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1 Einleitung

1.1 Das Gelenk und der Gelenkknorpel

Die Gelenke sind die spezifischen Einrichtungen, die die Beweglichkeit und Flexibilitdt des
gesamten muskuloskeletalen Bewegungsapparates ermoglichen. 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 extrazelluliren Knorpelmatrix reversibel
gebunden, um bei Druck-Belastung wieder freigesetzt zu werden. Dadurch wird zuséitzlich
zum Néhrstoffaustausch im Gelenkknorpel ein Informationsflul von unzdhligen bekannten
und noch unbekannten Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und anderen Mediatoren
von der Synovialmembran bis in den subchondralen Knochen hinein ermdéglicht - als wichtige
Voraussetzung fiir den Erhalt der Homdostase im gesunden Gelenk.

Der hyaline Gelenkknorpel, der ohne eine eigene Blutversorgung auskommen muf3, wird {iber
die Synovia sowie vom durchbluteten subchondralen Knochen aus per diffusionem
ausreichend mit Néhrstoffen versorgt. Seine Erndhrung steht jedoch in enger Abhédngigkeit zu
einer intermittierenden Belastung im Gelenk. Als bradytrophes Gewebe ist er optimal an eine
reduzierte Sauerstoffspannung (< 1-10% O;) und limitierte Nahrstoff-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 stdrksten belastete
und durch seine kritische Nihrstoffversorgungssituation und Zellarmut anfélligste
anatomische Struktur im Gelenk. Zusédtzlich benachteiligt den Gelenkknorpel seine duferst
geringe Regenerationsfdhigkeit nach Trauma und Verletzungen.

Der gesunde hyaline Gelenkknorpel kann jedoch gewohnlich den erheblichen
tiaglichen Belastungen, die ein Mehrfaches des eigenen Korpergewichts iibersteigen kdnnen
(Mensch: bis 400 kg/cmz), schadenfrei standhalten (Martinek, 2003). Durch seine enorme
Druckelastizitét, seine Verformbarkeit und reibungslose Gleitfdhigkeit (Viskoelastizitdt) ist er
optimal angepasst an die lebenslangen Beanspruchungen. Im Zusammenwirken mit der
Synovia ermoglicht er einen reibungsfreien Bewegungsspielraum zwischen Gelenkkopf und —
pfanne. Das gesunde Knorpelgewebe enthélt nur einen einzigen Zelltypen, die Knorpelzellen
(Chondrozyten), die in ihrem eigenen Syntheseprodukt, der extrazelluliren Knorpelmatrix

(ECM), in Knorpelzellhohlen (Lakunen) eingemauert sind (Archer und West, 2003). Der



zelluldre Anteil des Knorpels betrigt 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 Synthesekapazitit wieder.
Die ECM ist der eigentliche Funktionstriger im Knorpel und vermittelt seine typischen
Eigenschaften. Wesentliche Bestandteile dieser Matrix sind Kollagene und Proteoglykane
(60% und 25-35% der Trockenmasse). Zweifelsfrei das haufigste und spezifische Kollagen im
Knorpel ist Kollagen Typ II (90-95% der Kollagene im Knorpel gehdren zum Typ II). Unter
den Proteoglykanen ist das groBe aggregierende Proteoglykan Aggrekan funktionell sehr
bedeutsam und gekennzeichnet durch eine extrem hohe Wasserbindungskapazitit (Poole et
al., 2001). Die optimale Funktion des Knorpels ist begriindet in seiner spezifischen
Knorpelmatrixarchitektur, deren pridgender Bestandteil ein arkaden- oder netzartig
strukturiertes Maschenwerk aus kollagenen Fibrillen unterschiedlicher Dicke ist, das durch
die groBen Proteoglykan-Aggregate, die dessen Zwischenriume mit ihrer enormen
Wasserbindungskapazitit unter Spannung halten, zusidtzlich stabilisiert wird. Der
Quellungsdruck, den diese Aggregate durch zahllose sich gegenseitig abstolende negative
Ladungen und ihre starke Wasserbindung erzeugen, wird durch die Rahmenkonstruktion des
Kollagennetzwerkes begrenzt und ist die Grundlage fiir die Viskoelastizitit und damit die
besondere Druckstabilitdt und Widerstandskraft des Knorpels.

In Anpassung an unterschiedliche Belastungen und biomechanische Krifte an der
Knorpeloberfliche und in der Tiefe, sowie an die durch den Diffusionsprozess resultierenden
Néhrstoff- und Sauerstoffgefille, 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, Grofle, Form und Anordnung der Chondrozyten (Poole et al., 2001;
Martinek et al., 2003) (Abb. 1). Die oberflachliche Knorpelzone (Superfizialzone) ist am
diinnsten und enthélt ovale, oberflichenparallel angeordnete Knorpelzellen mit geringerer
metabolischer Aktivitit. Feine Kollagenfibrillen bilden hier in Anpassung an entstehende
Scherkréfte bei Gegeneinanderverschiebung des Gelenkkopfes in der —pfanne horizontale
Bogen. In der oberflachlichen Zone des Knorpels wird zudem ein spezifisches zytoprotektives
Protein gebildet, Lubrizin, das die reibungsfreie Gleitfahigkeit der besonders beanspruchten
Knorpeloberflichen gegeneinander unterstiitzt und ein unkontrolliertes Wachstum der
Synovialzellen inhibiert (Flannery et al., 1999). Die mittlere Knorpelzone (Ubergangszone) ist
gepragt von runden Chondrozyten, eingebettet in einem etwas grober konstruierten

Kollagennetz. In der tiefen Zone sind die Chondrozyten dagegen sdulenartig iibereinander



gestapelt, geschiitzt von einem Netzwerk kréftiger vertikal orientierter Kollagenfibrillen. Eine
kalzifizierende Knorpelmatrix mit tendenziell blasenartigen hypertrophen Knorpelzellen
dominiert die Verkalkungszone, die insbesondere die stabile Verankerung der hier kriftigen
Kollagenfibrillen und damit einen homogenen Ubergang 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.

Abb. 1: Zonale Gliederung
des Gelenkknorpels. Der
hyaline Gelenkknorpel lésst
sich in 4 Zonen einteilen. Die

Tangentialzone

Ubergangszone Dicke der Kollagenfasern
nimmt von den
oberfldachlichen zu den tieferen
Schichten Zu. Die

Tiefe Zone extrazelluldre Matrix

unterscheidet sich auch
innerhalb der Schichten in
ihrer Zusammensetzung, so
dass eine interterritoriale,
territoriale und perizellulére
Matrix unterschieden werden
kann.

Tidemark —
Kalzifizierte Zone

Subchondraler
Knochen

Die Zonengliederung ldsst sich als optimierte Anpassung an definierte biomechanische
Belastungsverhiltnisse im Knorpel verstehen und ist der Garant fiir seine stabile Verbindung
mit dem subchondralen Knochen. Auch innerhalb der Knorpelzonen gibt es Unterschiede in
der Organisation, Reifungszustand und Verteilung von Komponenten der extrazelluldren
Matrix, so dass man eine unmittelbar um die Zelle befindliche perizelluléare, eine die Lakunen
umgebende territoriale und von den Zellen weiter entfernte interterritoriale Matrix abgrenzen
kann. Die einzelnen Chondrozyten sind in einer Kapsel aus spezifischer perizelluldrer Matrix
in sogenannten Chondronen organisiert. Chondrone haben ein umgekehrt Tropfen-formiges
Erscheinungsbild und fungieren als metabolische und biomechanische Funktionseinheiten
(Poole, 1997). Diese Anordnung gewéhrleistet einen zusitzlichen Schutz der Knorpelzellen,
da sich die Matrix bei der stindigen intermittierenden mechanischen Belastung unweigerlich
stetig reversibel verformt. Bei diesen Vorgidngen konnen sich jedoch die gesamten Chondrone
in der Matrix gegeneinander leicht verschieben, so dass die einzelnen Knorpelzellen keinen

Schaden nehmen (Hughes et al., 2005).



Zwischen den Chondrozyten und ihrer spezifischen extrazelluliren Matrix besteht eine
intensive Wechselwirkung, die fiir das Uberleben der Chondrozyten und den Erhalt ihres
differenzierten Phédnotyps eine essentielle Grundvoraussetzung darstellt (Hirsh et al., 1997;
Cao et al., 1999). Wichtige Vermittler im Informations- und Signalflufl 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
Verkniipfungspunkte (focal adhesion sites) mit dem Zytoskelett herstellen sowie bei ihrer
Aktivierung intrazelluldre Signalkaskaden initiieren. Uber Integrin-vermittelte Signalwege
konnen 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 fiir die Erneuerung verbrauchter
Matrix-Komponenten und die Ausbesserung von Mikroldsionen im Knorpel, und damit
essentiell fiir die dauerhafte Integritit 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 konnen verschiedene
Komponenten des ECM spalten. Auf molekularer Ebene bleibt die Steuerung dieser
komplexen Prozesse jedoch noch unklar. Gerit das fein abgestimmte Gleichgewicht zwischen
Matrixsynthese, -deposition, -abbau und —erneuerung aus dem Gefiige, verliert der Knorpel
seine Integritit und Belastbarkeit. Storungen der Knorpelhomdostase durch Trauma, Uber-,
Fehlbelastung oder chronische Entlastung, sowie genetische, stoffwechselbedingte und viele
andere noch unbekannte Faktoren fithren 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 Verstindnis 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 kénnen Knorpelzellen in vitro kultiviert werden. Allerdings ist die Kultur
der Chondrozyten auf zweidimensionalen Oberflichen wie Zellkulturflaschen mit einem

raschen Verlust ihrer spezifischen Differenzierungsmarker verbunden (Benya und Shaffer,



1982; Martin et al., 1999; Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c; Darling und Athanasiou,
2005). Fiir eine Chondrozyten-Langzeitkultur sind deshalb nur dreidimensionale (3D)
Kultursysteme wie z. B. die Pellet-, Massen- oder Alginatkultur sinnvoll (Benya und Shaffer,
1982; Hauselmann et al., 1994, 1996; Lemare et al., 1998; Schulze et al., 2000; Schulze-
Tanzil et al., 2002b, 2004c) oder die Anzucht auf kiinstlichen 3D Biomaterialien (Erggelet et
al., 2007). In der Monolayerkultur verlieren die Chondrozyten ihre Synthesekapazitét fiir 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 Oberflichenrezeptoren, insbesondere der
Integrine als essentielle Zell-Matrixrezeptoren, die eine wesentliche Rolle in der
Knorpelhomoostase spielen (Knudson und Loeser, 2002), verdndert sich in Anpassung an die
modifizierte extrazellulire Knorpelmatrix (Goessler et al., 2005, 2006). Dabei nehmen
dedifferenzierende Chondrozyten einen Fibroblasten-dhnlichen mesenchymalen Phénotyp ein
(Schnabel et al., 2002).

In zuriickliegenden Arbeiten wurde gezeigt, dass dedifferenzierte Chondrozyten in 3D
Knorpelkulturen wie der Alginat- und Massenkultur redifferenziert werden konnen
(Bonaventure et al., 1994; Héuselmann et al., 1994, Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c;
Haisch et al., 2006). Nach langerer Zeit werden diese Verdnderungen jedoch irreversibel
(Benya und Shaffer, 1982; Héuselmann et al., 1994; Lemare et al., 1998; Schulze-Tanzil et
al., 2002b, 2004c).

1.2 Gelenkknorpelverletzungen, Knorpelzelltransplantationen, sekundiire Arthrose

Vor allem im Hinblick auf die Nutzung in vitro kultivierter Chondrozyten fiir die Heilung von
therapiebediirftigen traumatisch entstandenen Knorpeldefekten als ,,Autologe Chondrozyten
Implantation (ACI)* stellt die Dedifferenzierung von Chondrozyten in der Kultur ein groBes
Problem dar. Da die Heilungsfihigkeit des Gelenkknorpels &uBerst begrenzt ist (Cucciarini
und Madry, 2005), werden groBere und tiefere unbehandelte Gelenkknorpeldefekte meist
durch ein faserknorpelartiges Ersatzgewebe ausgefiillt, das den dauerhaften
Gelenkbelastungen langfristig jedoch nicht gewachsen ist. Unter Belastung abgerieben, wird
es zum Ausgangspunkt fiir eine sogenannte post-traumatische Arthrose. 1994 und 1999 haben
Brittberg und Kollegen vielversprechende Langzeitergebnisse zur ACI an einem groBeren
Patientenkollektiv als Mdglichkeit zur Verbesserung der Knorpeldefektheilung verdffentlicht
und damit zahlreiche weitere Untersuchungen und ein zunehmendes klinisches Interesse an

dieser Methode ausgelost. Fiir eine ACI wird dem Patienten arthroskopisch eine



Knorpelbiopsie aus einem nicht belasteten Gelenkareal entnommen, die in vitro isolierten
autologen Chondrozyten anschlieend 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
vollstindigen Dedifferenzierung gelingt. Bei ihrer Proliferation im Monolayer
dedifferenzierte Chondrozyten sind fiir eine Defektheilung nicht mehr geeignet. Um den
differenzierten Phanotyp der Chondrozyten zu erhalten — oder dedifferenzierte Chondrozyten
zu redifferenzieren — kommen vor allem 3D Knorpelzell-Biomaterialkonstrukte experimentell
zur Anwendung, da sie die natiirlichen Bedingungen der Knorpelzellen, ndmlich den 3D
Zellkontakt zur extrazelluliren Matrix eher ermdglichen als eine Monolayerkultur. Dafiir
werden Chondrozyten auf verschiedene biodegradierbare kiinstliche Matrices ,,Scaffolds®
eingesét oder in Hydrogele suspendiert, gegebenenfalls kombiniert mit einer Stimulation mit
Wachstumsfaktoren, um den differenzierten Phénotyp 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).

A ,\31'5 Biostimulation
@ Gentransfer

. . Wt 3708 " Chondrozyten
41N vitro : im PGA-Konstrukt

Implantation

thon;i‘rozyten
GA- trukt,
of blau

MACI: 3D Konstrukt

Abb. 2: Prinzip der ACI und MACI. A: Fiir die Therapie traumatisch entstandener Gelenkknorpeldefekte
finden Autologe Chondrozyten Implantationen Anwendung. Autologe Chondrozyten werden hierfiir 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 Trdgermaterialien und Biostimulation der Chondrozyten mit
rekombinanten Wachstumsfaktoren, anti-inflammatorischen Zytokinen oder Transfer entsprechender
Transgene konnte die Neusynthese der extrazelluldren Matrix in der 3D Kultur gefordert werden. B, C:
Chondrozyten auf einem PGA (Poly-glycolic acid) Scaffold. C: Alcianblaufirbung zur Darstellung von
Proteoglykanen



10

Trotz vielversprechender Ergebnisse zu Beginn, fiihrte keine der bisher erprobten Techniken
zu befriedigenden Langzeitergebnissen fiir die Knorpeldefektbehandlung (Nesic et al., 2006).

Deshalb nimmt die Erforschung und Optimierung neuer Biomaterialien fiir 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 voriibergehenden lokalen
Entziindungsreaktion 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 Matrixbruchstiicke wie z. B. Fibronektinfragmente freigesetzt, die zur
Induktion pro-inflammatorischer Zytokine fiihren (Yasuda, 2006). Diese stéren die
Homoostase des Knorpels, die geprigt 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
Ubergewicht entziindlicher und kataboler Faktoren werden weitere Chondrozyten und
Synovialzellen aktiviert und setzen ihrerseits vermehrt pro-inflammatorische Zytokine und
Mediatoren frei, die den Entziindungsprozess dauerhaft unterhalten konnen (Blanco, 1999; Ge
et al., 2006: s. Abb. 3B). Diese verstirkte post-traumatische Entziindungsreaktion kann zu
einer sekundidren Arthrose fiihren. Eine vermehrte Chondrozytenapoptose scheint eine
besondere Bedeutung in der Pathogenese der post-traumatischen Arthrose zu haben, denn
nach einem Knorpeltrauma wird eine erhohte Apoptoserate von Chondrozyten beobachtet

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

A Knorpelhomd&ostase B Knorpeltrauma  Posttraumatische
Entziindung
... anabole katabole Zytokine
Wachstumsfaktoren IL-1B

IGF-l, BMPs TNFa.

de novo Synthese Synthese
Aggrekan
Kollagen Typ I
Typ IX.... post-traumatische

Arthrose

Abb. 3A-B: Knorpelhomdostase und Knorpeltrauma. A: Die Homoostase im Gelenkknorpel beruht auf einem
ausgewogenen Wechselspiel zwischen anabolen und katabolen Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Mediatoren
(modifiziert nach Aigner und Stéve, 2003). B: Stressfaktoren wie ein Knorpeltrauma induzieren direkt und indirekt
katabole Mediatoren, die zu einer Zerstorung der Knorpelmatrix und einer post-traumatischen Arthrose fiithren
konnen (Vrahas et al., 2004; Burrage et al., 2006; Ge et al., 2006).
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In diese post-traumatische Entziindungsreaktion mit Induktion von entziindlichen Zytokinen
im Knorpel konnte aulerdem 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-1f3, TNFa 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 auslésen (Fernandes et al., 2002). Diese pro-inflammatorischen Zytokine werden mit
der Synovialfliissigkeit im Gelenk verteilt und induzieren dann eine Kaskade von katabolen
und entziindlichen Mediatoren, die zu dem typischen Krankheitsbild der Arthrose, verbunden
mit Entziindung, Schmerz und der irreversiblen Knorpeldestruktion fiihren (Chikanza und
Fernandes, 2000). Vermittelt durch IL-13 und TNFa werden weitere pro-inflammatorische
Regulatoren, ndmlich Zytokine, Chemokine und andere Mediatoren wie Stickstoffmonoxid
(Nitric Oxide, NO) oder die Cyclo Oxygenase(COX)-2 freigesetzt. Wichtige durch TNFa und
IL-1B regulierte katabole Faktoren sind aber auch die MMPs (Hedbom und H&uselmann,
2002). Diese Enzyme bilden eine Familie von Zink-abhingigen Endopeptidasen, die
Komponenten der ECM, wie z. B. Kollagen Typ II, gezielt abbauen. Sie sind somit fiir die
Zerstorung des Knorpels mafBgeblich 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 konnen, im Knorpel nachgewiesen (Hedbom und Hauselmann,
2002; Aigner und Stove, 2003).

Die verminderte Expression der Tissue Inhibitors of MetalloProteinases [TIMPs] als
natiirliche, lokale MMP-Inhibitoren, vornehmlich supprimiert durch IL-1p, fiihrt zu einem
Ungleichgewicht zwischen neu synthetisierten MMPs und TIMPs und damit einem
gesteigerten Abbau der extrazelluldren Knorpelmatrix und aufgrund der anti-apoptotischen
Eigenschaften der TIMPs, zu einem vermehrten Riickgang vitaler Chondrozyten (Mannello
und Gazzanelli, 2001; Aida et al., 2005).

Zusétzlich  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 fiir die Funktion des

Knorpels, seine Homoostase, Differenzierung und schlieBlich das Uberleben der
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Knorpelzellen von auBBerordentlicher Bedeutung sind (Cho et al., 2003; Schulze-Tanzil et al.,
2004a,d).

Die durch TNFa induzierte Apoptose teilt man iiblicherweise in einen Todesrezeptor
abhingigen (extrinsischen), z. B. iliber den TNFRI vermittelten, und einen Rezeptor

unabhingigen (mitochondrialen, intrinsischen) Signaltransduktionsweg ein (Abb. 4).

Abb. 4: TNFa-induzierte extrinsische und
intrinsische ~ Apoptosewege. Der  extrinsische
Apoptoseweg beginnt mit einer Bindung von TNFa an
den TNFR1 und fiihrt {iber eine Aktivierungskaskade
der Caspasen-8, -3 und -7 zum Tod der Zelle. Die
intrinsisch vermittelte Apoptose entsteht aus einer
Dysregulation Mitochondrien assoziierter Proteine wie
aspase-Q. .Caspase-B’ u. a. Bflx und Bcl-2, we}che in e:ine C"ytochrorI} C
\ Ausschiittung aus den Mitochondrien miindet. Diese
ist gefolgt von einer Caspase-Kaskade iiber die
Caspasen-9, -3 und -7.

Cytochrom C

‘ 000

Apoptosé'

Durch ein genaueres Verstandnis der molekularen Abldufe in der Arthrosepathogenese hofft
man auf neue innovative Ansatzpunkte fiir ihre Therapie. Derzeit mufl die Arthrose noch
immer als unheilbare Krankheit betrachtet werden, die eine lebenslange Therapie erfordert. In
der Hoffnung auf eine bessere und langfristige Vertrdglichkeit wurden mittlerweile
verschiedene Phytopharmaka auf ihre Wirksamkeit in der Arthrosetherapie gepriift und sind
in den Mittelpunkt des Interesses geriickt (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 geprigt ist (Blanco, 1999), konnte sich eine verstirkte
Expression knorpeleigener immunregulatorischer Faktoren oder Zytokine vorteilhaft im

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

1.3 Interleukin-10

Im Knorpel konnten bisher die immunregulatorischen, anti-inflammatorischen Zytokine 1L-4,
IL-10 und IL-13 nachgewiesen werden (Cawston et al., 1996, Tanabe et al., 1996; Moos et
al., 1999; lannone et al., 2001; Fernandes et al., 2002; Schuerwegh et al., 2003). Fiir 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
Korper bekannt. IL-10 tritt im osteoarthritischen Knorpel in erhdhter Konzentration auf

(Iannone et al., 2001; Fernandes et al., 2002). Die Frage nach einer moglichen 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-prdsentierenden Zellen als Hauptziel von IL-10,
sondern auch Bindegewebszellen wie Fibroblasten und Chondrozyten kénnen es produzieren
und sind fiir IL-10 sensibel (Reitamo et al., 1994; lannone 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 Gelenkentziindungen
aufzeigen konnen (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 Unterdriickung 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 dhnliche 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 iiber 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
interzellulare Zelladhdsionsmolekiil-I (ICAM-I) und den Major Histocompatibility Complex-
IT zu regulieren (Legendre et al., 2003; Donnelly et al., 2004; Zdanow, 2004).

Verschiedene Untersuchungen in anderen Zelltypen haben gezeigt, dass IL-10 die
Signaliibertragung 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 gegensitzliche Effekte, eine STAT-1 Aktivierung kann Apoptose, eine
STAT-3 Aktivierung Zellproliferation induzieren (Stephanou und Latchman, 2005). Dies
konnte eine Erkldarung fiir Zelltyp-abhéngige 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 fiihrt und gleichzeitig die TNFa Expression hemmt. In diesem
Sinne zeigten Chappell und Kollegen (2000), dass STAT-3 desweiteren regulatorisch auf die
TNFa Expression wirken kann als Hinweis auf einen moglichen Antagonismus zwischen

TNFo und IL-10.
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Abhidngig 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-1f3
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 aufgeklart. 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 Uberexpression in Thymozyten
nachweisen. Bcl-2 spielt eine wesentliche Rolle fiir den Erhalt des Uberlebens der
Chondrozyten (Feng et al., 1998). AuBBerdem 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 TNFa-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 gegeniiber den Effekten einer IL-
1B Stimulation, denn sowohl der Zelltod wie auch die MMP-3 und NOS-2 Induktion wurde
durch IL-10 herabgesetzt, feststellen. Diese Ergebnisse werden unterstiitzt von einer
Untersuchung von Fernindez und Kollegen (2003). Sie fanden heraus, dass die
Haemoxygenase, ein offenbar protektives Enzym, durch pro-inflammatorische Zytokine wie
IL-1B, IL-17 und TNFa herabreguliert wurde, aber durch IL-10 in Chondrozyten induziert
werden konnte (Fernandez et al., 2003). Van Roon und Kollegen (1996) berichteten, dass IL-
10 direkt die Proteoglykansynthese im Knorpel stimuliert. Das Wissen iiber die durch STAT-
1 und -3 in Chondrozyten induzierte Signaliibertragung 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
Uberlebensfaktor in verschiedenen Zelltypen (Haura et al., 2005).

Im Falle einer anti-inflammatorischen und -apoptotischen Wirkung von IL-10 oder einer
antagonistischen Wirkung gegeniiber pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFa, wére IL-

10 interessant fiir 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 Uberexpression direkt in
Chondrozyten, die in einen Knorpeldefekt transplantiert werden, konnte aber eine streng
lokalisierte Quelle fiir kontinuierliche Zytokinkonzentrationen im Knorpeldefekt unter
besserer Vermeidung systemischer, immunsuppressiver Nebeneffekte darstellen. Es gibt
verschiedene gentherapeutische Ansétze 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
fiir die Behandlung von Gelenkentziindungen unter Verwendung einer IL-10 Uberexpression
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, flihrte zur stabilen
Transgenexpression flir 14 Tage und zur deutlichen Hemmung des Knorpelabbaus (Zhang et
al., 2004). Eine Applikation eines Vektors in die Gelenkhohle erfordert hohe
Vektorkonzentrationen und kann jedoch nur zur Transfektion der Zellen der
Synovialmembran filhren, da die dichte Knorpelmatrix fiir die meisten Vektoren
undurchdringlich ist und somit die Knorpelzellen nicht erreicht werden konnen. Lediglich
tiber die Verwendung von Adeno-assoziierten Viren als Vektoren konnte eine in Vvivo
Transfektion von Knorpelzellen im Gelenk erreicht werden (Madry et al., 2003).

Es gibt derzeit noch keine verdffentlichten Ergebnisse zu einer Uberexpression von humanen
IL-10 in Chondrozyten. Studien mit einem Arthritismodell in einer IL-10 Knock out Maus
bestdtigen 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 Antikorpern ins Gelenk vermuten, dass die Gentherapie mit einer IL-10
Uberexpression eine niitzliche Strategie in der Behandlung von Gelenkentziindungen sein
konnte (Lechman et al., 1999, 2003; Neumann et al., 2002; Van de Loo und Van den Berg,
2002; Trachsel et al., 2007).



16

2 Zielstellung

Der Fokus meiner Forschung der letzten Jahre bezog sich auf die Analyse von
Zusammenhédngen bei der De- und Redifferenzierung von Chondrozyten in 3D Kulturen zur
Optimierung der Chondrozytenkultur fiir die Vorbereitung von Knorpelzelltransplantationen
(Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004¢; Haisch et al., 2006). Besonderen Stellenwert hatte dabei
die Bedeutung der Integrin vermittelten Zellmatrix-Interaktion, die eine essentielle Rolle fiir
das Uberleben der Chondrozyten und ihren differenzierten Phinotyp spielt (Schulze-Tanzil et
al., 2001; Shakibaei et al., 2001). Im Folgenden riickten 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-xB Hemmung
wurde als potentieller Schliisselwirkungsmechanismus in Betracht gezogen (Schulze-Tanzil et
al., 2002a, 2004a,d; Shakibaei et al., 2005a, 2007). Das Ziel gegenwirtiger
Forschungsarbeiten richtet sich auf ein besseres Verstdndnis 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 gestorten Immunregulation im Gelenk als Ausloser fiir Gelenkentziindung und post-
traumatische Arthrose. Die Beeinflussung dieser fehlgeleiteten Immunreaktion kdnnte als
therapeutischer Ansatzpunkt in Frage kommen. Da IL-10 in anderen Zelltypen ein
wirkungsvolles anti-inflammatorisches und immunregulatorisches Zytokin ist, wurde es fiir
die Untersuchungen ausgewihlt und seine direkte Wirkung auf Knorpelzellen sowie seine
Wechselwirkung mit TNFa in diesem Zelltyp genauer studiert (John et al., 2007b; Miiller et
al., 2008a,b). TNFa ist bekannt, die typischen katabolen Effekte im Knorpel, die bei
Gelenkentziindungen beobachtet werden, herbeizufiihren: die Suppression der Synthese
spezifischer Knorpelmatrixkomponenten, den Matrixabbau, die Freisetzung von
Entziindungsmediatoren und Apoptose. Die Fragestellung zur Wirkung des Zytokins IL-10 im
Knorpel wurde schlieBlich mit der Idee einer anti-inflammatorischen Gentherapie direkt in
Knorpelzellen verkniipft und hierzu zunédchst deren Transduzierbarkeit in Abhéngigkeit von
den Kulturbedingungen (Oberholzer et al., 2007) und dann der Effekt hoher IL-10
Konzentrationen, die durch eine IL-10 Uberexpression in Knorpelzellen entstehen kdnnen,

studiert (Miiller 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 iiber 8 Passagen in der Monolayerkultur vermehrt und dann zur
Redifferenzierung in ein 3D Kultursystem (Alginat- oder Massenkultur) iiberfithrt. Wahrend
der in vitro Proliferation in der Monolayerkultur dedifferenzierten die Chondrozyten schnell.
Dedifferenzierende Chondrozyten verloren ihren Chondrozyten-typischen rundlichen
Phanotyp, zeigten eine Fibroblasten-dhnliche Morphologie, proliferierten rasch und biifiten 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
frilhen Dedifferenzierung konnten bereits in der ersten Monolayerpassage beobachtet werden
— ihr AusmaB} unterschied sich in Abhéngigkeit von der Spenderspezies der Knorpelzellen
(Schulze-Tanzil et al., 2008). Es zeigte sich auBerdem, dass die starke Proliferation von
Chondrozyten in der Monolayerkultur zum irreversiblen Verlust des chondrogenen Potentials
nach der vierten Passage fiihrte, denn die humanen Chondrozyten redifferenzierten nicht mehr
nach Uberfiihrung in beide 3D Kultursysteme (Schulze-Tanzil et al., 2002b, 2004c; Haisch et
al., 2000).

Diese irreversible Dedifferenzierung der Chondrozyten in der Monolayerkultur war begleitet
von einer verringerten Expression von a3-Integrinen und Komponenten des MAPKinase
Signalweges wie des Adaptorproteins Src Homology Collagen (SHC), der Extracellular signal
Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) und einer erhohten Apoptoserate der Zellen, erkennbar an
einer verstirkten Aktivierung der Effektor-Caspase-3 und morphologischen Apoptosezeichen
(Schulze-Tanzil et al., 2004c). Eine andere Arbeit, die die essentielle Rolle der MAPKinase
Kaskade fiir den differenzierten Phinotyp von Chondrozyten analysierte, zeigte, dass eine
Hemmung des MAPKinase Signalweges durch Inhibition der ERK1/2 Kinase direkt zur
Chondrozytenapoptose fiihrt (Shakibaei et al., 2001). Eine ausfiihrliche Recherche der
Fachliteratur ergab ebenso Hinweise, dass die Chondrozytenapoptose durch einen Verlust von
Uberlebenssignalen insbesondere aus der spezifischen extrazelluliren Knorpelmatrix
herbeigefiihrt werden kann und die Interaktion zwischen Zelle und Matrix via
Integrinrezeptoren hier eine zentrale Rolle im Zelliiberleben zu spielen scheint (Goggs et al.,

2003).
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3.2 Integrine kooperieren mit Zelloberflichenrezeptoren und katabolen Mediatoren

Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Pl-Integrine nicht nur als typische Zell-
Matrixrezeptoren mit spezifischen Matrixkomponenten im Knorpel interagieren sondern auch
mit MMPs (MMP-1, -3 und -9) in der extrazelluldren Matrix ko-lokalisieren und kooperieren
(Schulze-Tanzil et al., 2001) und so wahrscheinlich auch in katabole Vorgédnge im Knorpel
involviert sind sowie aktiv am Remodelling der Matrix teilnehmen konnten.

Eine weitere Arbeit sollte die Beziehung des in Knorpelzellen bislang noch nicht
nachgewiesenen VEGFR3 (Flt-4) zu Bl-Integrinen und dem pro-inflammatorischen Zytokin
IL-1pB darstellen. Verschiedene Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-Rezeptoren und
VEGF-Isoformen konnten von anderen Arbeitsgruppen bereits mit Gelenkentziindungen in
Zusammenhang gebracht werden (Murata et al.,, 2008). Hierbei konnte mit
immunmorphologischen Methoden eine Ko-Lokalisation und Interaktion von VEGFR3 mit
B1-Integrinen und eine Induktion durch IL-1fB beobachtet werden (Shakibaei et al., 2003). Die
mit IL-1B behandelten Chondrozyten zeigten auflerdem eine verstirkte Expression des
Urokinase Plasminogen Activator Receptors (UPAR), einem ebenso mit der Pathogenese von
Gelenkentziindungen in Beziehung zu betrachtenden Rezeptor. uPAR war im
osteoarthritischen Knorpel in groBerer Menge als im gesunden Knorpel nachweisbar.
AuBerdem war eine Ko-Lokalisation zwischen uPAR und MMP-9 in Chondrozyten, die mit

IL-1p stimuliert wurden, zu beobachten (Schwab et al., 2004).

Eigene Publikation:
(P5) Schulze-Tanzil G, de Souza P, Merker H-J, Shakibaei M (2001). Co-localization of
integrins and matrix metalloproteinases in the extracellular matrix of chondrocyte cultures.

Histol Histopathol 16: 1081-9.



20

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. Zunichst wurden Extraktkomponenten des anti-rheumatisch
wirksamen Brennesselblétterextraktes (Urtica dioica/Urtica urens) in ihrer Wirkung auf
Chondrozyten gepriift, namlich Hox alpha und die Monosubstanz 13-HOTrE (13-
Hydroxyoktadecatrienic acid). Dabei zeigten die Analysen, dass beide Extraktkomponenten
die durch 100 ng/mL IL-1p induzierte Expression von aktiven MMP-1, -3 und -9 nach 24 h in
Chondrozytenkulturen inhibieren konnten (Schulze-Tanzil et al., 2002a).

Untersuchungen zum anti-theumatischen Effekt zweier Aufbereitungen des Extraktes
(Jucurba® und Jucurba forte®) der afrikanischen Teufelskralle (Harpagophytum
procumbens DC) schlossen sich an. Jucurba forte® fiihrte zu einer deutlich stirkeren
Hemmung der durch IL-1f induzierten Synthese von MMPs (MMP-1, -3 und -9) (Schulze-
Tanzil et al., 2004a). Schlie8lich wurde die anti-inflammatorische Wirkung von Curcumin,
einer Hauptkomponente des Curry-Gewiirzes analysiert (Schulze-Tanzil et al., 2004d;
Shakibaei et al., 2007). Humane Chondrozytenkulturen wurden mit dem pro-
inflammatorischen Zytokin IL-1B oder TNFa vorstimuliert, um die inflammatorischen
Bedingungen einer bestehenden Gelenkentziindung und nachfolgende Therapien anzudeuten
und dann gleichzeitig mit 10 ng/mL IL-1p oder TNFo und Curcumin behandelt. IL-13
bewirkte in den Chondrozytenkulturen eine Hemmung der Expression von
knorpelspezifischen Kollagen Typ II und den Zell-Matrix Rezeptoren (B1-Integrinen), eine
verstiarkte 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 Verstindnis des Wirkungsmechanismus von Curcumin in Chondrozyten
wurde der Einfluss von Curcumin auf eine durch IL-1p induzierte NF-kB Aktivierung
untersucht. Erste Untersuchungen ergaben eine Hemmung der Translokation von NF-«B in
den Zellkern der Chondrozyten bei gleichzeitiger Behandlung dieser mit 10 ng/mL IL-1f und
Curcumin (Schulze-Tanzil et al., 2004d). Dieser Mechanismus wurde in einer spateren Arbeit
genauer analysiert (Shakibaei et al., 2007). Es konnte dargestellt werden, dass Curcumin einer
durch IL-1B oder TNFa induzierten Aktivierung von NF-kB entgegenwirken kann, indem es

die fir den Aktivierungsprozess notwendige IkBa Phosphorylierung und die spétere
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Degradation dieser inhibitorischen Komponente des NF-kB Komplexes hemmt sowie auch
die Phosphorylierung der p65 Untereinheit und die spétere Translokation des
phosphorylierten p65 in den Zellkern als Basis fiir eine Beeinflussung der Genexpression
durch NF-kB behinderte (Shakibaei et al., 2007).

Eine Zusammenfassung der Fachliteratur zeigte, dass NF-kB eine zentrale Rolle in der durch
TNFa vermittelten Signaliibertragung und Apoptose durch Aktivierung verschiedener
intrinsischer Signalwege spielt, allerdings auch in Signalwege, die das Zelliiberleben

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 Entziindungshemmung durch eine direkte Inhibition pro-inflammatorischer
Signalwege konnte die Nutzung der Wirkung anti-inflammatorischer und damit indirekt
anaboler Zytokine bei Gelenkentziindungen Vorteile bringen. Uber 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 TNFa (John et al., 2007b), die sich auf Proteinebene bestitigen
lieB, 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 hohere 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 fiir die Bindung anderer Zytokine der IL-10 Familie genutzt - war auch
auf Proteinebene exprimiert. Auch andere Rezeptorketten fiir weitere Zytokine der IL-10
Familie (IL-20R1, IL-22R1, IL-28R1, IL-20R2, IFNaR1, IFNaR2c) waren in Knorpelzellen
exprimiert (Wolk et al., 2008).

In Chondrozytenkulturen, die unter serumarmen Bedingungen kultiviert wurden, wurden
wichtige Caspaseaktivititen bestimmt. Die Behandlung mit TNFa fiir 48 h bewirkte eine
Zunahme aller untersuchten Caspaseaktivitidten. Eine IL-10-Behandlung hatte dagegen im
Vergleich zu den Kontrollen keine erkennbare Wirkung auf die Caspaseaktivitidten. Die Ko-
Stimulation mit IL-10 und TNFa lieB eine Hemmung der durch TNFoa induzierten
Caspaseaktivitidten erkennen. Die Analyse der Expression mitochondrialer regulatorischer
Proteine ergab, dass IL-10 durch TNFa induzierte intrinsische Apoptosewege in
Chondrozyten offensichtlich inhibitorisch beeinflussen kann (John et al., 2007b).

Als Vorarbeiten fiir geplante Experimente mit einem IL-10 Uberexpressionsvektor in
Chondrozyten wurde die adenovirale Transduktion mit Hilfe eines adenoviralen EGFP
Uberexpressionsvektors 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 Abhidngigkeit der Transduktionseffizienz von den Kaultivierungsbedingungen der
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Chondrozyten: Chondrozyten, die aus einer Langzeitalginatkultur ausgewandert waren,
wiesen eine deutlich héhere Transduktionseffizienz und Proliferationrate gegeniiber solchen,
die nach der Isolierung nur fiir kurze Zeit in einer Monolayerkultur fiir die Transduktion
angezilichtet wurden, auf (Oberholzer et al., 2007). Im Hinblick auf einen gentherapeutischen
Einsatz transduzierter Chondrozyten fiir eine ACI wurde die Transgenexpression in 3D
Chondrozytenkulturen weiteruntersucht. Chondrozyten wurden mit einem EGFP-Vektor
transduziert und dann in eine 3D-Kultur iiberfiihrt und fiir 4 Wochen weiterkultiviert. Es war
eine EGFP Expression iiber vier Wochen durchflusszytometrisch nachweisbar, die aber
deutlich sank. Der Vergleich der Transduktionseffizienz und des Expressionsverlaufes
zwischen Alginat- und Monolayerkultur ergab zunichst eine hohere Expressionsrate in der
Monolayerkultur (bis zum 4. Tag). Ab dem 7. Tag zeigten die Chondrozyten in der
Alginatkultur jedoch signifikant hohere Expressionsraten (Miiller et al., 2008a).

Die mit dem EGFP Vektor erzielten Ergebnisse wurden fiir Folgeexperimente mit einem IL-
10 Uberexpressionsvektor genutzt. Es konnte eine sehr effektive adenovirale Uberexpression
von humanen IL-10 in Gelenkchondrozyten erreicht werden. Die mRNA Analysen ergaben
bei einer Post-Stimulation der IL-10 transduzierten mit TNFa eine weitere Erhohung der IL-
10 Expression. Die IL-10 Uberexpression beeintriichtigte jedoch nicht die Ultrastruktur der
Chondrozyten und war iiber mehrere Wochen in 3D Kulturen nachweisbar. Die IL-10
Uberexpression hatte keine suppressive Wirkung auf die Synthese wichtiger Bestandteile der
Knorpelmatrix und Integrine (Miiller et al., 2008a).

Zur Analyse der Wirkungen von rekombinanten IL-10 und TNFa auf humane Chondrozyten
wurden Chondrozytenkulturen mit TNFa, IL-10 oder TNFa und IL-10 stimuliert und dann die
mRNA Expression fiir Hauptmatrixproteine wie Kollagen Typ II und Aggrekan bestimmt. IL-
10 hatte einen signifikant stimulatorischen Einfluss auf die Kollagen Typ II mRNA
Expression in Chondrozyten, wihrend TNFa seine Expression hemmte (John et al., 2007b;
Miiller et al., 2008b). Der suppressive Effekt von TNFa auf die Kollagen Typ II mRNA
Expression konnte jedoch nur Spender-abhéngig durch rekombinantes IL-10 sowie eine IL-10
Uberexpression beeinflusst werden (John et al., 2007b; Miiller et al., 2008b). Die durch TNFa.
induzierte Hemmung der Aggrekan Expression wurde durch eine IL-10 Uberexpression
signifikant antagonisiert. Als Hinweis auf eine mogliche 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 TNFa-Stimulation fiihrte dagegen zu einer sehr starken
Induktion beider MMPs. Die kombinierte Behandlung der Zellen mit TNFa und IL-10 konnte
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hier einen Antagonismus zwischen der Wirkung beider Zytokine im Hinblick auf die MMP-
13 Expression aufzeigen. SchlieBlich wurde die Wirkung von TNFa und IL-10 auf die
Induktion wichtiger Zytokine, die im Arthrosegesschehen eine Rolle spielen, analysiert.
TNFa induzierte signifikant alle untersuchten Zytokine (TNFa, IL-1f, IL-10, IL-6). IL-10
und die IL-10 Uberexpression regulierte zwar TNFo signifikant, allerdings in deutlich
geringerem Ausmall als TNFa seine eigene Expression induzierte. Im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle hatte IL-10 oder die IL-10 Uberexpression keine Wirkung auf die
untersuchten Zytokine. Die Stimulation der Chondrozyten mit IL-10 in Kombination mit
TNFa zeigte fir die IL-10 und IL-6 Expression keine signifikanten Unterschiede zur
Behandlung mit TNFa allein. Beziiglich der IL-1f Induktion war eine leichte nicht
signifikante  inhibitorische = Wechselwirkung zwischen rekombinanten IL-10 oder

tiberexprimierten IL-10 und TNFa erkennbar (John et al., 2007b, Miiller et al., 2008b).
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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 fiir 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;
Héauselmann et al., 1994). Die in vitro Knorpelzellbiologic und friihe Anzeichen einer
Dedifferenzierung sind Spezies-abhdngig und unterscheiden sich somit zwischen
Chondrozyten von Mensch und GrofBtier (Schulze-Tanzil et al., 2008). Die Arbeiten lassen
tibereinstimmend den Schlul zu, dass der differenzierte Phénotyp der menschlichen
Chondrozyten nach der 4. Passage im Monolayer irreversibel verloren geht, denn
Redifferenzierungsversuche von Chondrozyten spiterer Passagen blieben in den 3D Kulturen
erfolglos. Diese Beobachtung einer irreversiblen Dedifferenzierung bestdtigt Untersuchungen
von Martin et al., (1999). Man konnte also Chondrozyten fiir eine ACI nur iiber 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 fiir die Besiedlung mit Chondrozyten zum Knorpelersatz
aufgrund unglinstiger Formbarkeit, -stabilitdt und Biodegradation nicht geeignet (Metters et
al., 1999; Haisch et al., 2000). Chondrozyten konnen aber sehr leicht fiir 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 fiir die Anzucht von Chondrozyten im Hinblick auf eine MACI. Fiir den Erhalt
des chondrogenen Potentials der dedifferenzierten Chondrozyten und das Zelliiberleben
scheint dariiber hinaus der MAPKinase Sinalweg von grofler 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., 2004¢) und die direkte Hemmung des Signalweges fiihrte zur Apoptose (Shakibaei et
al., 2001). Auf den besonderen Stellenwert des MAPKinase Weges fiir das Uberleben und den
Differenzierungsgrad der Chondrozyten wird von verschiedenen anderen Autoren
hingewiesen (Kim et al., 2002; Yoon et al., 2002). Als Ausgangspunkt fiir die Inhibition

dieses Signalweges ist eine stark reduzierte Interaktion zwischen Chondrozyten und ihren
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spezifischen Matrixkomponenten via Integrinrezeptoren, die bekanntermallen diesen
Signalweg aktivieren, denkbar (Shakibaei et al., 2001; Goggs et al., 2003). Diese Hypothese
stiitzen neben den eigenen Arbeiten die anderer Arbeitsgruppen, die belegen, dass eine
Hemmung von B1-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 pl-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 B1-Integrine
die Expression pro-inflammatorischer Zytokine regulieren konnen. Im gleichen
Zusammenhang mufl man die Ergebnisse einer weiteren Arbeit betrachten, die belegt, dass
zwischen B1-Integrinen und verschiedenen MMPs (MMP-1, -3 und -9) eine Ko-Lokalisation
besteht und auch entsprechend der Ergebnisse von Ko-Immunprizipitations-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 extrazelluldren Knorpelmatrix angenommen werden. Eine solche Wechselbeziehung ist in
anderen Zellsystemen bereits genauer untersucht worden (Werb et al., 1989).

Zwischen B1-Integrinen und dem VEGFR3 konnte eine dhnliche regulatorische Interaktion
beobachtet werden (Shakibaei et al., 2003). Die Rolle des VEGFR3 ist bislang im Knorpel
noch nicht untersucht worden. Seine Nachweisbarkeit beschrinkte sich jedoch auf
oberfldchliche Zonen arthrotisch verdnderten Knorpels als Hinweis auf eine mogliche
Beteiligung im Entziindungsgeschehen der aktiven Arthrose. Der Rezeptor ko-lokalisierte und
interagierte funktionell mit Pl-Integrinen und war zudem durch pro-inflammatorische
Zytokine wie IL-1P reguliert, was eine Bedeutung bei katabolen Prozessen im Knorpel
vermuten l46t. Ein anderer Zelloberflachen-Rezeptor, uPAR, der als Teil des Serin Proteinase
Systems ebenfalls im Zusammenhang mit Gelenkentziindungen gesehen werden kann, zeigte
eine Ko-Lokalisation mit MMP-9 auf der Chondrozytenoberfliche und war in gleicher Weise
durch IL-1B reguliert (Schwab et al.,, 2004). Integrine sind zentrale Komponenten
multifunktioneller Zell-Matrix-Adhédsionskomplexe. Neben den Integrinen umfassen diese

wahrscheinlich eine Vielzahl bekannter und noch unbekannter Komponenten mit
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mannigfaltigen Funktionen in der Knorpelhomoostase. Die weitere Analyse der Rolle von
Integrinen im Knorpel bedarf also einer duBerst differenzierten und vielschichtigen

Betrachtung.

4.3 Beeinflussung Zytokin-induzierter Effekte durch Phytopharmaka

Folgende Abeiten beschéftigten sich mit den Wirkungen klassischer pro-inflammatorischer
Zytokine wie IL-1B und TNFa in Knorpelzellen und ihrer Hemmung durch verschiedene
Phytopharmaka. IL-1 und TNFa 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 Brennesselblitterextrakt Hox alpha, der Extrakt der Afrikanischen
Teufelskralle Jucurba und Curcumin, eine Komponente des indischen Curry-Gewiirzes
hemmten die durch Zytokine induzierten katabolen Wirkungen in Knorpelzellkulturen
(Schulze-Tanzil et al., 2002a, 2004a,d; Shakibaei et al., 2005a, 2007). Ein mdglicher
Wirkungsmechanismus konnte u. a. auf einer Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-kB
beruhen. In der Literatur sind andere Phytopharmaka beschrieben, die vergleichbar
entziindungshemmende Effekte in Knorpelzellkulturen aufweisen (Ahmed et al., 2002;
Garbacki et al., 2002; Singh et al., 2002, 2003). Weitere Mechanismen dieser natiirlichen
Wirkstoffe, die im Rahmen dieser Studien noch nicht untersucht wurden, miissen vermutet
werden. So gibt es Hinweise, dass Curcumin auch die Komplementaktivitit in anderen
Geweben inhibiert (Kulkarni et al., 2005). Eine Rolle des Komplementsystems im Hinblick
auf die Genese von post-traumatischen Gelenkentziindungen und daraus entstehender
sekundédrer Arthrose bleibt dabei noch voéllig unklar, und wird in einer eigenen
Ubersichtsarbeit diskutiert. Da dieses katabole System eine groBe Bedeutung bei
traumatischen Schiadigungen anderer Gewebe (z. B. Schidel-Hirntrauma, Bellander et al.,
2001) hat und seine Aktivitit durch die klassischen pro-inflammatorischen Zytokine, IL-1
und TNFa, reguliert wird, erscheint ein Zusammenhang wahrscheinlich (John et al., 2007b).
Deshalb ist die Komplementaktivitdt im Knorpel sowie ihre Wechselbeziehung zu Zytokinen
Gegenstand gegenwairtiger Experimente, um zu beurteilen, ob eine Komplementinhibition
potentiell interessant als therapeutischer Ansatzpunkt fiir die Therapie von
Gelenkentziindungen sein kdnnte. Auch immunregulatorische Zytokine wie IL-10 kdnnten als
indirekt anabol fungierende Mittler bei Gelenkentziindungen eine Therapiestrategie

beeinhalten.
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4.4 Wirkung von IL-10 in Knorpelzellen

In Ubereinstimmung 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
(Miiller et al., 2008b). Dariiber hinaus wurde der spezifische Rezeptor fiir IL-10, der IL-10R1,
als Indiz fiir eine Sensibilitdt der Chondrozyten gegeniiber diesem Zytokin nachgewiesen. Der
IL-10R2 war ebenso in Chondrozyten exprimiert, was allerdings nicht iiberraschte, da er
ubiquitdr exprimiert ist und auch fiir die Signaliibertragung 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 fiir Zytokine der IL-10 Familie in
Chondrozyten dargestellt und der Expression in Immunzellen gegeniibergestellt (Wolk et al.,
2008). Sowohl der IL-10R1 wie auch IL-10 wurden durch pro-inflammatorische Zytokine wie
TNFa und IL-1B in Knorpelzellen hochreguliert, ein Hinweis auf eine mogliche Rolle dieses
Zytokins im Knorpel unter Entziindungsbedingungen. Dieses steht in Ubereinstimmung mit
Angaben von lannone et al., (2001) und Fernandes et al., (2002), die berichten, dass IL-10 in
hoherer Konzentation im arthrotischen Knorpel nachweisbar ist, wo eine Prasenz eben dieser
pro-inflammatorischen Zytokine anzunehmen ist.

Experimente anderer Untersucher mit IL-10 im Tiermodell lassen schlieBen, dass IL-10 eine
chondroprotektive Potenz im entziindeten 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 widerspriichlich 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
Uberexpression 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
anschlieBende Transplantation IL-10 {iberexprimierender —Chondrozyten in einen
Knorpeldefekt ein sinnvoller Ansatzpunkt zur Hemmung der Entstehung einer post-
traumatischen Arthrose darstellt. Mit Hilfe einer IL-10 Uberexpression, 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
Knorpelhomodostase wie Matrixsynthese, -degradation und Chondrozytenapoptose fanden
dabei besondere Beriicksichtigung. In verschiedenen Zelltypen ist bekannt, dass IL-10 einen

regulatorischen Einfluss auf das Zelliiberleben nimmt (Weber-Nordt et al., 1996; Rojas et al.,
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1999; Zhou et al., 2001). Hierzu werden allerdings nicht ausschlieBlich anti-apoptotische
Wirkungen mitgeteilt, sondern es finden sich auch Berichte fiir pro-apoptotische Wirkungen,
die v. a. Immunzellen betreffen. Die Experimente in Chondrozyten ergaben, dass IL-10 pro-
apoptotische Wirkungen von TNFa beeinflusste: durch TNFa induzierte Aktivititen der
Effektor-Caspasen-3/-7 konnten durch IL-10 vermindert werden. Auch das durch TNFa
induzierte ungiinstige Bax/Bcl-2 Verhiltnis 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 TNFa in anderen Zelltypen, der iiber
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-1PB 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 Uberexpression)
signifikant hochreguliert (John et al., 2007b; Miiller 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
extrazelluliren Matrixproteinen in anderen Bindegewebszellen ist bereits fiir Fibroblasten
beschrieben worden (Reitamo et al., 1994; Yamamoto et al., 2001; Moroguchi et al., 2004).
Hier werden sowohl anabole wie auch katabole Einfliisse 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 TNFa und IL-10 behandelt, um die Prisenz entziindlicher Zytokine
bei einer post-traumatischen Gelenkentziindung zu imitieren, zeichnete sich ein
Antagonismus zwischen beiden Zytokinen ab: die durch TNFa induzierte Hemmung der
Aggrekan Expression konnte signifikant inhibiert werden, fiir die MMP-13 Expression
deutete sich eine sinkende Tendenz sowohl bei Experimenten mit dem IL-10 Vektor wie auch

mit rekombinanten [L-10 an.
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IL-10 beeinflusste sowohl die Genexpression knorpelspezifischer Proteine der extrazelluldren
Matrix und modifizierte die Wirkung von TNFa auf diese, des weiteren scheint es auch die
Expression von bestimmten Matrix-abbauenden Enzymen im Zusammenspiel mit TNFa zu
regulieren, so dass ein anti-kataboler Nettoeffekt vermutet werden kann.

Die vermehrte Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen ist ein Zeichen fiir die
Aktivierung von Knorpelzellen bei einer Gelenkentziindung und unterhdlt den
Entziindungsprozess weiter. TNFo, IL-1f und IL-6 spielen im Entziindungsgeschehen der
Arthrosepathogenese eine wichtige Rolle (Malemud et al., 2003). In anderen Zelltypen ist fiir
IL-10 eine anti-inflammatorische Wirkung mit Hemmung der Expression dieser Zytokine
bekannt (Katsikis et al., 1994). Die starke Induktion pro-inflammatorischer Zytokine (wie
TNFa, IL-1B und IL-6) durch TNFa wurde durch rekombinantes IL-10 nur im Falle von IL-
1B in den Chondrozyten beeinflusst. Hohe IL-10 Konzentrationen, die durch eine IL-10
Uberexpression erreicht werden, modifizierten tendenziell die durch TNFo induzierte
Expression von TNFa und IL-18, 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 fiir IL-10 anti-inflammatorische Wirkungen ab, die allerdings sowohl Zytokin- wie auch
Konzentrations-abhédngig sind.

Um einen gentherapeutischen Einsatz eines adenoviralen Vektors zu rechtfertigen, ist eine
Langzeitexpression des Transgens wiinschenswert. Aus diesem Grund wurden
Untersuchungen zur Expression mit dem EGFP und dem IL-10 Vektor {iber mehrere Wochen
durchgefiihrt. Nach Vorexperimenten in der Monolayerkultur wurden hierfiir zwei Systeme
von 3D Kulturen (Alginat- und Massenkultur) verwendet. In den 3D Kulturen konnte eine
Transgenexpression tiber mehrere Wochen nachgewiesen werden (Miiller et al., 2008a). Diese
teilweise sehr hohen Konzentrationen an IL-10 in IL-10 transduzierten Chondrozyten haben
keine Verdnderungen der Chondrozytenmorphologie oder suppressive Wirkung auf die
Expression spezifischer und unspezifischer Knorpelmatrixproteine, wie in 3D Knorpelzell-

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

5 Ausblick

Die Forschungsarbeit der letzten Jahrzehnte hat noch keine nennenswerte Innovation der
Arthrose-Therapie herbeigefiihrt. Die Arthrose bleibt eine unheilbare Erkrankung, die

weltweit neben dem Leidensdruck der Patienten einen erheblichen Okonomischen
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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 &uBerst
unglinstige Langzeit-Prognose fiir die Gelenkfunktion, Mobilitit und damit Lebensqualitit
des Patienten.

In der vorliegenden Arbeit konnten Aspekte zur Wirkung von Phytopharmaka, die
unterstiitzend in der Arthrosetherapie eingesetzt werden konnten sowie der moglichen
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. AuBlerdem wurde die Frage der Dedifferenzierung von
Knorpelzellen in der Kultur bearbeitet, die von groler Bedeutung im Hinblick auf
Knorpelzelltransplantationen ist. Dabei wurden fiir IL-10 in Knorpelzellen anabole aber auch
leicht immunstimulatorische und im Zusammenwirken mit TNFa anti-katabole und anti-
apoptotische Eigenschaften nachgewiesen. Die Ubertragbarkeit dieser in vitro Ergebnisse auf
in vivo Verhéltnisse 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 Entziindungszellen in den Entzlindungsprozess einer sich entwickelnden post-
traumatischen Arthrose intensiv eingebunden sind, aktiv reagieren und sich gegenseitig
beeinflussen. Diese Zusammenhidnge konnten nur in einem geeigneten Tiermodell
ausreichend Berticksichtigung finden. Im Verlauf dieser Arbeit haben sich dariiber hinaus
verschiedene weiterfilhrende 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 Gelenkentziindungen

beschiftigen 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 fiir die Verwendung als Basis fiir 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 B1-Integrine auf der Zelloberfldche 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-1 und TNFa 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
Aktivitat. Hierbei wurde deutlich, dass verschiedene Phytopharmaka die katabolen
Zytokinwirkungen im Knorpel partiell inhibieren konnten und damit als Ergidnzung fiir die
Arthrosetherapie interessant sind. Als mdglicher protektiver Wirkungsmechanismus wurde
fir Curcumin eine NF-kB Hemmung auf verschiedenen Ebenen diskutiert. Im Folgenden
wurde die Idee einer lokalen Entziindungs-Hemmung durch anti-inflammatorische Zytokine
im Knorpel verfolgt. Die Untersuchungen der direkten Wirkungen von rekombinanten IL-10
auf Knorpelzellen ergaben eine Hemmung TNFa induzierter pro-apoptotischer Wirkungen
iber die Beeinflussung intrinsischer Apoptosewege und eine Stimulation der Kollagen Typ II
mRNA Expression durch IL-10. Eine Entziindungshemmung iiber die Suppression der
Expression pro-inflammatorischer Zytokine durch IL-10 wie fiir andere Zelltypen
beschrieben, deutete sich nur fiir IL-1f und TNFa an. Experimente mit dem IL-10
Uberexpressionsvektor fijhrten zu einem effektiven Uberexpressionsmodell fiir IL-10 in
Knorpelzellen, in dem die in Experimenten mit rekombinanten IL-10 erzielten Ergebnisse
weitgehend Bestitigung fanden und keine Minderung des differenzierten chondrozytiren

Phénotyps erkennbar war.
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