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1 Einleitung 
 

1.1 Das Gelenk und der Gelenkknorpel 

Die Gelenke sind die spezifischen Einrichtungen, die die Beweglichkeit und Flexibilität des 

gesamten muskuloskeletalen Bewegungsapparates ermöglichen. Das Gelenk stellt nicht nur 

ein durch die Gelenkkapsel und -haut umschlossenes Kompartiment dar, sondern seine 

Bauelemente bilden eine dynamische Funktionseinheit. In dieser wird die Synovia, produziert 

von der Membrana synovialis, bei der Entlastung des Gelenkes im hyalinen Gelenkknorpel 

aufgenommen und durch Proteoglykane der extrazellulären Knorpelmatrix reversibel 

gebunden, um bei Druck-Belastung wieder freigesetzt zu werden. Dadurch wird zusätzlich 

zum Nährstoffaustausch im Gelenkknorpel ein Informationsfluß von unzähligen bekannten 

und noch unbekannten Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und anderen Mediatoren 

von der Synovialmembran bis in den subchondralen Knochen hinein ermöglicht - als wichtige 

Voraussetzung für den Erhalt der Homöostase im gesunden Gelenk.  

Der hyaline Gelenkknorpel, der ohne eine eigene Blutversorgung auskommen muß, wird über 

die Synovia sowie vom durchbluteten subchondralen Knochen aus per diffusionem 

ausreichend mit Nährstoffen versorgt. Seine Ernährung steht jedoch in enger Abhängigkeit zu 

einer intermittierenden Belastung im Gelenk. Als bradytrophes Gewebe ist er optimal an eine 

reduzierte Sauerstoffspannung (< 1-10% O2) und limitierte Nährstoff-Versorgung angepasst 

(Archer und West, 2003). Im Hinblick auf die Funktion der Gelenke ist der hyaline 

Gelenkknorpel wohl die interessanteste und vielseitigste aber auch die am stärksten belastete 

und durch seine kritische Nährstoffversorgungssituation und Zellarmut anfälligste 

anatomische Struktur im Gelenk. Zusätzlich benachteiligt den Gelenkknorpel seine äußerst 

geringe Regenerationsfähigkeit nach Trauma und Verletzungen.  

Der gesunde hyaline Gelenkknorpel kann jedoch gewöhnlich den erheblichen 

täglichen Belastungen, die ein Mehrfaches des eigenen Körpergewichts übersteigen können 

(Mensch: bis 400 kg/cm2), schadenfrei standhalten (Martinek, 2003). Durch seine enorme 

Druckelastizität, seine Verformbarkeit und reibungslose Gleitfähigkeit (Viskoelastizität) ist er 

optimal angepasst an die lebenslangen Beanspruchungen. Im Zusammenwirken mit der 

Synovia ermöglicht er einen reibungsfreien Bewegungsspielraum zwischen Gelenkkopf und –

pfanne. Das gesunde Knorpelgewebe enthält nur einen einzigen Zelltypen, die Knorpelzellen 

(Chondrozyten), die in ihrem eigenen Syntheseprodukt, der extrazellulären Knorpelmatrix 

(ECM), in Knorpelzellhöhlen (Lakunen) eingemauert sind (Archer und West, 2003). Der 
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zelluläre Anteil des Knorpels beträgt jedoch nur etwa 2-10% des Knorpelgesamtvolumens, 

90-98% dagegen bestehen aus der ECM (Stockwell, 1978). Dieser hohe Matrixanteil im 

Knorpel, produziert von den Chondrozyten, spiegelt deren hohe Synthesekapazität wieder. 

Die ECM ist der eigentliche Funktionsträger im Knorpel und vermittelt seine typischen 

Eigenschaften. Wesentliche Bestandteile dieser Matrix sind Kollagene und Proteoglykane 

(60% und 25-35% der Trockenmasse). Zweifelsfrei das häufigste und spezifische Kollagen im 

Knorpel ist Kollagen Typ II (90-95% der Kollagene im Knorpel gehören zum Typ II). Unter 

den Proteoglykanen ist das große aggregierende Proteoglykan Aggrekan funktionell sehr 

bedeutsam und gekennzeichnet durch eine extrem hohe Wasserbindungskapazität (Poole et 

al., 2001). Die optimale Funktion des Knorpels ist begründet in seiner spezifischen 

Knorpelmatrixarchitektur, deren prägender Bestandteil ein arkaden- oder netzartig 

strukturiertes Maschenwerk aus kollagenen Fibrillen unterschiedlicher Dicke ist, das durch 

die großen Proteoglykan-Aggregate, die dessen Zwischenräume mit ihrer enormen 

Wasserbindungskapazität unter Spannung halten, zusätzlich stabilisiert wird. Der 

Quellungsdruck, den diese Aggregate durch zahllose sich gegenseitig abstoßende negative 

Ladungen und ihre starke Wasserbindung erzeugen, wird durch die Rahmenkonstruktion des 

Kollagennetzwerkes begrenzt und ist die Grundlage für die Viskoelastizität und damit die 

besondere Druckstabilität und Widerstandskraft des Knorpels.  

In Anpassung an unterschiedliche Belastungen und biomechanische Kräfte an der 

Knorpeloberfläche und in der Tiefe, sowie an die durch den Diffusionsprozess resultierenden 

Nährstoff- und Sauerstoffgefälle, folgt der Gelenkknorpel in seinem Aufbau einer zonalen 

Gliederung. Diese Gelenkknorpelzonen unterscheiden sich hinsichtlich des Verlaufes und der 

Dicke der Kollagenfibrillen, Gehaltes und Art der Proteoglykane sowie der Menge 

gebundenen Wassers, Größe, Form und Anordnung der Chondrozyten (Poole et al., 2001; 

Martinek et al., 2003) (Abb. 1). Die oberflächliche Knorpelzone (Superfizialzone) ist am 

dünnsten und enthält ovale, oberflächenparallel angeordnete Knorpelzellen mit geringerer 

metabolischer Aktivität. Feine Kollagenfibrillen bilden hier in Anpassung an entstehende 

Scherkräfte bei Gegeneinanderverschiebung des Gelenkkopfes in der –pfanne horizontale 

Bögen. In der oberflächlichen Zone des Knorpels wird zudem ein spezifisches zytoprotektives 

Protein gebildet, Lubrizin, das die reibungsfreie Gleitfähigkeit der besonders beanspruchten 

Knorpeloberflächen gegeneinander unterstützt und ein unkontrolliertes Wachstum der 

Synovialzellen inhibiert (Flannery et al., 1999). Die mittlere Knorpelzone (Übergangszone) ist 

geprägt von runden Chondrozyten, eingebettet in einem etwas gröber konstruierten 

Kollagennetz. In der tiefen Zone sind die Chondrozyten dagegen säulenartig übereinander 
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gestapelt, geschützt von einem Netzwerk kräftiger vertikal orientierter Kollagenfibrillen. Eine 

kalzifizierende Knorpelmatrix mit tendenziell blasenartigen hypertrophen Knorpelzellen 

dominiert die Verkalkungszone, die insbesondere die stabile Verankerung der hier kräftigen 

Kollagenfibrillen und damit einen homogenen Übergang sowie eine belastbare Verbindung 

mit dem subchondralen Knochen herstellt. Sie beginnt an einer deutlich erkennbaren 

Grenzlinie der Tidemark. Als Korrelat ihrer hypertrophen Differenzierungsrichtung 

exprimieren die Chondrozyten in der Verkalkungszone u. a. Kollagen Typ X. 

Tangentialzone

Übergangszone

Tiefe Zone

Kalzifizierte Zone
Tidemark

Subchondraler
Knochen

 
 
Abb. 1: Zonale Gliederung 
des Gelenkknorpels. Der 
hyaline Gelenkknorpel lässt 
sich in 4 Zonen einteilen. Die 
Dicke der Kollagenfasern 
nimmt von den 
oberflächlichen zu den tieferen 
Schichten zu. Die 
extrazelluläre Matrix 
unterscheidet sich auch 
innerhalb der Schichten in 
ihrer Zusammensetzung, so 
dass eine interterritoriale, 
territoriale und perizelluläre 
Matrix unterschieden werden 
kann.  

Die Zonengliederung lässt sich als optimierte Anpassung an definierte biomechanische 

Belastungsverhältnisse im Knorpel verstehen und ist der Garant für seine stabile Verbindung 

mit dem subchondralen Knochen. Auch innerhalb der Knorpelzonen gibt es Unterschiede in 

der Organisation, Reifungszustand und Verteilung von Komponenten der extrazellulären 

Matrix, so dass man eine unmittelbar um die Zelle befindliche perizelluläre, eine die Lakunen 

umgebende territoriale und von den Zellen weiter entfernte interterritoriale Matrix abgrenzen 

kann. Die einzelnen Chondrozyten sind in einer Kapsel aus spezifischer perizellulärer Matrix 

in sogenannten Chondronen organisiert. Chondrone haben ein umgekehrt Tropfen-förmiges 

Erscheinungsbild und fungieren als metabolische und biomechanische Funktionseinheiten 

(Poole, 1997). Diese Anordnung gewährleistet einen zusätzlichen Schutz der Knorpelzellen, 

da sich die Matrix bei der ständigen intermittierenden mechanischen Belastung unweigerlich 

stetig reversibel verformt. Bei diesen Vorgängen können sich jedoch die gesamten Chondrone 

in der Matrix gegeneinander leicht verschieben, so dass die einzelnen Knorpelzellen keinen 

Schaden nehmen (Hughes et al., 2005). 
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Zwischen den Chondrozyten und ihrer spezifischen extrazellulären Matrix besteht eine 

intensive Wechselwirkung, die für das Überleben der Chondrozyten und den Erhalt ihres 

differenzierten Phänotyps eine essentielle Grundvoraussetzung darstellt (Hirsh et al., 1997; 

Cao et al., 1999). Wichtige Vermittler im Informations- und Signalfluß zwischen Chondrozyt 

und ECM sind die Integrin-Rezeptoren (Loeser, 2000, 2002; Knudson und Loeser, 2002). 

Verschiedene Integrintypen sind auf Chondrozyten exprimiert (Loeser, 2000, 2002). Integrine 

sind Transmembranproteine, die die Knorpelzellmembran mit spezifischen Liganden aus der 

ECM vernetzen (Giancotti, 2000) und eine kontinuierliche Verbindung dieser 

Verknüpfungspunkte (focal adhesion sites) mit dem Zytoskelett herstellen sowie bei ihrer 

Aktivierung intrazelluläre Signalkaskaden initiieren. Über Integrin-vermittelte Signalwege 

können die wenigen Chondrozyten das permanente Remodelling, den kontrollierten Abbau 

bei gleichzeitiger Neusynthese von ECM-Komponenten, der gesamten ECM koordinieren.  

Das Matrix-Remodelling ist eine wichtige Voraussetzung für die Erneuerung verbrauchter 

Matrix-Komponenten und die Ausbesserung von Mikroläsionen im Knorpel, und damit 

essentiell für die dauerhafte Integrität des Gelenkknorpels. Als Mechanismen des 

Remodellings dienen katabole Enzyme insbesondere aus der Familie der Matrix 

MetalloProteinasen (MMPs) und ADAM-TSs (A Disintegrin-like And Metalloprotease 

domain [reprolysin-type] with ThromboSpondin motifs). Diese Enzyme können verschiedene 

Komponenten des ECM spalten. Auf molekularer Ebene bleibt die Steuerung dieser 

komplexen Prozesse jedoch noch unklar. Gerät das fein abgestimmte Gleichgewicht zwischen 

Matrixsynthese, -deposition, -abbau und –erneuerung aus dem Gefüge, verliert der Knorpel 

seine Integrität und Belastbarkeit. Störungen der Knorpelhomöostase durch Trauma, Über-, 

Fehlbelastung oder chronische Entlastung, sowie genetische, stoffwechselbedingte und viele 

andere noch unbekannte Faktoren führen damit zu Knorpelerkrankungen - eine sehr 

verbreitete Knorpelerkrankung ist die Arthrose (Ge et al., 2006). In Deutschland lag die Zahl 

diagnostizierter Kniegelenks-Arthrosen bei 5 Millionen (Wehling et al., 2007). 

Zum weiteren Verständnis der Knorpelbiologie sowie der Pathogenese von 

Knorpelerkrankungen, ist die Kultivierung von Knorpelzellen in vitro ein unentbehrliches 

Werkzeug geworden. Sie hat in den letzten Jahren zudem immer mehr Interesse in der 

Hoffnung auf einen autologen Gewebeersatz als Mittel zur Verbesserung der Heilung von 

Knorpelverletzungen gefunden (Lin et al., 2006). Nach enzymatischer Trennung aus ihrer 

spezifischen Matrix können Knorpelzellen in vitro kultiviert werden. Allerdings ist die Kultur 

der Chondrozyten auf zweidimensionalen Oberflächen wie Zellkulturflaschen mit einem 

raschen Verlust ihrer spezifischen Differenzierungsmarker verbunden (Benya und Shaffer, 
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1982; Martin et al., 1999; Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c; Darling und Athanasiou, 

2005). Für eine Chondrozyten-Langzeitkultur sind deshalb nur dreidimensionale (3D) 

Kultursysteme wie z. B. die Pellet-, Massen- oder Alginatkultur sinnvoll (Benya und Shaffer, 

1982; Häuselmann et al., 1994, 1996; Lemare et al., 1998; Schulze et al., 2000; Schulze-

Tanzil et al., 2002b, 2004c) oder die Anzucht auf künstlichen 3D Biomaterialien (Erggelet et 

al., 2007). In der Monolayerkultur verlieren die Chondrozyten ihre Synthesekapazität für den 

Knorpelmarker Kollagen Typ II sowie chondrozytenspezifische Proteoglykane wie Aggrekan 

und produzieren stattdessen vermehrt andere Matrixproteine wie Fibronektin und 

Proteoglykane wie Versikan. Auch das Profil ihrer Oberflächenrezeptoren, insbesondere der 

Integrine als essentielle Zell-Matrixrezeptoren, die eine wesentliche Rolle in der 

Knorpelhomöostase spielen (Knudson und Loeser, 2002), verändert sich in Anpassung an die 

modifizierte extrazelluläre Knorpelmatrix (Goessler et al., 2005, 2006). Dabei nehmen 

dedifferenzierende Chondrozyten einen Fibroblasten-ähnlichen mesenchymalen Phänotyp ein 

(Schnabel et al., 2002).  

In zurückliegenden Arbeiten wurde gezeigt, dass dedifferenzierte Chondrozyten in 3D 

Knorpelkulturen wie der Alginat- und Massenkultur redifferenziert werden können 

(Bonaventure et al., 1994; Häuselmann et al., 1994, Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c; 

Haisch et al., 2006). Nach längerer Zeit werden diese Veränderungen jedoch irreversibel 

(Benya und Shaffer, 1982; Häuselmann et al., 1994; Lemare et al., 1998; Schulze-Tanzil et 

al., 2002b, 2004c).  

 

1.2 Gelenkknorpelverletzungen, Knorpelzelltransplantationen, sekundäre Arthrose 

Vor allem im Hinblick auf die Nutzung in vitro kultivierter Chondrozyten für die Heilung von 

therapiebedürftigen traumatisch entstandenen Knorpeldefekten als „Autologe Chondrozyten 

Implantation (ACI)“ stellt die Dedifferenzierung von Chondrozyten in der Kultur ein großes 

Problem dar. Da die Heilungsfähigkeit des Gelenkknorpels äußerst begrenzt ist (Cucciarini 

und Madry, 2005), werden größere und tiefere unbehandelte Gelenkknorpeldefekte meist 

durch ein faserknorpelartiges Ersatzgewebe ausgefüllt, das den dauerhaften 

Gelenkbelastungen langfristig jedoch nicht gewachsen ist. Unter Belastung abgerieben, wird 

es zum Ausgangspunkt für eine sogenannte post-traumatische Arthrose. 1994 und 1999 haben 

Brittberg und Kollegen vielversprechende Langzeitergebnisse zur ACI an einem größeren 

Patientenkollektiv als Möglichkeit zur Verbesserung der Knorpeldefektheilung veröffentlicht 

und damit zahlreiche weitere Untersuchungen und ein zunehmendes klinisches Interesse an 

dieser Methode ausgelöst. Für eine ACI wird dem Patienten arthroskopisch eine 
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Knorpelbiopsie aus einem nicht belasteten Gelenkareal entnommen, die in vitro isolierten 

autologen Chondrozyten anschließend in der Kultur vermehrt, um dann in ausreichender 

Menge in den aufgefrischten Knorpeldefekt des Patienten implantiert zu werden (Abb. 2). 

Eine wesentliche Problematik bei der ACI stellt jedoch die ausreichende Vermehrung von 

Chondrozyten in vitro dar, die derzeit nur in der Monolayerkultur unter der Gefahr ihrer 

vollständigen Dedifferenzierung gelingt. Bei ihrer Proliferation im Monolayer 

dedifferenzierte Chondrozyten sind für eine Defektheilung nicht mehr geeignet. Um den 

differenzierten Phänotyp der Chondrozyten zu erhalten – oder dedifferenzierte Chondrozyten 

zu redifferenzieren – kommen vor allem 3D Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte experimentell 

zur Anwendung, da sie die natürlichen Bedingungen der Knorpelzellen, nämlich den 3D 

Zellkontakt zur extrazellulären Matrix eher ermöglichen als eine Monolayerkultur. Dafür 

werden Chondrozyten auf verschiedene biodegradierbare künstliche Matrices „Scaffolds“ 

eingesät oder in Hydrogele suspendiert, gegebenenfalls kombiniert mit einer Stimulation mit 

Wachstumsfaktoren, um den differenzierten Phänotyp der Chondrozyten zu erhalten (Nesic et 

al., 2006), bevor sie in den Knorpeldefekt als „Matrix Assistierte Autologe Chondrozyten 

Implantation (MACI)“ implantiert werden (Kuo et al., 2006; Nesic et al., 2006).  

 
B

Chondrozyten
im PGA-Konstrukt

Knorpeldefekt

Expansion 
in vitro

MACI: 3D Konstrukt

Im
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tio
n

Biostimulation
Gentransfer

A

ACI

ChondrozytenChondrozyten
im im PGAPGA--KonstruktKonstrukt,,

AlcianblauAlcianblau

CC

Abb. 2: Prinzip der ACI und MACI. A: Für die Therapie traumatisch entstandener Gelenkknorpeldefekte 
finden Autologe Chondrozyten Implantationen Anwendung. Autologe Chondrozyten werden hierfür aus 
einem wenig belasteten Knorpelbereich entnommen, in einer Monolayerkultur vermehrt und entweder direkt 
in den Knorpeldefekt implantiert (ACI) oder zur Redifferenzierung und Matrixsynthese in eine 3D-Kultur oder 
auf ein Biomaterial verbracht und dann als stabiles Knorpelzell-Matrix-Konstrukt implantiert (MACI). Durch 
die Wahl geeigneter biodegradierbarer Trägermaterialien und Biostimulation der Chondrozyten mit 
rekombinanten Wachstumsfaktoren, anti-inflammatorischen Zytokinen oder Transfer entsprechender 
Transgene könnte die Neusynthese der extrazellulären Matrix in der 3D Kultur gefördert werden. B, C: 
Chondrozyten auf einem PGA (Poly-glycolic acid) Scaffold. C: Alcianblaufärbung zur Darstellung von 
Proteoglykanen 
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Trotz vielversprechender Ergebnisse zu Beginn, führte keine der bisher erprobten Techniken 

zu befriedigenden Langzeitergebnissen für die Knorpeldefektbehandlung (Nesic et al., 2006). 

Deshalb nimmt die Erforschung und Optimierung neuer Biomaterialien für die Besiedlung 

mit Chondrozyten im Hinblick auf Knorpelzelltransplantationen in traumatisch bedingte 

Knorpeldefekte viel Raum ein. Als typische Folge mechanischer Gewebeverletzungen ist 

auch der traumatische Knorpeldefekt von einer vorübergehenden lokalen 

Entzündungsreaktion als komplexe Stressreaktion betroffener und benachbarter Zellen im 

Gewebeverband begleitet (Buckwalter, 2002; Buckwalter und Brown, 2004; Burrage et al., 

2006). Durch die initiale Knorpelverletzung und weiteren forcierten Abrieb im Defektbereich 

werden zudem Matrixbruchstücke wie z. B. Fibronektinfragmente freigesetzt, die zur 

Induktion pro-inflammatorischer Zytokine führen (Yasuda, 2006). Diese stören die 

Homöostase des Knorpels, die geprägt ist von einem fein abgestimmten dynamischen 

Gleichgewicht zwischen anti- und pro-inflammatorischen Zytokinen, anabolen und katabolen 

Wachstumsfaktoren sowie anti- und pro-apoptotischen Regulatoren (Abb. 3). Durch das 

Übergewicht entzündlicher und kataboler Faktoren werden weitere Chondrozyten und 

Synovialzellen aktiviert und setzen ihrerseits vermehrt pro-inflammatorische Zytokine und 

Mediatoren frei, die den Entzündungsprozess dauerhaft unterhalten können (Blanco, 1999; Ge 

et al., 2006: s. Abb. 3B). Diese verstärkte post-traumatische Entzündungsreaktion kann zu 

einer sekundären Arthrose führen. Eine vermehrte Chondrozytenapoptose scheint eine 

besondere Bedeutung in der Pathogenese der post-traumatischen Arthrose zu haben, denn 

nach einem Knorpeltrauma wird eine erhöhte Apoptoserate von Chondrozyten beobachtet 

(Borrelli und Ricci, 2004; Vrahas et al., 2004; Borrelli, 2006; Martin und Buckwalter, 2006).  
 

katabole Zytokine
IL-1β
TNFα

….

Matrix Degradation
MMPs

Aggrekanasen
….

…. anabole 
Wachstumsfaktoren

IGF-I, BMPs

de novo Synthese
Aggrekan

Kollagen Typ II
Typ IX….

A Knorpelhomöostase

 

postpost--traumatischetraumatische
ArthroseArthrose

post-traumatische
Entzündung

ECM 
de novo

Synthese

IL-1β, 
TNFα…

Inflammation
ECM 

Degradation
Apoptose

KnorpeltraumaB

 
Abb. 3A-B: Knorpelhomöostase und Knorpeltrauma. A: Die Homöostase im Gelenkknorpel beruht auf einem 
ausgewogenen Wechselspiel zwischen anabolen und katabolen Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Mediatoren 
(modifiziert nach Aigner und Stöve, 2003). B: Stressfaktoren wie ein Knorpeltrauma induzieren direkt und indirekt 
katabole Mediatoren, die zu einer Zerstörung der Knorpelmatrix und einer post-traumatischen Arthrose führen 
können (Vrahas et al., 2004; Burrage et al., 2006; Ge et al., 2006). 
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In diese post-traumatische Entzündungsreaktion mit Induktion von entzündlichen Zytokinen 

im Knorpel könnte außerdem auch die Aktivierung des Komplementsystems, wie bei anderen 

traumatischen Gewebeverletzungen, involviert sein (John et al., 2007a).  

In der Pathogenese der Arthrose spielen als pro-inflammatorische Zytokine IL-1β, TNFα und 

IL-6 eine zentrale Rolle (Fernandes et al., 2002; Burrage et al., 2006; Nesic et al., 2006) (Abb. 

3B), indem sie verschiedene katabole Prozesse und eine vermehrte Chondrozytenapoptose im 

Knorpel auslösen (Fernandes et al., 2002). Diese pro-inflammatorischen Zytokine werden mit 

der Synovialflüssigkeit im Gelenk verteilt und induzieren dann eine Kaskade von katabolen 

und entzündlichen Mediatoren, die zu dem typischen Krankheitsbild der Arthrose, verbunden 

mit Entzündung, Schmerz und der irreversiblen Knorpeldestruktion führen (Chikanza und 

Fernandes, 2000). Vermittelt durch IL-1β und TNFα werden weitere pro-inflammatorische 

Regulatoren, nämlich Zytokine, Chemokine und andere Mediatoren wie Stickstoffmonoxid 

(Nitric Oxide, NO) oder die Cyclo Oxygenase(COX)-2 freigesetzt. Wichtige durch TNFα und 

IL-1β regulierte katabole Faktoren sind aber auch die MMPs (Hedbom und Häuselmann, 

2002). Diese Enzyme bilden eine Familie von Zink-abhängigen Endopeptidasen, die 

Komponenten der ECM, wie z. B. Kollagen Typ II, gezielt abbauen. Sie sind somit für die 

Zerstörung des Knorpels maßgeblich verantwortlich (Cho et al., 2003; Burrage et al., 2006). 

Mehrere Studien zeigen, dass vor allem MMP-13 eine erhebliche Bedeutung in der 

Arthroseentstehung zukommt (Liacini et al., 2003; Forsyth et al., 2005). MMP-13 kann, 

neben dem Proteoglykan Aggrekan, auch Kollagen Typ II, das wichtigste Knorpelkollagen, 

abbauen (Billinghurst et al., 2000; Burrage et al., 2006). Aber ebenso wurden zahlreiche 

andere MMPs und Aggrekanasen (MMP-2, -3, -14, ADAMTS-1, -4, -5 u. a.), die weitere 

Matrixkomponenten spalten können, im Knorpel nachgewiesen (Hedbom und Häuselmann, 

2002; Aigner und Stöve, 2003). 

Die verminderte Expression der Tissue Inhibitors of MetalloProteinases [TIMPs] als 

natürliche, lokale MMP-Inhibitoren, vornehmlich supprimiert durch IL-1β, führt zu einem 

Ungleichgewicht zwischen neu synthetisierten MMPs und TIMPs und damit einem 

gesteigerten Abbau der extrazellulären Knorpelmatrix und aufgrund der anti-apoptotischen 

Eigenschaften der TIMPs, zu einem vermehrten Rückgang vitaler Chondrozyten (Mannello 

und Gazzanelli, 2001; Aida et al., 2005).  

Zusätzlich hemmen diese pro-inflammatorischen Zytokine die Synthese von 

knorpelspezifischen Matrixproteinen wie Kollagen Typ II (Seguin und Bernier, 2003), Link-

Proteinen, Aggrekan und anderen knorpeltypischen Proteoglykanen, die für die Funktion des 

Knorpels, seine Homöostase, Differenzierung und schließlich das Überleben der 
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Knorpelzellen von außerordentlicher Bedeutung sind (Cho et al., 2003; Schulze-Tanzil et al., 

2004a,d).  

Die durch TNFα induzierte Apoptose teilt man üblicherweise in einen Todesrezeptor 

abhängigen (extrinsischen), z. B. über den TNFR1 vermittelten, und einen Rezeptor 

unabhängigen (mitochondrialen, intrinsischen) Signaltransduktionsweg ein (Abb. 4).  
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Abb. 4: TNFα-induzierte extrinsische und 
intrinsische Apoptosewege. Der extrinsische 
Apoptoseweg beginnt mit einer Bindung von TNFα an 
den TNFR1 und führt über eine Aktivierungskaskade 
der Caspasen-8, -3 und -7 zum Tod der Zelle. Die 
intrinsisch vermittelte Apoptose entsteht aus einer 
Dysregulation Mitochondrien assoziierter Proteine wie 
u. a. Bax und Bcl-2, welche in eine Cytochrom C 
Ausschüttung aus den Mitochondrien mündet. Diese 
ist gefolgt von einer Caspase-Kaskade über die 
Caspasen-9, -3 und -7. 

 

Durch ein genaueres Verständnis der molekularen Abläufe in der Arthrosepathogenese hofft 

man auf neue innovative Ansatzpunkte für ihre Therapie. Derzeit muß die Arthrose noch 

immer als unheilbare Krankheit betrachtet werden, die eine lebenslange Therapie erfordert. In 

der Hoffnung auf eine bessere und langfristige Verträglichkeit wurden mittlerweile 

verschiedene Phytopharmaka auf ihre Wirksamkeit in der Arthrosetherapie geprüft und sind 

in den Mittelpunkt des Interesses gerückt (Ahmed et al., 2002; Garbacki et al., 2002; Singh et 

al., 2002, 2003; Fajardo und Di Cesare, 2005; Minich et al., 2007).  

 Da die aktive Arthrose von einem Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-

inflammatorischen Mediatoren geprägt ist (Blanco, 1999), könnte sich eine verstärkte 

Expression knorpeleigener immunregulatorischer Faktoren oder Zytokine vorteilhaft im 

entzündeten Knorpelgewebe auswirken (Gelse et al., 2003).  

1.3 Interleukin-10  

Im Knorpel konnten bisher die immunregulatorischen, anti-inflammatorischen Zytokine IL-4, 

IL-10 und IL-13 nachgewiesen werden (Cawston et al., 1996; Tanabe et al., 1996; Moos et 

al., 1999; Iannone et al., 2001; Fernandes et al., 2002; Schuerwegh et al., 2003). Für diese 

Zytokine wurde in anderen Zelltypen ein anti-inflammatorisches Potential gezeigt (Katsikis et 

al., 1994). Das immunregulatorische Zytokin IL-10 ist als wichtiger Immunmodulator im 

Körper bekannt. IL-10 tritt im osteoarthritischen Knorpel in erhöhter Konzentration auf 

(Iannone et al., 2001; Fernandes et al., 2002). Die Frage nach einer möglichen Bedeutung in 
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der Arthrose bleibt bislang unbeantwortet. Offensichtlich wird es nicht nur von einer Vielzahl 

von Immunzellen gebildet, mit den Antigen-präsentierenden Zellen als Hauptziel von IL-10, 

sondern auch Bindegewebszellen wie Fibroblasten und Chondrozyten können es produzieren 

und sind für IL-10 sensibel (Reitamo et al., 1994; Iannone et al., 2001; Yamamoto et al., 

2001; Moroguchi et al., 2004; Ouyang et al., 2004). Verschiedene tierexperimentelle 

Untersuchungen mit IL-10 haben einen chondroprotektiven Effekt bei Gelenkentzündungen 

aufzeigen können (Lechman et al., 1999; Lubberts et al., 2000; Neumann et al., 2002; 

Finnegan et al., 2003; Zhang et al., 2004). Die direkte Wirkung von IL-10 auf die 

Chondrozyten selbst ist kaum untersucht und bleibt unklar. 

Neben dem klassischen IL-10 werden von verschiedenen Viren wie z. B. dem Epstein Barr 

Virus zur Unterdrückung der Immunabwehr des Wirtes verschiedene virale IL-10 Homologa 

gebildet (Hsu et al., 1990). Das virale IL-10 ist dem humanen IL-10 Protein zu 84% identisch. 

Es weist ähnliche Effekte wie humanes IL-10 auf, ihm fehlen aber wahrscheinlich dessen 

immunstimulatorische Eigenschaften (Lechmann et al., 1999). Bei Bindung von IL-10 an 

seinen Rezeptorkomplex wird der JAK-STAT Signalweg aktiviert. STAT Proteine sind 

latente zytoplasmatische Proteine, die bei Stimulation von Zytokinrezeptoren wie z. B. dem 

IL-10 Rezeptorkomplex über eine Tyrosinphosphorylierung aktiviert werden und dann in den 

Zellkern translozieren, um als Transkriptionsfaktoren die Genexpression von STAT-

regulierten Genen u. a. die induzierbare Stickstoffmonoxid Synthetase (iNOS), das 

interzelluläre Zelladhäsionsmolekül-I (ICAM-I) und den Major Histocompatibility Complex-

II zu regulieren (Legendre et al., 2003; Donnelly et al., 2004; Zdanow, 2004).  

Verschiedene Untersuchungen in anderen Zelltypen haben gezeigt, dass IL-10 die 

Signalübertragung pro-inflammatorischer Zytokine z. B. eine hochregulierte MMP-

Expression hemmen kann (Reitamo et al., 1994; Wang und Lou, 2001; Moroguchi et al., 

2004). Dennoch bleibt der zugrundeliegende Mechanismus unklar. IL-10 kann die beiden 

Transkriptionsfaktoren STAT-1 und STAT-3 aktivieren (Donnelly et al., 2004). STAT-1 und 

-3 induzieren dabei gegensätzliche Effekte, eine STAT-1 Aktivierung kann Apoptose, eine 

STAT-3 Aktivierung Zellproliferation induzieren (Stephanou und Latchman, 2005). Dies 

könnte eine Erklärung für Zelltyp-abhängige Wirkungen von IL-10 auf Proliferation und 

Apoptose sein. Qing und Kollegen (2003) konnten in Hepatozyten zeigen, dass IL-10 zur 

Aktivierung von STAT-3 führt und gleichzeitig die TNFα Expression hemmt. In diesem 

Sinne zeigten Chappell und Kollegen (2000), dass STAT-3 desweiteren regulatorisch auf die 

TNFα Expression wirken kann als Hinweis auf einen möglichen Antagonismus zwischen 

TNFα und IL-10.  
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Abhängig vom Zelltyp scheint IL-10 anti-apoptotische Eigenschaften zu entfalten 

(Zhou et al., 2001). Wang und Lou (2001) berichten von einer Hemmung der durch IL-1β 

induzierten Apoptose in Chondrozyten der Ratte, die mit IL-10 stimuliert wurden. Im 

Gegensatz dazu konnten in inflammatorischen Zelltypen wie Mastzellen auch pro-

apoptotische Effekte von IL-10 aufgezeigt werden (Bouton et al., 2004). Die anti-

apoptotischen Signalwege von IL-10 sind im Einzelnen noch nicht aufgeklärt. Es erscheint 

plausibel, dass IL-10 mit mitochondrialen Apoptosewegen interagiert. Dementsprechend 

konnten Oberholzer et al., (2001) eine gesteigerte Expression des anti-apoptotischen 

mitochondrialen Faktors Bcl-2, induziert durch eine IL-10 Überexpression in Thymozyten 

nachweisen. Bcl-2 spielt eine wesentliche Rolle für den Erhalt des Überlebens der 

Chondrozyten (Feng et al., 1998). Außerdem reguliert Bcl-2 neben seinem anti-apoptotischen 

Potential die Chondrozyten-Morphologie und Expression von dem Knorpelmarker Aggrekan 

in Chondrozyten (Feng et al., 1999; Yagi et al., 2005). Der Effekt von IL-10 auf die 

Aktivierung von Caspasen, die eine Rolle in der TNFα-induzierten Apoptose spielen, wie die 

bei Bindung an den TNFR1 aktivierte Initiator-Caspase-8 bleibt unklar (Cohen, 1997; Rath 

und Aggarwal, 1999; Heyninck und Beyaert, 2001; Garg und Aggarwal, 2002).  

Der Nachweis von IL-10 und des IL-10 Rezeptors konnte im Knorpel durch Iannone et 

al., (2001) erbracht werden. Wang und Lou (2001) studierten den Effekt von IL-10 auf 

Chondrozyten und konnten eine direkte protektive Wirkung gegenüber den Effekten einer IL-

1β Stimulation, denn sowohl der Zelltod wie auch die MMP-3 und NOS-2 Induktion wurde 

durch IL-10 herabgesetzt, feststellen. Diese Ergebnisse werden unterstützt von einer 

Untersuchung von Fernández und Kollegen (2003). Sie fanden heraus, dass die 

Haemoxygenase, ein offenbar protektives Enzym, durch pro-inflammatorische Zytokine wie 

IL-1β, IL-17 und TNFα herabreguliert wurde, aber durch IL-10 in Chondrozyten induziert 

werden konnte (Fernández et al., 2003). Van Roon und Kollegen (1996) berichteten, dass IL-

10 direkt die Proteoglykansynthese im Knorpel stimuliert. Das Wissen über die durch STAT-

1 und -3 in Chondrozyten induzierte Signalübertragung ist noch gering. Radons und Kollegen 

(2006) gelang es nicht, in einer Chondrosarkoma Zellinie durch IL-10 Stimulation eine 

STAT-3 Aktivierung zu zeigen, obwohl auch sie eine mRNA Expression des IL-10 Rezeptors 

in dieser immortalisierten Zellinie nachweisen konnten. STAT-3 ist ein typischer 

Überlebensfaktor in verschiedenen Zelltypen (Haura et al., 2005). 

Im Falle einer anti-inflammatorischen und -apoptotischen Wirkung von IL-10 oder einer 

antagonistischen Wirkung gegenüber pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFα, wäre IL-

10 interessant für die Arthrosetherapie z. B. im Rahmen einer Gentherapie mit IL-10. Eine 
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Gentherapie beinhaltet den Transfer eines therapeutischen Fremdgens z. B. IL-10 in eine 

Wirtszelle mittels viraler oder nicht viraler Vektoren. Eine IL-10 Überexpression direkt in 

Chondrozyten, die in einen Knorpeldefekt transplantiert werden, könnte aber eine streng 

lokalisierte Quelle für kontinuierliche Zytokinkonzentrationen im Knorpeldefekt unter 

besserer Vermeidung systemischer, immunsuppressiver Nebeneffekte darstellen. Es gibt 

verschiedene gentherapeutische Ansätze zur Optimierung der Knorpelheilung durch allogene 

Expression von anabolen Wachstumsfaktoren, Hemmung kataboler Mediatoren oder 

regulatorischer Zytokine (Gelse et al., 2003; Cucchiarini und Madry, 2005; Madry et al., 

2004; 2005; Cucchiarini et al., 2005; Gelse und Schneider, 2006). Ein therapeutischer Ansatz 

für die Behandlung von Gelenkentzündungen unter Verwendung einer IL-10 Überexpression 

in Knorpelzellen im Rahmen einer ACI ist noch nicht erfolgt. Die retrovirale Transduktion 

von Synovialzellen mit dem immunregulatorischen Zytokin IL-10 in Kombination mit einem 

IL-1R1 durch Injektion der entsprechenden Vektoren in den Gelenkraum, führte zur stabilen 

Transgenexpression für 14 Tage und zur deutlichen Hemmung des Knorpelabbaus (Zhang et 

al., 2004). Eine Applikation eines Vektors in die Gelenkhöhle erfordert hohe 

Vektorkonzentrationen und kann jedoch nur zur Transfektion der Zellen der 

Synovialmembran führen, da die dichte Knorpelmatrix für die meisten Vektoren 

undurchdringlich ist und somit die Knorpelzellen nicht erreicht werden können. Lediglich 

über die Verwendung von Adeno-assoziierten Viren als Vektoren konnte eine in vivo 

Transfektion von Knorpelzellen im Gelenk erreicht werden (Madry et al., 2003). 

Es gibt derzeit noch keine veröffentlichten Ergebnisse zu einer Überexpression von humanen 

IL-10 in Chondrozyten. Studien mit einem Arthritismodell in einer IL-10 Knock out Maus 

bestätigen das chondroprotektive Potential von IL-10 in vivo (Cuzzocrea et al., 2001; 

Finnegan et al., 2003). Auch lassen Tiermodelle mit lokaler Injektion von IL-10 Vektoren 

oder anti-IL-10 Antikörpern ins Gelenk vermuten, dass die Gentherapie mit einer IL-10 

Überexpression eine nützliche Strategie in der Behandlung von Gelenkentzündungen sein 

könnte (Lechman et al., 1999, 2003; Neumann et al., 2002; Van de Loo und Van den Berg, 

2002; Trachsel et al., 2007).  
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2 Zielstellung  

Der Fokus meiner Forschung der letzten Jahre bezog sich auf die Analyse von 

Zusammenhängen bei der De- und Redifferenzierung von Chondrozyten in 3D Kulturen zur 

Optimierung der Chondrozytenkultur für die Vorbereitung von Knorpelzelltransplantationen 

(Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c; Haisch et al., 2006). Besonderen Stellenwert hatte dabei 

die Bedeutung der Integrin vermittelten Zellmatrix-Interaktion, die eine essentielle Rolle für 

das Überleben der Chondrozyten und ihren differenzierten Phänotyp spielt (Schulze-Tanzil et 

al., 2001; Shakibaei et al., 2001). Im Folgenden rückten die katabolen Wirkungen pro-

inflammatorischer Zytokine in Gelenkchondrozyten und ihre Inhibition durch Phytopharmaka 

vor dem Hintergrund der Arthrose in den Mittelpunkt des Interesses. Eine NF-κB Hemmung 

wurde als potentieller Schlüsselwirkungsmechanismus in Betracht gezogen (Schulze-Tanzil et 

al., 2002a, 2004a,d; Shakibaei et al., 2005a, 2007). Das Ziel gegenwärtiger 

Forschungsarbeiten richtet sich auf ein besseres Verständnis des auto- und parakrinen 

Wechselspiels zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen im Knorpel und der 

durch sie induzierten katabolen und anabolen Mediatoren. Daraus entstand die Hypothese 

einer gestörten Immunregulation im Gelenk als Auslöser für Gelenkentzündung und post-

traumatische Arthrose. Die Beeinflussung dieser fehlgeleiteten Immunreaktion könnte als 

therapeutischer Ansatzpunkt in Frage kommen. Da IL-10 in anderen Zelltypen ein 

wirkungsvolles anti-inflammatorisches und immunregulatorisches Zytokin ist, wurde es für 

die Untersuchungen ausgewählt und seine direkte Wirkung auf Knorpelzellen sowie seine 

Wechselwirkung mit TNFα in diesem Zelltyp genauer studiert (John et al., 2007b; Müller et 

al., 2008a,b). TNFα ist bekannt, die typischen katabolen Effekte im Knorpel, die bei 

Gelenkentzündungen beobachtet werden, herbeizuführen: die Suppression der Synthese 

spezifischer Knorpelmatrixkomponenten, den Matrixabbau, die Freisetzung von 

Entzündungsmediatoren und Apoptose. Die Fragestellung zur Wirkung des Zytokins IL-10 im 

Knorpel wurde schließlich mit der Idee einer anti-inflammatorischen Gentherapie direkt in 

Knorpelzellen verknüpft und hierzu zunächst deren Transduzierbarkeit in Abhängigkeit von 

den Kulturbedingungen (Oberholzer et al., 2007) und dann der Effekt hoher IL-10 

Konzentrationen, die durch eine IL-10 Überexpression in Knorpelzellen entstehen können, 

studiert (Müller et al., 2008a,b).  
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3 Ergebnisse: Zusammenfassung der eigenen Arbeiten 

3.1 Dedifferenzierung und Redifferenzierungspotential von Chondrozyten  

Zur Untersuchung des Redifferenzierungspotentials dedifferenzierter Chondrozyten wurden 

humane Chondrozyten über 8 Passagen in der Monolayerkultur vermehrt und dann zur 

Redifferenzierung in ein 3D Kultursystem (Alginat- oder Massenkultur) überführt. Während 

der in vitro Proliferation in der Monolayerkultur dedifferenzierten die Chondrozyten schnell. 

Dedifferenzierende Chondrozyten verloren ihren Chondrozyten-typischen rundlichen 

Phänotyp, zeigten eine Fibroblasten-ähnliche Morphologie, proliferierten rasch und büßten ihr 

Chondrozyten-spezifisches Syntheseverhalten ein, indem sie nach der vierten Passage im 

Monolayer kaum noch Kollagen Typ II, sondern unspezifische Knorpelmatrixkomponenten 

wie Kollagen Typ I produzierten (Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c). Erste Anzeichen einer 

frühen Dedifferenzierung konnten bereits in der ersten Monolayerpassage beobachtet werden 

– ihr Ausmaß unterschied sich in Abhängigkeit von der Spenderspezies der Knorpelzellen 

(Schulze-Tanzil et al., 2008). Es zeigte sich außerdem, dass die starke Proliferation von 

Chondrozyten in der Monolayerkultur zum irreversiblen Verlust des chondrogenen Potentials 

nach der vierten Passage führte, denn die humanen Chondrozyten redifferenzierten nicht mehr 

nach Überführung in beide 3D Kultursysteme (Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c; Haisch et 

al., 2006).  

Diese irreversible Dedifferenzierung der Chondrozyten in der Monolayerkultur war begleitet 

von einer verringerten Expression von α3-Integrinen und Komponenten des MAPKinase 

Signalweges wie des Adaptorproteins Src Homology Collagen (SHC), der Extracellular signal 

Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) und einer erhöhten Apoptoserate der Zellen, erkennbar an 

einer verstärkten Aktivierung der Effektor-Caspase-3 und morphologischen Apoptosezeichen 

(Schulze-Tanzil et al., 2004c). Eine andere Arbeit, die die essentielle Rolle der MAPKinase 

Kaskade für den differenzierten Phänotyp von Chondrozyten analysierte, zeigte, dass eine 

Hemmung des MAPKinase Signalweges durch Inhibition der ERK1/2 Kinase direkt zur 

Chondrozytenapoptose führt (Shakibaei et al., 2001). Eine ausführliche Recherche der 

Fachliteratur ergab ebenso Hinweise, dass die Chondrozytenapoptose durch einen Verlust von 

Überlebenssignalen insbesondere aus der spezifischen extrazellulären Knorpelmatrix 

herbeigeführt werden kann und die Interaktion zwischen Zelle und Matrix via 

Integrinrezeptoren hier eine zentrale Rolle im Zellüberleben zu spielen scheint (Goggs et al., 

2003).  
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3.2 Integrine kooperieren mit Zelloberflächenrezeptoren und katabolen Mediatoren 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass β1-Integrine nicht nur als typische Zell-

Matrixrezeptoren mit spezifischen Matrixkomponenten im Knorpel interagieren sondern auch 

mit MMPs (MMP-1, -3 und -9) in der extrazellulären Matrix ko-lokalisieren und kooperieren 

(Schulze-Tanzil et al., 2001) und so wahrscheinlich auch in katabole Vorgänge im Knorpel 

involviert sind sowie aktiv am Remodelling der Matrix teilnehmen könnten. 

Eine weitere Arbeit sollte die Beziehung des in Knorpelzellen bislang noch nicht 

nachgewiesenen VEGFR3 (Flt-4) zu β1-Integrinen und dem pro-inflammatorischen Zytokin 

IL-1β darstellen. Verschiedene Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Rezeptoren und 

VEGF-Isoformen konnten von anderen Arbeitsgruppen bereits mit Gelenkentzündungen in 

Zusammenhang gebracht werden (Murata et al., 2008). Hierbei konnte mit 

immunmorphologischen Methoden eine Ko-Lokalisation und Interaktion von VEGFR3 mit 

β1-Integrinen und eine Induktion durch IL-1β beobachtet werden (Shakibaei et al., 2003). Die 

mit IL-1β behandelten Chondrozyten zeigten außerdem eine verstärkte Expression des 

Urokinase Plasminogen Activator Receptors (uPAR), einem ebenso mit der Pathogenese von 

Gelenkentzündungen in Beziehung zu betrachtenden Rezeptor. uPAR war im 

osteoarthritischen Knorpel in größerer Menge als im gesunden Knorpel nachweisbar. 

Außerdem war eine Ko-Lokalisation zwischen uPAR und MMP-9 in Chondrozyten, die mit 

IL-1β stimuliert wurden, zu beobachten (Schwab et al., 2004).  
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3.3 Hemmung kataboler Effekte pro-inflammatorischer Zytokine durch Phytopharmaka 

in Chondrozyten 

Untersuchungen, die diesen Experimenten folgten, analysierten die Rolle pro-

inflammatorischer Zytokine in Knorpelzellen genauer und stellten gleichzeitig die 

inhibitorische Wirksamkeit von mehreren Phytopharmaka auf die durch diese Zytokine 

induzierten Effekte dar. Zunächst wurden Extraktkomponenten des anti-rheumatisch 

wirksamen Brennesselblätterextraktes (Urtica dioica/Urtica urens) in ihrer Wirkung auf 

Chondrozyten geprüft, nämlich Hox alpha und die Monosubstanz 13-HOTrE (13-

Hydroxyoktadecatrienic acid). Dabei zeigten die Analysen, dass beide Extraktkomponenten 

die durch 100 ng/mL IL-1β induzierte Expression von aktiven MMP-1, -3 und -9 nach 24 h in 

Chondrozytenkulturen inhibieren konnten (Schulze-Tanzil et al., 2002a). 

Untersuchungen zum anti-rheumatischen Effekt zweier Aufbereitungen des Extraktes 

(Jucurba® und Jucurba forte®) der afrikanischen Teufelskralle (Harpagophytum 

procumbens DC) schlossen sich an. Jucurba forte® führte zu einer deutlich stärkeren 

Hemmung der durch IL-1β induzierten Synthese von MMPs (MMP-1, -3 und -9) (Schulze-

Tanzil et al., 2004a). Schließlich wurde die anti-inflammatorische Wirkung von Curcumin, 

einer Hauptkomponente des Curry-Gewürzes analysiert (Schulze-Tanzil et al., 2004d; 

Shakibaei et al., 2007). Humane Chondrozytenkulturen wurden mit dem pro-

inflammatorischen Zytokin IL-1β oder TNFα vorstimuliert, um die inflammatorischen 

Bedingungen einer bestehenden Gelenkentzündung und nachfolgende Therapien anzudeuten 

und dann gleichzeitig mit 10 ng/mL IL-1β oder TNFα und Curcumin behandelt. IL-1β 

bewirkte in den Chondrozytenkulturen eine Hemmung der Expression von 

knorpelspezifischen Kollagen Typ II und den Zell-Matrix Rezeptoren (β1-Integrinen), eine 

verstärkte Produktion von MMP-3, -9 und induzierte die COX-2. Curcumin konnte diese 

katabolen Wirkungen inhibieren (Schulze-Tanzil et al., 2004d; Shakibaei et al., 2007). 

Zum genaueren Verständnis des Wirkungsmechanismus von Curcumin in Chondrozyten 

wurde der Einfluss von Curcumin auf eine durch IL-1β induzierte NF-κB Aktivierung 

untersucht. Erste Untersuchungen ergaben eine Hemmung der Translokation von NF-κB in 

den Zellkern der Chondrozyten bei gleichzeitiger Behandlung dieser mit 10 ng/mL IL-1β und 

Curcumin (Schulze-Tanzil et al., 2004d). Dieser Mechanismus wurde in einer späteren Arbeit 

genauer analysiert (Shakibaei et al., 2007). Es konnte dargestellt werden, dass Curcumin einer 

durch IL-1β oder TNFα induzierten Aktivierung von NF-κB entgegenwirken kann, indem es 

die für den Aktivierungsprozess notwendige IκBα Phosphorylierung und die spätere 
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Degradation dieser inhibitorischen Komponente des NF-κB Komplexes hemmt sowie auch 

die Phosphorylierung der p65 Untereinheit und die spätere Translokation des 

phosphorylierten p65 in den Zellkern als Basis für eine Beeinflussung der Genexpression 

durch NF-κB behinderte (Shakibaei et al., 2007).  

Eine Zusammenfassung der Fachliteratur zeigte, dass NF-κB eine zentrale Rolle in der durch 

TNFα vermittelten Signalübertragung und Apoptose durch Aktivierung verschiedener 

intrinsischer Signalwege spielt, allerdings auch in Signalwege, die das Zellüberleben 

determinieren, involviert ist (Shakibaei et al., 2005b).  

 

Eigene Publikation: 

(P6) Shakibaei M, John T, Schulze-Tanzil G, Lehman I, Mobasheri M (2007). Suppression of 

NF-kappaB activation by curcumin leads to inhibition of expression of Cyclo Oxygenase-2 

and matrix metalloproteinase-9 in human articular chondrocytes: implications for the 

treatment of osteoarthritis. Biochem Pharmacol 73: 1434-45. 
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3.4 Wirkung von IL-10 in Knorpelzellen 

Neben einer Entzündungshemmung durch eine direkte Inhibition pro-inflammatorischer 

Signalwege könnte die Nutzung der Wirkung anti-inflammatorischer und damit indirekt 

anaboler Zytokine bei Gelenkentzündungen Vorteile bringen. Über den Einfluss des 

bekanntesten anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 ist im Knorpel bisher wenig bekannt. In 

weiteren Arbeiten konnte IL-10 in Gelenkknorpel in situ gezeigt werden. In den aus dem 

Knorpel isolierten Chondrozyten war eine IL-10 Expression auf mRNA und Protein Ebene 

nachweisbar. Auf mRNA Ebene war eine deutliche Hochregulation dieses Zytokins durch das 

pro-inflammatorische Zytokin TNFα (John et al., 2007b), die sich auf Proteinebene bestätigen 

ließ, zu beobachten. Auch die spezifischen Rezeptorketten des IL-10 Rezeptors (IL-10R1 und 

2) waren in Chondrozyten auf mRNA Ebene nachweisbar. Der Vergleich mit Immunzellen 

wie Makrophagen und Dendritischen Zellen zeigte bei diesen eine deutlich höhere Expression 

des IL-10 spezifischen IL-10R1, wohingegen die Expression des IL-10R2 sich nicht 

wesentlich unterschied (Wolk et al., 2008). Der IL-10R1, der spezifisch nur IL-10 bindet - die 

R2-Kette wird auch für die Bindung anderer Zytokine der IL-10 Familie genutzt - war auch 

auf Proteinebene exprimiert. Auch andere Rezeptorketten für weitere Zytokine der IL-10 

Familie (IL-20R1, IL-22R1, IL-28R1, IL-20R2, IFNαR1, IFNαR2c) waren in Knorpelzellen 

exprimiert (Wolk et al., 2008). 

In Chondrozytenkulturen, die unter serumarmen Bedingungen kultiviert wurden, wurden 

wichtige Caspaseaktivitäten bestimmt. Die Behandlung mit TNFα für 48 h bewirkte eine 

Zunahme aller untersuchten Caspaseaktivitäten. Eine IL-10-Behandlung hatte dagegen im 

Vergleich zu den Kontrollen keine erkennbare Wirkung auf die Caspaseaktivitäten. Die Ko-

Stimulation mit IL-10 und TNFα ließ eine Hemmung der durch TNFα induzierten 

Caspaseaktivitäten erkennen. Die Analyse der Expression mitochondrialer regulatorischer 

Proteine ergab, dass IL-10 durch TNFα induzierte intrinsische Apoptosewege in 

Chondrozyten offensichtlich inhibitorisch beeinflussen kann (John et al., 2007b). 

Als Vorarbeiten für geplante Experimente mit einem IL-10 Überexpressionsvektor in 

Chondrozyten wurde die adenovirale Transduktion mit Hilfe eines adenoviralen EGFP 

Überexpressionsvektors etabliert. Bei adenoviraler Transduktion der Chondrozyten mit dem 

EGFP Vektor konnten sehr hohe Transduktionseffizienzen von > 70-98% in Chondrozyten, 

die aus einer Alginatkultur stammten, erzielt werden (Oberholzer et al., 2007). Es zeigte sich 

eine Abhängigkeit der Transduktionseffizienz von den Kultivierungsbedingungen der 
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Chondrozyten: Chondrozyten, die aus einer Langzeitalginatkultur ausgewandert waren, 

wiesen eine deutlich höhere Transduktionseffizienz und Proliferationrate gegenüber solchen, 

die nach der Isolierung nur für kurze Zeit in einer Monolayerkultur für die Transduktion 

angezüchtet wurden, auf (Oberholzer et al., 2007). Im Hinblick auf einen gentherapeutischen 

Einsatz transduzierter Chondrozyten für eine ACI wurde die Transgenexpression in 3D 

Chondrozytenkulturen weiteruntersucht. Chondrozyten wurden mit einem EGFP-Vektor 

transduziert und dann in eine 3D-Kultur überführt und für 4 Wochen weiterkultiviert. Es war 

eine EGFP Expression über vier Wochen durchflusszytometrisch nachweisbar, die aber 

deutlich sank. Der Vergleich der Transduktionseffizienz und des Expressionsverlaufes 

zwischen Alginat- und Monolayerkultur ergab zunächst eine höhere Expressionsrate in der 

Monolayerkultur (bis zum 4. Tag). Ab dem 7. Tag zeigten die Chondrozyten in der 

Alginatkultur jedoch signifikant höhere Expressionsraten (Müller et al., 2008a).  

Die mit dem EGFP Vektor erzielten Ergebnisse wurden für Folgeexperimente mit einem IL-

10 Überexpressionsvektor genutzt. Es konnte eine sehr effektive adenovirale Überexpression 

von humanen IL-10 in Gelenkchondrozyten erreicht werden. Die mRNA Analysen ergaben 

bei einer Post-Stimulation der IL-10 transduzierten mit TNFα eine weitere Erhöhung der IL-

10 Expression. Die IL-10 Überexpression beeinträchtigte jedoch nicht die Ultrastruktur der 

Chondrozyten und war über mehrere Wochen in 3D Kulturen nachweisbar. Die IL-10 

Überexpression hatte keine suppressive Wirkung auf die Synthese wichtiger Bestandteile der 

Knorpelmatrix und Integrine (Müller et al., 2008a).  

Zur Analyse der Wirkungen von rekombinanten IL-10 und TNFα auf humane Chondrozyten 

wurden Chondrozytenkulturen mit TNFα, IL-10 oder TNFα und IL-10 stimuliert und dann die 

mRNA Expression für Hauptmatrixproteine wie Kollagen Typ II und Aggrekan bestimmt. IL-

10 hatte einen signifikant stimulatorischen Einfluss auf die Kollagen Typ II mRNA 

Expression in Chondrozyten, während TNFα seine Expression hemmte (John et al., 2007b; 

Müller et al., 2008b). Der suppressive Effekt von TNFα auf die Kollagen Typ II mRNA 

Expression konnte jedoch nur Spender-abhängig durch rekombinantes IL-10 sowie eine IL-10 

Überexpression beeinflusst werden (John et al., 2007b; Müller et al., 2008b). Die durch TNFα 

induzierte Hemmung der Aggrekan Expression wurde durch eine IL-10 Überexpression 

signifikant antagonisiert. Als Hinweis auf eine mögliche Matrixdegradation wurde die 

Expression des MMP-3 und -13 studiert. Rekombinantes IL-10 zeigte keine Wirkung auf die 

MMP-3 Expression, hatte aber einen schwachen und signifikant induzierenden Effekt auf die 

Expression von MMP-13. Die TNFα-Stimulation führte dagegen zu einer sehr starken 

Induktion beider MMPs. Die kombinierte Behandlung der Zellen mit TNFα und IL-10 konnte 
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hier einen Antagonismus zwischen der Wirkung beider Zytokine im Hinblick auf die MMP-

13 Expression aufzeigen. Schließlich wurde die Wirkung von TNFα und IL-10 auf die 

Induktion wichtiger Zytokine, die im Arthrosegesschehen eine Rolle spielen, analysiert. 

TNFα induzierte signifikant alle untersuchten Zytokine (TNFα, IL-1β, IL-10, IL-6). IL-10 

und die IL-10 Überexpression regulierte zwar TNFα signifikant, allerdings in deutlich 

geringerem Ausmaß als TNFα seine eigene Expression induzierte. Im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle hatte IL-10 oder die IL-10 Überexpression keine Wirkung auf die 

untersuchten Zytokine. Die Stimulation der Chondrozyten mit IL-10 in Kombination mit 

TNFα zeigte für die IL-10 und IL-6 Expression keine signifikanten Unterschiede zur 

Behandlung mit TNFα allein. Bezüglich der IL-1β Induktion war eine leichte nicht 

signifikante inhibitorische Wechselwirkung zwischen rekombinanten IL-10 oder 

überexprimierten IL-10 und TNFα erkennbar (John et al., 2007b, Müller et al., 2008b).  

 

Eigene Publikationen: 

(P7) John T, Müller RD, Oberholzer A, Zreiqat H, Kohl B, Ertel W, Hostmann A, Tschoeke 

SK, Schulze-Tanzil G (2007). Interleukin-10 modulates pro-apoptotic effects of TNF-α in 

human articular chondrocytes in-vitro. Cytokine 40: 226-34. 

 
(P8) Müller RD, John T, Kohl B, Oberholzer A, Gust T, Hostmann A, Hellmuth M, LaFace D, 

Hutchins B, Laube G, Veh RW, Tschoeke SK, Ertel W, Schulze-Tanzil G (2008). IL-10 

overexpression differentially affects cartilage matrix gene expression in response to TNFα in 

human articular chondrocytes in vitro. Cytokine (in press).  
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4 Diskussion 

4.1 Dedifferenzierung von Chondrozyten 

Die Untersuchungen zur Redifferenzierung dedifferenzierter Chondrozyten in 3D Kulturen 

zeigten, dass sowohl Alginat- wie auch High-Density Kulturen für die Redifferenzierung von 

dedifferenzierten Chondrozyten sehr gut nutzbar sind (Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c) 

und stehen damit im Einklang mit Daten anderer Arbeitsgruppen (Bonaventure et al., 1994; 

Häuselmann et al., 1994). Die in vitro Knorpelzellbiologie und frühe Anzeichen einer 

Dedifferenzierung sind Spezies-abhängig und unterscheiden sich somit zwischen 

Chondrozyten von Mensch und Großtier (Schulze-Tanzil et al., 2008). Die Arbeiten lassen 

übereinstimmend den Schluß zu, dass der differenzierte Phänotyp der menschlichen 

Chondrozyten nach der 4. Passage im Monolayer irreversibel verloren geht, denn 

Redifferenzierungsversuche von Chondrozyten späterer Passagen blieben in den 3D Kulturen 

erfolglos. Diese Beobachtung einer irreversiblen Dedifferenzierung bestätigt Untersuchungen 

von Martin et al., (1999). Man könnte also Chondrozyten für eine ACI nur über maximal 4 

Passagen in der Monolayerkultur vermehren, um sie dann unmittelbar vor ihrer Verwendung 

zur Implantation in einen Knorpeldefekt in der 3D Kultur zu redifferenzieren. Hydrogele wie 

Alginat sind als Biomaterial für die Besiedlung mit Chondrozyten zum Knorpelersatz 

aufgrund ungünstiger Formbarkeit, -stabilität und Biodegradation nicht geeignet (Metters et 

al., 1999; Haisch et al., 2000). Chondrozyten können aber sehr leicht für ihre weitere Nutzung 

aus dem Alginat durch Depolymerisation mit Chelatbildnern freigesetzt werden und dann im 

Sinne einer MACI auf geeignete Biomaterialien verbracht werden. Neuere Untersuchungen 

der Arbeitsgruppe konzentrieren sich deshalb auf die Eigenschaften und Eignung neuer 

Biomaterialien für die Anzucht von Chondrozyten im Hinblick auf eine MACI. Für den Erhalt 

des chondrogenen Potentials der dedifferenzierten Chondrozyten und das Zellüberleben 

scheint darüber hinaus der MAPKinase Sinalweg von großer Bedeutung zu sein (Schulze-

Tanzil et al., 2004c), denn die irreversible Dedifferenzierung der Chondrozyten ging mit einer 

reduzierten Interaktion von Proteinen dieses essentiellen Signalweges einher (Schulze-Tanzil 

et al., 2004c) und die direkte Hemmung des Signalweges führte zur Apoptose (Shakibaei et 

al., 2001). Auf den besonderen Stellenwert des MAPKinase Weges für das Überleben und den 

Differenzierungsgrad der Chondrozyten wird von verschiedenen anderen Autoren 

hingewiesen (Kim et al., 2002; Yoon et al., 2002). Als Ausgangspunkt für die Inhibition 

dieses Signalweges ist eine stark reduzierte Interaktion zwischen Chondrozyten und ihren 

25



 

 

spezifischen Matrixkomponenten via Integrinrezeptoren, die bekanntermaßen diesen 

Signalweg aktivieren, denkbar (Shakibaei et al., 2001; Goggs et al., 2003). Diese Hypothese 

stützen neben den eigenen Arbeiten die anderer Arbeitsgruppen, die belegen, dass eine 

Hemmung von β1-Integrinen oder das Fehlen von knorpelspezifischen Kollagen Typ II durch 

Reduktion der Zell-Matrixinteraktion Apoptose in Chondrozyten induziert (Hirsh et al., 1997; 

Yang et al., 1997; Cao et al., 1999; Shakibaei et al., 2001).  

 

4.2 β1-Integrinrezeptoren in Chondrozyten 

Neben ihrer Rolle als essentielle Zell-Matrix Rezeptoren im Hinblick auf die Differenzierung 

von Chondrozyten sind Integrine offensichtlich in viele andere Prozesse im Knorpel 

involviert. Bekannt ist ihre Funktion als Mechanorezeptoren (Millward-Sadler und Salter, 

2004; Chowdhury et al., 2006). Aber auch in die Regulation kataboler Prozesse im Knorpel 

sind sie wahrscheinlich eingebunden: Attur et al., (2000) konnten zeigen, dass β1-Integrine 

die Expression pro-inflammatorischer Zytokine regulieren können. Im gleichen 

Zusammenhang muß man die Ergebnisse einer weiteren Arbeit betrachten, die belegt, dass 

zwischen β1-Integrinen und verschiedenen MMPs (MMP-1, -3 und -9) eine Ko-Lokalisation 

besteht und auch entsprechend der Ergebnisse von Ko-Immunpräzipitations-Experimenten 

eine direkte funktionelle Interaktion vermutet werden darf (Schulze-Tanzil et al., 2001). Hier 

kann eine Kooperation zwischen Integrinen und MMPs in der Lenkung des Remodellings in 

der extrazellulären Knorpelmatrix angenommen werden. Eine solche Wechselbeziehung ist in 

anderen Zellsystemen bereits genauer untersucht worden (Werb et al., 1989). 

Zwischen β1-Integrinen und dem VEGFR3 konnte eine ähnliche regulatorische Interaktion 

beobachtet werden (Shakibaei et al., 2003). Die Rolle des VEGFR3 ist bislang im Knorpel 

noch nicht untersucht worden. Seine Nachweisbarkeit beschränkte sich jedoch auf 

oberflächliche Zonen arthrotisch veränderten Knorpels als Hinweis auf eine mögliche 

Beteiligung im Entzündungsgeschehen der aktiven Arthrose. Der Rezeptor ko-lokalisierte und 

interagierte funktionell mit β1-Integrinen und war zudem durch pro-inflammatorische 

Zytokine wie IL-1β reguliert, was eine Bedeutung bei katabolen Prozessen im Knorpel 

vermuten läßt. Ein anderer Zelloberflächen-Rezeptor, uPAR, der als Teil des Serin Proteinase 

Systems ebenfalls im Zusammenhang mit Gelenkentzündungen gesehen werden kann, zeigte 

eine Ko-Lokalisation mit MMP-9 auf der Chondrozytenoberfläche und war in gleicher Weise 

durch IL-1β reguliert (Schwab et al., 2004). Integrine sind zentrale Komponenten 

multifunktioneller Zell-Matrix-Adhäsionskomplexe. Neben den Integrinen umfassen diese 

wahrscheinlich eine Vielzahl bekannter und noch unbekannter Komponenten mit 
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mannigfaltigen Funktionen in der Knorpelhomöostase. Die weitere Analyse der Rolle von 

Integrinen im Knorpel bedarf also einer äußerst differenzierten und vielschichtigen 

Betrachtung. 

4.3 Beeinflussung Zytokin-induzierter Effekte durch Phytopharmaka  

Folgende Abeiten beschäftigten sich mit den Wirkungen klassischer pro-inflammatorischer 

Zytokine wie IL-1β und TNFα in Knorpelzellen und ihrer Hemmung durch verschiedene 

Phytopharmaka. IL-1β und TNFα induzierten typische katabole Effekte wie eine Hemmung 

der Kollagen Typ II Synthese, Induktion von MMPs, COX-2 und Apoptose. Diese sind auch 

von anderen Autoren beschrieben (Seguin und Bernier, 2003; Fan et al., 2006). 

Phytopharmaka wie der Brennesselblätterextrakt Hox alpha, der Extrakt der Afrikanischen 

Teufelskralle Jucurba und Curcumin, eine Komponente des indischen Curry-Gewürzes 

hemmten die durch Zytokine induzierten katabolen Wirkungen in Knorpelzellkulturen 

(Schulze-Tanzil et al., 2002a, 2004a,d; Shakibaei et al., 2005a, 2007). Ein möglicher 

Wirkungsmechanismus könnte u. a. auf einer Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-κB 

beruhen. In der Literatur sind andere Phytopharmaka beschrieben, die vergleichbar 

entzündungshemmende Effekte in Knorpelzellkulturen aufweisen (Ahmed et al., 2002; 

Garbacki et al., 2002; Singh et al., 2002, 2003). Weitere Mechanismen dieser natürlichen 

Wirkstoffe, die im Rahmen dieser Studien noch nicht untersucht wurden, müssen vermutet 

werden. So gibt es Hinweise, dass Curcumin auch die Komplementaktivität in anderen 

Geweben inhibiert (Kulkarni et al., 2005). Eine Rolle des Komplementsystems im Hinblick 

auf die Genese von post-traumatischen Gelenkentzündungen und daraus entstehender 

sekundärer Arthrose bleibt dabei noch völlig unklar, und wird in einer eigenen 

Übersichtsarbeit diskutiert. Da dieses katabole System eine große Bedeutung bei 

traumatischen Schädigungen anderer Gewebe (z. B. Schädel-Hirntrauma, Bellander et al., 

2001) hat und seine Aktivität durch die klassischen pro-inflammatorischen Zytokine, IL-1β 

und TNFα, reguliert wird, erscheint ein Zusammenhang wahrscheinlich (John et al., 2007b). 

Deshalb ist die Komplementaktivität im Knorpel sowie ihre Wechselbeziehung zu Zytokinen 

Gegenstand gegenwärtiger Experimente, um zu beurteilen, ob eine Komplementinhibition 

potentiell interessant als therapeutischer Ansatzpunkt für die Therapie von 

Gelenkentzündungen sein könnte. Auch immunregulatorische Zytokine wie IL-10 könnten als 

indirekt anabol fungierende Mittler bei Gelenkentzündungen eine Therapiestrategie 

beeinhalten. 
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4.4 Wirkung von IL-10 in Knorpelzellen 

In Übereinstimmung mit den Angaben von Iannone et al., (2001) konnte in vitro und in situ 

gezeigt werden, dass IL-10 in Chondrozyten auf RNA und Protein Ebene exprimiert ist 

(Müller et al., 2008b). Darüber hinaus wurde der spezifische Rezeptor für IL-10, der IL-10R1, 

als Indiz für eine Sensibilität der Chondrozyten gegenüber diesem Zytokin nachgewiesen. Der 

IL-10R2 war ebenso in Chondrozyten exprimiert, was allerdings nicht überraschte, da er 

ubiquitär exprimiert ist und auch für die Signalübertragung anderer Zytokine der IL-10 

Interferon Familie wie IL-22, IL-26, IL-28 und IL-29 die Voraussetzung darstellt. 

Desweiteren wurde die Expression weiterer Rezeptoren für Zytokine der IL-10 Familie in 

Chondrozyten dargestellt und der Expression in Immunzellen gegenübergestellt (Wolk et al., 

2008). Sowohl der IL-10R1 wie auch IL-10 wurden durch pro-inflammatorische Zytokine wie 

TNFα und IL-1β in Knorpelzellen hochreguliert, ein Hinweis auf eine mögliche Rolle dieses 

Zytokins im Knorpel unter Entzündungsbedingungen. Dieses steht in Übereinstimmung mit 

Angaben von Iannone et al., (2001) und Fernandes et al., (2002), die berichten, dass IL-10 in 

höherer Konzentation im arthrotischen Knorpel nachweisbar ist, wo eine Präsenz eben dieser 

pro-inflammatorischen Zytokine anzunehmen ist. 

Experimente anderer Untersucher mit IL-10 im Tiermodell lassen schließen, dass IL-10 eine 

chondroprotektive Potenz im entzündeten Gelenk entfalten kann (Joosten et al., 1997; 

Jorgenson et al., 1999; Lechman et al., 1999, 2003; Neumann et al., 2002; Van de Loo und 

Van den Berg, 2002; Kuroda et al., 2006; Trachsel et al., 2007). Die direkte Wirkung von IL-

10 auf Knorpelzellen fand bisher kaum Beachtung und wurde in wenigen vorhandenen 

Untersuchungen widersprüchlich bewertet (Van Roon et al., 1996; Wang und Lou, 2001; 

Radons et al., 2006). Ein erfolgreicher Gentransfer eines IL-10 Gens und damit eine IL-10 

Überexpression in Chondrozyten ist in der Literatur bislang nicht beschrieben. Somit bleibt 

die Frage unbeantwortet, ob ein ex vivo Gentransfer eines IL-10 Gens in Chondrozyten und 

anschließende Transplantation IL-10 überexprimierender Chondrozyten in einen 

Knorpeldefekt ein sinnvoller Ansatzpunkt zur Hemmung der Entstehung einer post-

traumatischen Arthrose darstellt. Mit Hilfe einer IL-10 Überexpression, bei der sehr hohe 

Konzentrationen von IL-10 auf die Chondrozyten einwirken, wurden die Effekte von IL-10 

im Vergleich zur Stimulation mit geringeren Konzentrationen an rekombinanten IL-10 (10 

ng/mL) in Knorpelzellen in vitro genauer untersucht. Essentielle Charakteristika der 

Knorpelhomöostase wie Matrixsynthese, -degradation und Chondrozytenapoptose fanden 

dabei besondere Berücksichtigung. In verschiedenen Zelltypen ist bekannt, dass IL-10 einen 

regulatorischen Einfluss auf das Zellüberleben nimmt (Weber-Nordt et al., 1996; Rojas et al., 
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1999; Zhou et al., 2001). Hierzu werden allerdings nicht ausschließlich anti-apoptotische 

Wirkungen mitgeteilt, sondern es finden sich auch Berichte für pro-apoptotische Wirkungen, 

die v. a. Immunzellen betreffen. Die Experimente in Chondrozyten ergaben, dass IL-10 pro-

apoptotische Wirkungen von TNFα beeinflusste: durch TNFα induzierte Aktivitäten der 

Effektor-Caspasen-3/-7 konnten durch IL-10 vermindert werden. Auch das durch TNFα 

induzierte ungünstige Bax/Bcl-2 Verhältnis verringerte sich unter dem Einfluss von IL-10 - 

als Hinweis auf die Modulation intrinsischer Apoptosewege durch IL-10 (John et al., 2007b). 

Insbesondere intrinsische Apoptosewege haben in der Arthroseentstehung eine wesentliche 

Bedeutung (Blanco et al., 2004; Huser et al., 2006). In der Literatur gibt es verschiedene 

Hinweise auf einen Antagonismus zwischen IL-10 und TNFα in anderen Zelltypen, der über 

eine STAT-3 Aktivierung und Zytokininhibitoren wie dem Suppressor Of Cytokine 

Signalling (SOCS)-3 vermittelt werden kann (Qing et al., 2003; Qasimi et al., 2006). Eine 

anti-apoptotische Wirkung und ein Antagonismus zwischen dem pro-inflammatorischen 

Zytokin IL-1β und IL-10 konnte bereits von Wang und Lou (2001) in Chondrozyten 

dargestellt werden.  

Weitere Untersuchungen zeigten, dass IL-10 im Knorpel definierte Wirkungen hat: die 

Kollagen Typ II mRNA Expression der Chondrozyten wurde sowohl durch geringe (10 

ng/mL rekombinantes IL-10) als auch hohe IL-10 Konzentrationen (IL-10 Überexpression) 

signifikant hochreguliert (John et al., 2007b; Müller et al., 2008b). Eine direkte Auswirkung 

von IL-10 auf die Aggrekan Expression in kultivierten Chondrozyten konnte jedoch nicht 

beobachtet werden. Eine modulatorische Wirkung von IL-10 auf die Expression von 

extrazellulären Matrixproteinen in anderen Bindegewebszellen ist bereits für Fibroblasten 

beschrieben worden (Reitamo et al., 1994; Yamamoto et al., 2001; Moroguchi et al., 2004). 

Hier werden sowohl anabole wie auch katabole Einflüsse von IL-10 dargestellt. Die Autoren 

berichten von einer Herabregulierung von Kollagen Typ I in Fibroblasten bei gleichzeitiger 

Induktion verschiedener MMPs. Yamamoto et al., (2001) stellt eine Stimulation der Decorin 

Expression dar und Reitamo et al., (1994) beschreibt zudem eine Zunahme der Elastin 

Expression unter dem Einfluss von IL-10 in Bindegewebszellen. Wurden Chondrozyten mit 

einer Kombination von TNFα und IL-10 behandelt, um die Präsenz entzündlicher Zytokine 

bei einer post-traumatischen Gelenkentzündung zu imitieren, zeichnete sich ein 

Antagonismus zwischen beiden Zytokinen ab: die durch TNFα induzierte Hemmung der 

Aggrekan Expression konnte signifikant inhibiert werden, für die MMP-13 Expression 

deutete sich eine sinkende Tendenz sowohl bei Experimenten mit dem IL-10 Vektor wie auch 

mit rekombinanten IL-10 an.  
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IL-10 beeinflusste sowohl die Genexpression knorpelspezifischer Proteine der extrazellulären 

Matrix und modifizierte die Wirkung von TNFα auf diese, des weiteren scheint es auch die 

Expression von bestimmten Matrix-abbauenden Enzymen im Zusammenspiel mit TNFα zu 

regulieren, so dass ein anti-kataboler Nettoeffekt vermutet werden kann. 

Die vermehrte Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen ist ein Zeichen für die 

Aktivierung von Knorpelzellen bei einer Gelenkentzündung und unterhält den 

Entzündungsprozess weiter. TNFα, IL-1β und IL-6 spielen im Entzündungsgeschehen der 

Arthrosepathogenese eine wichtige Rolle (Malemud et al., 2003). In anderen Zelltypen ist für 

IL-10 eine anti-inflammatorische Wirkung mit Hemmung der Expression dieser Zytokine 

bekannt (Katsikis et al., 1994). Die starke Induktion pro-inflammatorischer Zytokine (wie 

TNFα, IL-1β und IL-6) durch TNFα wurde durch rekombinantes IL-10 nur im Falle von IL-

1β in den Chondrozyten beeinflusst. Hohe IL-10 Konzentrationen, die durch eine IL-10 

Überexpression erreicht werden, modifizierten tendenziell die durch TNFα induzierte 

Expression von TNFα und IL-1β, nicht aber die IL-6 Expression. Die Hemmung der IL-6 

Expression durch IL-10 konnte in Makrophagen beobachtet werden (Driessler et al., 2004), 

scheint aber in Chondrozyten keine Bedeutung zu haben. Auch in Chondrozyten zeichnen 

sich für IL-10 anti-inflammatorische Wirkungen ab, die allerdings sowohl Zytokin- wie auch 

Konzentrations-abhängig sind. 

Um einen gentherapeutischen Einsatz eines adenoviralen Vektors zu rechtfertigen, ist eine 

Langzeitexpression des Transgens wünschenswert. Aus diesem Grund wurden 

Untersuchungen zur Expression mit dem EGFP und dem IL-10 Vektor über mehrere Wochen 

durchgeführt. Nach Vorexperimenten in der Monolayerkultur wurden hierfür zwei Systeme 

von 3D Kulturen (Alginat- und Massenkultur) verwendet. In den 3D Kulturen konnte eine 

Transgenexpression über mehrere Wochen nachgewiesen werden (Müller et al., 2008a). Diese 

teilweise sehr hohen Konzentrationen an IL-10 in IL-10 transduzierten Chondrozyten haben 

keine Veränderungen der Chondrozytenmorphologie oder suppressive Wirkung auf die 

Expression spezifischer und unspezifischer Knorpelmatrixproteine, wie in 3D Knorpelzell-

Kulturen gezeigt werden konnte, zur Folge (Müller et al., 2008a,b).  

 

5 Ausblick 

Die Forschungsarbeit der letzten Jahrzehnte hat noch keine nennenswerte Innovation der 

Arthrose-Therapie herbeigeführt. Die Arthrose bleibt eine unheilbare Erkrankung, die 

weltweit neben dem Leidensdruck der Patienten einen erheblichen ökonomischen 
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Kostendruck verursacht (Wilson et al., 1990). Vor allem bei jungen Patienten hat die 

Entstehung einer post-traumatischen Arthrose nach einem Gelenktrauma eine äußerst 

ungünstige Langzeit-Prognose für die Gelenkfunktion, Mobilität und damit Lebensqualität 

des Patienten.  

In der vorliegenden Arbeit konnten Aspekte zur Wirkung von Phytopharmaka, die 

unterstützend in der Arthrosetherapie eingesetzt werden könnten sowie der möglichen 

Bedeutung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 in Knorpelzellen und einer denkbaren 

Nutzbarkeit als chondroprotektive Therapiestrategie im Hinblick auf die post-traumatische 

Arthrose diskutiert werden. Außerdem wurde die Frage der Dedifferenzierung von 

Knorpelzellen in der Kultur bearbeitet, die von großer Bedeutung im Hinblick auf 

Knorpelzelltransplantationen ist. Dabei wurden für IL-10 in Knorpelzellen anabole aber auch 

leicht immunstimulatorische und im Zusammenwirken mit TNFα anti-katabole und anti-

apoptotische Eigenschaften nachgewiesen. Die Übertragbarkeit dieser in vitro Ergebnisse auf 

in vivo Verhältnisse kann zum jetzigen Zeitpunkt nur sehr vorsichtig vermutet werden: 

Das Gelenk stellt eine dynamische Funktionseinheit dar, in der neben den Chondrozyten viele 

weitere Zelltypen der Synovialmembran und des subchondralen Knochens sowie 

einwandernde Entzündungszellen in den Entzündungsprozess einer sich entwickelnden post-

traumatischen Arthrose intensiv eingebunden sind, aktiv reagieren und sich gegenseitig 

beeinflussen. Diese Zusammenhänge könnten nur in einem geeigneten Tiermodell 

ausreichend Berücksichtigung finden. Im Verlauf dieser Arbeit haben sich darüber hinaus 

verschiedene weiterführende Fragestellungen entwickelt, die sich auf die Bedeutung anderer 

noch unbekannter Vertreter der IL-10 Familie im Knorpel beziehen und mit deren potentieller 

inflammatorischer oder anti-inflammatorische Bedeutung bei Gelenkentzündungen 

beschäftigen sowie die Bedeutung anderer essentieller kataboler Systeme beziehen.
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6 Zusammenfassung 
Mit der Charakterisierung des Redifferenzierungsverhaltens dedifferenzierter Chondrozyten 

in 3D Kultursystemen konnte gezeigt werden, dass bei menschlichen Chondrozyten nach der 

4. Passage in der Monolayerkultur eine irreversible Dedifferenzierung eintritt. Diese Zellen 

sind damit für die Verwendung als Basis für autologe Knorpelzelltransplantationen 

unbrauchbar, denn sie synthetisieren keine belastbare Knorpelmatrix mehr. Der Verlust des 

chondrogenen Potentials ging offensichtlich mit einer Hemmung der Interaktion von 

Signalproteinen des MAPKinase Signalweges einher. Durch eine Inhibition dieses 

essentiellen Signalweges kann in Chondrozyten direkt Apoptose induziert werden. Die 

Analyse spezifischer Integrinfunktionen zeigte, dass β1-Integrine auf der Zelloberfläche von 

Chondrozyten mit weiteren Rezeptorkomplexen, die z. T. katabolen Systemen zuzuordnen 

sind, kooperieren, als Hinweis auf ihren multifunktionellen Charakter. Die Wirkungen pro-

inflammatorischer Zytokine wie IL-1β und TNFα in Knorpelzellkulturen beinhalteten eine 

Hemmung der Synthese knorpelspezifischer Matrixproteine, die Induktion von katabolen und 

inflammatorischen Enzymen (MMPs und COX-2), und die Einleitung einer Apoptose, 

erkennbar an typischen morphologischen Kennzeichen und einer vermehrten Caspase-3 

Aktivität. Hierbei wurde deutlich, dass verschiedene Phytopharmaka die katabolen 

Zytokinwirkungen im Knorpel partiell inhibieren konnten und damit als Ergänzung für die 

Arthrosetherapie interessant sind. Als möglicher protektiver Wirkungsmechanismus wurde 

für Curcumin eine NF-κB Hemmung auf verschiedenen Ebenen diskutiert. Im Folgenden 

wurde die Idee einer lokalen Entzündungs-Hemmung durch anti-inflammatorische Zytokine 

im Knorpel verfolgt. Die Untersuchungen der direkten Wirkungen von rekombinanten IL-10 

auf Knorpelzellen ergaben eine Hemmung TNFα induzierter pro-apoptotischer Wirkungen 

über die Beeinflussung intrinsischer Apoptosewege und eine Stimulation der Kollagen Typ II 

mRNA Expression durch IL-10. Eine Entzündungshemmung über die Suppression der 

Expression pro-inflammatorischer Zytokine durch IL-10 wie für andere Zelltypen 

beschrieben, deutete sich nur für IL-1β und TNFα an. Experimente mit dem IL-10 

Überexpressionsvektor führten zu einem effektiven Überexpressionsmodell für IL-10 in 

Knorpelzellen, in dem die in Experimenten mit rekombinanten IL-10 erzielten Ergebnisse 

weitgehend Bestätigung fanden und keine Minderung des differenzierten chondrozytären 

Phänotyps erkennbar war. 
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