
 

 

Aus der Poliklinik für Zahnärztliche Prothetik 

(Prof. Dr. med. dent. R. Bürgers) 

im Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde 

der Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen 

 
_____________________________________________ 

 
 
 

Der immunhistochemische Nachweis von SMURF1 und  
SMURF2 im humanen osteoarthritischen Knorpel und Meniskus 

 
 
 
 
 
 

INAUGURAL - DISSERTATION 

zur Erlangung des Doktorgrades 
für Zahnheilkunde  

der Medizinischen Fakultät 
der Georg-August-Universität zu Göttingen 

 

 
 
 

vorgelegt von 

Katharina Ruth Kröber 
aus 

Leipzig 

 

 
 
 

Göttingen 2018



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:         Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer 

Referent/in:        Prof. Dr. med. N. Miosge 

Ko-Referent/in:        Prof. Dr. med. A. Schilling 

Drittreferent/in:        Prof. Dr. med. R. Mausberg  

Datum der mündlichen Prüfung:     05.11.18 
 



Inhaltsverzeichnis 

III 

Inhaltsverzeichnis 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS VI 

1 EINLEITUNG 1 

1.1 Osteoarthrose  1 
1.1.1 Definition und Epidemiologie 1 
1.1.2 Risikofaktoren und Pathogenese 2 

1.1.3 Klinik, Diagnose und Therapiemöglichkeiten 3 

1.2 Gelenkknorpel  5 
1.2.1 Anatomie des Gelenkknorpels 5 

1.2.2 Mikroskopische Knorpelveränderungen bei Osteoarthrose 7 
1.2.3 Systeme zur histologischen Klassifizierung des Gelenkknorpels 8 

1.3 Meniskus  9 

1.3.1 Anatomie des Meniskus 9 
1.3.2 Degeneration des Meniskus bei Osteoarthrose 12 

1.3.3 Systeme zur histologischen Klassifizierung des Meniskus 13 

1.4 TGF-β-Signalweg  14 
1.4.1 Grundlagen 14 

1.4.2 Regulation des TGF-β-Signalweges durch SMURF1 und SMURF2 16 
1.4.3 TGF-β-Signalweg im osteoarthritisch veränderten Knorpel- und 

Meniskusgewebe 18 

1.5 Aufgabenstellung  19 

2 MATERIAL UND METHODEN 21 

2.1 Allgemeine vorbereitende Maßnahmen  21 
2.1.1 Herkunft der Gewebeproben 21 
2.1.2 Anfertigung der histologischen Schnitte 21 



Inhaltsverzeichnis 

IV 

2.1.3 Entparaffinierung und Rehydrierung 21 

2.2 Histologische Färbungen für die Lichtmikroskopie 22 

2.2.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung von Meniskusgewebe 22 
2.2.2 Safranin O-/Fast Green-Färbung von Knorpelgewebe 23 

2.3 Immunhistochemie  25 
2.3.1 Allgemeines zur Methode 25 
2.3.2 Vorbehandlung des Knorpel- und Meniskusgewebes 25 
2.3.3 Antigendemaskierung 26 

2.3.4 Blockierung unspezifischer Bindungen 26 
2.3.5 Verwendete Primärantikörper 26 
2.3.6 Visualisierung der Antigene 27 
2.3.7 Protokoll der immunhistochemischen Färbung 28 
2.3.8 Gegenfärben, Dehydrieren und Eindeckeln 30 
2.3.9 Auswertung der immunhistologischen Ergebnisse 32 

2.4 Einteilung des Knorpel- und Meniskusgewebes 32 
2.4.1 Histologische Graduierung des Knorpelgewebes 32 
2.4.2 Histologische Graduierung des Meniskusgewebes 34 

3 ERGEBNISSE 36 

3.1 Ergebnisse im Knorpelgewebe  36 
3.1.1 Einteilung des Knorpels nach histologischen Merkmalen 36 
3.1.2 Nachweis und Lokalisation von SMURF1 37 
3.1.3 Nachweis und Lokalisation von SMURF2 39 

3.2 Ergebnisse im Meniskus  42 
3.2.1 Einteilung des Meniskus nach histologischen Merkmalen 42 
3.2.2 Nachweis und Lokalisation von SMURF1 44 

3.2.3 Nachweis und Lokalisation von SMURF2 45 

 



Inhaltsverzeichnis 

V 

4 DISKUSSION 48 

4.1 Diskussion der histologischen Graduierung des Knorpelgewebes 48 

4.2 Diskussion des immunhistochemischen Nachweises von SMURF1 und    
SMURF2 im Knorpel  50 

4.3 Diskussion der histologischen Graduierung des Meniskusgewebes 52 

4.4 Diskussion des immunhistochemischen Nachweises von SMURF1 und   
SMURF2 im Meniskus  54 

5 ZUSAMMENFASSUNG 56 

6 ABBILDUNGSVERZEICHNIS 57 

7 TABELLENVERZEICHNIS 58	

8 LITERATURVERZEICHNIS 59	

 



Abkürzungsverzeichnis 

 VI 

Abkürzungsverzeichnis 

AP alkalische Phosphatase 

Aqua dest. destilliertes Wasser 

ASMA alpha smooth muscle actin 

BMP bone morphogenetic protein 

BSA bovines Serumalbumin 

Co-SMAD Co-Mediator SMAD 

COX Cyclooxygenase 

DNS Desoxyribonukleinsäure 

EZM extrazelluläre Matrix 

HE Hämatoxylin-Eosin 

HECT homologous to the E6-AP carboxyl 
terminus 

IHC Immunhistochemie 

IL-1 Interleukin-1 

I-SMAD inhibitorisches SMAD 

LM lateraler Meniskus 

MH mad homology 

MM medialer Meniskus 

MRT Magnetresonanztomographie 

NSAR nichtsteroidales Antirheumatikum 



Abkürzungsverzeichnis 

 VII 

OA Osteoarthrose 

OACH Osteoarthritis Cartilage Histopathology 

OARSI Osteoarthritis Research Society Interna-
tional 

R-SMAD Rezeptor-reguliertes SMAD 

RUNX2 runt-related transcription factor 2 

SMURF SMAD ubiquitination regulatory factor 

TBS-T tris-buffered saline with Tween 20 

TGF-β transforming growth factor-beta 

TNF-α Tumornekrosefaktor-alpha 

  

  

 

 



Einleitung 

1 

1 Einleitung 

In der vorliegenden Arbeit sind durch Osteoarthrose (OA) verändertes Knorpel- und 
Meniskusgewebe des humanen Kniegelenkes auf die Proteine SMAD ubiquitination 

regulatory factor 1 (SMURF1) und SMURF2, zwei bedeutende Mediatoren des trans-

forming growth factor-beta (TGF-β)-Signalweges, hin untersucht worden. Der Nach-
weis erfolgte mithilfe der Immunhistochemie (IHC). 

 

1.1 Osteoarthrose 

1.1.1 Definition und Epidemiologie 

Die OA, im angloamerikanischen Raum auch als osteoarthritis bezeichnet, ist eine 

degenerative Gelenkerkrankung. In der Vergangenheit wurde die OA als eine Funkti-
onsstörung erachtet, welche allein das Knorpelgewebe betrifft. Heute jedoch weiß 

man, dass es sich um eine Erkrankung des gesamten Gelenkes einschließlich der 
Muskeln, Sehnen, Bänder, der Innenauskleidung der Gelenkhöhle (Membrana syno-

vialis) und des Knochens handelt (Loeser et al. 2012). Es ist die weltweit häufigste 
Gelenkerkrankung Erwachsener und der Hauptgrund für Schmerzen und Invalidität 
im Erwachsenenalter (Johnson und Hunter 2014).  

In Deutschland sind laut einer Studie zur Gesundheit Erwachsener 20,3 % der Per-

sonen im Alter zwischen 18 und 79 Jahren, also rund 12,4 Millionen Menschen be-
troffen. Dabei steigt die Erkrankungsrate mit zunehmenden Alter stark an und ist bei 
mehr als der Hälfte der Betroffenen im Kniegelenk (Gonarthrose) lokalisiert. Frauen 

(22,3 %) sind im Vergleich zu Männern (18,1 %) in Deutschland signifikant häufiger 

von OA betroffen (Fuchs et al. 2013). Dabei steigt vor allem um die Zeit der Meno-
pause das Erkrankungsrisiko für Frauen an (Srikanth et al. 2005).  
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1.1.2 Risikofaktoren und Pathogenese 

Die OA ist eine komplexe multifaktorielle Erkrankung, deren Ursache noch nicht voll-

ständig verstanden ist. Studien beweisen jedoch die Existenz potenzieller Risikofak-

toren für die Entstehung einer OA. Hierzu zählen zum einen das Alter, das weibliche 
Geschlecht, eine genetische Disposition, der sozioökonomische Status sowie Über-

gewicht. Auf Gelenk-Ebene sind traumatische Gelenkverletzungen, wie Meniskuslä-
sionen, Rupturen des vorderen Kreuzbandes oder eine direkte Verletzung des Ge-
lenkknorpels, als Risiko für eine Gonarthrose zu nennen (Allen und Golightly 2015; 

Neogi und Zhang 2013). Auch eine Fehlstellung beziehungsweise Achsabweichung 

des Knie- oder Hüftgelenks (Valgus- oder Varusdeformität) kann einen Risikofaktor 
für die Entstehung einer OA darstellen (Räuchle et al. 2012). Des Weiteren wurde 
gezeigt, dass eine berufsbedingte Überlastung von Gelenken das Risiko für OA im 
Hüft- und Kniegelenk erhöht (Johnson und Hunter 2014; Neogi und Zhang 2013). So 
ist als Beispiel die Arbeit als Fliesenleger oder Installateur häufig mit Tätigkeiten in 
kniender sowie hockender Haltung assoziiert, weshalb diese Berufsgruppen ein hö-
heres Erkrankungsrisiko für eine Gonarthrose besitzen (Ditchen 2012). Andere Fakto-
ren wie die Ernährung, insbesondere der Zusammenhang eines Vitamin-D-Mangels 
mit OA sowie der Einfluss von Rauchen werden noch diskutiert (Allen und Golightly 
2015).  

Bei dem Krankheitsbild der OA kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen De-
generation und Reparatur der Gewebe des Gelenkes. Zusätzlich zu der Schädigung 
und dem Verlust von Knorpelgewebe finden im Gelenk Umbauprozesse im Knochen 

unterhalb des Knorpels (subchondraler Knochen), Knochenneubildungen in Form von 
Osteophyten, eine Lockerung der Bänder sowie eine Schwächung der periartikulären 
Muskulatur statt (Hutton 1989; Litwic et al. 2013). Zudem können Entzündungen auf-
treten, die sich aber im Vergleich zur rheumatoiden Arthritis ausschließlich auf das 

Gelenk beziehen und eine niedrigere Qualität besitzen (Jones 2016).  
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1.1.3 Klinik, Diagnose und Therapiemöglichkeiten  

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf dem Kniegelenk, weshalb sich die folgen-

den Ausführungen auf das Krankheitsbild der Gonarthrose beziehen. Erkrankte Pati-

enten geben als Symptome Bewegungseinschränkungen sowie Anlaufschmerzen im 
Knie an (Michael et al. 2010). In der Anfangsphase kann eine OA auch stumm verlau-

fen und sich erst in einem fortgeschrittenen Stadium mit Schmerzen bemerkbar 
machen (Räuchle et al. 2012). Das Spätstadium der Erkrankung ist vor allem durch 
Dauerschmerzen charakterisiert (Michael et al. 2010).  

Die Diagnostik der OA ist zum einen durch klinische Untersuchungen und zum ande-
ren durch radiologische Bildgebungsverfahren möglich. Mithilfe konventioneller Rönt-
genaufnahmen kann der Schweregrad der OA nach dem Kellgren-Score in einen von 

vier Schweregraden eingeteilt werden. Dabei sind die Gelenkaufnahmen nach der 
Größe des Gelenkspaltes und dem Vorhandensein von Osteophyten, Sklerosierun-
gen und Deformierungen zu bewerten (Kellgren und Lawrence 1957). Die World 

Health Organization hat diese Kriterien als Standard für epidemiologische Studien 
über OA übernommen (Litwic et al. 2013). Konventionelle Röntgenaufnahmen lassen 

jedoch aufgrund ihrer zweidimensionalen Natur nur eine begrenzte Sicht auf das 
Krankheitsgeschehen zu. Zudem kann eine Abweichung zwischen den Symptomen 
des Patienten und dem röntgenologisch festgestellten Schweregrad der OA beo-

bachtet werden (Räuchle et al. 2012). Die Magnetresonanztomographie (MRT) 
ermöglicht eine gute Darstellung der Strukturen des Kniegelenks wie das Knorpelvo-
lumen, Knorpeldefekte, die Biochemie des Gelenkknorpels, die Meniskuspathologie, 

Knochenmarkläsionen und die Größe des subchondralen Knochens. Jedoch hat die 
MRT in der Diagnostik der OA im Frühstadium ihre Grenzen (Jones 2016).  

Therapieziele der Gonarthrose sind Schmerzreduktion sowie die Erhaltung der Ge-

lenkfunktion. Das Fortschreiten der Krankheit soll verzögert oder aufgehalten werden. 
Eine vollständige Heilung der OA ist aus heutiger Sicht nicht möglich. Im Folgenden 
werden konservative (nichtmedikamentöse und medikamentöse) sowie operative 
Therapiemöglichkeiten vorgestellt.  
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Der Ansatz der nichtmedikamentösen Therapie sind körperliche Bewegung und Phy-

siotherapie, damit sollen die Symptome gemildert und die funktionelle Leistung des 

Gelenkes verbessert werden. Da Übergewicht einen Risikofaktor für die Verschlech-
terung der OA darstellt, kann sich ein durch körperliche Bewegung erreichter Ge-

wichtsverlust zusätzlich positiv auf den Verlauf der OA auswirken. Patienten können 
durch Schmerzen und Gelenksteifheit körperlich eingeschränkt sein, weshalb die 
Bewegungsübungen individuell auf den Patienten abzustimmen sind (Yusuf 2016).  

Die medikamentöse Therapie sollte neben der Symptommilderung möglichst die in 
der OA geschädigten Strukturen günstig beeinflussen (Yusuf 2016). Das Analgetikum 

der ersten Wahl ist Paracetamol. Dieses hat bei einer korrekten Einnahme lediglich 
leichte Nebenwirkungen und ist ausschließlich bei schwachen Schmerzen anzuwen-
den. Verschiedene Studien belegen, dass Paracetamol im Vergleich zur Place-

bogruppe signifikante, wenn auch nur geringfügige Effekte bei OA-Patienten erzielt 
(Machado et al. 2015). Eine weitere Medikamentengruppe sind die nichtsteroidalen 
Antirheumatika (NSAR). Diese werden bei stärkeren Schmerzen empfohlen und ha-

ben neben der analgetischen auch antipyretische (fiebersenkende) und in höheren 
Dosen antiphlogistische Wirkung. Sie greifen über die Hemmung der Enzyme Cyc-
looxygenase (COX)-1 und/oder COX-2 in die Prostaglandinsynthese ein (Yusuf 2016). 
Die Leitlinie der Osteoarthritis Research Society International (OARSI) empfiehlt nicht-
selektive NSAR für die Therapie von Gonarthrose. Allerdings sind diese aufgrund ih-

rer zahlreichen Nebenwirkungen vor allem auf den Gastrointestinaltrakt nicht bei Pa-
tienten mit einem erhöhten Risiko für gastrointestinale Blutungen anzuwenden. Hier 
sind selektive COX-Hemmer zu empfehlen, welche nur COX-2 inhibieren und weniger 

gastrointestinale Nebenwirkungen zeigen (McAlindon et al. 2014). Bei Patienten, bei 
denen alle vorgenannten Analgetika versagen beziehungsweise bei denen aufgrund 

von Kontraindikationen eine operative Therapie nicht möglich ist, können Opioide 
verschrieben werden. Diese sind aufgrund ihres großen Nebenwirkungsspektrums 
und hohem Abhängigkeitspotenzial nur bei strenger Indikation anzuwenden (Yusuf 

2016).  

Eine weitere Therapiemöglichkeit ist die intraartikuläre Injektion von Glukokortikoiden. 

Diese hemmen die Produktion von Kollagenasen, die bei der Schädigung des 
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Gelenkknorpels eine Rolle spielen. Therapieeffekte sind neben der Symptommilde-

rung die Verbesserung der Bewegungsfunktion des Kniegelenks. Die Injektionen zei-

gen jedoch nach der heutigen Studienlage nur kurzzeitige Effekte, weshalb sie nicht 
standardmäßig bei Gonarthrosepatienten angewendet werden sollten (Jüni et al. 

2015).  

Eine operative Therapie ist nach Versagen konservativer Behandlungsmöglichkeiten 
meist die einzige Möglichkeit, die Lebensqualität der Patienten langfristig zu erhalten. 

Dabei können durch einen endoprothetischen Gelenkersatzes im Vergleich zur nicht-
operativen Therapie signifikante Erfolge in Bezug auf die Funktion und Schmerzen für 

den Patienten erzielt werden (Skou et al. 2015).  

 

1.2 Gelenkknorpel 

1.2.1 Anatomie des Gelenkknorpels 

Die artikulierenden Flächen echter Gelenke (Diarthrosen) sind mit hyalinem Knorpel 
überzogen. Hyaliner Knorpel weist eine glatte Oberfläche auf und ermöglicht so ein 
effektives Gleiten während der Gelenkbewegung. Daneben wirkt er als Stoßdämpfer, 
der auftretende Belastungen abfedert (Poole AR et al. 2001; Loeser et al. 2012). Der 
hyaline Knorpel besteht aus ovalen Knorpelzellen (Chondrozyten) sowie der extrazel-
lulären Matrix (EZM). Diese setzt sich aus einem Netzwerk arkadenartig angeordneter 

Kollagenfasern sowie Proteoglykanen und Glykoproteinen zusammen (Kuettner 
1992; Umlauf et al. 2010). Typ II Kollagen ist der Hauptbestandteil des gesunden 
Gelenkknorpels, aber auch die Kollagentypen III, VI, IX, X, XI, XII, XIV sind in der EZM 

nachzuweisen (Eyre D 2002). Als Proteoglykan ist im hyalinen Knorpel vor allem Agg-

recan vorzufinden, welches mit Hyaluronsäure Molekül-Komplexe bildet (Knudson 
CB und Knudson W 2001). Diese besitzen gute wasserbindende Eigenschaften und 
sind zusammen mit dem Kollagennetzwerk maßgeblich für die Formstabilität und 

hervorragenden mechanischen Eigenschaften des Gelenkknorpels verantwortlich 
(Söder und Aigner 2011). Neben Aggrecan sind auch andere Proteoglykane wie 



Einleitung 

6 

Biglycan und Decorin im Knorpelgewebe nachzuweisen (Poole AR et al. 1996). Die 

EZM macht etwa 95 % des Knorpelvolumens aus und ist als perizelluläre, territoriale 

und interterritoriale Matrix organisiert. Die perizelluläre Matrix umgibt die Chondrozy-
ten als schmaler Saum. Knorpelzellen mit einer gemeinsamen perizellulären Matrix 

werden unter dem Begriff Chondron zusammengefasst (Poole CA 1997; Söder und 
Aigner 2011). An sie grenzt unmittelbar die territoriale Matrix an, welche vor allem 
Kollagentyp VI enthält (Goldring MB und Goldring SR 2010). Die Region zwischen 
den territorialen Matrizes der Chondrone wird als interterritoriale Matrix bezeichnet 

(Söder und Aigner 2011). Das Knorpelgewebe besitzt keine Nerven sowie Lymph- 
und Blutgefäße. Ernährt wird es deshalb zum größten Teil durch freie Diffusion von 

Nährstoffen über die Gelenkflüssigkeit (Synovialflüssigkeit), aber auch über Blutgefä-
ße des subchondralen Knochenmarks (Wang Y et al. 2012).  

Lichtmikroskopisch kann der Gelenkknorpel in eine obere, mittlere, tiefe und kalzifi-
zierte Zone eingeteilt werden (siehe Abbildung 1). In Bezug auf den Kollagen- und 
Proteoglykangehalt weisen die Bereiche regionale Unterschiede auf (Poole AR et al. 

2001). Die obere Zone besteht aus flachen, parallel angeordneten Chondrozyten und 
nimmt etwa 10 % der Knorpeldicke ein (Söder und Aigner 2011). Hier verlaufen dün-
ne Kollagenfibrillen in einem engen Verbund parallel zur Knorpeloberfläche. Zudem 
verfügt dieser Bereich über einen hohen Decorin- und Biglycangehalt (Poole AR et al. 
1996). Die mittlere Zone liegt im sich anschließenden oberen Knorpeldrittel und ist 

reich an Aggrecan. Hier haben die zumeist einzeln liegenden Chondrozyten eine 
rundliche Form. Die Kollagenfibrillen haben einen größeren Durchmesser und weisen 
eine willkürliche Anordnung auf (Poole AR et al. 2001). Darauf folgt die zwischen der 

mittleren Zone und dem kalzifizierten Knorpel gelegene tiefe Zone. Die Zellen sind in 
diesem Bereich säulenartig angeordnet. Diese Zone ist durch ihren hohen Aggrecan-

gehalt und ein Netzwerk aus radial verlaufenden Kollagenfasern charakterisiert (Poole 
CA 1997). Die vierte Zone ist der kalzifizierte Knorpel. Diese Region stellt eine Puffer-
zone zwischen dem unkalzifizierten Knorpel und dem subchondralen Knochen dar. 

Die hier vorkommenden Chondrozyten sind hypertroph und in der Lage, Kollagen X 
zu synthetisieren sowie die EZM zu kalzifizieren (Poole AR et al. 2001). Zwischen der 
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tiefen Knorpelzone und dem kalzifizierten Knorpel liegt eine Trennlinie, die als 

Tidemark zu bezeichnen ist (Lyons et al. 2006).  

 

Abbildung 1: Aufbau des hyalinen Gelenkknorpels. Einteilung in obere, mittlere, tiefe und kalzifi-

zierte Zone sowie angrenzenden subchondralen Knochen. *Tidemark als Grenzlinie zwischen 

nichtkalzifiziertem und kalzifizierten Knorpel. Hämatoxylin-Eosin-Färbung. 40-fache Vergrößerung. 

1.2.2 Mikroskopische Knorpelveränderungen bei Osteoarthrose 

Als Antwort auf mechanischen Stress, den Einfluss von Wachstumsfaktoren, 
Zytokinen und anderen Entzündungsmediatoren kommt es im progressiven Verlauf 
der OA zu degenerativen Veränderungen im Gelenkknorpel. Zum einen sinkt der Pro-
teoglykangehalt der Matrix, welches am stärksten ausgeprägt im oberen Knorpelab-

schnitt sichtbar wird (Goldring MB und Marcu 2009). Zum anderen ist auf zellulärer 
Ebene eine erhöhte Zellproliferation ein frühes Zeichen degenerativer Umwandlun-
gen. Auf der Knorpeloberfläche sind Oberflächenunregelmäßigkeiten und im fortge-

schrittenen Stadium der OA größere Rissformationen sichtbar, die sich in ihrer maxi-

malen Ausprägung bis unterhalb der Tidemark erstrecken können. Kompensatorisch 
kann es bei ausgedehnten Schädigungen zur Bildung von pannusartigem Ersatzge-
webe kommen (Söder und Aigner 2011). Ein weiteres Zeichen degenerativer Verän-

derungen sind sogenannte Cluster. Sie stellen Komplexe aus mehr als 20 

Obere Zone

Mittlere Zone

Tiefe Zone

** * ** **
Subchondraler 

Knochen

Kalzifizierte Zone 
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Chondrozyten dar und scheinen das Ergebnis der vermehrten Zellproliferation zu 

sein. Lokalisiert in großen Lakunen, sind sie vor allem in der oberen Knorpelzone in 

der Nähe von Oberflächenfissuren aufzufinden (Lotz et al. 2010). Cluster weisen zu-
dem proliferatives Potenzial sowie Eigenschaften von Progenitorzellen auf (Lotz et al. 

2010; Hoshiyama et al. 2015). Daneben können im osteoarthritisch veränderten 
Knorpel Unterbrechungen der Tidemark in Verbindung mit der Einwanderung von 
Blutgefäßen beobachtet werden (Koelling et al. 2009). 

1.2.3 Systeme zur histologischen Klassifizierung des Gelenkknorpels 

Bewertungssysteme zur Beurteilung des osteoarthritisch veränderten Knorpelgewe-

bes sollten den Fokus auf die degenerativen Merkmale legen (Rutgers et al. 2010). 
Collins (1949) entwickelte ein System zur makroskopischen Klassifizierung von 
osteoarthritisch verändertem Knorpelgewebe des Kniegelenkes. Nach Beurteilung 
der Knorpeloberfläche, Läsionsgröße und knöcherner Veränderungen konnte das 
Gewebe in einen von vier möglichen Schweregraden eingeteilt werden (Collins 1949; 
Pritzker et al. 2006).   

Mankin et al. entwarfen 1971 ein mikroskopisches Graduierungssystem zur Bewer-

tung von osteoarthritischen Knorpelgeweben (Mankin et al. 1971). Ursprünglich zur 
Beschreibung des Knorpelgewebes von osteoarthritischen Hüften entwickelt, ist das 
Mankin-Grading das heute am häufigsten verwendete System zur histologischen 

Graduierung des Knorpels aller Synovialgelenke (Pearson et al. 2011). Für die Beur-
teilung werden die Struktur des Knorpels, die Zellularität, der Proteoglykangehalt an-
hand der Intensität der Safranin O-Färbung sowie die Integrität der Tidemark erfasst. 

Durch Addition der einzelnen Kategorien kann je nach Schweregrad eine Punktzahl 
von 0 (normal) bis 14 (schwere OA) erreicht werden (Mankin et al. 1971; Rutgers et 
al. 2010). Die Ergebnisse des Mankin-Systems korrelieren dabei mit der makroskopi-
schen Bewertung sowie mit biochemischen Parametern (Ostergaard et al. 1999; 

Moojen et al. 2002; Rutgers et al. 2010).  

Mit dem Ziel, eine noch effektivere Methode für die klinische und experimentelle Be-
urteilung der OA zu entwerfen, entwickelte eine Arbeitsgruppe der OARSI 1998 das 
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Osteoarthritis Cartilage Histopathology (OACH)-Bewertungssystem (Pritzker et al. 

2006; Rutgers et al. 2010). Der OACH-Punktwert setzt sich aus der histopathologi-

schen Bewertung des Stadiums sowie des Grades der OA zusammen. Dabei basiert 
die Beurteilung des Grades auf der vertikalen Ausprägung osteoarthritischer Läsio-

nen von der Knorpeloberfläche bis zum subchondralen Knochen. Möglich ist eine 
Einteilung in Grad 0 bis Grad 6. Der Grad 0 beschreibt einen intakten Knorpel, der 
Grad 6 hingegen stellt den größtmöglichen Schädigungsgrad des Knorpels dar, der 
mit einer Knochendeformierung einhergeht. Die Einteilung in eines von vier Stadien 

erfolgt auf Grundlage der Ausdehnung der in die OA involvierten Oberflächen und 
Regionen. Das Stadium 0 beschreibt dabei einen normalen Zustand, Stadium 4 hin-

gegen stellt ein Vorliegen degenerativer Veränderungen in über 50% der Knorpelbe-
reiche dar (Pritzker et al. 2006; Pauli et al. 2012). 

 

1.3 Meniskus  

1.3.1 Anatomie des Meniskus  

Die Menisken stellen zwei sichelförmige fibrocartilaginöse Gewebsstrukturen dar, die 
innerhalb des Kniegelenks zwischen dem Tibiaplateau und den Femurkondylen gele-

gen sind. Das humane Kniegelenk besitzt einen lateralen Meniskus (LM) und einen 
medialen Meniskus (MM). Jeder Meniskus besteht aus einem Meniskuskörper sowie 
einem Vorder- und Hinterhorn. Im Querschnitt sind beide keilförmig und über ihren 

konvexen peripheren Rand an die Gelenkkapsel sowie durch Bänder an die Tibia 

befestigt. Ihre proximale, dem Femur zugewandte Seite ist konkav, wohingegen sie 
an ihrer Unterseite flach dem Tibiaplateau anliegen. In der Aufsicht ist der MM als    

C-förmig, der LM als stark gebogen zu beschreiben (Verdonk et al. 2013). Mit ihrer 
spezifischen Form gleichen sie die Inkongruenz der Gelenkflächen zwischen dem 
planen Tibeaplateau und den walzenförmigen Kondylen des Femurs aus. Zudem 
erhöhen sie die Stabilität des Kniegelenks, verteilen axiale Lasten und absorbieren 
aufkommende Stöße (Sweigart und Athanasiou 2001).  
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In Bezug auf sein Feuchtgewicht ist der Meniskus mit einem Wasseranteil von 72 % 

stark hydratisiert. Die übrigen 28 % des Gewebes bestehen aus organischen Sub-

stanzen, vor allem EZM und Zellen. Kollagen macht den Hauptanteil der organischen 
Bestandteile aus (75 %), gefolgt von Glykosaminoglykanen (17 %), Desoxyribonukle-

insäure (DNS, 2 %), Adhäsionsglykoproteinen (< 1 %) und Elastin (< 1 %) (Herwig et 
al. 1984; Makris et al. 2011). Als Kollagen ist in der EZM vor allem Kollagen I vorzu-
finden, aber auch Kollagen II, III und IV können im Meniskusgewebe nachgewiesen 
werden (Eyre DR und Wu 1983). Die Anordnung der Kollagenfasern folgt der Funkti-

on des Gewebes. Dabei ist die Oberfläche des Meniskus von einem Netzwerk dün-
ner Fibrillen überzogen. Darunter folgt eine Schicht lamellenartig angeordneter Kol-

lagenbündel, die sich in ihrem Verlauf unter verschiedenen Winkeln kreuzen. Zentral 
im Inneren des Meniskus kommt der Hauptanteil der Kollagenfibrillen vor. Diese ver-
laufen in dieser Region sowie in der äußeren Zirkumferenz zirkulär. In der oberflächli-
chen Schicht und der inneren Zirkumferenz liegt Faserknorpel vor. Straffes sehnenar-
tiges Bindegewebe macht die äußere Zirkumferenz des Meniskus aus (Petersen und 
Tillmann 1999).  

Es können im Meniskus drei verschiedene Zelltypen unterschieden werden: 
Fibroblasten-ähnliche Zellen, Fibrochondrozyten und Zellen der superfizialen Zone 
(siehe Abbildung 2). Zellen der äußeren Zone sind oval bis spindelförmig und besitzen 
lange Ausläufer, die ihnen die Kommunikation mit anderen Zellen oder der EZM er-

möglichen. Sie werden deshalb auch Fibroblasten-ähnliche Zellen genannt. Die inne-
re Region des Gewebes weist runde Zellen auf, die aufgrund ihrer Ähnlichkeit zu 
Knorpelzellen als Fibrochondrozyten bezeichnet werden. Sie synthetisieren haupt-

sächlich Kollagen I sowie in kleineren Mengen auch Kollagen II und Aggrecan. Die 
dritte Zellpopulation ist in der superfizialen Zone zu finden. Sie ist durch ein flaches, 

spindelförmiges Aussehen charakterisiert, besitzt aber, anders als die Fibroblasten-
ähnlichen Zellen, keine Ausläufer (McDevitt et al. 2002).  

Die Blutversorgung sowie nervale Innervation weist innerhalb des Meniskus regionale 
Unterschiede auf. Noch zur Geburt vollständig vaskularisiert, ist im Laufe der Ent-
wicklung im zweiten Lebensjahrzehnt nur noch die dritte, äußere Zone des Meniskus 

vaskularisiert (Petersen und Tillmann 1995). Diese peripheren 10-25 % werden über 
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die Äste der medialen, mittleren und lateralen Kniearterie versorgt, welche aus der 

Arteria poplitea entstammen (Arnoczky und Warren 1982). Die übrigen Bereiche des 

Meniskus werden durch Diffusion über die Synovialflüssigkeit ernährt (Fox et al. 
2012). Die unterschiedliche Vaskularisierung des Meniskusgewebes hat Auswirkun-

gen auf die Heilung von Meniskusverletzungen (Danzig et al. 1983). Dabei zeigen pe-
riphere Meniskusläsionen aufgrund ihrer guten Blutversorgung über das straffe Bin-
degewebe ein vergleichsweise gutes Heilungsverhalten (Petersen und Tillmann 
1999). 

 

 

Abbildung 2: Regionale Unterschiede der Vaskularisation und Zelltypen des Meniskus. Die Abbil-

dung ist modifiziert nach Makris et al. 2011, S. 7413. Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit 

freundlicher Genehmigung durch den Elsevier-Verlag. 

 

Das perimeniskale Gewebe ist stark innerviert, einzelne Axone ziehen von hier in die 

periphere Zone des Meniskus sowie zum Vorder- und Hinterhorn. Die inneren zwei 
Drittel sind nervenfrei (Day et al. 1985; Zimny et al. 1988). Die Existenz von Mechano-
rezeptoren wie Ruffini-Körperchen und Pacini-Körperchen sowie freien Nervenendi-

gungen im perimeniskalen Bereich lassen vermuten, dass die Menisken maßgeblich 
an der Propriozeption des Kniegelenks beteiligt sind (Jerosch et al. 1996). 

Blutgefäße Fibroblasten-ähnliche 
Zellen Fibrochondrozyten

Zellen der superfizialen 
Zone

Weiß-weiße Region

Rot-rote Region

Rot-weiße Region 
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Zusammenfassend kann der Meniskus in Bezug auf die Vaskularisation und Innerva-

tion, wie in Abbildung 2 zu sehen, in drei Zonen eingeteilt werden. Die äußere rot-rote 

Zone ist vaskularisiert und nerval innerviert, die innere weiß-weiße Zone enthält keine 
Blutgefäße und ist aneural. Dazwischen liegt die rot-weiße Zone, die Bestandteile der 

anderen zwei Bereiche enthält (Makris et al. 2011).  

1.3.2 Degeneration des Meniskus bei Osteoarthrose 

In Studien konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Meniskusdegeneration 
und der OA aufgezeigt werden. Auf der einen Seite sind in OA-befallenen Kniegelen-

ken nahezu keine makroskopisch und mikroskopisch normal erscheinenden Menis-

ken vorzufinden (Englund et al. 2009). Auf der anderen Seite ist eine Meniskusläsion 
ein potenzieller Risikofaktor für die Entstehung einer OA. Die Degeneration im Menis-
kus beginnt innerhalb des Gewebes, während die Oberfläche intakt verbleibt. Dies 
stellt einen direkten Kontrast zum Gelenkknorpel dar, bei welchem sich der Prozess 
von der Oberfläche in das Innere fortsetzt (Pauli et al. 2011). Charakteristisch sind 
Veränderungen der EZM. Dabei kommt es zu einer Desorganisation und einem Ver-
lust von Kollagen vor allem in den mittleren und tiefen Zonen. Im Kontrast dazu steigt 
in diesen Regionen der Proteoglykangehalt an (Sun et al. 2012). Auch unter diesem 
Aspekt unterscheidet sich die Degeneration der EZM des Meniskusgewebes von der 
des Knorpelgewebes, wo es zu einem Absinken des Gehaltes an Proteoglykanen 
kommt. Des Weiteren wird im Laufe des Lebens eine zunehmende Fetteinlagerung 

im Meniskus sichtbar. Diese „fettige Degeneration“ ist ein physiologischer Vorgang, 

welcher bei stärkerer Ausprägungen jedoch ein Anzeichen einer Meniskopathie dar-
stellen kann (Fisseler-Eckhoff und Müller 2011). Ähnlich wie im Knorpelgewebe ist 

auch im Meniskusgewebe das Auftreten von Clustern ein Anzeichen degenerativer 
Veränderungen (Hellio Le Graverand et al. 2001). Darüber hinaus weisen Menisken 
von osteoarthritischen Kniegelenken häufig Risse sowie Mazerationen auf. So zeigten 
Bhattacharyya et al. (2003) in einer klinischen Studie, dass bei 91 % der Patienten 

mit einer symptomatischen Gonarthrose Meniskusrisse zu finden sind. Außerdem 
sind aufgrund einer vermehrten Produktion von Calciummineralien durch Meniskus-
zellen im degenerativen Menisken oft Kalzifikationen vorzufinden. Dies stellt einen 
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pathologischen Vorgang dar, der prädisponierend für Schäden am Gelenkknorpel 

sein kann (Sun et al. 2010). Folglich können sich pathologisch veränderte Gelenk-

knorpel und Menisken gegenseitig negativ beeinflussen. In einer MRT-Studie de-
monstrierten Arno et al. (2016) den Zusammenhang zwischen dem Verlust der Me-

niskusintegrität, insbesondere in Form einer Degeneration innerhalb des Gewebes, 
mit einem höheren Risiko für eine Gelenkknorpeldegeneration. Auch Ashraf et al. 
(2010) beschrieben in einer Studie die Korrelation zwischen Knorpelschäden und 
Meniskusdegeneration. So sind Schäden des tibiofemoralen Gelenkknorpels assozi-

iert mit einer veränderten Matrixstruktur sowie einer höheren Dichte an Blutgefäßen 
und sensorischen Nerven im Meniskusgewebe. Ashraf et al. nahmen an, dass diese 

Prozesse zu Knieschmerzen bei Gonarthrosepatienten beitragen können (Ashraf et 
al. 2010).   

1.3.3 Systeme zur histologischen Klassifizierung des Meniskus 

Zur histologischen Graduierung osteoarthritisch veränderten Meniskusgewebes exis-
tieren zur Zeit keine etablierten Bewertungssysteme, wie sie für das Knorpelgewebe 
bekannt sind.  

Krenn et al. (2010) entwickelten einen „Degenerations-Score des Faserknorpelgewe-
bes“, in dem die Zellularität sowie Matrixveränderungen als Bewertungskriterien zur 
histologischen Beurteilung degenerierter Menisken herangezogen wurden. Auf 

Grundlage von Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbungen kann eine Einteilung der Menis-
kusschnitte in eine leichte, mäßige oder schwere Degeneration erfolgen (ebenda). 

Mit dem Ziel, ein verbessertes und standardisiertes Protokoll zur Analyse des Menis-

kus zu entwerfen, entwickelten Pauli et. al 2011 ein weiteres makroskopisches und 
mikroskopisches Grading-System. Für die histologische Beurteilung wurden mit HE 
und Safranin O gefärbte Meniskusschnitte nach der Beschaffenheit der Gewebe-

oberfläche, der Zellularität, der Matrix- und Kollagenorganisation sowie der Intensität 
der Safranin O-Färbung bewertet und in den entsprechenden Erkrankungsgrad ein-
geteilt. Die Unterscheidung in der Studie erfolgte in normales Gewebe, leichte Dege-
neration, moderate Degeneration und stärkste Degeneration (ebenda).  
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1.4 TGF-β-Signalweg  

1.4.1 Grundlagen 

TGF-β ist eine Superfamilie multifunktioneller Proteine, welche zelluläre Prozesse wie 

Proliferation, Differenzierung, Migration, Bildung der EZM sowie Apoptose regulieren. 
Viele von ihnen erfüllen bedeutende Funktionen während der embryonalen Entwick-

lung. Im adulten Organismus spielen sie eine essenzielle Rolle bei der Modulation des 

Immunsystems sowie bei der Reparatur von Gewebedefekten (Heldin et al. 1997). 
Dabei umfasst die TGF-β-Superfamilie verschiedene Subfamilien, unter anderem die 
TGF-β-Familie, die bone morphogenetic proteins (BMPs) und die Aktivine. Als Ligan-

den binden diese Proteine an Rezeptoren mit Serin-/Threoninkinaseaktivität. Diese 
Rezeptoren bestehen aus zwei verschiedenen Transmembranproteinen, dem Typ I- 
und Typ II-Rezeptor. Durch Bindung eines Liganden assoziieren der Typ I- und Typ 
II-Rezeptor zu einem heterodimeren Komplex, was zu einer Phosphorylierung des 
Typ I-Rezeptors durch den Typ II-Rezeptor an der GS-Box führt (Wrana et al. 1994; 
Attisano und Wrana 2002). Dies wiederum aktiviert die Rezeptor I Kinase, welche 
SMAD-Proteine phosphorylieren und aktivieren kann. Aktuell sind sieben verschiede-
ne Typ I-Rezeptoren und vier verschiedene Typ II-Rezeptoren bekannt (ten Dijke et 
al. 1994a, b; Goumans und Mummery 2000). Die jeweiligen Proteine der TGF-β-

Superfamilie binden oft an mehr als eine spezifische Typ I und Typ II Rezeptorkombi-
nation, wodurch der für den Liganden spezifische nachgeschaltete Signalweg über 
SMAD-Proteine induziert wird (Goumans und Mummery 2000).  

SMAD-Proteine sind intrazelluläre Mediatoren. Der Begriff SMAD leitet sich ab von 
dem Drosophila-Gen MAD (mothers against decapentaplegic) und den drei MAD-

Homologen, welche in Caenorhabditis elegans entdeckt und als Sma (small body 

size)  bezeichnet wurden (Massagué 1998; Savage et al. 1996; Sekelsky et al. 1995). 
Gegenwärtig konnten bei Säugetieren acht verschiedene SMAD-Proteine identifiziert 
werden, welche hinsichtlich ihrer Struktur und Funktion in drei Klassen einzuteilen 

sind: SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 sowie SMAD8 sind Rezeptor-regulierte 
SMADs (R-SMADs), SMAD4 ein Co-Mediator SMAD (Co-SMAD) und SMAD6 sowie 



Einleitung 

15 

SMAD7 inhibitorische SMADs (I-SMADs) (Goumans und Mummery 2000, Heldin et 

al. 1997). R-SMADs und SMAD4 besitzen an ihrem N-terminalen Ende eine mad 

homology (MH)1-Domäne und an ihrem C-terminalen eine MH2-Domäne, welche 
über eine prolinreiche Linkersequenz miteinander verbunden sind (Heldin et al. 1997). 

Die genaue Funktion dieser Sequenz scheint noch nicht vollständig verstanden, je-
doch zeigten Zhu et al. (1999) in einer Studie, dass die Linkersequenz von R-SMADs 
eine PPXY-Sequenz („PY“-Motiv) aufweist, an die SMURF-Proteine binden können. 
Die gleiche Sequenz weisen auch die I-SMADs SMAD6 und SMAD7 auf (Ebisawa et 

al. 2001). Die MH1-Domäne bindet sequenzspezifisch an die DNS und kann die 
Funktion der MH2-Domäne negativ regulieren. Die MH2-Domäne hingegen ermög-

licht Rezeptorinteraktionen, die Assoziation mit anderen SMAD-Proteinen, DNS-
bindenden Co-Faktoren sowie mit transkriptionellen Coaktivatoren und Repressoren 
(Massagué 1998). Nur R-SMADs können über den Typ I-Rezeptor aktiviert werden. 
Sie weisen hierfür charakteristisch an ihrem C-terminalen Ende eine SSXS-Sequenz 
auf, an welcher sie durch den aktivierten Typ I-Rezeptor phosphoryliert werden kön-
nen. Phosphorylierte R-SMADs oligomerisieren mit SMAD4 und bilden einen 
heterooligomeren Komplex, welcher im Zellkern die Transkription der Zielgene ligan-
denspezifisch reguliert (ten Dijke et al. 2000). Typ I-Rezeptoren für Aktivin und TGF-β 

werden durch die R-SMADs SMAD2 und SMAD3 erkannt, Typ I-Rezeptoren für BMP 
durch SMAD1, SMAD5 sowie SMAD8 (Massagué und Chen 2000). I-SMADs besit-
zen nur eine MH2-Domäne und gelten als Inhibitoren des Signalweges. Induziert 

werden sie durch TGF-β-Liganden gemäß einer negativen Rückkopplung (Inoue und 
Imamura 2008). Sie interagieren mit dem aktivierten Typ I-Rezeptor im Sinne einer 
kompetitiven Hemmung. Zudem konkurrieren sie mit R-SMADs um die Bindungsstel-

le und reduzieren somit die Phosphorylierung von R-SMADs. SMAD6 verhindert zu-
dem durch Bindung an SMAD1 die Komplexbildung zwischen SMAD1 und SMAD4, 

wodurch SMAD6 bevorzugt einen Inhibitor des BMP-Signalweges darstellt (Hata et 
al. 1998). SMAD7 interagiert mit durch TGF-β und BMP-aktivierten Typ I-Rezeptoren 
(Souchelnytskyi et al. 1998). Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung über 
den Signalweg der TGF-β-Familie.  
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1.4.2 Regulation des TGF-β-Signalweges durch SMURF1 und SMURF2 

Weiterhin ist der TGF-β-Signalweg über den selektiven Abbau von SMAD-Proteinen 
über den Ubiquitin-Proteasom-Signalweg reguliert. Das Ubiquitin-Proteasom-System 

stellt einen wesentlichen Weg zur gezielten Degradation von Proteinen dar und wird 
durch eine Kaskade von Enzymen katalysiert. Für den Signalweg der TGF-β-Familie 

spielen die SMURF-Proteine als E3 Ubiquitin-Ligasen eine entscheidende Rolle in der 
Erkennung und dem anschließendem Abbau von SMAD-Signalmolekülen durch das 

26s Proteasom (Laney und Hochstrasser 1999). Zwei strukturell miteinander ver-
wandte SMURF-Proteine konnten bislang identifiziert werden: SMURF1 und 

SMURF2. Beide sind in die Klasse der Ubiquitin-Ligasen vom HECT (homologous to 

the E6-AP carboxyl terminus)-Domänentyp einzuordnen. Sie besitzen für die Memb-

TGF-β/BMP
Typ I-RezeptorTyp II-Rezeptor

R-Smad

Co-Smad

Smad-Komplex

Phospho-R-Smad

Co-Aktivatoren

Zielgene

I-Smad
Transkriptionsfaktoren

Abbildung 3: Schematische Abbildung des Signalweges der TGF-β-Familie. Die Bindung eines 

Liganden der TGF-β-Familie induziert die Assoziation des Typ I-und Typ II-Rezeptors zu einem 

heterodimeren Komplex. Der Typ II-Rezeptor phosphoryliert den Typ I-Rezeptor, wodurch die 

aktivierte Rezeptor I-Kinase R-SMAD phosphorylieren kann. Aktivierte R-SMADs formen Komple-

xe mit Co-SMAD und wandern in den Zellkern. Dort binden sie an Transkriptionsfaktoren.              

I-SMADs agieren im Sinne einer negativen Rückkopplung durch Inhibition der Signalkaskade. 

Modifiziert nach Inoue und Imamura 2008, S. 2108. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Ge-

nehmigung durch John Wiley & Sons. 
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ranbindung an ihrem N-terminalem Ende eine C2-Domäne. In der Mitte sind zwei bis 

drei WW-Domänen vorzufinden, welche nach dem Vorhandensein der Aminosäure 

Tryptophan benannt sind. Diese Domäne ermöglicht die Protein-Protein-Interaktion 
durch Bindung an das „PY“-Motiv innerhalb der Linkerregion anderer Moleküle. Am 

C-terminalen Ende liegt die HECT-Domäne, welche die Ubiquitin-Ligation an den 
Zielgenen katalysiert (Zhu et al. 1999; Kavsak et al. 2000).    

SMURF1 kommt sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vor. Die Verteilung im 

Zytoplasma ist durch eine Signalsequenz im Carboxyl-Terminus möglich, die 
SMURF1 zu einem Export aus dem Zellkern befähigt (Tajima et al. 2003). Durch 

Ubiquitinierung von SMAD1 und SMAD5 reguliert SMURF1 den BMP-Signalweg auf 
eine negative Weise (Ying et al. 2003; Sapkota et al. 2007). Des Weiteren reguliert 
SMURF1 in einem Komplex mit SMAD6 die Ubiquitinierung des knochenspezifischen 

Transkriptionsfaktors runt-related transcription factor 2 (RUNX2) und bietet somit 
einen negativen Regulationsmechanismus für den BMP-SMAD-RUNX2-Signalweg 
(Shen et al. 2006). 

SMURF2 ist hauptsächlich ein Kernprotein, kann jedoch mit SMAD7 einen Komplex 
bilden und so in das Zytoplasma exportiert werden (Kavsak et al. 2000). Es degra-
diert SMAD1 und SMAD2 für den proteasomalen Abbau, allerdings mit einer Präfe-
renz für SMAD2. Obwohl SMAD3 strukturell eng mit SMAD2 verwandt ist, zeigt 

SMURF2 auf SMAD3 keine Wirkung (Lin et al. 2000).  

Darüber hinaus fördern SMURF1 und SMURF2 die inhibitorische Wirkung der            

I-SMADs. Sie sind in der Lage, mit SMAD7 einen Komplex zu bilden und so den nuk-
learen Export von SMAD7 zu induzieren. Dadurch kann der SMURF-SMAD7-
Komplex in effektiver Interaktion mit dem TGF-β-Typ I-Rezeptor in der Plasmamemb-

ran treten und so dessen Degradierung herbeiführen, was indirekt in einer Hemmung 
der Aktivierung von R-SMADs resultiert (Kavsak et al. 2000; Ebisawa et al. 2001). Die 

SMURFs bewirken auf diese Weise eine negative Regulation der TGF-β-Superfamilie. 
Neben der Degradation anderer Substrate können E3 Ubiquitin-Ligasen ihren eige-
nen Abbau katalysieren. Wiesner et al. (2007) demonstrierten, dass durch intramole-
kulare Interaktion zwischen der C2- und der HECT-Domäne von SMURF2 dessen 
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Aktivität inhibiert sowie das Niveau von SMURF2 innerhalb der Zelle stabilisiert wird. 

Weiterhin spielen SMAD2 und SMAD7 eine bedeutende Rolle in der Regulation von 

SMURF2. SMAD7 kann durch sein N-terminales Ende die katalytische Funktion der 
SMURF2 HECT-Domäne über die Verankerung eines Ubiquitin konjungierenden En-

zyms E2 regulieren (Ogunjimi et al. 2005). In Anwesenheit eines TGF-β-Signals kann 
SMAD2 hingegen einen Komplex mit SMURF2 bilden, in welchem SMURF2 die 
Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau von SnoN, einem transkriptionellen 
Corepressor des TGF-β-Signalweges, vermittelt (Bonni et al. 2001).  

SMURF-Proteine scheinen außerdem einen regulativen Einfluss auf die Zelladhäsion 

und Migration zu haben. So konnte in Studien gezeigt werden, dass SMURF1 den 
ras homolog family member A sowie SMURF2 das ras-related protein 1B  
ubiquitiniert, zwei Moleküle, die für diese Vorgänge eine entscheidende Rolle spielen 

(Wang H-R et al. 2003; Schwamborn et al. 2007; Huang C 2010).  

 

 1.4.3 TGF-β-Signalweg im osteoarthritisch veränderten Knorpel- und 
Meniskusgewebe 

Im gesunden Knorpel- und Meniskusgewebe herrscht eine Balance aus anabolen 
und katabolen Vorgängen, welche die strukturelle sowie funktionelle Integrität der 
EZM aufrechterhält. Durch die OA kommt es jedoch zu einer Störung in der Regulati-
on dieses Gleichgewichts, was in einem Verlust von Matrixkomponenten sowie in 
einer Verschlechterung der strukturellen und funktionellen Eigenschaften des Gewe-
bes resultiert (Goldring SR und Goldring MB 2004; Loeser 2017). Im initialen Stadium 

der OA kann in Knorpelzellen eine erhöhte Produktion von EZM und Expression von 
TGF-β beobachtet werden (van der Kraan et al. 1997). Dies stellt jedoch nur einen 

temporären Zustand dar, der die katabolen Prozesse auf längere Dauer nicht kom-

pensieren kann. Als Mediatoren kataboler Vorgänge in der Progression der OA im 
Gelenkknorpel und Meniskus gelten unter anderem das Zytokin Interleukin-1 (IL-1) 
und der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α), welche die Zellen zur Produktion von 
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Stickstoffmonoxid, Matrix-Metalloproteinasen und Aggrecanasen anregen (Goldring 

SR und Goldring MB 2004; Vuolteenaho et al. 2005; McNulty et al. 2013).  

He et al. (2017) untersuchten im Rahmen einer Studie die Serum-Konzentration von 

TGF-β1 in von OA befallenen Kniegelenken. Dabei zeigte sich eine positive Korrelati-
on von TGF-β1 und dem röntgenologisch bestätigten Schweregrad der OA-
Erkrankung. He et al. sehen deshalb TGF-β1 als einen potenziellen Biomarker für die 
Diagnose der Knie-OA (He et al. 2017). 

Blaney Davidson et al. (2006) hingegen demonstrierten in einer Studie an Kniegelen-

ken von Mäusen, dass ein Mangel von TGF-β3 mit Knorpelschäden assoziiert ist. 
TGF-β3 nimmt eine protektive Rolle ein, welche im Verlauf der OA verloren zu gehen 
scheint. Des Weiteren zeigten Davidson et al., dass TGF-β3 schon früh in die Ent-
wicklung von Osteophyten involviert ist, wohingegen sich BMP erst in der späten 
Phase an der Osteophyten-Entstehung beteiligt (ebenda). TGF-β scheint weiterhin 
eine bedeutende Funktion als Gegenspieler wichtiger kataboler Mediatoren zu erfül-
len. So reduziert TGF-β die durch IL-1 induzierte Produktion von Stickstoffmonoxid in 
Chondrozyten (Vuolteenaho et al. 2005). Fast die Hälfte aller von IL-1 gesteuerten 
Gene werden durch TGF-β gegenreguliert. Andersherum sind nur knapp 15 % der 
von TGF-β regulierten Gene durch IL-1 betroffen (Takahashi et al. 2005). 

 

1.5 Aufgabenstellung 

Die SMURF-Proteine stellen einen wesentlichen Regulator des TGF-β-Signalweges 

dar. Dabei scheinen sie auch in der Pathogenese der OA eine bedeutende Rolle ein-
zunehmen. Wu et al. (2008) zeigten in einer Studie an Mäusen, dass die Überexpres-

sion von SMURF2 spontan das Erscheinungsbild einer OA auslöst, einhergehend mit 
einer Verminderung des TGF-β-Signalweges sowie einer Degradation des phospho-
rylierten SMAD3. Der genaue Mechanismus hierfür ist bislang jedoch noch nicht ab-
schließend verstanden.  

In noch nicht veröffentlichten Arbeiten analysierten Thomas Gelis und Manuel Altherr, 
zwei Mitglieder der Arbeitsgruppe unter Herrn Prof. Dr. med. Nicolai Miosge, die 
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Funktion von SMURF1 und SMURF2 in Bezug auf die Differenzierung von chondro-

genen Progenitorzellen und Meniskus-Progenitorzellen sowie deren Zusammenspiel 

mit den Transkriptionsfaktoren RUNX2 und SOX9 (sex determining region Y–box 9).   

In der vorliegenden Arbeit wird osteoarthritisch erkranktes Knorpel- und Meniskus-
gewebe auf histologischer Ebene auf SMURF1 und SMURF2 untersucht. Der 
Schwerpunkt liegt dabei auf der immunhistochemischen Detektion der Proteine im 
Knorpel und Meniskus unterschiedlicher Degenerationsgrade. Mithilfe geeigneter 

Klassifizierungssysteme werden die Gewebe histopathologisch bewertet und gradu-
iert. Diese Graduierung wird vorgenommen, um mögliche Differenzen im Regenerati-

onsverhalten der Gewebe feststellen zu können.  

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, die Rolle der SMURF-Proteine 
im Pathogenese der OA besser verstehen zu können und so langfristig neue Thera-
pieansätze in der Behandlung der OA zu finden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Allgemeine vorbereitende Maßnahmen 

2.1.1 Herkunft der Gewebeproben 

Als Grundlage für das Vorgehen diente bereits entkalzifiziertes und in Paraffin einge-

bettetes Knorpel- und Meniskusgewebe. Die Gewebeproben stammten von Patien-

ten aus dem Göttinger Krankenhaus Neu Mariahilf, denen aufgrund einer fortge-
schrittenen OA im Kniegelenk eine totale Endoprothese implantiert wurde. Das Pro-

benmaterial wurde nach Aufklärung sowie Einwilligung der Patienten der wissen-
schaftlichen Abteilung überlassen. Der hierfür genehmigte Ethikantrag ist unter der 
Aktennummer 25/12/10 einsehbar.  

2.1.2 Anfertigung der histologischen Schnitte 

Mithilfe eines Mikrotoms (Jung Biocut 2035, Leica, Nussloch, DE) wurden ca. 4 µm 
dicke Paraffinschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden anschließend in ein Wasser-
bad (1052, GFL, Burgwedel, DE) überführt und von Objektträgern (SuperFrost® und 
SuperFrost Ultra Plus®, Gerhard Menzel, Braunschweig, DE) aufgenommen. Auf 

einer Wärmeplatte (14081, Medax, Rendsburg, DE) wurden die Schnitte ca. 1 h bei 
42 °C getrocknet. Die weitere Trocknung der Objektträger erfolgte im Wärmeschrank 

(B 5042, Heraeus, Hanau, DE) bei 37 °C für ca. 48 h.  

2.1.3 Entparaffinierung und Rehydrierung 

Wie Tabelle 1 zeigt, wurden die Gewebeschnitte als Vorbereitung für die nachfolgen-
den Färbungen mithilfe von Xylol (CN 80.2, Roth, Karlsruhe, DE) entparaffiniert und 
mit Ethanol (Walter CMP, Kiel, DE) in absteigenden Konzentrationen rehydriert.  
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Tabelle 1: Ablauf der Entparaffinierung und Rehydrierung 

Reihenfolge Schritt                     Behandlungsdauer 

1 Xylol 2 ´ 10 min 

2 Ethanol 100 % 5 min 

3 Ethanol 90 % 5 min 

4 Ethanol 80 % 5 min 

5 Ethanol 70 % 5 min 

6 Ethanol 60 % 5 min 

7 Ethanol 50 % 5 min 

8 Aqua dest. 1 min 

9 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 3 min 

 

2.2 Histologische Färbungen für die Lichtmikroskopie 

2.2.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung von Meniskusgewebe 

Die HE-Färbung diente zur Übersichtsdarstellung und als Grundlage für die histologi-
sche Einteilung der Meniskus- und Knorpelschnitte nach Degenerationszeichen. HE 
färbt die Zellkerne blau-violett, die Knorpelmatrix pink sowie leicht bläulich in Berei-
chen mit einem hohem Proteoglykangehalt (Schmitz et al. 2010). Als Färbelösungen 

wurden eine mit destilliertem Wasser (Aqua dest.) 1:4 verdünnte Hämalaunlösung 
nach Meyer (109249, Merck, Darmstadt, DE) und eine 0,1%ige Eosinlösung verwen-
det. Diese wurde durch Lösen von 0,1 g Eosin (E6003, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA) in 100 ml Aqua dest. hergestellt. Mit einem Tropfen Eisessig (3738.2, Roth, 

Karlsruhe, DE) wurde die 0,1%ige Eosinlösung angesäuert. Tabelle 2 zeigt das Pro-
tokoll der HE-Färbung. Im Anschluss wurden die angefärbten und dehydrierten Ge-
webeschnitte wie unter Abschnitt 2.3.8 beschrieben eingedeckelt. 
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Tabelle 2: Protokoll der HE-Färbung 

Reihenfolge Schritt Behandlungsdauer 

1 Färbung mit Hämalaun (Verdünnung 1:4) 4 min 

2 Bläuen unter fließendem Leitungswasser 15 min 

3  Färbung mit angesäuerten Eosin 7 min 

4 Ethanol 50 % 10 s 

5 Ethanol 70 % 30 s 

6 Ethanol 80 % 1 min 

7 Ethanol 90 % 1 min 

8 Ethanol 100 % 2 min 

9 Xylol 2 ´ 10 min 

 

2.2.2 Safranin O-/Fast Green-Färbung von Knorpelgewebe 

Als Grundlage für die histologische Graduierung des Knorpelgewebes wurde zusätz-
lich eine Safranin O-Färbung (115948, Merck, Darmstadt, DE) gewählt. Safranin O ist 
ein kationischer Farbstoff, der sowohl Proteoglykane als auch Glykosaminoglykane 
anfärbt. Dabei ist die Safranin O-Anfärbbarkeit im normalen Knorpel proportional zu 
dem Gehalt an Proteoglykanen zu sehen (Schmitz et al. 2010). Als Gegenfärbung zur 

übersichtlicheren Darstellung diente Fast Green FCF certified (F7258, Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA) als Färbelösung. Tabelle 3 zeigt die Zusammensetzung der verwen-
deten Lösungen, das Protokoll der Färbung ist Tabelle 4 zu entnehmen. Anschlie-

ßend wurden die angefärbten und dehydrierten Gewebeschnitte wie unter Abschnitt 

2.3.8 beschrieben eingedeckelt. 
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Safranin O- und Fast Green-Lösung 

Safranin O-Lösung 1 %  

Safranin O 1 g 

Aqua dest. 100 ml 

Fast Green-Lösung 0,02 %  

Fast Green  0,02 g 

Aqua dest. 100 ml 

 

 

Tabelle 4: Protokoll der Safranin O-Färbung 

Reihenfolge Schritt Behandlungsdauer 

1 Safranin O  4 min 

2 Aqua dest.  4 ´ 20 s 

3 Fast Green 30 s 

4 Essigsäure 1 % 30 s 

5 Aqua dest. 10 s 

6 Ethanol 50 % 10 s 

7 Ethanol 70 % 30 s 

8 Ethanol 90 % 1 min 

9 Ethanol 100 % 2 min 

10 Xylol 2 ´ 10 min 
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2.3 Immunhistochemie 

2.3.1 Allgemeines zur Methode  

Die IHC ermöglicht mithilfe von Antikörpern den spezifischen Nachweis von Protei-

nen. Mit einer solchen Antigen-Antikörper-Reaktion können Proteine innerhalb des 
Gewebes klar lokalisiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde eine indirekte Im-

munmarkierung durchgeführt, die Markierung erfolgt somit nicht direkt am Primäran-

tikörper, sondern über einen enzymgekoppelten Antikörper. Dabei bindet ein Pri-
märantikörper an das nachzuweisende Protein, welches als Antigen zu bezeichnen 
ist. Der Bereich, in dem der Primärantikörper an das Antigen bindet, wird Epitop ge-

nannt. Ein gegen den Primärantikörper gerichteter Sekundärantikörper ermöglicht die 
Bindung eines Enzymkomplexes. Dieser ist über Polymermoleküle an alkalische 
Phosphatasen (AP) gekoppelt. Durch die Umsetzung eines geeigneten Substrates 
über eine enzymatische Reaktion, bei der Phosphat abgespalten wird, entsteht nach 
Zugabe eines Chromogens ein farbiger Niederschlag und ermöglicht somit den 
Nachweis des Antigens am Ort der Antikörperbindung (Romeis 2010). 

2.3.2 Vorbehandlung des Knorpel- und Meniskusgewebes 

Um eine Bindung des Primärantikörpers an das Antigen zu ermöglichen, musste das 
Knorpel- und Meniskusgewebe entsprechend vorbehandelt werden. Die entparaffi-
nierten und rehydrierten Gewebeschnitte wurden für 1 min in Aqua dest. und an-
schließend für 3 min in TBS-T (tris-buffered saline with Tween 20) gewaschen. Da für 
die Markierung APs dienten, wurden die natürlich im Gewebe vorkommenden endo-

genen Phosphatasen mittels eines Universal-Blocks (71-00-61, KPL, Gaithersburg, 
USA) geblockt, um das Auftreten von unspezifischen Hintergrundfärbungen zu mini-
mieren (Romeis 2010).  
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2.3.3 Antigendemaskierung 

Nach einem weiteren Waschschritt mit TBS-T erfolgte die Antigendemaskierung. 

Durch den Vorgang der Fixierung, Dehydrierung und das Einbetten der Gewebe 

können die Epitope der Antigene so verändert sein, dass der Primärantikörper diese 
nicht mehr erkennen kann. Mittels der Antigendemaskierung werden die Bindungs-

stellen von maskierenden Substanzen befreit und die Proteinstruktur durch Renatu-
rierung und Denaturierung so verändert, dass die Epitope an der Oberfläche des 
Proteins für den Primärantikörper frei zugänglich sind (Romeis 2010). Die Gewebe-

schnitte wurden dafür im Wasserbad (Typ 1002, GFL, Burgwedel, DE) bei 70 °C für 

30 min mit ProTaqs I Antigen-Enhancer (401602092, ProTaqs, Biocyc, Luckenwal-
de, DE) behandelt. Nach einem weiteren Waschschritt mit TBS-T wurde das Enzym 
Protease 24 (P8038, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) zur weiteren Antigendemaskie-

rung für 110 s aufgetragen. Im Anschluss folgte ein Waschschritt mit TBS-T. 

2.3.4 Blockierung unspezifischer Bindungen 

Um hydrophobe Regionen sowie Stellen mit besonders vielen positiven Ladungen zu 
überdecken und so Hintergrundmarkierungen durch unspezifische Bindungen zu 

verhindern (Romeis 2010), wurden die Schnitte mit bovinem Serumalbumin (BSA, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) inkubiert. Hierzu diente eine 1%ige BSA/TBS-Lösung, 
die für 10 min auf das Gewebe gegeben wurde.  

2.3.5 Verwendete Primärantikörper 

Nach dem Waschen der Gewebeschnitte mit TBS-T für 5 min wurden der jeweilige 

Antikörper (siehe Tabelle 5) aufgetragen. Zur Verdünnung und zur Verhinderung von 
unspezifischen Antigen-Antikörperreaktionen während der Inkubation wurde der Pri-
märantikörper in 74 µl Emerald: Antibody Diluent (936B, Cell Marque, Rocklin, USA) 
gegeben. Anschließend wurden die Schnitte 16 h in einer Feuchtkammer bei 4 °C 

inkubiert. 
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SMURF1 (1D7): H00057154-M01  

Bei dem Antikörper der Firma Abnova handelt es sich um einen monoklonalen, in der 
Maus produzierten Antikörper.  

SMURF2 (Y-21): sc-130878 

Bei dem Antikörper der Firma Santa Biotechnology handelt es sich um einen po-
lyklonalen Antikörper, der im Kaninchen produziert wurde. 

Tabelle 5: Übersicht der verwendeten Antikörper 

Antikörper Klonalität Wirt Reaktivität Herkunft Verdünnung 

SMURF1 monoklonal Maus Mensch 
Abnova, 
Taipeh,     

Taiwan 

1:75 

SMURF2 polyklonal Kaninchen 
Mensch, 

Maus 

Santa Cruz 
Biotechnology, 

Dallas, USA 
1:75 

 

2.3.6 Visualisierung der Antigene  

Der jeweilige Primärantikörper konnte mithilfe des HiDef Detectionä Alk Phos 

Mouse/Rabbit Polymer System (962D, Cell Marque, Rocklin, USA), einem über AP 
gekoppelten Nachweissystem, sichtbar gemacht werden. Es handelt sich um ein 

Zweiflaschensystem, das aus einem HiDef Detectionä Amplifier sowie einem HiDef 

Detectionä Alk-Phos Polymer Detector besteht. Nach einem Waschschritt mit TBS-T 

wurden die Gewebeschnitte für 30 min mit dem HiDef Detectionä Amplifier inkubiert, 

welcher den Sekundärantikörper enthielt. Nach einem weiteren Waschschritt wurde 
der HiDef Detectionä Alk-Phos Polymer Detector aufgetragen und für weitere 20 min 

auf den Schnitten belassen. Dieser stellt einen Enzymkomplex dar, über den die nach 

dem Waschschritt mit TBS-T aufgetragene Substrat-Chromogen-Lösung Perma-
Red/AP-Auto (K049 Auto, Diagnostic BioSystems, Pleasanton, USA) reagiert. Durch 
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die enzymatische Umsetzung der Substrat-Chromogen-Lösung wurden die Antigen-

stellen rot gefärbt. Anschließend wurden die Gewebeschnitte für 10 min in TBS-T 

gewaschen.  

2.3.7 Protokoll der immunhistochemischen Färbung  

Die Gewebeschnitte wurden wie unter 2.1.3 beschrieben entparaffiniert sowie rehy-

driert. Im Anschluss wurde die immunhistochemische Färbung, wie aus der Tabelle 6 
zu entnehmen, durchgeführt. Zu jeder immunhistochemischen Färbung wurde jeweils 
eine Kontrolle mitgeführt. Diese Negativkontrollen wurden gemäß dem Protokoll der 

Tabelle 6 behandelt, jedoch erfolgte keine Inkubation mit dem primären Antikörper. 

Nachfolgend sind die Zusammensetzungen der für die IHC angesetzten Lösungen 
aufgelistet.  
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Tabelle 6: Protokoll der immunhistochemischen Färbung 

Reihenfolge Schritt Behandlungsdauer 

1 Waschen in Aqua dest. 1 min 

2 Waschen in TBS-T 3 min 

3 Zugabe von Universalblock  30 min 

4 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 3 ´ 3 min 

5 Antigendemaskierung mit ProTaqs I  
Antigen-Enhancer bei 70 °C 

 
30 min 

6 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 3 ´ 3 min 

7 Vorverdau mit Protease 24  110 s 

8 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 3 ´ 3 min 

9 Inkubation mit BSA/TBS 10 min 

10 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 5 min 

11 Inkubation mit primären Antikörper bei 4 °C 16 h  

12 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 3 ´ 3 min 

13 Inkubation mit HiDef Detectionä Amplifier 30 min 

14 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 3 ´ 3 min 

15 Inkubation mit HiDef Detectionä Alk-Phos 
Polymer Detector 

 
20 min 

16 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 3 ´ 3 min 

17 Färben mit Perma Red  5 min 

18 Präparate in TBS-T-Puffer waschen 10 min 
 

TBS 10 ´ 

24,2 g Tris 200 mM (Roth, Karlsruhe, DE) 

87,6 g NaCl 1,5 M (Roth, Karlsruhe, DE) 

auf 1 Liter Auffüllen mit Aqua dest. 

pH auf 7,4 einstellen 
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1 ´ TBS-T 

500 µl Tween 0,05 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)  

87,6 g NaCl 1,5 M auf 1 Liter mit Aqua dest. auffüllen 

 

Protease 24 

45 ml Aqua dest. 

25 mg Protease XXIV (P8038, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

25 mg CaCl2  (Merck, Darmstadt, DE)  

5 ml 0,05 M Tris HCl (Roth, Karlsruhe, DE) 

pH auf 7,6 einstellen 

 

1%iges BSA/TBS 

1 g BSA (A9647, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

100 ml TBS 

 

ProTaqs I Antigen-Enhancer 

20 ml ProTaqs I Antigen-Enhancer (50x) 

1 Liter Aqua dest. zugeben 

auf pH 6,0 einstellen 

 

2.3.8 Gegenfärben, Dehydrieren und Eindeckeln 

Nach der erfolgreichen Immunmarkierung wurden die Gewebeschnitte mit dem 

Farbstoff Lichtgrün, welcher vorher mit Aqua dest. 1:4 verdünnt wurde, für 3 s ge-
gengefärbt. Lichtgrün ist ein saurer Farbstoff, der bindegewebige Anteile grün an-
färbt. Tabelle 7 zeigt die Zusammensetzung der Färbelösung.  
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Lichtgrün-Färbelösung 

Lichtgrün  

Lichtgrün SF gelblich (861200, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 0,2 g 

Eisessig 0,2 ml 

Aqua dest. 100 ml 

 

Im Anschluss wurden die Schnitte für 30 s in 1%iger Essigsäure und nachfolgend in 
Aqua dest. gewaschen sowie in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Aus 

Tabelle 8 ist das Protokoll der Lichtgrün-Färbung und der Dehydrierung zu entneh-
men. Nach der weiteren Behandlung der Gewebeschnitte mit Xylol wurden diese mit 
dem Eindeckmedium Eukitt® (Eukitt® quick-hardening mounting medium, 03989, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und einem Deckglass (Cover Slips, Menzel, Braun-
schweig, DE) eingedeckelt.  

 

Tabelle 8: Protokoll der Lichtgrün-Färbung und Dehydrierung 

Reihenfolge Schritt Behandlungsdauer 

1 Lichtgrün (1:4) 3 s 

2 Essigsäure 1 %  30 s 

3 Aqua dest. 15 s 

4 Ethanol 50 % 10 s 

5 Ethanol 70 % 30 s 

6 Ethanol 90 % 1 min 

7 Ethanol 100 % 2 min 

8 Xylol 2 x 10 min 
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2.3.9 Auswertung der immunhistologischen Ergebnisse 

Die lichtmikroskopische Auswertung der angefärbten Gewebeschnitte erfolgte mit 

einem Primostar Lichtmikroskop (415500-0004-000, Carl Zeiss, Göttingen, DE).  

 

2.4 Einteilung des Knorpel- und Meniskusgewebes  

2.4.1 Histologische Graduierung des Knorpelgewebes 

Mit dem Ziel, das Knorpelgewebe in die Kategorien normal, gering geschädigt oder 
schwer geschädigt einteilen zu können, wurde das histologische Graduierungssys-
tem nach Mankin angewandt (Mankin et al. 1971). Als Grundlage dienten mit HE und 
Safranin O/Fast Green angefärbte Gewebeschnitte. Für die Beurteilung wurden die 
Struktur des Knorpels, die Zellularität, der Proteoglykangehalt anhand der Intensität 
der Safranin O-Färbung sowie die Integrität der Tidemark erfasst (Mankin et al. 1971). 
Tabelle 9 gibt eine Übersicht über das Gradingsystem. Bei der histologischen Aus-
wertung der Färbungen wurde die Summe aller Punkte der jeweiligen Kategorien für 
jedes Präparat gebildet. Dabei konnte eine maximale Punktzahl von 14 Punkten er-
reicht werden. Bei einem Punktwert von 0 wurde das Präparat als normal, bei 1-4 
wurde das Knorpelgewebe in die Kategorie gering geschädigt eingestuft und ab ei-
nem Wert von ≥ 5 als schwer geschädigt bewertet.   
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Tabelle 9: Histologisches Gradingsystem nach Mankin 

Kriterium Histologische Merkmale Punktwert 

I. Struktur Normal 0 

 Oberflächenunregelmäßigkeiten 1 

 Pannus und Oberflächenunregelmäßigkeiten 2 

 Risse bis in die Übergangszone 3 

 Risse bis in die tiefe Zone 4 

 Risse bis in die kalzifizierte Zone 

 

5 

 Komplette Desorganisation 6 

II. Zellularität Normal 0 

 Diffuse Hyperzellularität 1 

 Zellklone 2 

 Hypozellularität 3 

III. Proteoglykangehalt 
(Safranin O-Färbung) 

Normal 0 

Leicht reduzierte Anfärbung 1 

 Mäßig reduzierte Anfärbung 2 

 Stark reduzierte Anfärbung 3 

 Keine Färbung nachweisbar 4 

IV. Integrität der Tidemark Intakt 0 

 Von Gefäßen durchzogen 1 
 

Als Summe der Punktwerte der einzelnen Kategorien konnte eine Maximalpunktzahl von 14 erreicht 

werden. Erhielt das Präparat eine Punktzahl von 0, wurde es als normal eingestuft, bei einer Punktzahl 

von 1-4 wurde das Knorpelgewebe als gering geschädigt klassifiziert und ab einem Wert von ≥ 5 als 

schwer geschädigt eingestuft. 
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2.4.2 Histologische Graduierung des Meniskusgewebes 

Im Folgenden wurde der von Roth (2014) veröffentlichte Degenerationsscore zur Ein-

teilung geschädigter Menisken weiterentwickelt. Es wurde dabei ein Bewertungssys-

tem (siehe Tabelle 10) geschaffen, mit dessen Hilfe das Meniskusgewebe in die Ka-
tegorien normal, leicht degeneriert und stark degeneriert eingeteilt werden konnte. 

Grundlage hierfür war eine Übersichtsfärbung der Gewebeschnitte mit HE. Die Krite-
rien für die Beurteilung waren (1) die superfiziale Zone (vollständig erhalten oder un-
vollständig), (2) das Vorhandensein von Zellclustern (vorhanden oder nicht vorhan-

den), (3) die Zellularität (normal, diffuse Hyperzellularität oder diffuse Hypozellularität) 

sowie (4) Hinweise auf Verkalkungen (vorhanden oder nicht vorhanden). Für die erste 
und zweite Kategorie wurden jeweils 0 oder 1 Punkt verteilt. Die dritte Kategorie 
konnte mit 0, 1 oder 2 Punkten und die vierte Kategorie mit 0 oder 1 Punkt bewertet 
werden. Als Summe war ein maximaler Wert von 5 zu erreichen, welcher den Zu-
stand der stärksten Degeneration darstellte. Erhielt der Meniskusschnitt eine Punkt-
zahl von 0, lag normales Gewebe vor. Bei Präparaten mit höherer Punktzahl wurde 
der Schnitt bei einem Wert von 1-2 als leicht degeneriert bewertet, bei einem Punkt-
wert von ≥ 3 als stark degeneriert.  
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Tabelle 10: Bewertungssystem zur Beurteilung des Meniskusgewebes 

Kriterium Histologische Merkmale Punktwert 

I. Superfiziale Zone Superfiziale Zone vorhanden 0 

 Superfiziale Zone nicht mehr vorhanden 1 

II. Zellcluster 

 

Zellcluster nicht vorhanden 0 

Zellcluster vorhanden 1 

III. Zellularität Normal 0 

 Diffuse Hyperzellularität 1 

 Diffuse Hypozellularität 2 

IV. Verkalkungen Zeichen von Verkalkungen nicht vorhanden 0 

 Zeichen von Verkalkungen vorhanden 1 

 
Als Summe der Punktwerte der einzelnen Kategorien konnte eine Maximalpunktzahl von 5 erreicht 

werden. Erhielt das Präparat eine Punktzahl von 0 wurde es als normal eingestuft, bei einer Punktzahl 

von 1-2 wurde das Meniskusgewebe als leicht degeneriert klassifiziert und bei einer Punktzahl von 3-5 

als stark degeneriert bewertet.  
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3 Ergebnisse 

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist der immunhistochemische Nachweis von 

SMURF1 und SMURF2 im Knorpel- und Meniskusgewebe. Im folgenden Abschnitt 

werden die lichtmikroskopischen Untersuchungen, die als Grundlage zur Einteilung 

der Präparate nach Schädigungsgrad dienten, und die immunhistochemischen 

Nachweisreaktionen sowie deren Ergebnisse dargestellt.  

 

3.1 Ergebnisse im Knorpelgewebe 

3.1.1 Einteilung des Knorpels nach histologischen Merkmalen 

Auf Grundlage des unter Abschnitt 2.4.1 beschriebenen Gradingsystems wurden die 

Knorpelpräparate nach Degenerationszeichen in die Kategorien normal, gering oder 

schwer geschädigt eingeteilt. Insgesamt wurden zehn Präparate (n = 10) lichtmikros- 

kopisch untersucht, wobei vier Präparate einen Punktwert von 1-4 (Mittelwert 3,75) 

aufwiesen und in die Kategorie gering geschädigt eingeteilt wurden. Sechs erhielten 

einen Punktwert ≥ 5 (Mittelwert 7,67) und wurden deshalb als schwer geschädigt 

eingestuft. Keines der untersuchten Präparate erhielt eine Punktzahl < 1, weshalb 

kein Knorpelschnitt als normal eingestuft werden konnte. Abbildung 4 zeigt exempla-

risch einen vertikalen histologischen Schnitt von einem gering und einem schwer ge-

schädigten Knorpel. Beide wurden mit Safranin O angefärbt. Der gering geschädigte 

Knorpel weist Oberflächenunregelmäßigkeiten sowie eine verminderte Safranin O-

Anfärbbarkeit auf. Der schwer geschädigte Knorpel zeigt Risse bis in die Übergangs-

zone sowie mehrere Cluster als Zeichen der Degeneration. 
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Abbildung 4: Knorpelquerschnitt eines gering geschädigten Knorpels (links) im Vergleich zu einem 

schwer geschädigten Knorpel (Mitte). Beide Färbungen zeigen eine verminderte beziehungsweise 

fehlende Safranin O-Anfärbung der oberen Zone. In der Detailaufnahme (rechts) sind Cluster zu 

erkennen, die vor allem in der oberen und mittleren Zone vorzufinden sind. Die Bereiche um die 

Zellcluster herum sind weitestgehend azellulär. Die Färbung erfolgte mit Safranin O/Fast Green. In 

der linken und mittigen Abbildung entspricht der Messbalken 500 µm, der Messbalken der rech-

ten Detailaufnahme entspricht 150 µm. 

3.1.2 Nachweis und Lokalisation von SMURF1  

Insgesamt wurden acht verschiedene Knorpelpräparate (n = 8), von denen vier als 

gering geschädigt und vier als schwer geschädigt bewertet wurden, auf das Vorhan-

densein von SMURF1 untersucht. Für SMURF1 konnte im humanen Knorpelgewebe 

in allen untersuchten Präparaten ein intrazellulärer Nachweis erbracht werden. Die für 

SMURF1 positiv gefärbten Zellen sind dabei über alle Knorpelzonen verteilt (siehe 

Abbildung 5). Eine Ausnahme hierfür bildeten zwei der als schwer geschädigt einge-

teilten Knorpelpräparate, bei denen in der mittleren und oberen Zone kein bezie-

hungsweise nur ein schwach positiver Nachweis erfolgen konnte (siehe Abbildung 6). 

500 µm 500 µm

150 µm
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Neben der Färbung des Zellkerns zeigte sich in einigen Knorpelpräparaten zudem 

eine schwach positive Färbung des Zytoplasmas. 

 

Abbildung 5: Immunhistochemischer Nachweis von SMURF1 im gering geschädigten Knorpel. Es 

zeigt sich eine Verteilung der positiv gefärbten Chondrozyten über den gesamten Knorpelschnitt. 

Die Detailaufnahme lässt positiv gefärbte Knorpelzellen mit Anfärbung des Nukleus und zum Teil 

des Zytoplasmas erkennen. Die Gegenfärbung erfolgte mit Lichtgrün. In der linken Abbildung 

entspricht der Messbalken 500 µm, der Messbalken der rechten Detailaufnahme zeigt 50 µm an. 

 

 

500 µm 50 µm
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Abbildung 6: Immunhistochemischer Nachweis von SMURF1 im Knorpelgewebe. A) zeigt einen 

gering und B) einen schwer geschädigten Gelenkknorpel. Im Vergleich zu A) kann bei B) ein intra-

zellulärer Nachweis ab der tiefen Knorpelzone erbracht werden. (→) zeigt eine für SMURF1 positiv 

gefärbte Zelle mit angefärbtem Nukleus und Zytoplasma. Die Gegenfärbung erfolgte mit Licht-

grün. Die Messbalken entsprechen 150 µm. 

3.1.3 Nachweis und Lokalisation von SMURF2  

Neun Knorpelpräparate (n = 9) wurden auf das Vorhandensein von SMURF2 unter-

sucht, wobei vier als gering geschädigt und fünf als schwer geschädigt beurteilt wur-

den. In allen untersuchten Knorpelschnitten konnte ein positiver intrazellulärer Nach-

weis erbracht werden (siehe Abbildung 7). Dabei lässt die Reaktion des Antikörpers 

keine regionalen Unterschiede erkennen, nur bei zwei als schwer geschädigt einge-

stuften Knorpelpräparaten zeigte sich in der oberen und mittleren Zone lediglich ein 

schwach positiver Nachweis.  

Abbildung 8 zeigt die intrazelluläre Lokalisation von SMURF1 und SMURF2. Im All-

gemeinen lässt sich zwischen gering geschädigtem und schwer geschädigtem 

Knorpelgewebe kein signifikanter Unterschied in der Immunreaktion mit den SMURF-

Proteinen erkennen.  

150 µm150µm150 µm

A B
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Abbildung 7: Immunhistochemischer Nachweis von SMURF2 im schwer geschädigten Knorpel. 

Die Detailaufnahme rechts lässt positiv gefärbte Knorpelzellen mit Anfärbung des Zellkerns er-

kennen. Die Gegenfärbung erfolgte mit Lichtgrün. In der linken Abbildung entspricht der Mess-

balken 150 µm, der Messbalken der rechten Detailaufnahme entspricht 50 µm. 

 

 

150 µm 50 µm
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Abbildung 8: Vergleich des immunhistochemischen Nachweises von SMURF1 und SMURF2 im 

Knorpelgewebe. A) SMURF1 im gering geschädigten und B) schwer geschädigten Gelenkknor-

pel. Immunhistochemischer Nachweis von SMURF2 im C) gering und D) schwer geschädigten 

Gelenkknorpel. Es zeigt sich bei allen vier Abbildungen eine intrazelluläre Rotfärbung des Zell-

kerns und zum Teil des Zytoplasmas (→). Die Gegenfärbung erfolgte mit Lichtgrün. In Abbildung 

A), C) und D) entspricht der Messbalken 50 µm, in Abbildung B) zeigt der Messbalken 150 µm 

an. 
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3.2 Ergebnisse im Meniskus 

3.2.1 Einteilung des Meniskus nach histologischen Merkmalen 

Die zu untersuchenden Präparate wurden auf Grundlage des unter 2.4.2 beschrie-

benen Bewertungssystems in die möglichen Kategorien normal, leicht degeneriert 

und stark degeneriert eingeteilt. Elf Präparate (n = 11) wurden lichtmikroskopisch 

bewertet, wobei kein Präparat eine Punktzahl < 1 aufwies. Sechs Präparate erhielten 

eine Punktzahl von 1-2 (Mittelwert 1,0) und wurden somit in die Kategorie leicht 

degeneriert eingeteilt. Fünf Präparate erhielten einen Punktwert von 3-5 (Mittel-

wert 4,2) und wurden in die Kategorie stark degeneriert eingeordnet. Abbildung 9 

zeigt die Beurteilung der Zellularität und Abbildung 10 lässt die histologischen Merk-

male degenerativ veränderter Menisken erkennen.   

 

 

Abbildung 9: Histologische Beurteilung der Zellularität des Meniskus. A) zeigt eine normale Zell-

verteilung der Meniskuszellen innerhalb des Gewebes. B) lässt eine diffuse Hyperzellularität er-

kennen und C) zeigt eine verminderte Zellzahl, die als diffuse Hypozellularität zu bezeichnen ist. 

Alle drei Meniskusschnitte wurden mit HE angefärbt und sind 40-fach vergrößert. 

 

 

A B C
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Abbildung 10: Zeichen des degenerativ veränderten Meniskus. Abbildung A) zeigt die weitgehen-

de Zerstörung der superfizialen Zone eines stark geschädigten Meniskus. Aufgrund der fortge-

schrittenen Zerstörung sind keine superfizialen Zellen mehr sichtbar. (→) zeigt einen Fibrochond-

rozyten. Die Abbildung B) lässt einen Zellcluster als Ansammlung von Meniskuszellen in Nähe 

einer zerstörten Meniskusoberfläche erkennen. Die Abbildung C) zeigt Verkalkungen (→) innerhalb 

des Meniskusgewebes. In allen drei Abbildungen ist eine HE-Färbung zu sehen. Der Messbalken 

zeigt in jeder der drei Abbildungen 150 µm an.  
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3.2.2 Nachweis und Lokalisation von SMURF1  

Für den Nachweis von SMURF1 im Gewebe wurden insgesamt sechs Menisken 

(n = 6), von denen drei als leicht degeneriert sowie drei als stark degeneriert bewertet 

wurden, immunhistochemisch untersucht. In allen sechs Schnitten konnte ein positi-

ver intrazellulärer Nachweis erbracht werden (siehe Abbildung 11 und Abbildung 13). 

In drei der Präparate, davon in einem als leicht degeneriert eingestuften und zwei mit 

Zeichen starker degenerativer Veränderungen, konnte ein positiver Nachweis nur für 

die superfizialen Zellen beobachtet werden. Die anderen untersuchten Schnitte zeig-

ten einen intrazellulären Nachweis in allen Regionen.   

Abbildung 11: Immunhistochemischer Nachweis von SMURF1 im leicht degenerierten Meniskus. 

Es zeigt sich ein intrazellulärer Nachweis. Dabei sind positiv gefärbte Zellen über den gesamten 

Meniskusschnitt verteilt. Als Gegenfärbung wurde Lichtgrün verwendet. In der linken Abbildung 

entspricht der Messbalken 150 µm, der Messbalken der rechten Detailaufnahme zeigt 50 µm an. 

 

 

 

150µm

50µm
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3.2.3 Nachweis und Lokalisation von SMURF2  

Zehn Präparate (n = 10) wurden immunhistochemisch auf SMURF2 untersucht, von 

denen fünf als leicht degeneriert sowie fünf Präparate als stark degeneriert eingeord-

net wurden. In allen Proben konnte ein positiver Nachweis für SMURF2 innerhalb der 

Meniskuszellen erbracht werden (siehe Abbildung 12 und Abbildung 13). In fünf Pro-

ben wurde nur ein positiver Nachweis der superfizialen Zellen beobachtet. Zwei da-

von wurden als leicht degeneriert bewertet, drei davon wiesen starke Degenerations-

zeichen auf. Die anderen Präparate zeigten, wie in Abbildung 12 zu sehen, einen po-

sitiven Nachweis über alle Regionen des Meniskusgewebes. Wie die Abbildung 14 

zeigt, konnte zudem ein positiver Nachweis von SMURF2 in Endothelzellen und in 

Myofibroblasten im Bereich von Blutgefäßen in peripheren Meniskusabschnitten be-

obachtet werden. 

In Abbildung 13 ist der positive intrazelluläre Nachweis von SMURF1 und SMURF2 

im Meniskusgewebe zu sehen. Im Allgemeinen lässt sich zwischen leicht degenerier-

tem und stark degeneriertem Meniskusgewebe kein signifikanter Unterschied in der 

Immunreaktion mit den SMURF-Proteinen erkennen. 

 

Abbildung 12: Immunhistochemischer Nachweis von SMURF2 im stark degenerierten Meniskus. 

Positiv gefärbte Meniskuszellen sind über den gesamten Gewebeschnitt verteilt. Die Detailauf-

nahme zeigt einen positiven Nachweis für SMURF2 durch Rotfärbung der Zellkerne. Als Gegen-

färbung wurde Lichtgrün verwendet. In der linken Abbildung entspricht der Messbalken 150 µm, 

der Messbalken der rechten Detailaufnahme zeigt 50 µm an. 

150 µm 50 µm
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Abbildung 13: Immunhistochemischer Nachweis von SMURF1 und SMURF2 im Meniskusgewe-

be. Nachweis von SMURF1 im A) leicht und im B) stark degenerierten Meniskus. Immunhisto-

chemischer Nachweis von SMURF2 C) im leicht und D) im stark degenerierten Meniskusgewebe. 

Wie in allen vier Abbildungen zu sehen, erfolgte für SMURF1 wie auch für SMURF2 eine positive 

Anfärbung durch Rotfärbung des Zellkernes. Als Gegenfärbung wurde Lichtgrün verwendet. Alle 

abgebildeten Messbalken entsprechen 50 µm. 
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Abbildung 14: Positiver immunhistochemischer Nachweis von SMURF2 in einem Blutgefäß aus 

dem peripheren Bereich des Meniskus. Es zeigt sich ein positiver Nachweis durch Rotfärbung 

der Endothelzellen (▼) und von Myofibroblasten (→) im Bereich der Blutgefäße. Die Gegenfär-

bung erfolgte mit Lichtgrün. Der Messbalken zeigt 150 µm an.  

150µm

▼

▼
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4 Diskussion 

4.1 Diskussion der histologischen Graduierung des Knorpelge-

webes 

Das Knorpelgewebe wurde in der vorliegenden Arbeit auf Grundlage des Mankin-
Grading-Systems histologisch bewertet (Mankin et al. 1971). Pearson et al. (2011) 

beurteilen das Mankin-Grading, im Vergleich zu anderen etablierten Graduierungs-
systemen, wie dem histologischen Klassifikationssystem der OARSI, als eine geeig-
nete Methode zur Einteilung des Knorpelgewebes nach dem Schädigungsgrad. 
Auch Custers et al. (2007) kommen in ihrer Studie zu dem Schluss, dass das  
Mankin-System eine exzellente Intra- und Interobserver-Variabilität sowie Reprodu-
zierbarkeit aufweist. Außerdem korrelieren die Werte des Mankin-Gradings mit den 
makroskopischen und biochemischen Ergebnissen (ebenda). Einige Autoren hinter-
fragen jedoch den Einsatz dieses Gradingsystems für die klinische und experimentel-
le Bewertung von Knorpelgewebe. Als Kritikpunkte werden zum einem die mangel-
hafte Beurteilung der OA im Anfangsstadium genannt, da das Graduierungssystem 

basierend auf der Beurteilung von Knorpelpräparaten aus dem Endstadium der OA 
entwickelt wurde. Zum anderen wird das Bewertungssystem aufgrund einer fehlen-
den Staging-Komponente kritisiert (Pritzker et al. 2006; Waldstein et al. 2016).  

In der Studie von Wu et al. (2008) wurde humanes osteoarthritisches Knorpelgewe-
be, welches immunhistologisch auf das Protein SMURF2 untersucht werden sollte, 

anhand des Mankin-Systems histologisch bewertet. Jedoch wurde in dieser Studie 
eine modifizierte Mankin-Skala angewendet, bei der nur die Struktur des Gewebes 

betrachtet wurde. In der vorliegenden Arbeit wurden im Gegensatz dazu alle Bewer-
tungskriterien des Mankin-Systems bei der histologischen Bewertung berücksichtigt. 
Diese sind die Struktur, die Zellularität, der Proteoglykangehalt anhand der Safra-

nin O-Anfärbbarkeit sowie die Integrität der Tidemark. Alle Kriterien werden unab-
hängig voneinander bewertet. Diese histopathologischen Merkmale der Degeneration 
werden auch bei dem Klassifikationssystem der OARSI berücksichtigt, jedoch nur als 

assoziierte Kriterien. Die Hauptkriterien sind die Einteilung in das jeweilige Stadium 
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und den jeweiligen Schweregrad, die als Summe den OACH-Score ergeben (Pritzker 

et al. 2006; Pearson et al. 2011).  

Wie unter Abschnitt 1.2.3 sowie im vorhergehenden Absatz beschrieben, ist die Be-

wertung Safranin O angefärbter Knorpelschnitte ein wichtiges Kriterium des Mankin-
Systems. Durch die Beurteilung der Safranin O-Anfärbung kann eine semiquantitative 
Aussage über den Proteoglykangehalt eines Knorpelschnittes gegeben werden 
(Rosenberg 1971). Der Rückgang des Proteoglykangehaltes ist ein bedeutendes his-

tologisches Merkmal der OA im Knorpel (Goldring MB und Marcu 2009), weshalb die 
Safranin O-Anfärbbarkeit auch in dieser Arbeit berücksichtigt wurde. Um unge-

wünschte Abweichungen in der Färbung zu reduzieren und eine optimale Vergleich-
barkeit zu gewährleisten, wurden alle untersuchten Knorpelschnitte in Bezug auf die 
Färbelösungen und die Färbedauer gemäß dem Protokoll gleichbehandelt.  

Einige Studien sehen die Safranin O-Anfärbbarkeit jedoch nicht als sensitiven Indika-
tor für den Gehalt an Proteoglykanen und stellen die Safranin O-Anfärbbarkeit als 
geeignetes Kriterium für die histologische Bewertung in Frage. Camplejohn und 
Allard (1988) demonstrieren in ihrer Studie, dass der Proteoglykangehalt nur bei nor-
malem Knorpel, nicht aber bei Knorpelgewebe aus dem fortgeschrittenen Stadium 
der OA proportional zur Anfärbung ist. Des Weiteren wird diskutiert, ob der Gehalt an 
Proteoglykanen durch die Fixation und Entkalzifizierung des Knorpels künstlich ver-

mindert wird (Kiviranta et al. 1984; Ostergaard et al. 1999). Dies dürfte nur einer der 
Gründe sein, weshalb das Mankin-System oft nur modifiziert angewendet wird. Diese 
Modifikationen haben jedoch zur Folge, dass der Vergleich und die Interpretation 

zwischen unterschiedlichen Studien zunehmend erschwert wird (Waldstein et al. 
2016). Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit alle ursprünglich von 
Mankin genannten Kriterien für die Bewertung berücksichtigt.   

 



Diskussion 

50 

4.2 Diskussion des immunhistochemischen Nachweises von

 SMURF1 und SMURF2 im Knorpel  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein immunhistochemischer Nachweis von SMURF1 

und SMURF2 im Knorpelgewebe erbracht. Um mögliche Unterschiede in der Immun-

reaktion der Antikörper zwischen Knorpelgewebe unterschiedlicher Schädigungsgra-
de zu untersuchen, wurden die Präparate nach histopathologischen Merkmalen gra-

duiert. Aufgrund der aktuellen Studienlage war für die Proteine SMURF1 und 
SMURF2 ein positiver immunhistochemischer Nachweis im gering und schwer ge-
schädigten Knorpelgewebe zu erwarten. 

Zum einen schreiben Huang H et al. (2016) SMURF2 eine bedeutende regulative 
Funktion bei der Pathogenese der OA zu. In der Studie wurden Chondrozyten eines 

SMURF2-Defizit-Mausmodells und einer Wildtyp-Maus untersucht. Es sollte analy-
siert werden, welchen Einfluss die SMURF2-Defizienz auf die chondrogene und 
katabole Expression sowie auf die Proteine SMURF1 und SMURF2 besitzt. Dabei 

wurden die Chondrozyten mit TGF-β3 und IL-1β behandelt. SMURF2 stieg in der 
Wildtyp-Maus durch TGF-β3 an, aber sank durch die Gabe von IL-1β. Huang et al. 
beschreiben zudem einen potenziellen aber schwachen Kompensationsmechanis-

mus durch SMURF1 in Chondrozyten der SMURF2-Defizit-Maus. Es konnte gezeigt 

werden, dass SMURF1 durch Zugabe von TGF-β3 in einer SMURF2-Defizit-Maus 
stärker nachzuweisen ist als im Wildtyp. Welche spezifische Rolle SMURF1 in der 
Entstehung von OA im humanen Knorpelgewebe einnimmt, ist jedoch noch nicht 

abschließend verstanden.  

Zum anderen untersuchten Wu et al. (2008) die Rolle von SMURF2 in der Pathoge-
nese der OA durch immunhistologische Untersuchungen an humanem normalem 
und osteoarthritisch verändertem Knorpelgewebe. Die in der Studie von Wu et al. als 

gering und stark geschädigt bewerteten Knorpelschnitte zeigten für SMURF2 eine 
signifikante intrazelluläre Färbung, welche im Nukleus lokalisiert war. Im Gegensatz 
dazu war im als normal bewerteten Knorpel keine Immunreaktion mit SMURF2 

nachweisbar.  
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Die Beobachtung, dass die Proteine sowohl im gering als auch im schwer geschä-

digten Knorpel nachgewiesen werden können, konnte in der vorliegenden Arbeit be-

stätigt werden. 

Zu diskutieren ist, weshalb bei zwei schwer geschädigten Knorpelpräparaten kein 
beziehungsweise nur ein schwach positiver Nachweis in der oberen und mittleren 
Zone für SMURF1 und SMURF2 zu beobachten war. Eine Erklärung könnte in dem 
unterschiedlichen Regenerations- und Degenerationsverhalten der Chondrozyten 

verschiedener Knorpelzonen liegen. Zum einen reagieren Chondrozyten der superfi-
zialen Zone empfindlicher auf Zytokine wie IL-1 als Knorpelzellen aus tieferen Gewe-

beschichten (Häuselmann et al. 1996). Zum anderen berichten Aigner und Dudhia 
(1997) von einer zonal unterschiedlichen Genexpression im osteoartitischen Knorpel. 
Im Gegensatz zur tiefen Zone weist die obere Zone eine signifikant verminderte Ex-

pression für Kollagen Typ-II und Aggrecan auf, was ein Zeichen für eine reduzierte 
anabolische Aktivität der Chondrozyten in dieser Region darstellt. Außerdem nehmen 
Aigner und Dudhia an, dass die Zerstörung des Kollagennetzwerkes, die schlussend-

lich zu einer kompletten Zerstörung der Knorpelmatrix und -zellen führt, in der oberen 
Region beginnt und sich von dort in tiefere Bereiche fortsetzt (ebenda). Zellen der 
superfizialen und oberen Zone könnten somit im Gegensatz zur tiefen und kalzifizier-
ten Zone auch unterschiedliche Reaktionen auf SMURF1 und SMURF2 aufzeigen. 
Ob es sich bei diesen Präparaten um ein mögliches Reaktionsmuster für SMURF1 

und SMURF2 handelt, kann die vorliegende Arbeit nicht abschließend klären. Um die 
Relevanz dieser Beobachtung zu prüfen, sollten die Untersuchungen in zukünftigen 
Arbeiten auf eine größere Anzahl an schwer erkrankten Gewebeproben ausgeweitet 

werden.     

Im Rahmen dieser Arbeit waren Knorpelpräparate unterschiedlicher Schädigungs-

grade die Grundlage für die immunhistologischen Untersuchungen. Ideal wäre ein 
Vergleich zwischen normalem und geschädigtem Knorpel gewesen. Hier liegen je-

doch die Grenzen dieser Arbeit. Da die Proben von Patienten stammen, denen auf-
grund einer fortgeschrittenen OA das Kniegelenk operativ entfernt werden musste, 
wies keine der untersuchten Gewebeproben einen normalen Grad auf. So existierte 
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keine normale Kontrollgruppe und ein Vergleich konnte nur zwischen gering und 

schwer geschädigtem Knorpel stattfinden. 

4.3 Diskussion der histologischen Graduierung des Meniskus-

gewebes 

Auch das Meniskusgewebe wurde im Rahmen dieser Arbeit histopathologisch be-
wertet. Generell ist für die histopathologische Beurteilung des Meniskus die Abgren-

zung altersüblicher Meniskusveränderungen von unphysiologischen degenerativen 
Veränderungen essenziell (Fisseler-Eckhoff und Müller 2011). Als alterstypische Ver-
änderungen des Meniskus sind die Abnahme der Zelldichte mit dem Auftreten azellu-
lärer Regionen sowie dem Verlust der Kollagenfaserorganisation und dem Nachweis 
von mukoider Degeneration zu nennen (Pauli et al. 2011). Die mukoide Degeneration 
innerhalb des Meniskus ist charakterisiert durch eine Degradation des Faserknorpels 
mit einem Anstieg der mukoiden Grundsubstanz. Dieser Prozess beginnt um die Me-
niskuszellen herum und setzt sich von dort aus in interstitielle Bereiche fort (Boya et 
al. 2004). Des Weiteren beschreiben Pauli et al. (2011) einen Anstieg der Intensität 
der Safranin O-Färbung mit dem Alter. Sie interpretieren diesen Anstieg als einen 
Wechsel von einem fibroblastischen zu einem chondrozytischen Phänotyp während 
des Alterns und der frühen Degeneration. Andere Autoren bringen diese Steigerung 
nicht mit alterstypischen, sondern direkt mit pathologischen Veränderungen in 

osteoarthritischen Menisken in Verbindung (Ghosh et al. 1975; McDevitt und Webber 
1990; Meister et al. 2004). Meister et al. (2004) werfen die Frage auf, welche Aussa-
gekraft diese Färbung für die histopathologische Bewertung besitzt. In ihrer Studie 

konnte ein signifikanter Unterschied in der Aufnahme der Safranin O-Färbung in stär-
ker degenerierten Bereichen nicht bestätigt werden. Es steht deshalb zur Diskussion, 

ob die Safranin O-Färbung ein geeignetes Kriterium für die histopathologische Be-
wertung des Meniskus darstellt. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb eine HE-
Übersichtsfärbung als Grundlage für die lichtmikroskopische Beurteilung der Schnitte 
gewählt, da sie die relevanten Degenerationszeichen im Meniskusgewebe sicher er-

fasst (ebenda). 
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Für die pathophysiologische Bewertung wurde der Zustand der superfizialen Zone 

berücksichtigt. Die Degeneration des Meniskus beginnt nicht an der Oberfläche, 

sondern im Inneren des Gewebes. Dabei werden Fibrillierungen und Risse zuerst im 
Inneren sichtbar, die sich an die Oberfläche des Meniskus ausbreiten und zu einer 

kompletten Zerstörung oder einem Verlust des Gewebes, vor allem in der 
avaskulären Zone, führen können (Pauli et al. 2011). Die Tatsache, dass mit dem 
Altern der Meniskus trotz abnormaler Matrixorganisation eine intakte Oberfläche auf-
weisen kann, verdeutlicht, dass eine zerstörte Oberfläche als altersuntypisches De-

generationszeichen einen bedeutenden Stellenwert einnimmt.   

Weiterhin wurden die Existenz von Zellclustern sowie die Zellularität als 
Bewertungskriterien hinzugezogen. Zellcluster im Meniskusgewebe gelten als 
histopathologisches Merkmal der OA (Lotz et al. 2010). Sie können in der Nähe der 

Meniskusoberfläche beobachtet werden und sind typischerweise mit Rissen bezie-
hungsweise einer ausgefransten Oberflächenstruktur assoziiert (Pauli et al. 2011). 
Hellio Le Graverand et al. (2001) demonstrierten in einer Studie an Menisken von Ka-

ninchen die Entstehung von Zellclustern infolge einer induzierten OA. Die Existenz 
dieser in der Literatur beschriebenen Zellcluster konnte auch im Rahmen dieser Ar-
beit bestätigt werden. Insgesamt wiesen vier der histologisch untersuchten Menis-
kuspräparate solche Zellnester auf (siehe Abbildung 10). In osteoarthritischem Me-
niskusgewebe können außerdem große Unterschiede in der Verteilung der Zellen 

über das Gewebe mit hyper- und hypozellulären Bereichen sowie azellulären Regio-
nen beobachtet werden (Pauli et al. 2011). Kwok et al. (2016) untersuchten Menisken 
von Mäusen histopathologisch, an denen sie operativ eine OA induziert hatten. Das 

Gewebe zeigte daraufhin abnormale Zellanordnungen, die durch regionale Hyper- 
und Hypozellularität charakterisiert waren. Diese Merkmale konnten auch in der vor-

liegenden Arbeit beobachtet werden. Alle als leicht sowie stark degeneriert bewerte-
ten Menisken zeigten histopathologische Veränderungen in Bezug auf die Zellularität.  

Des Weiteren wurden Anzeichen von Kalzifikationen als histopathologisches Merkmal 
für die Graduierung berücksichtigt. Drei der als stark degeneriert bewerteten Menis-
ken zeigten bei der lichtmikroskopischen Untersuchung Kalzifikationen, wie sie in 

Abbildung 10 zu sehen sind. Dabei ist zu beachten, dass aufgrund der Entkalkung 
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des Gewebes diese nicht mehr direkt, sondern nur als Residualraum der ausgewa-

schenen Kalzifikation sichtbar sind. Auch andere Autoren kommen zu dem Schluss, 

dass Kalzifizierungen des Gewebes positiv mit der Degeneration des Meniskus infol-
ge der OA assoziiert sind (Habata et al. 2001; MacMullan und McCarthy 2010;     

Sun und Mauerhan 2012). Zudem fanden Sun et al. (2010) in osteoarthritisch verän-
derten Menisken Ablagerungen von Kalziumkristallen, jedoch nicht in normalen Me-
nisken. Dabei waren Gene, welche in der Biomineralisation von Gewebe involviert 
sind, bei der OA in Menisken hochreguliert (ebenda).     

 

4.4 Diskussion des immunhistochemischen Nachweises von    

SMURF1 und SMURF2 im Meniskus 

Die Lokalisation der SMURF-Proteine wurde innerhalb des Meniskusgewebes mithilfe 
der Immunhistochemie genauer untersucht. Dabei konnte ein positiver Nachweis der 
Proteine im Meniskus mit leichter sowie starker Degeneration erbracht werden. Eini-

ge Gewebeproben zeigten jedoch lediglich eine Anfärbung der superfizialen Zellen. 
Zur Diskussion steht, was die Ursache für diese unterschiedliche Verteilung darstellt. 
Diese nur auf die superfizialen Zellen beschränkte Anfärbung konnte sowohl im leicht 

als auch im stark degenerierten Meniskus beobachtet werden. Da die Meniskusprä-

parate wie auch die Knorpelpräparate von Patienten stammen, die von einer fortge-
schrittenen Form der OA betroffen waren, konnte in der histologischen Bewertung 
keine der Proben als normales Meniskuspräparat identifiziert werden. Der Vergleich 

war, wie auch im Knorpelgewebe, nur zwischen leichter und starker Degeneration 
möglich. Es stellt sich dabei die Frage, ob ein normales Präparat die gleichen Anfär-

bungsmuster, wie sie die degenerierten Präparate zeigen, aufgewiesen hätte oder ob 
diese regionalen Unterschiede spezifisch für Menisken mit höherem Degenerations-
grad sind. Dies würde bedeuten, dass diese superfizialen Zellen eine andere Reakti-
on auf eine Schädigung zeigen als Zellen im Inneren des Gewebes. Kambic et al. 

(2000) schreiben den superfizialen Zellen des Meniskus eine aktive Rolle im Repara-
turprozess zu. Dabei demonstrierten sie in ihrer Studie, dass Zellen der superfizialen 
Zone als Reaktion auf eine Verletzung eine gesteigerte Expression von alpha smooth 
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muscle actin (ASMA) zeigen und anscheinend die Fähigkeit besitzen, in die Wunde zu 

wandern. ASMA, welches unter anderem in Myofibroblasten exprimiert wird (Grinell 

1994), scheint unabhängig vom Zelltyp ein allgemeines Merkmal der Reparatur im 
Bindegewebe zu sein (Kambic et al. 2000).  

Hervorzuheben ist zudem, dass im Rahmen dieser Arbeit neben den Meniskuszellen 
auch positive Färbungen für SMURF2 in Blutgefäßen aus den peripheren Bereichen 
des Meniskus von fünf leicht sowie stark geschädigten Präparaten beobachtet wer-

den konnte (siehe Abbildung 14). Neben den Endothelzellen zeigten auch Myo-
fibroblasten eine positive Färbung. Zu berücksichtigen ist hierbei, dass der TGF-β-

Weg sowohl in Endothelzellen als auch in Myofibroblasten eine regulatorische Funkti-
on besitzt (Miyazawa et al. 2002; Honda et al. 2010). Noch herauszufinden ist je-
doch, warum nur für SMURF2 und nicht für SMURF1 eine solche Reaktion beobach-

tet werden konnte.  

Die Fragen, weshalb SMURF1 und SMURF2 regional verschiedene Nachweisreaktio-
nen in den Meniskuszellen zeigen und warum ein positiver Nachweis für SMURF2 in 
Blutgefäßen einiger degenerierter Meniskuspräparate zu beobachten ist, kann die 
vorliegende Arbeit nicht endgültig beantworten. Um diese Fragen zu klären, bedarf 
es weiterer Untersuchungen. Die dargestellten immunhistochemischen Ergebnisse 
unterstützen jedoch die Annahme, dass die SMURF-Proteine und damit einherge-

hend der Signalweg der TGF-β-Familie in der Reaktion der Zellen im degenerierten 
Meniskus eine entscheidende Rolle spielt.  
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5 Zusammenfassung 

Die OA ist eine degenerative Gelenkerkrankung, deren Pathogenese bis heute noch 
nicht vollständig verstanden ist. Die Untersuchung von Signalwegen im Knorpel- und 

Meniskusgewebe, wie dem TGF-β-Signalweg, stellt dabei einen bedeutenden For-
schungsansatz für das Verständnis der Pathomechanismen der OA dar. Die Proteine 
SMURF1 und SMURF2 gelten als zwei wichtige Regulatoren des TGF-β-
Signalweges. Im Rahmen dieser Arbeit wurde humanes osteoarthritisch erkranktes 

Knorpel- und Meniskusgewebe des Kniegelenkes mithilfe der IHC auf diese Proteine 
untersucht. Die Gewebeproben wurden zuvor histologisch klassifiziert, um mögliche 

Differenzen in der Immunreaktion von Präparaten unterschiedlicher Degenerations-
grade feststellen zu können. Für das Knorpelgewebe diente die Mankin-Skala als 
Grundlage für die histopathologische Beurteilung. Da für die Graduierung des Menis-
kusgewebes zur Zeit keine etablierten histologischen Bewertungssysteme existieren, 

wurden die Schnitte anhand eines Bewertungssystems eingeteilt, welches die spezi-
fischen pathologisch-degenerativen Veränderungen der Menisken berücksichtigte. 
Alle untersuchten Knorpel- und Meniskuspräparate zeigten einen positiven immun-

histochemischen Nachweis für SMURF1 und SMURF2. Sowohl zwischen gering und 
schwer geschädigtem Knorpelgewebe als auch zwischen leicht sowie stark degene-
rierten Menisken konnte kein signifikanter Unterschied in der immunhistochemischen 

Detektion der SMURF-Proteine beobachtet werden. Jedoch wiesen einige Knorpel- 

und Meniskusschnitte eine zonal differenzierte Anfärbung auf. Die dargestellten Er-
gebnisse rechtfertigen die Aussage, dass SMURF1 und SMURF2 auf Gewebeebene 
im humanen osteoarthritischen Knorpel und Meniskus immunhistochemisch nach-

zuweisen sind. Zusammenfassend lässt dies die Annahme zu, dass die SMURF-
Proteine in der Pathologie der OA im Knorpel- wie auch im Meniskusgewebe eine 

wichtige Rolle spielen.   
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