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1 Einleitung 

1.1 Die Anatomie des humanen Kniegelenks 

Das menschliche Kniegelenk (lat. Articulatio genus) ist ein Drehscharniergelenk 

und setzt sich aus zwei Teilgelenken zusammen. Die daran beteiligten knöchernen 

Strukturen sind der distale Femur (Oberschenkelknochen), die proximale Tibia 

(Schienbein) und die Patella (Kniescheibe). Das erste Teilgelenk ist das Femoro-

patellargelenk, welches aus den Gelenkflächen der Patellla und der Facies patella-

ris des Femurs gebildet wird. Das zweite Teilgelenk, das Femorotibialgelenk, setzt 

sich jeweils aus den Gelenkflächen der lateralen und medialen Kondyle des 

Femurs und der Tibia zusammen, wobei die Kondylen der Tibia das sog. Tibiapla-

teau bilden. Da die korrespondierenden Gelenkflächen grundsätzlich wenig kon-

gruent sind, d.h. eine suboptimale Passform zueinander besitzen und das Kniege-

lenk die längsten Hebelarme des menschlichen Skeletts verbindet, erfordert es 

verschiedene anatomische Strukturen, welche die Stabilität und die physiologische 

Druckverteilung des Kniegelenks sichern. Das Kniegelenk wird durch verschiedene 

Bandstrukturen stabilisiert (s. Abbildung 1). Das mediale Ligamentum collaterale 

tibiale („Innenband“) und das lateral gelegene Ligamentum collaterale fibulare 

(„Außenband“) verhindern ein seitliches Auklappen des Kniegelenks und bieten 

zusätzliche Stabilität, indem die Rotation von Femur und Tibia zueinander begrenzt 

wird. Die sich in der Fossa intercondylaris befindlichen Ligamenta cruciata (Kreuz-

bänder) verhindern vor allem bei gebeugtem Kniegelenk eine Verschiebung von 

Femur und Tibia in der Sagittalebene. 
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Die aus Faserknorpel beste-

henden C-förmigen Menisci 

liegen zwischen der media-

len bzw. lateralen Femur- 

und Tibiakondyle und glei-

chen deren Inkongruenz 

aus, womit sie für eine 

gleichmäßige Druckvertei-

lung zwischen den Gelenk-

flächen sorgen (Aumüller et 

al., 2010). Das Kniegelenk 

ist zudem von einer Gelenk-

kapsel umgeben. Diese wird 

aus einer außen liegenden 

Membrana fibrosa und einer 

die Gelenkhöhle ausklei-

denden Membrana synovialis gebildet. Während die aus straffem Bindegewebe 

bestehende Membrana fibrosa die äußere Begrenzung der Gelenkkapsel darstellt, 

ist die innen liegende Membrana synovialis maßgeblich an der Produktion der Ge-

lenkflüssigkeit, der sog. Synovia beteiligt. Hierbei handelt es sich um eine klare, 

leicht gelbliche visköse Flüssigkeit, deren Hauptkomponente aus Proteohyaluronat 

und einem Transsudat des Blutes besteht. Sie fungiert aufgrund der viskösen Kon-

sistenz als „Schmiermittel“ und ermöglicht ein nahezu reibungsfreies Gleiten der 

Gelenkflächen. Des Weiteren ist sie zuständig für die Ernährung des Gelenkknor-

pels und anderen intraartikulären Strukturen (Aumüller et al., 2010, Lüllmann-

Rauch and Paulsen, 2012). 

  

Abbildung 1: Rechtes Kniegelenk mit Bandapparat. Schematische 
Darstellung, Vorderansicht (Kinetics, 2016) 
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1.2 Hyaliner Gelenkknorpel 

Hyaliner Gelenkknorpel überzieht die artikulierenden Gelenkflächen in Diarthrosen 

und ermöglicht ein nahezu reibungsfreies Gleiten der Gelenkflächen. Es handelt 

sich um ein bradytrophes Gewebe, welches weder Blut- oder Lymphgefäße (avas-

kulär) noch eine Innervierung (aneural) aufweist (Martel-Pelletier et al., 2008). Da-

her erfolgt die Ernährung des Gelenkknorpels allein durch Diffusion aller nötigen 

Nährstoffe aus der Synovia. Hieraus erklärt sich unter anderem die schlechte Re-

generationsfähigkeit von hyalinem Knorpelgewebe. Hyalines Knorpelgewebe be-

steht aus wenigen Knorpelzellen (Chondrozyten) und der umgebenden extrazellu-

läre Matrix (EZM), welche im Wesentlichen aus Proteoglykanen, Wasser und Kol-

lagenfibrillen besteht (Kuettner et al., 1991). Die Chondrozyten teilen sich im reifen 

und gesunden Knorpelgewebe nicht mehr und sind verantwortlich für den metabo-

lischen Umsatz und Erhalt der extrazel-

lulären Matrix. Sie liegen als Zellkom-

plexe aus zwei bis zehn Zellen vor, 

welche als isogene Gruppe bezeichnet 

werden. Die isogenen Gruppen liegen 

in einer Knorpelhöhle, welche von ei-

nem basophilen Knorpelhof (Territori-

um) umgeben wird (s. Abbildung 2) Die 

funktionelle Einheit aus isogener Grup-

pe und zugehörigem Territorium ist als 

Chondron definiert (Poole et al., 1987). 

Jeder Chondrozyt ist von einer eigenen 

perizellulären Matrix (PZM) umgeben, 

welche v. a. aus einem Netz aus Kol-

lagen Typ VI Fibrillen besteht (Söder et 

al., 2002). Die PZM stellt die Verbin-

dung zur territorialen Matrix dar, welche 

Abbildung 2: Haematoxylin-Mucicarmine-Orange G 
Färbung eines menschlichen Rippenknorpels. Dar-
gestellt ist ein lichtmikroskopisches Bild eines histologi-
schen Schnittes von hyalinem Knorpelgewebe am Bei-
spiel eines menschlichen Rippenknorpels. Zu sehen 
sind isogene Gruppen aus Chondrozyten mit ihrer um-
gebenden Knorpematrix (Perizelluläre und territioriale 
Matrix). Die funktionelle Einheit aus einer isogenenen 
Gruppe mit ihrer umgebenden Matrix ist als ein Chond-
ron definiert. Zwischen den einzelnen Chondronen 
befindet sich die Interterritorialsubstanz oder –matrix. 
Sie besteht überwiegend aus einem Kollagen Typ II 
Fasernetz und wasserbindenen Proteoglykanen. In 
dieser Färbung sind die Kollagen Typ II Faser nicht 
sichtbar. Diese ließen sich jedoch in polarisiertem Licht 

darstellen (Universität Bern, 2016). 
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jeweils ein Chondron umgibt. Den größten Anteil bildet jedoch die interterritoriale 

Matrix, auch Extrazellulärmatrix (EZM) genannt, welche Kollagen Typ II Fibrillen 

mit einer speziellen arkadenförmigen Ausrichtung aufweist (Lüllmann-Rauch and 

Paulsen, 2012). 

Aufgrund der Anordnung der Knorpelzellen und dem Verlauf der Kollagen Typ II 

Fibrillen kann man im Querschnitt des Gelenkknorpels mikroskopisch vier ver-

schiedene Zonen unterscheiden (s. Abbildung 3). Die Kollagenfibrillen sind in der 

kalzifizierten Zone, welche durch mineralisiertes Knorpelgewebe charakterisiert ist, 

verankert. Sie ziehen von 

hier aus senkrecht nach 

oben durch die Radiärzone. 

Am Übergang der kalzifizier-

ten Zone und der Radiärzone 

verläuft eine deutlich sichtba-

re Grenzlinie, die sog. Tide-

mark. Der Verlauf der Kol-

lagen Typ II Fibrillen flacht in 

der Übergangszone ab, bis 

sie schließlich in der obers-

ten Zone, der Tangentialzone 

oder superfiziellen Zone, pa-

rallel zur Gelenkoberfläche 

verlaufen und wieder abstei-

gen (Benninghoff, 1925, 

Clark, 1990, Lüllmann-Rauch and Paulsen, 2012). Der Kollagenfaserverlauf und 

der hohe Anteil an Wasser, welches in der EZM hauptsächlich durch Aggrecan-

Hyaluronan-Aggregate gebunden ist, führen zu der charakteristischen Druckelasti-

zität des Knorpelgewebes und verleihen ihm die nötigen biomechanischen Eigen-

schaften (Roughley and Lee, 1994). 

Abbildung 3: Schematische dreidimensionale Darstellung von 
hyalinem Gelenkknorpelgewebe. Abgebildet ist eine schematische 
dreidimensionale Darstellung des zonalen Aufbaus von hyalinem 
Gelenkknorpel. Man sieht verschiedengroße Chondrone und die 
umgebende Extrazellularmatrix (hellblau). Der arkardenförmige Ver-
lauf der Kollagen Typ II Fasern der Extrazellularmatrix ist leicht an-
gedeutet. (Sopena Juncosa et al., 2000). Die Beschriftung der Origi-
nalgrafik wurde verändert. 
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1.3 Kollagene und ihre Bedeutung im hyalinen Gelenkknorpel 

Kollagen ist das am häufigsten vorkommende Protein im menschlichen Körper. 

Obwohl man verschiedene Kollagen-Typen unterscheiden kann, ist allen der 

Grundaufbau aus einer rechtsgängigen Tripelhelix, welche sich wiederum aus drei 

linksgängigen α-Ketten zusammensetzt, gemeinsam (Rassow et al., 2008). Die 

Kombination verschiedener α-Ketten ergeben verschiedene Kollagentypen, wovon 

mittlerweile 28 verschiedene Typen gefunden wurden(Lüllmann-Rauch and 

Paulsen, 2012, Ricard-Blum, 2011). Manche Kollagentypen bilden Homotrimere 

(Typ II, III, VII, VIII, X) d.h. sie bestehen aus drei identischen α-Ketten. Andere Kol-

lagentypen hingegen bestehen aus zwei oder drei verschiedenen α-Ketten und 

bilden sogenannte Heterotrimere (Typ I, IV, V, VI, IX, XI). Jede α-Kette besitzt ei-

nen eigenen Genlocus, welcher nach Kollagentyp und α-Kette benannt ist. So be-

steht Kollagentyp VI aus drei verschiedenen α-Ketten (α1(VI), α2(VI), α3(VI)), de-

ren Genloci mit COL6A1, COL6A2 und COL6A3 bezeichnet sind. Man unterschei-

det außerdem funktionell unterschiedliche Gruppen von Kollagenen. Die fibrillären 

Kollagene, zu welchen Kollagen Typ I, II, III, V und XI gehören, bilden verschieden 

dicke (25-400 nm) und lange Fibrillen aus. Sie stellen mit einem Anteil von 90 % 

die größte Gruppe dar der Kollagene dar(Gelse et al., 2003, Ricard-Blum, 2011). 

Die fibrillen-assoziierten Kollagene (FACIT) bilden selbst keine eigenen Fibrillen 

aus, sondern binden in regelmäßigen Abständen an Fibrillen der fibrillären Kolla-

gene und beeinflussen so deren Eigenschaften. Ein Beispiel hierfür ist die Bindung 

von Kollagen Typ IX an das fibrilläre Kollagen Typ II in hyalinem Knorpel, welchem 

dadurch unter Anderem sein hydrophiler Charakter verliehen wird (Rassow et al., 

2008, Diab et al., 1996) .Verschiedene Kollagen-Typen spielen im Aufbau des 

Knorpelgewebes, vor allem bei der Formierung der extrazellulären und perizellulä-

ren Matrix, eine besondere Rolle (s. Tabelle 1). 

 



 

6 

Tabelle 1: Collagen Types in Cartilage Matrix (% of total collagen) (Eyre et al., 2006). Es wurden ver-
schiedene Kollagen-Typen und ihr entsprechendes prozentuales Vorkommen in gesunder Knorpelmatrix auf-
geführt. 

• Type II (75% foetal, >90 % adult) 

• Type III (>10 % in adult human articular) 

• Type IX (covalently fibril-associated collagen, 10 % foetal, 1 % adult)  

• Type X (hypertrophic cartilage only) 

• Type XI (fibril template, 10 % foetal, 3 % adult)  

• Type VI (chondron basket, microfilaments <1 %) 

• Type XII/XIV (non-covalently fibril-associated collagens)  

• Type XIII (transmembrane) 

 

Auf die in dieser Arbeit untersuchten Kollagene wird im Folgenden kurz eingegan-

gen: 

Der am häufigsten vorkommende und wichtigste Kollagen-Typ in gesundem hyali-

nen Gelenkknorpel ist Kollagen Typ II (Rassow et al., 2008, Lüllmann-Rauch and 

Paulsen, 2012). Es bildet Homotrimere und wird charakteristischerweise von diffe-

renzierten Chondrozyten des hyalinen Gelenkknorpels exprimiert (Aigner et al., 

1993, Benya et al., 1978, Benya and Shaffer, 1982, Schnabel et al., 2002). Dabei 

ist Kollagen Typ II das zentrale Kollagen, welches arkadenartige Fibrillen bildet 

(Benninghoff, 1925, Gelse et al., 2003) und damit dem Knorpelgewebe seine ein-

zigartigen biomechanischen Eigenschaften verleiht. Es bildet zusammen mit Kol-

lagen Typ IX und XI ein Heteropolymer, welches essentiell für die Druckelastizität 

des Knorpelgewebes ist (Diab et al., 1996, Rassow et al., 2008, Eyre et al., 2002). 

Kollagen Typ III bildet Homotrimere und ist ein wichtiger Bestandteil retikulärer Fa-

sern. Es ist vor allem in Kollagen Typ I enthaltenden Geweben zu finden, außer in 

Knochen (Gelse et al., 2003). Hyaliner Gelenkknorpel stellt ebenfalls eine Aus-
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nahme dar, denn sowohl in gesundem als auch in ostaoarthrotischem hyalinem 

Knorpelgewebe konnte Kollagen Typ III nachgewiesen, obwohl in gesundem Ge-

lenkknorpel Kollagen Typ I nicht zu finden ist. Es ist mit Kollagen Typ II-Fibrillen 

assoziiert und spielt vermutlich eine wesentliche Rolle bei Regenerationsversu-

chen nach Matrixschäden (Young et al., 2000, Eyre et al., 2006, Wotton and 

Duance, 1994, Wu et al., 2010). 

Das heterotrimere Kollagen Typ VI ist weit verbreitet und zählt zu den mikrofibrillä-

ren Kollagenen, welches feine Netzstrukturen bildet (Gelse et al., 2003, Poole et 

al., 1988, Keene et al., 1988). In hyalinem Gelenkknorpel ist es ein bedeutender 

Bestandteil der die Chondrone umgebenden perizellulären Matrix (Pullig et al., 

1999, Söder et al., 2002). Darüber hinaus scheint die PZM und insbesondere Kol-

lagen Typ VI als eine Art Mediator zwischen interterritorialer Matrix und Chondrozyt 

zu fungieren (Poole et al., 1992). 

Kollagen Typ I bildet Heterotrimere und kommt in gesundem hyalinem Gelenk-

knorpel nicht vor, sondern vor allem, in Knochen, Sehnen und Haut (Gelse et al., 

2003, Lüllmann-Rauch and Paulsen, 2012). Es wird jedoch vermehrt in osteo-

arthrotischem Knorpel und sich dedifferenzierenden Chondrozyten exprimiert 

(Benya et al., 1978, Miosge et al., 2004, Aigner et al., 2006a, von der Mark et al., 

1977, Schnabel et al., 2002). 
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1.4 Osteoarthrose 

Osteoarthrose (OA), im deutschen Sprachgebrauch auch kurz als „Arthrose“ be-

kannt, ist eine bisher nicht vollständig verstandene Erkrankung des gesamten Ge-

lenks, welche mit Verlust von Knorpelgewebe, Osteophytenbildung, subchondraler 

Sklerose und einer chronischen Entzündung der Synovia einhergeht (Martel-

Pelletier et al., 2008, Aigner et al., 2006b). OA ist einer der häufigsten Gründe für 

Schmerzen und Immobilität im Alter (Morbidity, 2010), wobei in Deutschland ca. 

die Hälfte aller Frauen und ein Drittel aller Männer über 60 Jahre an OA leiden 

(Rabenberg, 2013). Symptome sind vor allem Schmerzen, Immobilität, zunehmen-

der Verlust der Gelenkfunktion bis hin zur vollständigen Gelenkversteifung. Außer-

dem ist OA die häufigste Gelenkerkrankung des Erwachsenen weltweit (Woolf and 

Pfleger, 2003, Felson and Zhang, 1998). Zu den Risikofaktoren zählen weibliches 

Geschlecht, Alter, vorhergehende Gelenktraumata, Übergewicht, genetische Prä-

disposition, sowie Achsenfehlstellungen (Blagojevic et al., 2010, Felson et al., 

2000). Die hohe sozioökonomische Relevanz wird deutlich vor dem Hintergrund, 

dass die Diagnose OA im Jahre 2008 in Deutschland etwa 7,6 Mrd. Euro direkte 

Krankheitskosten verursacht hat und 2011 ursächlich für ca. 10 Mio. Arbeitsunfä-

higkeitstagen war (Rabenberg, 2013). 

Grundsätzlich wird zwischen der primären und der sekundären OA unterschieden. 

Die Ursache der primären OA ist im Allgemeinen ein Überwiegen von mechani-

schem Stress auf den Gelenkknorpel gegenüber der physiologischen Fähigkeit 

dieser Belastung standzuhalten. Die sekundäre Arthrose hingegen resultiert aus 

vorherigen Verletzungen des Gelenkapparats, Gendefekten oder metabolischen 

Störungen (Aigner et al., 2006b). Im Anfangsstadium der OA ist makroskopisch 

eine raue und mit kleinen Rissen versehene Gelenkoberfläche zu erkennen. Zu-

dem weicht das Knorpelgewebe zunehmend auf und schwillt an (Aigner et al., 

2006b, Maroudas, 1976). Mikroskopisch ist eine progressive Zerstörung des Kol-

lagenfasernetzes sowohl in der EZM als auch in der PZM zu beobachten. Dies re-

sultiert aus einem Ungleichgewicht der Matrix auf- und abbauenden Prozesse. Im 
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Frühstadium der OA versuchen die Chondrozyten zunächst die Matrixdefekte zu 

beheben, indem sie z.B. die Kollagen Typ II Expression erhöhen (Hambach et al., 

1998a, Aigner et al., 1992). Bei der Degradierung der EZM spielen zum einen die 

Zerstörung der Kollagenarchitektur und zum anderen ein Verlust der hydrophilen 

Proteoglykane eine zentrale Rolle. Dabei scheint die Zerstörung des Kollagennet-

zes jedoch gegenüber dem allgemeinen Abbau von Kollagenen im Vordergrund zu 

stehen, denn bis zum Endstadium der Krankheit bleibt der Kollagengehalt des Ge-

lenkknorpels nahezu konstant. Allerdings findet im Verlauf der OA ein Verlust an 

Aggrecan, dem wichtigsten Proteoglykan, statt (Mankin et al., 1971). Es ist jedoch 

noch ungeklärt, ob zuerst die Beschädigung des Kollagennetzwerks stattfindet o-

der der Verlust an Proteoglykanen, denn beide Prozesse bedingen einander 

(Maroudas, 1976). Im Verlauf der Erkankung werden EZM-degradierende Enzyme 

wie z.B. Collagenasen durch diverse Entzündungsmediatoren induziert und be-

günstigen somit ein Fortschreiten der EZM-Degradation. So wird beispielsweise 

die Kollagen Typ II abbauende MMP-13 und das im Aggrecanabbau beteiligte En-

zym ADAMTS-5 in Chondrozyten aus arthrotischen Knorpel vermehrt exprimiert 

(Billinghurst et al., 1997, Bau et al., 2002). Zwar werden auch vermehrt EZM-

Bestandteile wie Kollagen Typ II oder PZM-Bestandteile wie Kollagen Typ VI ex-

primiert, doch schlussendlich gelingt es den Chondrozyten nicht die zerstörte Mat-

rix zu regenerieren, sodass es zu einem fortlaufenden Verlust von Gelenkknorpel 

kommt (Aigner et al., 2006a, Miosge et al., 2004). 

1.5 Die superfizielle Zone 

Die superfizielle Zone des Gelenkknorpels, welche etwa die obersten 300 µm der 

Gelenkfläche umfasst, stellt eine besondere Knorpelzone dar. Sie ist als oberste 

Schicht der größten mechanischen Belastung ausgesetzt und unterscheidet sich 

deutlich von den übrigen Knorpelzonen. In dieser obersten Knorpelschicht verlau-

fen die Fasern des Kollagennetzwerkes parallel zur Gelenkoberfläche, wobei der 

Gehalt an Kollagenfasern in dieser Zone am höchsten ist. Biomechanisch betrach-

tet ist die superfizielle Zone weniger steif und verformt sich unter Druckbelastung 
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am stärksten (O'Connor et al., 1988). Außerdem unterscheiden sich die Chond-

royzten der superfiziellen Zone von denen der übrigen Zonen in Metabolismus, 

Genexpression und Zellform (Schumacher et al., 1994, Darling et al., 2004, Youn 

et al., 2006, Aigner et al., 1993). Darüber hinaus besitzt die superfizielle Zone die 

höchste Zelldichte (Vignon et al., 1976, Eggli et al., 1988) und enthält Stamm- und 

Progenitorzellen von Chondrozyten (Hattori et al., 2007). Die superfizielle Zone 

spielt eine wesentliche Rolle beim Beginn der OA, da in dieser Zone als erstes das 

Kollagennetzwerk beschädigt wird (Hollander et al., 1995). Eine weitere Besonder-

heit der superfiziellen Zone ist, dass in dieser Zone die Chondrozyten in definierten 

horizontalen räumlichen Mustern organisiert sind. Diese Muster sind sowohl ge-

lenkspezifisch als auch spezienspezifisch und können wie ein „biologischer Fin-

gerabdruck“ für jedes Gelenk verstanden werden. Als wesentliche Muster konnten 

einzelne Chondrozyten, Chondrozyten-Paare, Einzenstränge (Strings) sowie Clus-

ters identifiziert werden (Rolauffs et al., 2008). Interessanterweise konnte darüber 

hinaus nachgewiesen werden, dass sich die räumliche Organisation der superfizi-

ellen Chondrozyten unter Progression der OA verändert. Im vollständig gesunden 

Gelenkknorpel der Femurkondyle sind die superfiziellen Chondrozyten in Strings 

organisiert. In frühesten Stadien der OA hingegen, werden die Chondrozyten in 

Doppelsträngen (Doublestrings) organisiert vorgefunden (Rolauffs et al., 2010). Im 

Spätstadium der OA können zunächst Small und später Big Clusters beobachtet 

werden. Unter weiterer Progression der OA geht die räumliche Organisation der 

superfiziellen Chondrozyten vollkommen verloren. Es stellt sich ein Bild von voll-

kommen diffus verteilten Chondrozyten dar, ohne erkennbares Zell-Organisations-

Muster (s.Abbildung 4). Des Weiteren geht ab der Organisationsform der Doublest-

rings sukzessive die PZM verloren, bis sie bei Big Clustern praktisch nicht mehr 

vorhanden ist. Damit sind die Chondrozyten völlig „schutzlos“ den Kompressions-

kräften, die auf die Gelenkfläche wirken, ausgeliefert (Felka et al., 2016), was den 

OA-assoziierten Zelltod beschleunigen könnte. 
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Abbildung 4: Änderung der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten unter Zunahme der 
OA.  Dargestellt sind verschiedene Organisationsstadien humaner Chondrozyten der superfiziellen Knorpelzo-
ne in Abhängigkeit des OA-Grades. Während Chondrozyten organisiert in Strings den gesunden Phenotyp 
darstellen, findet man in frühen OA geschädigten Gelenken vor allem Doublestrings. Unter weiterer Progressi-
on der OA kann man Chondrozyten organisiert in Small Clusters und darauffolgend in Big Clusters beobach-
ten. Im Spätstadium der OA geht die räumliche Organisation der superfiziellen Chondrozyten schließlich voll-
kommen verloren, sodass sich eine völlig diffuse Zellverteilung zeigt (Felka et al., 2016). 

1.6 Ziel der Arbeit 

Erstes methodisches Ziel der Arbeit war es, ein mRNA-Extraktionsprotokoll zu er-

arbeiten, welches eine adäquate Reinheit mit einer maximalen RNA-Gewinnung 

lieferte, um die relativen mRNA-Expressionsprofile von Kollagen Typ I, II, III und VI 

in superfiziellen Chondrozyten in definierten räumlichen Organisationsformen ohne 

eine vorhergehende Zellisolation (z.B. Gewebeverdau mit Proteinase K) im Gewe-

be zu untersuchen. 

Das wesentliche Ziel der Arbeit war es, durch eine organisations-spezifische Ana-

lyse der relativen mRNA-Expressionen von Kollagen Typ I, II, III und VI in superfi-

ziellen Chondrozyten erstmals einen Zusammenhang der räumlichen Organisation 

superfizieller Chondrozyten mit phänotyp-relevanten Funktionsparametern zu un-

tersuchen. 
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Dieses Ziel wurde unter vier spezifischen Fragestellungen verfolgt: 

1) Gibt es signifikante Unterschiede in der relativen mRNA-Expression spezifischer 

Kollagen-Typen in verschiedenen Stadien der räumlichen Organisation (z. B. Un-

terschied in der Kollagen Typ I Expression in Strings und einer diffusen Anord-

nung)? 

2) Gibt es signifikante Unterschiede in der relativen mRNA-Expression spezifischer 

Kollagen-Typen innerhalb einer definierten Organisationsform (z. B. zwischen Kol-

lagen Typ I und II innerhalb der Organisationsform Strings)? 

3) Gibt es eine signifikante Korrelation zwischen den Expressionen spezifischer 

Kollagentypen sowohl innerhalb spezifischer Stadien als auch bei der Poolung aller 

Stadien (z. B. Korrelation von Kollagen Typ I mit II innerhalb der Organisationsform 

Strings bzw. gepoolt über alle Organisationsformen betrachtet)? 

4) Gibt es eine signifikante Korrelation zwischen der Expression eines spezifischen 

Kollagentyps (z.B. Kollagen Typ I) mit spezifischen Stadien der räumlichen Organi-

sation superfizieller Chondrozyten (die hierzu folgendermaßen klassifiziert wurden: 

1= Strings/Doublestrings, 2= Small Clusters, 3= Big Clusters und 4= Diffus Vertei-

lung)? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien. Angegeben sind jeweils Produktname und Hersteller.  

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Eppendorf-Cups (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg/D 

Spatel/Pinzetten (chirurgisch/anatomisch) Fa. Aesculap, Tuttlingen/D 

Skalpell 
No. 21 FEATHER Safety Razor 

Co., Ltd/Japan 

Biopsiestanze 4 mm/8 mm Pfm Medical, Köln/D 

Rasierklingen Müller Drogerie 

Blue Caps 10/50 ml Greiner bio-one, Deutschland 

Light Cycler 480 Multiwell Plate 96 Roche 

96-Well-Platten, flach Greiner bio-one, Deutschland 

Petrischale 145 mm x 20 mm Greiner bio-one, Deutschland 

Mµlti®-SafeSeal®Tubes 1 ml, farblos Carl Roth GmbH+Co. KG 

Pipetten (10,100,200,1000 µl) Eppendorf Research, Hamburg/D 

Pipettenspitzen: Eppendorf Research plus 

(10, 100, 200, 1000 μl) 
Eppendorf, Hamburg/D 

Serological Pipet (5, 10 ml) Becton Dickinson, Franklin Lakes/USA 

Schraubbecher 100 ml steril Sarstedt, Nümbrecht/D 
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2.2 Reagenzien 

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien. Angegeben sind jeweils Produktname, Hersteller, Kompositionsdetails 
sowie falls vorhanden die entsprechende CAS-oder die Referenznummer des Herstellers. 

Produkt Hersteller Details 
CAS-/ 

Referenznummer 

Cell Tracker Blue CMAC 

Dye 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 
 C2110 

DMEM(1X) = Dulbecco's 

Modified Eagle Medium 

Gibco by life 

technologies 

[+] 4,5 g/l D-Glucose 

[+] L-Glutamine 

[+] Pyruvate 

500 ml 

41966-029 

Fungizone Antimycotic 
Gibco by life 

technologies 

Amphotericin B 

250 μg/ml 

50 ml 

15290-026 

Penicillin-Streptomycin 
Gibco by life 

technologies 

[+] 10 000 Units/ml 

[+] 10 000 μg/ml 
15140-122 

Ethanol 
SAV-Liquid Pro-

duction 

Ethanol 99 %, voll-

ständig vergällt 
ETO-5000-99-1 

AnalaR NORMAPUR 

Ethanol absolut 

VWR PROLABO 

CHEMICALS 
 64-17-5 

4’, 6’-diamidin-2’-

phenylindoldihydrochlorid 

(DAPI) 

Roche, Schweiz  28718-90-3 

Qiagen RNeasy Mini Kit 

(250) 
QIAGEN 

Enthält: 

- RPE-Puffer 

- RW1- Puffer 

- RLT-Puffer 

74106 

RNase-free DNase Set 

(50x) 
QIAGEN 

Enthält: 

-DNase 

-RDD-Puffer 

79254 

  

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=28718-90-3&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=de&region=DE&focus=product


Material und Methoden 

15 

Advantage RT-

PCR-Kit 
Clontech 

Enthält: 

- Reaction Buffer 

- Random hexamer 

Primer 

- Oligo dT Primer 

-MMLV Reverse 

Transscriptase 

-Recombinant RNase 

Inhibitor 

639506 

PeqGOLD TriFast® peqLab Erlangen/D  30-2010 

PCR grade water Roche, Schweiz   

Chloroform Sigma-Aldrich  67-66-3 

RNase AWAY 
Molecular Bio Pro-

ducts 
 #7002 

RQ1 RNase-Free 

DNase 
Promega, USA 

-RQ1 RNase-Free 

DNase 10X Reaction 

Buffer 

- RQ1 RNase-Free 

DNase 

- RQ1 DNase Stop 

Solution 

Cat. # M6101 

2.3 Geräte 

Tabelle 4: Verwendete Geräte. Angeben ist jeweils das verwendete Gerät mit zugehörigem Hersteller. 

Gerät Hersteller 

Light Cycler 480 II Roche, Schweiz 

LSM 510 META Laser Scanning Mikroskop 

mit ApoTome 
Carl Zeiss GmbH, D 

Pipettierhilfe pipetus®-Akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt/D 

Vortexer (Reax top) Heidolph Instruments GmbH, D 

Sterilbank BDK; Luft- und Raumtechnik GmbH, D 

Absaugpumpe Laboport, Neuberger, Freiburg/D 
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Gefrierschrank - 72 °C GFL 

Gefrierschrank - 24 °C Liebherr Premium, Deutschland 

Abzug Prutscher, Österreich 

Kühlschrank 4 °C Liebherr, Deutschland 

Kühlschrank 4 °C Severin, Deutschland 

Zentrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg/D 

Zentrifuge 5242 R Eppendorf, Hamburg/D 

Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg/D 

Thermocycler UNO II Biometra, Göttingen/D 

Homogenisator Miccra D8 Falc Instruments, Italien 

NanoDrop 1000 V peqLab, Erlangen/D 

 

2.4 Software 

Tabelle 5: Verwendete Software. 

Name Hersteller 

Axio Vision 4.8. Carl Zeiss GmbH, D 

Microsoft Office Word/Excel Microsoft Corporation, USA 

Light Cycler® 480 SW 1.5.1 Roche, Schweiz 

NanoDrop 1000 V 3.8.1 Thermo Fisher Scientific/USA 

SigmaPlot Notebook 12.0 Systat Software GmbH, Erkrath/D 

Adobe Photoshop CS6 Adobe Systems Software/Irland 

2.5 Gewinnung von Knorpelgewebe 

Die Knorpelgewebsproben stammten von Patienten der BG Unfallklinik Tübingen. 

Es wurde eine Knorpelprobe von einem Körperspender der Anatomie Tübingen 

entnommen. Das untersuchte Patientenkollektiv (n=43) setzte sich aus 12 Män-

nern (Alter 52-78 Jahre) und 31 Frauen (Alter 45-99 Jahre) zusammen. Hierbei 

handelte es sich ausschließlich um Knorpel-Knochen-Fragmente aus Kniegelen-
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ken, die im Rahmen einer Totalendoprothese operiert wurden, sodass die Ge-

websproben die laterale und mediale Femurkondyle, sowie die Interkondylarregion 

beinhalteten. Die Gewebsproben wurden unter sterilen Bedingungen in Schraub-

becher mit 60 ml Transportmedium (56,4 ml DMEM + 1,35 ml Fungizone + 2,25 ml 

PenStrep) überführt und anschließend im Kühlschrank bei 4 °C gelagert. Alle Pro-

ben wurden mindestens innerhalb von 24 h nach Entnahme im Labor weiterverar-

beitet. 

2.6  Herstellung standardisierter Knorpelzylinder 

Alle verwendeten Instrumente wurden vor Gebrauch mit Hilfe eines Dampfautokla-

vierers (HIKLAVEC HV-50) bei 120 °C sterilisiert. Die Rasierklingen und die Unter-

lage der Schneidevorrichtung aus Hartwachs wurden über 10 min in 100 % Etha-

nol desinfiziert. 

Die Knorpel-Knochen-Fragmente wurden zur weiteren Verarbeitung unter der Ste-

rilbank in eine mit Medium (DMEM) befüllte Petrischale gelegt. Hierbei wurde bei 

allen Arbeitsschritten sichergestellt, dass die Knorpeloberfläche der Fragmente 

immer mit Medium benetzt war und nicht austrocknete. Zunächst wurde der Knor-

pel mit Hilfe eines Skalpells vom subchondralen Knochen abgetrennt. Mit Hilfe von 

Biopsiestanzen (Pfm medical) mit einem Durchmesser von 4 mm wurden standar-

disierte Knorpelzylinder aus der abgetrennten Knorpelschicht gestanzt. Da das 

Medium die ursprüngliche Gelenkoberfläche blass rosa verfärbte, war eine Unter-

scheidung zwischen der subchondralen Unterseite und der ursprünglichen Ge-

lenkoberfläche makroskopisch möglich. Daraufhin wurden die obersten 300 µm der 

ursprünglichen Gelenkoberfläche mit einer Schneidevorrichtung und einer Rasier-

klinge abgetrennt. Der restliche Knorpel der Unterseite wurde verworfen. Die 

Schneidevorrichtung bestand aus einem Edelstahlblock mit einer 300 µm tiefen 

und 8 mm breiten runden Vertiefung. Zum Abtrennen der superfiziellen Knorpelzo-

ne wurden die Knorpelzylinder mit der ursprünglichen Gelenkoberfläche nach un-

ten in die vorgesehene Vertiefung gelegt. Im Anschluss wurde der Überstand, der 
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über die 300 µm tiefe Vertiefung hinausragte, mit einer handelsüblichen Rasier-

klinge abgetrennt. Somit bleiben in der Vertiefung die obersten 300 µm der ur-

sprünglichen Gelenkoberfläche. Alle geschnittenen Knorpelzylinder wurden in ei-

nem mit Medium gefüllten 2,0 ml Eppendorf-Cups gesammelt und drei Mal mit Me-

dium (DMEM) gewaschen, indem das alte Medium mit einer Glaspipette abgesaugt 

wurde und anschließend frisches Medium hinzugegeben wurde. 

2.7 Zellkernfärbung 

Zur Zellkernfärbung wurde DAPI zum Medium (DMEM) im Verhältnis 1:1000 hin-

zugegeben. Jeweils 150 µl Färbelösung wurden pro Well auf eine 96-Well-Platte 

verteilt. Die geschnittenen Knorpelzylinder wurden daraufhin in die einzelnen Wells 

verteilt und für ca. 15 min unter Lichtverschluss im Kühlschrank inkubiert. 

2.8 Analyse der räumlichen Organisationsform superfizieller Chondrozy-

ten mittels Fluoreszenzmikroskopie 

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine spezielle Form der Mikroskopie, welche sich 

den Einsatz von sogenannten Fluorochromen zu Nutze macht. Werden Flu-

orochrome mit Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt, so strahlen sie wenig 

später Licht einer anderen Wellenlänge zurück. Mit Hilfe eines Filters kann man 

dafür sorgen, dass nur das von den Fluorochromen abgestrahlte Licht im Mikro-

skop detektiert wird. Somit werden nur die Strukturen sichtbar gemacht, an welche 

zuvor der jeweilige Fluoreszenzfarbstoff gebunden wurde (Niedermayr, 2010). In 

dieser Arbeit wurde zur Darstellung der Zellkerne 4’, 6’-diamidin-2’-phenylindol-

dihydrochlorid (DAPI) verwendet. 

Die Analyse der räumlichen Organisationsform superfizieller Chondrozyten erfolgte 

mit dem LSM 510 (Zeiss) mit der Software Axiovision Version 4.8.2. Die Knorpelzy-

linder wurden in einer 96-Well-Platte betrachtet, wofür es eine spezielle Einspann-

vorrichtung gab. Die Analyse fand unter Verwendung des 10-fach Vergrößerungs-

objektivs und des Lichtkanals DAPI statt. Die Knorpelzylinder wurden über das 
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Eyepiece von oben auf die ehemalige Gelenkfläche schauend betrachtet und der 

jeweiligen räumlichen Organisationsform superfizieller Chondrozyten zugeordnet. 

Dabei wurde zwischen den Organisationsformen Strings/Doublestrings, Small 

Clusters, Big Clusters und einer diffusen Verteilung unterschieden. 

 

Abbildung 5: Schwarz-weiß Mosaikaufnahme eines Knorpelzylinders. Abgebildet ist eine exemplarische 
schwarz-weiß Mosaikaufnahme eines 4 mm durchmessenden, 300 µm dicken Knorpelzylinders der superfiziel-
len Zone, dessen Chondrozyten zuvor mit DAPI angefärbt wurden. Man blickt von oben auf die Gelenkfläche 
des Knorpelzylinders, welcher in diesem Beispiel überwiegend Chondrozyten in der räumlichen Organisations-
form String/Doublestrings aufweist. 

Von den meisten Patienten wurden exemplarische Mosaikaufnahmen der vorherr-

schenden Muster gemacht. Es wurden rechteckige Mosaikaufnahmen angefertigt, 

wobei in der Regel eine Mosaikaufnahme bestehend aus 5 x 5 Einzelbilder ausrei-
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chend waren (s. Abbildung 5). Die Belichtungszeit wurde zuvor für alle Bilder ge-

meinsam festgelegt, wohingegen der Fokus für jedes Einzelbild des Mosaiks ma-

nuell eingestellt wurde. 

2.9 Theoretische Einführung in die Quantitative Real-Time-PCR 

Die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) ist ein Verfahren, mit welchem eine 

Quantifizierung der Genexpression von Zellen möglich ist. Zu Anfang muss die 

mRNA aus den zu untersuchenden Zellen extrahiert werden. Hierfür war es not-

wendig das Knorpelgewebe zu homogenisieren, um die Chondrozyten aus dem 

Knorpelgewebe zu isolieren und sie für die Lysereagenzien zugänglich zu machen. 

In dieser Arbeit wurde eine Kombination aus einer Trizol-basierten (peqLab 

TriFast®) und einer Kieselgel-basierten Säulenextraktion (Qiagen) verwendet, um 

die Vorteile beider Methoden zu vereinen. Das Prinzip für die Trizol-basierte mRNA 

Extraktion entstammt der von Piotr Chomczinski 1987 erstmals beschriebenen Ex-

traktionsmethode (Chomczynski and Sacchi, 1987). Das detaillierte Extraktionspro-

tokoll für die TriFast®-Extraktion stammt von Frau Rosa Riester (MTA im zellbiolo-

gischen Forschungslabor der orthopädischen Abteilung des UKTs). Die anschlie-

ßende Kieselgel-basierte Säulenextraktion wurde nach Anleitung des Herstellers 

Quiagen durchgeführt (Quiagen, 2011). Der Schritt zur Zusammenführung beider 

Protokolle wurde aus dem Material und Methoden-Teil des 2002 erschienenen Pa-

pers „The role of chondrocyte senescence in osteoarthritis“ von Jo S. Price ent-

nommen (Price et al., 2002). 

2.9.1 mRNA-Extraktion 

Bei der Trizol-basierten Extraktion mit TriFast® (peqLab) kommt hauptsächlich 

Guanidinisothiocyanat (GTC) und Phenol in Kombination mit Chloroform zum Ein-

satz. Die chaotrope Wirkung des GTC bewirkt zum einen die Lyse der Zellmemb-

ran, zum anderen kommt es zur Denaturierung sämlticher Proteine. Daraus folgt 

eine Inhibition von RNasen und DNasen, sodass ein weiterer Abbau der mRNA in 
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der Probe durch RNase unterbunden wird. Durch die Chloroformzugabe entsteht 

nach der Zentrifugation die typische Ausbildung dreier Phasen. Die unterste Phase 

ist rötlich und enthält hauptsächlich Proteine und Lipide. Die darüberliegende 

schmale milchig-weiße Interphase bindet überwiegend DNA. Die oberste wasser-

klare Phase enthält die gelöste mRNA, die es zu isolieren gilt (Chomczynski and 

Sacchi, 1987, Cox, 1968). 

Die Säulenextraktion mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) beruht auf dem Prinzip 

Nukleinsäuren an eine geladene Matrix zu binden. In den Extraktionsäulen des 

RNeasy Mini Kits befinden sich Kieselgel-Membranen, an welche die negativ gela-

denen Nukleinsäuren durch ionische Wechselwirkungen mit der Kieselgelmatrix 

gebunden werden. Durch Zusatz verschiedene Waschpuffer (RW1- und RPE-

Puffer) werden unerwünschte Proteine, Kohlenhydrate und Salze, welche den spä-

teren Umschreibungsprozess und die PCR negativ beeinflussen können, ausge-

waschen. Zudem ist in das Protokoll ein DNase-Schritt integriert, wobei DNA, wel-

che bei der vorangegangen TriFast® -Extraktion nicht eliminiert wurde, zusätzlich 

verdaut und ausgewaschen wird. Zum Schluss wird die mRNA von der Kieselgel-

Membran in RNase-freiem Wasser gelöst und bis zur Weiterverarbeitung bei -72 

°C gelagert (Padhye et al., 1997). 

2.9.2 Umschreibung der mRNA zu cDNA 

Für die qRT-PCR wird DNA benötigt, weshalb die isolierte mRNA zu cDNA mittels 

Reservetransskriptsase umgeschrieben werden muss. Hierfür wurde das Advan-

tage RT-for-PCR Kit der Firma Clontech verwendet. Das Enzym Reverse-

transskriptase ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, welche es ermöglicht, 

anhand eines RNA-Einzelstrangs einen komplementären DNA-Strang zu syntheti-

sieren. Als Startpunkt für die Reversetransskriptase wird ein freies 3‘-OH benötigt, 

welches durch sogenannte Primer zur Verfügung gestellt werden. Primer sind Oli-

gonukleotide, die sich komplementär an die RNA-Stränge anlagern können und als 

Startpunkt für Polymerasen dienen. Für die Umschreibung werden zwei verschie-
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dene Primer verwendet. Zum einen kommen „Random-Hexamer“-Primer zum Ein-

satz, welche eine zufällige Sequenz aus sechs Nukleotiden besitzen und zufällig 

an komplementäre Bereiche der RNA binden. Zudem werden sogenannte „Oligo-

dT“-Primer hinzugegeben, welche komplementär an den Poly-Adenin-Schwanz 

binden, welcher bei jeder mRNA vorhanden ist (Rassow et al., 2008, Clontech 

Laboratories, 2010). 

Zu Anfang wird das Gemisch aus Primern und isolierter mRNA für 2 min auf 70 °C 

erhitzt, wobei das sogenannte „Annealing“ stattfindet. Dabei lagern sich die oben 

gennannten Primer an die RNA-Einzelstränge an. Im Anschluss ist ein rasches 

Abkühlen notwendig, damit sich die Primer nicht wieder lösen. Nach Zugabe des 

Master-Mix, welcher unter anderem die Reversetransskriptase enthält, wird das 

Reaktionsgemisch für eine Stunde auf 42 °C erwärmt, da dies die optimale Arbeits-

temperatur der Reversetransskriptase ist. Zum Schluss erfolgt ein fünfminütiger 

Denaturierungsschritt, um die Reversetranskriptase zu inaktivieren. 

2.9.3 Die Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion dient grundsätzlich zur Vervielfältigung von DNA-

Fragmenten. Hauptbestandteile für eine PCR sind die zu vervielfältigende DNA-

Fragmente, eine DNA-Polymerase und die entsprechenden Primer, die in ihrer Se-

quenz mit dem Anfang des zu amplifizierenden Gens übereinstimmen müssen. 

Zudem müssen Nukleotidtriphosphate (dNTPs) zur Verfügung gestellt werden. Ei-

ne PCR läuft in mehreren identischen Zyklen ab, wobei sich jeder Zyklus aus drei 

Teilschritten zusammensetzt: 

1. Denaturierungsphase 

Hierbei wird das Reaktionsgemisch auf 95 °C erhitzt, um die DNA-Doppelstränge 

in zwei Einzelstränge zu trennen. Das ist zwingend notwendig, da sich die Primer 

nur an DNA-Einzelstränge anlagern können. 
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2. Annealing-Phase 

Bei diesem Schritt wird das Reaktionsgemisch für 30 sek auf ca. 60 °C abgekühlt, 

damit sich die Primer an die DNA-Einzelstränge anlagern können. Hierfür benötigt 

es sowohl einen Primer, der sich an das 5‘-Ende anlagert, als auch einen weiteren, 

der zum 3‘-Ende komplementär ist. Daher unterscheidet man einen „forward“ und 

einen „backward“-Primer. Diese Primer stellen für die DNA-Polymerase die nötige 

3‘-OH-Bindungsstelle zur Verfügung, da die DNA-Polymerase den neuen komple-

mentären Strang ausschließlich von 5‘- nach 3‘-Richtung synthetisieren kann. 

3. Elongationsphase 

Sobald die Primer an die zu vervielfältigenden DNA-Einzelstränge gebunden sind, 

bindet die DNA-Polymerase an das freie 3’-OH-Ende der Primer und synthetisiert 

unter Verwendung, der vorher hinzugefügten dNTPs, den neuen komplementären 

DNA-Strang. Die optimale Arbeitstemperatur liegt bei ca. 72 °C. Zu beachten ist, 

dass eine spezielle DNA-Polymerase zum Einsatz kommt. Hierbei handelt es sich 

um eine besonders hitzstabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus 

aquaticus, welche auch in der Denaturierungsphase bei 95 °C keinen Schaden 

nimmt (Rassow et al., 2008, National Center for Biotechnology Information, 2014, 

Roche, 2016). 
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2.9.4 Quantifizierung der Genexpression mittels qRT-PCR 

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) stellt eine Modifikation des oben erläu-

terten Verfahrens dar, durch welche es möglich ist, eine quantitative Aussage über 

die Genexpression von Zellen zu machen. 

Hierfür wählt man zunächst mindestens zwei Referenzgene aus (Miqe-Guidelines 

(Huggett et al., 2013)). Hierbei handelt es sich in der Regel um sogenannte „Hous-

ekeeping“-Gene, die unabhängig vom metabolischen Zustand der Zelle konstant 

exprimiert werden. Das zu untersuchende Gen (engl. Target-Gene) wird immer im 

Verhältnis zu den Referenzgenen betrachtet. Daher handelt es sich um eine relati-

ve Quantifizierung, die sich immer auf die konstante Expression der Referenzgene 

bezieht. Somit können Expressionsunterschiede bezüglich des Target-Gens ver-

schiedener Zellen detektiert und verglichen werden. 

Zur eigentlichen Quantifizierung des in der PCR produzierten Amplifikats wird nach 

jedem Zyklus eine photometrische Messung durchgeführt. Hierfür muss man dem 

Reaktionsansatz vor der PCR sogenannte Sonden hinzufügen. Diese Sonden bin-

den spezifisch an die Gensequenz, die es zu quantifizieren gilt und senden ein 

Fluoreszenzsignal aus, sobald sie gebunden haben. Da das Fluoreszenzsignal 

somit proportional zur amplifizierten Menge der Zielsequenz ist und die Menge der 

cDNA innerhalb der Probe abhängig von der ursprünglich vorhandenen mRNA ist, 

lässt sich folglich die relative Genexpression des Zielgens zu den Referenzgenen 

bestimmen (Heid et al., 1996, Arya et al., 2014). 
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2.10 Protokoll der mRNA-Extraktion, cDNA-Umschreibung und qRT-PCR 

2.10.1 Aufbereitung der Proben 

Um eine ausreichende mRNA-Menge zu garantieren wurde eine Probe mit 15 ± 3 

Knorpelzylindern definiert. Hierfür war es größtenteils nötig die entsprechenden 

Knorpelzylinder aus verschiedenen Patientenproben zu poolen, da meistens aus 

einer Patientenprobe nicht 15 ± 3 Knorpelzylinder von einem Muster zu isolieren 

waren. Im Anschluss an die Musteranalyse, wurden die Knorpelzylinder entspre-

chend ihrer Muster sortiert und in Mµlti-SafeSeal-Tubes (Roth, 7083.1) mit 300 µl 

Trizollösung (TriFast® peq gold) bei 4 °C überführt. Daraufhin wurden die Proben 

mittels flüssigem Stickstoff in der TriFast®-Lösung schockgefroren und bis zur ei-

gentlichen Extraktion bei -72 °C gelagert. 

2.10.2 mRNA-Extraktion 

Zunächst wurden die Proben aufgetaut und während des gesamten Homogenisie-

rungsprozesses auf Eis gelagert. Vor jeder Homogenisierung erfolgte ein standar-

disiertes Reinigungsverfahren. Hierfür wurde die Welle samt Rotationsmesserauf-

satz als erstes in doppeldestilliertem Wasser (Millipore) abgespült. Daraufhin er-

folgte eine Desinfektion in 100 % Ethanol und im Anschluss daran eine 30 sekün-

dige Inkubation in RNaseAway®-Lösung (Molecular Bio Products). Zum Schluss 

wurde erneut mit doppeldestilliertem Wasser gespült. Dieses Reinigungsverfahren 

wurde immer vor der Homogenisierung einer neuen Probe durchgeführt, um die 

Vermischung von Probenmaterial zu verhindern. Zudem wurde nach der Homoge-

nisierung jeder Probe der Rotationsmesseraufsatz in einem leerem Tube mit 300 µl 

TriFast®-Lösung gespült, um Knorpelreste, die noch am Aufsatz haften geblieben 

sind, zu lösen. 

Vor der weiteren Extraktion wurden die homogenisierten Proben bei Raumtempe-

ratur für 5 min inkubiert. Zudem wurde der Inhalt der Tubes mit TriFast®-Lösung, 
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die zur Abspülung verbliebener Knorpelreste am Homogenisator dienten, zu der 

jeweiligen Probe hinzugefügt und das Volumen der Probe mit TriFast® auf 1 ml 

aufgefüllt und nochmals gut durchmischt. Nach diesem Schritt wurden die Proben 

für 10 min mit 12000 rcf bei 4 °C zentrifugiert. Hierbei setzten sich die homogeni-

sierten Knorpelfragmente am Boden des Tubes ab, sodass der TriFast®-

Überstand problemlos abpipettiert und in ein frisches Eppendorfgefäß gefüllt wer-

den konnte. Zu dem abpipettierten Überstand wurden 200 µl Chloroform hinzuge-

fügt. Anschließend wurde das Gemisch für 30 sek auf dem Vortexer homogenisiert 

und für 10 min bei 4 °C inkubiert. Darauf folgte eine Zentrifugation von 15 min mit 

12000 rcf bei 4 °C. Nach der Zentrifugation wurde die Bildung von drei Phasen in 

der Lösung sichtbar (Extraktionsprotokoll von Frau Rosa Riester, MTA im zellbio-

logischen Forschungslabor der UKTs).  

Unter äußerster Vorsicht wurde die obere wässrige Phase abpipettiert, ohne die 

darunterliegenden Phasen zu tangieren und in ein frisches Eppendorfgefäß über-

führt. Dann wurde zu halben Volumenanteil 100 % Ethanol zur Fällung der gelös-

ten mRNA hinzugefügt und gut durchmischt (Price et al., 2002). 

Als Nächstes wurde das gesamte Lösungsvolumen auf eine Extraktionssäule (Qi-

agen RNeasy Mini Kit (250)) pipettiert und anschließend für 30 sek bei 10000 rpm 

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und auf die Kieselgelmembran, an 

welcher nun die mRNA gebunden war, 350 µl RW1-Waschpuffer gegeben und er-

neut für 30 sek bei 10000 rpm zentrifugiert. Um eine Kontamination mit DNA zu 

vermeiden, folgte ein DNase-Schritt. Hierfür wurden 10 µl DNase-Stocklösung in 

70 µl RDD-Puffer gelöst, vorsichtig auf die Kieselgelmembran pipettiert und für 15-

20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte ein 

weiterer Waschschritt mit RW1-Puffer für 30 sek mit 10000 rpm. Daraufhin schlos-

sen sich zwei weitere Waschschritte mit jeweils 500 µl RPE-Puffer an. Dabei fand 

der erste Waschschritt bei einer Zentrifugation von 10000 rpm für 30 sek statt, wo-

hingegen der zweite Waschschritt bei 14680 rpm für 3 min durchgeführt wurde. 

Zum Schluss wurde die leere Säule nochmals in ein frisches Tube gesetzt und für 
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1 min bei 14680 rpm zentrifugiert, um letzte Waschpufferreste zu eliminieren. Als 

letzter Schritt wurden 30 µl RNase-freies Wasser auf die Säule pipettiert, für 1 min 

bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 1 min bei 10000 rpm zentrifu-

giert. Die Lagerung der isolierten mRNA-Proben bis zum Umschreibungsprozess in 

cDNA fand bei -72 °C statt (Quiagen, 2011). 

2.10.3 Etablierung: Einführung eines DNase-Verdau-Schritts 

Bei der Etablierung des in 2.9.6. genannten mRNA-Extraktionsprotokolls wurde im 

Vorfeld versucht, im Anschluss an die mRNA-Extraktion mittels TriFast® einen se-

paraten DNase Verdau (Promega) einzuführen, um auf die nachfolgende Kiesel-

gelmembran-Extraktion verzichten zu können.  

Hierfür wurden 10 µl der mit TriFast®-extrahierten mRNA 1 µl RQ1 RNase-Free 

DNase 10X Reaction Buffer hinzugegeben, sowie 1 µl pro µg RNA der RQ1 

RNAase-Free DNase. Daraufhin wurde das Reaktiongemisch zunächst für 30 min 

bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde 1 µl der RQ1 DNase Stop-Solution hinzu-

gegeben und für weitere 10 min bei 65 °C inkubiert (Promega, 2009). 

2.10.4 Ermittlung der mRNA-Menge 

Für jede mRNA-Probe wurde vor der Umschreibung zu cDNA mit Hilfe eines 

Spektrometers (NanoDrop 1000) die mRNA-Konzentration und - Reinheit 

(A260/280) bestimmt. Die Analyse erfolgte mit einer Volumenmenge von 1,5 µl und 

die Kallibrierung stets mit dem RNase-freiem Wasser, in dem die jeweilige Probe 

gelöst wurde. Alle Messungen wurden einmalig wiederholt und der Mittelwert er-

rechnet. 
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2.10.5 Umschreibung der mRNA zu cDNA 

Die Umschreibung der isolierten mRNA zu cDNA wurde mit Hilfe des Advantage 

RT-for-PCR-Kits (Clontech) durchgeführt. Zunächst wurde der Annealingschritt 

ausgeführt, indem 11,5 µl Probenvolumen mit 1 µl Random-Hexamer-Primer und 1 

µl Oligo-dT-Primer für 2 min bei 70 °C im Thermoblock inkubiert wurden. Danach 

wurden die Proben umgehend auf Eis gesetzt, um eine schnelle Abkühlung zu er-

reichen. Im darauffolgenden Schritt wurde der Mastermix angesetzt, welcher pro 

Probe aus 4 µl Reaktionspuffer, 1 µl dNTPs, 0,5 µl RNase-Inhibitor und 1 µl 

MMLV-Reverse-Transskriptase bestand. Nach Abkühlung der Proben wurde der 

Mastermix hinzu pipettiert, gut gemischt und anschließend für 60 min bei 42 °C im 

Thermocycler (UNO II, Biometra) inkubiert. Zum Schluss folgte ein fünfminütiger 

Denaturierungsschritt bei 95 °C. Die Proben wurden danach wieder auf Eis gesetzt 

und zusätzlich mit 20 µl RNase-freiem Wasser verdünnt (1:1-Verdünnung), um ein 

größeres Probenvolumen für die qRT-PCR zu erhalten (Clontech Laboratories, 

2010). 

2.10.6 Quantitative Real Time Polymerase-Chain-Reaction (qRT-PCR) 

Die PCR fand unter Verwendung des Light Cycler 480 (Roche) statt. Der Reakti-

onsmix enthielt pro Probe 10 µl Mastermix (Light Cycler 480 Probes Master), 5,5 µl 

RNase-freies Wasser (PCR grade Water, Roche), jeweils 1 µl Primer in 3‘-5‘ (for-

ward) und 5‘-3‘-Richtung (backward), sowie 0,5 µl der entsprechenden TaqMan-

Sonde (Roche). 

Die gesamte PCR wurde auf spezielle 96-Well-Platten pipettiert. Dabei wurden 18 

µl Mastermix und 2 µl der entsprechenden Probe in ein Well gegeben. Jegliche 

Proben wurden doppelbestimmt, ebenso wie die Positiv- und Negativkontrollen. Als 

Positivkontrolle diente eine verdünnte Probe, die für alle durchgeführten qRT-PCR-

Reaktionen verwendet und nie gewechselt wurde. Für die Negativkontrolle wurde 

statt einer Probe lediglich 2 µl des verwendeten RNase-freien Wassers verwendet. 
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Als Referenzgene wurden GAPDH und RPL13A gewählt (Tabelle 6). Es konnte 

zwar gezeigt das GAPDH in Chondrozyten im Vergleich zu RPL13A weniger kon-

stant exprimiert wird (Pombo-Suarez et al., 2008), jedoch ist GAPDH das klassi-

sche Housekeeping-Gen in der bisherigen Literatur. Daher wurde GAPDH den-

noch ausgewählt, um die Vergleichbarkeit der in dieser Arbeit erhobenen quantita-

tiven Expressionsdaten mit denen der bisherigen wissenschaftlichen Literatur zu 

gewährleisten. RPL13A stellte sich als äußert stabiles Housekeeping-Gen in 

Chondrozyten heraus (Pombo-Suarez et al., 2008). Die untersuchten Zielgene wa-

ren COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL6A1 (s. Tabelle 6). 

Tabelle 6: Verwendete Primersequenzen für die qRT-PCR von 5‘ nach 3‘. C=Cytosin, A=Adenin, G= 
Guanin, T=Thymin. Alle Primersequenzen sind sondenbasiert und wurden enstammen „RealTime ready As-

says“ der Firma Roche. 

Gen Primersequenz (5‘ nach 3‘) 

GAPDH 
f: CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 

r: ACGACCAAATCCGTTGACT 

RPL13A 
f: CTGGACCGTCTCAAGGTGTT 

r: GCCCCAGATAGGCAAACTT 

COL1A2 
f: TCTGGAGAGGCTGGTACTGC 

r: GAGCACCAAGAAGACCCTGA 

COL2A1 
f: CTGGTCCTCAAGGCAAAGTT 

r: GAGGTCCAGGACGACCATC 

COL3A1 
f: ACTGGAGCACGGGGTCTT 

r: TCCTGGTTTCCCACTTTCAC 

COL6A1 
f: GAAGAGAAGGCCCCGTTG 

r: CGGTAGCCTTTAGGTCCGATA 

 

Die Effizienzen für alle Primer wurden dreimalig mit einer 1:10-Verdünnungsreihe 

getestet und daraus der Mittelwert bestimmt (s.Tabelle 7). Anschließend wurde für 

die Auswertung jeweils diejenige Standardkurve ausgewählt, welche dem Mittel-

wert am Nächsten kam. 
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Tabelle 7: Ermittelte Primereffizienzen. Für jedes Referenz- und Zielgen wurde die Effizienz dreimalig be-
stimmt. Anschließend wurde der Mittelwert bestimmt und diejenige Standardkurve für die spätere quantitative 
Bestimmung verwendet, welche dem Mittelwert am Nächsten kam. Die für die Auswertung verwendete Stan-
dardkurve ist jeweils fett gedruckt hervorgehoben. 

Primer Effizienz 1 Effizienz 2 Effizienz 3 Mittelwert 

COL1A2 1,997 1,874 1,928 1,933 

COL2A1 2,011 1,870 1,873 1,918 

COL3A1 1,986 1,871 1,948 1,935 

COL6A1 1,933 1,976 1,846 1,918 

RPL13A 1,957 2,010 1,842 1,936 

GAPDH 

(Uynuk-Ool, 

2014) 

1,940 2,010 1,981 1,977 

 

Folgende TaqMan-Sonden wurden für die qRT-PCR mit dem Light Cycler 480 

(Roche) verwendet (s.Tabelle 8). 

Tabelle 8:Verwendete TaqMan-Sonden für die qRT-PCR. Angegeben sind für jedes Zielgen jeweils die 
verwendete TaqMan-Sonde und ihre Listennummer (#) in der Universal ProbeLibrary von Roche, sowie die 
entsprechende Produktnummer der Firma Roche (Roche-Diagnostics, 2016). 

Zielgen Sondennummer (Universal ProbeLibrary) Produktnummer 

GAPDH # 60 04688589001 

RPL13A # 157 04694449001 

COL1A2 # 79 04689020001 

COL2A1 # 50 04688112001 

COL3A1 # 131 04694155001 

COL6A1 # 80 04689038001 

 

Das angewendete qRT-PCR-Programm des Light Cycler 480 (Roche) setzte sich 

wie in Tabelle 9 aufgeführt zusammen. 
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Tabelle 9: Verwendetes qRT-PCR Programm des Light Cycler 480. Für jeden Schritt oder Teilschritt (siehe 
Amplifizierung) sind jeweils die Temperatur, die Dauer und die Anzahl der Wiederholungen des Zyklus ange-
geben. 

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung 

Pre-Inkubation 95 °C 10 min 0 

Amplifizierung 

Denaturierung 95 °C 10 sek 40 

Annealing 60 °C 30 sek 40 

Eloangation 72 °C 1 sek 40 

Abkühlen 40 °C 30 sek 0 

 

2.10.7 Auswertung der qRT-PCR-Daten 

Die Auswertung der qRT-PCR erfolgte mit Hilfe der zum Light Cycler 480 gehöri-

gen Software LightCycler 480® SW 1.5.0. In jeder qRT-PCR-Datei wurden zu-

nächst die Subsets für jedes Gen generiert, welche alle Proben eines Gens inklu-

sive der dazugehörigen Positiv- und Negativkontrollen enthielt. Anschließend wur-

de für jede Probe im „Sample Editor“ Name, Genname, Referenz/Target und ob es 

sich um eine Kontrolle oder eine Probe handelt, eingegeben. Da alle Proben dop-

pelt bestimmt wurden, wurden identische Proben über die Funktion „Make Replica-

tes“ verknüpft. Im Analysemodus wurde für jedes Subset über „Advanced Relative 

Quantification“ unter folgenden Grundeinstellungen die Expressionsdaten kalkuliert 

(s. Abbildung 6):  
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Abbildung 6: Programmeinstellung zur Auswertung der gemessenen qRT-PCR-Daten. Abgebildet ist die 
Grundeinstellung im Programm Light Cycler® 480 SW 1.5.1., welches zur Anaylse der gemessenen PCR-
Daten mit der „Advanced Relative Quantification“ verwendet wurde, um die relative mRNA-Expression zu 
errechnen. 

 

Als externe Referenz wurde der eigentliche „Run“ wieder angewählt, da die „Crea-

te-in-Run-Funktion“ nicht fehlerfrei funktioniert hat. Als externe Standards für die 

Effizienzen wurden die Standardkurven aus Tabelle 7 verknüpft. 

Eine exemplarische Auswertung ist in Abbildung 7 dargestellt. 
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Abbildung 7: Exemplarisches Auswertungsergebnis der erhobenen qRT-PCR- Expressionsdaten mit-
tels des Light Cycler 480. Dargestellt ist beispielhaft eine abgeschlossene Auswertung relativer mRNA-
Expressions Rohdaten unter der Verwendung des Programms Light Cycler® 480 SW 1.5.1. mit der Analyse-
form: “Advanced Relative Quantification”. 

Mit den zur Positivkontrolle normalisierten Werten (letzte Spalte in Abbildung 7) 

wurde in der statistischen Auswertung der Genexpressionsprofile weitergearbeitet. 

2.11 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der erhobenen Expressionsdaten wurde in dieser Ar-

beit mit Sigma Plot Notebook 12.0 durchgeführt. Alle Daten wurden zunächst auf 

Normalverteilung getestet. Die qRT-PCR-Messungen wurden in Duplikaten durch-

geführt. Die gemessenen Einzelwerte wurden sowohl für die Bildung des arithmeti-

schen Mittelwerts, die graphische Darstellung als auch für die statistische Auswer-

tung verwendet. Bei nicht normalverteilten Datensätzen zweier unabhängiger 

Gruppen wurde der Mann-Whitney-Rank-Sum-Test angewendet, um statistisch 

signifikante Unterschiede zu prüfen. Für den Vergleich mehrerer unabhängiger 

Gruppen bei nicht normalverteilten Datensätzen wurde der One-Way-ANOVA on 
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ranks (Kruskal–Wallis) mit dem Post-hoc Test nach Dunn angewandt. Für den 

Vergleich zweier normalverteilter unabhängiger Gruppen wurde der two-tailed t-

Test verwendet. Für den Vergleich der normalverteilten Datensätze mehrerer un-

abhängigen Gruppen wurde der One-Way Anova Test verwendet. Für die Auswer-

tung der Korrelation zwischen den verschiedenen Kollagen-mRNA-

Expressionsprofilen wurde die Pearson Produkt Moment Korrelation ermittelt. Die 

Korrelation zwischen der relativen mRNA-Kollagenexpression und den verschie-

denen räumlichen Organisationsformen der superfiziellen Chondrozyten wurde mit 

Hilfe der Spearman-Rank-Order-Korrelation bestimmt. Hierfür war folgende Kodie-

rung der räumlichen Organisationsformen notwendig: String/Doublestring=1, Small 

Clusters=2, Big Clusters=3 und Diffus=4. 

Als statistisch signifikant wurden p-Werte <0,05 angesehen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Übersicht der Verteilung der räumlichen Organisationsformen superfi-

zieller Chondrozyten in den untersuchten Knorpelzylindern des Patien-

tenkollektivs 

Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der räumlichen Organisati-

on superfizieller Chondrozyten und deren mRNA-Expression verschiedener Kolla-

gene (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) als 

phänotyp-relevanten Funktionsparametern besteht. Hierfür wurden standardisierte 

Knorpelzylinder der superfiziellen Zone des Gelenkknorpels von 43 Patienten her-

gestellt und unter dem Fluoreszenzmikroskop entsprechend der vorherrschenden 

räumlichen Organiationsform (Strings/Doublestrings, Small Clusters, Big Clusters, 

Diffus) der superfiziellen Chondrozyten klassifiziert (s. Tabelle 10). 

Tabelle 10: Übersicht über die Verteilung der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten in 
den untersuchten Knorpelzylindern des Patientenkollektivs (n=43). Es wurde für jede Knorpelprobe eines 
Patienten dokumentiert, wieviele standardisierte Knorpelzylinder insgesamt entommen wurden und der Pro-
zentsatz der gefundenen räumlichen Organisationsform superfizieller Chondrozyten (Strings/Doublestrings, 
Small Clusters, Big Clusters, Diffus) errechnet. 

 
Gesamtzahl 
entommener 

Knorpelzylinder 

Strings/ 
Double-
strings 

Small 
Clusters 

Big 
Clusters 

Diffus 

Patient 1 21 29 % 62 % 0 % 10 % 

Patient 2 34 56 % 24 % 15 % 6 % 

Patient 3 46 46 % 22 % 20 % 13 % 

Patient 4 26 42 % 27 % 15 % 15 % 

Patient 5 19 32 % 53 % 5 % 11 % 

Patient 6 14 7 % 36 % 43 % 14 % 

Patient 7 31 29 % 42 % 19 % 10 % 

Patient 8 35 0 % 83 % 0 % 17 % 

Patient 9 24 0 % 58 % 29 % 13 % 

Patient 10 14 100 % 0 % 0 % 0 % 

Patient 11 20 50 % 35 % 15 % 0 % 

Patient 12 10 70 % 20 % 10 % 0 % 

Patient 13 22 64 % 27 % 9 % 0 % 
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Patient 14 15 93 % 7 % 0 % 0 % 

Patient 15 9 89 % 11 % 0 % 0 % 

Patient 16 9 67 % 33 % 0 % 0 % 

Patient 17 30 67 % 10 % 23 % 0 % 

Patient 18 11 0 % 55 % 18 % 27 % 

Patient 19 11 0 % 9 % 45 % 45 % 

Patient 20 26 88 % 12 % 0 % 0 % 

Patient 21 18 100 % 0 % 0 % 0 % 

Patient 22 2 0 % 0 % 0 % 100 % 

Patient 23 27 41 % 7 % 26 % 26 % 

Patient 24 20 5 % 15 % 50 % 30 % 

Patient 25 22 77 % 23 % 0 % 0 % 

Patient 26 21 0 % 38 % 62 % 0 % 

Patient 27 12 17 % 0 % 75 % 8 % 

Patient 28 14 0 % 21 % 79 % 0 % 

Patient 29 36 28 % 36 % 8 % 28 % 

Patient 30 28 21 % 25 % 25 % 29 % 

Patient 31 19 0 % 0 % 53 % 47 % 

Patient 32 21 24 % 29 % 29 % 19 % 

Patient 33 20 25 % 0 % 0 % 75 % 

Patient 34 29 41 % 7 % 17 % 34 % 

Patient 35 7 0 % 0 % 100 % 0 % 

Patient 36 21 14 % 43 % 29 % 14 % 

Patient 37 35 49 % 20 % 23 % 9 % 

Patient 38 18 67 % 22 % 11 % 0 % 

Patient 39 20 35 % 65 % 0 % 0 % 

Patient 40 17 0 % 0 % 0 % 100 % 

Patient 41 9 0 % 0 % 0 % 100 % 

Patient 42 4 0 % 0 % 0 % 100 % 

Patient 43 12 100 % 0 % 0 % 0 % 
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Bei 82 % der untersuchten Patientenproben wiesen die superfiziellen Chondrozy-

ten zwei oder mehrere räumliche Organisationsformen auf. Somit zeigte sich 

grundsätzlich eine ausgeprägte Heterogenität in der Verteilung der räumlichen Or-

ganisationsformen superfizieller Chondrozyten innerhalb der Patientenproben. 

 

3.2 Etablierung des Protokolls zur mRNA-Extraktion aus Chondrozyten 

der superfiziellen Zone humaner Kniegelenkskondylen 

3.2.1 Wahl des mRNA-Extraktionsverfahrens aus standardisierten Knor-

pelzylindern der superfiziellen Knorpelzone humaner Kniegelenkskon-

dylen 

Erstes methodisches Ziel der Arbeit war es, ein mRNA-Extraktionsprotokoll zu er-

arbeiten, welches eine adäquate Reinheit mit einer maximalen mRNA-Gewinnung 

lieferte, um die Genexpressionsprofile von Kollagen Typ I, II, III und VI in superfizi-

ellen Chondrozyten in definierten räumlichen Organisationsformen ohne eine vor-

hergehende Zellisolation aus dem Gewebe zu untersuchen. Bisher mussten die 

Chondrozyten mittels verschiedener Gewebeverdaumethoden aus dem Knorpel-

gewebe zunächst isoliert werden. Erst im Anschluss daran konnte man mit der ei-

gentlichen mRNA-Isolation mittels Kieselgelmembran-Säulchen beginnen. Solche 

Gewebeverdaumethoden nahmen teils mehrere Stunden Inkubationszeit bei höhe-

ren Temperaturen in Anspruch, wobei der Einfluss dieser Inkubationszeit auf die 

mRNA-Expression der Chondrozyten unklar ist. Aus diesem Grund war es nötig, 

ein mRNA-Extraktionsverfahren zu finden, mit welchem eine mRNA-Isolation direkt 

aus dem Gewebe möglich war. Das TriFast®-Extraktionsverfahren (Chomczynski 

and Sacchi, 1987, Riester, 2014) erlaubte es, das Gewebe direkt in der TriFast®-

Puffer-Lösung zu homogenisieren (siehe Material und Methoden). Deshalb wurde 

im ersten Schritt die bisher verwendete Kieselgelmembran-Säulchen-Extraktion mit 

vorhergehendem Proteinase K-Verdau mit dem Verfahren der Homogenisation und 

anschließender TriFast®-Extraktion verglichen. Dazu wurden definierte Knorpelzy-
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linder der superfiziellen Zone aus drei arthrotischen Kniegelenken entnommen und 

die mRNA über TriFast® (s. Abbildung 8, T), bzw. mit Hilfe von Kieselgelmembran-

Säulchenen (s. Abbildung 8, C) extrahiert. Hierbei wurde geprüft, ob das TriFast®-

Extraktionsverfahren dem bisher verwendeten Kieselgelmembran-Extraktion in 

Hinsicht auf die extrahierte mRNA-Konzentration und dem zugehörigen PCR Er-

gebnis unterlegen war. Zusätzlich wurde untersucht, ob eine vorhergehende Fär-

bung der Chondrozyten, welche zur mikroskopischen Charakterisierung der räum-

lichen Organisationsform der superfiziellen Chondrozyten notwendig ist, mit DAPI 

(s. Abbildung 8, D) oder mit dem Blue Cell Tracker (s. Abbildung 8, B) einen Ein-

fluss auf die extrahierten mRNA-Konzentration und dem zugehörigem PCR Ergeb-

nis hat. 

Es zeigte sich, dass der Cycling Threshold (Ct-Wert) der PCR sich nicht in Abhän-

gigkeit einer vorhergehenden Zellfärbung der Knorpelzylinder signifikant (p<0,05) 

unterschied (s. Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: Vergleich zweier verschiedener mRNA-Extraktionsverfahren mit vorhergehenden unter-
schiedlichen Zellfärbungsmethoden . Dargestellt ist ein Balkendiagramm für zwei verschiedene mRNA-
Extraktionsverfahren (C=Kieselgelmembran-Säulchenextraktion, T=TriFast®-Extraktion), bei welchen die 
Chondrozyten in standardisierten Knorpelzylindern entweder zuvor mit Hilfe einer Zellfärbungsmethode mikro-
skopisch dargestellt wurden (D= DAPI, B= Blue Cell Tracker) oder ungefärbt blieben. Auf der Y-Achse wurde 
die Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen, die durchlaufen werden mussten, bis ein exponentiell zunehmendes 
Fluoreszenzsignal (Ct-Wert) für das Referenzgen GAPDH detektiert wurde. Die Daten wurden an drei ver-
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schiedenen Patientenproben (n=3) erhoben, wobei das jeweilige arithmetische Mittel und der Standardfehler 
(Fehlerbalken) errechnet wurden. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) wurden mit dem One-Way-
Anova nicht identifiziert. 

Zunächst schien es, als ob auch beide Extraktionsverfahren gleichwertig seien. Da 

jedoch gezeigt wurde, dass die vorhergehende Präinkubation der Knorpelex-

plantazylinder mit einer Zell- (Blue Cell Tracker) bzw. einer Zellkernfärbung (DAPI) 

keinen signifikanten Unterschied im PCR-Ergebnis hervorrief, wurden dieselben 

Daten ausschließlich hinsichtlich der entsprechenden mRNA-Extraktionsmethode 

verglichen, sodass für jede Extraktionsmethode neun exemplarische Proben (je-

weils drei ohne vorherige Färbung, drei mit vorhergehender DAPI-Färbung und 

drei mit vorhergehender Blue Cell Tracker-Färbung) zur Datenauswertung heran-

gezogen wurden (s. Abbildung 9). Es wurden alle mRNA-Proben, die mittels 

TriFast® (s. Abbildung 9, T) extrahiert wurden mit den mRNA-Proben verglichen, 

welche mittels Kieselgelmembran-Säulchen (s. Abbildung 9., C) extrahiert wurden. 

 

Abbildung 9: Vergleich zweier verschiedener mRNA-Extraktionsverfahren in Bezug auf das PCR-
Ergebnis. Dargestellt ist ein Balkendiagramm für zwei verschiedene mRNA-Extraktionsverfahren 
(C=Kieselgelmembran-Säulchenextraktion, T=TriFast®-Extraktion) für Chondrozyten der superfiziellen Zone in 
standardisierten Knorpelzylindern. Auf der Y-Achse ist die mittlere Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen, die 
durchlaufen werden mussten, bis ein exponentiell zunehmendes Fluoreszenzsignal (Ct-Wert) für das Refe-
renzgen GAPDH detektiert wurde. Die Daten wurden an drei verschiedenen Patientenproben (n=3) aus denen 
pro mRNA-Extraktionsverfahren jeweils drei mRNA-Extraktionen durchgeführt wurden. Es wurde jeweils das 
arithmetische Mittel, sowie der Standardfehler (Fehlerbalken) errechnet. Es wurde nach vorhergehendem 
Normalverteilungstest ein signifikanter Unterschied (p<0,05) mit dem Two-tailed-t-Test ermittelt. Signifikante 
Unterschiede wurden mit einem Sternchen markiert: 
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Im Vergleich der mRNA-Extraktionsmethoden basierend auf TriFast® und Kiesel-

gelmembran-Säulchen wurde ein signifikanter Unterschied (p<0,05) gefunden (s. 

Abbildung 9). Hierbei benötigten die Proben, bei welchen die mRNA mittels Kiesel-

gelmembran-Säulchen extrahiert wurde, signifikant (p<0,05) mehr PCR-Zyklen bis 

ein exponentiell zunehmenedes Fluoreszenzsignal (Ct-Wert) gemessen wurde, als 

vergleichsweise diejenigen Proben, bei welchen die mRNA mit der TriFast® -

Methode extrahiert wurde. Zudem wurde mittels des TriFast®-

Extraktionsverfahrens durchschnittlich 12,39-fach mehr mRNA extrahiert, als mit 

der auf Kiesegelmembran-Säulchen basierenden mRNA-Extraktion (s. Abbildung 

10). Auch in Bezug auf die Reinheitswerte (A260/280) war die TriFast®-mRNA-

Extraktion der Kieselgelmembran-Säulchen-mRNA-Extraktion signifikant überlegen 

(A260/280-Werte größer 2 wurden aus der Datenanalyse ausgeschlossen, n=9, 

p<0,05, Mann-Whitney Rank Sum Test). 

 

 

Abbildung 10: Vergleich zweier Extraktionsverfahren in Bezug auf die extrahierte mRNA Konzentration. 
Dargestellt ist auf der Y-Achse die durchschnittlich photometrisch gemessene extrahierte mRNA-Konzentration 
in Abhängigkeit des gewählten mRNA-Extraktionsverfahrens auf der X-Achse (C=Kieselgelmembran-
Säulchenextraktion, T=TriFast®-Extraktion). Aus drei Knorpelzylindern wurden jeweils drei Extraktionen pro 
Explantat mit dem jeweiligen mRNA-Extraktionsverfahren (C oder T) durchgeführt. Es wurde das arithmetische 
Mittel, sowie der Standardfehler (Fehlerbalken) errechnet. Ein signifikanter Unterschied wurde anhand des 
Mann-Whitney Rank Sum Test identifiziert und mit einem Sternchen hervorgehoben. 
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Die oben genannten Ergebnisse zeigten, dass die vorhergehende Inkubation der 

Knorpelzylinder mit DAPI oder Blue Cell Tracker keinen Einfluss auf die mRNA-

Extraktion oder das PCR-Ergebnis hatte und somit für die mikroskopische Analyse 

der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten und anschließender 

mRNA-Extraktion geeignet war. Zudem war die TriFast®-Extraktion der bisher 

verwendeten Kieselgelmembran-Säulchen-Extraktion sowohl in Hinsicht auf den 

Reinheitsgrad der extrahierten mRNA als auch auf die extrahierte mRNA-

Konzentration überlegen. Allerdings beinhaltete die TriFast®-Extraktion im Gegen-

satz zur Kieselgelmembran-Säulchen-Extraktion keinen DNase-Verdau, sodass 

eine DNA-Kontamination nicht sicher auszuschließen war. Dieser DNase-Verdau 

war jedoch unbedingt notwendig, um ein unverfälschtes PCR-Ergebnis zu erhalten. 

3.3 Einfluss der Einführung eines zusätzlichen DNase-Schritts nach der 

mRNA-Extraktion mittels TriFast® 

Es wurde der Einfluss eines anschließenden DNase-Verdaus (Promega) bei mit 

TriFast® extrahierten mRNA-Proben untersucht, um eine Kontamination mit DNA 

auszuschließen. Dazu wurde aus drei verschiedenen Knorpelexplantaten die 

mRNA mittels TriFast® isoliert. Im Anschluss daran wurde jeweils die Hälfte jeder 

mRNA-Probe einem zusätzlichen DNase-Verdau unterzogen, während die andere 

Hälfte unbehandelt blieb. Der direkte Vergleich zwischen den Proben mit anschlie-

ßendem DNase-Verdau und ohne DNase-Verdau (s. Abbildung 11) zeigte, dass 

die mRNA-Proben, welche einen anschließenden DNase-Verdau unterworfen wur-

den, signifikant (p<0,05) mehr PCR-Zyklen benötigen, um den Ct-Wert zu errei-

chen, als dieselben Proben ohne DNase-Verdau. Besonders kritisch war, dass bei 

den Proben mit DNase-Verdau erst nach dem 34. PCR-Zyklus ein Fluoreszenzsig-

nal detektiert wurde, welches als nicht mehr spezifisches Signal anzusehen war 

und somit nicht für eine Expressionsanalyse in Frage kam. 
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Abbildung 11: Vergleich der PCR-Ergebnisse der TriFast®-mRNA-Extraktion mit und ohne anschlie-
ßenden DNase Verdau. Dargestellt ist ein Balkendiagramm für das PCR Ergebnis mit mRNA, welche aus 
standardisierten Knorpelzylindern der superfiziellen Zone mittels TriFast® extrahiert wurde. Hierbei wurde die 
eine Hälfte der extrahierten mRNA-Probe einem DNase-Verdau unterzogen, während die andere Hälfte der 
jeweiligen mRNA-Probe unbehandelt blieb. Auf der Y-Achse ist die Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen, die 
durchlaufen werden mussten, bis ein exponentiell wachsendes Fluoreszenzsignal (Ct-Wert) für das Referenz-
gen GAPDH detektiert wurde. Die Daten wurden an drei verschiedenen Patientenproben (n=3) erhoben. Es 
wurden das arithmetische Mittel und der dazugehörige Standardfehler (Fehlerbalken) errechnet. Es wurde ein 
signifikanter Unterschied anhand des Two-tailed-t-test identifiziert. Signifikante Unterschiede wurden mit einem 
Sternchen hervorgehoben. 

Da ein zusätzlicher DNase-Schritt unerlässlich war, jedoch mittels eines zusätzli-

chen DNase-Schrittes das PCR-Ergebnis unauswertbar wurde, wurde eine Kombi-

nation der TriFast®-Extraktion und der Kieselgelmembran-Säulchen-Extraktion 

durchgeführt. Hierbei wurden alle Vorteile in einer Methode vereint. Die TriFast®-

Extraktion erlaubte es aus standardisierten Knorpelzylindern ohne vorherigen Ge-

webeverdau mRNA mit einer adäquaten Reinheit und in ausreichender Menge zu 

isolieren. Die anschließende Kieselgelmembran-Säulchen Extraktion lieferte den 

unerlässlichen DNase-Verdau. Aus diesen Gründen wurde zur mikroskopischen 

Analyse der räumlichen Organisationsform superfizieller Chondrozyten der Zell-

kernfarbstoff DAPI verwendet und anschließend die mRNA mittels einer Kombina-

tionsextraktion aus TriFast® und Kieselgelmembran-Säulchen extrahiert, wie im 

Kapitel Material und Methoden beschrieben wurde. 
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3.3.1 Optimierung des Homogenisierungsprozesses von standardisierten 

Knorpelzylinder der superfiziellen Knorpelzone humaner Kniegelenks-

kondylen 

In einem nächsten Schritt war es das Ziel für das kombinierten Extraktionsverfah-

ren zu prüfen, ob sich über eine verbesserte Homogenisierung des Knorpelgewe-

bes nach der Gewebepräparation eine weitere Steigerung der mRNA-Menge und -

Qualität erreichen ließ. Dazu wurden im Folgenden eine manuelle Homogenisie-

rung mittels eines Mörsers und eine maschinelle Homogenisierungsmethode unter 

Verwendung eines Homogenisators mit Rotationsmesseraufsatz miteinander ver-

glichen. 

Hierfür wurden aus demselben Kniegelenk zwei gleichwertige Knorpelzylinder ge-

stanzt. Einer der Knorpelzylinder wurde manuell mit einem Mörser homogenisiert, 

während der andere maschinell mithilfe eines Stator-Homogenisators mit Rotati-

onsmesseraufsatz homogenisiert wurde. Nach der Homogenisation wurde aus 

beiden Knorpelzylindern die mRNA mittels der kombinierten Extraktion aus 

TriFast® und Kieselgelmembran-Säulchen isoliert. 

Es zeigte sich, dass nach einer maschinellen Homogenisierung des Knorpelzylin-

ders weniger PCR-Zyklen notwendig waren, um ein exponentiell zunehmendes 

Fluoreszenzignal (Ct-Wert) zu detektieren, als bei der mRNA-Probe, bei welcher 

das Knorpelexplantat mit Hilfe eines Mörsers manuell homogenisiert wurde (s. Ab-

bildung 12). 
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Abbildung 12: Effekt der Einführung der maschinellen Homogenisation auf das PCR-Ergebnis. Darge-
stellt ist die Verlaufskurve des detektierten Fluoreszenzsignals (Y-Achse) für das Referenzgen GAPDH in 
Abhängigkeit der durchlaufenen PCR-Zyklen (X-Achse). Probe V.M. (hellgrau) wurde manuell homogenisiert, 
wohingegen Probe V.M.2 (schwarz) desselben Patienten maschinell mit Hilfe eines Stator-Homogenisators mit 
Rotationsmesser homogenisiert wurde. 

Eine maschinelle Homogenisation erwies sich im PCR-Ergebnis als deutlich bes-

ser (s. Abbildung 12) und war auch methodisch wesentlich leichter zu standardisie-

ren. Daher wurde das mRNA-Extraktionsprotokoll unter Verwendung eines ma-

schinellen Homogenisators durchgeführt, wie im Kapitel Material und Methoden 

beschrieben. 

3.3.2 Untersuchung der Einführung eines Schockgefrierschrittes mit Flüs-

sigstickstoff zur Optimierung der mRNA- Extraktion aus standardisier-

ten Knorpelzylindern der superfiziellen Knorpelzone humaner Kniege-

lenkskondylen 

Zuletzt wurde untersucht, ob es einen Unterschied bezüglich der extrahierten 

mRNA Menge und dem PCR-Ergebnis gibt, wenn ein der Extraktion vorhergehen-

der Schockgefrierschritt mit Flüssigstickstoff eingeführt wurde. Dabei sollte festge-

stellt werden, ob bessere PCR-Ergebnisse erzielt werden, wenn die Knorpelex-

plantate unmittelbar nach der mikroskopischen Analyse der räumlichen Organisati-

on superfizieller Chondrozyten homogenisiert werden ohne die Knorpelzylinder 

vorher in TriFast®-Puffer einzufrieren. Dies war auch deshalb von großer Bedeu-
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tung, da untersucht werden sollte, ob eine Lagerung der Knorpelzylinder bei -70 °C 

einen negativen Einfluss auf das PCR-Ergebnis hat im Vergleich zu einer unmittel-

bar nach der Musteranalyse anschließenden Homogenisierung und mRNA-

Extraktion. 

Es wurde gezeigt, dass aus den Knorpelzylindern, welche vor der Extraktion einem 

Schockgefrierschritt unterzogen wurden, signifikant (p<0,05) höhere mRNA-

Konzentrationen extrahiert werden konnten (s. Abbildung 13). 

 

 

Abbildung 13: Vergleich der extrahierten mRNA-Konzentration des kombinierten Extraktionsverfahrens 
(TriFast® und Kieselgelmembran-Säulchen) mit und ohne eines vorhergehenden Schockgefrierschrit-
tes mittels Flüssigstickstoff. Dargestellt ist die durchschnittliche extrahierte mRNA-Konzentration in ng/µl (Y-
Achse) in Abhängigkeit eines der mRNA-Extraktion vorhergehenden Schockgefrierschrittes mittels Flüs-
sigstickstoff. Angegeben wurden die Mittelwerte mit den entsprechenden Standardfehlerbalken (n=4). Es wur-
de ein signifikanter Unterschied anhand des Two-tailed-t-test identifiziert. Signifikante Unterschiede wurden mit 
einem Sternchen hervorgehoben. 

Dieses Ergebnis zeigte sich ebenfalls in den zugehörigen PCR-Daten (s. Abbil-

dung 14). Dabei wurde gezeigt, dass für die extrahierte mRNA aus den Knorpelex-

plantaten, welche vor der Extraktion einem Schockgefrierschritt unterworfen wur-

den, signifikant (p<0,05) weniger PCR-Zyklen notwendig waren (s. Abbildung 14), 

um ein exponentiell zunehmendes Fluoreszenzsignal für das Referenzgen GAPDH 

zu detektieren.  
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Abbildung 14: Vergleich der PCR-Ergebnisse des kombinierten Extraktionsverfahrens (TriFast® und 
Kieselgelmembran-Säulchen) mit und ohne eines vorhergehenden Schockgefrierschrittes mittels Flüs-
sigstickstoff. Dargestellt sind die PCR-Zyklen (Y-Achse) die notwendig waren, um ein signifikantes Fluores-
zenzsignal für das Referenzgen GAPDH zu detektieren (Ct-Wert), in Abhängigkeit eines der mRNA-Extraktion 
mittels TriFast® vorhergehenden Schockgefrierschrittes mit Flüssigstickstoff (X-Achse). Angegeben wurden 
die Mittelwerte mit den entsprechenden Standardfehlerbalken (n=4). Es wurde ein signifikanter Unterschied 
anhand des Two tailed t-test identifiziert. Signifikante Unterschiede wurden mit einem Sternchen hervorgeho-
ben. 

Somit wurde nicht nur gezeigt, dass die Lagerung der mikroskopisch analysierten 

Knorpelexplantate auf TriFast®-Reagenz mit Schockgefrierung und anschließen-

der Lagerung bei -70 °C keinen negativen Einfluss auf die mRNA-Extraktion und 

die anschließende PCR hat, sondern es verbesserte sogar die Konzentration der 

extrahierten mRNA und das dazugehörige PCR-Ergebnis. 

3.3.3 Zusammenfassung der Etablierung eines Protokolls zur mRNA-

Extraktion aus Chondrozyten der superfiziellen Zone humaner Kniege-

lenkskondylen 

Die mRNA-Expressionsanalyse verschiedener Kollagen-Typen von Chondrozyten 

der superfiziellen Zone erforderte zunächst ein mRNA-Extraktionsprotokoll mittels 

welchem die mRNA der Chondrozyten aus dem Knorpelgewebe isoliert werden 
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konnte. Von großer Bedeutung war es, die mRNA ohne vorherige Zellisolation 

durch einen Gewebeverdau zu extrahieren.  

Dazu wurde zu Anfang eine TriFast®-basierte mRNA-Extraktion mit einer mRNA-

Extraktion mittels Kieselgelmembran-Säulchen hinsichtlich des PCR- Ergebnisses 

und der isolierten mRNA-Konzentration verglichen. Dieser Vergleich ergab, dass 

mit Hilfe der TriFast®-basierten mRNA-Extraktion signifikant (p<0,05) höhere 

mRNA-Konzentrationen isoliert wurden (s. Abbildung 10) und dementsprechend 

auch im Durchschnitt 2,02 PCR-Zyklen weniger notwendig waren, um ein signifi-

kantes Fluoreszenzsignal für das Referenzgen GAPDH in der PCR zu detektieren 

(s. Abbildung 9). Die TriFast®-Extraktion bot somit den Vorteil, dass ein Gewebe-

verdau durch die vorhergehende Homogenisierung des Knorpelgewebes umgan-

gen wurde und zudem mRNA in höheren Konzentrationen isoliert werden konnte. 

Allerdings fehlte im TriFast®-Extraktionsprotokoll ein DNase-Verdau, welcher uner-

lässlich war, um eine Kontamination der isolierten mRNA mit DNA auszuschließen 

und somit valide Expressionsdaten erheben zu können. 

Aus diesem Grund wurde versucht im Anschluss an die TriFast®-basierte mRNA-

Extraktion ein DNase-Verdau durchzuführen. Ein anschließender DNase-Verdau 

verschlechterte den RNA-Gehalt und das PCR-Ergebnis maßgeblich (s. Abbildung 

11). Da die bisher verwendete Kieselgelmembran-Säulchen-Extraktion jedoch ei-

nen DNase-Schritt enthielt, wurde die Verwendung eines kombinierten mRNA-

Extraktionsprotokolls aus der TriFast® und Kieselgelmembransäulchen-Extraktion 

ausgewählt. Hierbei wurde zunächst eine normale TriFast®-basierte mRNA-

Extraktion durchgeführt und daran die Kieselgelmembran-Säulchen Extraktion an-

geschlossen. Nähere Untersuchungen ergaben zudem, dass eine maschinelle 

Homogenisation der Knorpelzylinder einer manuellen Homogenisation mit Hilfe 

eines Mörsers überlegen war (s. Abbildung 12). Auch durch ein vorheriges Schock-

fieren der Knorpelzylinder mit Flüssigstickstoff in TriFast®-Puffer wurden signifikant 

(p<0,05) höheren mRNA-Konzentrationen in der mRNA-Extraktion erzielt und führ-

ten folglich zu einem besseren PCR-Ergebnis (s. Abbildung 13 und Abbildung 14). 
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Aus den oben genannten Gründen wurde das kombinierte Extraktionsprotokoll un-

ter Verwendung eines Rotor-Stator-Homogenisators und einem vorhergehenden 

Schockgefrierschrittes mittels Flüssigstickstoff wie im Kapitel Material und Metho-

den beschrieben verwendet. 

3.4 Unterschiede verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen in 

Abhängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten 

humaner Kniegelenkskondylen 

3.4.1 Unterschiede der relativen COL1A2 mRNA-Expression in Abhängig-

keit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten humaner 

Kniegelenkskondylen 

Es wurde die relative COL1A2 mRNA-Expression für Kollagen Typ I als phänotyp-

relevanter Funktionsparameter in Abhängigkeit der räumlichen Organisation super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen untersucht (Abbildung 15). 

Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob es signifikan-

te Unterschiede der relativen COL1A2 mRNA-Expression zwischen definierten 

räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten gibt und somit ein 

Zusammenhang zwischen phänotyp-relevanten Funktionsparametern und der 

räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten besteht. 
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COL1A2 mRNA - Expression in verschiedenen räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten

Räumliche Organisationsform
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Abbildung 15: Relative COL1A2 mRNA-Expression in verschiedenen räumlichen Organisationsformen 
superfizieller Chondrozyten. Dargestellt sind Boxplots der relativen COL1A2 mRNA-Expression humaner 
Chondrozyten aus Knorpelzylindern der superfiziellen Zone, welche vor der Genexpressionsanalyse mikrosko-
pisch anhand der dominierenden räumlichen Organisationsform klassifiziert wurden (S/DS= 
Strings/Doublestrings, SC= Small Clusters, BC= Big Clusters, D= Diffus). Signifikante Unterschiede (p<0,05) 
zwischen den Gruppen wurden anhand des ANOVA-on-Ranks-Tests und nachfolgender Post-Hoc-Tests iden-
tifiziert und sind in Tabelle 11 farblich kodiert dargestellt. Die Boxplots zeigen den Median, die 25te und 75te 
Perzentile, sowie die Fehlerbalken innerhalb der 10ten und 90ten Perzentile. Ausreißer (Datenpunkte außer-
halb der 10ten oder 90ten Perzentile) sind als schwarze Punkte dargestellt (S/DS: n=21 Proben und n= 315 
Knorpelzylinder, SC: n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, BC: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, 
D: n= 12 Proben und n=180 Knorpelzylinder). 

Es wurden signifikante Unterschiede (p<0,05) für die relative COL1A2 mRNA-

Expression zwischen einer diffusen räumlichen Anordnung der superfiziellen 

Chondrozyten und den räumlichen Organisationsformen Strings/Doublestrings und 

Small Clusters gefunden (p-Werte siehe Tabelle 11). Hierbei exprimierten diffus 

verteilte Chondrozyten im Durchschnitt 3,6-fach mehr COL1A2 als Strings/ Doub-

lestrings und 4,3-fach mehr COL1A2 als Small Clusters (s.Tabelle 12). 
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Tabelle 11: Paarweiser Vergleich der relativen COL1A2 mRNA-Expression zwischen superfiziellen 
Chondrozyten in verschiedenen räumlichen Organisationsformen (Strings/Doublestrings, Small Clus-
ters, Big Clusters, Diffus). Dargestellt sind hellgrau kodiert signifikante p-Werte (p<0,05), welche anhand von 
Post Hoc Tests errechnet wurden, sofern ein vorhergehender ANOVA-on-Ranks-Tests signifikante Unter-
schiede im paarweisen Vergleich der relativen COL1A2 mRNA-Expression zweier verschiedener räumlichen 
Organisationsformen ergab. Nicht signifikante Unterschiede (p>0,05) wurden dunkelgrau kodiert. Vergleiche, 
die nicht sinnvoll waren oder bereits durchgeführt wurden, wurden mit X gekennzeichnet 
(Strings/Doublestrings: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder, Small Clusters: n=11 Proben und n= 165 
Knorpelzylinder, Big Clusters: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, Diffus: n= 12 Proben und n=180 
Knorpelzylinder). 

Unterschiede der relativen 

COL1A2 mRNA-Expression 
Small Clusters Big Clusters Diffus 

Strings/Doublestrings p>0,05 p>0,05 p<0,05 

Small Clusters x p>0,05 p<0,05 

Big Clusters x x p>0,05 

 

Tabelle 12: Relative Änderung der COL1A2 mRNA-Expression von Chondrozyten der räumlichen Orga-
nisationsform Diffus (X) im Verhältnis zu Chondrozyten in anderen räumlichen Organisationsformen 
(Y, hier Strings/Doublestrings, Small Clusters). Das Verhältnis der COL1A2 mRNA-Expression von diffus 
organisierten Chondrozyten zu Chondrozyten in anderen räumlichen Organisationsformen wurde hierbei als 
Quotient der COL1A2 mRNA-Expressionen gebildet (Mittelwerte der organisationsspezifischen mRNA Expres-
sion). Alle Spalten wurden mit X codiert und alle Zeilen mit Y. Das mRNA-Expressionsverhältnis wurde nach 
der Formel Verhältnis= X/Y gebildet. Quotienten wurden nur für signifikant unterschiedliche Expressionen 
errechnet (s. Tabelle 11). 

Verhältnisse organisationsspezifischer 

COL1A2 mRNA Expressionen ( 
𝐗

 𝐘
 ) 

X=Diffus  

Y= Strings/Doublestrings 3,65-fache mRNA-Expression 

Y= Small Clusters 4,29-fache mRNA- Expression 

 

  



Ergebnisse 

51 

3.4.2 Unterschiede der relativen COL2A1 mRNA-Expression in Abhängig-

keit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten humaner 

Kniegelenkskondylen  

Es wurde die relative COL2A1 mRNA-Expression für Kollagen Typ II als phänotyp-

relevanter Funktionsparameter in Abhängigkeit der räumlichen Organisation super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen untersucht (Abbildung 16). 

Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob es signifikan-

te Unterschiede der relativen COL2A1 mRNA-Expression zwischen definierten 

räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten gibt und somit ein 

Zusammenhang zwischen phänotyp-relevanten Funktionsparametern und der 

räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten besteht. 
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COL2A1 mRNA - Expression in verschiedenen räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten

Räumliche Organisationsform
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Abbildung 16: Relative COL2A1 mRNA-Expression in verschiedenen räumlichen Organisationsformen 
superfizieller Chondrozyten. Dargestellt sind Boxplots der relativen COL2A1 mRNA-Expression humaner 
Chondrozyten aus Knorpelzylindern der superfiziellen Zone, welche vor der Genexpressionsanalyse mikrosko-
pisch anhand der dominierenden räumlichen Organisationsform klassifiziert wurden (S/DS= 
Strings/Doublestrings, SC= Small Clusters, BC= Big Clusters, D= Diffus). Signifikante Unterschiede zwischen 
den Gruppen wurden anhand des ANOVA-on-Ranks-Tests und nachfolgender Post-Hoc-Tests identifiziert und 
sind in Tabelle 13 farblich kodiert dargestellt. Die Boxplots zeigen den Median, die 25te und 75te Perzentile, 
sowie die Fehlerbalken innerhalb der 10ten und 90ten Perzentile. Ausreißer (Datenpunkte außerhalb der 10ten 
oder 90ten Perzentile) sind als schwarze Punkte dargestellt (S/DS: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder, 
SC: n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, BC: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, D: n= 12 Proben 

und n=180 Knorpelzylinder). 

Signifikante Unterschiede (p<0,05) in der relativen COL2A1 mRNA-Expression 

wurden zwischen der räumlichen Organisationsform der Big Clusters und den Or-

ganisationsformen der Strings/Doublestrings und Small Clusters, sowie zwischen 

den Organisationsformen Diffus und Strings/Doublestrings gefunden (p-Werte sie-

he Tabelle 13). Hierbei exprimierten in Big Clusters organisierte Chondrozyten 

durchschnittlich 4,3-fach mehr COL2A1 als vergleichsweise Chondrozyten mit der 

räumlichen Organisationsform Strings/Doublestrings. Von der Organisationsform 
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der Small Clusters ausgehend, ergab sich für in Big Clusters organisierte Chond-

rozyten eine durchschnittlich 3,3-fache Steigerung der COL2A1 mRNA-Expression. 

Diffus verteilte Chondrozyten exprimierten durchschnittlich 2,4-fach mehr COL2A1 

mRNA also in Strings organisierte Chondrozyten (s. Tabelle 14). 

 

Tabelle 13: Paarweiser Vergleich der relativen COL2A1 mRNA-Expression zwischen superfiziellen 
Chondrozyten in verschiedenen räumlichen Organisationeformen (Strings/Doublestrings, Small Clus-
ters, Big Clusters, Diffus). Dargestellt sind hellgrau kodiert signifikante p-Werte (p<0,05), welche anhand von 
Post Hoc Tests errechnet wurden, sofern ein vorhergehender ANOVA-on-Ranks-Test signifikante Unterschie-
de im paarweisen Vergleich der relativen COL2A1 mRNA-Expression zweier verschiedener räumlichen Orga-
nisationsformen ergab. Nicht signifikante Unterschiede (p>0,05) wurden dunkelgrau kodiert. Vergleiche, die 
nicht sinnvoll waren oder bereits durchgeführt wurden, wurden mit X gekennzeichnet (Strings/Doublestrings: 
n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder, Small Cluster: n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, Big Clus-
ters: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, Diffus: n= 12 Proben und n=180 Knorpelzylinder).

Unterschiede der relativen 

COL2A1 mRNA-Expression 
Small Clusters Big Clusters Diffus 

Strings/Doublestrings p>0,05 p<0,05 p<0,05 

Small Clusters x p<0,05 p>0,05 

Big Clusters x x p>0,05 

 

Tabelle 14: Relative Änderung der COL2A1 mRNA-Expression von Chondrozyten der räumlichen Or-
ganisationsform Diffus und Big Clusters (X) im Verhältnis zu Chondrozyten in anderen räumlichen 
Organisationsformen (Y, hier Strings/Doublestrings, Small Clusters). Das Verhältnis der COL2A1 mRNA-
Expression von diffus und in Big Clusters organisierten Chondrozyten zu Chondrozyten in anderen räumlichen 
Organisationsformen wurde hierbei als Quotient der COL2A1 mRNA-Expressionen gebildet (Mittelwerte der 
organisationsspezifischen mRNA Expression). Alle Spalten wurden mit X codiert und alle Zeilen mit Y. Das 
mRNA-Expressionsverhältnis wurde nach der Formel Verhältnis= X/Y gebildet. Quotienten wurden nur für 
signifikant unterschiedliche Expressionen errechnet (s. Tabelle 13). Quotienten für nicht signifikant unter-
schiedliche Expressionen wurden nicht errechnet und wurden mit „-“ gekennzeichnet. 

Verhältnisse organisationsspezi-

fischer COL2A1 mRNA-

Expressionen ( 
𝐗

𝐘
 ) 

X= Big Clusters X= Diffus 

Y= Strings/Doublestrings 
4,31-fache mRNA-

Expression 

2,36-fache mRNA-

Expression 

Y= Small Clusters 
3,28-fache mRNA-

Expression 
- 
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3.4.3 Unterschiede der relativen COL3A1 mRNA-Expression in Abhängig-

keit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten humaner 

Kniegelenkskondylen 

Es wurde die relative COL3A1 mRNA-Expression für Kollagen Typ III als phäno-

typ-relevanter Funktionsparameter in Abhängigkeit der räumlichen Organisation 

superfizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen untersucht (s. Abbil-

dung 17). Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob es 

signifikante Unterschiede der relativen COL3A1 mRNA-Expression zwischen defi-

nierten räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten gibt und somit 

ein Zusammenhang zwischen phänotyp-relevanten Funktionsparametern und der 

räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten besteht. 

COL3A1 mRNA - Expression in verschiedenen räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten
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Abbildung 17: Relative COL3A1 mRNA-Expression in verschiedenen räumlichen Organisationsformen 
superfizieller Chondrozyten. Dargestellt sind Boxplots der relativen COL3A1 mRNA-Expression humaner 
Chondrozyten aus Knorpelzylindern der superfiziellen Zone, welche vor der Genexpressionsanalyse mikrosko-
pisch anhand der dominierenden räumlichen Organisationsform klassifiziert wurden (S/DS= 
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Strings/Doublestrings, SC= Small Clusters, BC= Big Clusters, D= Diffus). Signifikante Unterschiede zwischen 
den Gruppen wurden anhand des ANOVA-on-Ranks-Tests und nachfolgender Post-Hoc-Tests identifiziert und 
sind in Tabelle 15 farblich kodiert dargestellt. Die Boxplots zeigen den Median, die 25te und 75te Perzentile, 
sowie die Fehlerbalken innerhalb der 10ten und 90ten Perzentile. Ausreißer (Datenpunkte außerhalb der 10ten 
oder 90ten Perzentile) sind als schwarze Punkte dargestellt (S/DS: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder, 
SC: n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, BC: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, D: n= 12 Proben 
und n=180 Knorpelzylinder). 

Es wurden signifikante Unterschiede (s. Tabelle 15) in der relativen COL3A1 

mRNA-Expression zwischen einer diffusen räumlichen Anordnung der superfiziel-

len Chondrozyten und der Organisationsform der Strings/Doublestrings und Small 

Clusters, sowie zwischen Big Clusters und Strings/Doublestrings gefunden. Diffus 

verteilte superfizielle Chondrozyten exprimierten dabei durchschnittlich 3,4-fach 

mehr COL3A1 als Chondrozyten in Strings/Doublestrings und 2,6-fach mehr als in 

Small Clusters organisierte superfizielle Chondrozyten. In Big Clusters organisierte 

superfizielle Chondrozyten exprimierten durchschnittlich 2,6-fach mehr COL3A1 

als in Strings/Doublestrings organisierte Chondrozyten (s. Tabelle 16). 

Tabelle 15: Paarweiser Vergleich der relativen COL3A1 mRNA-Expression zwischen superfiziellen 
Chondrozyten in verschiedenen räumlichen Organisationeformen (Strings/Doublestrings, Small Clus-
ters, Big Clusters, Diffus). Dargestellt sind hellgrau kodiert signifikante p-Werte (p<0,05), welche anhand von 
Post Hoc Tests errechnet wurden, sofern ein vorhergehender ANOVA-on-Ranks-Test signifikante Unterschie-
de im paarweisen Vergleich der relativen COL3A1 mRNA-Expression zweier verschiedener räumlichen Orga-
nisationsformen ergab. Nicht signifikante Unterschiede (p>0,05) wurden dunkelgrau kodiert. Vergleiche, die 
nicht sinnvoll waren oder bereits durchgeführt wurden, wurden mit X gekennzeichnet (Strings/Doublestrings: 
n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder, Small Clusters: n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, Big Clus-
ters: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, Diffus: n= 12 Proben und n=180 Knorpelzylinder)

Unterschiede der relativen 

COL3A1 mRNA-Expression 
Small Clusters Big Clusters Diffus 

Strings/Doublestrings p>0,05 p<0,05 p<0,05 

Small Clusters x p>0,05 p<0,05 

Big Clusters x x p>0,05 
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Tabelle 16: Relative Änderung der COL3A1 mRNA-Expression von Chondrozyten der räumlichen Or-
ganisationsform Diffus und Big Clusters (X) im Verhältnis zu Chondrozyten in anderen räumlichen 
Organisationsformen (Y, hier Strings/Doublestrings, Small Clusters). Das Verhältnis der COL3A1 mRNA-
Expression von diffus und in Big Clusters organisierten Chondrozyten zu Chondrozyten in anderen räumlichen 
Organisationsformen wurde hierbei als Quotient der COL3A1 mRNA-Expressionen gebildet (Mittelwerte der 
organisationsspezifischen mRNA Expression). Alle Spalten wurden mit X codiert und alle Zeilen mit Y. Das 
mRNA-Expressionsverhältnis wurde nach der Formel Verhältnis= X/Y gebildet. Quotienten wurden nur für 
signifikant unterschiedliche Expressionen errechnet (s. Tabelle 15). Quotienten für nicht signifikant unter-

schiedliche Expressionen wurden nicht errechnet und wurden mit „-“ gekennzeichnet. 

Verhältnisse organisationsspezifi-

scher COL3A1 Expressionen ( 
𝐗

𝐘
 ) 

X= Big Clusters X= Diffus 

Y= Strings/Doublestrings 
2,58-fache mRNA 

Expression 

3,40-fache mRNA 

Expression 

Y=Small Clusters - 
2,57-fache mRNA Ex-

pression 

 

3.4.4 Unterschiede der relativen COL6A1 mRNA-Expression in Abhängig-

keit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten humaner 

Kniegelenkskondylen  

Es wurde die relative COL6A1 mRNA-Expression für Kollagen Typ VI als phäno-

typ-relevanter Funktionsparameter in Abhängigkeit der räumlichen Organisation 

superfizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen untersucht (s. Abbil-

dung 18). Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob es 

signifikante Unterschiede der relativen COL6A1 mRNA-Expression zwischen defi-

nierten räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten gibt und somit 

ein Zusammenhang zwischen phänotyp-relevanten Funktionsparametern und der 

räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten besteht. 
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COL6A1 mRNA - Expression in verschiedenen räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten
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Abbildung 18: Relative COL6A1 mRNA-Expression in verschiedenen räumlichen Organisationsformen 
superfizieller Chondrozyten. Dargestellt sind Boxplots der relativen COL6A1 mRNA-Expression humaner 
Chondrozyten aus Knorpelzylindern der superfiziellen Zone, welche vor der Genexpressionsanalyse mikrosko-
pisch anhand der dominierenden räumlichen Organisationsform klassifiziert wurden (S/DS= 
Strings/Doublestrings, SC= Small Clusters, BC= Big Clusters, D= Diffus). Signifikante Unterschiede zwischen 
den Gruppen wurden anhand des ANOVA-on-Ranks-Tests und nachfolgender Post-Hoc-Tests identifiziert und 
sind in Tabelle 17 farblich kodiert dargestellt. Die Boxplots zeigen den Median, die 25te und 75te Perzentile, 
sowie die Fehlerbalken innerhalb der 10ten und 90ten Perzentile. Ausreißer (Datenpunkte außerhalb der 10ten 
oder 90ten Perzentile) sind als schwarze Punkte dargestellt (S/DS: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder, 
SC: n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, BC: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, D: n= 12 Proben 
und n=180 Knorpelzylinder). 

Es wurden signifikante Unterschiede (p<0,05) in der relativen COL6A1 mRNA-

Expression superfizieller Chondrozyten mit einer diffusen Anordnung und denjeni-

gen superfiziellen Chondrozyten gefunden, welche die räumliche Organisations-

form der Strings/Doublestrings und Small Clusters aufwiesen (p-Werte siehe Ta-

belle 17). Hierbei exprimierten diffus verteilte Chondrozyten im Durchschnitt 2,7-

fach mehr COL6A1 als in Strings/Doublestrings organisierte Chondrozyten. Die 

durchschnittliche Steigerung der mRNA-Expression von COL6A1 in diffus verteil-

ten Chondrozyten gegenüber in Small Clusters organisierten Chondrozyten betrug 



 

58 

3,4 (s. Tabelle 18). Zudem wurden signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen in 

Big Clusters organiserten superfiziellen Chondrozyten und denjenigen superfiziel-

len Chondrozyten, die in Strings/Doublestrings, sowie Small Clusters organisiert 

waren, gefunden (p-Werte siehe Tabelle 17). Hierbei exprimierten Big Clusters 

durchschnittlich 2,4-fach mehr COL6A1 als Strings/Doublestrings und 3-fach mehr 

als Small Clusters (s. Tabelle 18). 

Tabelle 17: Paarweiser Vergleich der relativen COL6A1 mRNA-Expression zwischen superfiziellen 
Chondrozyten in verschiedenen räumlichen Organisationeformen (Strings/Doublestrings, Small Clus-
ters, Big Clusters, Diffus). Dargestellt sind hellgrau kodiert signifikante p-Werte (p<0,05), welche anhand von 
Post Hoc Tests errechnet wurden, sofern ein vorhergehender ANOVA-on-Ranks-Test signifikante Unterschie-
de im paarweisen Vergleich der relativen COL6A1 mRNA-Expression zweier verschiedener räumlichen Orga-
nisationsformen ergab. Nicht signifikante Unterschiede (p>0,05) wurden dunkelgrau kodiert. Vergleiche, die 
nicht sinnvoll waren oder bereits durchgeführt wurden, wurden mit X gekennzeichnet. 

Unterschiede der relativen 

COL6A1 mRNA-Expression 
Small Clusters Big Clusters Diffus 

Strings/Doublestrings p>0,05 p<0,05 p<0,05 

Small Clusters x p<0,05 p<0,05 

Big Clusters x x p>0,05 

 

Tabelle 18: Relative Änderung der COL6A1 mRNA-Expression von Chondrozyten der räumlichen Or-
ganisationsform Diffus und Big Clusters (X) im Verhältnis zu Chondrozyten in anderen räumlichen 
Organisationsformen (Y, hier Strings/Doublestrings, Small Clusters). Das Verhältnis der COL6A1 mRNA-
Expression von diffus und in Big Clusters organisierten Chondrozyten zu Chondrozyten in anderen räumlichen 
Organisationsformen wurde hierbei als Quotient der COL6A1 mRNA-Expressionen gebildet (Mittelwerte der 
organisationsspezifischen mRNA Expression). Alle Spalten wurden mit X codiert und alle Zeilen mit Y. Das 
mRNA-Expressionsverhältnis wurde nach der Formel Verhältnis= X/Y gebildet. Quotienten wurden nur für 
signifikant unterschiedliche Expressionen errechnet (s. Tabelle 17). 

Verhältnisse organisati-

onsspezifischer COL6A1 

mRNA-Expressionen ( 
𝐗

𝐘
 ) 

X= Big Clusters X= Diffus 

Y= Strings/Doublestrings 
2,42-fache mRNA-

Expression 

2,75-fache mRNA-

Expression 

Y= Small Clusters 
3,0-fache mRNA- 

Expression 

3,45-fache mRNA-

Expression 
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3.4.5 Zusammenfassung der Unterschiede verschiedener relativer Kol-

lagen mRNA-Expressionen in Abhängigkeit der räumlichen Organisa-

tion superfizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen 

Es wurde die relative COL1A2-, COL2A1-, COL3A1 und COL6A1-mRNA-

Expression für Kollagen Typ I, II, III und VI als phänotyp-relevante Funktionspara-

meter in Abhängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten 

humaner Kniegelenkskondylen untersucht (s. Abbildung 19). Diese Untersuchung 

wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob es signifikante Unterschiede der 

relativen Kollagen mRNA-Expressionen zwischen definierten räumlichen Organisa-

tionsformen superfizieller Chondrozyten gibt und somit ein Zusammenhang zwi-

schen phänotyp-relevanten Funktionsparametern und der räumlichen Organisation 

superfizieller Chondrozyten besteht. 
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Übersicht der organisationsspezifischen durchschnittlichen relativen Kol-

lagen mRNA-Expressionen superfizieller Chondrozyten 

 

Abbildung 19: Übersicht über die durchschnittliche relative COL1A2, COL2A1, COL3A1 und COL6A1 
mRNA-Expression in Abhängigkeit der räumlichen Organisationsform humaner superfizieller Chond-
rozyten. Dargestellt ist ein Balkendiagramm der durchscnittlichen relativen mRNA-Expressionen verschiede-
ner Kollagen-Typen (Typ I (COL1A2), II (COL2A1), III (COL3A1), VI (COL6A1) in Abhängigkeit der räumlichen 
Organisationsform humaner superfizieller Chondrozyten (S/DS=Strings/Doublestrings, SC=Small Clusters, 
BC=Big Clusters, D=Diffus). Signifikante Expressionsunterschiede (p<0,05) innerhalb eines bestimmten Kol-
lagen Typs wurdenjeweils über entsprechend farbige Signifikanzbalken dargestellt. Angegeben wurde der 
Standardfehler (Fehlerbalken). Signifikante Unterschiede wurden anhand des ANOVA-on-Ranks-Tests und 
anschließenden post-hoc Test identifiziert (S/DS: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder, SC: n=11 Proben 
und n= 165 Knorpelzylinder, BC: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, D: n= 12 Proben und n=180 Knor-
pelzylinder). 

Es wurde für die mRNA-Expressionen aller untersuchten Kollagen-Typen signifi-

kante Unterschiede (p<0,05) in Abhängigkeit der räumlichen Organisationsform 

superfizieller Chondrozyten gefunden. Alle untersuchten relativen Kollagen mRNA-

Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI 
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(COL6A1)) wurden signfifikant (p<0,05) mehr in diffus verteilten Chondrozyten als 

in Strings/Doublestrings organisierten Chondrozyten exprimiert. Außerdem wurde 

mit Ausnahme der relativen Kollagen Typ II (COL2A1) mRNA Expression, für alle 

übrigen untersuchten Kollagenexpressionen eine signifikant (p<0,05) höhrere 

mRNA-Expression in diffus verteilten Chondrozyten gegenüber Chondrozyten in 

der Organisationsform Small Clusters gefunden. Darüber hinaus wurde, außer für 

die relative Kollagen Typ I (COL1A2) mRNA Expression, für alle untersuchten Kol-

lagen mRNA-Expressionen signifikant (p<0,05) höhere mRNA-Expressionen in 

Chondrozyten derr räumlichen Organisationsform Big Clusters gegenüber Chond-

rozyten in Strings/Doublestrings gefunden. Für die relative Kollagen Typ II 

(COL2A1) - und Kollagen Typ VI (COL6A1) mRNA-Expression wurden signifikant 

(p<0,05) höhere mRNA-Expressionen in in Big Clusters organisierten Chondrozy-

ten gegenüber in Small Clusters organisierten Chondrozyten gefunden (s. Abbil-

dung 19). 

Die größte Expressionssteigerung wurde für die relative Kollagen Typ I (COL1A2) - 

mRNA-Expression von Small Clusters organisierten Chondrozyten zu einer diffu-

sen Verteilung mit einer 4,3-fachen durchschnittlichen Steigerung der relativen 

COL1A2 mRNA-Expression gefunden. Die größte durchschnittliche relative Kol-

lagen Typ II (COL2A1) - mRNA-Steigerung betrug 4,3 von in Strings/Doublestrings 

zu in Big Clusters organisierten Chondrozyten. Eine durchschnittlich 3,4-fache 

Steigerung der relativen Kollagen Typ III (COL3A1) - mRNA Expression wurde 

zwischen in Strings/Doublestrings organisierten Chondrozyten und diffus verteilten 

Chondrozyten gefunden. Für die relative Kollagen Typ VI (COL6A1) mRNA-

Expression betrug die gößte Expressionssteigerung 3,4 von in Small Clusters or-

ganisierten Chondrozyten zu diffus verteilten Chondrozyten (s. Tabelle 19). 
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Tabelle 19:Übersicht über die relative Änderung der mRNA- Expression von Kollagen Typ I (COL1A2), 
Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1) und Typ VI (COL6A1) von Chondrozyten der räumlichen Organisati-
onsform Diffus und Big Clusters (X) im Verhältnis zu Chondrozyten in anderen räumlichen Organisati-
onsformen (Y, hier Strings/Doublestrings, Small Clusters). Das Verhältnis der verschiedenen Kollagen 
mRNA-Expressionen von diffus und in Big Clusters organisierten Chondrozyten zu Chondrozyten in anderen 
räumlichen Organisationsformen wurde hierbei als Quotient der jeweiligen Kollagen mRNA-Expressionen 
gebildet (Mittelwerte der organisationsspezifischen Kollagen mRNA Expression). Alle Spalten wurden mit X 
codiert und alle Zeilen mit Y. Das Kollagen mRNA-Expressionsverhältnis wurde nach der Formel Verhältnis= 
X/Y gebildet. Quotienten wurden nur für signifikant unterschiedliche Expressionen errechnet (s. Abbildung 19). 
Quotienten für nicht signifikant unterschiedliche Expressionen wurden nicht errechnet und wurden mit „-“ ge-
kennzeichnet. Das größte Verhältnis bezüglich einer jeweilgen Kollagen mRNA-Expression wurde durch Fett-
druck hervorgehoben. 

Kollagen Typ I 

(COL1A2) 

( 
𝐗

𝐘
) X=Big Clusters X=Diffus 

Y=Strings/Doublestrings - 
3,65-fache mRNA 

Expression 

Y=Small Clusters - 
4,29-fache mRNA 

Expression 

Kollagen Typ II 

(COL2A1) 

Y=Strings/Doublestrings 
4,30-fache mRNA 

Expression 

2,36-fache mRNA-

Expression 

Y=Small Clusters 
3,28-fache mRNA-

Expression 
- 

Kollagen Typ 

III 

(COL3A1) 

Y=Strings/Doublestrings 
2,58-fache mRNA-

Expression 

3,40-fache mRNA-

Expression 

Y=Small Clusters - 
2,57-fache mRNA-

Expression 

Kollagen Typ 

VI 

(COL6A1) 

Y=Strings/Doublestrings 
2,42-fache mRNA 

Expression 

2,75-fache mRNA 

Expression 

Y=Small Clusters 
3,04-fache mRNA 

Expression 

3,45-fache mRNA 

Expression 
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3.5 Vergleich verschiedener relativer Kollagenexpressionen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen in verschiede-

nen räumlichen Organisationsformen 

3.5.1 Vergleich verschiedener relativer Kollagenexpressionen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen in der räumli-

chen Organisationsform Strings/Doublestrings 

Es wurden die relativen mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1) und Typ VI (COL6A1)) als phäno-

typ-relevante Funktionsparameter in superfiziellen Chondrozyten der räumlichen 

Organisationsform Strings/Doublestrings humaner Kniegelenkskondylen unter-

sucht (s. Abbildung 20). Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durch-

geführt, ob es signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Kollagen mRNA-

Expressionen von superfiziellen Chondrozyten in der räumlichen Organisations-

form Strings/Doublestrings gibt und somit ein Zusammenhang zwischen phänotyp-

relevanten Funktionsparametern und der räumlichen Organisation superfizieller 

Chondrozyten besteht. Außerdem sollte geklärt werden, ob es Korrelationen zwi-

schen verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen superfizieller Chondrozyten in 

der definierten räumlichen Organisationsform Strings/Doublestrings gibt. 
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Kollagen Typ I/II/III/VI mRNA-Expression superfizieller Chondrozyten der räumlichen Organisationsform Strings/Doublestrings
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Abbildung 20:Vergleich verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) in Chondrozyten der superfiziellen Zone mit der räumli-
chen Organisationsform Strings/Doublestrings. Dargestellt ist jeweils ein Boxplot der COL1A2-, COL2A1-, 
COL3A1- COL6A1 mRNA-Expression humaner Chondrozyten der superfiziellen Zone, deren räumliche Orga-
nisationsform vor der Genexpressionsanalyse mikroskopisch als Strings/Doublestrings klassifiziert wurde. 
Signifikante Unterschiede wurden anhand des ANOVA-on-Ranks Test mit anschließendem Post-Hoc Test 
ermittelt und wurden in Tabelle 20 hellgrau hervorgehoben. Die Boxplots zeigen den Median, die 25te und 75te 
Perzentile, sowie die Fehlerbalken innerhalb der 10ten und 90ten Perzentile. Ausreißer (Datenpunkte außer-
halb der 10ten oder 90ten Perzentile) wurden als schwarze Punkte dargestellt (n=21 Proben und n= 315 Knor-
pelzylinder). 

 

Die relative COL6A1 mRNA-Expression von Chondrozyten der superfiziellen Zone 

mit der räumlichen Organisationsform Strings war gegenüber allen übrigen unter-

suchten Kollagenexpressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III 

(COL3A1)) signifikant (p<0,05) höher (p-Werte siehe Tabelle 20). Hierbei wurde 

COL6A1 durchschnittlich 3,2 -fach mehr als COL1A2 I, 6,3-fach mehr als COL2A1 

und 5,5-fach mehr als COL3A1 exprimiert (s. Tabelle 21). Außerdem wurde 

COL1A2 um durchschnittlich das 3,4-fache signifikant höher (p<0,05) exprimiert als 

COL2A1 (s. Tabelle 20 und Tabelle 21). 



Ergebnisse 

65 

Eine signifikante (p<0,05) positive Korrelation wurde zwischen der COL6A1 

mRNA-Expression und den mRNA-Expressionen von COL1A2 und COL3A1 ge-

funden. Zudem korrelierte die COL3A1 mRNA-Expression signifikant (p<0,05) mit 

den mRNA –Expressionen von COL1A2 und COL2A1 (s. Tabelle 22). 

 

Tabelle 20: Paarweiser Vergleich verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I 
(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) von Chondrozyten der superfiziellen 
Zone mit der räumlichen Organisationsform Strings/Doublestrings. Dargestellt sind hellgrau kodiert signi-
fikante p-Werte (p<0,05), welche anhand von Post Hoc Tests ermittelt wurden, sofern ein vorhergehender 
ANOVA-on-ranks-Test signifikante Unterschiede im paarweisen Vergleich der relativen COL1A2, COL2A1, 
COL3A1 und COL6A1 mRNA-Expression ergab. Nicht signifikante (p>0,05) Unterschiede sind dunkelgrau 
kodiert. Vergleiche, die nicht sinnvoll waren oder bereits durchgeführt wurden, sind mit X gekennzeichnet 
(Strings/Doublestrings: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder). 

 

  

Unterschiede in der Kolla-

genexpression humaner 

Chondrozyten-Strings/-

Doublestrings 

COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 p<0,05 p>0,05 p<0,05 

COL2A1 x p>0,05 p<0,05 

COL3A1 x x p<0,05 
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Tabelle 21: Verhältnisse der relativen mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I 
(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) in superfiziellen Chondrozyten mit der 
räumlichen Organisationsform Strings/Doublestrings. Die Verhältnisse der mRNA-Expressionen verschie-
dener Kollagen-Typen in als Strings/Doublestrings organisierten Chondrozyten, wurde als Quotient der Mittel-
werte der verschiedenen stringspezifischen Kollagen mRNA-Expressionen gebildet. Alle Spalten wurden mit X 
und alle Zeilen mit Y codiert. Der Quotient wurde nach der Formel Verhältnis= X/Y gebildet. Quotienten wur-
den nur für signifikant unterschiedliche Expressionen errechnet (Tabelle 20). Quotienten für nicht signifikant 
unterschiedliche Expressionen wurden nicht errechnet und wurden mit „-“ gekennzeichnet 

Verhältnis verschiedener Kollagen 

mRNA-Expressionen von Chondro-

zyten Strings/Doublestrings ( 
𝐗

𝐘
 ) 

X= COL6A1 X= COL1A2 

Y= COL1A2 
3,16-fache mRNA 

Expression 
- 

Y= COL2A1 
6,27-fache mRNA 

Expression 

3,41-fache mRNA 
Expression 

Y= COL3A1 
5,53-fache mRNA 

Expression 
- 

 

Tabelle 22.: Korrelation verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) humaner superfizieller Chondrozyten in der räumlichen 
Organisationsform Strings/Doublestrings. Dargestellt ist der Korrelationskoeffizient (K), welcher anhand 
des Pearson-Produkt-Moment ermittelt wurde, und der entsprechende p-Wert für die Korrelation zwischen 
jeweils zwei verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen von superfiziellen Chondrozyten in der Organisati-
onsform Strings/Doublestrings. Ist der Korrelationskoeffizient zwischen zwei unterschiedlichen Kollagen 
mRNA-Expressionen positiv, so steigen beide Kollagenexpressionsprofile gemeinsam linear an. Signifikante 
Korrelationen wurden hellgrau hervorgehoben. Nicht signifikante Korrelationen wurden dunkelgrau kodiert. 
Korrelationen, welche nicht sinnvoll waren oder schon ermittelt wurden, wurden mit einem X codiert 
(Strings/Doublestrings: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder). 

Korrelationen verschiedener 
Kollagenexpressionen hu-

maner Chondrozyten-
Strings/Doublestrings 

COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 
K 0,0995 0,496 0,567 

p 0,531 0,00083 0,00111 

COL2A1 
K 

x 
0,600 0,246 

p <0,0001 0,121 

COL3A1 
K 

x x 
0,342 

p 0,0287 



Ergebnisse 

67 

3.5.2 Vergleich verschiedener relativer Kollagenexpressionen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen in der räumli-

chen Organisationsform Small Clusters 

Es wurden die relativen mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1) und Typ VI (COL6A1)) als phäno-

typ-relevante Funktionsparameter in superfiziellen Chondrozyten humaner Kniege-

lenkskondylen mit der räumlichen Organisationsform Small Clusters untersucht (s. 

Abbildung 21). Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, 

ob es signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Kollagen mRNA-

Expressionen von superfiziellen Chondrozyten in der räumlichen Organisations-

form Small Clusters gibt und somit ein Zusammenhang zwischen phänotyp-

relevanten Funktionsparametern und der räumlichen Organisation superfizieller 

Chondrozyten besteht. Außerdem sollte geklärt werden, ob es Korrelationen zwi-

schen verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen superfizieller Chondrozyten in 

der definierten räumlichen Organisationsform Small Clusters gibt. 
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Kollagen Typ I/II/III/VI mRNA-Expression superfizieller Chondrozyten der räumlichen Organisationsform Small Cluster
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Abbildung 21:. Vergleich verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) in Chondrozyten der superfiziellen Zone mit der räumli-
chen Organisationsform Small Clusters. Dargestellt ist jeweils ein Boxplot der COL1A2-, COL2A1-, 
COL3A1- COL6A1 mRNA-Expression humaner Chondrozyten der superfiziellen Zone, deren räumliche Orga-
nisationsform vor der Genexpressionsanalyse mikroskopisch als Small Clusters klassifiziert wurde. Signifikante 
Unterschiede wurden anhand des ANOVA -on-Ranks Test mit anschließendem Post-Hoc Test ermittelt und 
wurden in Tabelle 23 hellgrau hervorgehoben. Die Boxplots zeigen den Median, die 25te und 75te Perzentile, 
sowie die Fehlerbalken innerhalb der 10ten und 90ten Perzentile. Ausreißer (Datenpunkte außerhalb der 10ten 
oder 90ten Perzentile) wurden als schwarze Punkte dargestellt (n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder). 

Die relative COL6A1 mRNA-Expression von Chondrozyten der superfiziellen Zone, 

welche mikroskopisch als Chondrozyten-Small Clusters definiert wurden, unter-

schied sich signifikant (p<0,05) von allen übrigen untersuchten Kollagenexpressi-

onsprofilen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1); p-Werte siehe 

Tabelle 23)). Hierbei wurde COL6A1 durchschnittlich 2,9-fach höher als COL1A2, 

3,8-fach höher als COL2A1 und 3,3-fach höher als COL3A1 exprimiert (Tabelle 

24). Zwischen den Expressionsprofilen von COL1A2, COL2A1, COL3A1 wurden 

keine signifikanten (p>0,05) Unterschiede gefunden (s. Tabelle 23). 
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Eine signifikante (p<0,05) positive Korrelation für in Small Clusters organisierte 

superfizielle Chondrozyten wurde zwischen der relativen mRNA-Expression von 

COL2A1 und COL3A1 gefunden. Außerdem korrelierte die relative COL6A1 

mRNA-Expression signifikant (p<0,05) positiv sowohl mit der relativen COL2A1 

mRNA-Expression als auch mit der relativen COL3A1 mRNA-Expression. Die übri-

gen Kollagenexpressionen korrelierten nicht signifikant miteinander (s. Tabelle 25). 

 

Tabelle 23: Paarweiser Vergleich verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I 
(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) von Chondrozyten der superfiziellen 
Zone mit der räumlichen Organisationsform Small Clusters. Dargestellt sind hellgrau kodiert signifikante p-
Werte (p<0,05), welche anhand von Post Hoc Tests ermittelt wurden, sofern ein vorhergehender ANOVA on 
ranks-Test signifikante Unterschiede im paarweisen Vergleich der relativen COL1A2, COL2A1, COL3A1 und 
COL6A1 mRNA-Expression ergab. Nicht signifikante (p>0,05) Unterschiede sind dunkelgrau kodiert. Verglei-
che, die nicht sinnvoll waren oder bereits durchgeführt wurden, wurden mit X gekennzeichnet (Small Clusters: 
n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder). 

 

  

Unterschiede in der Kollagenex-

pression humaner Chondrozy-

ten- Small Clusters 

COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 p>0,05 p>0,05 p<0,05 

COL2A1 x p>0,05 p<0,05 

COL3A1 x x p<0,05 
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Tabelle 24: Verhältnisse der relativen mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I 
(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) in superfiziellen Chondrozyten mit der 
räumlichen Organisationsform Small Clusters. Die Verhältnisse der mRNA-Expressionen verschiedener 
Kollagen-Typen in als Small Clusters organisierten Chondrozyten wurde als Quotient der Mittelwerte der ver-
schiedenen Small-Cluster-spezifischen Kollagen mRNA-Expressionen gebildet. Alle Spalten wurden mit X und 
alle Zeilen mit Y codiert. Der Quotient wurde nach Formel Verhältnis= X/Y gebildet. Quotienten wurden nur für 
signifikant unterschiedliche Expressionen errechnet (s. Tabelle 23). Quotienten für nicht signifikant unter-
schiedliche Expressionen wurden nicht errechnet und wurden mit „-“ gekennzeichnet. 

Verhältnis verschiedener Kollagen mRNA-

Expressionen von Chondrozyten Small Clusters ( 
𝐗

𝐘
) 

X= COL6A1 

Y= COL1A2 2,96-fache mRNA-Expression 

Y= COL2A1 3,81-fache mRNA-Expression 

Y= COL3A1 3,33-fache mRNA-Expression 

 

 

Tabelle 25: Korrelation verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) humaner superfizieller Chondrozytenin der räumlichen 
Organisationsform Small Clusters. Dargestellt ist der Korrelationskoeffizient (K), welcher anhand des Pear-
son-Produkt-Moment ermittelt wurde, und der entsprechende p-Wert für die Korrelation zwischen jeweils zwei 
verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen von superfiziellen Chondrozyten in der räumlichen Organisati-
onsform Small Clusters. Ist der Korrelationskoeffizient zwischen zwei unterschiedlichen Kollagen mRNA-
Expressionen positiv, so steigen beide Kollagenexpressionsprofile gemeinsam linear an. Signifikante Korrelati-
onen wurden hellgrau hervorgehoben. Nicht signifikante Korrelationen wurden dunkelgrau kodiert. Korrelatio-
nen, welche nicht sinnvoll waren oder schon ermittelt wurden, wurden mit einem X codiert (Small Clusters: 
n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder). 

Korrelationen verschiedener Kollagen-
expressionen humaner Chondrozyten-

Small Clusters 
COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 

K 0,0445 0,417 0,189 

p 0,844 0,0538 0,399 

COL2A1 

K 

x 

0,723 0,569 

p 0,000143 0,00567 

COL3A1 

K 

x x 

0,446 

p 0,0377 
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3.5.3 Vergleich verschiedener relativer Kollagenexpressionen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen in der räumli-

chen Organisationsform Big Clusters 

Es wurden die relativen mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1) und Typ VI (COL6A1)) als phäno-

typ-relevante Funktionsparameter in superfiziellen Chondrozyten humaner Kniege-

lenkskondylen mit der räumlichen Organisationsform Big Clusters untersucht (s. 

Abbildung 22). Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, 

ob es signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Kollagen mRNA-

Expressionen von superfiziellen Chondrozyten in der räumlichen Organisations-

form Big Clusters gibt und somit ein Zusammenhang zwischen phänotyp-

relevanten Funktionsparametern und der räumlichen Organisation superfizieller 

Chondrozyten besteht. Außerdem sollte geklärt werden, ob es Korrelationen zwi-

schen verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen superfizieller Chondrozyten in 

der definierten räumlichen Organisationsform Big Clusters gibt. 
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Kollagen Typ I/II/III/VI mRNA-Expression superfizieller Chondrozyten der räumlichen Organisationsform Big Cluster
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Abbildung 22: Vergleich verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) in Chondrozyten der superfiziellen Zone mit der räumli-
chen Organisationsform Big Clusters. Dargestellt ist jeweils ein Boxplot der COL1A2-, COL2A1-, COL3A1- 
COL6A1 mRNA-Expression humaner Chondrozyten der superfiziellen Zone, deren räumliche Organisations-
form vor der Genexpressionsanalyse mikroskopisch als Big Clusters klassifiziert wurde. Signifikante Unter-
schiede wurden anhand des ANOVA-on-Ranks Test mit anschließendem Post-Hoc Test ermittelt und wurden 
in Tabelle 26 hellgrau hervorgehoben. Die Boxplots zeigen den Median, die 25te und 75te Perzentile, sowie 
die Fehlerbalken innerhalb der 10ten und 90ten Perzentile. Ausreißer (Datenpunkte außerhalb der 10ten oder 

90ten Perzentile) wurden als schwarze Punkte dargestellt (n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder). 

Die relative COL6A1 mRNA-Expression von Chondrozyten der superfiziellen Zone, 

welche mikroskopisch als Chondrozyten-Big Clusters definiert wurden, unterschie-

denen sich signifikant (p<0,05) von allen übrigen untersuchten Kollagenexpressi-

onsprofilen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1): p-Werte siehe 

Tabelle 26). Hierbei wurde COL6A1 durchschnittlich 5,6-fach höher exprimiert als 

COL1A2, 3,5-fach höher als Kollagen COL2A1 und 5,1-fach höher als COL3A1 

(Tabelle 27). Zwischen den übrigen Expressionsprofilen konnten keine signifikan-

ten (p>0,05) Unterschiede gefunden werden (s. Tabelle 26).  
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Eine signifikante (p<0,05) positive Korrelation für in Big Clusters organisierte 

Chondrozyten wurde zwischen der relativen COL2A1 mRNA-Expression und der 

COL6A1 mRNA-Expression, sowie zwischenden relativen mRNA-Expressionen 

von COL6A1 und COL3A1 gefunden. Außerdem korrelierte die relative COL3A1 

mRNA-Expression (p<0,05) sowohl signifikant mit der relativen COL1A2 mRNA-

Expression als auch mit der COL2A1 mRNA-Expression. Zwischen den übrigen 

untersuchten Kollagenexpressionsprofilen wurden keine signifikanten Korrelatio-

nen gefunden (s. Tabelle 28). 

 

Tabelle 26: Paarweiser Vergleich verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I 
(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) von Chondrozyten der superfiziellen 
Zone mit der räumlichen Organisationsform Big Clusters. Dargestellt ist hellgrau kodiert signifikante p-
Werte (p<0,05), welche anhand von Post Hoc Tests ermittelt wurden, sofern ein vorhergehender ANOVA on 
ranks-Test signifikante Unterschiede im paarweisen Vergleich der relativen COL1A2, COL2A1, COL3A1 und 
COL6A1 mRNA-Expression ergab. Nicht signifikante (p>0,05) Unterschiede wurden dunkelgrau kodiert. Ver-
gleiche, die nicht sinnvoll waren oder bereits durchgeführt wurden, wurden mit X gekennzeichnet (Big Clusters: 
n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder). 

Unterschiede in der Kolla-

genexpression humaner 

Chondrozyten-Big-

Clusters 

COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 p>0,05 p>0,05 p<0,05 

COL2A1 x p>0,05 p<0,05 

COL3A1 x x p<0,05 
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Tabelle 27: Verhältnisse der mRNA-Expressionen verschiedener relativer Kollagen-Typen (Typ I 
(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) in superfiziellen Chondrozyten mit der 
räumlichen Organisationsform Big Clusters. Die Verhältnisse der relativen mRNA-Expressionen verschie-
dener Kollagen-Typen in als Big Clusters organisierten Chondrozyten, wurde als Quotient der Mittelwerte der 
verschiedenen Big-Clusters-spezifischen Kollagen mRNA-Expressionen gebildet. Alle Spalten wurden mit X 
und alle Zeilen mit Y codiert. Der Quotient wurde nach Formel Verhältnis= X/Y gebildet. Quotienten wurden 
nur für signifikant unterschiedliche Expressionen errechnet (s. Tabelle 26). Quotienten für nicht signifikant 
unterschiedliche Expressionen wurden nicht errechnet und wurden mit „-“ gekennzeichnet. 

Verhältnis verschiedener Kollagen mRNA-

Expressionen von Chondrozyten Big Clusters ( 
𝐗

𝐘
) 

X= COL6A1 

Y= COL1A2 5,66-fache mRNA-Expression 

Y= COL2A1 3,52-fache mRNA-Expression 

Y= COL3A1 5,18-fache mRNA-Expression 

 

 

Tabelle 28: Korrelation verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) humaner superfizieller Chondrozyten in der räumlichen 
Organisationsform Big Clusters. Dargestellt wurde der Korrelationskoeffizient (K), welcher anhand des 
Pearson-Produkt-Moment ermittelt wurde, und der entsprechende p-Wert für die Korrelation zwischen jeweils 
zwei verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen von superfiziellen Chondrozyten in der räumlichen Organi-
sationsform Big Clusters. Ist der Korrelationskoeffizient zwischen zwei unterschiedlichen Kollagen mRNA-
Expressionen positiv, so steigen beide Kollagenexpressionsprofile gemeinsam linear an. Signifikante Korrelati-
onen wurden hellgrau hervorgehoben. Nicht signifikante Korrelationen wurden dunkelgrau kodiert. Korrelatio-
nen, welche nicht sinnvoll waren oder schon ermittelt wurden, wurden mit einem X codiert (Big Clusters: n= 11 

Proben und n= 165 Knorpelzylinder). 

Korrelationen verschiedener Kollagen-
expressionen humaner Chondrozyten-

Big Clusters 
COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 
K 0,303 0,49 0,535 

p 0,171 0,0276 0,0103 

COL2A1 
K 

x 
0,697 0,711 

p 0,000309 0,000205 

COL3A1 
K 

x x 
0,152 

p 0,5 
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3.5.4  Vergleich verschiedener relativer Kollagenexpressionen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen in einer diffusen 

räumlichen Organisationsform 

Es wurden die relativen mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1) und Typ VI (COL6A1)) als phäno-

typ-relevante Funktionsparameter in superfiziellen Chondrozyten humaner Kniege-

lenkskondylen mit einer diffusen räumlichen Organisationsform untersucht (s. Ab-

bildung 23). Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob 

es signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Kollagen mRNA-

Expressionen von superfiziellen Chondrozyten mit einer diffusen räumlichen Orga-

nisationsform gibt und somit ein Zusammenhang zwischen phänotyp-relevanten 

Funktionsparametern und der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten 

besteht. Außerdem sollte geklärt werden, ob es Korrelationen zwischen verschie-

denen Kollagen mRNA-Expressionen superfizieller Chondrozyten in einer diffusen 

räumlichen Organisationsform gibt. 
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Kollagen Typ I/II/III/VI mRNA-Expression superfizieller Chondrozyten der räumlichen Organisationsform Diffus
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Abbildung 23: Vergleich verschiedener relativer Kollagen-mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) in Chondrozyten der superfiziellen Zone mit einer diffu-
sen räumlichen Organisationsform. Dargestellt ist jeweils ein Boxplot der COL1A2-, COL2A1-, COL3A1- 
COL6A1 mRNA-Expression humaner Chondrozyten der superfiziellen Zone, deren räumliche Organisations-
form vor der Genexpressionsanalyse mikroskopisch als diffus klassifiziert wurde. Signifikante Unterschiede 
wurden anhand des ANOVA -on-Ranks Test mit anschließendem Post-Hoc Test ermittelt und wurden in Tabel-
le 29 hellgrau hervorgehoben. Die Boxplots zeigen den Median, die 25te und 75te Perzentile, sowie die 
Fehlerbalken innerhalb der 10ten und 90ten Perzentile. Ausreißer (Datenpunkte außerhalb der 10ten oder 
90ten Perzentile) wurden als schwarze Punkte dargestellt (n=12 Proben und n= 180 Knorpelzylinder) 

Die relative COL6A1 mRNA-Expression von Chondrozyten der superfiziellen Zone, 

welche mikroskopisch als Chondrozyten mit einer diffusen Organisationsform defi-

niert wurden, unterschieden sich signifikant (p<0,05) von dem relativen COL2A1 

und dem COL3A1 mRNA-Expressionsprofil (p-Werte siehe Tabelle 29). Hierbei 

wurde COL6A1 im Durchschnitt 7,3-fach höher exprimiert als COL2A1 und 4,5-

fach höher als COL3A1 (s. Tabelle 30). Außerdem wurde ein signifikanter Unter-

schied (p<0,05) zwischen der relativen COL1A2 und COL2A1 mRNA Expression 

gefunden, wobei COL1A2 durschschnittlich 3-fach höher exprimiert wurde als 

COL2A1 (s. Tabelle 29 und Tabelle 30). Zwischen den übrigen Expressionsprofilen 
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konnten keine signifikanten (p>0,05) Unterschiede gefunden werden (s. Tabelle 

30). 

Eine signifikante (p<0,05) positive Korrelation wurde in diffus verteilten Chondrozy-

ten der superfiziellen Zone zwischen der relativen mRNA-Expression von COL6A1 

und COL3A1 gefunden. Außerdem korrelierte die relative COL1A2 mRNA-

Expression sowohl signifikant (p<0,05) positiv mit der COL3A1 als auch mit der 

COL6A1 mRNA-Expression. Die übrigen Kollagenexpressionen korrelierten nicht 

signifikant miteinander (s. Tabelle 31). 

 

Tabelle 29: Paarweiser Vergleich verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I 
(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) von Chondrozyten der superfiziellen 
Zone mit einer diffusen räumlichen Organisationsform. Dargestellt ist hellgrau kodiert signifikante p-Werte 
(p<0,05), welche anhand von Post Hoc Tests ermittelt wurden, sofern ein vorhergehender ANOVA on ranks-
Test signifikante Unterschiede im paarweisen Vergleich der relativen COL1A2, COL2A1, COL3A1 und 
COL6A1 mRNA-Expression ergab. Nicht signifikante (p>0,05) Unterschiede wurden dunkelgrau kodiert. Ver-
gleiche, die nicht sinnvoll waren oder bereits durchgeführt wurden, wurden mit X gekennzeichnet (Diffus: n= 12 
Proben und n=180 Knorpelzylinder). 

Unterschiede der Kolla-

genexpression humaner 

diffus verteilter Chondro-

zyten 

COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 p<0,05 p>0,05 p>0,05 

COL2A1 x p>0,05 p<0,05 

COL3A1 x x p<0,05 
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Tabelle 30: Verhältnisse der mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I (COL1A2), Typ 
II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) in superfiziellen Chondrozyten mit einer diffusen räum-
lichen Organisationsform. Die Verhältnisse der relativen mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-
Typen in diffus organisierten Chondrozyten, wurde als Quotient der Mittelwerte der verschiedenen diffus-
spezifischen Kollagen mRNA-Expressionen gebildet. Alle Spalten wurden mit X und alle Zeilen mit Y codiert. 
Der Quotient wurde nach Formel Verhältnis= X/Y gebildet. Quotienten wurden nur für signifikant unterschiedli-
che Expressionen errechnet (s. Tabelle 29). Quotienten für nicht signifikant unterschiedliche Expressionen 
wurden nicht errechnet und wurde mit „-“ gekennzeichnet. 

Verhältnis verschiedener Kol-

lagen mRNA-Expressionen von 

diffus verteilten Chondrozyten ( 
𝐗

𝐘
) 

X= COL1A2 X= COL6A1 

Y= COL2A1 
3,10-fache mRNA-

Expression 

7,29-fache mRNA-

Expression 

Y= COL3A1 - 
4,47-fache mRNA-

Expression 

 

 

Tabelle 31: Korrelation verschiedener relativer Kollagen Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) humaner superfizieller Chondrozytenin mit einer diffu-
senr räumlichen Organisationsform. Dargestellt ist der Korrelationskoeffizient (K), welcher anhand des 
Pearson-Produkt-Moment ermittelt wurde, und der entsprechende p-Wert für die Korrelation zwischen jeweils 
zwei verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen von superfiziellen Chondrozyten mit einer diffusen räumli-
chen Organisationsform. Ist der Korrelationskoeffizient zwischen zwei unterschiedlichen Kollagen mRNA-
Expressionen positiv, so steigen beide Kollagenexpressionsprofile gemeinsam linear an. Signifikante Korrelati-
onen wurden hellgrau hervorgehoben. Nicht signifikante Korrelationen wurden dunkelgrau kodiert. Korrelatio-
nen, welche nicht sinnvoll waren oder schon ermittelt wurden, wurden mit einem X codiert gekennzeichnet 
(Diffus: n= 12 Proben und n=180 Knorpelzylinder). 

Korrelationen verschiedener Kollagen-
expressionen humaner diffus verteilter 

Chondrozyten- 
COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 
K -0,000558 0,94 0,889 

p 0,998 <0,0001 <0,0001 

COL2A1 
K 

x 
0,0611 0,222 

p 0,777 0,297 

COL3A1 
K 

x x 
0,812 

p <0,0001 
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3.6 Zusammenfassung: Vergleich verschiedener relativer Kollagenexpres-

sionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI 

(COL6A1)) superfizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen 

in verschiedenen räumlichen Organisationsformen 

Es wurden die relativen mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1) und Typ VI (COL6A1)) als phäno-

typ-relevante Funktionsparameter in superfiziellen Chondrozyten humaner Kniege-

lenkskondylen mit verschiedenen räumlichen Organisationsformen 

(Strings/Doublestrings, Small Clusters, Big Clusters, Diffus) untersucht (Abbildung 

24). Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob es signi-

fikante Unterschiede zwischen verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen von 

superfiziellen Chondrozyten in verschiedenen räumlichen Organisationsformen gibt 

und somit ein Zusammenhang zwischen phänotyp-relevanten Funktionsparame-

tern und der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten besteht. Außer-

dem sollte geklärt werden, ob es Korrelationen zwischen verschiedenen Kollagen 

mRNA-Expressionen superfizieller Chondrozyten in verschiedenen räumlichen Or-

ganisationsformen gibt. 
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Abbildung 24: Übersicht über den Vergleich der durchschnittlichen relativen COL1A2, COL2A1, 
COL3A1 und COL6A1 mRNA-Expression innerhalb verschiedener räumlichen Organisationsformen 
humaner superfizieller Chondrozyten. Dargestellt ist ein Balkendiagramm der durchschnittlichen relativen 
mRNA-Expressionen verschiedener Kollagen-Typen (Typ I (COL1A2), II (COL2A1), III (COL3A1), VI 
(COL6A1) in Abhängigkeit der räumlichen Organisationsform humaner superfizieller Chondrozyten 
(S/DS=Strings/Doublestrings, SC=Small Clusters, BC=Big Clusters, D=Diffus). Signifikante Expressionsunter-
schiede verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen innerhalb einer definierten räumlichen Organi-
sationsform superfizieller Chondrozyten wurden jeweils über entsprechende Signifikanzbalken dargestellt. 
Signifikante Unterschiede (p<0,05) wurden anhand des ANOVA on Ranks Tests und anschließendem Post-
Hoc Text ermittelt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an (S/DS: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzy-
linder, SC: n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, BC: n= 11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, D: n= 12 
Proben und n=180 Knorpelzylinder).  

In Chondrozyten mit den räumlichen Organisationsformen Strings/Doublestrings, 

Small Clusters und Big Clusters war die relative COL6A1 mRNA Expression signi-

fikant (p<0,05) höher als die relative COL1A2, COL2A1 und COL3A1 mRNA-

Expression. In diffus verteilten Chondrozyten war die relative COL6A1 mRNA Ex-

pression signifikant (p<0,05) höher als die relative COL2A1 und COL3A1 mRNA-

Expression. Zusammenfassend ließ sich sagen, dass die COL6A1 mRNA Expres-

sion gegenüber der COL1A2, COL2A1 und COL3A1 mRNA Expression in allen 
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räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten am höchsten expri-

miert wurde. In Chondrozyten organisiert in Strings/Doublestrings und in diffus ver-

teilten Chondrozyten war die relative COL1A2 mRNA-Expression signifikant 

(p<0,05) höher als die relative COL2A1 mRNA-Expression. Zudem war die relative 

COL2A1 mRNA-Expression von Chondrozyten in der Organisationsform Big Clus-

ters signifikant (p<0,05) höher als COL3A1 mRNA-Expression (s. Abbildung 24) 

In Chondrozyten der Organisationsformen Strings/Doublestrings, Small Clusters 

und einer diffusen Verteilung war jeweils das Verhältnis zwischen der relativen 

COL6A1 und COL2A1 mRNA-Expression am größten gegenüber den ermittelten 

Verhältnissen der übrigen Kollagen mRNA-Expressionen (s. Tabelle 32). Hierbei 

war die relative COL6A1 mRNA-Expression in Strings/Doublestrings 6,3-fach, in 

Small Clusters 3,8-fach und in einer diffusen Verteilung der superfiziellen Chond-

rozyten 7,3-fach höher als die relative COL2A1 mRNA-Expression. Eine Ausnah-

me stellte die Kollagen mRNA-Expression in Chondrozyten der räumlichen Organi-

sationsform Big Clusters dar. Hier wurde das größte Verhältnis zwischen der relati-

ven COL1A2 und COL6A1 mRNA-Expression gefunden, wobei COL6A1 5,6-fach 

höher exprimiert wurde als COL1A2. Aber auch in in Big Clusters organisierten 

superfiziellen Chondrozyten war die relative COL6A1 mRNA-Expression 3,5-fach 

höher als die relative COL2A1 mRNA-Expression, was etwa demselben Verhältnis 

entsprach wie bei in Small Clusters organisierten Chondrozyten. Besonders her-

vorzuheben war dabei die Steigerung des Verhältnisses der relativen COL6A1 und 

COL2A1 mRNA-Expression von in Big Clusters organisierten Chondrozyten zu 

diffus verteilten superfiziellen Chondrozyten mit einem Sprung von einer 3,5-fach 

höheren relativen COL6A1 mRNA Expression zu einer 7;3-fach höheren COL6A1 

mRNA-Expression im Verhältnis zur relativen COL2A1 mRNA-Expression (s. Ta-

belle 32). Die Korrelationen zwischen den verschiedenen Kollagen mRNA-

Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI 

(COL6A1)) waren sehr heterogen verteilt und folgten keiner klaren Systematik. Es 

fiel jedoch auf, dass die COL1A2 und die COL2A1 mRNA-Expression in keinem 

der untersuchten räumlichen Organisationsstadien superfizieller Chondrozyten 



 

82 

signifikant miteinander korrelierten. Alle anderen untersuchten Kollagen mRNA-

Expressionen hingegen korrelierten abwechselnd in verschiedenen räumlichen 

Organisationsformen superfizieller Chondrozyten miteinander, aber ohne eine er-

kennbare Systematik (s. Tabelle 33). 

Tabelle 32 Übersicht über die Verhältnisse der mRNA- Expression von Kollagen Typ I (COL1A2), Typ II 
(COL2A1), Typ III (COL3A1) und Typ VI (COL6A1) innerhalb definierter räumlicher Organisationsformen 
superfizieller Chondrozyten (Strings/Doublestrings, Small Clusters, Big Clusters, Diffus). Die Verhält-
nisse der relativen mRNA- Expression verschiedener Kollagen Typen wurden aus dem Quotienten der jeweili-
gen durchschnittlichen Kollagen mRNA Expressionen von superfiziellen Chondrozyten innerhalb einer definier-
ten räumlichen Organisationsform berechnet. Dabei wurden alle Spalten mit X codiert und alle Zeilen mit Y. 
Der Quotient wurde nach der Formel Verhältnis =X/Y gebildet. Quotienten wurden nur für signifikant unter-
schiedliche mRNA-Expressionen errechnet (s. Abbildung 24). Quotienten für nicht signifikant unterschiedliche 
Expressionen wurden nicht errechnet und sind mit „-“ gekennzeichnet. Das größte Verhältnis der mRNA Ex-
pression zwischen zwei Kollagen-Typen innerhalb einer räumlichen Organisationsform superfizieller Chondro-
zyten wurde jeweils durch Fettdruck hervorgehoben. 

Strings/ 

Doublestrings 

( 
𝐗

𝐘
) X= COL1A2 X= COL6A1 

Y= COL1A2 - 3,16-fache mRNA Expression 

Y= COL2A1 
3,41-fache mRNA 

Expression 
6,27-fache mRNA Expression 

Y= COL3A1 - 5,53-fache mRNA Expression 

Small 
Clusters 

  X= COL6A1 

Y= COL1A2 - 2,96-fache mRNA Expression 

Y= COL2A1 - 3,81-fache mRNA Expression 

Y= COL3A1 - 3,33-fache mRNA Expression 

Big 
Clusters 

  X= COL6A1 

Y= COL1A2 - 5,66-fache mRNA Expression 

Y= COL2A1 - 3,52-fache mRNA Expression 

Y= COL3A1 - 5,18-fache mRNA Expression 

Diffus 

 X= COL1A2 X= COL6A1 

Y= COL2A1 
3,10-fache mRNA 

Expression 
7,29-fache mRNA Expression 

Y= COL3A1 - 4,47-fache mRNA Expression 
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Tabelle 33: Übersicht über die Korrelation zwischen verschiedenen relativen Kollagenexpressionen 

(Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) innerhalb definierter Organisati-

onsformen superfizieller Chondrozyten der humanen Kniegelenkskondyle. In der Tabelle sind die paar-
weisen Korrelationen verschiedener Kollagenexpressionen von humanen superfiziellen Chondrozyten mit 
definierten räumlichen Organisationsformen dargestellt. Die Korrelationskoeffizienten (K) und dazu gehörige p-
Werte wurden anhand des Pearson-Produkt-Moments ermittelt. Ist der Korrelationskoeffizient positiv und signi-
fikant, so steigen beide Kollagenexpressionen linear an. Signifikante Korrelationen wurden hellgrau hervorge-
hoben. Korrelationen, welche nicht sinnvoll waren oder schon ermittelt wurden, wurden mit einem X codiert. 

  

Korrelationen verschie-
dener Kollagenexpressi-

onen  
COL2A1 COL3A1 COL6A1 

Strings/ 
Doublestrings 

COL1A2 
K 0,0995 0,496 0,567 

p 0,531 0,00083 0,000111 

COL2A1 
K 

x 
0,600 0,246 

p <0,0001 0,121 

COL3A1 
K 

x x 
0,342 

p 0,0287 

Small Clusters 

COL1A2 
K 0,0445 0,417 0,189 

p 0,844 0,0538 0,399 

COL2A1 
K 

x 
0,723 0,569 

p 0,000143 0,00567 

COL3A1 
K 

x x 
0,446 

p 0,0377 

Big Clusters 

COL1A2 
K 0,303 0,49 0,535 

p 0,171 0,0276 0,0103 

COL2A1 
K 

x 
0,697 0,711 

p 0,000309 0,000205 

COL3A1 
K 

x x 
0,152 

p 0,5 

Diffus 

COL1A2 
K -0,000558 0,94 0,889 

p 0,998 <0,0001 <0,0001 

COL2A1 
K 

x 
0,0611 0,222 

p 0,777 0,297 

COL3A1 
K 

x x 
0,812 

p <0,0001 
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3.7 Vergleich des Verhältnisses der COL1A2 - und COL2A1 mRNA-

Expression in Abhängigkeit der räumlichen Organisationsform super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen 

Es wurde das Verhältnis der mRNA-Expression von COL1A2 und COL2A1 als Dif-

ferenzierungsmarker von superfiziellen Chondrozyten in verschieden räumlichen 

Organisationsformen untersucht. Diese Untersuchung erfolgte unter der Fragestel-

lung, ob superfizielle Chondrozyten in Abhängigkeit ihrer räumlichen Organisati-

onsform ihr Differenzierungsverhalten ändern. 

 

 

Abbildung 25: Verhältnis der relativen COL1A2 mRNA-Expression zu der relativen COL2A1 mRNA-
Expression superfizieller Chondrozyten in verschiedenen räumlichen Organisationsformen. Dargestellt 
ist ein Balkendiagramm des COL1A2/COL2A1-mRNA-Expressionsverhältnisses (Y-Achse) in verschiedenen 
räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten (X-Achse: S/DS= Strings/Doublestrings, 
SC=Small Clusters, BC= Big Clusters, D= Diffus). Ein COL1A2/COL2A1 mRNA-Expressionsverhältnis kleiner 
1 stellt einen chondrogen differenzierten Phänotyp der Chondrozyten in hyalinem Knorpelgewebe dar. Ein 
Verhältnis größer 1 weist auf einen zunehmend dedifferenzierten Phänotyp der superfiziellen Chondrozyten 
aus humanem hyalinem Knorpelgewebe hin. Es wurde der Mittelwert aller organisationsform-spezifischen 
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COL1A2/COL2A1-Verhältnisse errechnet. Signifikante Unterschiede (p<0,05) wurden anhand des ANOVA on 
Ranks Test und anschließendem Post-hoc-Tests errechnet. Die Fehlerbalken geben jeweils den Standardfeh-
ler an. Die durchgezogene schwarze Linie markiert ein COL1A2/COL2A1- mRNA-Expressionsverhältnis von 1 
(S/DS: n=21 Proben und n= 315 Knorpelzylinder, SC: n=11 Proben und n= 165 Knorpelzylinder, BC: n= 11 

Proben und n= 165 Knorpelzylinder, D: n= 12 Proben und n=180 Knorpelzylinder). 

Es wurden signifikante Unterschiede (p<0,05) bzgl. des Verhältnisses COL1A2 

mRNA-Expression/ COL2A1 mRNA-Expression von superfiziellen Chondrozyten in 

verschiedenen räumlichen Organisationsformen (Strings/Doublestrings, Small 

Clusters, Big Clusters, Diffus) zwischen diffus verteilten Chondrozyten und Chond-

rozyten in der räumlichen Organisationsform Big und Small Clusters gefunden. 

Darüber hinaus wurde ein signifikanter Unterschied (p<0,05) des 

COL1A2/COL2A1- Verhältnisses zwischen Chondrozyten der Organisationsform 

Big Clusters und Strings/Doublestrings gefunden. Das mittlere COL1A2/COL2A1-

Verhältniss superfizieller Chondrozyten der Organisationsform Big Clusters war 

dabei als einziges COL1A2/COL2A1-Verhältnis kleiner 1 (s. Abbildung 25). 
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3.8 Korrelation verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen über 

alle räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten hu-

maner Kniegelenkskondylen 

Es wurde die Korrelation (Pearson-Produkt-Moment) zwischen verschiedenen Kol-

lagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), 

Typ VI (COL6A1)) als phänotyp-relevante Funktionsparamter über alle räumlichen 

Organisationsformen superfizieller Chondrozyten (Strings/Doublestrings, Small 

Clusters, Big Clusters, Diffus) humaner Kniegelenkskondylen untersucht. Diese 

Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob ein Zusammenhang 

zwischen phänotyp-relevanten Funktionsparametern in Abhängigkeit der räumli-

chen Organisation superfizieller Chondrozyten besteht und in welcher Beziehung 

die untersuchten phänotyp-relevanten Funktionsparameter zueinander stehen. 
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3.8.1 Korrelation der relativen COL1A2 und COL2A1 mRNA-Expression 

über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten 

humaner Kniegelenkskondylen 

 

Abbildung 26: Korrelation der relativen COL1A2 und COL2A1 mRNA-Expression über alle räumlichen 
Organisationsformen superfizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen. Dargestellt ist ein 
Scatterplot, in welchem anhand einer Trendlinie und dem dazugehörigen Bestimmtheitsmaß (R2) die Korrelati-
on der COL1A2 und COL2A1 mRNA Expression über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller 
Chondrozyten visualisiert wurde. Hierbei stellt jeder Datenpunkt einen analysierten Knorpelzylinder dar, in 
welchem eine definierte räumliche Organisation der superfiziellen Chondrozyten (z.B. Strings/Doublestrings) 
gefunden wurde und dessen relative COL1A2 und COL2A1 mRNA Expression untersucht wurde. Dabei wurde 
jedem Datenpunkt auf der horizontalen Achse die zugehörige COL1A2 mRNA-Expression und auf der vertika-
len Achse die entsprechende COL2A1 mRNA-Expression zugeordnet. Je höher die Korrelation zwischen der 
COL1A2 und der COL2A1 mRNA-Expression ist, desto näher liegen alle Datenpunkte an der Trendlinie und 
desto mehr nähert sich das Bestimmtheitsmaß dem Idealwert 1 an. Signifikante Korrelationen (p<0,05) wurden 
mit Hilfe des Pearson-Produkt-Moments ermittelt (n=55 Proben und n= 825 Knorpelzylinder). 

 

Zwischen der relativen COL1A2 und COL2A1 mRNA-Expression wurde mit einem 

Bestimmtheitsmaß von R² = 0,0138 keine signifikante Korrelation (p>0,05) in Ab-

hängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten gefunden (s. 

Abbildung 26). 
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3.8.2 Korrelation der relativen COL1A2 und COL3A1 mRNA- Expression 

über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten 

humaner Kniegelenkskondylen 

 

Abbildung 27: Korrelation der relativen COL1A2 und COL3A1 mRNA-Expression über alle räumlichen 
Organisationsformen superfizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen. Dargestellt ist ein 
Scatterplot, in welchem anhand einer Trendlinie und dem dazugehörigen Bestimmtheitsmaß (R2) die Korrelati-
on der COL1A2 und COL3A1 mRNA Expression über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller 
Chondrozyten visualisiert wurde. Hierbei stellt jeder Datenpunkt einen analysierten Knorpelzylinder dar, in 
welchem eine definierte räumliche Organisation der superfiziellen Chondrozyten (z.B. Strings/Doublestrings) 
gefunden wurde und dessen COL1A2 und COL3A1 mRNA Expression untersucht wurde. Dabei wurdet jedem 
Datenpunkt auf der horizontalen Achse die zugehörige COL1A2 mRNA-Expression und auf der vertikalen 
Achse die entsprechende COL3A1 mRNA-Expression zugeordnet. Je höher die Korrelation zwischen der 
COL1A2 und der COL3A1 mRNA-Expression ist, desto näher liegen alle Datenpunkte an der Trendlinie und 
desto mehr nähert sich das Bestimmtheitsmaß dem Idealwert 1 an. Signifikante Korrelationen (p<0,05) wurden 
mit Hilfe des Pearson-Produkt-Moments ermittelt (n=55 Proben und n= 825 Knorpelzylinder). 

 

Zwischen der relativen COL1A2 und COL3A1 mRNA-Expression konnte mit einem 

Bestimmtheitsmaß von R² = 0,621 eine signifikante Korrelation (p<0,0001) in Ab-

hängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten gefunden wer-

den (s. Abbildung 27). 
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3.8.3 Korrelation der relativen COL1A2 und COL6A1 mRNA- Expression 

über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten 

humaner Kniegelenkskondylen 

 

Abbildung 28: Korrelation der relativen COL1A2 und COL6A1 mRNA-Expression über alle räumlichen 
Organisationsformen superfizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen. Dargestellt ist ein 
Scatterplot, in welchem anhand einer Trendlinie und dem dazugehörigen Bestimmtheitsmaß (R2) die Korrelati-
on der COL1A2 und COL6A1 mRNA Expression über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller 
Chondrozyten visualisiert wurde. Hierbei stellt jeder Datenpunkt einen analysierten Knorpelzylinder dar, in 
welchem eine definierte räumliche Organisation der superfiziellen Chondrozyten (z.B. Strings/Doublestrings) 
gefunden wurde und dessen COL1A2 und COL6A1 mRNA Expression untersucht wurde. Dabei wurde jedem 
Datenpunkt auf der horizontalen Achse die zugehörige COL1A2 mRNA-Expression und auf der vertikalen 
Achse die entsprechende COL6A1 mRNA-Expression zugeordnet. Je höher die Korrelation zwischen der 
COL1A2 und der COL6A1 mRNA-Expression ist, desto näher liegen alle Datenpunkte an der Trendlinie und 
desto mehr nähert sich das Bestimmtheitsmaß dem Idealwert 1 an. Signifikante Korrelationen (p<0,05) wurden 

mit Hilfe des Pearson-Produkt-Moments ermittelt (n=55 Proben und n= 825 Knorpelzylinder). 

 

Zwischen der relativen COL1A2 und COL6A1 mRNA-Expression wurde mit einem 

Bestimmtheitsmaß von R² = 0,547 eine signifikante Korrelation (p<0,0001) in Ab-

hängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten gefunden (s. 

Abbildung 28). 
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3.8.4 Korrelation der relativen COL2A1 und COL3A1 mRNA- Expression 

über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten 

humaner Kniegelenkskondylen 

 

Abbildung 29: Korrelation der relativen COL2A1 und COL3A1 mRNA-Expression über alle räumlichen 
Organisationsformen superfizieller Chondrozyten aus humanen Kniegelenkskondylen. Dargestellt ist ein 
Scatterplot, in welchem anhand einer Trendlinie und dem dazugehörigen Bestimmtheitsmaß (R2) die Korrelati-
on der COL2A1 und COL3A1 mRNA Expression über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller 
Chondrozyten visualisiert wurde. Hierbei stellt jeder Datenpunkt einen analysierten Knorpelzylinder dar, in 
welchem eine definierte räumliche Organisation der superfiziellen Chondrozyten (z.B. Strings/Doublestrings) 
gefunden wurde und dessen COL2A1 und COL6A1 mRNA Expression untersucht wurde. Dabei wurde jedem 
Datenpunkt auf der horizontalen Achse die zugehörige COL2A1 mRNA-Expression und auf der vertikalen 
Achse die entsprechende COL3A1 mRNA-Expression zugeordnet. Je höher die Korrelation zwischen der 
COL2A1 und der COL3A1 mRNA-Expression ist, desto näher liegen alle Datenpunkte an der Trendlinie und 
desto mehr nähert sich das Bestimmtheitsmaß dem Idealwert 1 an. Signifikante Korrelationen (p<0,05) wurden 

mit Hilfe des Pearson-Produkt-Moments ermittelt (n=55 Proben und n= 825 Knorpelzylinder). 

 

Zwischen der relativen COL2A1 und COL3A1 mRNA-Expression wurde mit einem 

Bestimmtheitsmaß von R² = 0,1964 eine signifikante Korrelation (p<0,0001) in Ab-

hängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten gefunden (s. 

Abbildung 29). 
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3.8.5 Korrelation der relativen COL2A1 und COL6A1 mRNA- Expression 

über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten 

humaner Kniegelenkskondylen 

 

Abbildung 30: Korrelation der relativen COL2A1 und COL6A1 mRNA-Expression über alle räumlichen 
Organisationsformen superfizieller Chondrozyten aus humanen Kniegelenkskondylen. Dargestellt ist ein 
Scatterplot, in welchem anhand einer Trendlinie und dem dazugehörigen Bestimmtheitsmaß (R2) die Korrelati-
on der COL2A1 und COL6A1 mRNA Expression über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller 
Chondrozyten visualisiert wurde. Hierbei stellt jeder Datenpunkt einen analysierten Knorpelzylinder dar, in 
welchem eine definierte räumliche Organisation der superfiziellen Chondrozyten (z.B. Strings/Doublestrings) 
gefunden wurde und dessen COL2A1 und COL6A1 mRNA Expression untersucht wurde. Dabei wurde jedem 
Datenpunkt auf der horizontalen Achse die zugehörige COL2A1 mRNA-Expression und auf der vertikalen 
Achse die entsprechende COL6A1 mRNA-Expression zugeordnet. Je höher die Korrelation zwischen der 
COL2A1 und der COL6A1 mRNA-Expression ist, desto näher liegen alle Datenpunkte an der Trendlinie und 
desto mehr nähert sich das Bestimmtheitsmaß dem Idealwert 1 an. Signifikante Korrelationen (p<0,05) wurden 
mit Hilfe des Pearson-Produkt-Moments ermittelt (n=55 Proben und n= 825 Knorpelzylinder). 

 

Zwischen der relativen COL2A1 und COL6A1 mRNA-Expression wurde mit einem 

Bestimmtheitsmaß von R² = 0,2649 eine signifikante Korrelation (p<0,0001) in Ab-

hängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten gefunden (s. 

Abbildung 30). 
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3.8.6 Korrelation der COL3A1 und COL6A1 mRNA- Expression über alle 

räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten humaner 

Kniegelenkskondylen 

 

Abbildung 31: Korrelation der COL3A1 und COL6A1 mRNA-Expression über alle räumlichen Organisa-
tionsformen superfizieller Chondrozyten aus humanen Kniegelenkskondylen. Dargestellt ist ein Scatter-
plot, in welchem anhand einer Trendlinie und dem dazugehörigen Bestimmtheitsmaß (R2) die Korrelation der 
COL3A1 und COL6A1 mRNA Expression über alle räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozy-
ten visualisiert wurde. Hierbei stellt jeder Datenpunkt einen analysierten Knorpelzylinder dar, in welchem eine 
definierte räumliche Organisation der superfiziellen Chondrozyten (z.B. Strings/Doublestrings) gefunden wurde 
und dessen COL3A1 und COL6A1 mRNA Expression untersucht wurde. Dabei ist jedem Datenpunkt auf der 
horizontalen Achse die zugehörige COL3A1 mRNA-Expression und auf der vertikalen Achse die entsprechen-
de COL6A1 mRNA-Expression zugeordnet. Je höher die Korrelation zwischen der COL3A1 und der COL6A1 
mRNA-Expression ist, desto näher liegen alle Datenpunkte an der Trendlinie und desto mehr nähert sich das 
Bestimmtheitsmaß dem Idealwert 1 an. Signifikante Korrelationen (p<0,05) wurden mit Hilfe des Pearson-
Produkt-Moments ermittelt (n=55 Proben und n= 825 Knorpelzylinder). 

 

Zwischen der COL3A1 und COL6A1 mRNA-Expression konnte mit einem Be-

stimmtheitsmaß von R² = 0,652 eine signifikante Korrelation (p<0,0001) in Abhän-

gigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten gefunden werden 

(s. Abbildung 31). 
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3.8.7 Zusammenfassung der Korrelationen verschiedener Kollagen 

mRNA-Expressionen über alle räumlichen Organisationsformen super-

fizieller Chondrozyten humaner Kniegelenkskondylen 

Es wurde die Korrelation (Pearson-Produkt-Moment) zwischen verschiedenen Kol-

lagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), 

Typ VI (COL6A1)) als phänotyp-relevante Funktionsparamter über alle räumlichen 

Organisationsformen superfizieller Chondrozyten (Strings/Doublestrings, Small 

Clusters, Big Clusters, Diffus) humaner Kniegelenkskondylen untersucht. Diese 

Untersuchung wurde unter der Fragestellung durchgeführt, ob ein Zusammenhang 

zwischen phänotyp-relevanten Funktionsparametern in Abhängigkeit der räumli-

chen Organisation superfizieller Chondrozyten besteht und in welcher Beziehung 

die untersuchten phänotyp-relevanten Funktionsparameter zueinander stehen. 

 

Tabelle 34: Übersicht über die Korrelationen verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen 
(Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1) über alle räumlichen Organisati-
onsformen superfizieller Chondrozyten aus humanen Kniegelenkskondylen. In der Tabelle sind die 
paarweisen Korrelationen verschiedener Kollagenexpressionen von humanen superfiziellen Chondrozyten 
über alle räumlichen Organisationsformen (Strings/Doublestrings, Small Clusters, Big Clusters, Diffus) darge-
stellt. Die Korrelationskoeffizienten (K) und dazu gehörige p-Werte wurden anhand des Pearson-Produkt-
Moments ermittelt. Ist der Korrelationskoeffizient positiv und signifikant, so steigen beide Kollagenexpressio-
nen linear an. Signifikante Korrelationen (p<0,05) wurden hellgrau hervorgehoben. Nicht signifikante Korrelati-
onen (p>0,05) wurden dunkelgrau hervorgehoben. Korrelationen, welche nicht sinnvoll waren oder schon er-

mittelt wurden, wurden mit einem X codiert (n=55 Proben und n= 825 Knorpelzylinder). 

Korrelation verschiede-

ner relativer Kollagenex-

pressionen 
COL2A1 COL3A1 COL6A1 

COL1A2 

K 0,118 

0,221 

0,788 

p<0,0001 

0,740 

p<0,0001 p 

COL1A2 

K 

x 
0,443 

p<0,0001 

0,506 

p<0,0001 p 

COL3A1 

K 

x x 
0,808 

p<0,0001 p 
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Die relative COL1A2 mRNA-Expression korrelierte nicht signifikant (p>0,05) mit der 

COL2A1 mRNA-Expression. Alle übrigen untersuchten Kollagen mRNA-

Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI 

(COL6A1)) korrelieren positiv signifikant (p<0,0001) miteinander (s. Tabelle 34). 

Somit stiegen alle korrelierenden Kollagen mRNA-Expressionen im Verlauf der 

räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten von Strings über Clusters bis 

zu einer diffusen Verteilung gemeinsam linear an. 
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3.9 Korrelation verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen (Typ 

I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) mit 

der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten humaner 

Kniegelenkskondylen 

Es wurde die Korrelation (Spearman-Rank-Test) zwischen verschiedenen Kollagen 

mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI 

(COL6A1)) als phänotyp-relevante Funktionsparamter und den räumlichen Organi-

sationsformen superfizieller Chondrozyten aus humanen Kniegelenkskondylen un-

tersucht (s. Tabelle 35). Diese Untersuchung wurde unter der Fragestellung durch-

geführt, ob ein Zusammenhang zwischen phänotyp-relevanten Funktionsparame-

tern und der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten besteht. 

Tabelle 35: Korrelation zwischen verschiedenen relativen Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I 
(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1) superfizieller Chondrozyten humaner 
Kniegelenkskondylen und deren räumlichen Organisationformen. Dargestellt ist der Korrelationkoeffizient 
zwischen verschiedenen Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), 
Typ VI (COL6A1)) und der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten mit den entsprechenden p-
Werten, welche anhand des Spearman-Rank-Tests ermittelt wurden. Für den Spearman-Rank-Test war es 
notwendig die räumliche Organisationsformen superfizieller Chondrozyten mit absoluten Zahlen zu kodieren 
(z.B. 1= Strings/Doublestrings; 2= Small Clusters etc.). Ein positiver Korrelationskoeffizient weist auf einen 
linearen Anstieg der jeweiligen Kollagen mRNA Expression in Abhängigkeit der räumlichen Organisationsfor-
men superfizieller Chondrozyten von in Strings organisierten Chondrozyten bis zu Chondrozyenten mit einer 

diffusen Verteilung hin. Signifikante Korrelationen wurden hellgrau hervorgehoben 

Korrelation der Kollagenexpression 
mit der räumlichen Organisation 

COL1A2 COL2A1 COL3A1 COL6A1 

Korrelationskoeffizient 0,459 0,385 0,554 0,395 

p-Wert p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 

 

Alle untersuchten relativen Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 

(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) korrelierten signifikant (p<0,05) mit 

der räumlichen Organisation humaner Chondrozyten der superfiziellen Zone (s. 

Tabelle 35). Die höchsten Korrelationskoeffizienten zeigten die COL3A1 und 

COL1A2 mRNA-Expression. Dies deutete darauf hin, dass COL3A1 und COL1A2 

und nicht COL2A1 und COL6A1 mit dem Verlust der Organisation die höchsten 

relativen Änderungen zeigten. 
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4 Diskussion 

4.1 Etablierung des Protokolls zur mRNA-Extraktion aus Chondrozyten 

der superfiziellen Zone humaner Kniegelenkskondylen 

Zur Untersuchung der organisationsspezifischen mRNA-Expression der Kollagen-

Typen I (COL1A2), II (COL2A1), III (COL3A1) und VI (COL6A1) in humanen 

Chondrozyten, war es notwendig ein geeignetes Protokoll zur mRNA-Extraktion zu 

etablieren. Hierfür wurde im Wesentlichen eine Extraktion mittels Kieselgelmemb-

ranen gegen eine Trizol-basierte Extraktion (Chomczynski and Sacchi, 1987) mit 

TriFast® (peqLab) verglichen. Zudem wurde der Einfluss verschiedener Zellfär-

bungsmethoden, Homogenisierungsverfahren und eines vorhergehenden Schock-

frierens der Knorpelzylinder untersucht. Aus den Untersuchungen ging hervor, 

dass eine Kombination aus einer mRNA-Extraktion mittels Kieselgelmembran-

Säulchen und einer Trizol-basierten mRNA- Extraktion die am besten praktikabel 

war. Zudem bestätigen die Daten von von Ruettger et al. , dass eine Kombination 

der beiden Extraktionsmethoden der jeweiligen Einzelmethode überlegen ist 

(Ruettger et al., 2010). Außerdem wurde gezeigt, dass eine vorhergehende DAPI-

Färbung der Knorpelzylinder keinen negativen Einfluss auf das spätere PCR-

Ergebnis (Ct-Wert) hatte. Darüber hinaus führte ein der Homogenisation vorge-

schalteter Schockgefrierschritt mittels eines Rotor-Stator-Homogenisators zu einer 

Verbesserung der extrahierten mRNA-Menge. So wurde die mRNA aus durch-

schnittlich 15 ± 3 Knorpelzylindern mit einer Konzentration von 6, 93 ng/µl und mit 

einem Reinheitsgrad von A260/280 = 1,62 isoliert. Grundsätzlich beträgt der Ide-

alwert bezüglich der Reinheit A260/280 = 2,0. In der Literatur ist üblicherweise eine 

mRNA-Reinheit von >1,8 das Einschlusskriterium (McKenna et al., 2000, Gebhard 

et al., 2003, Ruettger et al., 2010). Allerdings werden sehr oft keine Reinheitswerte 

angegeben (Aigner et al., 2006a, Miosge et al., 2004, Fitzgerald et al., 2004). Ein 

detaillierter Vergleich verschiedener Extraktsionmethoden ergab für eine Extrakti-

onsmethode, die unserer sehr ähnlich war (Kombi Trizol/Säulchen), einen Rein-

heitsgrad von 1,79 (Ruettger et al., 2010), sodass der in der vorliegenden Arbeit 
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erreichte Reinheitsgrad von mir als völlig akzeptabel beurteilt wird. Mögliche Ver-

unreinigungsquellen sind Reste der Extraktionsmedien wie etwa Phenol- und 

Ethanolrückstände oder aber zurückgebliebene Proteine oder Kohlenhydrate des 

Probenmaterials. Die Einführung zusätzlicher Waschschritte während der Extrakti-

on könnten zwar das Problem beheben, jedoch besteht bei zusätzlichen Wasch-

schritten die Gefahr, dass vermehrt mRNA verloren geht. Außerdem ist der Ein-

fluss von Verunreinigungen durch beispielsweise Schwebeteilchen oder Proben-

rückstände bei geringen mRNA-Konzentrationen wesentlich größer als etwa bei 

der zehnfachen mRNA-Menge, sodass die photometrische Messung der mRNA-

Konzentration und –Reinheit bei niedrigen mRNA-Konzentrationen wesentlich feh-

leranfälliger ist. Aus diesem Grund würde eine zusätzliche Konzentration der RNA 

durch Vakuum-Lypholisation möglicherweise hilfreich sein. Ein weiteres Potential 

liegt in einer feineren Homogenisation z.B über Homogenisierungsverfahren, bei 

denen das Gewebe in speziellen Röhrchen, welche Keramikkügelchen enthalten, 

sehr fein homogenisiert wird (VWR International, 2016). Weitere Vorteile dieser 

Homogenisationsform gegenüber des in dieser Arbeit verwendeten Rotor-Stator-

Homogenisator, wäre eine erhöhte Standardisierung, sowie die Möglichkeit mehre-

re Proben gleichzeitig zu homogenisieren. 

Eine höhere mRNA-Ausbeute wäre außerdem wünschenswert, da in dieser Arbeit 

relativ viele Knorpelzylinder (15 ± 3) notwendig waren, um ein suffizientes Extrakti-

onsergebnis (mRNA-Menge in ausreichender Reinheit) zu erhalten. Dennoch han-

delt es sich hierbei um eine vergleichsweise geringe Gewebemenge, da üblicher-

weise mehrere 100mg Gewebe benötigt werden (McKenna et al., 2000, Martin et 

al., 2001, Tchetina et al., 2005, Ruettger et al., 2010). Daher war es erforderlich die 

Knorpelzylinder verschiedener Patienten zu „poolen“, also zusammenzufassen, da 

das Knorpelmaterial eines Patienten in der Regel nicht ausreichte, um 15 ± 3 

Knorpelzylinder eines Chondrozytenverteilungsmusters zu gewinnen. Wären nun 

beispielsweise nur fünf Knorpelzylinder nötig, um genügend mRNA zu gewinnen, 

könnte man die Expressiondaten musterabhängig pro Patient erheben, da ein poo-

len der Knorpelstanzen verschiedener Patientenproben entfallen würde. Eine wei-
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tere mögliche Option wäre eine qRT-PCR der mRNA einzelner Zellen bzw. Zell-

gruppen mittels Laser Capture Microdissection (Bonner et al., 1997). Mit diesem 

Verfahren wäre der Vergleich der mRNA-Expression verschiedener Zielgene se-

lektiver Zellen/ Zellgruppen aus dem selben Gewebestück möglich, sodass z.B. die 

mRNA-Expression verschiedener Kollagen Typen von Chondrozyten der Organisa-

tionsform Strings/Doublestrings direkt mit benachbarten Chondrozyten einer ande-

ren räumlichen Organisationsform verglichen werden könnte. 

4.2 Unterschiede verschiedener relativer Kollagen mRNA-Expressionen in 

Abhängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten 

aus humanen Kniegelenkskondylen 

4.2.1 Kollagen Typ I (COL1A2) 

Es wurde gezeigt, dass die relative COL1A2 mRNA-Expression in diffus verteilten 

Chondrozyten signifikant (p<0,05) höher war, als in Chondrozyten mit der Organi-

sationsform Strings/Doublestrings und Small Clusters (s. Tabelle 11; Abbildung 

15). Dabei betrug die größte COL1A2 mRNA-Expressionssteigerung 4,29 von 

Chondrozyten mit der räumlichen Organisationsform Small Clusters zu diffus ver-

teilten superfiziellen Chondrozyten (s. Tabelle 12). Miosge et. al sowie Aigner et al. 

zeigten, dass mit zunehmendem OA-Grad die Kollagen Typ I mRNA-Expression 

ansteigt (Miosge et al., 2004, Aigner et al., 2006a). Daher entsprechen unter die-

sem Gesichtspunkt diffus verteilte Chondrozyten funktionell einem späterem OA-

Grad als superfizielle Chondrozyten der Organisationsformen Strings/ Doublest-

rings und Small Clusters. Somit ist die OA-typische COLA1A2 mRNA-Expression 

in diffus verteilten Chondrozyten am stärksten ausgeprägt. 
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4.2.2 Kollagen Typ II (COL2A1) 

Es wurde gezeigt, dass die relative COL2A1 mRNA-Expression in als Big Clusters 

organisierten Chondrozyten signifikant (p<0,05) höher war, als in den Chondrozy-

ten mit der räumlichen Organisationsform Strings/Doublestrings und Small Clus-

ters. Außerdem war die relative COL2A1 mRNA-Expression signifikant (p<0,05) 

höher in diffus verteilten superfiziellen Chondrozyten gegenüber in 

Strings/Doublestrings organisierte Chondrozyten (s. Abbildung 16 und Tabelle 13). 

Dabei exprimierten in Big Clusters organisierte Chondrozyten im Durchschnitt 4,3-

fach mehr COL2A1 mRNA als Chondrozyten der Organisationsform 

Strings/Doublestrings (s. Tabelle 14). Sowohl Aigner et al. als auch Miosge et al. 

zeigten, dass die Kollagen Typ II Expression unter Progression der OA zunimmt 

(Aigner et al., 1992, Miosge et al., 2004, Aigner et al., 2006a, Aigner et al., 2001). 

Da Kollagen Typ II das klassische Kollagen des gesunden hyalinen Gelenkknor-

pels darstellt, lässt sich daraus schließen, dass die erhöhte Kollagen Typ II Ex-

pression ein Versuch der Chondrozyten darstellt, die geschädigte EZM zu regene-

rieren (Hermansson et al., 2004). Dieser Reparaturversuch scheint in Chondrozy-

ten mit der räumlichen Organisationsform Big Clusters am stärksten ausgeprägt zu 

sein, da hier die signifikant (p<0,05) höchste relative COL2A1 mRNA-Expression 

gefunden wurde. Dafür sprechen auch die Untersuchungen des COL1A2/COL2A1-

Expressionsverhältnisses, welche zeigten dass in Big Cluster organisierte Chond-

rozyten das stärkste chondrogene mRNA-Expressionsprofil (COL1A2/COL2A1 < 1) 

aufwiesen (s. Abbildung 25). 
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4.2.3 Kollagen Typ III (COL3A1) 

Es wurde gezeigt, dass die relative COL3A1 mRNA-Expression in diffus verteilten 

Chondrozyten signifikant (p<0,05) höher ist als in Chondrozyten mit der räumlichen 

Organisationsform Strings/Doublestrings und Small Clusters. Außerdem exprimier-

ten in Big Clusters organisierte superfizielle Chondrozyten signifikant (p<0,05) 

mehr COL3A1 mRNA als superfizielle Chondrozyten der räumlichen Organisati-

onsform Strings/Doublestrings. Die größte durchschnittliche COL3A1 mRNA Ex-

pressionssteigerung betrug 3,4 von in Strings/Doublestrings organisierten Chond-

rozyten zu diffus verteilten Chondrozyten. Aigner et al. zeigte, dass mit Voran-

schreiten des OA-Prozesses die Kollagen Typ III Expression signifikant zunimmt 

(Aigner et al., 2006a, Gebhard et al., 2003, Aigner et al., 2001). Daher repräsentie-

ren unter diesem Gesichtspunkt diffus verteilte Chondrozyten ein späteres OA-

Stadium als superfizielle Chondrozyten mit der räumlichen Organisationsform 

Strings/Doublestrings und Small Clusters. Da Kollagen Typ III mit der Reparatur 

von Matrixschäden assoziiert ist, lässt sich die verstärkte Kollagen Typ III Expres-

sion als Regenerationsversuch der unter OA-Progression entstehenden EZM-

Schäden deuten (Wu et al., 2010, Felka et al., 2016). Allerdings ist Kollagen Typ III 

mit einer Fibrosierung des Knorpelgewebes assoziiert, sodass hier nicht von einer 

Reparatur der ursprünglichen Kollagenarchitektur des hyalinen Knorpelgewebes 

auszugehen ist (Li et al., 2012). 

Dieser fibrotische Reparaturversuch findet bei Chondrozyten mit der räumlichen 

Organisationsform Big Clusters und diffus verteilten superfiziellen Chondrozyten 

statt, da in diesen räumlichen Organisationsformen die COL3A1 mRNA Expression 

signifikant (p<0,05) erhöht ist (im Vergleich zu Chondrozyten mit der räumlichen 

Organisationsform Strings/Doublestring). 



Diskussion 

101 

4.2.4 Kollagen Typ VI (COL6A1) 

Es wurde gezeigt, dass die relative COL6A1 mRNA-Expression sowohl in diffus 

verteilten Chondrozyten als auch in Chondrozyten mit der räumlichen Organisati-

onsform Big Clusters signifikant (p<0,05) höher war, als in Chondrozyten mit den 

Organsiationsformen Strings/Doublestrings und Small Clusters. Dabei betrug die 

größte durchschnittliche COL6A1 mRNA-Expressionsteigerung 3,45 von Chondro-

zyten in der räumlichen Organisationsform Small Clusters zu diffus verteilten 

Chondrozyten. Es wurde bereits gezeigt, dass die Kollagen Typ VI Expression in 

humanen Chondrozyten unter Progression der OA steigt (Aigner et al., 2006a, 

Aigner et al., 2001). Da Kollagen Typ VI ein wesentlicher Bestandteil der PZM ist 

und gezeigt wurde, dass insbesondere die superfiziellen Chondrozyten unter OA-

Progression ihre schützende PZM verlieren (Hambach et al., 1998a, Söder et al., 

2002, Felka et al., 2016) ist die erhöhte Kollagen Typ VI Expression Ausdruck des 

Regenerationsversuchs der beschädigten PZM. Zusammenfassend können erst-

mals in der Literatur beschriebene OA- bedingte mRNA- Expressionsveränderun-

gen auf spezifische Organisationsstadien superfizieller Chondrozyten zurückge-

führt werden, und die räumlichen Organisationformen superfiziellen Chondrozyten 

repräsentieren unterschiedliche mRNA-Expressionsstadien der OA. 
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4.3 Vergleich verschiedener Kollagenexpressionen (I, II, III, VI) superfiziel-

ler Chondrozyten aus humanen Kniegelenkskondylen mit klassifizier-

ter räumlichen Organisationsformen 

Innerhalb einer definierten räumlichen Organisationsform superfizieller Chondrozy-

ten wurden überwiegend signifikante (p<0,05) Unterschiede zwischen der COL6A1 

mRNA-Expression und den anderen untersuchten Kollagen mRNA-Expressionen 

(Typ I (COL1A2), II (COL2A1), III (COL3A1)) gefunden. Hierbei war die COL6A1 

mRNA-Expressionen stets mehrfach höher als die Expression der anderen unter-

suchten Kollagen mRNA-Expressionen. Hieraus ergibt sich eine Dominanz der 

COL6A1 Expression gegenüber den anderen untersuchten Kollagenen. Es ist je-

doch zu beachten, dass in dieser Arbeit nur die α1- Kette der drei verschiedenen 

α-Ketten (α1, α2, α3) von Kollagentyp VI untersucht wurde. Sowohl laborinterne 

nicht publizierte Daten (Andrea Egler), als auch die wissenschaftliche Literatur 

weisen bislang darauf hin, dass die Expression aller drei α-Ketten des Kollagentyp 

VI mit zunehmenden OA-Grad zunimmt (Hambach et al., 1998a, Pullig et al., 

1999). Diese These wird auch gestützt durch immunhistologische Untersuchungen 

von Hambach et al., welche zeigen konnten, dass alle drei α-Ketten von Kollagen 

Typ VI in der PZM im Wesentlichen gleich verteilt sind (Hambach et al., 1998a). 

Darüber hinaus wird diskutiert, dass es für Chondrozyten einfacher ist die sie um-

gebende PZM zu regenerieren, als das weiter entfernte in Arkaden-organisierte 

Kollagen Typ II- Netzwerk (Hambach et al., 1998a). Hierfür sprechen auch Unter-

suchungen, bei denen isolierte Chondrozyten in Agarosegel kultiviert wurden und 

beobachtet werden konnten, wie Chondrozyten unmittelbar nach der Kultivierung 

damit beginnen, das Kollagen Typ VI- Netzwerk der PZM wieder zu regenerieren 

(Chang and Poole, 1996). Möglicherweise ist dies als eine erste „Selbstschutz-

maßnahme“ vor äußeren Einflüssen zu verstehen und hebt die zentrale Rolle der 

PZM hervor. Das Überwiegen der COL6A1 mRNA-Expression gegenüber den üb-

rigen untersuchten Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 

(COL2A1), Typ III (COL3A1), Abbildung 24) deutet darauf hin, dass Chondrozyten 

in allen arthrotisch veränderten Organisationen vornehmlich mit dem Regenerati-
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onsversuch ihrer PZM beschäftigt zu sein scheinen. Dies ist in Übereinstimmung 

mit älteren Untersuchungen (Hambach et al., 1998b), welche ein signifikantes Tur-

nover von Kolagen Typ VI in gesundem, nicht-degeneriertem hyalinen Knorpel 

zeigte. Aufgrund der relativ geringen Kollagen Typ II mRNA-Expression scheint die 

Regeneration des Kollagen Typ II-Netzwerks demgegenüber in den Hintergrund zu 

treten. Allerdings scheint dieser Regenerationsverlust der PZM erfolglos zu sein, 

da trotz der erhöhten Kollagen Typ VI Expression die schützende PZM verloren 

geht, vor allem in der superfiziellen Zone (Hambach et al., 1998a, Felka et al., 

2016).  

Für die Korrelationen zwischen einzelnen Kollagen mRNA-Expressionen in ver-

schiedenen räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten wurde 

kein einheitliches Korrelationsprofil gefunden (s.Tabelle 33). Es ließ sich aufgrund 

der heterogenen Verteilung der Korrelation keine allgemeingültige Aussage treffen. 

Diese Heterogenität ist typisch in OA-erkrankten Chondrozyten und wurde bereits 

von Aigner et. al beschrieben (Aigner et al., 1993, Aigner et al., 2007).  

4.4 Korrelation verschiedener Kollagen mRNA-Expressionen über alle 

räumlichen Organisationsformen superfizieller Chondrozyten humaner 

Kniegelenkskondylen 

Die COL1A2 mRNA-Expression korrelierte nicht mit COL2A1 mRNA-Expression. 

Alle übrigen untersuchten Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II 

(COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)) korrelierten signifikant miteinan-

der. Dabei war die Korrelation stets positiv, dass bedeutete alle korrelierenden Kol-

lagen mRNA-Expressionen stiegen im Verlauf der räumlichen Organisation super-

fizieller Chondrozyten von Strings über Clusters bis zu einer diffusen Verteilung 

gemeinsam linear an. Die Tatsache, dass Kollagen Typ II und Typ I nicht korrelie-

ren, überrascht nicht vor dem Hintergrund, dass Kollagen Typ II klassischerweise 

von sich differenzierenden Chondrozyten exprimiert wird, wohingegen Kollagen 

Typ I ein Dedifferenzierungsmarker für Chondrozyten darstellt (Schnabel et al., 

2002, Benya et al., 1978, Benya and Shaffer, 1982, Marlovits et al., 2004, Gebhard 
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et al., 2003). Daher werden COL1A2 und COL2A1 während des Dedifferenzie-

rungsvorgangs unabhängig voneinander exprimiert (Aigner et al., 1993, Benya et 

al., 1978), was sowohl die nicht vorhandene Korrelation, als auch die sich ändern-

de COL1/COL2- Ratio zeigte (s. Abbildung 25 und Abbildung 26). Darüber hinaus 

wurde bereits von Aigner et al. gezeigt, dass die Expression von COL1A2 und 

COL2A1 in OA betroffenem Knorpelgewebe unabhängig erfolgt (Aigner et al., 

1993). Die Tatsache, dass hingegen die übrigen untersuchten Kollagen mRNA-

Expressionen positiv miteinander korrelierten, könnte vor dem Hintergrund, dass 

COL2A1 und COL6A1 wichtige Matrixbestandteile in gesundem Knorpelgewebe 

darstellen, als ein allgemeiner Ausdruck des Reparaturversuchs der EZM und PZM 

gedeutet werden (Gelse et al., 2003, Young et al., 2000, Söder et al., 2002). Auch 

COL3A1 ist mit Regenerationsversuchen von Matrixschäden assoziiert (Young et 

al., 2000, Eyre et al., 2006, Wotton and Duance, 1994, Wu et al., 2010), wobei 

hierbei jedoch zu beachten ist, dass Kollagen Typ III mit einer Fibrosierung einher-

geht (Li et al., 2012) und somit nicht von einer Reparatur der ursprünglichen hyali-

nen Kollagenarchitektur auszugehen ist. Somit sind im Stadium des völligen Orga-

nisationsverlusts (diffuse Chondrozytenverteilung), sowohl Dedifferenzierungsmar-

ker als auch Matrixreparatur- und Fibrosemarker am höchsten exprimiert. 

4.5 COL1A2/COL2A1-Verhältnis als Marker der Differenzierung 

Es wurde gezeigt, dass das COL1A2/COL2A1- mRNA-Expressionsverhältnis als 

Marker der Differenzierung humaner Chondrozyten des hyalinen Gelenkknorpels 

sich zwischen unterschiedlichen räumlichen Organisationsformen supefizieller 

Chondrozyten signifikant unterscheidet. Dabei ist die Kollagen Typ I mRNA-

Expression als Marker der zunehmenden Dedifferenzierung und die Kollagen Typ 

II-Expression als Marker der vollständigen Differenzierung zu Chondrozyten des 

hyalinen Gelenkknorpels gewählt worden. Nähert sich das Verhältnis beider Ex-

pressionen einem Wert kleiner 1, so überwiegt die Kollagen Typ II mRNA-

Expression die Kollagen Typ I mRNA Expression und es ist von einem weitgehend 

differenzierten phänotyp der Chondrozyten auszugehen. Überwiegt jedoch die Kol-
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lagen Typ I mRNA-Expression gegenüber der Kollagen Typ II mRNA-Expression, 

so is das Verhältnis größer 1, was wiederum für einen zunehmend dedifferenzier-

ten Phenoytp der Chondrozyten spricht (Schnabel et al., 2002, Benya et al., 1978, 

Benya and Shaffer, 1982, Marlovits et al., 2004, Gebhard et al., 2003). Es wurde 

beobachtet, dass die superfiziellen Chondrozyten ausgehend von der räumlichen 

Organisationsform Strings/Doublestrings zunehmend bis zu Chondrozyten der 

räumlichen Organisationsform Big Clusters ein abnehmendes COL1A2/COL2A1- 

mRNA-Expressionsverhältnis zeigen. Dies kann als Reparaturversuch interpretiert 

werden. In Big Cluster organisierte Chondrozyten weisen als einzige räumliche 

Organisationsform ein COL1A2/COL2A1- mRNA-Expressionsverhältnis kleiner 1 

auf, sodass hier die chondrogene mRNA-Expression bzw. der Matrixreparaturver-

such am stärksten ausgeprägt zu sein scheint. Anscheinend kommt es während 

des Übergangs von Chondrozyten mit der räumlichen Organisationsform Big Clus-

ters zu diffus verteilten Chondrozyten zu einer schlagartigen Dedifferenzierung, bei 

der die COL1A2 mRNA-Expression die COL2A1 mRNA -Expression um das 7-

fache übersteigt (s. Abbildung 25). Diese plötzliche Dedifferenzierung könnte mit 

dem Verlust der schützenden PZM zusammenhängen (Felka et al., 2016). Dabei 

scheinen superfizielle Chondrozyten eine besondere Rolle einzunehmen, da bei 

Untersuchungen an Gelenkknorpelgewebe, bei welchen alle Knorpelzonen mitein-

bezogen wurden, bisher keine signifikanten Änderungen der Differenzierungsmar-

ker gefunden wurden (Gebhard et al., 2003). 
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4.6 Korrelation verschiedener Kollagenexpressionen (I, II, III, VI) mit der 

räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten aus humanen 

Kniegelenkskondylen 

Alle untersuchten Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I, II, III, VI) korrelierten signi-

fikant mit der räumlichen Organisation humaner Chondrozyten der superfiziellen 

Zone (s. Tabelle 35). Den höchsten Korrelationskoeffizienten zeigte die relative 

COL3A1 mRNA-Expression. In dieser Arbeit wurde somit erstmals ein Zusammen-

hang zwischen der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten und deren 

Genexpression phänotyp-relevanter Funktionsparametern gezeigt. 

4.7 Zusammenfassung: Diskussion und Ausblick 

In dieser Arbeit wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen der räumlichen Or-

ganisation superfizieller Chondrozyten und deren mRNA-Expression verschiedener 

Kollagen-Typen als phänotyp relevante Funktionsparameter gefunden (Typ I 

(COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III (COL3A1), Typ VI (COL6A1)). Dabei wurden 

alle untersuchten phänotyp-relevanten Funktionsparameter ausgehend von super-

fiziellen Chondrozyten mit der räumlichen Organisationsform Strings/Doublestrings 

über Chondrozyten-Clusters bis zu diffus verteilten superfiziellen Chondrozyten 

signifikant zunehmend exprimiert. Die Zunahme der relativen mRNA-Expression 

verschiedener Kollagen Typen wurde als Reparaturversuch der Chondrozyten im 

Rahmen der während der OA-Progression auftretenden Matrixschäden interpre-

tiert. Unter diesem Gesichtspunkt stimmten die Ergebnisse mit bisherigen Unter-

suchengen der Kollagen mRNA-Expression überein (Gebhard et al., 2003, Aigner 

et al., 2006a, Miosge et al., 2004). Diesbezüglich ist davon auszugehen, dass die 

Änderung der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten von 

Strings/Doublestrings über Clusters zu einer diffusen Verteilung der superfiziellen 

Chondrozyten ein Ausdruck der OA-Progression ist und die Änderung der räumli-

chen Organisation superfizieller Chondrozyten auf Basis der in dieser Arbeit erho-

benen Expressionsdaten als verschiedene „Stadien“ des OA-Prozessen definiert 

werden können. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die superfiziellen Chondrozy-
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ten während der Transformation von Strings/Doublestrings über Small Clusters bis 

hin zu Big Clusters zunehmend einen reparativen Phänotyp aufweisenwobei in Big 

Cluster organisierte Chopndrozyten den reparativsten Phänotyp (COL1A2/COL2A1 

< 1,s. Abbildung 25) aufwiesen. Es wurde jedoch eine ausgeprägte Dedifferenzie-

rung von superfiziellen Chondrozyten mit der räumlichen Organisationsform Big 

Clusters zu einer diffusen Verteilung der superfiziellen Chondrozyten gefunden. 

Diese ausgeprägte Dedifferenzierung der superfiziellen Chondrozyten scheint mit 

dem sukzessiven Verlust der PZM zusammenzuhängen, da Chondrozyten in der 

Organisationsform Big Clusters im Vergleich zu vorhergehenden Organisations-

formen (Strings/Doublestrings, Small Clusters) ihr PZM nahezu vollständig verloren 

haben (Felka et al., 2016). Die besondere Rolle der PZM für superfizielle Chondro-

zyten zeigt sich auch in der signifikant (p<0,05) höheren COL6A1 mRNA-

Expression gegenüber den anderen untersuchten Kollagen mRNA-Expressionen 

(COL1A2, COL2A1, COL3A1), so dass die untersuchten Chondrozyten vornehm-

lich mit der Reparatur oder der Instandhaltung ihrer PZM beschäftigt waren. Dies 

wurde bisher nicht für spezifische Organisationsformen gezeigt, abert wurde gene-

rell als These in (Hambach et al., 1998b) formuliert. Somit lässt sich zusammen-

fassend sagen, dass die Änderung der räumlichen Organisationsformen humaner 

superfizieller Chondrozyten in der Reihenefolge ausgehend von Strings/ Doublest-

rings über Small und Big Clusters bis hin zu einer diffusen Verteilung der superfizi-

ellen Chondrozyten als Stadien der Osteoarthrose definiert werden können, da 

bereits bekannte Änderungen der mRNA-Expressionen der untersuchten Kollagen-

typen (Gebhard et al., 2003, Aigner et al., 2006a, Miosge et al., 2004) auf diese 

zurückgeführt werden können. Da andersherum die einzelnen Stadien der räumli-

chen Organisation definierte und signifikant unterschiedliche mRNA-Expressionen 

darstellen, könnten die einzelnen Stadien und vor allem die Frühstadien (Doublest-

rings) in Zukunft als „bild-basierte Biomarker der Osteoarthrose“ Anwendung fin-

den. Somit wäre die räumliche Organisationsform superfizieller Chondrozyten prin-

zipiell als Diagnostik-Tool verwendbar, indem zum Beispiel die Multi-Photon-
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Second-Harmonic-Generation-Mikroskopie (Campagnola and Loew, 2003) intrao-

perativ zum Einsatz käme. 

Bekanntermaßen zeigen OA-betroffene Chondrozyten eine Heterogenität in ihren 

zellulären Antworten und speziell in ihrer Genexpression (Aigner et al., 2007). Die-

se Heterogenität des Phänotyps benachbarter Chondrozyten (Aigner et al., 2007) 

kann in dieser Arbeit erklärt werden. In 82 % aller untersuchten Knorpelproben wa-

ren Chondrozyten in mindestens zwei oder mehreren unterschiedenen Organisati-

onsformen angeordnet (Tabelle 10). Da verschiedene Organisationsformen typi-

sche, voneinander signifikant unterschiedliche Expressionsprofile besaßen, und da 

in den untersuchten Kondylen stets zwei oder mehrere Organisationsformen eng 

benachbart vorkamen, kann die bekannte Heterogenität der OA-Chondrozyten 

erstmals auf die Heterogenität verschiedener, eng benachbarter Organisationsfor-

men mit jeweils typischen Expressionsprofilen zurückgeführt werden. 

Um besser verstehen zu können wie und warum superfizielle Chondrozyten ihre 

räumliche Organisationsform unter Progression der OA ändern, bedarf es noch 

weiterer Untersuchungen. In dieser Arbeit wurde mit der Untersuchung verschie-

dener Kollagen mRNA-Expressionen (Typ I (COL1A2), Typ II (COL2A1), Typ III 

(COL3A1), Typ VI (COL6A1) ausschließlich anabole Prozesse des Knorpel-

matrixmetbolismus untersucht. Es sollen Untersuchungen des katabolen Matrixme-

tabolismus, wie etwa die mRNA-Expression von Matrix-Metalloproteasen und Col-

lagenasen in Abhängigkeit der räumlichen Organisationsformen superfizieller 

Chondrozyten, durchgeführt werden (Goldring et al., 2011, Tchetverikov et al., 

2005). Darüber hinaus sollen Untersuchungen folgen, welche klären sollen, ob und 

welche Mediatoren (z.B TGFs oder Interleukine) die räumliche Organisationsfor-

men superfizieller Chondrozyten beeinflussen und was eine selektive Blockierung 

dieser Mediatoren bewirkt (Sandell and Aigner, 2001). Desweiteren sollen die in 

dieser Arbeit erhobenen mRNA-Expressionsdaten mit immunhistochemischen 

Färbungen verglichen werden, um eine Diskrepanz zwischen Phänotyp der Chond-

rozyten und dem tatsächlichen Vorhandensein der produzierten Matrixbestandteile 



Diskussion 

109 

im Verlauf der Änderung der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten 

zu untersuchen. Eine mögliche Diskrepanz zwischen mRNA-Expression und der 

tatsächlichen Formierung im Gewebe (Felka et al., 2016) deutet sich bereits beim 

Vergleich der in dieser Arbeit erhobenen Kollagen Typ VI mRNA Expressionsdaten 

und dem Vorhandensein der PZM in verschiedenen Stadien der räumlichen Orga-

nisation superfizieller Chondrozyten an. So ist die COL6A1 mRNA-Expression in 

diffus verteilten Chondrozyten am höchsten, jedoch ist in diesem Stadium der 

räumlichen Organisation keine PZM mehr nachweisbar (Felka et al., 2016). 
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5 Zusammenfassung der Arbeit 

Osteoarthrose (OA), im deutschen allgemein bekannt als „Arthrose“, ist eine bis-

lang nicht vollständig verstandene Erkrankung des gesamten Gelenks. Derzeit gibt 

es keine diagnostischen und therapeutischen Strategien, um OA in einem frühen 

Stadium zu erkennen und das Endstadium der OA zu vermeiden. Die Knorpelzel-

len (Chondrozyten) innerhalb der obersten Knorpelschicht, der sogenannten super-

fiziellen Zone, sind in spezifischen räumlichen Organisationsformen angeordnet 

(Strings, Doublestrings, Small Clusters, Big Clusters und Diffus). Diese räumliche 

Organisation ist gelenk- und spezienspezifisch und wird als ein „biologischer Fin-

gerabdruck“ verstanden. Spezifische Formen der räumlichen Organisation gehen 

mit progredienter OA verloren, so dass im Endstadium der OA ein kompletter Ver-

lust dieser Organisation vorliegt. Dieser komplette Verlust mit fortschreitender OA 

wurde experimentell im humanen Knorpel nachgestellt (Felka et al., 2016). Diese 

Arbeit implizierte die frühe Chondrozytenproliferation als einen Mechanismus des 

Organisationsverlustes während der OA-Progression. Aufgrund dieser Verände-

rungen könnte die räumliche Organisation superfizieller Chondrozyten als ein bild-

basierter Biomarker zur Früherkennung der OA verwendet werden. Das Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, ob anhand der räumlichen Organisati-

onsform superfizieller Chondrozyten funktionell unterschiedliche Chondrozyten-

Anordnungen im Gewebe identifiziert werden können. Initial wurden verschiedene 

mRNA-Extraktions-Protokolle evaluiert, um ein optimiertes Protokoll mit einer adä-

quaten Reinheit und mRNA-Gehalt zu etablieren. Mit diesem Protokoll wurde mit-

tels qRT-PCR die relative mRNA-Expression der Kollagene Typ I, II, III und VI in 

Abhängigkeit der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten humaner 

Kniegelenke analysiert. Die mRNA-Expression der Kollagene Typ I (COL1A2), Typ 

II (COL2A1), Typ III (COL3A1) und Typ VI (COL6A1)) nahm mit Veränderungen 

der Organisation signifikant zu (p<0,05), ausgehend von Chondrozyten in der Or-

ganisationsform Strings/Doublestrings über solche in Small und Big Clusters bis 

hin zu einer diffusen Verteilung, welche einen kompletten Verlust der Organisation 
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darstellt (s. Abbildung 19). Zusätzlich korrelierte die mRNA-Expression aller unter-

suchten Kollagene bis auf Kollagen Typ I und II signifikant und positiv miteinander 

(p<0,05). Unter Berücksichtigung bereits beschriebener Expressionsprofile von 

OA-Chondrozyten (Gebhard et al., 2003, Aigner et al., 2006a, Miosge et al., 2004) 

wurde dies als Versuch interpretiert, die während der OA-Progression auftretenden 

Matrixschäden zu reparieren. In allen räumlichen Organisationformen exprimierten 

superfizielle Chondrozyten am stärksten Kollagen Typ VI (s. Abbildung 24). Da 

Kollagen Typ VI vorwiegend in der perizellulären Matrix (PZM) vorhanden ist 

(Söder et al., 2002, Hambach et al., 1998a), handelt es sich vermutlich um den 

Versuch der Chondrozyten, ihre schützende PZM zu regenerieren. Vor dem Hin-

tergrund, dass die PZM in der Organisationsform Clusters und mit diffusem Verlust 

der Organisation sukzessive verloren geht (Felka et al., 2016), erscheint dieser 

Regenerationversuch jedoch erfolglos. Weiterhin zeigten Chondrozyten in 

Strings/Doublestrings, Small Clusters und Big Clusters einen eher reparativen 

Phänotyp. Beim Übergang von Big Clustern zu einer diffusen Verteilung trat ein 

Verlust des reparativen Phänotyps und eine Dedifferenzierung auf (s. Abbildung 

25). Dieses Phänomen könnte mit dem vollständigen Verlust der PZM in diesen 

Stadien zusammenzuhängen (Felka et al., 2016). 

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass eine signifikante Korrelation zwi-

schen der räumlichen Organisation superfizieller Chondrozyten und ihrer mRNA 

Expression besteht (s. Tabelle 35). Aufgrund dieser Korrelationen und signifikanter 

Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen verschiedenen Organisationsfor-

men können nun funktionell unterschiedliche Chondrozytenpopulationen im Gewe-

be anhand ihrer Organisation erkannt werden. Somit identifizierte die vorliegende 

Arbeit die räumliche Organisation als einen Marker unterschiedlicher Funktionszu-

stände humaner superfizieller Chondrozyten auf mRNA-Expressions-Niveau. So-

mit definiert die räumliche Organisation verschiedene Stadien der Osteoarthrose 

funktionell und könnte in Zukunft als „bild-basierter Biomarker der Osteoarthrose“ 

im Sinne eines diagnostischen Tools Anwendung finden. Zum Abschluss erarbeite-

te die vorliegende Arbeit eine Erklärung für die beschriebene, aber nicht verstan-
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dene Phänotyp-Heterogenität OA-betroffener Chondrozyten (Aigner et al., 2007). 

Diese wird erstmals auf die Heterogenität verschiedener, eng benachbarter Orga-

nisationsformen mit jeweils typischen Expressionsprofilen zurückgeführt. 
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