die Veranderungen in der PZM als
Funktion der zellularen Umorganisation bei Arthrose zu untersuchen. Dazu
wurden funf Hauptkomponenten ausgewertet: Kollagen Typ VI und Kollagen
Typ Il als Vertreter der Kollagene, Perlekan und Biglykan als wichtige Proteo-
glykane und Fibrillin-1 als Vertreter der Glykoproteine. Die Hypothese war, dass
sich die verschiedenen Komponenten der PZM &andern und diese Veranderun-
gen mit denen in der Zellorganisation vorkommenden korrelieren. Vermutet
wurde insbesondere, dass es zu einem zunehmenden Verlust der Integritat der

PZM im Rahmen der zunehmenden Gewebedegeneration kommt.

4.1 Methodik

Untersucht wurde humaner Knorpel von Patienten mit diagnostizierter Gonarth-
rose. Die Arbeit mit humanen Knorpelproben entspricht zwar sehr nah der tat-
sachlichen Situation in vivo, zog allerdings auch einige Einschrankungen mit
sich: Damit die Antikdper durch das dicke Kollagenmaschenwerk zu den Zellen
und zur PZM durchdringen konnten, mussten die Knorpelproben enzymatisch
angedaut werden. Durch die enzymatische Zersetzung sind mogliche Artefakte
denkbar. AuBerdem mussten die Proben, um mit anliegender Knorpel-Knochen-
Ubergangszone geschnitten werden zu kénnen, entkalkt werden. Durch den
Entkalkungsprozess mittels EDTA kam es zu einer irreversiblen Zerstérung der
Quartéarstruktur von Fibrillin-1. Der Versuch einer Wiederherstellung mittels
CaCl wie von Kielty et al. beschrieben, zeigte keinen Erfolg. Dies kdnnte der
langen Dauer des Entkalkens und der hohen Konzentration des EDTAs ge-

schuldet sein. In der Tat konnten Kielty et al. zeigen, dass die Denaturierung
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des Fibrillin-1 durch Kalziumentzug nur bis zu einem gewissen Grad reversibel
ist (Kielty and Shuttleworth 1993).

Bei den zellularen Organisationsmustern handelt es sich um Verteilungen im
dreidimensionalen Raum. Folglich konnten bei dickeren Schnitten die angren-
zenden Zellen besser ins Gesamtbild mit einbezogen werden. Aul3erdem wurde
durch eine gewisse Mindestdicke bei der Verarbeitung die Stabilitat und somit
die Unversehrtheit der Praparate gewdahrt. Bei zweidimensionalen Bildaufnah-
men konnte letztlich jedoch nur eine Fokusebene scharf aufgenommen werden.
Auch das Durchdringen der Antikérper war bei geringerer Dicke besser. Somit
kann die Schnittdicke von 35 pum als Kompromiss zwischen diesen Aspekten
betrachtet werden. Eine mdgliche Losung dieser Problematik ware fir die Zu-
kunft eine dreidimensionale Aufnahme des Gewebes, wie beispielsweise mittels
hochauflésender pu-CT. Durch die beschriebene Problematik der unscharfen
Ebenen auf einer Aufnahme, ist moglicherweise die erhdhte Anzahl von Zellen,
die der Kategorie 2 zugeordnet wurden, im noch intakten Knorpel mit vielen SS
erklarbar. Bei der Aufnahme von den sehr grof3en zusammenhangenden Knor-
pelstiicken konnte teilweise eine unterschiedliche Helligkeit innerhalb eines
Schnittes beobachtet werden. Diese kénnte moglicherweise durch unterschied-
liche Penetration des Antikdrpers in das Gewebe oder eine inhomogene Vertei-
lung der Antikorper erklart werden. Hierdurch bedingt ist insbesondere bei den
Mosaikaufnahmen die Belichtungszeit ein Kompromiss zwischen den beiden
Extremen. Zur Verbesserung der spateren visuellen Beurteilung wurde fir die
individuell zu beurteilenden Bereiche der Kontrast etwas hervorgehoben. Au-
Rerdem wurde die Farbe des roten Kanals auf weil3 geandert und die des blau-
en Kanals auf hellblau, um den Kontrast zum schwarzen Hintergrund der Bilder

fur das menschliche Auge zu maximieren.

4.2 Veranderungen der einzelnen PZM-Komponenten

Es konnte gezeigt werden, dass sich die PZM im Verlauf der zellularen Umor-
ganisation von SS zu BC sowohl in ihrer Zusammensetzung aus den einzelnen

Strukturproteinen, als auch in ihrer Integritdt und Form &ndert. Somit stiitzen die
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gewonnenen Ergebnisse das Modell des zellularen Biomarkers fir lokale Ge-
webeschadigung anhand der Zellorganisation. Wie von Danalache et al. ge-
zeigt, andert sich die PZM auch in ihren biomechanischen Eigenschaften
korrelierend mit der veranderten Zellorganisation. (Danalache, Kleinert et al.
2019) Auch hier wurden schon Anderungen von Kollagen Typ VI und Perlekan
beschrieben. Diese Anderungen konnten nun durch die Analyse weiterer Struk-

turproteine der PZM genauer prazisiert werden.

4.2.1 Veranderungen von Kollagen Typ VI

Bei Kollagen Typ VI konnte der schrittweise fortschreitende Verlauf korrelierend
zur zellularen Umorganisation beobachtet werden. Wahrend man bei SS und
DS noch eine klare, scharf begrenzte perizellulare Anfarbung von Kollagen VI
erkennen konnte, wurde das Signal bei SC bereits geringer und war bei BC
kaum noch vorhanden sowie diffus verteilt. In der semiquantitativen Auswertung
zeigte sich eine Zunahme der Zellen mit diffuser oder fehlender PZM der Kate-
gorie 3. Diese Zunahme erfolgte sowohl in absoluten Zahlen als auch anteils-
mafiig. Daraus konnte somit eine Abnahme von Kollagen Typ VI in der PZM bei
zunehmender Degeneration und damit einhergehender Zellumorganisation ge-
folgert werden. Bei Betrachtung des virtuellen PZM-Wertes pro Flache zeigte
Kollagen Typ VI den gro3ten Anstieg zwischen den SC und den BC. Insgesamt
nahm allerdings die Zellzahl im Verlauf der zellularen Umorganisation zu und
damit korrelierend auch die PZM pro Flache. Bei Betrachtung des virtuellen
PZM-Wertes pro Zelle war Kollagen Typ VI jedoch im Verlauf stark rucklaufig.
Insgesamt zeigten sich hier fur Kollagen Typ VI bereits im Kruskal-Wallis-Test
signifikante Unterschiede (p=0,012) und stitzen die beobachtete Fragmentie-
rung und Abnahme der PZM.

Kollagen Typ VI als typisches Strukturprotein der PZM (Poole, Ayad et al. 1992)
wurde schon vielfach zuvor in gesundem und arthrotisch verandertem Knorpel
beschrieben und untersucht. Durch seine wichtigen Funktionen als Schnittstelle
zwischen Zelle und der EZM liegt es nahe, dass Kollagen Typ VI fur die intakte
Funktion der PZM wichtig ist. Besonders herausstechend ist die Bindung von
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Kollagen Typ VI an Kollagen Typ Il (Soder, Hambach et al. 2002), welches am
haufigsten im hyalinen Knorpel vorkommt und die Basis fur die Struktur der
EZM bildet. Auch Kollagen Typ Il ist bei Arthrose vermindert und liegt vermehrt
denaturiert vor (Hollander, Heathfield et al. 1994). Durch die Verbindung der
beiden Strukturproteine ware hier eine wechselseitige Beeinflussung denkbar.
Die gewonnenen Ergebnisse wirden mit dieser Hypothese Ubereinstimmen.
Auch weitere Autoren konnten bereits eine Verdnderung des Kollagen Typ VI
Gehalts feststellen: So wurde sowohl von Danalache et al. (Danalache, Kleinert
et al. 2019) mittels quantitativer ELISA, als auch von Felka et al. (Felka,
Rothdiener et al. 2016) mittels Immunofluoreszenz und ,second harmonic gene-
ration multiphoton microscopy (SHG)“, einer Methode zur Quantifizierung der
Kollagenintensitat, eine Verminderung des Kollagen Typ VI insbesondere bei
Clusterbildung beobachtet. Interessanterweise steht dem gegentber, dass bei
Clusterformationen und in der tieferen Zone des Knorpels eine erhhte mRNA
Expression festgestellt werden konnte (Pullig, Weseloh et al. 1999). Die vermut-
lich reaktiv erhdhte Synthese, trotz erniedrigter Konzentrationen in der Umge-
bung, spricht fur einen Kollagen Typ VI Verlust durch abbauende Enzyme wie
Matrixmetalloproteinasen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass strukturelle
Anderungen unter anderem von Kollagen Typ VI in der PZM bereits Einfluss auf
die Mechanik und Kraftlibertragung auf die Zellen hatten, auch wenn bis zu die-
sem Zeitpunkt noch keine makroskopischen Veradnderungen sichtbar waren
(Khoshgoftar, Torzilli et al. 2018). Auch die beschriebene optische Veréanderung
der PZM, die sich bei SS noch streng perizellular prasentiert und dann zuneh-
mend diffuser wird und ihre typische kapselartige Form verliert, kbnnte mit den
Beobachtungen von Soder et al. (Soder, Hambach et al. 2002) tGbereinstimmen,
welche eine Veranderung von perizellular nach interterritorial bei Arthrose be-
schrieben haben. Insofern kann die hier in der semiquantitativen Auswertung
der PZM pro Flache beobachtete Zunahme an Kollagen Typ VI eher im Sinne
der Zunahme des Verbreitungsareals gesehen werden, als im Sinne einer Zu-
nahme der tatsachlichen absoluten Proteinmenge. In anderen Geweben spielt
Kollagen Typ VI auch eine Rolle in der Modulation von Makrophagen und bei

der Regeneration von peripheren Nerven (Chen, Cescon et al. 2015). Ahnliche
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Funktionen wéaren auch im Knorpel denkbar, wodurch ein Funktionsverlust und
eine Abnahme von Kollagen Typ VI die Progression von Arthrose fordern war-
de.

Auffallend waren allerdings vereinzelte BC mit sehr viel Kollagen Typ VI in ihrer
perizellularen Umgebung. Ungewohnlich war hier die tbermafiig starke Hellig-
keit, die sonst bei keinen anderen Zellen zu beobachten war. Aufgrund der weit
uberwiegenden Mehrzahl an BC mit diffuser PZM und auch der ungewdhnlich
starken Helligkeit ware es denkbar, dass es sich hierbei um ein Artefakt han-
deln kénnte. Ansonsten ware es maoglich, dass es eine zweite Art von BC mit
uberschiel3ender Kollagen Typ VI Produktion gibt. Bereits Hambach et al.
(Hambach, Neureiter et al. 1998) konnten aufzeigen, dass in manchen Gewe-
beproben signifikant erhdhte mMRNA Expression fur Kollagen Typ VI sogar in der
oberflachlichen Zone vorkommt, wahrend andere Proben dies nicht aufwiesen.
Madglicherweise kdnnten hier Wachstumsfaktoren eine Rolle spielen. So zeigten
Horikawa et al. bereits auf, dass sich die Kollagen Typ VI Menge um Chondro-
zyten in Zellkulturen nach Zugabe von TGF-B1, einem Wachstumsfaktor der
auch im Knorpel an der Homdostase beteiligt ist, vermehrt (Horikawa, Nakajima
et al. 2004). Des Weiteren konnte schon zuvor gezeigt werden, dass die 10sli-
che Form von Kollagen Typ VI sowohl in gesundem Knorpel, als auch in Knor-
pel mit Arthrose die Proliferation von Chondrozyten anregt (Smeriglio, Dhulipala
et al. 2015). Denkbar ware hier auch eine Mitbeteiligung an der Bildung der BC

durch eine Formanderung des Kollagen Typ VI.

4.2.2 Veranderungen von Kollagen Typ llI

Bei Kollagen Typ Il fallt auf, dass es bei fortschreitendem Verlauf der Gewebe-
schadigung sowohl perizellular als auch interterritorial vermehrt vorkommt. Vor
allem bei SC und BC ist die Verdnderung der Lokalisation ausgepragt. Im Ge-
gensatz zu Kollagen Typ VI und Biglykan nimmt Kollagen Typ Il pro Zelle nicht
ab. Stattdessen kommt es am Ubergang von den SC zu den BC zu einer mas-
siven Zunahme von Kollagen Typ Il pro Flache, am ehesten als Folge der Zell-
vermehrung. Besonders die starke Zunahme von Zellen der Kategorie 2 und
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der relativ geringen Anzahl von Zellen der Kategorie 3 spricht daftir, dass sich
Kollagen Typ Il bei zunehmender Degeneration reaktiv erhdht. Bei Betrachtung
des virtuellen PZM-Wertes pro Flache zeigte auch Kollagen Typ Ill den grof3ten
Anstieg zwischen den SC und den BC. Die allgemeine Zunahme der Zellzahl im
Verlauf und die starke Zunahme an Zellen der Kategorie 2 kdnnte die Signifi-
kanz fur die PZM pro Flache im Kruskal-Wallis-Test (p=0,033) erklaren. Der vir-
tuelle PZM-Wert pro Zelle zeigte hingegen keine Signifikanz bei weitgehend
gleichbleibendem Median. Dies deutet darauf hin, dass Kollagen Typ Il reaktiv
vermehrt produziert wird. Kollagen Typ lll ist ein Protein, welches in Granulati-
onsgewebe bei der Wundheilung eine tragende Rolle spielt (Hayakawa,
Hashimoto et al. 1979) und mdglicherweise somit auch im Knorpel wesentlich
an Reparaturvorgangen beteiligt ist. Das erhohte extrazellulare Vorkommen
konnte auf einen mdglichen Heilungsversuch des Knorpels hindeuten. Der
uberwiegende Anteil an Zellen der PZM-Kategorie 1 mit Kollagen Typ IIl wurde
auch hier bei den SS gefunden. Dies spricht fur eine intakte PZM und passt zur
bereits vorher beschriebenen perizellularen Lokalisation von Kollagen Typ Il in
gesundem Knorpel (Wotton and Duance 1994). Einhergehend mit der zuneh-
menden Zellzahl gab es im Verlauf immer mehr Zellen mit Kollagen Typ Il in ih-
rer PZM. Selbst bei den BC war immer noch viel Kollagen Typ Ill erkennbar.
Allerdings hatte es hier seine kapselartige Struktur verloren und war diffuser
verteilt. Auffallend waren hier auch BC mit einer Gbermafig starken Kollagen
Typ Il Ansammlung im perizellularen Bereich. Somit fand sich hier vor allem ein
grolRer Anteil an Zellen der Kategorie 2. Passend dazu konnte das Vorkommen
von Kollagen Typ Il bei Clustern bereits von Hosseininia et al. (Hosseininia,
Weis et al. 2016) beschrieben werden. Auffallend waren allerdings Regionen, in
denen kein Kollagen Typ Il zu finden war. Ob es sich hierbei um Artefakte
durch ungentigende Antikérperdurchdringung des Gewebes handelt, ob die Ex-
pression von Kollagen Typ Il herunterreguliert war oder ob das Kollagen Typ Il
bereits durch verschiedene matrixabbauende Enzyme wie MMPs abgebaut
wurde, bleibt zum aktuellen Zeitpunkt ungeklart. Interessant ist, dass in Osteo-
phyten eine erhdohte Expression von Kollagen Typ Il und Typ Il vorhanden ist.

Kollagen Typ Il ist dabei sowohl perizellular als auch interterritorial tber den
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gesamten Osteophyten verstreut (Aigner, Dietz et al. 1995). Die enge Lokalisa-
tion und Quervernetzung von Kollagen Typ Il mit Kollagen Typ Il spielt aber
auch im Knorpel eine zentrale Rolle fir die Neubildung von Kollagenfibrillen
(Young, Lawrence et al. 2000, Wu, Weis et al. 2010). Kollagen Typ Ill scheint
somit nicht nur bei der Knorpelhomdostase im gesunden Gewebe, sondern

auch bei Arthrose eine zentrale Rolle zu spielen.

4.2.3 Veranderungen von Perlekan

Perlekan zeigte sich in allen Zellmustern vorwiegend perizellular, wie es auch
schon bei Jugendlichen und Erwachsenen beschrieben wurde (Wilusz, Defrate
et al. 2012). Die Zellen der Kategorie 1 nahmen anteilsmafig zwar ab, jedoch
wurden es im Verlauf von SS zu BC immer mehr Zellen der Kategorie 2 mit dif-
fusem aber doch ausgepragtem Perlekananteil. Gleichzeitig gab es kaum Zel-
len ohne Perlekan in ihrer Umgebung (Kategorie 3). Dies bestatigt die
Ergebnisse von Tesche et al, welche eine erhéhte Konzentration von Perlekan
angrenzend zur Hauptdefektzone bei Arthrose beschrieben haben.(Tesche and
Miosge 2004). Wahrend die BC sonst kaum oder nur diffuse perizellulare An-
farbungen aufweisen, féllt auf, dass Perlekan auch hier tUberwiegend zellbezo-
gen und PZM-ahnlich auftritt. Bei Betrachtung des virtuellen PZM-Wertes pro
Flache nimmt Perlekan, einhergehend mit der steigenden Zellzahl, stark zu.
Auch hier gibt es den grof3ten Anstieg zwischen den SC und den BC. Die Zu-
nahme der Zellzahl, aber auch die auffallende Zunahme an Zellen der Katego-
rie 2 besonders bei den BC, kdnnen hier die Signifikanz im Kruskal-Wallis-Test
(p=0,008) erklaren. Der Perlekangehalt in der PZM pro Zelle bleibt allerdings
nahezu unverandert in Bezug auf das Ausgangsniveau. Perlekan als Modulator
und Bindungspartner von vielen Gewebemediatoren ist nicht nur ein Marker in
der Knorpelbildung (Chondrogenese), sondern kann sie zumindest in vitro auch
fordern (French, Smith et al. 1999). Auch bei der Heilung von Knochenfrakturen
wird Perlekan bereits in der frihen Phase vermehrt gebildet und tragt auch hier
zur Heilung des Gewebes bei (Wang, Vishwanath et al. 2006). Ahnliches wére

auch fur die Heilungsversuche des Knorpels denkbar. Es liegt somit nahe, dass
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Perlekan mit sehr groRer Wahrscheinlichkeit eine zentrale Rolle bei Arthrose
spielt. Beispielhaft fur die modulierende Funktion von Perlekan ist der Wachs-
tumsfaktor Fibroblast Growth Factor 2 (FGF-2) zu nennen. Die genaue Rolle die
FGF-2 bei Arthrose ist noch nicht vollstandig geklart. Allerdings ist bekannt,
dass FGF-2 im Knorpel an Perlekan gebunden vorliegt und somit perizellular
lokalisiert ist (Vincent, McLean et al. 2007). Da sich Perlekan sowohl in der
GroR3e des Kernproteins (Melrose, Roughley et al. 2006) als auch in der Anzahl
und Art der GAG-Ketten (Wilusz, Defrate et al. 2012) andern kann, ware es in-
teressant, ob es eine Anderung der Perlekanstruktur im Verlauf der Umorgani-
sation gibt. Denn je nach Struktur kann FGF-2 mit unterschiedlicher Stéarke
gebunden werden (Knox, Merry et al. 2002). Bei Belastung des Gewebes konn-
te in Zellkulturen mit Chondrozyten nachgewiesen werden, dass es Uber die
FGF2-abhéngige Aktivierung der ERK sowohl zur Transduktion des mechani-
schen Reizes in Signalkaskaden in der Zelle, als auch zur Hemmung von MMP-
1 kommt (Vincent, Hermansson et al. 2004). Die funktionelle Rolle von Perlekan
fur die Mechanotransduktion und Regulation von matrixabbauenden Enzymen
scheint somit wichtig. Durch den Abbau von Perlekan bei Arthrose kdnnte das
somit vermehrt freivorliegende FGF-2 (Malemud 2010) seine knorpelschitzen-
de Funktion (Chia, Sawaji et al. 2009) verlieren. Ein weiteres Signalprotein,
welches an Perlekan bindet und somit durch Perlekan mit reguliert wird, ist das
bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) (Decarlo, Belousova et al. 2012). Es
gehort zu der Gruppe der TGF-B Wachstumsfaktoren. BMP-2 spielt eine wichti-
ge Rolle in der Produktion der EZM (Srinivasan, McCoy et al. 2012). Insbeson-
dere bei Arthrose konnte eine erhdhte Expression von BPM-2 nachgewiesen
werden (Blaney Davidson, Vitters et al. 2006). Es l&sst sich folglich vermuten,
dass BMP-2, und somit auch Perlekan, auf die Reparaturversuche bei Arthrose
einen Einfluss haben konnten. Zuséatzlich bindet Perlekan an B1-Integrin
(Hayashi, Madri et al. 1992) und kann somit an Zellen binden und mit ihnen in-
teragieren. Durch die Nahe von B1-Integrin zu verschiedenen Transportermole-
kilen, wie der Na-K-ATPase und spannungsabh&ngigen Calciumkanéalen
(Shakibaei and Mobasheri 2003) bei Chondrozyten von Méausen, sind ahnliche

Formationen und Interaktionen fir den Mensch denkbar.
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4.2.4 Veranderungen von Biglykan

Biglykan zeigte sich bei SS und DS noch klar perizellular wie auch schon von
Miosge et al. (Miosge, Flachsbart et al. 1994) beschrieben wurde. Am Uber-
gang zu SC und BC fiel allerdings auf, dass Biglykan entweder lakunar oder di-
rekt am Zellkern auftrat. Hier kam es zu einem Wandel. Die lakunare Farbung
grenzte sich scharf zur Zelle hin und mit auffalligem Abstand ab. Dieser Ab-
stand war bei den anderen Farbungen nicht zu verzeichnen. Es scheint, als
komme es hier zu einer Verschiebung von perizellular nach territorial. Das ver-
anderte Vorkommen wurde auch schon in den Untersuchungen von Bock, Mi-
chaeli et al. aufgezeigt. Sie beschrieben bei Arthrose, im Gegensatz zu
gesundem Knorpel, eine Erh6hung von interterritorialem Perlekan (Bock,
Michaeli et al. 2001). Das direkt an den Zellkern angrenzende Biglykan kdonnte
sich hierbei intrazellular befinden. Vermutlich handelt es sich um synthetisiertes
Biglykan. Auch das entspricht den Untersuchungen von Bock et. al., die aufge-
zeigt haben, dass die Biglykan-Synthese durch Erniedrigung des perizellularen
Biglykans erhoht ist. Speziell bei Arthrose wurde die héchste Syntheseaktivitat
angrenzend zur Hauptdefektzone beschrieben (Bock, Michaeli et al. 2001). Es
liegt somit nahe, dass die erhhte Produktion kompensatorisch mit dem Verlust
der PZM vor allem bei SC und BC einhergeht. Die kompensatorisch erhdhte
Synthese passt zu den hier gewonnenen Ergebnissen, welche bereits eine sig-
nifikante Abnahme der PZM pro Zelle am Ubergang von den DS zu den SC
zeigten. Die Abnahme verstarkte sich jedoch bei den BC nochmal deutlich.
Auch bei der Analyse des virtuellen PZM-Wertes pro Zelle konnte man bei
Biglykan einen massiven Rickgang, mit einer Signifikanz im Kruskal-Walllis-
Test (p=0,007), verzeichnen. Betrachtet man hingegen den virtuellen PZM-
Wertes pro Flache fir Biglykan, fallt auf, dass es schon am Ubergang von den
DS zu den SC zu einer groRen Zunahme kommt, welche mit einem friihen An-
stieg an Zellen der Kategorie 2 bei den SC ubereinstimmt. Da Zellen, die der
Kategorie 2 zugeordnet sind, einen Strukturverlust in der PZM haben, passt

auch das zu den beschriebenen Veranderungen von Biglykan.
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Die scharfe Grenze mit etwas Abstand zur Zelle hin scheint den Ubergang von
Biglykan zur PZM darzustellen. Hier kénnte es sein, dass Biglykan seine Funk-
tion andert, und nun fur die Kommunikation zwischen der PZM und der restli-
chen EZM zustandig ist. Durch seine Interaktion mit anderen Strukturproteinen
im Knorpel, wie Kollagen Typ I, wirkt es beim Aufbau des Kollagenfibrillen-
netzwerks mit (Douglas, Heinemann et al. 2006). Perlekan bindet aber auch ty-
pische Strukturproteine der PZM wie Kollagen Typ VI und Fibrillin-1 haltige
Mikrofibrillen (Reinboth, Hanssen et al. 2002). Biglykan wiirde sich somit ideal
als Mediator zwischen der Grenze der PZM und der interterritorialen Matrix an-
bieten. So kann Biglykan zum Beispiel auch als Signalmolekdil direkt an Ober-
flachenrezeptoren von Makrophagen binden wie beispielweise Toll-like
Rezeptor 2 und 4, und Uber Signalweiterleitung die Expression des Entziin-
dungsmediators TNFa erhdéhen (Schaefer, Babelova et al. 2005, Schaefer and
lozzo 2008). Interessant ist hierbei, dass der Entziindungsmediator TNFa ist bei
Arthrose erhoht ist (Fernandes, Martel-Pelletier et al. 2002). Des Weiteren kann
Biglykan den Signalweg des Bone morphogenetic protein-4 (BMP-4) hemmend
beeinflussen (Moreno, Munoz et al. 2005). Die von BMP-4 regulierte Differen-
zierung von Chondrozyten bei Knorpelumbau wird auch bei Arthrose mit beein-
flusst. Es konnte eine Abnahme der BMP-4 Konzentration in der
Synovialfliissigkeit nachgewiesen werden (Bramlage, Haupl et al. 2006). Dar-
Uber hinaus spielt Biglykan auch bei der Wundheilung eine tragende Rolle. Be-
sonders im Granulationsgewebe konnte eine Erhéhung von Biglykan
verzeichnet werden. Interessanterweise kann dessen Expression durch den
Wachstumsfaktor TGF-B1 noch weiter gesteigert werden (Hakkinen, Wester-
marck et al. 1996). Allerdings kann Biglykan TGF-1 auch direkt binden
(Hildebrand, Romaris et al. 1994). Biglykan kommt somit eine nicht zu verach-
tende Mediatorposition zu: als Signalmolekul, Regulator und vielfacher Bin-

dungspartner zwischen der PZM und der restlichen EZM zu.
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4.2.5 Veranderungen von Fibrillin-1

Fibrillin-1 stellte sich wie schon zuvor von Keene et al. (Keene, Jordan et al.
1997) beschrieben, als perizellular, um die Knorpelzellen verdichtet, dar. Inte-
ressant waren hier die faserartigen Auslaufer, die vermutlich an der Kommuni-
kation zwischen den Zellen mitbeteiligt sein konnten. Durch die Interaktion
sowohl mit anderen Strukturproteinen wie Biglykan (Reinboth, Hanssen et al.
2002) und Perlekan (Tiedemann, Sasaki et al. 2005), als auch mit der Zelle
direkt Uber Oberflachenrezeptoren wie Integrine (Pfaff, Reinhardt et al.
1996), scheint Fibrillin-1 eine wichtige Funktion bei der Bildung der EZM ein-
zunehmen. Auch durch die Regulierung verschiedener Wachstumsfaktoren,
wie TGF-B und BMPs (Sengle, Ono et al. 2011), aber auch die Beeinflus-
sung von matrixabbauenden Enzymen, wie Matrixmetalloproteinasen
(Booms, Pregla et al. 2005), steuert Fibrillin-1 zu einem noch unbekannten,
aber vermutlich groRen Teil den Auf- und Abbau der Knorpelmatrix. Die
Entwicklung von Fibrillin-1 bei fortschreitendem Verlauf der Arthrose scheint

somit relevant und sollte weiter untersucht werden.

4.3 Veranderung der PZM
4.3.1 Bedeutung des virtuellen PZM-Wertes

Die Auszahlung und Einteilung in die verschiedenen Kategorien erfolgte verbli-
det durch den Untersucher. Eine subjektive Beeinflussung der Beurteilung kann
aber nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Die Gewichtung der Zellkategorien
erfolgte nach Vorbild von Hofmann et al. (Hofmann, Steidle et al. 2018). Es
wurde hierbei allerdings Augenmerk sowohl auf das Vorkommen der Struktur-
proteine in der PZM, als auch auf die strukturelle Form der PZM gelegt. Die Ka-
tegorie 1 kam mit ihrer intakten kapselartigen Form der in der Literatur
beschriebenen Struktur der PZM am néchsten und wurde somit mit dem hoéchs-
ten Wert gewichtet. Zellen der Kategorie 3, die keine oder nur noch rudimentare
Reste der untersuchten Strukturproteinen in ihrer perizellularen Mikroumgebung

aufwiesen, wurden mit dem geringsten Wert gewichtet. Die Zellen der Kategorie
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2 wiesen zwar ein Strukturdefizit auf, jedoch war noch das untersuchte Struk-
turprotein, wenn auch vermindert, perizellular vorhanden. Durch den Wich-
tungsfaktor entstand somit ein virtueller Wert fir die PZM. Dieser erméglichte
es, die Veranderungen im Verlauf der geanderten Zellorganisationformen zu er-
fassen und miteinander zu vergleichen. Es liegt nahe, dass die Funktionen der
PZM von mehreren Faktoren abhéngig sind. Voraussetzung ist in erster Linie
das Vorkommen und somit die Konzentration der Strukturproteine in der perizel-
lularen Mikroumgebung. Dariber hinaus scheint auch die Zusammensetzung
aus den unterschiedlichen Strukturproteinen eine wesentliche Rolle fur die PZM
zu spielen, da jeweils unterschiedliche Bindungspartner in Frage kommen und
somit an unterschiedlichen Stoffwechselprozessen beteiligt sein kdnnen. Des
Weiteren ist es logisch, dass auch die Architektur fur die Funktion von grol3er
Bedeutung ist. Nur durch die strukturelle Intaktheit kann die Kommunikation zu
anderen Bindungspartnern und Gewebemediatoren geordnet funktionieren.
Aber auch wirkende Krafte kénnen nur so koordiniert Gbertragen oder abgelenkt
werden. Die genauen Auswirkungen der veranderten Struktur, Zusammenset-
zung und Menge der PZM auf den Knorpelstoffwechsel sind allerdings bis heute

ungeklart und sollten wichtiger Bestandteil weiterer Forschung sein.

4.3.2 Zunahme der PZM pro Flache

Angesichts der geringen Fallzahl sollte den p-Werten, wenn isoliert betrachtet,
nicht zu hohe Bedeutung beigemessen werden. Wéahrend die PZM pro Flache
mit den Mustern in allen Farbungen zunahm, konnte man ebenso in allen Un-
tersuchungen sehen, dass es im Verlauf von SS und DS lber SC zu BC kon-
stant zu einer Zunahme der Zelldichte kam. Insbesondere bei den BC wurde die
hdchste Zelldichte verzeichnet. Die Anzahl der perizellularen Matrices die ge-
zahlt wurden, bezog sich auf die Zellen und geht somit mit der erhéhten Zellzahl
einher. Hierbei konnte nicht die genaue Proteinmenge erfasst werden, sondern
lediglich die Form der PZM, welche den Kategorien zugeordnet wurde. Im Ver-
gleich zu Zellen der Kategorie 1 mit Wichtungsfakor 0,75, zeigten die Zellen der

Kategorie 2 bereits einen Strukturverlust, weshalb der Wichtungsfaktor ftir diese
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Kategorie mit 0,5 schon geringer ausfiel. Durch eine hohe Anzahl von Zellen
der Kategorie 2 fallt trotz Abnahme der Zellen der Kategorie 1 insgesamt der
Wert fir die PZM pro Flache hoher aus. Zusammenfassend lasst sich somit die
Tendenz festhalten, dass immer mehr Zellen pro Flache vorhanden waren, und
dass auch insbesondere Zellen der Kategorie 2 zugenommen hatten. Durch
diese Untersuchung wurde deutlich, dass eine alleinige Proteinmengenbestim-
mung des Gewebes moglicherweise zu falschen Schlussfolgerungen flihren
konnte. Deshalb sollte man die Proteinkonzentration in Relation zu der Zelldich-

te setzten.

4.3.3 Abnahme der PZM pro Zelle

Um nun die Veranderungen fir die einzelne Zelle besser beurteilen zu kénnen,
wurden die Werte fir die virtuelle PZM durch die jewelilige Zelldichte dividiert. Je
kleiner der Wert, desto schlechter war somit die Qualitat der PZM. Erst hier wird
der Strukturverlust der PZM und die mogliche Bedeutung auf die einzelne Zelle
deutlich. Im Verlauf der zellularen Umorganisation und der damit einhergehen-
den Degeneration kam es bei allen Strukturproteinen der PZM zu einer Abnah-
me. Diese war jedoch individuell unterschiedlich stark, so dass nicht nur von
einem Verlust an Strukturproteinen und Anderung der Lokalisation der Proteine
in der PZM, sondern auch von einer gednderten Zusammensetzung aus den

verschiedenen Anteilen ausgegangen werden kann.

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass sich die PZM sowohl in ihrer
Zusammensetzung und Intaktheit als auch in ihrer Struktur im Verlauf von den
SS (ber DS, SC und BC deutlich andert. Die Anderung der Struktur wird von
den Untersuchungen von Danalache et al. unterstitzt, die bereits eine von der
Zellorganisation abhangige Anderung der Steifigkeit zeigen konnten
(Danalache, Kleinert et al. 2019). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass struk-
turelle Anderungen, unter anderem von Kollagen Typ VI in der PZM, bereits
Einfluss auf die Mechanik und Kraftibertragung auf die Zellen hatten, auch
wenn bis zu diesem Zeitpunkt noch keine makroskopischen Veranderungen
sichtbar waren (Khoshgoftar, Torzilli et al. 2018). Noch ungeklart bleiben die

genauen Auswirkungen der veranderten Zusammensetzung und der Struktur
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der PZM auf den Metabolismus des Knorpels. Durch die Interaktion der Struk-
turproteine der PZM mit verschiedenen Rezeptoren, Gewebemediatoren und
anderen Strukturproteinen liegt eine wechselseitige Beeinflussung und eine

entscheidende Rolle in der Pathogenese der Arthrose sehr nahe.
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5 Zusammenfassung

Arthrose als weltweit sehr haufige degenerative Gelenkerkrankung geht bisher
mit einem schmerzhaften chronisch progressiven Verlauf ohne Aussicht auf
Heilung einher. Hierbei kommt es primér zu einer Destruktion des hyalinen Ge-
lenkknorpels. Untersuchungen zeigen, dass schon friih mikroskopisch Ande-
rungen der Knorpelstruktur und der zellularen Anordnung beobachtet werden
konnen, bevor makroskopische Veranderungen sichtbar werden. Die Einteilung
nach der zellularen Organisation erdffnet die Mdoglichkeit, die Zellmuster als
bildbasierten Biomarker zu verwenden. Die Chondrozyten sind im intakten
Knorpel umgeben von ihrer perizellularen Matrix (PZM,) die die Zellen geflecht-
artig wie eine Kapsel umgibt. Als wichtige Schnittstelle zwischen der Zelle und
ihrer Umgebung erflllt sie viele Funktionen in Bezug auf die Zellkommunikation,
die Modulation der Zellbiosynthese, den Zellschutz vor Apoptose und Inflamma-
tion, der Zellintegritat und der biomechanischen Ubertragung und Verteilung
wirkender Krafte auf die Zellen. In der aktuellen Arbeit wurden die Verénderun-
gen der Strukturproteine der PZM Kollagen Typ VI, Kollagen Typ lll, Perlekan,
Biglykan und Fibrillin-1 bei Arthrose als Funktion der veranderten zellularen Or-
ganisation untersucht. Dazu wurde der hyaline Gelenkknorpel der Femurkondy-
len von Patienten mit Gonarthrose verwendet. Die untersuchten
Strukturproteine wurden mittels Immunfluoreszenz sichtbar gemacht und an-
schlieRend semiquantitativ und qualitativ ausgewertet. Die Hypothese, dass die
Integritat der PZM im Verlauf der zellularen Umorganisation stark abnimmt und
sich die Zusammensetzung andert, konnte bestatigt werden. Es zeigte sich fur
die untersuchten Proteine ein individueller Verlauf, allerdings konnte durchweg
eine Zerstérung der kapselartigen Struktur mit fortschreitender zellularer Orga-
nisationdnderung beobachtet werden. Durch die Beteiligung der Strukturprotei-
ne an verschiedenen Stoffwechselprozessen im Knorpel liegt es nahe, dass
sich die Anderungen in der PZM direkt auf den Metabolismus auswirken. Des
Weiteren sind vermutlich die anderen Funktionen wie der Schutz der Zellen und

die koordinierte Ubertragung wirkender Krafte nicht mehr gewahrleistet.
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6 Verzeichnis

6.1 Abklrzungsverzeichnis

ACT autologe Chondrozytentransplantation
AMIC ..., autologe matrixinduzierte Chondrogenese
B e Big Clusters
BMP-2. . e Bone morphogenetic protein-2
BMP-4 .. Bone morphogenetic protein-4
B S A Bovine serum albumin
DS e Double Strings
EDT A e e Ethylendiaminetetraacetic acid
EGF e Epidermaler Wachstumsfaktor
ERK o Extracellular-signal Regulated Kinases
EZM L Extazellularmatrix
F G2 oo e Fibroblast growth factor 2
GAG . Glucosaminoglykane
o T PP Immunglobulin G
PP Interleukin-113
KNIE-TEP ..ovei e Kniegelenkstotalendoprothese
MIMP e Matrixmetalloproteinase
PZM perizellulare Matrix
Y PP Small Clusters
S S Single Strings
TGF-BT Transforming growth factor beta 1
TN O e Tumornekrosefaktor-a
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