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1 Einleitung 

1.1 Das Knorpelgewebe 
 

„Auch in den lebendgebärenden Lebewesen sind viele knorpelartige Knochen enthalten, bei 

denen es nützlich ist, daß die festen Teile wegen des darumliegenden Fleisches weich und 

geschmeidig sind, wie es z. B. für die Ohren und die Nasen zutrifft. Denn das Spröde kann 

leicht an den abstehenden Teilen zerbrechen.“ 

(ARISTOTELES: Über die Teile der Lebewesen; deutsche Übersetzung nach W. KULLMANN 2007) 

 

Die erste dokumentierte Erwähnung des menschlichen Knorpelgewebes wird dem 

griechischen Philosophen und Naturwissenschaftler ARISTOTELES zugeschrieben. Vor über 

2350 Jahren erkannte ARISTOTELES die noch heute gültige Tatsache, dass Knorpel und 

umgebende Gewebe als funktionelle Einheit wirken. Auch wenn sich die überlieferten 

Beschreibungen nur auf Knorpelstrukturen der Ohren und Nase beziehen, erahnte 

ARISTOTELES den funktionellen Wert dieses besonderen Gewebes (Benedek 2006). 

Knorpelgewebe wird in die Gruppe der Binde- und Stützgewebe eingeordnet, welche sich 

aus dem Mesenchym differenzieren. Der menschliche Körper weist unterschiedliche 

Knorpelformen auf: hyaliner Knorpel, Faserknorpel und elastischer Knorpel (Kuettner 

1992). Hyaliner Knorpel ist der typische Gelenkknorpel, mit Ausnahme der Gelenkflächen 

des Kiefers. Weiterhin kommt dieser Knorpeltyp in verschiedenen Strukturen der 

Atemwege, wie dem Nasenseptum, dem Kehlkopfskelett, der Trachea und den Bronchien 

vor. Elastischer Knorpel ist beispielsweise in der Ohrmuschel, der Tuba auditiva und der 

Epiglottis lokalisiert. Faserknorpel ist Bestandteil der Menisci des Kniegelenkes, der 

Zwischenwirbelscheiben, der Symphysis pubica sowie der Gelenkflächen des Kiefer-

gelenkes (Drenckhahn und Hunziker 2008). 

1.2 Funktion und makroskopischer Aufbau des Gelenkknorpels 
Für die Bewegungsfunktion des menschlichen Körpers ist das Zusammenspiel von 

Knochen-, Knorpel- und Muskelgeweben von entscheidender Bedeutung. Die reibungs-

arme Bewegung zwischen zwei knöchernen Strukturen wird durch den typischen Aufbau 

der Gelenke ermöglicht:  
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Die artikulierenden Gelenkflächen (lat. Facies articularis) sind durch einen Spalt getrennt, 

in welchem sich die Gelenkschmiere (Synovialflüssigkeit) befindet. Neben der Reduktion 

der Gleitreibung hat die Synovia wichtige nutritive Funktionen für den avaskulären 

Gelenkknorpel (Muir 1995). Nach außen ist das Gelenk durch die Gelenkkapsel (lat. 

Capsula articularis) abgegrenzt. Diese besteht aus einer äußeren straffen Kollagen-

faserschicht (lat. Membrana fibrosa) und einer inneren Synovialmembran (lat. Membrana 

synovialis). Die jeweiligen knöchernen kraftübertragenden Skelettanteile sind mit 

hyalinem Knorpel (lat. Cartilago articularis) überzogen. Die Bezeichnung hyalin leitet sich 

aus dem altgriechischen Wort hyalos ab, welches durchscheinend bzw. glasig bedeutet. 

Gesunde Knorpeloberflächen erscheinen hell, glatt, weiß bis bläulich schimmernd und 

leicht transluzent (Drenckhahn und Hunziker 2008; Welsch et al. 2014). In großen 

Gelenken weist der Knorpel eine Schichtdicke von 1 – 4 mm auf (Shepherd und Seedhom 

1999). 

1.3 Mikroskopischer und biochemischer Aufbau des Knorpels 
Hyaliner Gelenkknorpel besteht aus Knorpelzellen, den Chondrozyten und einer 

spezialisierten stark hydratisierten Extrazellulärmatrix (EZM). Adultes gesundes 

Knorpelgewebe weist keine Blut- und Lymphgefäße auf und ist nicht innerviert (Poole 

1997; Welsch et al. 2014). 

1.3.1 Chondrozyten 

Der adult- gesunde Gelenkknorpel weist als alleinige Zellpopulation die Chondrozyten 

auf. Ihr prozentualer Gewichtsanteil am Gesamtknorpelvolumen ist mit ca. 10 % gering 

(Cohen et al. 1998). Am Gesamtknorpelvolumen nehmen die Zellen 5 – 10 % ein 

(Bruckner und van der Rest 1994; Archer und Francis-West 2003). 

Die Morphologie der Chondrozyten hängt von der jeweiligen Lokalisation im Gelenk-

knorpel ab. In oberflächlichen Bereichen, der sog. Tangentialfaserzone (Zone I), sind 

kleine discoidale Chondrozyten parallel zur Knorpeloberfläche ausgerichtet. In der 

Übergangszone (Zone II) zeigt sich eine oval – halbkugelförmige Morphologie. Tiefere 

Knorpelbereiche (Radiärfaserzone; Zone III) weisen perpendikular ausgerichtete multi-

zelluläre Zellsäulen auf (Youn et al. 2006). Die tiefste Knorpelzone stellt den Übergang 

zum Knochen dar und wird als kalzifizierte Knorpelzone (Zone IV) beschrieben (Bullough 

und Jagannath 1983). 
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Chondrozyten sind für die Bildung und Aufrechterhaltung der EZM verantwortlich. Durch 

den Zellstoffwechsel können sämtliche Komponenten der Matrix synthetisiert werden 

(Kuettner 1992). 

Im gesunden Gelenkknorpel liegt ein Gleichgewicht zwischen der Synthese und der 

Degradation von Matrixbestandteilen vor, welches durch den chondrozytären Stoff-

wechsel aufrechterhalten wird (Aigner und Stove 2003). Um die Syntheseleistung an 

Proteoglykanen für die EZM aufbringen zu können, weisen die Zellen einen stark 

ausgeprägten Apparat an Zellorganellen auf. Vor allem zeigen sich ein prominentes raues 

endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat und zahlreiche freie Ribosomen (Kuettner 

et al. 1982). 

Die Stoffwechselaktivität der Knorpelzellen muss differenziert betrachtet werden. 

Verschiedene Untersuchungen zeigen lokale Unterschiede der Stoffwechselaktivität in 

Abhängigkeit von der jeweiligen Knorpelzone. In oberflächlichen Knorpelbereichen ist 

die Stoffwechselleistung der Chondrozyten im Vergleich zu tiefen Schichten geringer. So 

konnte in der knochennahen Radialzone eine zehnfach erhöhte Stoffwechselaktivität im 

Vergleich zur Tangentialzone gezeigt werden (Kuettner 1992; Wong et al. 1996). Unter 

dauerhafter mechanischer Beanspruchung und pathologischen Veränderungen des 

Gelenkknorpels, wie der Osteoarthrose, kann die Syntheseleistung der Chondrozyten 

ansteigen (Goldring 2000). Der zelluläre Baustoffwechsel wird hauptsächlich durch 

anaerobe Glykolyse unterhalten, da der gesunde Gelenkknorpel nicht mit Gefäßen 

versorgt ist. Chondrozyten sind dabei gut an den geringen Sauerstoffpartialdruck des 

Knorpels angepasst (Archer und Francis-West 2003). 

1.3.2 Aufbau der Extrazellulärmatrix 

Die extrazelluläre Matrix besteht aus Gewebeflüssigkeit und einem komplexen Gerüst 

verschiedener Makromoleküle. Die Gewebeflüssigkeit beansprucht etwa 70 % des 

gesamten Knorpelgewichtes (Kuettner 1992). Bei den Makromolekülen handelt es sich 

hauptsächlich um Kollagene, Glykoproteine und Proteoglykane (Aigner und Stove 2003). 

Zusammen machen diese ca. 92 % des Knorpel-Trockengewichtes aus (Maroudas et al. 

1980). Vom Trockengewicht ausgehend, nimmt Kollagen mit 70 % den Hauptanteil ein, 

gefolgt von den Proteoglykanen mit 20 % (Lohmander 1988). In der Literatur sind 

unterschiedliche Angaben zur prozentualen Zusammensetzung der EZM publiziert.  
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DIJKGRAAF und Kollegen stellen fest, dass die biochemische Zusammensetzung der EZM 

interindividuell und intraindividuell, abhängig von Alter, Gelenklokalisation und 

Gesundheitszustand, variiert (Dijkgraaf et al. 1995). 

Auch innerhalb des adulten physiologisch gesunden Gelenkknorpels werden Unter-

schiede in der biochemischen und strukturellen Zusammensetzung der EZM beschrieben 

(Abbildung 1.1). In mittleren und tiefen Knorpelzonen wird die EZM, entsprechend dem 

Abstand zu den Knorpelzellen, in eine perizelluläre, territoriale und eine interterritoriale 

Matrixregion eingeteilt (Kuettner et al. 1982; Poole et al. 1984; Youn et al. 2006). 

 

 

Abbildung 1.1: Struktur und molekularer Aufbau der EZM des Gelenkknorpels.  

Darstellung unterschiedlicher Bereiche der EZM mit zonalen Unterschieden in der biochemischen 

Zusammensetzung. Der Chondrozyt steht mit der perizellulären Matrix in direktem Kontakt. Dargestellt ist 

die Interaktion verschiedener Rezeptoren (CD44, Integrin, Discoidin) mit verschiedenen Matrixmolekülen. 

Abkürzungen: CILP-1: cartilage intermediate layer protein-1, COMP: cartilage oligomeric matrix protein, KS: 

keratan sulfate, NC-4: noncollagenous domain-4, PRELP: proline-arginine-rich end leucine-rich repeat 

protein. Abbildung entnommen und modifiziert nach HEINEGARD und SAXNE (2011). 
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Die perizelluläre Matrix grenzt unmittelbar an die Zellmembran der Chondrozyten. Ein 

Chondrozyt bzw. eine isogene Chondrozytengruppe, mitsamt der umgebenen peri-

zellulären Matrix, wird als Chondron bezeichnet (Poole et al. 1987). POOLE und Kollegen 

beschreiben weiterhin eine filzartige, kokonförmige perizelluläre Kapsel, welche das 

Chondron umgibt und dieses gegen die territoriale Matrix abgegrenzt. Die perizelluläre 

Matrixregion wird als relativ flüssiges, deformierbares Kompartiment definiert, welches 

bei Krafteinwirkung zusammen mit der Kapsel den Chondrozyten schützt. Chondrone 

können nach dieser Beschreibung als kompressionsresistente, flüssigkeitsgefüllte 

Stoßdämpfer angesehen werden (Poole et al. 1984; Poole et al. 1987). Der perizelluläre 

Bereich ist für den Informationsaustausch zwischen EZM und Knorpelzellen von großer 

Bedeutung. Zahlreihe Makromoleküle stehen über spezifische Rezeptoren mit den 

Chondrozyten in Kontakt und geben somit über die Integrität der EZM Rückmeldung 

(Aigner und Stove 2003; Guilak et al. 2006; Youn et al. 2006). Eine Sonderstellung nimmt 

dabei Kollagen VI ein, welches ausschließlich in der perizellulären Matrix nachweisbar ist 

(Poole et al. 1988). Kollagen VI kann über Integrine und das zellmembranständige 

Proteoglykan NG2 an Chondrozyten binden. Außerdem interagiert es mit zahlreichen 

Komponenten der EZM wie Biglycan, Decorin, Fibromodulin, Fibronectin, Hyaluronan 

und Perlecan (Guilak et al. 2006). Somit fungiert Kollagen VI als Bindeglied zwischen der 

EZM und den Chondrozyten. Aktuelle Studien von ZELENSKI und Kollegen unterstreichen 

die regulatorischen Eigenschaften von Kollagen VI innerhalb der perizellulären Matrix: 

Die Zellmorphologie, die Mechanotransduktion und die Calcium-Ionen-Homöostase über 

den TRPV4-Kanal sind wesentlich von der Präsenz von Kollagen VI abhängig (Zelenski et 

al. 2015). 

In geringen Mengen sind die fibrillären Kollagene II, IX und XI vorhanden (Youn et al. 

2006; Houard et al. 2013). Biglycan und Decorin wurden durch die immunhisto-

chemischen Arbeiten von MIOSGE und Kollegen nachgewiesen (Miosge et al. 1994). 

Die territoriale Matrix ist ein ca. 5 – 10 µm breiter Bereich, welcher zwischen der 

perizellulären Kapsel und der interterritorialen Matrix lokalisiert ist. Elektronen-

mikroskopische Untersuchungen der Arbeitsgruppe von POOLE zeigen, dass der 

Durchmesser der in der territorialen Matrix lokalisierten Kollagenfasern geringer ist als 

in der interterritorialen Matrix. Zwischen den Kollagenfasern sind Proteoglykane in die 

Matrix eingelagert.  
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Bei Druckbelastung kollabieren die ringförmig gruppierten Kollagenfasern zu einem 

Wellenmuster. Diese Eigenschaft soll eine protektive Wirkung auf die Chondrone haben 

(Poole et al. 1984; Poole et al. 1987). 

In der interterritorialen Matrix sind Kollagen II, IX, X, XI und XXVII lokalisiert (Kuettner 

1992; Goldring und Marcu 2009). Kollagen VI ist in der interterritorialen Matrix nicht 

nachweisbar (Poole et al. 1988; Guilak et al. 2006). Die strukturelle Integrität des 

Kollagennetzwerks wird durch zahlreiche niedermolekulare Proteoglykane unterstützt, 

welche sich spezifisch anlagern. So unterstützen Biglycan, Decorin, Fibromodulin und die 

Proteine Matrilin-3- und COMP (engl. cartilage oligomeric matrix protein) die Bildung und 

Erhaltung des Kollagennetzwerks (Huber et al. 2000; Aigner und Stove 2003; Heinegard 

und Saxne 2011). 

1.3.3 Systematik und Struktur der Kollagene 

Kollagene sind im menschlichen Organismus ubiquitär vertreten und gehören zu den 

häufigsten Proteinen überhaupt. Im Gelenkknorpel werden Kollagene von den 

Chondrozyten synthetisiert und in die extrazelluläre Matrix abgegeben. Von allen im 

Gelenkknorpel bekannten Proteinen stellen Kollagene den Hauptanteil dar (Kuettner 

1992). Die Kollagene werden entsprechend ihrer molekularen Zusammensetzung und 

ihrer strukturellen Anordnung in unterschiedliche Kollagentypen klassifiziert. Im 

Gelenkknorpel kommt Kollagen II mit 85 – 95 % des Gesamtkollagengehalts am 

häufigsten vor. Die prozentuale Verteilung divergiert je nach Alter, dem Gesundheits-

zustand und der jeweiligen Knorpellokalisation (Eyre 1991; Huber et al. 2000; 

Ackermann und Steinmeyer 2005). Kollagen XI kommt mit 3 %, Kollagen IX mit 1 – 2 % 

und Kollagen VI ebenfalls mit 1 – 2 % vor (Trippel 1990; Kuettner 1992; Eyre 2002). In 

sehr geringen Konzentrationen (< 1 %) sind auch Kollagen III, V, X, XII, XIV und XVI 

nachweisbar (Eyre 2002; Kassner et al. 2003; Wachsmuth et al. 2006). 

Die genannten Kollagene werden in unterschiedliche Klassen eingeordnet. Kollagen II, III 

und XI gehört der Gruppe der fibrillenbildenden Kollagene an. Kollagen VI ist ein 

mikrofibrilläres Kollagen. Als Netzwerkkollagen nimmt Kollagen X eine Sonderstellung 

ein, da dieses Protein hexagonale Netze bildet. Eine relativ neue Kollagengruppe ist die 

FACIT (fibril-associated collges with interrupted triple helices), welcher Kollagen 

IX, XII, XIV und XVI angehören (Brinckmann et al. 2005). 
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Die Besonderheit dieser Kollagene besteht darin, dass die typische tripelhelikale Struktur 

(COL-Domänen) durch nicht-helikale Bereiche (NC-Domänen) unterbrochen wird.  

Die Unterbrechung der Kollagenhelix erhöht vermutlich die intramolekulare Flexibilität, 

ebenso die enzymatische Degradation (Eyre 2002; Gelse et al. 2003). Das Kollagen-

netzwerk der EZM weist im gesunden Knorpel eine ausgesprochen hohe Resistenz gegen 

enzymatische Degradation auf. Die Halbwertszeit der Kollagenstrukturen wird mit über 

100 Jahre angegeben (Goldring und Marcu 2009). 

Der biochemische Aufbau der verschiedenen Kollagene zeigt ein universelles Muster. Eine 

wichtige Grundstruktur ist eine rechtsgängige Tripelhelix, welche aus der Zusammen-

lagerung von drei Tropokollagenen (α-Ketten) entsteht (Engel und Bächinger 2005). Die 

Aminosäuresequenz der α-Ketten zeigt einen repetitiven Aufbau aus AS-Tripletts. Je nach 

Kollagentyp können sich die beschriebenen Tripletts 500-fach wiederholen (Muir 1995; 

Gelse et al. 2003; Engel und Bächinger 2005). 

1.3.4 Systematik und Struktur der Proteoglykane 

Proteoglykane bestehen aus fadenförmigen Proteinen, welche Glykosaminoglykane 

(GAG) als Seitenketten gebunden haben. 20 % des Trockengewichtes aller EZM-Moleküle 

wird den Proteoglykanen zugeschrieben (Lohmander 1988). 

GAG, welche auch als saure Mukopolysaccharide bezeichnet werden, können in fünf 

Hauptgruppen eingeteilt werden: Hyaluronat, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, 

Heparansulfat und Keratansulfat (Kuettner 1992; Dudhia 2005; Hauser 2016). 

Jedes GAG setzt sich aus repetitiven Disaccharideinheiten zusammen, wobei immer eine 

Uronsäure (Glukuronsäure oder Iduronsäure) und ein Aminozucker (N-Acteylglukosamin 

oder N-Acteylgalaktosamin) verbaut sind. Die Aminozucker können weiterhin sulfatiert 

sein (Berg et al. 2014; Hauser 2016). 

Hyaluronat weist aufgrund seiner extremen Kettenlänge das größte Molekulargewicht 

aller GAG auf. Die Disaccharideinheiten können sich 25.000-fach wiederholen. Das 

Disaccharid besteht aus Glukuronsäure und N-Acetylglukosamin. Im Gegensatz zu den 

anderen GAG ist Hyaluronat nicht sulfatiert. Während die anderen GAG immer einen 

Proteinkern aufweisen, kommt Hyaluronat als reines Glykan ohne Proteinkern vor 

(Hauser 2016). Hyaluronat bildet mit anderen Proteoglykanen, insbesondere Aggrecan, 

große, nicht-kovalente Aggregate. Ebenso weisen Chondrozyten Rezeptoren (CD44) für 

Hyaluronat auf.  
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Insgesamt ist Hyaluronat für die Funktionserhaltung der EZM von großer Bedeutung. 

Durch die Hyaluronat-Aggrecan-Aggregate wird Wasser in der EZM gehalten und somit 

die Stütz- und Dämpfungsfunktion ermöglicht.  

Durch die Bindung an CD44-Rezeptoren auf der Chondrozytenoberfläche erfolgt die Zell-

Matrix-Kommunikation (Hardingham und Fosang 1992; Muir 1995; Dudhia 2005; Hauser 

2016). 

Chondroitinsulfate bestehen aus Glukuronsäure oder Iduronsäure und N-

Acetylgalaktosamin. Sie stellen eine heterogene Gruppe mit drei Vertreten dar. 

Dermatansulfat kann ebenfalls in die Gruppe der Chondroitinsulfate eingeordnet 

werden und entspricht dem Chondroitinsulfat B (Hauser 2016). Im Gelenkknorpel 

bestehen ca. 90 % aller GAG aus Chondroitin-6-sulfat (und Keratansulfat), wogegen 

Chondroitin-4-sulfat nur ca. 5 % ausmacht (Dijkgraaf et al. 1995). 

Keratansulfat ist ebenfalls Bestandteil der Proteoglykane Aggrecan und Fibromodulin. 

Während des Alterungsprozesses des Gelenkknorpels wird im Aggrecan-Molekül 

Chondroitinsulfat zunehmend durch Keratansulfat ausgetauscht (Roughley und Lee 

1994; Hauser 2016). Die Disaccharideinheit besteht aus sulfatierter Galaktose und N-

Acetylglukosamin (Hauser 2016). 

Der molekulare Aufbau von Heparansulfat zeigt verschiedene Möglichkeiten der 

Disaccharidzusammensetzung. Das Disaccharid besteht aus einer Uronsäure und 

Glukosamin oder N-Acetylglukosamin. Innerhalb eines Heparansulfatmoleküls können 

sich unterschiedliche Kombinationen ergeben. Heparansulfat ist wichtiger Bestandteil 

des Proteoglykans Perlecan (Rabenstein 2002; Hauser 2016). 

 

Die Proteoglykane des Gelenkknorpels können in zwei Klassen eingeteilt werden. Eine 

Gruppe wird durch die großen aggregierenden Proteoglykane Aggrecan und Versican 

gebildet. Die andere Gruppe durch die kleineren Proteoglykane mit Biglycan, Decorin, 

Fibromodulin, Perlecan, das superficial zone protein (SZP) sowie das cartilage inter-

mediate layer protein (CILP) (Buckwalter und Rosenberg 1988; Iozzo et al. 1994; Miosge 

et al. 1994; Matsumoto et al. 2006; Hauser 2016). 

Für die Knorpelfunktion ist Aggrecan qualitativ und quantitativ von herausragender 

Bedeutung, sodass dieses Proteoglykan im Folgenden beschrieben wird. 
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Aggrecan ist das aggregierende Hauptproteoglykan des Knorpels. Aggrecan kann über 

nicht-kovalente Bindungen Hyaluronat binden und so große Proteoglykanaggregate 

bilden (Abbildung 1.2). Das Kernprotein des Aggrecans weist bestimmte Proteindomänen 

auf, welche durch Disulfidbrücken gebildet werden. Diese werden als globuläre Domänen 

(G1-G3) bezeichnet.  

Die G1-Domäne ist N-terminal lokalisiert und fungiert als Bindungsstelle für Hyaluronat 

(Kuettner 1992; Muir 1995; Knudson und Knudson 2001). Nach C-terminal gerichtet, 

folgt der G1-Domäne eine längere, interglobuläre Domäne (IGD). Diese strangförmige 

Region zwischen der G1- und der G2-Domäne enthält Erkennungssequenzen für 

degradierende Proteasen, wie Matrix-Metalloproteinasen (MMP) oder ADAMTS (engl. a 

disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) (Hardingham und Fosang 

1992; Dudhia 2005; Porter et al. 2005). Die Funktion der G2-Domäne ist unbekannt, auch 

wenn die Aminosäuresequenzen und die Struktur der G1-Domäne stark ähneln. 

Hyaluronat kann an diesen Bereich des Kernproteins nicht anbinden. Möglicherweise 

verzögert diese Domäne die Sekretion von Aggrecan, um eine möglichst vollständige 

Glykosylierung zu erreichen (Dudhia 2005). Zwischen der G2- und der C-terminalen G3-

Domäne befinden sich Bereiche, wo Keratansulfat und Chondroitinsulfat kovalent 

gebunden sind. Die Funktion der G3-Domäne ist nicht vollständig erforscht. 

Möglicherweise dient dieser Bereich als intrazelluläre Erkennungssequenz für die 

zahlreichen posttranslationalen Modifikationen in den unterschiedlichen Zellorganellen 

(Hardingham und Fosang 1992; Muir 1995; Dudhia 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Aggrecan-Hyaluronat-Komplexes.  

Das Aggrecan-Molekül zeigt drei globuläre Domänen (G1, G2, G3). Die N- terminale G1-Domäne bindet über 

ein linker-Protein Hyaluronat. Zwischen der G2- und G3-Domäne befinden sich Keratansulfat- (KS) und 

Chondroitinsulfat- (CS) reiche Proteinregionen. Die G3-Domäne befindet sich am C-terminalen Protein-

ende. Abbildung entnommen und modifiziert nach PORTER et al. (2005). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Metalloproteinase
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1.4 Erkrankungen des Gelenkknorpels: Osteoarthrose 
Die Osteoarthrose (Kurzform: Arthrose) ist eine degenerative Erkrankung des 

muskuloskelettalen Systems. Im angloamerikanischen wird die synonyme Bezeichnung 

Osteoarthritis verwendet. Aufgrund der Komplexität dieser Erkrankung gibt es 

verschiedene Klassifikations- und Definitionsansätze. Je nach Betrachtung sind der 

patientenorientierte - symptomatische Verlauf, die klinisch - beschreibbaren Befunde, 

die histologischen Veränderungen oder biochemische Pathologien Schwerpunkt der 

jeweiligen Definition (O'Reilly und Doherty 2003; Sharma und Kapoor 2007). 

Die Osteoarthrose nimmt in der modernen Medizin einen hohen Stellenwert ein. Arthrose 

ist global die häufigste Gelenkerkrankung des adulten Menschen, mit steigender 

Prävalenz im hohen Alter (Woolf und Pfleger 2003). Aufgrund des demographischen 

Wandels wird dieser Erkrankung auch in den nächsten Dekaden medizinisch wie auch 

gesundheitsökonomisch eine bedeutende Rolle zukommen. Mit dem Ausruf des 

„Knochen-und-Gelenk-Jahrzehnts“ Anfang 2000 durch die WHO zeigt sich die dringliche 

Relevanz, moderne Therapiestrategien zu Entwickeln und die Erforschung dieser 

globalen Erkrankung zu forcieren (Fuchs et al. 2013). 

1.4.1 Epidemiologie und gesundheitsökonomische Aspekte der Osteoarthrose 

Nach WOOLF UND PFLEGER werden muskuloskelettale Erkrankungen in vier Klassen 

eingeteilt: Die Osteoarthrose, die rheumatoide Arthritis, die Osteoporose und der 

Lendenwirbelschmerz (Woolf und Pfleger 2003). Die Osteoarthrose ist dabei die 

häufigste Gelenkerkrankung. Epidemiologische Schätzungen zur Verbreitung dieser 

Erkrankungen sind jedoch schwierig. Problematisch ist der Vergleich (Metaanalyse) der 

zahlreichen Einzeluntersuchungen, da sich diese in der Methodik unterscheiden. 

Aufgrund unterschiedlicher Falldefinition (radiologisch-klinisch oder Selbstauskunft), 

Fallerfassung (z. B. Nachweis von frühen Phasen, welche ggf. symptomlos sind) und 

Fallabgrenzung (differentialdiagnostische Genauigkeit) zeigen die Einzelstudien große 

Unterschiede in der Prävalenz und Inzidenz (Fuchs et al. 2013).  

Die folgende Abbildung 1.3 zeigt die Ergebnisse einer repräsentativen Studie des Robert 

Koch-Institutes aus dem Jahr 2010. Gezeigt wird die Lebenszeitprävalenz der Arthrose in 

Deutschland für Frauen und Männer. 
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Abbildung 1.3: Darstellung der Lebenszeitprävalenz der Osteoarthrose.  

Die Abbildung zeigt die Häufigkeit einer diagnostizierten Osteoarthrose abhängig vom Lebensalter und 

Geschlecht. Es besteht eine positive Korrelation zwischen erhöhtem Alter und osteoarthrotischen 

Erkrankungen. Ab dem 40. Lebensjahr steigt die Osteoarthrose-Prävalenz deutlich an. Datenbasis dieser 

Darstellung: Gesundheit in Deutschland aktuell (2010). Abbildung entnommen und modifiziert nach FUCHS 

et al. (2013). 

 

Gesundheitsökonomisch entstehen durch die Inanspruchnahme ambulanter und 

stationärer Arthrosebehandlungen hohe Kosten. Das Statistische Bundesamt beziffert in 

der Krankheitskostenrechnung aus dem Jahr 2008 eine Gesamtbelastung von über 7,6 

Milliarden Euro. Bei dieser Summe handelt es nur um direkte Kosten, welche aus der 

direkten Inanspruchnahme von Leistungen (Arztkonsultation, Medikamente, ...) resul-

tiert. Die indirekten Kosten durch Arbeitsunfähigkeit und Invalidität sind bedeutend 

höher einzustufen (Fuchs et al. 2013). 

1.4.2 Ätiologische Formen und Risikofaktoren der Osteoarthrose 

Ätiologisch wird zwischen einer primären und einer sekundären Form der Osteoarthrose 

unterschieden. Bei der primären (idiopathischen) Form kann der Osteoarthrose keine 

eindeutige Ursache zugeordnet werden. Sind angeborene oder erworbene Erkrankungen 

bzw. Verletzungen Grund für die Entwicklung, handelt es sich um die sekundäre Form 

(Altman 1995). Metabolische Erkrankungen wie beispielsweise Rachitis, Hämo-

chromatose oder Chondrokalzinose, aber auch endokrinologische Krankheitsbilder wie 

Akromegalie, Hyperparathyroidismus oder Hyperurikämie können sekundäre Arthose-

formen begünstigen. Ebenfalls bedeutsam sind angeborene Fehlbildungen wie die 

Hüftdysplasie sowie Varus- und Valgusfehlstellungen.  
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Weiterhin können Traumata der Gelenkeinheit ursächlich sein (Poole et al. 2007; Michael 

et al. 2010). Unabhängig von den genannten Erkrankungen oder Fehlstellungen konnten 

allgemeine Risikofaktoren identifiziert werden, welche die Initiation und Progression der 

Osteoarthrose verstärken.  

Als endogene Risikofaktoren sind das Alter, das Geschlecht, die genetische Disposition 

und die ethnische Herkunft beeinflussend (Felson et al. 2000; Nevitt et al. 2002; Reginato 

und Olsen 2002; Roach und Tilley 2007; Michael et al. 2010). Ein erhöhtes Körpergewicht 

(Adipositas) stellt dabei den wichtigsten exogenen Risikofaktor dar (Manninen et al. 

1996; Coggon et al. 2001; Roach und Tilley 2007; Vrezas et al. 2010; Jiang et al. 2011). 

1.4.3 Histologie und Pathomechanismen der Osteoarthrose 

Die Gewebe der Gelenke sind in der Lage, Schäden und Stressoren durch 

Reparaturmechanismen entgegenzuwirken. Solange ein Gleichgewicht zwischen 

Geweberegeneration- und Destruktion besteht, ist die Funktionalität und Integrität des 

Gelenkes gesichert. Überwiegen jedoch die destruktiven Einflüsse, entwickeln sich 

langfristig irreversible Veränderungen bis hin zu einer manifesten Osteoarthrose (Aigner 

und Stove 2003; Goldring 2012). 

Die Veränderungen der Chondrozyten und EZM im Verlauf der Osteoarthrose sind 

komplex. SANDELL UND AIGNER definieren zentrale Eckpunkte, welche die Veränderungen 

zusammenfassend beschreiben: Eine gesteigerte Zellproliferation und Apoptose unter 

Änderung der Zellmorphologie sowie Veränderung der Synthese von Matrix-

komponenten und ein erhöhter Einfluss kataboler Faktoren (Sandell und Aigner 2001). 

Auf histologischer Ebene lassen sich die Veränderungen des Knorpelgewebes mithilfe des 

OARSI (engl. Osteoarthritis Research Society International)-Systems beschreiben. Durch 

ein standardisiertes Bewertungsverfahren von histologischen Veränderungen der 

Chondrozyten und EZM wird ein OARSI-Wert gebildet, welcher von 0 (gesunder Knorpel) 

bis 6 (vollständige Knorpeldestruktion, freie Knochenexposition der Gelenkflächen) 

reicht (Pritzker et al. 2006). 

Ein wichtiger Marker des frühen osteoarthritischen Gelenkknorpels ist der Verlust von 

Aggrecan in oberflächlichen Bereichen. Mit fortlaufender Destruktion zeigen sich 

Kontinuitätsunterbrechungen (Fissuren) der oberflächlichen Knorpelschichten (OARSI-

Score ≥2). 
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Neben dem initialen Abbau von Aggrecan wird auch das Kollagen-Netzwerk proteolytisch 

abgebaut. Die Chondrozyten hypertrophieren und bilden typische Zellcluster. 

Histologisch lässt sich fibrokartilaginäres Ersatzgewebe identifizieren, welches einen 

erhöhten Kollagen-I-Anteil aufweist (OARSI-Score ≥4). 

An der Knorpel-Knochen-Grenze bilden sich Gefäßeinsprossungen mit einwandernden 

Zellen aus dem Knochenmark, sog. breaks in tidemark (Poole 1997; Tesche und Miosge 

2005; Lajeunesse und Reboul 2007; Koelling et al. 2009; Heinegard und Saxne 2011). 

Der Verlust der physiologischen Zusammensetzung der EZM ist biochemisch vor allem 

durch die erhöhte Aktivität von Matrix-Metalloproteinasen und Aggrecanasen (ADAMTS) 

zu erklären. MURPHY und NAGASE benennen MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13 und MMP-

14 sowie ADAMTS-4, ADAMTS-5 und ADAMTS-9 als katabole Proteasen im 

osteoarthritischen Knorpel (Murphy und Nagase 2008). Zahlreiche Studien zeigen, dass 

die Expression der genannten Proteasen durch proinflammatorische Proteine induziert 

wird. Besonders katabol wirksame Zytokine sind das Interleukin-1ß (IL-1ß) und der 

Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) (Goldring 2007). IL-1ß und TNF-α werden von in der 

Synovialmembran lokalisierten Monozyten in die Gelenkflüssigkeit sezerniert und 

können in das Knorpelgewebe diffundieren (Sellam und Berenbaum 2010). Weiterhin 

konnte eine endogene IL-1ß-Freisetzung von osteoarthritischen Chondrozyten-Clustern 

nachgewiesen werden, welche autokrin die MMP-Expression forcieren (Moos et al. 1999; 

Attur et al. 2000; Tetlow et al. 2001). Weitere katabol wirksame Zytokine sind IL-17, IL-

18, VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) und HMGB1 (engl. high mobility group 

box chromosomal protein 1) (Murphy und Nagase 2008; Terada et al. 2011; Amin und 

Islam 2014). Die beschriebenen Zytokine binden an extrazelluläre Rezeptoren, v. a. TLR 

(engl. toll like receptors) und RAGE (engl. receptor for advanced glycation endproducts). 

Vermittelt durch intrazelluläre Signalkaskaden, kommt es zur gesteigerten Expression 

von MMP- und ADAMTS-Genen. Die Transkriptionsaktivierung erfolgt über den NF-κB- 

Signalweg (Goldring 2012).  

1.4.4 Chondrogene Progenitorzellen im osteoarthritischen Knorpel 

Fibrokartilaginäres Ersatzgewebe im osteoarthritischen Gelenkknorpel kann als 

Reparaturversuch verstanden werden. Das faserknorplige Gewebe kann die 

Gelenkfunktion zeitweise aufrechterhalten, weist aber langfristig eine geringere 

Resistenz gegenüber Belastungen auf.  
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Die fibroblastenartigen Chondrozyten zeigen eine verstärkte Expression von Kollagen I 

und III, wobei die Expression von Kollagen II sinkt (Miosge et al. 2004; Tesche und Miosge 

2005). Weitere Untersuchungen belegen eine erhöhte Expression von Biglycan, Decorin 

und Perlecan im fibrokartilaginären Knorpel (Bock et al. 2001; Tesche und Miosge 2005). 

Die gesteigerte Synthese der beschriebenen Matrixbestandteile kann als Reparatur-

versuch verstanden werden, um den Verlust von Matrixmolekülen im osteoarthritischen 

Knorpel auszugleichen (Tesche und Miosge 2005). 

KOELLING und Kollegen isolierten fibroblastenartige Chondrozyten aus dem arthritischen 

Gelenkknorpel. Die Zellen zeigten Eigenschaften, welche für Vorläufer- bzw. 

Progenitorzellen charakteristisch sind. Unter geeigneten Kulturbedingungen können die 

Zellen adipogen, osteogen oder chondrogen differenziert werden. Weiterhin weisen die 

Zellen ein erhöhtes Migrationspotential auf. Durch Immunhistochemie und Fluoreszenz-

Durchflusszytometrie konnten typische Stammzellmarker nachgewiesen werden: Die 

Zellen sind positiv für STRO-1, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90 und CD105. Typische 

Marker von mesenchymalen Stammzellen, wie CD18, CD31 und CD271, konnten in dieser 

neu entdeckten Zellpopulation nicht nachgewiesen werden. Zellen mit diesen 

Eigenschaften werden als chondrogene Progenitorzellen (CPC) bezeichnet.  

CPCs können in osteoarthritisches Gewebe migrieren. Durch diese Eigenschaft sind die 

Zellen ein potentieller Therapieansatz in der Erforschung neuer, regenerativer 

Behandlungen (Koelling et al. 2009). 

Das Migrationspotential und das proinflammatorische Verhalten von CPCs bei 

Stimulation durch das Zytokin HMGB1 ist Schwerpunkt dieser Arbeit.  
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1.5 Einführung in die HMG-Proteinfamilie 
Als Entdecker der Proteine der HMG-Familie gilt die Arbeitsgruppe um ERNEST JOHNS am 

Chester Beatty Research Institute in London. Im Jahr 1973 isolierte JOHNS aus dem 

Chromatin des Kalbsthymus Nicht-Histon-Proteine, welche ein schnelles Laufverhalten in 

der Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigten (Goodwin und Johns 1973). Aufgrund 

dieser Beobachtung erfolgte die Namensgebung der high-mobility-group-Proteine. 

GOODWIN und JOHNS beschrieben zunächst zwei Isoformen, welche als HMG-1 und HMG-2 

bezeichnet wurden. Beide Isoformen zeigten einen hohen Anteil an geladenen 

Aminosäuren und waren im Zellkern lokalisiert (Goodwin und Johns 1973). 

In den folgenden Jahren wurden weitere Isoformen identifiziert. Ihrem Molekulargewicht 

entsprechend, erfolgte zunächst eine Einordnung in zwei Sammelgruppen: Eine für HMG-

Proteine mit hohem und eine Gruppe für geringeres Molekulargewicht (Brown et al. 

1980; Goodwin et al. 1980). 

Aufgrund der heterogenen Nomenklatur wurde 2001 durch MICHAEL BUSTIN das HMG 

Chromosomal Protein Nomenclature Committee gegründet. Es folgte die Ausarbeitung 

einer einheitlichen Zuordnung sämtlicher HMG-Proteine in drei HMG-Superfamilien, 

welche bis heute gültig ist (Bustin 2001). Jede Superfamilie endet mit der Bezeichnung 

des jeweiligen funktionsrelevanten Proteinmotivs. Die HMGA-Superfamilie wird durch 

das AT-hook-Motiv charakterisiert, die HMGB-Gruppe durch das sogenannte B-Box-Motiv 

und die HMGN-Gruppe durch das Nucleosom-binding-domain-Motiv (Abbildung 1.4). 

Im Folgenden soll die Funktion und Wirkungsweise der HMGA-, HMGB- und HMGN-

Proteine dargestellt werden. Im experimentellen Teil dieser Arbeit wird ausschließlich 

mit HMGB1 gearbeitet, sodass der Fokus auf diesem Protein liegt. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 1.4: Neue Nomenklatur der HMG-Proteine.  

Gegenüberstellung der alten und neuen Nomenklatur unter Einbeziehung der Proteinmotive. Modifiziert 

nach BUSTIN (2001). 
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1.6 Übersicht zur HMGA-Proteinfamilie 
Erstbeschreiber von Proteinen aus der HMGA-Gruppe ist SØREN LALAND. 1983 isolierte die 

Arbeitsgruppe um LALAND zwei neue Proteine aus HeLa-Zellen, welche Ähnlichkeiten zur 

HMG-Gruppe zeigten. Zunächst wurden die Proteine als HMG-I und HMG-M bezeichnet 

(Lund et al. 1983). Nach der revidierten Nomenklatur von BUSTIN erfolgte die 

Umbenennung in HMGA1 und HMGA2 (Bustin 2001). 

Gemeinsames Merkmal der HMGA-Gruppe ist das AT-hook-Motiv, welches sich in jedem 

HMGA-Protein dreifach wiederholt. Diese Proteinsequenz weist zahlreiche positiv 

geladene Aminosäuren auf, über welche in die minor groove der DNA eingebunden 

werden kann (Reeves 2000). HMGA-Proteine sind als Nicht-Histon-Kernproteine an der 

Chromatin-Umstrukturierung beteiligt und somit in Prozesse der Transkription bzw. 

Regulation der Genexpression involviert (Maher und Nathans 1996). HMGA1, wie auch 

HMGA2 ist in adulten Geweben bzw. ausdifferenzierten Zellen kaum nachweisbar. 

Während der Embryonalentwicklung werden beide Vertreter vermehrt exprimiert, 

wodurch ein regulatorischer Einfluss auf die Gewebeentwicklung und Differenzierung 

erfolgt (Cleynen und Van de Ven 2008). Die Aktivität und Lokalisation der HMGA-Proteine 

ist stark von posttranslationalen Modifikationen abhängig: Phosphorylierungen, 

Methylierungen und Acetylierungen beeinflussen die Affinität zu verschiedenen 

Zielstrukturen. HMGA-Proteine gehören zu den am stärksten phosphorylierten Proteinen 

im Zellkern (Lund et al. 1985; Bianchi und Agresti 2005). 

Neuere Beobachtungen zeigen einen Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen und 

einer verstärken Expression von HMGA-Proteinen. HMGAs haben einen Einfluss auf die 

Tumorentwicklung und Progression (Fedele und Fusco 2010). Es konnte gezeigt werden, 

dass Patienten mit HMGA-negativen Tumoren eine höhere mittlere Überlebens-

wahrscheinlichkeit aufweisen als mit HMGA-positiven Tumoren (Liau et al. 2008). Aus 

diesem Grund sind HMGA-Proteine Bestandteil aktueller onkologischer Forschung. 

1.7 Übersicht zur HMGN-Proteinfamilie 
Die HMGN-Gruppe beinhaltet fünf Mitglieder: HMGN1 – 5. HMGN-Proteine wurden bisher 

nur in Wirbeltieren beschrieben (Furusawa und Cherukuri 2010). HMGNs beinhalten 

zwei Kernlokalisationssequenzen, eine nucleosome-binding domain sowie ein negativ 

geladenes C-terminales Proteinende. HMGNs interagieren mit dem Histon H1 (linker 

histon) und forcieren die Genexpression.  
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Dabei binden HMGNs kompetitiv zu den H1-Histonen in die Chromatin-Struktur und 

überführen diese in eine transkriptionsfähige Form (Ding et al. 1997). Die Proteine der 

HMGN-Familie nehmen zahlreiche Funktionen in der Steuerung der Embryonal-

entwicklung ein. Ähnlich der HMGA-Gruppe, werden die Proteine der HMGN-Familie vor 

allem während der Entwicklung exprimiert und sind in adulten Organismen in 

Stammzellen nachweisbar (Pash et al. 1990; Crippa et al. 1991; Furusawa et al. 2006). 

1.8 Übersicht zur HMGB-Proteinfamilie 
Die HMGB-Gruppe besteht aus vier hochkonservierten Proteinen mit einer ähnlichen 

Aminosäuresequenz (80 % identisch). Jedes HMGB-Protein weist zwei DNA-bindende 

Domänen auf, die HMG-A-Box und HMG-B-Box (Ueda und Yoshida 2010; Kang et al. 2014). 

Das C-terminale Ende von HMGB1 – 3 ist mit sauren Aminosäuren versehen, über welche 

Kernproteine gebunden und die Aktivität der HMG-Boxen reguliert werden kann. HMGB4 

fehlt dieses saure, C-terminale Ende (Thomas und Travers 2001; Catena et al. 2009). 

Die A-Box- und B-Box-Domäne wird auch in zahlreichen anderen Proteinen beschrieben, 

welche nicht der HMGB-Familie zugeordnet sind. Proteine mit diesen Domänen 

beeinflussen die Regulation komplexer Entwicklungsprozesse, intrazelluläre Signal-

kaskaden und die Genexpression (Kang et al. 2014). Beispielsweise sind hier LEF1 

(lymphoid enhancer-bindung factor 1), der Transkriptionsfaktor des Wnt-Signalweges, 

SOX (sex-determining region Y-box) und SRY (sex-determining region Y), beides in 

Entwicklungsprozesse eingebundene Transkriptionsfaktoren, zu nennen (Giese und 

Grosschedl 1993; Wegner 1999; Ely et al. 2010). 

Die Struktur sowie intra- und extrazelluläre Wirkungsweisen von HMGB1 werden im 

nächsten Abschnitt gesondert beschrieben. 

1.8.1 HMGB1-Proteinstruktur und posttranslationale Modifikationen 

Humanes HMGB1 weist eine Primärstruktur aus 215 Aminosäuren auf. Von N-terminal 

betrachtet, wird die Sequenz von Aminosäure 9 bis 79 als HMG-A-Box bezeichnet, der 

Bereich 95 bis 162 als HMG-B-Box (Abbildung 1.5). Beide Bereiche sind als DNA-bindende 

Proteindomänen relevant (Bianchi et al. 1992). Die HMG-B-Box beinhaltet Sequenzen, 

welche als Liganden für die extrazellulären HMGB1-Rezeptoren TLR4 und RAGE dienen 

(Huttunen et al. 2002). 

 

 



 Einleitung  
  

 

18 
 

Die Aminosäuresequenz von Position 186 bis 215 beschreibt das C-terminale, saure 

Proteinende, welches 30 Asparagin- und Glutaminsäure-Moleküle enthält (Bianchi et al. 

1992; Kang et al. 2014). Das C-terminale Ende ist, wie die A- und B-Box, für die DNA-

Bindung (looping) von wichtiger Bedeutung. HMGB1-Proteine ohne C-terminales Ende 

weisen eine geringere Affinität zur DNA auf (Stros et al. 1994). 

HMGB1 weist zwei Kernlokalisationssequenzen (NLS: Nuclear Localization Signal) auf: 

Zwischen Aminosäure 28 bis 44 und Aminosäure 179 bis 185. Durch die Kern-

lokalisationssequenzen wird HMGB1, abhängig von posttranslationaler Modifikation, in 

den Nukleus zurückgeführt oder akkumuliert im Zytoplasma (Bonaldi et al. 2003). 

HMGB1 weist intra- wie auch extrazellulär zahlreiche Funktionen auf, welche wesentlich 

von posttranslationalen Modifikationen abhängig sind. Hyperacetylierung (indirekt 

durch Hemmung von Deacetylasen) bewirkt eine Akkumulation von HMGB1 im Zytosol 

(Bonaldi et al. 2003; Yang et al. 2014). Phosphorylierungen an Serin-Resten in der NLS1-

Region erhöhen ebenfalls die zytosolische HMGB1-Konzentration und Sekretion (Youn 

und Shin 2006). 

Einen hohen Einfluss auf die Funktion und Lokalisation von HMGB1 hat der Redoxstatus 

der drei Cysteine (Cys23, Cys45, Cys106). Die Ausbildung einer Disulfidbrücke zwischen 

Cys23 und Cys45 führt zur Ausbildung der (oxidierten) Disulfid-HMGB1-Form, welche 

extrazellulär als proinflammatorischer Mediator wirkt. Die reduzierte HMGB1-Form 

(fully reduced-HMGB1) wirkt extrazellulär promigratorisch und nicht inflammatorisch 

(Liu et al. 2012; Venereau et al. 2012; Yang et al. 2012; Antoine et al. 2014). 

 

 

 

 
Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Proteins HMGB1.  

HMGB1 weist eine Primärstruktur von 215 Aminosäuren (AS) auf. Zwischen AS 1-79 befindet sich die DNA-

bindende A-Box, welche eine Kernlokalisationssequenz (NLS1) beinhaltet. Die B-Box, von AS 89-162, weist 

eine Bindungsdomäne für TLR4-Rezeptoren auf. In der C-terminalen Proteinregion ist die RAGE-

Bindungsdomäne lokalisiert. Eine weitere Kernlokalisationssequenz befindet sich zw. AS 179-185. 

Abbildung selbst erstellt unter inhaltlichem Bezug auf KANG et al. (2014). 
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1.8.2 HMGB1-Funktionen als Kernprotein 

Als Kernprotein ist HMGB1 in zahlreiche Funktionen eingebunden. HMGB1 interagiert 

kompetitiv mit linker-Histonen (H1 und H5) und führt zu einer Auflockerung und 

Entwindung der Chromatinstruktur (Travers 2003; Cato et al. 2008). Durch das C-

terminale Proteinende können ATP-abhängige Signalwege zur Chromatinmodifikation 

initiiert werden. BONALDI und Mitarbeiter beschreiben in diesem Zusammenhang die 

Aktivierung der nukleosomalen remodelling-Komplexe CHRAC/ACF (Bonaldi et al. 2002). 

Die Interaktion zwischen HMGB1 und Histonen ist ein transienter und dynamischer 

Prozess, welcher den Kondensationsgrad des Chromatins und damit auch die 

Genexpression beeinflusst (Falciola et al. 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der nukleären HMGB1-Funktion.  

Die Bindung von Histon H1 führt zu einem hohen Kondensationsgrad des Chromatins, welche die 

Genexpression limitiert (1). Die Amphiphilie des HMGB1 ermöglicht es, DNA aus dem Histon-Oktamer zu 

dekondensieren und diese der Genexpression zugängig zu machen (3). Abbildung entnommen und 

modifiziert nach TRAVERS (2003). 

 

Die speziellen Wirkungsweisen von HMGB1 in der Gentranskription sind äußerst 

komplex. Aktuell sind über 40 Interaktionspartner bekannt, welche im Zusammenspiel 

mit HMGB1 die Genexpression beeinflussen (Kang et al. 2014). Durch die Interaktion von 

HMGB1 mit OCT4 (octamer binding transcription factor 4) wird beispielsweise die 

embryonale Stammzelldifferenzierung reguliert (Adjaye et al. 2005). 

HMGB1 ist weiterhin in Prozesse der DNA-Reparatur involviert. Studien konnten zeigen, 

dass das Protein in die Basenexzisionsreparatur, die Nukleotidexzisionsreparatur und in 

die Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen eingebunden ist (Prasad et al. 2007; Lange 

et al. 2009; Lange und Vasquez 2009). 
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1.8.3 HMGB1-Funktionen im Zytosol 

Die zytosolischen Funktionen von HMGB1 sind kaum erforscht. Ältere Untersuchungen 

an Herz-, Lungen-, Nieren- und Lebergewebe zeigen, dass die Konzentration von HMGB1 

im Kern 30-fach höher ist als im Zytosol (Kuehl et al. 1984).  

Heute ist bekannt, dass HMGB1 als Antwort auf multiple Stressoren (Zytokine, Hitze, 

Hypoxie, H2O2, Onkogene) aus dem Kern transloziert wird. Detaillierte Wirkungsweisen 

sind jedoch weitgehend unbekannt (Kang et al. 2014). Die Arbeitsgruppe von TANG 

beschreibt zytosolisches HMGB1 als Autophagie-regulierendes Protein. Durch Bindung 

an Beclin-1, einem Hauptregulator zellulärer Autophagie-Kaskaden, können zerstörte 

Zellorganellen und Proteinreste abgebaut werden (Kang et al. 2010; Tang et al. 2010). 

1.8.4 HMGB1-Extrazelluläre Funktionen, Rezeptoren und Signalkaskaden 

Extrazelluläres HMGB1 ist in Prozesse der Zelldifferenzierung, Zellproliferation und 

Migration sowie in Entzündungsreaktionen und die Angiogenese eingebunden. Die 

jeweilige Funktion ist von der posttranslationalen HMGB1-Modifikation, der 

Konzentration und der Bindung an entsprechende Rezeptoren abhängig (Kang et al. 

2014). 

Extrazelluläre Rezeptoren für HMGB1 sind RAGE (receptor for advanced glycation 

endproducts), TLR (toll-like receptor), CD24 und NMDAR (N-methyl-D-aspartate recep-

tor). Im Folgenden soll die Wirkungsweise von RAGE und TLR beschrieben werden, da 

diese Rezeptoren auch in Zellen des OA-Knorpels nachweisbar sind. Signalkaskaden 

durch CD24 und NMDAR beziehen sich speziell auf neuronale und hämatopoetische 

Zellen (Hori et al. 1995; Yu et al. 2006; van Beijnum et al. 2008; Liu et al. 2009; Pedrazzi 

et al. 2012; Lee und Park 2013). 

RAGE ist ein Transmembranrezeptor, dessen extrazelluläre Domäne unterschiedliche 

Liganden binden kann. Aus diesem Grund wird RAGE auch als Multi-Ligand-Rezeptor 

bezeichnet. Neben HMGB1 sind S100-Proteine und ß-Amyloide potentielle Liganden (van 

Beijnum et al. 2008a). Zahlreiche Studien zeigen, dass durch Bindung von HMGB1 an 

RAGE die Zellmigration und Proliferation zunehmen und proinflammatorische Prozesse 

(Interleukin-Expression) initiiert werden (Degryse et al. 2001; Palumbo et al. 2004; Wu 

et al. 2013). 

Untersuchungen von PALUMBO und BIANCHI zeigen eine HMGB1-RAGE-initiierte Stamm-

zellrekrutierung (Mesangioblasten) in entzündetem Muskelgewebe (Palumbo und 

Bianchi 2004). 
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Die RAGE-vermittelten, intrazellulären Signalkaskaden zielen auf die Aktivierung des 

NFκB-Komplexes ab und forcieren somit die Genexpression (Abbildung 1.7) (van Beijnum 

et al. 2008). 

Die Gruppe der TLR besteht aus evolutionär hochkonservierten Proteinen. Derzeit sind 

vier TLR-Formen bekannt, welche HMGB1 als Ligand binden: TLR2, TLR4 und TLR9 (Park 

et al. 2004; Park et al. 2006; Yu et al. 2006; Tian et al. 2007; Yanai et al. 2009). Die TLR 

sind keine spezifischen Rezeptoren für HMGB1 und benötigen für die Aktivierung oftmals 

Co-Liganden. URBONAVICIUTE beschreibt, dass HMGB1-Nukleosomen-Komplexe (aus 

nekrotischen Zellen) via Makrophagen-TLR2 proinflammatorische Zytokine freisetzen 

(Urbonaviciute et al. 2008).  

In Gegenwart von bakteriellen LPS-Endotoxinen (Lipopolysaccharide) kann eine 

Komplexbildung mit HMGB1 (über CD14) den TLR4-Rezeptor aktivieren und die 

Sekretion von TNF-α in humanen Monozyten stimulieren (Youn et al. 2008). 

Die TLR-vermittelten Signalkaskaden führen intrazellulär, wie bei den RAGE-Rezeptoren, 

zur Aktivierung von NFκB. 

 

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der TLR- und RAGE-Signalwege.  

HMGB1 bindet als Ligand an den TLR2, TLR4 und RAGE-Rezeptor. Die TLR-vermittelte Signalkaskade 

verläuft über MyD88, IRAK und TRAF in die Aktivierung von NFκB. Alternative Signalkaskasen zur 

Aktivierung von NFκB laufen über Rac1 unter Rekrutierung der Akt-Kinase oder ERK1/2. 
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Die Aktivierung von Rac1 und CDC42 am RAGE-Rezeptor initiiert Umbauprozesse des Zytoskeletts, welche 
als Grundlage der Zellmigration unabdingbar sind. Über Ras und p38 werden ebenfalls NFκB-abhängige 
Signalwege reguliert. Die Aktivierung von NFκB führt zu einer gesteigerten Expression von Genen, welche 
für Zytokine, MMPs und HMG-Rezeptoren codieren. Abkürzungen: Akt (Synonym: Proteinkinase B), CDC42 

(cell division control protein 42), ERK1/2 (extracellular-signal-regulated kinases 1/2), Iκκ α/β (inhibitor of 

kappa α/β kinase), IRAK (interleukin-1 receptor- associated kinase), IκB (inhibitor of NFκB), MyD88 (myleoid 

differentiation primary response gene 88), NEMO (NFκB essential modulator), NFκB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells), PI3K (phosphat-idylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase), Rac1 (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1), RAGE (receptor for advanced glycation endproducts), Ras (rat 
sarcoma; funktionell eine kleine GTPase), TAK1 (Synonym: MAP3K7, Mitogen-activated protein-kinase-kinase-
kinase 7), TIRAP (toll-interleukin 1 receptor domain containing adaptor protein), TLR (Toll-like receptors), 
TRAF (TNF receptor associated factors). Abbildung entnommen und modifiziert nach VAN BEIJNUM et al. 
(2008). 

 

1.8.5 Stand der Forschung: HMGB1 und das osteoarthritische Gelenk 

Die zahlreichen physiologischen, aber auch pathophysiologischen Funktionen von 

HMGB1 im humanen Knorpelgewebe sind wenig erforscht. Erste Publikationen, welche 

einen Zusammenhang zwischen HMGB1 und Gelenkerkrankungen beschreiben, sind auf 

das Jahr 2002 zu datieren. 

KOKKOLA und Mitarbeiter identifizierten HMGB1 erstmals als proinflammatorischen 

Mediator bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA), Osteoarthritis und im OA-

Tiermodell. Immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dass HMGB1 im gesunden 

Gelenk primär im Kern der Synoviozyten und Chondrozyten lokalisiert ist. Bei RA- und 

OA-Patienten, wie auch im OA-Tiermodell, zeigte die Arbeitsgruppe von KOKKOLA eine 

erhöhte zytoplasmatische und extrazelluläre Lokalisation von HMGB1. Ebenso wurde 

freies HMGB1 in der Synovia nachgewiesen. Da die entzündungsfördernde Funktion von 

HMGB1 aus Versuchen mit Monozyten und Makrophagen zu diesem Zeitpunkt bekannt 

war, wurde ein Einfluss von HMGB1 auf die Pathogenese destruierender Gelenk-

erkrankungen geschlussfolgert (Kokkola et al. 2002). Im Mausmodell wurde die 

proinflammatorische Wirkung von HMGB1 durch intraartikuläre Injektionen des 

Proteins bestätigt (Pullerits et al. 2003). 

Eine systematische Analyse der HMGB1-Verteilung im humanen Knorpel, abhängig von 

verschiedenen OARSI-Werten, wurde von TERADA und Mitarbeitern untersucht. Stark 

destruierte Knorpelproben (hoher OARSI-Wert) zeigen eine signifikant erhöhte Anzahl 

von Chondrozyten mit zytosolischem HMGB1-Signal (Terada et al. 2011). 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_%28biochemistry%29
https://en.wikipedia.org/wiki/Advanced_glycation_end-product
https://en.wikipedia.org/wiki/Toll-like_receptor
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Weiterhin wurde beschrieben, dass die Stimulation von Chondrozyten mit IL-1β zu einer 

gesteigerten Expression von HMGB1 führt (Terada et al. 2011). Immunhistochemische 

Arbeiten von HEINOLA und Mitarbeitern an bovinen OA-Knorpelexplantaten zeigen 

ebenfalls eine starke Akkumulation von HMGB1 in der intra- und interterritorialen Matrix 

bei hohem Destruktionsgrad. Weiterhin untersuchte die Arbeitsgruppe erstmals die 

Tidemark auf extrazelluläres HMGB1, welches nur im OA-Knorpel nachgewiesen wurde 

(Heinola et al. 2010). 

Im OA-Knorpel konnten Gefäßeinsprossungen in der Tidemark als Migrationsort für 

chondrogene Progenitorzellen identifiziert werden (Koelling et al. 2009). Da HMGB1, 

abhängig vom Redoxzustand, eine promigratorische Wirkung aufweist, ist eine erhöhte 

extrazelluläre Konzentration im Bereich der Tidemark als potentieller Faktor für die 

Regulation der CPC-Migration in erkranktes Gewebe zu werten.  

Aktuell gibt es keine Publikationen, welche die Wirkung von HMGB1 auf humane CPCs im 

OA-Gelenkknorpel untersucht. Im Jahr 2012 veröffentlichten SEOL und Mitarbeiter 

Untersuchungen an gesunden, bovinen Knorpelexplantaten, welche ex-vivo durch 

Gewichtseinschläge geschädigt wurden. In die traumatisierten, hypozellulären Bereiche 

konnte die Migration von Zellen mit CPC-ähnlichen Eigenschaften dargestellt werden. Die 

Migration der beschriebenen putative CPCs (engl.: mutmaßliche CPC) wurde in 

Abhängigkeit von unterschiedlichen Medien bzw. Zytokinen untersucht. Neben PDGF und 

Zellkulturmedien, versetzt mit lysierten Chondrozyten, wurde erstmals HMGB1 als 

promigratorischer Faktor beschrieben. Weiterhin zeigte die Arbeitsgruppe, das potente 

Inhibitoren von RAGE die Migration der Zellen vermindern (Seol et al. 2012). 

Weiterhin gibt es eine geringe Anzahl an Studien, welche die Wirkung von HMGB1 auf 

mesenchymale Stammzellen (MSCs) beschreiben. Untersuchungen von MENG und 

Mitarbeitern zeigen einen promigratorischen Effekt von HMBG1 auf human bone marrow 

MSCs. Ebenfalls forciert HMGB1 die Differenzierung von MSCs in Osteoblasten (Meng et 

al. 2008). Die Arbeitsgruppe von LIN publizierte eine systematische Untersuchung 

beteiligter Signalwege (Lin et al. 2016). 

Die Experimente von SEOL und MENG basieren auf der Verwendung von rekombinantem, 

humanem HMGB1, welches keine reine posttranslationale Isoform darstellt. Nach 

ANDERSSON und ANTOINE ist die genaue Differenzierung in unterschiedliche Isoformen für 

die entsprechende Funktion und Wirkungsweise von hoher Bedeutung (Andersson et al. 

2014; Antoine et al. 2014). 
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1.9 Zielsetzung der Arbeit 
Durch die intensive Grundlagenforschung sind heute zahlreiche Pathomechanismen der 

Osteoarthrose bekannt. Durch moderne zellbiologische Forschungsansätze wird 

versucht, die Integrität der EZM möglichst aufrechtzuerhalten und destruierende 

Faktoren auszuschalten. Durch die Entdeckung der CPCs eröffnet sich die Möglichkeit 

zellbasierter Regenerationsansätze, da diese Zellpopulation bereits eine körpereigene 

Reaktion auf OA-Prozesse darstellt. Durch die Fähigkeit zur Zellmigration können CPCs 

erkrankte Knorpelbereiche erreichen. Da CPCs – kontrolliert durch die Genaktivität von 

runx2 und sox9 – Kollagene der EZM bilden, besteht eine potentielle Möglichkeit der 

Geweberegeneration (Koelling et al. 2009; Koelling und Miosge 2009). Ziel der aktuellen 

Forschung ist es, Signalwege und Mechanismen zu identifizieren, welche das chondro-

gene Regenerationspotential der CPCs steigern.  

Die Wirkungsweise des Proteins HMGB1 auf CPCs und den OA-Knorpel ist in diesem 

Zusammenhang nahezu unerforscht. Durch die verschiedenen Redoxformen des Proteins 

sind zahlreiche Interaktionen mit CPCs möglich. Folgende Punkte sollen im Rahmen 

dieser Promotionsarbeit untersucht werden: 

1. Nachweis von HMGB1 in humanen Knorpelproben, Chondrozyten und CPCs durch 

Immunhistochemie, Immunzytochemie und Western Blot.  

2. Nachweis von extrazellulären HMGB1-Rezeptoren (TLR4 und RAGE) auf Chondro-

zyten und CPCs durch Immunzytochemie.  

3. Erstellen von ex-vivo-Migrationsschnitten durch in OA-Knorpelgewebe migrierte 

CPCs. Die Bildung von HMGB1 in CPCs (im OA-Milieu) soll auf m-RNA-Ebene (in-situ-

Hybridisierung) und Proteinebene (Immunhistochemie) nachgewiesen werden.  

4. Untersuchung der Migrationswirkung von fully reduced-HMGB1 auf CPCs durch 

scratch assay und BOYDEN-chamber assay.  

5. Untersuchung der proinflammatorischen Wirkung von Disulfid-HMGB1 auf CPCs im 

Stimulationsversuch. Die Sekretion von TNF-α und IL-6 wird nach Stimulation im 

Medium ermittelt (ELISA). 

 



 

2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Puffer 

 
Tabelle 2.1: Chemikalien, Reagenzien und Puffer  

Chemikalie/Reagenz/Puffer Hersteller und Produktnummer 
Acrylamid Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

3029.2 
Agar Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

2266.1 
Agarose USB Corporation (Cleveland, USA) 

32802.500GM 
Ammoniumperoxydisulfat (APS) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

9592.2 
Bovines Serum-Albumin (BSA) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

A9647-100G 
Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) Roche (Mannheim, Deutschland) 

11383221001 
Bromphenolblau AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 

A3640,0005 
Calcein AM PromoCell (Heidelberg, Deutschland) 

PK-CA707-80011 
Coomassie brillant blue Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

3862.2 
D-(+)-Glukose Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

G7021-100G 
Denhardts-Reagenz (50x) Invitrogen (Paisley, UK) 

750018 
Dextransulfat Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

5956.5 
Diamidinphenylindol (DAPI) KPL (Gaithersburg, USA) 

71-03-00 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

P030.2 
DMEM-GlutaMaxTM-Zellnährmedium Thermo Fisher (Bremen, Deutschland)  

21885.025 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

D2650 
Eisessig/Essigsäure 100 % AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 

A0662,1000 
Essigsäureanhydrid Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

CP28.1 
Ethanol 100 % Walter CMP GmbH (Kiel, Deutschland) 

WAL10503 1000 
Ethylendiaminessigsäure (EDTA) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

CN06.3 
Eukitt quick-hardening mounting medium Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

03989-100ML 
FCS (Fetal Calf Serum) Thermo Fisher (Braunschweig, Deutschland) 

10270-106 
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Fibronectin Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

F1141 
Fluorescence Mounting Medium Dako (Glostrup, Dänemark) 

S3023 
Formaldehyd (37 %) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

CP10.1 
Formamid; deionisiert Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

P040.1 
Glycerin Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

3783.1 
Glycin AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 

A3707,1000 
Hämalaun Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

H3136-25G 
Hefeextrakt Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

Y1625-250G 
Isopropanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

7590.1 
Kaliumchlorid (KCl) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

P9333-500G 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

3904.1 
Kaliumhydroxid (KOH) Merck (Darmstadt, Deutschland) 

5033.0500 
Kollagenase Typ I   Thermo Fisher (Bremen, Deutschland)  

17100-017 
Kollagenase Typ II  Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

C6885-1G 
Lachsspermien DNA Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

5434.1 
Levamisol Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

L0380000 
Lichtgrün-SF Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

62110 
Magnesiumchlorid (MgCl2 ⋅ 6H2O) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

M2670-100G 
Magnesiumsulfat (MgSO4 ⋅ 7H2O) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

63138-250G 
Methanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

KK39.2 
Milchpulver AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 

A0830,0500 
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

3957.1 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

71725-100G 
Natriumzitrat Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

W302600-1KG-K 
Natronlauge (NaOH) 5N AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 

182159 
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) Roche (Mannheim, Deutschland) 

11383213001 
Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

0335.3 
Paraplast plus- Einbettmasse Leica Biosystems (Richmond, USA) 

39502004 
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Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
P4417-100TAB 

Poly-L-Lysin-Lösung (mit Thimerosal) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
P8920 

Protease 24 Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
P6911 

Proteinase K 
 

Roche (Mannheim, Deutschland) 
108214001 

Salzsäure (HCl) AppliChem (Darmstadt, Deutschland) 
143378 

ß-Mercaptoethanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
4227.3 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
2367.3 

Triethanolamin-HCl Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
90350-250G 

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
5429.3 

Triton-X-100 Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
T8787-100ML 

t-RNA (S. cerevisiae) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
R6750-100MG 

Trypsin-EDTA (10x) PANBiotech (Aidenbach, Deutschland) 
P10-024100 

Trypton Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
T7293-250G 

Tween 20 Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
P2287-500ML 

Xylol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
CN80.2 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien  

Produkt Hersteller und Produktnummer 
6-Well-Platte (Polystyrol) Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, Deutschland) 

83.1839.300 
12-Well-Platte (Polystyrol) Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, Deutschland) 

83.3921.300 
24-Well-Platte (Polystyrol) Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, Deutschland) 

83.3922.300 
50-ml-Zentrifugeneinsätze Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, Deutschland) 

62.547.254 
96-Well-Platte (Polystyrol, schwarz) Greiner bio-one (Kremsmünster, Österrreich) 

655079 
Blotting-Filterpapiere Heinmann (Schäbisch Gmünd, Deutschlad)  

GB40/B004 
ChemiPen WesternBright Leuchtmarkierung Advansta (Menlo Park, USA) 

R-07055-001 
Deckgläser ∅ 10 mm Menzel GmbH (Braunschweig, Deutschland) 

CB00100RA1 
Deckgläser 24x24 mm Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

H875 
Einbettkassetten Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

K113.1 
Objektträger 75 x 25 mm Superfrost PLUS Menzel GmbH (Braunschweig, Deutschland) 

J1800AMNZ 
Objektträger 76 x 26 mm Menzel GmbH (Braunschweig, Deutschland) 

AA00000102E 
Parafilm BEMIS COMPANY (Neenah, USA) 

PM-996 
PVDF-Membran Immobilon-P  Millipore Merck (Darmstadt, Deutschland) 

IPVH00010 
Radiofilm lucent blue x-ray  Advansta (Menlo Park, USA) 

L-07014-100 
Skalpell No.10 Pfm medical ag (Köln, Deutschland) 

02.001.30.010 
Zellkultureinsatz (Thin-Cert): 8,0 µm  Greiner bio-one (Kremsmünster, Österrreich) 

665638 
Zellkulturflasche TC-Flask T75 Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, Deutschland) 

83.3911.002 
Kryoröhrchen Cryo TubeTM Vials Thermo Fisher (Braunschweig, Deutschland) 

375353 
Nylonsieb 40 µm Porengröße 
 

BD Biosciences (Erembodegem, Belgien) 
352340 

Pipettenspitze (p200) 
 

StarLab GmbH (Hamburg, Deutschland) 
S1180-8710 
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2.1.3 Kits und Analysesysteme 
Tabelle 2.3: Kits und Analysesysteme 

Kit/Analysesystem Hersteller und Produktnummer 
Antibody Diluent abcam (Cambridge, UK) 

ab 64211 
DAB Buffer Cell Marque (Rocklin, USA) 

957D-11 
DAB Chromogen Cell Marque (Rocklin, USA) 

957D-12 
DNA Leiter Gene Ruler 100bp (Agarosegel) Thermo Fisher (Bremen, Deutschland)  

SM0321 
DNA Loading Dye 6x (Agarosegel) Thermo Fisher (Bremen, Deutschland)  

R0611 
ECL WesternBright Peroxide (HRP-Substrat) Advansta (Menlo Park, USA) 

R03025-D10 
ECL WesternBright Sirius (HRP-Substrat) Advansta (Menlo Park, USA) 

R03027-D10 
Entwickler (Röntgenfilm) Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 

P7042-1GA 
Fixierer (Röntgenfilm) Carestream Health (Paris, Frankreich) 

507-1071 
HiDef DetectionTM AP-Amplifier Cell Marque (Rocklin, USA) 

962D-21 
HiDef DetectionTM AP-Polymer Cell Marque (Rocklin, USA) 

962D-22 
HiDef DetectionTM HRP-Amplifier Cell Marque (Rocklin, USA) 

954D-21 
HiDef DetectionTM HRP-Polymer Cell Marque (Rocklin, USA) 

954D-22 
PageRulerTM Thermo Fisher (Bremen, Deutschland)  

SM0671 
Perma Red/AP-Auto Chromogen Emergo Europe (Den Haag, Niederlande) 

K049C-AUTO 
Perma Red/AP-Auto Substrate Buffer Emergo Europe (Den Haag, Niederlande) 

K049B-AUTO 
pGEM-T Easy-Vektorsystem Promega (Madison, USA) 

A1360 
ProTaq-Demaskierungslösung  BIOCYC (Luckenwalde, Deutschland) 

401602092 
Pure YieldTM Plasmid Miniprep System Promega (Madison, USA) 

A1223 
Roti-Safe GelStain Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

3865.1 
Universal-Block KPL (Gaithersburg, USA) 

71-00-61 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega (Madison, USA) 

A9281 
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2.1.4 Antibiotika 
Tabelle 2.4: Antibiotika 

Antibiotikum Verwendungszweck Hersteller und 
Produktnummer 

Gentamycin 
 

Behandlung der Zellkultur mit: 
10 µg/ml 

Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
HN09.1 

Ampicillin 
 

Bakterienselektion: 
Sondendesign/ISH 

Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
K029.1 

 

2.1.5 Antikörper und Zytokine 
Tabelle 2.5: Antikörper und Zytokine 

Antikörper/Zytokin Hersteller und Produktnummer 
Anti-DIG-Alkalische Phosphatase Roche (Mannheim, Deutschland) 

11093274910 
Anti-GFP Invitrogen (Paisley, UK) 

A11120 
Anti-HMGB1-ChIP Grade  abcam (Cambridge, UK) 

ab 18256 
Anti-Mouse IgG (Alexa Fluor 555) 
 

abcam (Cambridge, UK) 
ab 150114 

Anti-Mouse-IgG-Peroxidase Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
A9917 

Anti-Rabbit IgG (Alexa Fluor 555) 
 

abcam (Cambridge, UK) 
ab 150074 

Anti-Rabbit-IgG-Peroxidase Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
A0545 

Anti-RAGE  antikoerper-online (Aachen, Deutschland) 
ABIN1453837 

Anti-TLR4  antikoerper-online (Aachen, Deutschland) 
ABIN281829 

Anti-α-Tubulin Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
T6199 

Disulfid-HMGB1 HMGBiotech S.r.l. (Milano, Italien) 
HM-122 

fully reduced-HMGB1  HMGBiotech S.r.l. (Milano, Italien) 
HM-115 

Interleukin-1ß Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
SRP3083 
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2.1.6 Geräte 
Tabelle 2.6: Geräte 

Gerät Hersteller  
CellometerTM Auto T4  peqLab (Erlangen, Deutschland) 
Einfrierbox Mr. FrostyTM Thermo Fisher Scientific (Braunschweig, Deutschland) 

5100-0001 
Elektrophoresekammer Individualanfertigung 
Erlenmeyerkolben DURAN 250 ml Schott AG (Mainz, Deutschland) 

21226360 
Fluoreszenzplattenleser Victor X4 PerkinElmer (Waltham, USA) 
FluoView 1000 Mikroskop 
 

Olympus Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland) 
 

GFL-Wasserbad 1052 GFL GmbH (Burgwedel, Deutschland) 
Glasplatten und Dichtungen (SDS-
PAGE) 

Individualanfertigung 

IKAMAG-REO-Magnetrührer, 
temperierbar  

Janke&Kunkel GmbH (Staufen, Deutschland) 

Jung Biocut Mikrotom 2035 Leica Instruments GmbH (Nussloch, Deutschland) 
Keyence BZ-9000-Fluoreszenz-
Mikroskop 

Keyence GmbH (Neu-Isenburg, Deutschland)  

Labor-Wasserbad  Köthermann (Uetze-Hänigsen, Deutschland) 
Typ: 3041 

MEDAX Paraffinausgießstation Typ 
43900 

MEDAX GmbH (Rendsburg, Deutschland) 

MEDAX Wärmeplatte 14801 MEDAX GmbH (Rendsburg, Deutschland) 
Netzgerät pegPOWER PEQLAB/VWR (Darmstadt, Deutschland) 

PEQL55-E250-230V 
Nikon D90 Spiegelreflexkamera Nikon GmbH (Düsseldorf, Deutschland) 
Para-Cooler B Kühlplatte RWW Medizintechnik (Forchheim, Deutschland) 
Pipette: 0,1–2,5 μl 
 

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 
3644634 

Pipette: 0,5–10 μl 
 

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 
4398413 

Pipette: 100–1000 μl 
 

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 
4691683 

Pipette: 10–100 μl 
 

Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 
4756895 

Röntgenkassette peqLab (Erlangen, Deutschland) 
ROTHX265.1 

Schwenktisch Duomax 1030 Heidolf Instruments (Schwabach, Deutschland) 
Shandon Elliott Einbettautomat-
SCE0540 

Shandon Elliott (Camberley, England) 
 

Tank-Elektroblotter PerfectBlue peqLab (Erlangen, Deutschland) 
PEQL52-WEB-10 

Thermomixer comfort  Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland) 
No. 5355 

Trockenschrank Heraeus B-5042 Heraeus GmbH (Hanau, Deutschland) 
Vortex REAX top Heidolph Heidolph (Schwabach, Deutschland) 

No. 541.10000.000 
Vortex REAXtop Heidolf (Schwabach, Deutschland) 

541.10000.000 
Zeiss Axiovert 40 Mikroskop Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena, Deutschland) 
Zellkulturschrank Labotect C200  Labotect (Göttingen, Deutschland) 
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2.1.7 Zelllinien 
Tabelle 2.7: Zelllinien 

Zellen Herkunft  
CH292ht Etablierte, hTERT-immortalisierte Zelllinie AG Prof. MIOSGE 
CH656-OA Kollagenaseverdau; Knorpel als Kniearthroplastik 
CH657-OA Kollagenaseverdau; Knorpel als Kniearthroplastik 
CPC241ht Etablierte, hTERT-immortalisierte Zelllinie AG Prof. MIOSGE 
CPC242ht Etablierte, hTERT-immortalisierte Zelllinie AG Prof. MIOSGE 
CPC531ht Etablierte, hTERT-immortalisierte Zelllinie AG Prof. MIOSGE 
MSC577 Etablierte Zelllinie AG Prof. MIOSGE; kryokonserviert 

 

 

2.1.8 Herkunft humaner Gewebeproben und Zelllinien 

Das experimentelle Untersuchungsmaterial stammt aus humanem Knorpelgewebe und 

Zelllinien. Das Gewebe wurde intraoperativ von Osteoarthrose-Patienten entnommen, 

welche mit einer totalen Kniearthroplastik behandelt werden. Die Patienten sind zum 

Zeitpunkt der Probeentnahme zwischen 59 und 88 Jahre alt. 

Die Gewebeverwendung zu Forschungszwecken erfolgte nach Aufklärung der Patienten 

mit einer entsprechenden schriftlichen Einwilligung. Die Ethikkommission der 

Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen hat die Studie genehmigt (Antrags-

nummer 25/12/10). Der operative Eingriff erfolgte im akademischen Lehrkrankenhaus 

Neu-Mariahilf.  

Die Gewebeproben wurden nach der Entnahme in DMEM-GlutaMaxTM und PBS 

(Volumenanteil 1:1) überführt und an die Arbeitsgruppe orale Biologie und Gewebe-

regeneration (Leitung: Prof. Dr. med. MIOSGE) gesendet. 

Für die Experimente wurden weiterhin CPC-Linien und Chondrozyten verwendet. Die 

Zelllinien CH292ht, CPC241ht, CPC242ht und CPC531ht waren durch lentiviralen 

Gentransfer mit humaner Telomerase Reverse Transkriptase (hTERT) immortalisiert. Die 

aus dem Kollagenaseverdau isolierten CPC656-OA und CPC657-OA waren nicht 

immortalisiert. Die immortalisierten Zellen wurden von Frau CTA BODE (AG orale Biologie 

und Geweberegeneration) kultiviert und zur Verfügung gestellt.  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Ablauf der Gewebepräparation 

Von neun Patienten wurden Gewebeproben aus dem osteoarthritischen Kniegelenk 

verwendet. Unter der Zellkulturbank erfolgte die Knorpelpräparation aus der Tibia und 

dem Femur mithilfe einer individuell hergestellten Henkellochstanze. Bei den Proben für 

die Migrationsexperimente wurde das Knorpelgewebe von dem subchondralen Knochen 

mit einem Skalpell präpariert und weiterverarbeitet (Abschnitt 2.2.6). Präparate für die 

Immunhistochemie (IHC) enthielten teilweise subchondrale Knochenabschnitte. Die 

gewonnenen Stanzpräparate wiesen einen Durchmesser von 1 cm auf. 

2.2.2 Gewinnung der chondrogenen Progenitorzellen 

Aus degenerierten Randzonen der Knorpelproben wurden dünne, wenige Millimeter 

große Explantate genommen und in Gewebekulturfalschen überführt. Die Kultivierung 

der Knorpelchips erfolgte in DMEM-GlutaMaxTM (10 % FCS/1 % Gentamycin) für 7 – 10 

Tage im Zellkulturschrank. In diesem Zeitraum migrierten CPCs aus dem Knorpelchip 

heraus in die Kulturflasche, wo sie adhärent wuchsen. Die Knorpelchips wurden mit PBS 

ausgewaschen und die Zellen weiter kultiviert. Die CPCs sollten ohne Zellkontakte zu 

Nachbarzellen proliferieren, um eine osteogene Differenzierung zu vermeiden.  

2.2.3 Zellkultur, Zellernte, Zellzählung und Passagieren 

Die CPC-Linien wurden in DMEM-GlutaMaxTM (10 % FCS/1 % Gentamycin) bei 37 °C 

unter 5 % CO2-Atmosphäre aufgezogen. Das Medium war alle 3 Tage zu wechseln und 

die Kulturflasche mit PBS zu spülen.  

Bei einer Konfluenz von ca. 70 % wurden die Zellen passagiert. Dazu musste sämtliches 

Medium aus der Kulturflasche entfernt und 2-fach mit PBS gespült werden. Mit einer auf 

37 °C temperierten Trypsin-PBS-Lösung erfolgte die Ablösung der adhärenten CPCs. Die 

Trypsinaktivität wurde durch Zugabe von DMEM-GlutaMaxTM (10 % FCS) gestoppt, die 

Zellen in ein Zentrifugenröhrchen überführt und für 10 Minuten bei 300 g abzentrifugiert. 

Nach Resuspension des Zellpellets in PBS konnte die Zellzahl im CellometerTM bestimmt 

werden. 
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2.2.4 Kryokonservierung und Revitalisierung verwendeter Zelllinien 

Eine langfristige Lagerung der Zellen erfolgte in flüssigem Stickstoff bei −196 °C. Zur 
Konservierung mussten die Zellen in ein spezielles Einfriermedium überführt und 
langsam abgekühlt werden. Das Medium bestand aus 70 % DMEM-GlutaMaxTM, 20 % FCS 
und 10 % DMSO (Gefrierschutz) und ist frisch anzusetzen. In einem Kryoröhrchen 
wurden max. 1 ∙ 106 Zellen in 1 ml Einfriermedium resuspendiert. In einer mit 2-Propanol 
gefüllten Einfrierbox konnten die Zellen von Raumtemperatur beginnend auf −80 °C 
gekühlt werden (−1 °C/Minute). Nach 24 Stunden erfolgte der Transfer der Proben in 
Stickstoff. 
Das Auftauen der Zellen musste schnell erfolgen. Die Kryoröhrchen wurden in einem 
Wasserbad (37 °C) aufgetaut und anschließend in eine Zellkulturfalsche mit DMEM-
GlutaMaxTM (10 % FCS/1 % Gentamycin) pipettiert.  

2.2.5 Kollagenaseverdau und Kultivierung von OA-Knorpelproben 

Aus degenerierten Zonen des Tibiaplateaus bzw. der Femurköpfe wurden dünne, wenige 

Millimeter große Explantate genommen und in eine 25-ml-Flasche mit Rührfisch 

überführt. In 10 ml einer frisch angesetzten Kollagenaselösung erfolgte der enzymatische 

Verdau bei Standardbedingungen im Brutschrank (unter Rühren) für 2 Stunden. Die 

Suspension wurde anschließend über einem 40-µm-Nylonsieb abfiltriert. Das Filtrat war 

bei 1400 rpm für 10 Minuten zu zentrifugieren. Der Überstand wurde verworfen und das 

bodenständige Pellet in 1 ml DMEM-GlutaMaxTM resuspendiert. Die Auszählung der 

Zellen erfolgte im CellometerTM. Nach eintägiger Anzucht in 75-cm2-Kulturflaschen 

sollten Zelldebris mit PBS ausgewaschen und die adhärenten Zellen mit frischen DMEM-

GlutaMaxTM (10 % FCS/1 % Gentamycin) versorgt werden. 

Reagenz: 

 Kollagenase-Lösung: 

Kollagenase Typ I 160 units/ml (Gibco Best.-Nr. 17100-017)  

Kollagenase Typ II 600 units/ml (Sigma Best.-Nr. C6885-1G) 

 Kollagenase Typ I und II: je 1 mg/ml DMEM+10 % FCS mit Gentamycin frisch an-

setzen, steril filtrieren (0,2 µm); ca. 20 ml Ansatz. 
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2.2.6 Ex-vivo-Migration von CPC in Knorpelgewebe 

Die Knorpelproben für die ex-vivo-Migrationsversuche wurden, wie in Abschnitt 2.2.1 

beschrieben, unter sterilen Bedingungen gewonnen. Die Gewebeproben verblieben im 

Stanzzylinder und wurden in eine 6-Well-Platte mit DMEM-GlutaMaxTM (10 % FCS/ 

1 % Gentamycin) überführt. Für die Migration sind GFP-transfizierte CPC531ht kultiviert, 

gewaschen, trypsiniert und gezählt (CellometerTM) worden. Jeder Stanzzylinder erhielt 

4000 Zellen in DMEM-GlutaMaxTM (10 % FCS/1 % Gentamycin). Der Zylinder war an-

schließend mit Medium zu füllen. Durch den Zylinder erfolgte die Zellmigration gerichtet 

in superfizielle Knorpelzonen. Die konstruktionsbedingte Wandbegrenzung verhinderte 

die freie Migration von Zellen in das Medium und basale Knorpelzonen. Die Migrationszeit 

betrug 5 Tage bei 37 °C im Zellkulturschrank. Die Gewebeproben wurden aus dem 

Stanzzylinder entnommen und weiterverarbeitet (Abschnitt 2.2.7). Die Kontrolle der 

Migration erfolgte durch Argon-Laseranregung der GFP-CPC531ht (Abschnitt 2.2.12). 

2.2.7 Entkalkung der Knorpel-Knochen-Stanzpräparate für die IHC 

Stanzproben mit subchondralen Knochenanteilen mussten vor der Fixierung und 

Einbettung entkalkt werden. Durch das Entkalken lösten sich die knöchernen Hartgewebe 

auf, was für die Anfertigung dünner Paraffinschnitte unerlässlich war. Für die Entkalkung 

ist eine 20 %ige Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Lösung anzusetzen. Bei dieser 

Methode handelt es sich um eine Chelatbildner-Entkalkung.  

Reagenz: 

 20 % EDTA-Lösung: 

400 g EDTA in ein Becherglas (2 l Fassungsvolumen) abwiegen. Zunächst 1700 ml 

destilliertes Wasser und 210 ml 5 N Natronlauge (NaOH) hinzugeben. Lösung mit 

einem Magnetrührer (bei 60 °C) für ca. 90 Minuten rühren. Einstellen des pH-Wertes 

auf 7,4 mit Salzsäure (HCl) oder NaOH. Anschließend Volumen bis auf 2 l mit 

destilliertem Wasser komplettieren. Die Lösung in einer braunen Flasche bei RT 

lagern.  

 

Die Gewebeproben wurden in ein 50-ml-Zentrifugenröhrchen mit 20 %iger EDTA-

Lösung eingelegt. Das Röhrchen ist vollständig mit der Entkalkungslösung zu füllen.  

In der ersten Entkalkungswoche war die Lösung täglich zu wechseln, in der zweiten 

Woche jeden zweiten Tag, in der dritten Woche jeden dritten Tag.  
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Die Dauer der Entkalkung richtete sich nach den jeweiligen zu entkalkenden 

Knochenvolumina. Nachdem das Gewebe mit deiner Präpariernadel leicht durchstochen 

werden konnte, endete der Entkalkungsvorgang. Das Gewebe wurde zweimal für 

10 Minuten mit Leitungswasser gewaschen und bis zur weiteren Verarbeitung in 70 % 

Ethanol bei 4 °C gelagert. 

2.2.8 Gewebefixierung und Einbettung für die IHC 

Ziel der Fixierung ist, das Gewebe für die folgenden Untersuchungen zu stabilisieren. Die 

Dimension, die Antigenität und die molekularen Eigenschaften sollten erhalten bleiben. 

Es gibt verschiedene Fixiermethoden, wobei grundlegend zwischen physikalischen und 

chemischen Verfahren unterschieden wird. Bei der folgenden Fixiermethode handelt es 

sich um die chemische Immersionsfixierung mit gepufferten Formalin nach LILLIE. Die 

LILLIE-Fixierlösung besteht aus Formaldehyd in SÖRENSEN-Puffer. Die Reagenzien wurden 

folgenderweise angesetzt: 

Reagenz: 

 0,3 M SÖRENSEN-Puffer:   

Der SÖRENSEN-Puffer besteht aus einer A- und B-Lösung, welche in einem bestimmten 

Volumenverhältnis zusammengegeben werden. 

Lösung A: 0,3 M Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)-Lösung; 20,42 g KH2PO4 in 

500 ml destilliertem Wasser bei RT lösen.  

Lösung B: 0,3 M Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)-Lösung; 85,18 g Na2HPO4 

in 2000 ml destilliertem Wasser bei RT lösen.  

0,3 M SÖRENSEN-Puffer: 182 ml Lösung A und 818 ml Lösung B bei pH 7,4 

 LILLIE-Fixierlösung:   

30 ml 37 % Formaldehyd in 100 ml 0,3 M SÖRENSEN-Puffer mischen. Anschließend 

mit 270 ml destilliertem Wasser auf Gesamtvolumen von 300 ml auffüllen. Die 

Lösung ist 6 Wochen bei 4 °C lagerbar. 

 

Die Gewebeproben wurden für 6 Stunden bei 4 °C mit der LILLIE-Fixierlösung behandelt 

(50-ml-Zentrifugenröhrchen). Nach der Fixierung lagerten die Proben in 70 % Ethanol 

über Nacht im Kühlschrank (4 °C). Die fixierten Explantate wurden in Einbettkassetten 

aus Plastik überführt und in den Einbettautomaten (Shandon Elliott SCE0540) eingesetzt.  
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In diesem Gerät durchliefen die Proben verschiedene Konzentrationsreihen von Ethanol, 

welche zur Entwässerung dienten. Nach dem Durchlaufen der aufsteigenden Ethanol-

Reihe verweilten die Präparate in einem Intermedium. Dieses stellt den Übergang 

zwischen hydrophilen und hydrophoben Stationen dar. In der Regel wird Isopropanol 

und Xylol verwendet. Diese Stoffe sind Amphiphile und bereiten das Gewebe auf die 

Infiltration mit Paraffin vor. Die einzelnen Stationen und die jeweiligen Inkubationszeiten 

im Einbettautomaten sind tabellarisch dargestellt (Tabelle 2.8): 

 
Tabelle 2.8: Stationen der Gewebeentwässerung im Einbettautomaten 

 

Die paraffininfiltrierten Gewebeschnitte wurden in der Einbettkassette ausgerichtet und 

mit Paraffin aus der Ausgießstation aufgefüllt.  

Die eingebetteten Proben härteten kontrolliert auf einer Kühlplatte aus, was eine 

gleichmäßige Erstarrung des Paraffins ermöglichte. 

 

 

 

Position Medium Inkubationszeit (h) Temperatur (°C) 

1 70 % Ethanol 3  RT 

2 80 % Ethanol 1  RT 

3 90 % Ethanol 1  RT 

4 96 % Ethanol 1  RT 

5 100% Ethanol 2  RT 

6 Isopropanol 2  RT 

7 Isopropanol 1,5  RT 

8 Xylol 0,5 RT 

9 Xylol 0,75 RT 

10 Xylol 0,75 RT 

11 Paraplast Plus  0,5  52 

12 Paraplast Plus 7  56 
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2.2.9 Beschichtung der Objektträger mit Poly-L-Lysin 

Um die Schnitthaftung der Objektträger zu verbessern, wurde die Glasoberfläche mit 

einer Poly-L-Lysin-Lösung (0,1 %) mit Thimerosal (0,01 %) beschichtet. Die Lösung ist 

als Fertigprodukt zu erwerben (Sigma Aldrich: P8920). Die Oberfläche der Objektträger 

wurde vollständig mit der Poly-L-Lysin-Lösung benetzt und 5 Minuten inkubiert. An-

schließend trockneten die Objektträger für 1 Stunde bei 60 °C im Wärmeschrank. 

2.2.10 Anfertigung der Paraffinschnitte am Mikrotom 

Das Mikrotom ist ein Präzisionsschneidewerkzeug, mit welchem dünne Schnitte aus den 

Paraffinblöcken erstellt werden. Der paraffinierte Gewebeblock wird von superfiziell 

nach basal geschnitten. Das verwendete Rotationsmikrotom (Jung Biocut Mikrotom 2035) 

weist ein starr verankertes Messer auf, über welches sich der Probeblock bewegt. Die 

Paraffinschnitte haben eine Dicke von 4 – 5 µm. 

Die dünnen Paraffinschnitte wurden mit einem angefeuchteten Pinsel (in Wasser 

eintauchen) vorsichtig vom Messerblock abgehoben und in ein Wasserbad (40 °C) zur 

Entspannung überführt. Durch Eintauchen der beschichteten Objektträger in das 

Wasserbad sind die Schnitte an gewünschter Stelle zu platzieren. Die Objektträger 

trockneten zunächst auf einer Wärmeplatte (37 °C), anschließend für 24 Stunden im 

Trockenschrank (37 °C). 

2.2.11 Immunhistochemie zum Nachweis von HMGB1 im Knorpelgewebe 

Durch die Immunhistochemie (IHC) soll die intra- und extrazelluläre Verteilung des 

Proteins HMGB1 im osteoarthritischen Gelenkknorpel untersucht werden. Als De-

tektionssysteme werden das HiDef DetectionTM Alkalische Phosphatase Polymer System 

(Cell Marque) und das HiDef DetectionTM Horseradish Peroxidase Polymer System (Cell 

Marque) verwendet. Bei dieser Methode handelt es sich um eine indirekte 

Immunmarkierung (Primär- und Sekundärantikörper) mit Signalverstärkung durch 

enzymgekoppelte Trägerpolymere. Das Alkalische Phosphatase (AP) Polymer System setzt 

enzymatisch ein Perma Red Chromogen um, wodurch ein hellroter Farbstoff entsteht. Im 

Horseradish Peroxidase Polymer (HRP) System wird Diaminobenzidin (DAB) oxidiert und 

bildet ein braunes Endprodukt. 
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Vor Versuchsbeginn erfolgte die Einteilung der Gewebeschnitte in Probe- und Kontroll-

gruppen. In der Kontrollgruppe wurden keine Primärantikörper inkubiert, der restliche 

Versuchsablauf war mit der Probegruppe identisch. Der Versuch wurde dreimal 

wiederholt, wobei in jedem Durchgang mindestens drei Gewebeschnitte als Probe- und 

als Kontrollgruppe dienten. Vor Versuchsbeginn waren folgende Reagenzien herzu-

stellen: 

Reagenzien: 
 90 % Ethanol:  

900 ml 100 % Ethanol und 100 ml dest. Wasser. 

 80 % Ethanol:  
800 ml 100 % Ethanol und 200 ml dest. Wasser. 

 70 % Ethanol:  
700 ml 100 % Ethanol und 300 ml dest. Wasser. 

 60 % Ethanol:  
600 ml 100 % Ethanol und 400 ml dest. Wasser. 

 50 % Ethanol:  
500 ml 100 % Ethanol und 500 ml dest. Wasser. 

 10x TRIS-Buffered Saline and Tween 20 (TBS-T)- Stocklösung: 
24,2 g TRIS (200 mM) und 87,7 g NaCl (1,5 M) in 800 ml dest. Wasser lösen und pH 7,4 
(mit HCl) einstellen. Anschließend 5 g Tween 20 zugeben und auf 1000 ml mit dest. 
Wasser auffüllen. 

 1x TRIS-Buffered Saline and Tween 20 (TBS-T)- Arbeitslösung:  
100 ml 10x TBS-T und 900 ml dest. Wasser. 

 Protease 24-Lösung:  
45 ml dest. Wasser mit 5 ml 0,05 M TRIS-HCl (pH= 7,6), 25 mg CaCl2 und 25 mg 
Protease 24 versetzten und homogenisieren. 

 1 % Bovines Serum-Albumin (BSA) in 1x TBS-T:  
0,5 g BSA in 50 ml 1x TBS-T (in 50-ml-Röhrchen) lösen und steril filtrieren. Lösung 
aliquotieren und bei –20 °C lagern. 

 Lichtgrün-SF Gegenfärbung:  
0,2 g Lichtgrün-SF und 0,2 ml Eisessig in 100 ml dest. Wasser lösen. 
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Vorbehandlung der Gewebeschnitte: 

Im ersten Schritt musste das Einbettmedium aus den Gewebeschnitten ausgewaschen 

werden. Die Entparaffinierung wurde in Küvetten mit Xylol und einer absteigenden 

Alkoholreihe durchgeführt (Tabelle 2.9): 

 
Tabelle 2.9: Stationen der Gewebeentparaffinierung 

 
Nach der Entparaffinierung mussten die Schnitte für 10 Minuten in 1x TBS-T-Lösung 

gewaschen werden. Um unspezifische Hintergrundsignale in der Immunreaktion zu 

minimieren, erfolgte eine Behandlung mit Universal-Block-Lösung (50 µl pro Schnitt) für 

30 Minuten in einer Feuchtkammer bei RT. Durch diesen Schritt wurden endogene 

Phosphatasen und Peroxidasen gehemmt. Nach dem Block sind sämtliche Schnitte 

dreimal in 1x TBS-T für 3 Minuten zu waschen. Anschließend folgte eine Antigen-

demaskierung in einer 60 °C warmen ProTaq-Lösung für 20 Minuten. Unter Antigen-

demaskierung versteht man die Wiederherstellung der ursprünglichen Struktur der 

Epitope bzw. der Antigenität des Präparates. 

Nach der Demaskierung erfolgte ein dreifacher Waschschritt in 1x TBS-T für je 3 Minuten. 

Um die Penetration der Antikörper in das Knorpelgewebe zu erleichtern, wurde ein 

Vorverdau mit Protease 24 durchgeführt (50 µl Protease-Lösung/OT für 2 Minuten bei 

RT). Anschließend folgte ein dreifacher Waschschritt sämtlicher Schnitte in 1x TBS-T für 

je 3 Minuten. 

Letzter Schritt der Gewebebehandlung vor der Immunreaktion war ein zweiter Block mit 

1 % BSA/TBS-T-Lösung für 10 Minuten bei Raumtemperatur (50 µl/OT). 

 

 

Position Lösung/Chemikalie Inkubationszeit (Minuten) 

1 Xylol 10  

2 Xylol 10 

3 100 % Ethanol 5 

4 90 % Ethanol 5 

5 80 % Ethanol 5 

6 60 % Ethanol 5 
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Immunreaktion der Gewebeschnitte 

Der Primärantikörper (Tabelle 2.10) wurde mit Antibody Diluent im Verhältnis 1:200 

verdünnt. Die Inkubation der Proben (50 µl pro Schnitt) erfolgte bei RT in einer feuchten 

Kammer über Nacht (16 Stunden). Die Gewebeschnitte, welche als Kontrollgruppe 

dienten, wurden nicht mit Primärantikörper inkubiert. 

 
Tabelle 2.10: Primärantikörper der Immunhistochemie 

 
Ungebundene Primärantikörper wurden durch dreimaliges waschen in 1x TBS-T (jeweils 

5 Minuten) entfernt. Der Sekundärantikörper wird, je nach gewähltem Detektionssystem, 

als HiDef DetectionTM AP-Amplifier oder HiDef DetectionTM HRP-Amplifier bezeichnet. Die 

Inkubation mit Sekundärantikörper erfolgte für 10 Minuten (50 µl/OT). Anschließend 

sind die Schnitte dreimal in 1x TBS-T (jeweils 5 Minuten) zu waschen. 

Im nächsten Schritt wurde der Sekundärantikörper mit einem Polymer gekoppelt. An das 

Polymer sind, je nach verwendetem System, multiple AP oder HRP gebunden. Jeder 

Gewebeschnitt wurde mit 50 µl Polymerflüssigkeit für 10 Minuten behandelt. Danach 

erfolgte ein dreifacher Waschschritt mit 1x TBS-T, jeweils für 5 Minuten.  

Die Chromogene bestehen aus einem Zweikomponentensystem, welches kurz vor der 

Färbung zusammengefügt wird. Das Perma Red Chromogen wurde im Verhältnis 1:1 mit 

dem Perma Red Buffer gemischt und jeder Gewebeschnitt mit 100 µl Lösung für 

10 Minuten unter Sicht inkubiert. Durch die Reaktion der AP mit dem Perma Red 

Chromogen entsteht ein leuchtend roter Farbstoff. Bei ausreichender Intensität 

(mikroskopische Kontrolle) wurde die Färbereaktion gestoppt (10 Min. in 1x TBS-T). 

Die DAB-Chromogen-Lösung bestand aus jeweils einem Tropfen DAB Chromogen in 1 ml 

DAB Buffer gelöst. Der anschließende Ablauf war dem Perma Red System identisch. 

Abschließend erfolgte die Gegenfärbung der Schnitte mit Lichtgrün (für das DAB 

Chromogen) und Hämalaun (für das Perma Red Chromogen) nach Sicht (ca. 8 Minuten).  

Primärantikörper Verdünnung Reaktivität Wirt Klonalität 

Anti-HMGB1-ChIP Grade 
(abcam; ab18256) 

1:200 
Mensch 
Maus 
Ratte 

Kaninchen polyklonal 
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Die mit Hämalaun gefärbten Präparate mussten anschließend 10 Minuten unter 

fließendem kaltem Leitungswasser gebläut werden. Vor dem Eindecken waren die 

Gewebeschnitte zu dehydrieren (Tabelle 2.11): 

 
Tabelle 2.11: Stationen der Gewebedehydrierung 

Position Lösung/Chemikalie Inkubationszeit (Minuten) 

1 50 % Ethanol 5  

2 60 % Ethanol 5 

3 70 % Ethanol 5 

4 80 % Ethanol 5 

5 90 % Ethanol 5 

6 100 % Ethanol 5 

7 Xylol 10 

8 Xylol 10 

 

Nach der Dehydrierung wurden die Schnitte mit Eukitt- Eindeckmedium unter 

24 x 24 mm Deckgläsern eingebettet.  

 

2.2.12 Laserexzitation zur Kontrolle der ex-vivo-Migration von CPC531ht 

Wie in Abschnitt 2.2.6 beschrieben, wurden ex-vivo-Migrationsschnitte erstellt. Zum 

Nachweis einer erfolgreichen Migration von CPC 531ht-GFP in osteoarthritische 

Knorpelexplantate wurde eine Lasermikroskopie durchgeführt. Die migrierten CPCs 

konnten anhand der GFP-Expression mit einem 488 nm Argon-Laser angeregt und direkt 

detektiert werden. Die Emission lag bei einem Maximum von 509 nm. Die Untersuchung 

der Gewebeschnitte erfolgte am konfokalen Lasermikroskop Olympus Fluoview 1000 in 

der Plattform für Klinische Optische Mikroskopie. 
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2.2.13 IHC zum Nachweis von HMGB1 in CPC-ex-vivo-Migrationsschnitten 

Der Ablauf der IHC entsprach dem Verfahren wie in Abschnitt 2.2.11 beschrieben. Als 

Sekundärantiköper wurde ein Anti-Rabbit-IgG (Alexa Fluor 555; Thermo Fisher Scientific) 

in 1:1000 Verdünnung für 1 Stunde inkubiert. Die Untersuchung der Gewebeschnitte 

erfolgte am konfokalen Lasermikroskop Olympus Fluoview 1000 in der Plattform für 

Klinische Optische Mikroskopie. 

 

2.2.14 Immunzytochemie zum Nachweis von HMGB1, TLR4 und RAGE 

Die Immunzytochemie (IZC) ist eine Labormethode zum Nachweis von Antigen-

strukturen. Im Gegensatz zur IHC werden isolierte, adhärente Zellen untersucht und 

keine gesamten Gewebeschnitte. Die Detektion der zu untersuchenden Zielproteine 

findet über fluoreszenzgekoppelte Antikörperbindung statt. Die IZC wurde an Chondro-

genen Progenitorzellen (CPC531ht) und gesunden Chondrozyten (CH292ht) durch-

geführt. Ziel war der Nachweis der Oberflächenrezeptoren TLR4 und RAGE, sowie 

intrazelluläres HMGB1. 

Zur Versuchsvorbereitung mussten die Zelllinien auf sterilen Menzel-Gläsern (∅ 10 mm) 

in 12-Well-Platten kultivieren. In jedem Well wuchsen 20.000 Zellen für einen Zeitraum 

von 12 Stunden in DMEM-GlutaMaxTM-Medium (mit 10 % FCS und 1 % Gentamycin). 

Weiterhin waren folgende Reagenzien anzusetzen: 

 

Reagenzien: 

 2 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS:  

 0,5 g PFA in 25 ml PBS (in einem 50-ml-Röhrchen) bei 70 °C im Wasserbad lösen. Die 

Lösung ist ca. 4 Wochen (bei 4 °C) lagerstabil. 

 0,25 % Triton-X-100 in PBS:  

 0,125 g Triton X-100 in 50 ml PBS lösen. Die Lösung ist ca. 4 Wochen (bei 4 °C) 

lagerstabil. 

 1 % Bovines Serum-Albumin (BSA) in PBS:  

 0,5 g BSA in 50 ml PBS (in 50-ml-Röhrchen) lösen und steril filtrieren. Die Lösung ist 

aliquotiert bei –20 °C zu lagern. 
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Versuchsdurchführung 

Zuerst wurde das DMEM-Medium mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die mit 

adhärenten Zellen bewachsenen Deckgläser durften dabei nicht berührt werden. Die 

Deckgläser konnten mit einer Pinzette entfernt und auf Parafilm abgelegt werden.  

Auf jedes Deckglas wurde 100 µl PBS pipettiert und vorsichtig wieder abgesaugt. Dieser 

Waschschritt war zweifach durchzuführen. Im Folgenden wurden die Zellen für 

15 Minuten mit 100 µl der 2 %igen PAF-Lösung bei Raumtemperatur fixiert. 

Anschließend wurden die Deckgläser zweifach mit je 100 µl PBS gewaschen. Für den 

Nachweis von intrazellulären Proteinstrukturen musste die Zellmembran permeabilisiert 

werden. Für HMGB1 und RAGE (Antikörper gegen internal region gerichtet) war eine 

Permeabilisierung erforderlich, für den TLR4-Rezeptor nicht. Die entsprechenden 

Deckgläser wurden für 10 Minuten mit je 100 µl 0,25 % Triton-X-100 bei 

Raumtemperatur inkubiert und folgend dreifach mit je 100 µl PBS gewaschen, um das 

Triton-X-100 vollständig zu entfernen. Jedes Deckglas wurde anschließend für 

15 Minuten mit 100 µl der 1 %igen BSA-Lösung bei Raumtemperatur geblockt. In der 

Zwischenzeit sind die jeweiligen Primärantikörper vorzubereiten. Es erfolgte eine 

Verdünnung der Antikörper in 1 %iger BSA-Lösung (Tabelle 2.12). 

 
Tabelle 2.12: Primärantikörper der Immunzytochemie 

Primärantikörper Verdünnung Reaktivität Wirt Klonalität 

Anti-HMGB1-ChIP Grad 
(abcam; ab18256) 

1:100 
Mensch 
Maus 
Ratte 

Kaninchen polyklonal 

Anti-RAGE 
(antikoerper-online; 1453837) 

1:100 Mensch Kaninchen polyklonal 

Anti-TLR4 
(antikoerper-online; 281829) 1:100 Mensch Maus monoklonal 

 

Auf jedes Deckglas wurden 50 µl Antikörperlösung pipettiert und für 60 Minuten bei 

37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Deckgläser sind anschließend zweifach mit 

je 100 µl PBS zu waschen, um ungebundenen Primärantikörper zu entfernen. Die In-

kubation des Sekundärantikörpers erfolgte für 60 Minuten bei 37 °C in einer feuchten 

Kammer. Der Antikörper ist in 1 % BSA in PBS zu verdünnen (Tabelle 2.13). 



 

45 
 

 
Material und Methoden 

  
  

Der angesetzten Lösung wurde der Fluoreszenzfarbstoff Diamidinphenylindol (DAPI) im 

Verhältnis 1:1000 zugesetzt. DAPI lagert sich in doppelsträngige DNA ein und kann durch 

Anregung mit UV-Licht blau fluoreszieren (Kerndarstellung). 

 
Tabelle 2.13: Sekundärantikörper der Immunzytochemie 

 

Die Deckgläser anschließend zweifach mit 100 µl PBS waschen, um ungebundenen 

Sekundärantikörper zu entfernen. Die Deckgläser wurden mit 10 µl Fluorescens Mounting 

Medium auf 76 x 26 mm Objektträger gedeckt. Die mikroskopische Untersuchung der 

Proben erfolgte zeitnah am Fluoreszenz-Mikroskop (Keyence BZ-9000). 

 

2.2.15 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, kurz SDS-PAGE (engl. so-

dium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist ein analytisches Verfahren, 

um Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld zu 

trennen. Bei der verwendeten Methode handelt es sich um die diskontinuierliche 

Elektrophorese nach LAEMMLI. Das Gel setzt sich aus einer sauren Sammelgelphase 

(pH 6,8) und einer alkalischen Trenngelphase (pH 8,9) zusammen. Im Sammelgel 

befinden sich die Geltaschen zur Probenaufnahme. Die Aufteilung der Proteinprobe in 

molekulargewichtabhängige Banden erfolgt im Trenngel. 

Die elektrische Ladung der Proteine und deren Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur 

beeinflusst die Wanderung im elektrischen Feld. Durch den Zusatz von anionischen 

Tensiden und Reduktionsmittelen können die Proteinladungen maskiert und die 

proteinalen Disulfidbrücken reduziert werden. Als Tensid wird das amphiphile 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) in die Probe gegeben, als Reduktionsmittel dient ß-

Mercaptoethanol. Nach der Behandlung liegen die Proteine in ihrer entfalteten 

Primärstruktur vor, wodurch eine Auftrennung korrelierend zum Molekulargewicht 

erfolgen kann. 

Sekundärantikörper Verdünnung Reaktivität Wirt Klonalität 
Anti-Rabbit IgG (Alexa Fluor) 
(abcam; ab150074) 

1:1000 Kaninchen Esel polyklonal 

Anti-Mouse IgG (Alexa Fluor) 
(abcam; ab150114) 

1:1000 Maus Ziege polyklonal 
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Herstellung der SDS-Gele 

Folgende Reagenzien sind vor Versuchsbeginn herzustellen: 

Reagenzien: 

 Trenngelpuffer: 1,5M TRIS-Lösung (TGP) 

45,4 g TRIS in 250 ml dest. Wasser lösen. Mit HCl auf pH 8,9 einstellen. Im Kühlschrank  

lagern. 

 Sammelgelpuffer: 0,5M TRIS-Lösung (SGP) 

15,1 g TRIS in 250 ml dest. Wasser lösen. Mit HCl auf pH 6,8 einstellen. Im Kühlschrank  

lagern. 

 10 % Sodiumdodecylsulfat-Lösung 

10,0 g SDS in 100 ml dest. Wasser lösen. Bei Raumtemperatur lagern. 

 10 % Ammoniumperoxodisulfat-Lösung 

1,0 g APS in 10 ml dest. Wasser lösen. Im Kühlschrank lagern. 

 
Tabelle 2.14: Pipettierschema zur Herstellung von SDS-Gelplatten 

Chemikalie/Lösung Trenngel (15 %) Sammelgel (5 %) 
NF-Acrylamid/Bis-Lösung (30 %) 2,78 ml 400 µl 
Puffer (TGP/SGP) 1,4 ml 625 µl 
Dest. Wasser 1,06 ml 1,35 ml 
SDS (10 %) 55 µl 25 µl 
TEMED 5 µl 2,5 µl 
APS (10 %): Polymerisationsinitiator 250 µl 100 µl 
Endvolumen 5,3 ml 2,4 ml 

 

Zur Herstellung der SDS-Gele wurden zwei spezielle Glasplatten (Ohrenplatte und Spacer-

Platte) benötigt, welche an drei Seiten mit einem Gummiband abdichten. Vom unteren 

Plattenrand ist im Abstand von 6 cm eine Hilfslinie einzuzeichnen. Die Gele wurden 

entsprechend des in Tabelle 2.14 dargestellten Pipettierschemas angesetzt. Um eine 

frühzeitige Polymerisation zu verhindern, muss APS als letztes Reagenz hinzugefügt 

werden. Das Trenngel wurde bis zur Markierung gegossen und anschließend mit 

100 %igem Ethanol überschichtet. Das Gel muss vollständig auspolymerisieren (ca. 

15 Minuten). Zwischenzeitlich kann das Sammelgel pipettiert werden. 
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Nach Abgießen der Ethanolschicht wurde das Sammelgel auf das Trenngel geschichtet 

und die Taschen-Spacer eingesetzt. Die erstellten Gele sind für zwei Wochen im Kühl-

schrank lagerbar. 

 

Probenvorbereitung 

Folgende Reagenzien sind vor Versuchsbeginn herzustellen: 

Reagenzien: 

 3-fach konzentrierter SDS-Probenpuffer 

3,6 g TRIS mit dest. Wasser in Lösung bringen und mit HCl auf pH 6,7 einstellen, 

anschließend auf 100 ml Volumen auffüllen. Dann 9 g SDS und 22,5 g Glycerin zu-

geben. Abschließend eine Spatelspitze Bromphenolblau. Die Lösung kann bei Raum-

temperatur gelagert werden.  

 3-fach konzentrierter SDS-Probenpuffer mit ß-Mercaptoethanol 

 Direkt vor Versuchsbeginn frisch ansetzen! 0,9 ml 3-fach SDS-Probenpuffer mit 0,1 ml 

ß-Mercaptoethanol pipettieren. 

 

Die zu untersuchenden Zellen wurden trypsiniert, im CellometerTM gezählt und pelletiert. 

Pro 100.000 Zellen sind 10 µl 3-fach konzentrierter SDS-Probenpuffer (mit ß-Mercapto-

ethanol) zuzugeben. Die Proben mussten mehrfach stark gevortext und im Thermomixer 

auf 95 °C erhitzt werden. Das Probevolumen heiß in die Geltasche (max. 30 µl/Tasche) 

applizieren. Das benötigte Volumen richtet sich nach der erwarteten Konzentration des 

Zielproteins und ist experimentell zu ermitteln. 

 

Ladeschema der Proben und Elektrophorese 

Die Gelplatten wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt und fixiert. Die obere und 

untere Kammer ist mit Laufpuffer zu füllen.  

Reagenzien: 

 5-fach konzentrierter Laufpuffer (Stammlösung) 

30,3 g TRIS, 142,6 g Glycin und 50 ml 10 % SDS mit dest. Wasser auf 1000 ml lösen 

und pH 8,7 einstellen. 

 

 



 

48 
 

 
Material und Methoden 

  
  

 Laufpuffer (Arbeitslösung) 

200 ml 5-fach konzentrierter Laufpuffer in 800 ml dest. Wasser lösen. Bei Raum-

temperatur aufbewahren. 

 

Randständige Geltaschen (ohne Untersuchungsmaterial) sollten mit Probenpuffer be-

laden werden, um einen gleichmäßigen Durchfluss aller Proben durch das Poly-

acrylamidnetz zu ermöglichen. In eine Geltasche musste 3 µl PageRuler pipettiert werden, 

damit eine spätere Zuordnung der aufgetrennten Proteine zum entsprechenden Mole-

kulargewicht erfolgen kann. Der verwendete PageRuler markierte Banden im Bereich von 

10 – 170 kDa. 

Im Sammelgel wurde eine Stromstärke von 10 mA pro Gel angelegt. Die Proteinproben 

konzentrierten sich in dünnen Banden am Übergang zum Trenngel. Anschließend wurde 

die Stromstärke auf 20 mA pro Gel erhöht und der Versuch beendet, als die eingefärbten 

Proben das Trenngel vollständig durchlaufen hatten. 

 

2.2.16 Western Blot 

Der Western Blot beschreibt ein technisches Verfahren der Proteinübertragung auf eine 

adsorbierende Membran. Die Übertragung erfolgt in der Regel durch ein elektrisches Feld 

(Elektrophorese), welches senkrecht auf die vorübergehende Trägermatrix (z. B. Acryl-

amid-Gel) gerichtet ist. Die negativ geladenen Proteine lösen sich aus der Trägermatrix, 

wandern in Richtung Anode und werden in einer PVDF-Membran immobilisiert. Zur 

Proteinübertragung wird ein gekühlter Transferpuffer in einer tank-Elektroblotkammer 

benötigt. Die übertragenen Proteine können anschließend durch eine Antikörperreaktion 

nachgewiesen werden. Daraus resultiert die alternative Bezeichnung des Immunblots. 

Folgende Reagenzien waren vor Versuchsbeginn herzustellen: 

Reagenzien: 

 Transferpuffer (Arbeitslösung) 

6,05 g TRIS, 28,8 g Glycin und 400 ml Methanol (rein) werden auf 2000 ml End-

volumen mit dest. Wasser äquilibriert und auf pH 8,3 eingestellt. Die Lösung ist bei 

4 °C zu lagern. 
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Zuerst mussten sechs blotting-Filterpapiere und die PVDF-Transfermembran auf die 

Größe des Polyacrylamid-Gels zugeschnitten werden. Die hydrophobe PVDF-Membran 

wurde für 15 Sekunden in 100 % Methanol aktiviert. Die Membran, Filterpapiere und 

Schwämme sollten vor Versuchsbeginn für 15 Minuten in kaltem Transferpuffer eingelegt 

werden. Die Blot-Einheit in der Blot-Kassette setzt sich aus der „anodisch-roten“ 

Kassettenseite, dem Schwamm, drei Lagen Filterpapier, der PVDF-Transfermembran, 

dem Acrylamid-Trägergel, drei weiteren Lagen Filterpapier, einem Schwamm und der 

„kathodisch-schwarzen“ Kassettenseite zusammen. Die luftblasenfrei zusammengesetzte 

Kassette wurde mit Gummibändern fixiert und in die tank-Elektroblotkammer überführt. 

Die Blotkammer war zuvor mit kaltem Transferpuffer zu füllen. Die Blotzeit betrug bei 1–

2 Gelen ca. 90 Minuten bei 350 mA Stromstärke. 

 

2.2.17 Proteindetektion auf der PVDF-Membran 

Die geblottete PVDF-Membran wurde in einer Coomassie-Methanol-Essigsäure-Lösung 

angefärbt, wodurch bläuliche Proteinbanden erschienen. Die Färbung erfolgte unter 

Sichtkontrolle auf einem Schwenktisch für ca. 5 – 10 Minuten. Anschließend wurde der 

Hintergrund durch eine Entfärbelösung, bestehend aus Methanol und Essigsäure, 

ausgewaschen, die Membran in TBS-T (2 x 5 Minuten) gespült und zur Dokumentation 

eingescannt. 

Folgende Reagenzien waren vor Versuchsbeginn herzustellen: 

Reagenzien: 

 Coomassie-Färbelösung (Arbeitslösung) 

0,1 g Coomassie brilliant blue R, 50 ml 100 % Methanol und 7 ml 100 % Essigsäure mit 

dest. Wasser auf 100 ml auffüllen. Lösung bei Raumtemperatur lagern. 

 Coomassie-Entfärber (Arbeitslösung) 

50 ml 100 % Methanol und 7 ml 100 % Essigsäure mit dest. Wasser auf 100 ml 

auffüllen. Lösung bei Raumtemperatur lagern. 

 10-fach TBS-T (Stammlösung) 

24,2 g TRIS und 87,6 g NaCl in 800 ml dest. Wasser lösen und pH 7,4 einstellen. 

Anschließend 5 g Tween 20 zufügen und mit dest. Wasser auf ein Zielvolumen von 

1000 ml einstellen. Bei Raumtemperatur lagern. 

 1-fach TBS-T (Arbeitslösung) 

100 ml 10-fach TBS-T mit dest. Wasser auf ein Zielvolumen von 1000 ml einstellen.  
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2.2.18 Spezifische Proteindetektion durch Immunreaktion mit ECL 

Spezifische Zielproteine können durch indirekte Immunmarkierung nachgewiesen 

werden. Im ersten Schritt wird ein gegen das Zielprotein gerichteter Primärantikörper 

appliziert. Anschließend inkubiert ein enzymgekoppelter Sekundärantikörper, welcher 

gegen den Fc-Abschnitt des Primärantikörpers gerichtet ist. 

Das konjugierte Enzym des Sekundärantikörpers ist eine horseradish peroxidase (HRP), 

welche bei Zugabe eines entsprechenden Substrates (alkalische Luminol-Wasserstoff-

peroxid-Lösung) eine Chemolumineszenz hervorruft. Durch Zugabe verstärkender Re-

aktanten (Iodophenol) entsteht eine enhanced chemiluminescence (ECL), welche mithilfe 

eines Röntgenfilmes visualisiert wird. 

 

Vorbereitung und Durchführung der spezifischen Proteindetektion 

Folgende Reagenzien waren vor Versuchsbeginn herzustellen: 

Reagenzien: 

 Blocklösung 

5 g Milchpulver in TBS-T lösen. Blocklösung immer frisch ansetzten.  

 Röntgenfilm-Entwickler 

Entwicklerkonzentrat 1:4 mit Leitungswasser verdünnen und bei Raumtemperatur in 

einer Braunglasflasche dicht verschlossen lagern. Die Lösung ist sauerstoff-

empfindlich! 

 Röntgenfilm-Fixierer 

Fixiererkonzentrat 1:10 mit Leitungswasser verdünnen und bei Raumtemperatur in 

einer Braunglasflasche dicht verschlossen lagern. 

 

Zuerst wurde die PVDF-Membran in Milch-TBS-T für eine Stunde geblockt (Schwenktisch 

verwenden). Durch diesen Schritt konnten unspezifische Bindungsstellen auf der 

Membran belegt und der falsch-positive Hintergrund reduziert werden. 

Zur HMGB1-Detektion wurde ein polyklonaler Anti-HMGB1-Antikörper in einer Ver-

dünnung von 1:10.000 inkubiert (Tabelle 2.15). 
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Tabelle 2.15: Primärantikörper der spezifischen HMGB1-Detektion 

Primärantikörper Verdünnung Reaktivität Wirt Klonalität 

Anti-HMGB1-ChIP Grad 
(abcam; ab18256) 

1: 10.000 
Mensch 
Maus 
Ratte 

Kaninchen polyklonal 

 

Die Inkubation der PVDF-Membran erfolgte gekühlt (4 °C) über Nacht (unter 

Schwenken). Pro Membran wurden 5 ml Antikörperlösung verwendet. Es folgten 5 

Waschschritte in TBS-T für jeweils 5 Minuten. Die Inkubation des Sekundärantikörpers 

(5 ml) erfolgte für 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schwenktisch mit einem 

Peroxidase- gekoppelten Anti-Rabbit-Antikörper in einer Verdünnung von 1:100.000 

(Tabelle 2.16). Die Membran war anschließend wie zuvor beschrieben zu waschen. 

 
Tabelle 2.16: Sekundärantikörper der spezifischen HMGB1-Detektion 

 

Die Substrat-Detektionslösung besteht aus einem 2-Komponentensystem: Die Peroxid-

lösung und die alkalische Luminollösung mussten im Volumenverhältnis von 1:1 

zusammen pipettiert und auf Raumtemperatur äquilibriert werden. Pro Membran wurde 

1 ml Lösung benötigt, welche in einer Dunkelkammer für 5 Minuten inkubierte. An-

schließend wurde die Detektionslösung vorsichtig abgetropft und die Membran zwischen 

Klarsichtfolie gelegt und in eine Radiokassette (Leuchtmarkierungen anbringen) 

überführt. In der Dunkelkammer erfolgte durch die ECL-Reaktion die Röntgenfilm-

belichtung und Entwicklung. Die notwendige Belichtungszeit musste experimentell 

ermittelt werden.  

Der belichtete Röntgenfilm wurde für 2 Minuten in das Entwicklerbad getaucht, folgend 

kurz in einem Wasserbad geschwenkt und anschließend für 5 Minuten in der 

Fixiererlösung stabilisiert. Nach dem Trocknen der Filme sind die PageRuler-Banden mit 

Filzstift zu übertragen. 

Zur Ladungskontrolle wurden die Membrane gestrippt (Abschnitt 2.2.20) und die spe-

zifische Proteindetektion mit α-Tubulin wiederholt (Tabelle 2.17, 2.18). Anschließend ist 

es möglich, eine Quantifizierung der Röntgenfilme vorzunehmen (Abschnitt 2.2.19). 

Sekundärantikörper Verdünnung Reaktivität Wirt Klonalität 
Anti-Rabbit-IgG-PO 
(Sigma Aldrich; A0545) 1:100.000 Kaninchen Ziege polyklonal 
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Tabelle 2.17: Primärantikörper der spezifischen α-Tubulin-Detektion 

Primärantikörper Verdünnung Reaktivität Wirt Klonalität 
Anti-α-Tubulin 
(Sigma Aldrich; T6199) 

1: 5.000 
Mensch 
Ratte 

Maus monoklonal 

 
Tabelle 2.18: Sekundärantikörper der spezifischen α-Tubulin-Detektion 

Sekundärantikörper Verdünnung Reaktivität Wirt Klonalität 

Anti-Mouse-IgG-PO 
(Sigma Aldrich; A9917) 

1: 40.000 
Mensch 
Maus 
Ratte 

Kaninchen polyklonal 

 

2.2.19 Quantifizierung der Immunreaktion 

Die Proteinsignale auf den Röntgenfilmen wurden durch Einscannen digitalisiert. Mit dem 

Bildverarbeitungsprogramm ImageJ ist ein Vermessen der Bandendichte und Banden-

größe möglich. Zur Berechnung des relativen Proteingehalts musste der Quotient des 

Bandensignales aus dem Zielprotein zu einer Ladungskontrolle (α-Tubulin) gebildet 

werden. 

 

2.2.20 Lagerung und Wiederverwendung der PVDF-Membran 

Die PVDF-Membran kann bei –20 °C gelagert werden. Die Membran wurde für 

10 Sekunden in Methanol (100 %) eingelegt, auf Filterpapier vollständig getrocknet und 

umgeben von Pappe in Aluminiumfolie gewickelt und gelagert. Vor der Wiederverwend-

ung musste die Membran erneut mit Methanol aktiviert werden.  

Um bereites inkubierte Antikörper von der Membran zu entfernen, ist diese zu strippen. 

Für diesen Arbeitsschritt wurde ein Stripping-Puffer hergestellt. 

Reagenzien: 

 Stripping-Puffer (Stammlösung) 

4,88 g TRIS in 900 ml dest. Wasser lösen und pH 6,7 einstellen. Anschließend 20 g SDS 

zugeben und ein Zielvolumen von 1000 ml mit dest. Wasser einstellen.  

 Stripping-Puffer (Arbeitslösung) 

100 ml Stripping-Puffer mit 1,09 ml ß-Mercaptoethanol versetzen. Lösung unter dem 

Abzug pipettieren. 
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Der Stripping-Puffer wurde im Wasserbad auf 65 °C erwärmt und die Membran für 

15 Minuten unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Es folgte ein doppelter Wasch-

schritt in TBS-T für jeweils 10 Minuten. Die Membran war vor der nächsten Immun-

reaktion erneut in 5 % Milchpulver-TBS-T zu blocken. 

 

2.2.21 In-situ-Hybridisierung: Sondendesign 

Das Verfahren der in-situ-Hybridisierung ermöglicht es, DNA- oder RNA-Sequenzen in 

fixierten Gewebe- oder Zellproben nachzuweisen. Zum Nachweis wird ein Nuklein-

säurefragment (Sonde) benötigt, welches sich komplementär an die Nukleinsäure-

zielsequenz anlagert (Hybridisierung). Die Detektion der hybridisierten Sonde – und 

somit der Zielsequenz – erfolgt autoradiografisch oder mikroskopisch. Das Verfahren 

zeigt somit die Aktivität der nachzuweisenden Zielgene zum Zeitpunkt der Gewebe-

fixation. 

 

Sondendesign und Markierung 

Um die Zielsequenz im Gewebe lokalisieren zu können, muss die Sonde eine hohe 

Spezifität aufweisen. Um unspezifische Hintergrundsignale zu reduzieren, sollte die 

Sequenz der Sonde einzigartig komplementär zur Ziel-RNA sein. 

Im ersten Schritt wurde tracheale mRNA mithilfe eines Reverse Transcription Kits in cDNA 

umgeschrieben (Tabelle 2.19). Die Synthese umfasste zwei Teilschritte, welche hinter-

einander abliefen. Zuerst wurde RNA (180 ng/μl) mit 7x gDNA-Puffer und RNAse-freies 

Wasser für 2 Minuten bei 42 °C im Thermomixer inkubiert. Durch diesen Schritt erfolgte 

eine Elimination potentieller genomischer DNA. Anschließend wurden Primer, RT-

Transkriptase und RT-Polymerase in den Reaktionsansatz pipettiert und im Thermomixer 

bei 42 °C für 15 Minuten inkubiert. Die Inaktivierung der RT-Transkriptase erfolgte bei 

95 °C für 3 Minuten. 
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Tabelle 2.19: Reaktionsansatz PCR zur Synthese von cDNA aus mRNA 

Reaktionsansatz 1 Volumen 
Tracheale RNA (180 ng/μl) 2,2 μl 
7x gDNA-Puffer 4,0 μl 
RNAse-freies Wasser 21,8 μl 
Volumen 28,0 μl 

Reaktionsansatz 2  

RT-Polymerse 8,0 μl 
RT-Transkriptase 2,0 μl 
Primer 2,0 μl 
Volumen 12,0 μl 
Gesamtvolumen 40,0 μl 

 

Im zweiten Schritt mussten PCR-Primer für HMGB1 designt und die Annealing-

Temperatur durch Gradienten-PCR ermittelt werden (Tabelle 2.20). Die Firma Operon 

Biotechnologie GmbH lieferte den Primer in lyophilisierter Form. 

 
Tabelle 2.20: Primersequenz, Primergröße und Annealing-Temperatur 

Zielgen forward (5’-3’) reverse (5’-3’) Annealing-
Temp. (°C) 

Basenpaare 
(bp) 

HMGB1 AAGCACCCAGATGCTTCAGT GCAACATCACCAATGGACAG 55  270 
 

Durch PCR wurde die synthetisierte cDNA amplifiziert. Der Reaktionsansatz und das PCR-

Protokoll sind in Tabelle 2.21 und Tabelle 2.22 aufgeführt.  

 
Tabelle 2.21: Reaktionsansatz der PCR 

Reagenz Volumen (μl) 
cDNA 1 
Forward-Primer (100 pmol/μl) 1 
Reverse-Primer (100 pmol/μl) 1 
Taq-DNA-Polymerase (1U/μl) 3 
dNTP (2 mM) 5 
10x PCR-Puffer 5 
DEPC-Wasser 34 
Gesamtvolumen 50 
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Tabelle 2.22: PCR-Protokoll des realplex Mastercyclers 

Zyklus Zeit (min.) Temperatur (°C) 
Initiale Denaturierung (einfach) 2 94 
Denaturierung 1 94 
Annealing 2 55 
Extension 2 72 
Terminale Extension (einfach) 5 75 
Gesamtzahl der Zyklen: 30   

 

Das gewonnene PCR-Produkt wurde mit dem Wizard SV-Gel & PCR Clean-up-System 

(Promega) gereinigt. Zuerst mussten gleiche Volumenanteile des PCR-Produktes und der 

Membrane-Binding-Solution in eine SV Minisäule pipettiert und 1 Minute inkubiert 

werden. Im Folgenden war der Ansatz bei 16.000 g für 1 Minute zu zentrifugieren und der 

Durchfluss zu verwerfen. 

Es folgte ein Waschschritt mit 700 μl Membrane-Wash-Solution, welche bei 16.000 g für 

1 Minute zentrifugiert und verworfen wurde. Dieser Reinigungsschritt war mit 500 μl 

Lösung zu wiederholen. Zur Trocknung der Trägersäule musste diese 1 Minute bei 

Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert und in ein reines Eppendorf-Cup überführt werden. 

Durch Zugabe von 50 μl nukleasefreien Wassers (Inkubation für 2 Minuten) und Zentri-

fugation bei 16.000 g (1 Minute) erfolgte die Elution des aufgereinigten PCR-Produktes. 

Die Lösung kann bei −20 °C gelagert werden. Die durchgeführten Versuchsschritte 

wurden durch eine Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. 

 

Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Produkten 

Vor Versuchsbeginn waren folgende Reagenzien herzustellen: 

 0,5 M EDTA-Lösung: 

46,53 g EDTA in 200 ml Wasser lösen und pH 8,0 mit NaOH einstellen. Zielvolumen von 

250 ml mit Wasser auffüllen.  

 50x TAE (TRIS-Acetat-EDTA)-Stocklösung: 

242 g TRIS, 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) und 57,1 ml Essigsäure (100 %) mit KOH auf 

pH 8,5 einstellen und mit Wasser auf ein Zielvolumen von 1000 ml auffüllen. Lösung 

bei RT lagern. 
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 1x TAE-Arbeitslösung: 

980 ml Wasser mit 20 ml 50x TAE versetzen. 

 100 bp DNA-Leiter: 

2 µl DNA-Leiter (1 µg) mit 3 µl Ladepuffer und 10 µl Wasser pipettieren. 

Für das Agarosegel (1,5 %) wurden 0,75 g Agarose in einen Erlenmeyerkolben überführt, 

mit 50 ml 1x TAE-Puffer versetzt und in einer Mikrowelle erhitzt, bis die Lösung aufkocht 

und komplett gelöst war. Zu der Agaroselösung wurden 4 µl Roti-Safe GelStain pipettiert 

und gut vermischt. Durch diesen Fluoreszenzfarbstoff kann doppelsträngige DNA im 

Agarosegel nachgewiesen werden. Bei einer Temperatur von ca. 60 °C wurde die 

Agaroselösung in den Trägerschlitten überführt und ein Plastikkamm zur Taschenbildung 

eingegliedert. 

Nach 30 Minuten erhärtete das Gel und konnte mit den Proben beladen werden. 20 µl 

PCR-Produkt wurden mit 5 µl 6x Ladepuffer (loading dye) versetzt und in eine Geltasche 

pipettiert. Weiterhin waren 15 µl DNA-Leiter als Kontrolle zu pipettieren. Die elektro-

phoretische Auftrennung der Proben und DNA-Leiter erfolgte bei 90 V für ca. 30 Minuten. 

Unter UV-Licht wurde das Bandenmuster des PCR-Produktes kontrolliert. Weiterhin 

erfolgte eine Untersuchung der Proben durch ein Sequenzierungslabor (Seqlab 

Göttingen). 

Klonierung der PCR-Produkte im pGEM-T Easy-Vektorsystem 

Ziel der Klonierung ist es, eine Gensequenz (engl. insert) in einen Vektor (Plasmid) zu 

integrieren und diesen in kompetenten Bakterien zu vermehren. Plasmide können sich 

unabhängig von der genomisch-bakteriellen DNA vervielfältigen, wodurch das insert 

(PCR-Produkt) vermehrt repliziert wird. 

Zuerst wurde das ringförmige Plasmid durch Restriktionsenzyme geschnitten, wodurch 

ein lineares DNA-Molekül entstand (Linearisierung). Unter Anwendung des folgenden 

Ligationsprotokolls wurde das insert in das linearisierte Plasmid eingebracht. Die 

Ligation katalysierte das Enzym T4 DNA Ligase. Sämtliche in Tabelle 2.23 gelisteten 

Reagenzien wurden zusammen pipettiert und über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
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Tabelle 2.23: Ligationsprotokoll des pGEM-T Easy-Vektors 

Reagenz Volumen (μl) 
2x Rapid Ligation Puffer 5 
pGEM-T Easy-Vektor (25 ng) 0,5 
PCR-Produkt (288 ng/μl) 3,5 
T4 DNA Ligase 1 

 

Das legierte PCR-Produkt wurde in DH-5-α E.coli Bakterien transformiert. Die kom-

petenten Bakterien tauten für 10 Minuten auf Eis auf und wurden mit 100 ng des PCR-

Produktes versetzt. Der Ansatz musste für 30 Minuten auf Eis inkubieren. Anschließend 

erfolgte eine Hitzeschockbehandlung (30 Sekunden bei 42 °C), welche die Inkorporation 

der Plasmide in die Bakterien forcierte. Abschließend wurde der Ansatz für 5 Minuten auf 

Eis gekühlt und mit 950 µl SOC-Medium (RT!) versetzt. 

 SOB-Medium (nach HANAHAN): 

Hefeextrakt 0,5 % (w/v) (5 g/l), Trypton 2 % (w/v) (20 g/l), Natriumchlorid 10 mM 

(0,6 g/l), Kaliumchlorid 2,5 mM (0,2 g/l) vermischen und bei 121 °C für 20 Minuten 

autoklavieren. Vor Gebrauch 20 mM (10 ml/l) einer 2 M Mg2+-Lösung applizieren 

(bestehend aus 1 M MgCl2 · 6H2O und 1 M MgSO4 · 7H2O). Der pH-Wert ist bei 6,8 

einzustellen.  

 SOC-Medium: 

Zugabe von 20 mM D-(+)-Glucose zum SOB-Medium. 

 

Der Reaktionsansatz wurde bei 37 °C für 1 Stunde im Thermomixer (350 U/min) 

inkubiert. Auf zuvor erstellten LB-Agar-Platten wurden 100 µl des Transformations-

ansatzes mit einem DRIGALSKI-Spatel ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert.  

 LB-Komplexmedium (modifiziert nach MILLER) für Agar-Platten: 

Hefeextrakt 0,5 % (5 g/l), Trypton 1 % (10 g/l), Natriumchlorid (10 g/l) zusammen 

mit Agar 1,5 % (15 g/l) für 20 Minuten bei 121 °C autoklavieren und anschließend auf 

42 °C im Wasserbad äquilibrieren. Es folgt die Zugabe von Ampicillin (1:1000). Der 

Ansatz wird in sterile Petrischalen gegossen. 

 

 

https://de.wikipedia.org/wiki/Trypton
https://de.wikipedia.org/wiki/Natriumchlorid
https://de.wikipedia.org/wiki/Kaliumchlorid
https://de.wikipedia.org/wiki/Trypton
https://de.wikipedia.org/wiki/Natriumchlorid
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Durch die pGEM-T Easy-Vektor- vermittelte Antibiotikaresistenz wurden die Bakterien 

selektioniert. Somit konnten nur erfolgreich transformierte Bakterien auf den LB-Agar-

Platten wachsen. Nach erfolgter Inkubation wurden die selektionierten Bakterien-

kolonien als weiße Punkte sichtbar, mit einem Zahnstocher gepickt und in ein LB-Medium 

überführt. Das angeimpfte Medium wurde für 18 Stunden bei 37 °C im Thermomixer 

(200 U/min) inkubiert. Durch diese Methode entstanden Klone, welche Plasmide mit dem 

Ziel-Genfragment in kleinen Mengen amplifizierten. Zur Kontrolle, ob die Transformation 

in den gepickten Klonen erfolgreich war, erfolgte die Isolation und Aufreinigung der 

Plasmid-DNA. Anschließend wurde das Insert durch spezifische Restriktionsenzyme aus 

dem Vektor geschnitten und durch Gelelektrophorese und Sequenzierung überprüft.  

 

Aufreinigung der Plasmid-DNA durch das Pure YieldTM Plasmid Miniprep System 

Im ersten Schritt wurden 1,5 ml der Bakterien-Lösung bei Maximalgeschwindigkeit (MG) 

zentrifugiert (30 Sekunden) und der Überstand verworfen. Dieser Schritt war im gleichen 

Eppendorf-Cup zu wiederholen. Anschließend musste das Pellet mit 600 µl TE-Puffer 

resuspendiert und mit 100 µl Cell Lysis-Puffer versetzt werden. Nach vorsichtigem 

Durchmischen des Ansatzes wurde 350 µl Neutralisationslösung (4 °C) zugegeben und die 

Suspension 3 Minuten bei MG zentrifugiert. Im Folgenden mussten 900 µl des 

Überstandes auf eine Minisäule gegeben und für 15 Sekunden bei MG zentrifugiert 

werden. Der Durchfluss wurde verworfen und 200 µl Endotoxin Removal Wash auf die 

Säule pipettiert (15 Sekunden bei MG zentrifugieren). Die Säule wurde abschließend mit 

400 µl Collum Wash Solution gereinigt (30 Sekunden bei MG zentrifugieren). In einem 

sauberen Eppendorf-Cup erfolgte die Elution der gereinigten Plasmid-DNA mit 30 µl 

nuklease-freiem Wasser (1 Minute Inkubation auf der Säule, dann 15 Sekunden 

zentrifugieren bei MG). 

 

Enzymatischer Verdau der Plasmid-DNA (Fast Digest-Methode) 

Der pGEM-T Easy-Vektor weist spezifische Sequenzen auf, an welche Restriktionsenzyme 

binden und schneiden. Durch diesen Vorgang kann das Insert aus dem Vektor 

ausgeschnitten werden. Bei der Fast Digest-Methode wurde der Reaktionsansatz mit ent-

sprechenden Restriktionsenzymen für 10 Minuten auf 37 °C erhitzt (Tabelle 2.24). Bei 

den Enzymen handelte es sich um SpeI und Ncol, welche keine star activity aufwiesen.  
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Die star activity vermindert die Selektivität eines Restriktionsenzymes für spezifische 

DNA-Sequenzen unter bestimmten Bedingungen, wodurch unspezifische DNA-Schnitte 

erfolgen. 

Tabelle 2.24: Enzymatischer Verdau der Plasmid-DNA 

Reagenz Volumen (μl) 
10x Fast Digest Green-Buffer 2 
Plasmid-DNA (1 µg) x 
Enzym SpeI 0,5 
Enzym Ncol 0,5 

 

Der enzymatische Verdau wurde durch Agarose-Gelelektrophorese überprüft und zur 

Sequenzierung an die Göttinger Firma Seqlab gesendet. 

 

In-vitro-Transkription zur Herstellung von RNA-Sense/Antisense-Sonden 

Die molekularbiologische Methode der in-vitro-Transkription ermöglicht es, aus einer 
DNA-Sequenz RNA zu synthetisieren. In der DNA-Sequenz des pGEM-T Easy-Vektors sind 
spezifische Promotorregionen lokalisiert, wo RNA-Polymerasen binden und die Trans-
kription starten. Diese werden als T7-RNA-Polymerase-Promotor und SP6-RNA-Poly-
merase-Promotor bezeichnet. Die entstehenden RNA-Sequenzen werden mit Dig-
oxigenin (DIG) markiert. Es handelt sich dabei um das Aglykon des Herzglykosids Digoxin. 
Im Reaktionsansatz wird DIG an Uridintriphosphat gekoppelt. Das DIG der RNA-Sonden 
kann nach erfolgter in-situ-Hybridisierung über Immunreaktionen detektiert werden. Da 
der Vektor mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten wird, entsteht in 
der in-vitro-Transkription eine RNA-Sense-Sonde, welche mit der gesuchten Ziel-m-RNA 
identisch ist und eine zur Ziel-m-RNA komplementäre RNA-Antisense-Sonde. Die 
Reaktionsansätze für die in-vitro-Transkription sind in Tabelle 2.25 dargestellt.  
 
Tabelle 2.25: Reaktionsansatz der in-vitro-Transkription 

Ansatz 1 Volumen (µl) Ansatz 2 Volumen (µl) 
DNA linearisiert Ncol (1 µg) 8,4 DNA linearisiert Spe1 (1 µg) 9,6 
10x dNTP-DIG (1 mM E.K.) 2 10x dNTP-DIG (1 mM E.K.) 2 
5x Transkriptionspuffer 4 5x Transkriptionspuffer 4 
RNAse-freies Wasser 3,6 RNAse-freies Wasser 2,4 
RNA-Polyermase Spe6 2 RNA-Polyermase T7 2 
RNAse-Inhibitor Ribolock 1 RNAse-Inhibitor Ribolock 1 
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Die verwendete Sonde zur Detektion von HMGB1-RNA wurde von CTA C. BODE und 

Dr. med. dent. G. WAGNER designt und in der Arbeitsgruppe orale Biologie und Gewebe-

regeneration etabliert. 

 

2.2.22 In-situ-Hybridisierung: HMGB1-RNA-Detektion 

Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden alle zu verwendenden Labormaterialien (Küvet-

ten, Messbecher, Messzylinder, Deckel, …) im Thermoschrank ausgebrannt (4 Stunden 

bei 180 °C). Folgende Reagenzien waren anzusetzen: 

Reagenzien: 

 90 % Ethanol:  

900 ml 100 % Ethanol und 100 ml dest. Wasser. 

 80 % Ethanol:  

800 ml 100 % Ethanol und 200 ml dest. Wasser. 

 70 % Ethanol:  

700 ml 100 % Ethanol und 300 ml dest. Wasser. 

 10 x PBS- Stocklösung:  

81,80 g NaCl (1,4 M), 2,01 g KCl (27 mM), 2,04 g KH2PO4 (15 mM) und 12,78 g 

Na2HPO4 x 12 H20 (90 mM) in 1000 ml dest. Wasser lösen, dabei pH 7,0 einstellen. 

Lösung autoklavieren. 

 1 x PBS- Arbeitslösung:  

100 ml 10x PBS und 900 ml dest. Wasser. 

 0,3 % Triton-X-100 in PBS:  

 0,15 g Triton X-100 in 50 ml 1x PBS lösen.  

 Proteinase K-Lösung:  

10 µg Proteinase K/ml TRIS-EDTA (pH= 8,0); (100 mM TRIS/50 mM EDTA) 

 Glycin-Lösung:  

0,75 g Glycin in 100 ml 1 x PBS lösen (100 mM). Bei RT lagern. 
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 4 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS:  

 0,5 g PFA in 25 ml PBS (in einem 50-ml-Röhrchen) bei 70 °C im Wasserbad lösen. Bei 

4 °C maximal eine Woche lagerbar. 

 TRAP-Lösung:  

18,56 g Triethanolamin-HCl in 1000 ml dest. Wasser lösen, dabei pH 8,0 einstellen. Die 

100 mM Lösung bei RT lagern. 

 Essigsäureanhydrid-TRAP-Lösung:  

250 µl Essigsäureanhydrid in 100 ml 100 mM TRAP-Lösung direkt vor der 

Verwendung ansetzten. Die Lösung kann nicht gelagert werden. 

 20 x SSC-Lösung:  

175,3 g NaCl (3 M) und 88,23 g Natriumzitrat (0,3 M) in 800 ml dest. Wasser lösen und 

pH-Wert mit 10 N NaOH auf 7,0 einstellen. Anschließend Endvolumen von 1000 ml mit 

dest. Wasser auffüllen. Lösung autoklavieren und bei RT lagern. 

 10 x TRIS-EDTA-Lösung:  

12,11 g TRIS (100 mM) und 2,92 g EDTA (10 mM) in 900 ml dest. Wasser lösen und 

pH-Wert auf 8,0 einstellen. Endvolumen von 1000 ml mit dest. Wasser auffüllen. 

Lösung bei RT lagern. 

 1 x TRIS-EDTA-Lösung:  

100 ml TRIS-EDTA-Lösung in 900 ml dest. Wasser lösen. Lösung bei RT lagern. 

 Hybridisierungslösung:  

5 ml deionisiertes Formamid (Fertiglösung) 

2 ml 20 x SSC 

0,2 ml 50 x Denhardts-Reagenz (Fertiglösung) 

0,5 ml Lachsspermien DNA (10 mg/ml) 

0,25 ml t-RNA (10 mg/ml) 

2 ml 50 % Dextransulfat-Lösung (zuvor in dest. Wasser bei 50 °C gelöst) 

Die angesetzte Lösung ist bei −20 °C für 2 Monate lagerbar. Die Sonde wird direkt vor 

Versuchsbeginn zugefügt. 
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 Detektionspuffer 1:  

12,1 g TRIS (100 mM) und 8,7 g NaCl (150 mM) in 900 ml dest. Wasser lösen und pH- 

Wert auf 7,5 einstellen. Endvolumen von 1000 ml mit dest. Wasser auffüllen. Lösung 

bei RT lagern. 

 Detektionspuffer 2:  

4 g Milchpulver in 80 ml Detektionspuffer 1 lösen. Lösung immer frisch ansetzen.  

 Detektionspuffer 3:  

12,1 g TRIS (100 mM), 5,8 g NaCl (100 mM) und 4,7 g MgCl2 (50 mM) in 900 ml dest. 

Wasser lösen, pH-Wert auf 9,5 einstellen und Endvolumen von 1000 ml mit dest. 

Wasser auffüllen. Puffer bei 4 °C lagern. 

 Levamisol-Lösung:  

10 mg Levamisol in 1 ml dest. Wasser lösen und bei −20 °C lagern. 

 Färbelösung:  

3,4 µl NBT, 3,5 µl BCIP und 24 µl Levamisol-Lösung in 1 ml Detektionspuffer 3 frisch 

ansetzen. 

 

Versuchsdurchführung: 

Die Gewebeschnitte wurden in Probe- und Kontrollgruppen eingeteilt. Im ersten Schritt 

musste das Einbettmedium aus den Gewebeschnitten ausgewaschen werden. Die 

Entparaffinierung wurde in Küvetten mit Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe 

durchgeführt (Tabelle 2.26): 

 
Tabelle 2.26: Stationen der Gewebeentparaffinierung 

Position Lösung/Chemikalie Inkubationszeit (Minuten) 

1 Xylol 10  

2 Xylol 10 

3 100 % Ethanol 5 

4 90 % Ethanol 5 

5 80 % Ethanol 5 

6 70 % Ethanol 5 
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Anschließend wurden die Gewebeschnitte dreifach in 1 x PBS für 5 Minuten gewaschen 

und zur Vorbereitung der Hybridisierung 15 Minuten in 0,3 % Triton-X-100-Lösung 

permeabilisiert und entfettet. Darauf erfolgte ein dreifacher Waschschritt für 5 Minuten 

in 1 x PBS. Anschließend mussten die Schnitte für 30 Minuten bei 37 °C im Thermo-

schrank mit Proteinase K inkubieren. Zur Inhibition der Proteinaseaktivität wurden die 

Objektträger für 5 Minuten mit 100 mM Glycin beschichtet. Anschließend erfolgte die 

Fixierung mit 4 %iger Paraformaldehyd-Lösung für 5 Minuten. Die Reduktion von 

Hintergrundartefakten wurde durch eine Behandlung mit 0,25 %iger Essigsäure-

anhydrid-TRAP-Lösung (10 Minuten) durchgeführt.  

Zur Vorbereitung der Sondeninkubation mussten die Schnitte für 60 Minuten bei RT in 

einer feuchten Kammer mit Hybridisierungslösung (ohne Sonde) benetzt und 

anschließend vorsichtig abgesaugt werden. 

Die DIG-markierte Anti-HMGB1-RNA-Sonde wurde aus dem −80 °C Thermoschank 

entnommen, zwischenzeitlich eisgekühlt und bei 65 °C für drei Minuten im Thermomixer 

aktiviert. Die weitere Zwischenlagerung erfolgte auf Eis. Je 2 µl Sondenvolumen wurden 

in 38 µl Hybridisierungslösung gelöst. Antisense- und Sense-Sonde sowie eine weitere 

Kontrolle ohne Sonde war in jedem Versuchsdurchlauf getrennt anzuwenden. 

Die Schnitte wurden bei einer Temperatur von 41 °C in einer feuchten, abgeschlossenen 

Kammer für 21 Stunden hybridisiert und anschließend gewaschen (drei Waschschritte in 

vortemperierten Standküvetten bei 40 °C). Für 10 Minuten wurde in 2 x SSC, dann in 

0,1 x SSC und abschließend in 1 x PBS gewaschen.  

Zur Detektion der hybridisierten Sonde mussten alle Schnitte für 5 Minuten mit 

Detektionspuffer 1 benetzt und anschließend für 30 Minuten mit Detektionspuffer 2 

inkubiert werden. 

Die Antikörperreaktion gegen die digoxigeningekoppelten Sonden erfolgte mithilfe eines 

Anti-DIG-alkalische Phosphatase Antikörpers. Bei einer Verdünnung von 1:500 wurde 

der AK für 3 Stunden bei 37 °C (50 µl/OT) inkubiert. 

 
Tabelle 2.27: Antikörper der in-situ-Hybridisierung 

 

Antikörper Verdünnung Reaktivität Wirt Konjugation 
Anti-DIG-AP 
(Roche; 11093274910) 1: 500 DIG Schaf Alkalische Phosphatase 
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Nach dem Ende der Inkubationszeit mussten die Gewebeschnitte dreifach für 10 Minuten 

in Puffer 1 und einfach für 5 Minuten in Puffer 3 gewaschen werden.  

Anschließend wurde die NBT/BCIP-Färbelösung auf die Schnitte pipettiert (50 µl/OT) 

und bei RT in einer abgedunkelten, feuchten Kammer für 1 Stunde inkubiert. Die 

Färbereaktion stoppte durch Verwendung einer 1x TRIS-EDTA-Lösung (1 Minute). Die 

Anfärbung der Zellkerne erfolgte durch DAPI (1:500 in PBS) für 20 Minuten bei 37 °C in 

einer feuchten Kammer. Die Schnitte waren abschließend mit 1x PBS zu spülen 

(10 Sekunden) und zu dehydrieren.  

 
Tabelle 2.28: Stationen der Gewebedehydrierung 

Position Lösung/Chemikalie Inkubationszeit (Minuten) 

1 70 % Ethanol 5 

2 80 % Ethanol 5 

3 90 % Ethanol 5 

4 100 % Ethanol 10 

5 Xylol 10 

6 Xylol 10 

 

Nach der Dehydrierung wurden die Schnitte mit Eukitt-Eindeckmedium unter 

24 x 24 mm Deckgläsern eingebettet.  

Die Untersuchung der Gewebeschnitte erfolgte am konfokalen Lasermikroskop Olympus 

Fluoview 1000 in der Plattform für Klinische Optische Mikroskopie. 
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2.2.23 In-vitro scratch assay  

Experimentelle Grundlage des scratch assays ist ein definierter, zellfreier Korridor 

innerhalb eines Zell-Monolayers, in welchem die Zellmigration über bestimmte Zeit-

intervalle dokumentiert wird. Der zellfreie Bereich wird durch das Kratzen (engl. scratch) 

mit einer Pipettenspitze definiert. Als experimenteller Leitfaden wurde das standard-

isierte Protokoll „In vitro scratch assay: a convenient and inexpensive method for analysis 

of cell migration in vitro“ aus nature protocols verwendet (Liang et al. 2007). 

Als Vorbereitung erfolgte eine Markierung des Bodens der 6-Well-Platten (von der 

Unterseite) mit drei farbigen, parallel ausgerichteten Referenzlinien. Senkrecht zu diesen 

Linien wurde im späteren Verlauf der scratch durch den Zell-Monolayer geführt. Mithilfe 

der farbigen Linien ergaben sich wiederauffindbare Schnittpunkte, welche gut doku-

mentiert werden konnten. 

Vor Versuchsbeginn musste der Boden jedes Wells mit Fibronectin überzogen werden 

(1 ml Fibronectin-Lösung (10 µg/ml) für 12 Stunden bei 4 °C inkubieren und anschließ-

end absaugen). Im nächsten Schritt erfolgte ein einstündiger Block mit 3 ml BSA pro Well 

(2 mg/ml) bei 37 °C. Dann wurde einmal mit 3 ml PBS vorsichtig gewaschen. In jedem 

Well kultivierten 50.000 Zellen CPC531ht in 2 ml DMEM-GlutamaxTM-Medium (5 % FCS 

und 1 % Gentamycin) unter Standardbedingungen für 24 Stunden. 

Der Volumenanteil von FCS wurde von normalerweise 10 % in der Standard-Zellkultur 

auf 5 % reduziert. Damit sollte verhindert werden, dass die normale Zellproliferation die 

Migration der Zellen überlagert. Die FCS-Konzentration war so zu wählen, dass die Zellen 

vital und adhärent blieben. 

Nach Ende der Inkubationszeit war in jedem Well ein gerader, senkrecht zu den 

Farbmarkierungen verlaufender scratch anzulegen (p200-Pipettenspitze). Um abgelöste 

Zellen aus dem Ansatz zu entfernen, war jedes Well zweifach mit 3 ml PBS zu waschen. 

Insgesamt wurden 12 Wells (zwei 6-Well-Platten) nach dem beschriebenen Prinzip 

angelegt: Drei Wells für die Kontrollgruppe und drei Wells für die Probegruppen mit 10, 

50 und 100 ng HMGB1 in 1 ml DMEM-GlutamaxTM. Für den Versuch wurde fully reduced-

HMGB1 (LPS-frei, keine Tags) der Firma HMGBiotech verwendet.  

Die Dokumentation des Versuchsverlaufs erfolgte durch Fotografie (Nikon D90) bei 5-

facher Vergrößerung im Zeiss Axiovert 40 CFL-Mikroskop. Nach Versuchsbeginn wurde 

jedes Well nach 0, 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden fotografiert. 
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2.2.24 Migrationsassay nach BOYDEN 

Die Migrationsassays basieren auf einer modifizierten Form der BOYDEN-chamber. BOYDEN 

entwickelte im Jahr 1962 einen Versuchsaufbau, der es ermöglichte, die Migrations-

kapazität von Zellen zu messen, welche unter einem chemotaktischen Stimulus stehen 

(Boyden 1962). 

Zur Durchführung des Experiments wurden Zellkultureinsätze in eine 24-Well-Platte 

eingehängt. Diese wiesen eine Mikromembran mit einer definierten Porengröße von 8 µm 

auf, sodass die Zellen aktiv durch diese migrieren mussten. Durch das Einsetzen der 

Zellkultureinsätze entstand in jedem Well eine obere und untere Kammer, welche durch 

die Membranporen verbunden waren. In die untere Kammer wurde 600 µl serumfreies 

DMEM-GlutaMaxTM-Medium (mit 1 % Gentamycin) mit dem zu untersuchenden Chemo-

attraktant (HMGB1) pipettiert. Für den Versuch musste hochreines, fully reduced-HMGB1 

(LPS-frei, keine Tags) verwendet werden. In die obere Kammer wurde 200 µl einer 

Suspension von 50.000 Zellen CPC531ht (in serumfreien DMEM-Medium mit 1 % 

Gentamycin) zugefügt. 

Die Zellen kultivierten zuvor 12 Stunden in serumfreiem DMEM-GlutaMaxTM -Medium mit 

1 % Gentamycin. 

Fünf Wells bildeten die Kontrollgruppe, jede Probegruppe (mit 10, 50 und 100 ng 

HMGB1/ml DMEM-GlutaMaxTM -Medium) wurde ebenfalls aus fünf Wells gebildet. 

Die Wellplatte war anschließend für das jeweilige Zeitintervall (6, 12 oder 24 Stunden) 

unter Standardbedingungen im Zellkulturschrank zu inkubieren. Kurz vor Ende des 

jeweiligen Migrationsintervalls wurde eine neue 24-Well-Platte mit 500 µl serumfreien 

Mediums mit 8 µmol/l Calcein-AM (Calcein-Acetoxymethylester) pro Well vorbereitet. 

Die Zellkultureinsätze wurden in die Calcein-AM-Lösung eingesetzt und unter Standard-

bedindungen für 45 Minuten im Zellkulturschrank inkubiert. 

Calcein-AM kann in vitalen Zellen durch die Zellmembran transportiert werden. Im 

Zytoplasma spalten Esterasen die Acetat- und Acetoxymethylgruppen ab. Dadurch 

entsteht ein Fluoreszein- Derivat, welches ein Anregungsmaximum bei 490 nm 

(Excitation) und ein Abstrahlungsmaximum bei 515 nm (Emission) aufweist. Das 

fluoreszierte Calcein ist nur gering zytotoxisch und beeinflusst den zellularen 

Stoffwechsel, die Zellmigration und Proliferation jedoch nicht. Die messbare Fluoreszenz 

korreliert dabei mit der migrierten Zellzahl.  
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Nach Ende der Inkubationszeit in der Calcein-AM-Lösung wurden die Wells und die 

Zellkultureinsätze leergesaugt.  

In jedes Well war 1 ml vorgewärmte Trypsin-EDTA-Lösung zu pipettieren, sodass sich die 

Zellen von der Unterseite der Membran ablösten (10 Minuten Inkubationszeit unter 

leichtem schütteln).  

Aus jedem Well wurden 4 Proben á 200 µl in eine schwarze 96-Well-Platte pipettiert. 

Weiterhin erfolgte die Entnahme von Leerwert-Proben mit reiner Trypsin-EDTA-Lösung. 

Die Analyse der Proben erfolgte zeitnah am Fluoreszenz-Plattenleser. 

Nach Beratung im Institut für medizinische Statistik der Universität Göttingen wurde 

mithilfe der Software STATISTIKA eine Kruskal-Wallis-Varianzanalyse (ANOVA) und der 

Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung und die 

Grafiken sind im Ergebnissteil einsehbar. 

 

2.2.25 Stimulation von CPC531ht mit Disulfid-HMGB1 und IL-1ß 

Durch die Stimulation von CPC531ht mit Disulfid-HMGB1 und IL-1ß wurde untersucht, 

ob eine gesteigerte Expression von proinflammatorischen Zytokinen (TNF-α und IL-6) 

erfolgt. 

Die CPC-Linie wurde in DMEM-GlutaMaxTM (10 % FCS/1 % Gentamycin) bei 37 °C unter 

5 % CO2-Atmosphäre aufgezogen und die Zellzahl im CellometerTM bestimmt. 12 Stunden 

vor Stimulationsbeginn kultivierten 2 x 105 Zellen in jeder Flasche. Vor Zugabe der 

Zytokine (Tabelle 2.29) wurden die adhärenten Zellen 2-fach in PBS gewaschen. 

 
Tabelle 2.29: Übersicht der verwendeten Zytokine 

Zytokin Hersteller 

Disulfid-HMGB1 
HMGBiotech S.r.l. (Milano, Italien) 
HM-122 

Interleukin-1ß 
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
SRP3083 

 

Die Inkubation erfolgte in 10 ml FCS-freiem DMEM-GlutaMaxTM- Medium für 24 Stunden 

unter Anwendung des tabellarisch dargestellten Stimulationsschemas (Tabelle 2.30). Der 

Versuch wurde dreimal wiederholt. 
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Tabelle 2.30: Übersicht Stimulationsschema 

 Kontrolle Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 

Disulfid-HMGB1 - +15ng/ml +25ng/ml - +15ng/ml +25ng/ml 

Interleukin-1ß - - - +10ng/ml +10ng/ml +10ng/ml 

 

Nach Ablauf des Stimulationsintervalls wurde das Medium entnommen und in 

Vivaspin 15®-Röhrchen überführt. Zuvor musste die Filtermembran in den Röhrchen mit 

PBS aktiviert werden. Das zu analysierende Medium wurde für 30 Minuten bei 4000 g 

zentrifugiert. Die laboranalytische Auswertung der TNF-α und IL-6-Konzentration er-

folgte in der Abteilung Klinische Chemie der Universitätsmedizin Göttingen durch ELISA. 

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung und die Grafiken sind im Ergebnissteil 

einsehbar. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Nachweis von HMGB1 im Knorpel, Chondrozyten und CPCs 
3.1.1 Immunhistochemie und Immunzytochemie 

Abbildung 3.1: IHC und IZC zum HMGB1-Nachweis im Knorpel, Chondrozyten und CPCs. 
Nachweis von HMGB1 in osteoarthritischen Knorpelproben [a, b, d] und im gesunden Knorpel [c] durch 
IHC. HMGB1 Nachweis in Chondrozyten [e] und CPCs [f] durch IZC (Vergrößerung: 20-fach). IHC unter 
Anwendung eines polyklonalen Anti-HMGB1-ChIP-Grade Antikörpers (abcam, 1:200) mit HiDef Detec-
tionTM HRP [a-c] bzw. HiDef DetectionTM AP [d]. IZC unter Anwendung eines polyklonalen Anti-HMGB1-ChIP-
Grade Antikörpers (abcam, 1:100) mit Anti-Rabbit IgG (Alexa Fluor) Fluoreszenz-Antikörper [e, f]. IHC und 
IZC wurden dreimal wiederholt. Die Kontrollgruppen zeigten keine falsch-positiven Signalmuster. 
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Der Nachweis von HMGB1 im osteoarthritischen Knorpel und histologisch gesunden 

Knorpelproben erfolgte durch IHC (Abb. 3.1 [a]-[d]). Für die IHC wurde ein polyklonaler 

Anti-HMGB1-ChIP-Grade Antikörpers (abcam, 1:200) unter Anwendung des HiDef Detec-

tionTM HRP- (Abb. 3.1 [a]-[c]) bzw. HiDef DetectionTM AP-Systems (Abb. 3.1 [d]) appliziert. 

Die in Abb. 3.1 [a] dargestellte Knorpelprobe wies einen OARSI-Score von 3 auf. Die 

superfizielle Zone zeigte eine Kontinuitätsunterbrechung mit vertikalen Fissuren bis in 

den Bereich der mittleren Zone. In der tiefen Knorpelzone war der Beginn der Formation 

von Chondrozyten-Clustern ( ) zu verzeichnen. Eine Detailvergrößerung (Abb. 3.1 [b]) 

aus dieser Zone zeigte ein deutlich positives HMGB1-Signal intrazellulär, wie auch 

perizellulär. In der superfiziellen und mittleren Zone waren vereinzelt schwache HMGB1-

Signale zu erkennen, deren Intensität deutlich geringer war als in der tiefen Zone. 

Abb. 3.1 [d] zeigt den Ausschnitt einer OARSI-Score 4 Knorpelprobe am Übergang der 

tiefen Zone zur Tidemark. In der tiefen Zone zeigten sich Formationen von Chondrozyten-

Clustern mit ausgeprägten intra- und extrazellulären HMGB1-Signalen (*). Die territoriale 

Matrix in der Clusterumgebung zeigte eine deutliche Positivfärbung für HMGB1. Eine 

Kontinuitätsunterbrechung der Tidemark (break in tidemark) mit Gefäßeinsprossungen 

verzeichnete ebenfalls ein deutliches HMGB1-Signal ( ). 

Abb. 3.1 [c] stellt eine histologisch gesunde Knorpelprobe (OARSI 0-1) dar. Die super-

fizielle Zone war intakt, in der mittleren Zone zeigten sich sehr schwache intrazelluläre 

HMGB1 Signale, welche im Vergleich zu Abb. 3.1 [a] deutlich geringer erschienen. Der 

histologisch gesunde Knorpel zeigte insgesamt deutlich schwächere HMGB1 Signale. 

Die immunzytochemische Untersuchung erfolgte an gesunden CH292ht (Abb. 3.1 [e]) und 

an CPC531ht (Abb. 3.1 [f]). Zur Kerndarstellung wurden die Proben mit DAPI inkubiert 

(linke Spalte). Mithilfe eines polyklonalen Anti-HMGB1-ChIP-Grade Antikörpers (abcam, 

1:100) wurde HMGB1 nachgewiesen (mittlere Spalte). Es zeigten sich deutliche nukleäre 

HMGB1-Signale bei CH292ht, wie auch bei CPC531ht. Bei gleicher Belichtungszeit wiesen 

die Chondrozyten ein stärkeres, zytoplasmatisches HMGB1-Signal auf ( ). CPC531ht 

zeigte keine sichtbare, extranukleäre HMGB1-Fluoreszenz. Zur besseren Differenzierung 

zwischen Kernbereichen und Zytosol wurden die Aufnahmen in der rechten Spalte ge-

merged abgebildet.  

Alle Experimente wurden dreimal wiederholt. Zu jeder Probe sind entsprechende 

Kontrollgruppen (ohne Primärantikörper) untersucht wurden, welche keine falsch-

positiven Signalmuster aufwiesen. Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit 

Adobe InDesign. 
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3.1.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abbildung 3.2: Western Blot zum HMGB1-Nachweis im Knorpel, Chondrozyten und CPCs.  

[a]: Proteinfärbung der geblotteten PVDF-Membran mit Coomassie. Ladeschema der 7 Proben entsprech-
end der rechtsseitigen Legende. [b]: Antikörper- spezifische HMGB1-Detektion mit ECL auf Röntgenfilm. 
Ladekontrolle mit α-Tubulin. [c]: Relative HMGB1-Expression aller untersuchten Zelllinien; Normalisiert 
gegen α-Tubulin. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler vom Mittelwert an. Als Kontrollreferenz 
wurde Probe 7 (MSC577) festgelegt. Statistische Signifikanz (*); Nicht signifikant (ns). Die Versuchs-
durchführung mit den sieben Probegruppen erfolgte dreimal. 
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Durch den Western Blot und die antikörperspezifische ECL Detektion wurde der HMGB1- 

Gehalt in sieben Proben quantifiziert. Aus den osteoarthritischen Gelenkflächen der Tibia- 

bzw. Femurexplantate wurden durch Kollagenase-Verdau CH656-OA und CH657-OA 

isoliert und kultiviert. Die gesunde Chondrozytenprobe bestand aus CH292ht. Ebenfalls 

wurden drei immortalisierte CPC-Linien untersucht: CPC531ht, CPC241ht und CPC242ht. 

Als Referenzprobe wurde in der letzten lane MSC577 geladen. 

Abb. 3.2 [a] zeigt die Proteindetektion auf der geblotteten PVDF-Membran durch 

Coomassie-Färbung. Durch die Gelelektrophorese wurden die Proteinbanden ent-

sprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt.  

Nach Inkubation mit einem polyklonalen Anti-HMGB1-Antikörper (abcam [ab18256], 

1:10.000) erfolgte die spezifische Proteindetektion durch ECL auf dem Röntgenfilm (Abb. 

3.2 [b]). Bei konstanter Belichtungszeit in allen drei Versuchswiederholungen zeigte sich 

ein deutliches HMGB1-Signal bei 29 kDa.  In den Zellproben aus dem Kollagenase-Verdau 

lag das stärkste Bandenmuster vor. Die gesunden Chondrozyten wiesen eine schwächere 

Bandenstärke auf. Die Signalbanden der CPC-Proben waren von ähnlicher Intensität. Die 

Referenzprobe der MSCs zeigte als einzige Probe eine zweite Bande auf Höhe von 25 kDa. 

Zur Ladungskontrolle und Datennormalisierung wurde α-Tubulin verwendet (50 kDa). 

Die Röntgenfilme wurden eingescannt und die Signalmuster analysiert. Jede HMGB1-

Bande wurde gegen ihre entsprechende α-Tubulin-Bande normalisiert. Als Referenzwert 

wurde das Signal der MSC-Probe definiert. Zu jeder Probe wurde der Standardfehler des 

Mittelwertes berechnet, welcher als Fehlerbalken im Diagramm angegeben ist (Abb. 

3.2 [c]). Im Vergleich zur Kontrolle wiesen die OA-Chondrozyten eine 3,6-fach (CH656-

OA) bzw. 3,1-fach (CH657-OA) erhöhte HMGB1-Expression auf. Gesunde Chondrozyten 

(CH292ht) zeigten im Vergleich zu den MSCs eine 1,7-fach erhöhte HMGB1-Bande. Das 

Bandensignal der CPCs war 1,4-fach (CPC241ht) bis 2,2-fach (CPC531ht) erhöht.  

Das Bandensignal der gesunden Chondrozyten war statistisch signifikant geringer als das 

der OA-Proben (p[1-3]: 0,0008*; p[2-3]: 0,0014*).  

Die Quantifizierung der Bandensignale erfolgte mit ImageJ, die Diagrammerstellung und 

die statistische Auswertung mit Excel 365, GraphPad und Adobe InDesign. Die Unter-

suchung der sieben Proben erfolgte dreimal unter konstanten Bedingungen.  
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3.2 Nachweis von HMGB1-Rezeptoren auf Chondrozyten und CPCs 

 

Abbildung 3.3: IZC zum Nachweis von extrazellulären HMGB1-Rezeptoren auf CH und CPCs. 

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von extrazellulären RAGE– und TLR4-Rezeptoren auf CH292ht 

und CPC531ht. Polyklonaler Anti-RAGE-Antikörper (ABIN1453837; 1:100); Monoklonaler Anti-TLR4-

Antikörper (ABIN281829; 1:100). Kernfärbung durch DAPI. Vergrößerung: 20-fach. Die IZC wurde dreimal 

wiederholt. Negativkontrollen ohne Primärantikörper zeigten keine Signale (nicht dargestellt).  
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Durch die IZC an CH292ht und CPC531ht sollten extrazelluläre HMGB1-Rezeptoren 

nachgewiesen werden (Abb. 3.3). Zu den wichtigsten Oberflächenrezeptoren, welche 

HMGB1 als Ligand binden, gehören der RAGE- und der TLR4-Rezeptor.  

Zur Versuchsvorbereitung kultivierten CH292ht und CPC531ht für 12 Stunden auf 

sterilen Menzel-Gläsern. Für die RAGE-Detektion wurde ein polyklonaler Anti-RAGE-

Antiköper (antikörper-online; ABIN1453837) für 60 Minuten inkubiert. Die TLR4-

Rezeptordetektion erfolgte durch einen monoklonalen Antikörper (antikörper-online; 

ABIN281829) bei gleicher Inkubationszeit. Beide Primärantikörper wurden 1:100 

verdünnt. Als Fluoreszenz-Sekundärantikörper wurde Alexa Fluor 555 in einer 1:1000 

Verdünnung für 60 Minuten inkubiert. Zur Kerndarstellung erfolgte die Zugabe von DAPI 

(1:1000).  

In beiden Zelllinien konnten die Rezeptoren qualitativ nachgewiesen werden. Die 

Zellfotographie erfolgte nach dem Eindecken der Menzel-Gläser am Keyence-BZ9000 

Mikroskop. Bei konstanter Belichtungszeit zeigte sich in der CH292ht-Probe ein sehr 

deutliches Signal für den RAGE-Rezeptor. Die Signalstärke für den TLR4-Rezeptor war 

abgeschwächter. In den CPC531ht-Proben zeigte sich ein schwaches Signal für den TLR4-

Rezeptor. 

Der Versuch wurde insgesamt dreimal wiederholt. Negativkontrollen ohne Primär-

antikörper zeigten kein Signal (nicht dargestellt). Abb. 3.3 wurde mithilfe von Adobe 

InDesign erstellt. Alle dargestellten Bilder wurden in 20-facher Vergrößerung auf-

genommen.  
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3.3 HMGB1-Nachweis nach CPC-ex-vivo-Migration in OA-Knorpel 

 

Abbildung 3.4: HMGB1-Nachweis nach CPC-ex-vivo-Migration in OA-Knorpel. 
[a]: Nachweis erfolgreicher ex-vivo-Migration von CPC531ht in OA-Knorpelgewebe. Zelldetektion durch 
GFP-Anregung mit 488 nm Argonlaser in 40-facher Vergrößerung. [b]: 60-fach vergrößerter Ausschnitt mit 
Kerndarstellung durch DAPI. [c]: ISH zum Nachweis von HMGB1-RNA in CPC531ht. Detektion durch 
Anregung von NBT/BCIP mit 633 nm Laser. [d]: ISH-Kontrolle mit Sense-Sonde (100-fache Vergrößerung). 
[e.1-3]: Nachweis von HMGB1 durch Fluoreszenzmikroskopie (Alexa Fluor) bei 100-facher Vergrößerung. 
Die ISH und IHC wurden unter Anwendung von Negativkontrollen dreimal wiederholt. 
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Ziel der ex-vivo-Migrationsversuche war es, GFP-transfizierte CPC531ht im osteo-

arthritischen Knorpelgewebe zu untersuchen. Innerhalb des erkrankten Knorpelmilieus 

sollte die Bildung von HMGB1 auf RNA- und Proteinebene detektiert werden. Zur 

Probengewinnung verwendete OA-Knorpelexplantate mussten im Stanzzylinder mit 

4000 Zellen CPC531ht inkubieren. 

Abb. 3.4 [a]-[b] zeigt die ex-vivo-Migration von GFP-transfizierten CPC531ht in osteo-

arthritisches Knorpelgewebe. Nach fünf Tagen Migrationszeit waren die Zellen in einer 

Gewebetiefe von 650 – 1300 µm zu lokalisieren. Die Detektion der CPC531ht erfolgte 

über direkte Anregung der GF-Proteine, welche durch Transfektion konsekutiv gebildet 

wurden. Das mikroskopische Bild zeigt die migrierten Zellen bei 488 nm Argonlaser-

Anregung (40-fache Vergrößerung). Der Bildausschnitt [b] zeigt eine 60-fache Ver-

größerung. Die Zellkerne wurden durch DAPI-Färbung herausgestellt.  

Abb. 3.4 [c]-[d] stellt die Ergebnisse der in-situ-Hybridisierung der Migrationsschnitte dar 

(Vergrößerung 100-fach). Die Digoxigenin-gekoppelte Antisense-Sonde (Abb. 3.4 [c]) lies 

sich über einen Anti-DIG-AP-Antikörper lokalisieren. Die alkalische Phosphatase setzte 

dabei NBT/BCIP um, welches durch eine Reflexionsmethode (633 nm Laser) detektiert 

wurde. Die Expression von HMGB1-mRNA in migrierten CPC531ht zeigte sich durch 

nukleäre und zytosolische Signale. Die Kontrolle mit der Sense-Sonde (Abb. 3.4 [d]) war 

negativ. Der Versuch wurde insgesamt dreimal wiederholt. 

Abb. 3.4 [e.1]-[e.3] zeigt die Ergebnisse der Immunhistochemie zum Nachweis von HMGB1 

in den Migrationsschnitten. Das GFP-Signal migrierter CPC531ht wurde durch direkte 

Anregung mit einem 488 nm Argonlaser detektiert (Abb. 3.4 [e.1]). Die Antikörper-

reaktion mit einem gegen HMGB1 gerichteten Alexa Fluor555-Antikörper zeigte deutliche 

Fluoreszenz-Signale (Abb. 3.4 [e.2]). Es waren nukleäre und zytosolische HMGB1-Signale 

zu erkennen. Abb. 3.4 [e.3] zeigt eine gemergede Darstellung. 

Der Versuch wurde insgesamt dreimal wiederholt. Negativkontrollen ohne Primär-

antikörper zeigten kein Signal (nicht dargestellt). 

Die Untersuchung der Gewebeschnitte erfolgte am konfokalen Lasermikroskop Olympus 

Fluoview 1000 in der Plattform für Klinische Optische Mikroskopie unter der Leitung von 

Dr. BUNT. Die Abbildung 3.4 wurde mithilfe von Adobe InDesign erstellt. 
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3.4 Migrationswirkung von fr-HMGB1 auf CPCs 
3.4.1 Ergebnisse: Scratch assay 

 
Abbildung 3.5: CPC531ht-scratch assay in der Durchlichtmikroskopie. 

Durchlichtmikroskopische Aufnahme der scratch assay-Versuche mit CPC531ht in 5-facher Vergrößerung. 

Jedes Well wurde mit 50.000 Zellen in FCS-reduziertem (5 %) DMEM-GlutamaxTM-Medium präpariert.  Die 

scratch-Korridore sind zur besseren Darstellung digital hervorgehoben. Die erste Zeile zeigt die Darstellung 

der Kontrollreihe zu den Untersuchungszeitpunkten (0, 12, 48, 72 h). Die Aufnahmen der Proben mit 

10 ng/ml bzw. 50 ng/ml fully reduced-HMGB1 (HMGBiotech) sind in der zweiten bzw. dritten Zeile ab-

gebildet. Die Fotografie erfolgte mit einer Nikon D90 unter mikroskopischer Vergrößerung im Zeiss Axiovert 

40 CFL. Maßstabsbalken [       ]: 400 µm. Die Versuchsdurchführung erfolgte dreimal unter konstanten Be-

dingungen. 
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Abbildung 3.6: Migrationsergebnisse CPC531ht-scratch assay. 

Grafische Darstellung und Statistik der Ergebnisse der drei Versuchsdurchgänge unter Auszählung der 

migrierten Zellzahlen. Säulendiagramme der mittelwertigen Migrationszahlen unter Angabe des 

Standardfehlers zu Versuchsbeginn (baseline) sowie nach 12, 48 und 72 Stunden. Statistische Signifikanz 

(*); Nicht signifikant (ns). 

 

Durch die scratch assay-Experimente wurde die HMGB1-abhängige Migration von 

CPC531ht in einen zellfreien Korridor untersucht. In 6-Well-Platten mit Fibronectin-

beschichtung wurde ein Monolayer aus CPC531ht kultiviert und ein definierter 

Migrationskorridor gescratcht. 

Abb. 3.5 stellt die Ergebnisse des scratch assays in der lichtmikroskopischen Übersicht 

dar. Die Abbildung zeigt die Erste von drei Versuchswiederholungen. Der Versuchsverlauf 

wurde durch Fotografie (Nikon D90) bei 5-facher Vergrößerung im Zeiss Axio-

vert 40 CFL-Mikroskop dokumentiert. In der ersten Bildzeile wurde die CPC531-

Kontrolle zu Versuchsbeginn und den Untersuchungsintervallen nach 12, 48 und 

72 Stunden abgebildet. Die Probereihen (2. und 3. Zeile) enthielten 10 ng/ml bzw. 

50 ng/ml fr-HMGB1 im Medium. Zu Versuchsbeginn lagen zellfreie scratch-Korridore vor, 

welche in der Abbildung digital hervorgehoben wurden.  
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Abb. 3.6 zeigt die Auswertung der migrierten Zellzahlen in sämtlichen Versuchs-

durchläufen. Die Säulendiagramme geben die mittelwertigen Migrationszahlen unter 

Berücksichtigung des Standardfehlers an.  

Nach 12 Stunden bestand ein signifikanter Unterschied [*] zwischen der Kontrollgruppe 

und den Probegruppen, jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Probegruppen (p[K-P1]: 0,0006*; p[K-P2]: 0,009*; p[P1-P2]: 1,0ns).  

Nach 48 Stunden Migrationszeit wies die Probegruppe mit 10 ng/ml HMGB1 die höchste 

Zellmigration auf. Zwischen allen Versuchsgruppen bestand ein statistisch signifikanter 

Unterschied (p[K-P1]: 0,0006*; p[K-P2]: 0,003*; p[P1-P2]: 0,02*). 

Zum letzten Untersuchungszeitpunkt (72 Stunden) zeigten die Probegruppen eine 

signifikant höhere Zellmigration im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zwischen den 

Probegruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede (p[K-P1]: 0,001*; p[K-

P2]: 0,005*; p[P1-P2]: 0,1ns). 

Die grafische Darstellung der Ergebnisse und die statistische Berechnung erfolgte mithilfe 

von Office 365, Adobe InDesign und GraphPad.  
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3.4.2 Ergebnisse: BOYDEN-chamber 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.7: Boxplot-Diagramme der CPC-Migrationsversuche in der BOYDEN-chamber. 
Ergebnisse nach 6, 12 und 24 h Migrationszeit bei Untersuchung von drei verschiedenen fr-HMGB1 Kon-
zentrationen. Migration durch eine 8-µm-Mikromembran. Detektion der migrierten CPCs durch Calcein-AM 
Fluoreszenz. Statistische Signifikanz (*); Nicht signifikant (ns). Die Versuchsdurchführung erfolgte fünfmal. 
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Durch die BOYDEN-chamber wurde die Migrationskapazität von CPC531ht unter dem 

Stimulus von fr-HMGB1 untersucht. Die Zellen migrierten durch ein definiertes Poren-

gitter und wurden zeitabhängig detektiert.  

Abb. 3.7 zeigt die Ergebnisse der Migrationsversuche nach 6, 12 und 24 Stunden Migra-

tionszeit. Die Probegruppen bildeten drei unterschiedliche fr-HMGB1 Konzentrationen 

(10, 50 und 100 ng/ml). Gemessen wurde die absolute Fluoreszenz (515 nm Emission) 

des Calceins als Korrelat erfolgter Zellmigration durch das 8-µm-Membrangitter. Die 

Versuchsdurchführung erfolgte fünfmal. 

Nach 6 Stunden Migrationszeit war eine konzentrationsabhängige Migrationssteigerung 

in den Probegruppen messbar. Die Kontrolle zeigte die geringste Fluoreszenz. Zwischen 

allen Gruppen bestand ein statistisch signifikanter Unterschied [*] in der gemessenen 

Fluoreszenz (p[K-P1/P2/P3]: jeweils <0,0001*; p[P1-P2]: 0,015*; p[P1-P3]: <0,0001*; 

p[P2-P3]: 0,0026*).  

Nach 12 Stunden Migrationszeit wies die Kontrollgruppe das signifikant geringste 

Fluoreszenzsignal auf (p[K-P1/P2/P3]: jeweils <0,0001*). Zwischen den Probegruppen 

mit 10 ng/ml [P1] und 50 ng/ml HMGB1 [P2] bestand kein signifikanter Unterschied 

(p[P1-P2]: 0,76ns). Die höchste HMGB1 Konzentration mit 100 ng/ml [P3] wies zu diesem 

Zeitpunkt das stärkste Signal auf, welches signifikant höher war als in der Probengruppe 

P1 und P2 (p[P1-P3]: <0,0001*; p[P2-P3]: 0,005*). 

In der Versuchsgruppe mit 24 Stunden Migrationszeit wurde in der Kontrollgruppe 

ebenfalls das geringste Signal gemessen (p[K-P1/P2/P3]: je <0,0001*). Die geringste 

HMGB1 Konzentration [P1] zeigte im Vergleich zu den anderen Proben das schwächste 

Signal mit einem signifikanten Unterschied zu P2 und P3 (p[P1-P2/P3]: je <0,0001*). 

Zwischen den Proben P2 und P3 konnte kein Unterschied in der Fluoreszenz gemessen 

werden (p[P2-P3]: 0,95ns) 

Zusammenfassend war eine Konzentrations-Zeit-Korrelation ersichtlich. Nach 6 Stunden 

zeigte die Probe mit der höchsten HMGB1 Konzentration das größte Fluoreszenzsignal 

bei einem Medianwert von 173 (abs. Fluoreszenz). Nach 12 Stunden lag der Median in der 

P3-Gruppe bei 208. Nach 24 Stunden bestand zwischen der mittleren und hohen HMGB1 

Konzentration kein signifikanter Unterschied mehr (Median P2: 194; P3: 197). 

Die grafische Darstellung der Ergebnisse und die statistische Berechnung erfolgte mithilfe 

von STATISTICA und Adobe InDesign. 
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3.5 Stimulation von CPC531ht mit Disulfid-HMGB1 und IL-1ß 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.8: Stimulation von CPC531ht mit HMGB1/Il-1ß.  

Darstellung der Il-6 [a] und TNF-α [b] Konzentration im Kulturmedium nach 24 Stunden Stimulation mit 

HMGB1/IL-1ß. Die Säulendiagramme zeigen die mittelwertigen Konzentrationen unter Angabe des 

Standardfehlers vom Mittelwert (Whisker). Statistische Signifikanz (*); Nicht signifikant (ns). Jeder Versuch 

wurde dreimal wiederholt. 
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Durch die Stimulation von CPC531ht mit Disulfid-HMGB1 sollte untersucht werden, ob 

eine entzündungsfördernde Expression von IL-6 und TNF-α erfolgt. Neben der isolierten 

Stimulation der Zellen mit hochreinem HMGB1 wurde eine kombinierte Versuchsreihe 

mit IL-1ß getestet. Durch die Stimulationsversuche sollte untersucht werden, ob 

chondrogene Progenitorzellen die destruktive Entzündungsreaktion fördern oder keine 

proinflammatorischen Zytokine abgeben.  

Abb. 3.8 [a] zeigt die Ergebnisse der Stimulationsversuche mit Disulfid-HMGB1/IL-1ß an 

CPC531ht nach 24 Stunden. Jede Säule zeigt die mittelwertige IL-6 Konzentration unter 

Angabe des Standardfehlers vom Mittelwert. Gemessen wurde die IL-6 Konzentration im 

Medium des Zellkulturansatzes durch ELISA. Jeder Versuch wurde dreimal wiederholt. 

Neben der Kontrollgruppe [K] erfolgte die Stimulation an fünf Probegruppen [P1-P5] 

entsprechend des dargestellten Schemas. Die Säulendiagramme wurden logarithmisch 

skaliert.  

Aufgrund der Streuung der Messwerte lag ein hoher Standardfehler vor. Die Berechnung 

der p-Werte zeigte keine statistische Signifikanz zwischen der Kontrollgruppe und den 

Probegruppen: p[K-P1]: 0,76 ns; p[K-P2]: 0,81 ns; p[K-P3]: 0,29 ns; p[K-P4]: 0,25 ns; p[K-

P5]: 0,23 ns. 

Die Stimulation von CPC531ht mit Disulfid-HMGB1/IL-1ß zeigte im Vergleich zur 

Kontrollgruppe keinen statistisch signifikanten Unterschied. 

Abb. 3.8 [b] stellt die Ergebnisse der Messung der TNF-α Konzentration nach Stimulation 

dar. Die Versuchsmodalitäten entsprachen der in [a] beschriebenen Verfahrensweise. 

Nach 24-stündiger Stimulation mit Disulfid-HMGB1 konnte kein statistisch signifikanter 

Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und Probegruppe [P1/P2] festgestellt werden: 

p[K-P1]: 0,54 ns; p[P-P2]: 0,16 ns. Die Stimulation mit IL-1ß zeigte im Vergleich zur 

Kontrolle eine signifikant erhöhte Expression von TNF-α: p[K-P3]: 0,0084 *. Eine kom-

binierte Stimulation von Disulfid-HMGB1/IL-1ß [P4/P5] wies keinen statistisch signifi-

kanten Unterschied zur Kontrolle auf: p[K-p4]: 0,15 ns; p[K-P5]: 0,26 ns. 

Die grafische Darstellung der Ergebnisse und die statistische Berechnung erfolgte mithilfe 

von Office 365, Adobe InDesign und GraphPad. 
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4 Diskussion 
4.1 Nachweis von HMGB1 im Knorpel, Chondrozyten und CPCs 
Die Pathomechanismen der destruktiven Gelenkerkrankungen sind komplex. Nachdem 

die HMGB1-Sekretion von Makrophagen im Verlauf von Entzündungsprozessen be-

schrieben worden war, vermuteten KOKKOLA und Mitarbeiter einen Einfluss von HMGB1 

auf entzündliche Gelenkerkrankungen (Wang et al. 1999; Kokkola et al. 2002). Die 

Forschungsgruppe stellte fest, dass in der gesunden Synovialmembran nur nukleäre 

HMGB1-Proteine nachweisbar sind. Bei Entzündungsprozessen konnte eine Änderung 

der HMGB1-Verteilung in das Zytoplasma der Synoviozyten und in die EZM verzeichnet 

werden (Kokkola et al. 2002).  

Weitere Studien der Arbeitsgruppe von PULLERITS zeigten am Mausmodell, dass eine 

intraartikuläre Injektion von rekombinantem HMGB1 zu einer moderaten Synovitis und 

leichten, superfiziellen Knorpelerosionen führt (Pullerits et al. 2003).  

HEINOLA und Mitarbeiter untersuchten an osteoarthritischen Rindergelenken die 

Expression von HMGB1 in Abhängigkeit zum Destruktionsgrad. Die histologischen 

Untersuchungen zeigten in gesunden Knorpelproben eine geringe, auf den Nukleus 

begrenzte HMGB1-Expression. Bei Proben mit fortgeschrittener OA konnten starke, 

extrazelluläre HMGB1-Signale in tiefen Knorpelzonen und Chondrozyten-Clustern 

lokalisiert werden (Heinola et al. 2010).  

Die histologischen Arbeiten von TERADA und Mitarbeiter an menschlichen Knorpelproben 

zeigten gleiche Ergebnisse. Ein steigender OARSI-Score korreliert mit zunehmender 

extrazellulärer HMGB1-Expression (Terada et al. 2011).  

Ziel dieser Arbeit war es, durch IHC, IZC und Western Blot die HMGB1-Verteilung in 

menschlichen Knorpelproben qualitativ und quantitativ zu untersuchen. Anschließend an 

die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von TERADA, wurde der histologische Fokus auf die 

Untersuchung der Tidemark gelegt. In OA-Knorpelgewebe (OARSI-Score 4) konnten 

Gefäßeinsprossungen in der Tidemark lokalisiert (break in tidemark) und ein erhöhtes 

HMGB1-Signal nachgewiesen werden. Wie bereits durch KOELLING und Kollegen 

beschrieben, stellen die Gefäßeinsprossungen den Migrationsort von chondrogenen 

Progenitorzellen in den OA-Knorpel dar (Koelling et al. 2009).  
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Eine erhöhte extrazelluläre Konzentration von HMGB1 im Bereich der Tidemark kann als 

potentieller Faktor für die Regulation der CPC-Migration in erkranktes Gewebe oder als 

proinflammatorisches Signal gewertet werden.  

Durch unterschiedliche Redoxformen und posttranslationale Modifikationen übernimmt 

das HMGB1-Protein unterschiedliche Funktionen. Fully reduced HMGB1, welches den 

nukleären Hauptanteil darstellt, weist (extrazellulär lokalisiert) eine promigratorische 

Funktion auf. Die Disulfid-HMGB1-Form zeigt keine promigratorischen Eigenschaften, 

fördert jedoch die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine  (Andersson et al. 2014; 

Antoine et al. 2014).  Eine extrazelluläre Akkumulation im Bereich der Tidemark könnte 

die Migration von CPCs in tiefe Knorpelzonen forcieren. Zur Identifikation der HMGB1-

Isoform im Bereich der Tidemark müsste das Untersuchungsspektrum erweitert werden. 

Ziel zukünftiger Arbeiten könnten massenspektrometrische Analysen der Protein-

akkumulationen darstellen (Larsen et al. 2006). 

Weiterhin wurden immunhistochemische Übersichtsaufnahmen angefertigt, welche 

superfizielle, mittlere und tiefe Knorpelzonen in gesunden und OA-Proben zeigen. Die 

Expression von HMGB1 entspricht dem von TERADA und Mitarbeitern beschriebenen 

Verteilungsmuster (Terada et al. 2011). Die Knorpelproben mit einem OARSI-Score 3 

zeigen Chondrozyten-Cluster mit deutlichen intra- und extrazellulären HMGB1-Signalen. 

Gesunde Knorpelproben weisen geringe, zellulär begrenzte HMGB1-Signale auf.  

Die IZC von CPC531ht und gesunden Chondrozyten CH292ht zeigte ein unterschiedliches 

Verteilungsmuster von HMGB1 in den Zellkompartimenten. In den Chondrozyten konnte 

das HMGB1-Signal durch die Immunfluoreszenz im Kern, aber auch im Zytoplasma 

nachgewiesen werden. Die CPCs zeigten ein streng nukleär-begrenztes HMGB1-Signal. 

Arbeiten der Forschungsgruppen von MENG und LIN legen nahe, dass HMGB1 einen 

Einfluss auf die Differenzierung und Proliferation von CPCs haben könnte, wobei die 

Verteilung und die Isoform von HMGB1 von entscheidender Bedeutung sind. Bei 

Versuchen an bone marrow-derived MSCs mit rekombinantem HMGB1 konnte eine 

forcierte osteogene Differenzierung beschrieben werden (Meng et al. 2008; Lin et al. 

2016). Um den Einfluss von HMGB1 auf das Differenzierungsverhalten von CPCs zu 

verstehen, sind weitere Untersuchungen notwendig. KOELLING und MIOSGE verweisen auf 

die Unterschiede zwischen CPCs und MSCs, sodass die Ergebnisse von MENG und LIN für 

CPCs erweitert werden müssen (Koelling et al. 2009; Koelling und Miosge 2009).  
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In den Studien von LIN und MENG wird rekombinantes HMGB1 verwendet, ohne dass eine 

genaue Unterscheidung der verschiedenen Redoxformen erfolgte. 

Die Ergebnisse des Western Blots zeigen statistisch signifikante Unterschiede des 

HMGB1-Proteingehalts zwischen OA-Chondrozyten, gesunden Chondrozyten, CPCs und 

MSCs. Durch Kollagenase-Verdau wurden zwei OA-Chondrozyten-Linien (CH656-OA, 

CH657-OA) gewonnen. Diese Zellproben weisen eine 3,1 bis 3,6-fach erhöhte HMGB1-

Expression zu gesunden Chondrozyten auf. Der Proteingehalt der drei untersuchten CPC-

Linien zeigt keinen signifikanten Unterschied zu gesunden Chondrozyten. Weiterhin zeigt 

sich, dass eine hohe Passagen-Anzahl (p) von CPCs in der Zellkultur keinen statistisch 

signifikanten Unterschied in der HMGB1-Expression ergibt. Im Western Blot wurden 

verschiedene CPC-Linien mit hoher (CPC241ht; p>50) und geringer Passagen-Anzahl 

(CPC531ht; p<20) eingesetzt. Ziel dieser Zellselektion war die Untersuchung, ob eine 

Langzeitkultivierung der Zellen einen Einfluss auf das HMGB1-Expressionmuster hat. 

Die MSC577-Zelllinie zeigte als einzige Zellprobe im Western Blot eine weitere HMGB1-

Bande. Während die Proteinsignale aller beschriebenen Zelllinien auf einer Bandenhöhe 

von 29 kDa lagen, zeigte sich bei den MSCs eine zusätzliche niedermolekulare Bande auf 

Höhe von 25 kDa. Durch die Ergebnisse des Western Blots liegen Hinweise vor, dass 

Zellen mit Stammzellcharakter unterschiedliche HMGB1-Expressionsmuster aufweisen 

und dass unterschiedliche posttranslationale Modifikationen des Proteins einen Einfluss 

auf die Differenzierung haben könnten. Der Einfluss verschiedener HMGB1-Formen auf 

das Differenzierungsverhalten von CPCs ist ein möglicher Schwerpunkt zukünftiger 

Untersuchungen, da hierdurch die regenerativen Eigenschaften dieser Zellen besser 

verstanden und möglicherweise therapeutisch genutzt werden könnten.  
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4.2 Nachweis von HMGB1-Rezeptoren auf Chondrozyten und CPCs 
Extrazelluläres HMGB1 steuert Prozesse der Zelldifferenzierung, Zellproliferation, 

Migration sowie Entzündungsreaktionen und die Angiogenese. Die unterschiedlichen 

Funktionen sind von der posttranslationalen HMGB1-Modifikation, der Konzentration 

und der Bindung an spezifische Rezeptoren abhängig (Kang et al. 2014). 

HMGB1 ist Ligand für zahlreiche Transmembranrezeptoren (Hori et al. 1995; Yu et al. 

2006; van Beijnum et al. 2008; Liu et al. 2009; Pedrazzi et al. 2012; Lee und Park 2013). 

LOESER und Mitarbeiter identifizierten den RAGE-Rezeptor auf OA-Chondrozyten und 

zeigte eine Rezeptor-vermittelte Expression von MMP-13 bei HMGB1-Bindung (Loeser et 

al. 2005). In der Pathogene der Osteoarthrose zeigt das Knorpelgewebe eine gesteigerte 

Expression von RAGE-Rezeptoren und die Akkumulation von HMGB1 in der EZM (Loeser 

et al. 2005; Steenvoorden et al. 2006; Terada et al. 2011). Neben dem RAGE-Rezeptor 

konnten für die Gruppe der TLR-Rezeptoren ähnliche Signalmuster in proinflam-

matorische und promigratorische Richtung identifiziert werden (van Beijnum et al. 2008; 

Sakaguchi et al. 2017).  

Aktuell ist unbekannt, welche HMGB1-Rezeptoren von CPCs exprimiert werden und 

welche Signalkaskaden in der Transduktion beteiligt sind. Ziel dieser Arbeit war es, durch 

Fluoreszenz-Immunzytochemie die HMGB1-Rezeptoren RAGE und TLR4 auf CPC531ht 

nachzuweisen und mit Chondrozyten (CH292ht) zu vergleichen. Auf CPC531ht konnten 

RAGE und TLR4- Rezeptoren nachgewiesen werden. Bei gleicher Belichtungszeit zeigt 

sich, dass die TLR4-Signale im Vergleich schwächer ausgeprägt sind. Die Chondrozyten 

zeigen für beide Rezeptoren ein stärkeres Signal bei gleicher Belichtungszeit als CPCs. Der 

Nachweis der Rezeptoren gibt einen Hinweis, dass extrazelluläres HMGB1 einen Einfluss 

auf CPCs hat. Die promigratorische Wirkung von HMGB1 auf CPCs sowie die 

proinflammatorische Wirkungsweise wurde im weiteren Verlauf untersucht. Vermutlich 

zeigen Chondrozyten eine stärkere Expression der TLR und RAGE Rezeptoren, was durch 

zukünftige Untersuchungen quantifiziert werden muss. Aufgrund der komplexen 

Modifikationsmöglichkeiten der beteiligten Rezeptoren und variablen Co-Proteine in der 

Signaltransduktion müssen weitere Untersuchungen klären, welche Liganden (HMGB1-

Redoxformen) bei welcher Rezeptorkonfiguration welches Signalmuster (proinflam-

matorisch bzw. promigratorisch) induzieren (Sakaguchi et al. 2017).  
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4.3 HMGB1-Nachweis nach CPC-ex-vivo-Migration in OA-Knorpel 
Chondrogene Progenitorzellen im osteoarthritischen Knorpel stellen eine Zellpopulation 

mit besonderem Migrations- und Regenerationspotenzial dar. Die Entdeckung dieses 

multipotenten Zelltyps eröffnete neue Forschungsansätze einer stammzellbasierten, 

regenerativen Osteoarthrosetherapie. CPCs können in verschiedene Zelllinien differ-

enziert werden, wodurch ein zellbasierter Therapieansatz osteoarthritischer Knorpel-

gewebe besteht. Die Zelldifferenzierung und Migrationskapazität der Zellen ist von 

verschiedenen Faktoren abhängig (Koelling et al. 2009).  

HMGB1 ist aufgrund seiner unterschiedlichen Redoxformen und der heterogenen 

Verteilung im Knorpelgewebe ein potentiell regulatorisches Protein (Kang et al. 2014). 

Die immunzytochemischen Untersuchungen dieser Arbeit belegen die CPC531ht 

Expression von HMGB1 in der Monolayer-Zellkultur. Ziel der CPC-ex-vivo-Migrations-

versuche war es, die HMGB1-Expression der CPCs im osteoarthritischen Milieu zu 

untersuchen. Insbesondere sollte die Verteilung des Proteins in der Zelle und der EZM 

dargestellt werden.  

Die Auswertung der in-situ-Hybridisierung zeigte die Expression von HMGB1-RNA in 

migrierten CPCs. Aufgrund der Funktion als Kernprotein ist eine konsekutive Bildung von 

HMGB1 zu erwarten (Travers 2003; Cato et al. 2008; Polanska et al. 2014). Die 

immunhistochemischen Ergebnisse wiesen starke HMGB1-Signale im Kern und geringere 

im Zytosol der CPCs auf. Extrazelluläre Signale waren vergleichsweise schwach 

ausgeprägt.  

Durch die bildgebenden Untersuchungsmethoden der ISH und der IHC konnte die 

Verteilung von HMGB1 im OA-ex-vivo-Migrationsschnitten aufgezeigt werden. Die 

migrierten CPCs zeigten stark zellulär konzentrierte Signale. Aufgrund der schwachen 

extrazellulären Signale erscheint eine aktiv-sekretorische Funktion von HMGB1 aus CPCs 

im OA-Knorpel eine untergeordnete Rolle zu spielen. Ziel weiterer Untersuchungen 

könnte die Analyse der exprimierten HMGB1-Redoxformen sein, welche sich mit den 

verwendeten Methoden nicht erfassen lassen.  
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4.4 Migrationswirkung von fr-HMGB1 auf CPCs 
Die körpereigenen Reparaturmechanismen des osteoarthritischen Knorpels führen zur 

Bildung fibrokartilaginärer Ersatzgewebe, welche eine geringere Widerstandsfähigkeit 

aufweisen (Tesche und Miosge 2005; Sandell 2007). Mit der Entdeckung der Chondro-

genen Progenitorzellen eröffnete sich ein regenerativer Forschungsschwerpunkt zur 

Behandlung des OA-Knorpelgewebes. Nach Inhibition der runx-2 Expression weisen CPCs 

ein hohes chondrogenes Potenzial auf und können vermehrt sox-9, Aggrecan und Kollagen 

Typ-II bilden (Koelling et al. 2009).  

Ziel der Migrationsversuche war es, die Wirkung von fr-HMGB1 auf CPCs zu untersuchen. 

Durch die histologischen Arbeiten der Forschungsgruppe von TERADA wurde eine 

gesteigerte HMGB1-Akkumulation in tiefen OA-Knorpelschichten beschrieben (Terada et 

al. 2011). Die IHC Ergebnisse dieser Arbeit konnten ein verstärktes HMGB1-Signal in 

Gefäßeinsprossungen der Tidemark (break in tidemark) zeigen. KOELLING und Mitarbeiter 

beschrieben diesen Bereich der Knorpel-Knochengrenze als Migrationspforte für CPCs in 

den OA-Knorpel (Koelling et al. 2009). Abgeleitet aus diesen Erkenntnissen, erwies sich 

HMGB1 als potentiell promigratorisches Protein, welches einen Einfluss auf die CPC-

Migration haben könnte.  

Untersuchungen der Arbeitsgruppe von MENG zeigten, dass HMGB1 promigratorischen 

Einfluss auf human bone marrow MSCs hat. In dreistündigen Migrationsversuchen 

(BOYDEN-chamber) wurden drei unterschiedliche HMGB1-Konzentrationen getestet, 

wobei eine konzentrationsabhängige Migrationssteigerung beschrieben wurde (Meng et 

al. 2008).  

Eine weitere Publikation von SEOL und Kollegen beschreibt die promigratorische Wirkung 

von HMGB1 an Rinder- und humanen Knorpelexplantaten. Die verwendeten (histologisch 

gesunden) Explantate wurden einer mechanischen Knorpeldestruktion durch 

Gewichtseinschläge unterzogen. Dieses Verfahren simulierte eine traumatisch induzierte 

OA. Die Wissenschaftler beschrieben eine Re-Popularisierung in hypozelluläre 

Destruktionsbereiche mit „putative CPCs“. Nach Auffassung der Arbeitsgruppe von SEOL 

werden durch die destruktionsbedingte Zellnekrose promigratorische Zellbestandteile 

freigesetzt, welche das Einwandern von „putative CPCs“ fördern (Seol et al. 2012).  

Die Arbeitsgruppen von SEOL und MENG verwendeten in den Migrationsexperimenten 

rekombinantes, humanes HMGB1 ohne die entsprechenden Redoxformen bzw. die post-

translationale Proteinmodifikation zu definieren.  
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Nach ANDERSSON und ANTOINE ist die genaue Einteilung der unterschiedlichen HMGB1-

Redoxformen für die entsprechende Funktion und Wirkungsweise von hoher Bedeutung. 

Extrazelluläres fr-HMGB1, welches drei Thiolgruppen aufweist, forciert die Zellmigration, 

während die oxidierte Form mit Disulfidbrücken (Disulfid-HMGB1) eine proinflamma-

torische Wirkung zeigt (Venereau et al. 2012; Yang et al. 2012; Andersson et al. 2014; 

Antoine et al. 2014). 

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von hochreinem fr-HMGB1 auf CPC531ht zeit- und 

konzentrationsabhängig untersucht. Im scratch assay zeigte sich eine zeit- und kon-

zentrationskorrelierte Steigerung der CPC531ht Migration durch fr-HMGB1. Nach 

12 Stunden Migrationszeit war zwischen den Probegruppen mit 10 und 50 ng/ml HMGB1 

kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der migrierten Zellen messbar, jedoch zeigte 

die Kontrolle eine signifikant geringere CPC-Migration. Nach 48 Stunden war in der 

Probegruppe mit 10 ng/ml HMGB1 die höchste Zellmigration zu verzeichnen. Nach 

72 Stunden konnte zwischen den beiden Probegruppen kein statistisch messbarer 

Unterschied festgestellt werden. Zur Kontrollgruppe lag zu allen Untersuchungs-

zeitpunkten ein signifikanter Unterschied vor.  

In der BOYDEN-chamber-Versuchsreihe wurde die CPC-Migration zu drei Zeitpunkten (6, 

12 und 24 h) ermittelt. Die verwendeten fr-HMGB1 Konzentrationen lagen bei 10, 50 und 

100 ng/ml. Alle Probegruppen zeigten zu allen Untersuchungszeitpunkten eine 

signifikant erhöhte Zellmigration im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach 12 Stunden 

Migrationszeit lag in der hochkonzentrierten Probegruppe die größte Zellmigration vor. 

Dieser Effekt war nach 24 Stunden Versuchszeit statistisch nicht mehr signifikant.  

Die Ergebnisse der Migrationsversuche an CPC531ht zeigten eine konzentrations- und 

zeitabhängige Migrationssteigerung. Der von MENG und Mitarbeitern publizierte drei-

stündige Migrationsversuch an MSCs weist ähnliche Ergebnisse bezüglich der HMGB1-

Konzentrationen auf (Meng et al. 2008). 

Zurzeit ist unklar, welche Rezeptoren die Migrationsfunktion initiieren. Die Signal-

kaskaden der TLR- und RAGE-Rezeptoren sind detailliert erforscht, jedoch besteht in der 

Literatur ein Dissens bezüglich der Migrationswirkung (Sakaguchi et al. 2017). SEOL und 

Kollegen beschreiben eine Migrationsinhibition bei der Zugabe von Anti-RAGE-

Antikörpern. Die Forschungsgruppe von MENG publizierte Ergebnisse, die keine Inhibition 

der Zellmigration bei Zugabe von Anti-RAGE-Antikörpern während der HMGB1-

Inkubation zeigen (Meng et al. 2008; Seol et al. 2012).  
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4.5   Stimulation von CPC531ht mit Disulfid-HMGB1 und IL-1ß 
Das proinflammatorische Milieu und die katabolen Abbauprozesse des osteoarthritischen 

Knorpels werden durch zahlreiche Entzündungsmediatoren vermittelt. Die beteiligten 

zellulären und extrazellulären Prozesse, welche zur erhöhten Expression von MMPs und 

ADAMTS führen, sind detailliert erforscht  (Goldring 2000; Nefla et al. 2016; Lavric et al. 

2017).  

Durch die Stimulation von CPC531ht mit isoformreinem Disulfid-HMGB1 und IL-1ß 

wurde untersucht, ob die Zellen ein proinflammatorisches Expressionsmuster aufweisen. 

Die Inkubation erfolgte über 24 Stunden mit 15 bzw. 25 ng/ml Disulfid-HMGB1 sowie in 

Kombination mit 10 ng/ml IL-1ß. Nach Stimulation der CPC531ht erfolgte die 

Konzentrationsmessung der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-α im Kultur-

medium. Publikationen der Arbeitsgruppe von GARCIA-ARNANDIS beschreiben eine 

entzündungsfördernde Signalamplifikation durch HMGB1-IL-1ß-Komplexe, sodass die 

Stimulation isoliert mit HMGB1 und in Kombination mit IL-1ß erfolgte  (Garcia-Arnandis 

et al. 2010). TERADA und Mitarbeiter beschreiben, dass Chondrozyten durch Stimulation 

mit IL-1ß eine erhöhte HMGB1-Expression aufweisen, sodass ein möglicher Synergie-

effekt der beiden Zytokine vermutet werden kann (Terada et al. 2011).   

Die einfache Stimulation mit Disulfid-HMGB1 zeigt bei CPCs keine erhöhte Expression von 

IL-6. IL-1ß in Kombination mit HMGB1 führte zu einer erhöhten IL-6 Konzentration im 

Medium. Die isolierte Stimulation mit IL-1ß und die Kombination beider Zytokine zeigen 

keinen statistisch signifikanten Unterschied. Eine Stimulation von CPCs mit Disulfid-

HMGB1 hat folglich keinen Einfluss auf die Bildung von IL-6. 

Die TNF-α Konzentrationen waren nach Stimulation mit HMGB1 sowie in Kombination 

mit IL-1ß nicht erhöht. Nur die isolierte Stimulation mit IL-1ß wies eine statistisch 

signifikant erhöhte TNF-α Konzentration auf.  

Zahlreiche Studien an Zellkulturen, histologische Untersuchungen und am Tiermodell 

zeigen einen katabolen und proinflammatorischen Einfluss von HMGB1 und IL-1ß im OA-

Krankheitsverlauf (Goldring 2000; Kokkola et al. 2002; Pullerits et al. 2003; Palmblad et 

al. 2007). 

Durch die Stimulationsexperimente dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CPCs die 

Sekretion von TNF-α und IL-6 nach Disulfid-HMGB1-Stimulation nicht steigern. 
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Damit unterscheiden sich CPCs grundlegend von Chondrozyten, Osteozyten und gewebe-

spezifischen Makrophagen (Osteoklasten, Chondroklasten, Typ-A-Synovioyzten). Die 

Stimulationsexperimente stehen im Einklang mit den Migrationsuntersuchungen von 

JOOS und Kollegen, welche eine Inhibition der CPC-Migration nach TNF-α und IL-1ß-

Stimulation beschrieben (Joos et al. 2013). Es erscheint biologisch sinnvoll, dass CPCs bei 

Stimulation mit Disulfid-HMGB1 keine Zytokine exprimieren, welche die 

Migrationsfunktion hemmen und die Gewebedestruktion forcieren. Aktuelle Sekretom-

analysen von CPCs zeigen eine verminderte Expression von katabolen Proteinen sowie 

eine erhöhte Bildung von Proteinen mit regenerativen Potential (Batschkus et al. 2017).  
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5 Zusammenfassung 
Die Osteoarthrose ist die häufigste muskuloskelettale Erkrankung des Menschen. Zum 

Millenniumwechsel rief die WHO das „Jahrzehnt der Knochen- und Gelenkerkrankungen“ 

aus, wodurch die Notwendigkeit der Erforschung moderner Therapiestrategien unter-

strichen wurde. Nach intensiver Grundlagenforschung ist die Ätiologie und Pathogenese 

dieser Volkskrankheit gut erfasst. Der osteoarthritische Prozess im Gelenkknorpel wird 

von der Bildung fibrokartilaginärer Ersatzgewebe begleitet, welche eine geringere bio-

mechanische Funktionalität aufweisen. Der degenerative Prozess der Osteoarthrose wird 

durch die Freisetzung zahlreicher kataboler und proinflammatorischer Zytokine 

begleitet. 

Ziel aktueller Forschung sind zellbasierte, regenerative Therapieansätze, welche zu einer 

restitutio ad integrum defekter Gelenkstrukturen führen. Mit der Entdeckung der 

chondrogenen Progenitorzellen (CPC) wurde ein wichtiger Regenerationsansatz eröffnet, 

da diese Zellen eine körpereigene Reaktion auf osteoarthritische Prozesse darstellen. 

CPCs sind multipotent und können durch die Regulation der Gene runx2 und sox9 

Kollagene der EZM bilden. Durch Migration kann diese besondere Zellpopulation defekte 

Knorpelbereiche bevölkern.  

Ziel dieser Arbeit war es, die Verteilung und die Wirkungsweise des Proteins HMGB1 

(high mobility group box chromosomal protein 1) im OA-Knorpel und in CPCs zu unter-

suchen. HMGB1 weist verschiedene posttranslationale Modifikationen auf, wodurch 

vielseitige intra- und extrazelluläre Funktionen beschrieben wurden. Neben der Funktion 

als Kernprotein zeigt HMGB1 promigratorische und proinflammatorische Eigenschaften. 

Die Immunhistochemie zeigte eine Akkumulation von HMGB1 im OA-Knorpel im 

Vergleich zu gesunden Proben. Der OA-Knorpel zeigte verstärkte HMGB1-Signale an der 

Knorpel-Knochen-Grenze, wo Gefäßeinsprossungen darstellbar waren. Diese sog. break 

in tidemark wird als Migrationspforte von CPCs in den OA-Knorpel angesehen. 

In der Immunzytochemie konnte HMGB1 in Chondrozyten und in CPCs nachgewiesen 

werden. CPCs zeigten nur schwache intrazelluläre HMGB1-Signale, die kernbegrenzt 

waren.  
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Durch GFP-CPC-ex-vivo-Migrationsversuche wurde die HMGB1-Bildung im OA-Knorpel 

durch in-situ-Hybridisierung und Immunhistochemie untersucht. In OA-Knorpel 

migrierte CPCs wiesen ein stark zellulär begrenztes HMGB1-Signal auf.  Es lagen keine 

mikroskopischen Hinweise auf eine aktive HMGB1-Sektion der CPCs in die EZM vor.  

Mithilfe des Western Blots wurde die HMGB1-Konzentration in OA-Chondrozyten, 

gesunden Chondrozyten, CPCs und MSCs verglichen. OA-Chondrozyten zeigten dabei ein 

signifikant erhöhtes HMGB1-Signal, wobei kein signifikanter Unterschied in der HMGB1-

Expression zwischen gesunden Chondrozyten und CPCs vorlag.  

Durch Immunzytochemie konnten auf Chondrozyten und CPCs die Oberflächen-

rezeptoren RAGE und TLR-4 nachgewiesen werden. Die Expression dieser Rezeptoren 

ließ eine extrazelluläre Wirkungsweise von HMGB1 auf diese Zellen erwarten.   

In der BOYDEN-chamber und im scratch assay wurde die Migrationswirkung von 

hochreinem fr-HMGB1 auf CPCs belegt. Es bestand eine zeit- und konzentrations-

abhängige Migrationssteigerung. Diese Ergebnisse legen nahe, dass bestimmte HMGB1-

Redoxformen einen wichtigen Einfluss auf die CPC-Migration in den OA-Knorpel haben. 

Weiterhin wurde die proinflammatorische Wirkung von Disulfid-HMGB1 auf CPCs im 

Stimulationsexperiment untersucht. Unter Stimulation von Disulfid-HMGB1, auch in 

Kombination mit IL-1ß, zeigten CPCs keine gesteigerte Expression von TNF-α und IL-6.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass HMGB1 als konsekutiv exprimiertes 

Kernprotein in Chondrozyten wie auch in CPCs nachgewiesen werden kann. In der 

Funktion eines extrazellulären Zytokins wirkt fr-HMGB1 auf CPCs promigratorisch. Eine 

proinflammatorische Wirkung Disulfid-HMGB1 wurde an CPCs nicht nachgewiesen.   
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