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Zusammenfassung

Einleitung: Die Osteoarthrose (OA) ist die haufigste degenerative Gelenkerkrankung der
westlichen Welt. Das Krankheitsbild ist gepragt durch chronische Schmerzen und Verlust von
Mobilitdt und Lebensqualitat. Auf Grund der stetig alternden Bevoélkerung und der bisher
erfolglosen Therapie der Erkrankung gewinnt die OA weiter zunehmende volkswirtschaftliche
Bedeutung.

Bei der Therapie dieser chronisch entziindlichen Gelenkerkrankung steht die Schmerztherapie
mit non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) im Vordergrund, da vor allem die durch das
Schltsselenzym IL-1p getriggerte Entziindungsreaktion erheblichen Anteil an der Pathogenese
der OA hat. Als letzte Therapieoption bleibt haufig nur der kiinstliche Gelenkersatz.

Fur viele pflanzliche Wirkstoffe wurde bereits eine anti-inflammatorische Wirkung
nachgewiesen und so konnten sogenannte Phytopharmaka eine Alternative zu den
nebenwirkungsreichen NSAID darstellen.

Ziel dieser Arbeit war es funf dieser Phytopharmaka auf ihre anti-inflammatorischen und
chondroprotektiven Wirkungen zu untersuchen.

Methodik: Es wurden humane Gelenkchondrozyten kultiviert und mit den jeweiligen
Pflanzenextrakten (Phy-1-5) in drei unterschiedlichen Konzentrationen (5 pg/ml, 50 pg/ml, 500
pg/ml) stimuliert. Durch eine weitere Stimulation mit Interleukin (IL)-1B (10 ng/ml) sollte die
Entzindungssituation bei einer arthrotischen Stoffwechsellage abgebildet werden. Zur
Ermittlung der Zellvitalitdt wurden der Alamar Blue Assay sowie eine Lebend-Tod-Farbung
eingesetzt.

Mittels quantitativer Real Time-PCR wurde die Genexpression der extrazellularen Matrix (EZM)
-Bestandteile Aggrecan und Kollagen Typ Il, der Matrixmetalloproteinasen (MMP)-1 und -3, des
chondrogenen Transkriptionsfaktors SOX 9 sowie der pro-inflammatorischen Mediatoren
Interleukin (IL)-1B, Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a und Cyclooxygenase (COX)-2 bestimmt.
Uber den Dimethylmethyleneblue (DMMB)-Assay erfolgte die Bestimmung des
Glykosaminoglykan (s-GAG)-Gehalts. Die Ermittlung des Kollagengesamtgehalts erfolgte
weiterhin durch die Verwendung des Hydroxyprolin-Asssays.

Ergebnisse: Fur alle getesteten Pflanzenextrakte konnte eine dosisabhéngige nicht zytotoxische
Wirkung festgestellt werden. Lediglich in den hohen Dosen zeigten einzelne Extrakte eine
zytotoxische Wirkung. Fir einzelne Extrakte lieR sich eine ebenfalls dosisabhangige Suppression

der katabol wirkenden Gene beobachten. So wurde die Expression von MMP-3 durch den



angewendeten Zwiebelextrakt signifikant supprimiert sowie die COX-2 Expression durch den
Extrakt des schwarzen Pfeffers. Allerdings konnten auch potenziell katabole Effekte einiger
Extrakte nachgewiesen werden. So wurde zum Beispiel durch den Birkenblatterextrakt die
Genexpression der MMPs induziert sowie die Aggrecanexpression durch den Brennnesselextrakt
supprimiert.

Fazit: Viele auch in dieser Arbeit zitierte Studien zeigen, dass aus Pflanzen gewonnene Extrakte
anti-inflammatorische Wirkung besitzen. Fir die in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenextrakte
konnte eine nicht zytotoxische Wirkung der niedrig dosierten Extrakte nachgewiesen werden.
Allerdings zeigte sich nur fur einige wenige Extrakte eine anti-inflammatorische bzw.

chondroprotektive Wirkungskomponente.



Abstract

Introduction: Osteoarthritis (OA) is the most common degenerative joint diseases of the western
world. Symptoms are chronic pain and loss of mobility and furthermore, a reduced quality of
life. Due to a steadily aging population and so far unsuccessful treatment of the disease, OA is
gaining an increasing economic significance.

The current therapeutic approach is mainly analgesia and based on the use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAID) because the pro-inflammatory cytokine interleukin (IL)-1p plays a
key role in the pathogenesis of OA. Often the only therapeutic option left is an endoprosthetic
joint replacement.

Many herbal drugs have shown an anti-inflammatory effect and the question is if they should be
considered as a therapeutic alternative besides NSAID, which are associated with adverse
effects.

In this study the potential anti-inflammatory and chondroprotective effects of five herbal extracts
were tested.

Methods: Human chondrocytes were cultivated and stimulated with each herbal extract using
three different concentrations (5 pg/ml, 50 pg/ml, 500 pg/ml). IL-1B (10 ng/ml) was later used to
induce an OA-like inflammatory metabolic microenvironment.

To determine the cell’s metabolic activity and vitality the Alamar Blue Assay and a fluorescence
staining method were used.

Genexpression was measured by using quantitative Real Time-PCR including the expression of
the extracellular matrix (ECM) components aggrecan and type 1l collagen as well as the matrix
metalloproteinases (MMP)-1 & 3, the chondrogenic transcription factor SOX 9 and the pro-
inflammatory cytokines and metabolites IL-1B, tumor necrosis factor (TNF)-o and
cyclooxygenase (COX)-2.

The Dimethylmethyleneblue (DMMB)- and Hydroxyprolin-assays were used to analyze the
production of glycosaminoglycans (s-GAGs) and total collagen.

Results: All herbal extracts tested showed a dose dependent non-cytotoxic effect. Only in the
highest dose some of the extracts showed a cytotoxic effect. For some of the extracts there was
also a dose dependent suppression of the genes transcribing for catabolic mediators noted. The
extract won from onion suppressed the expression of MMP-3 and the black pepper extract
inhibited expression of COX-2.



But there were also catabolic effects of some of the herbal extracts. For example the expression
of MMP-1 was induced by the birch tree extract and expression of aggrecan was suppressed by
the stinging nettle extract

Conclusion: Overall many studies show a potential anti-inflammatory effect for different herbal
drugs. In this study a dose-dependent non-cytotoxic effect was shown for all herbal extracts used
in the lower doses. But only for a few a potential anti-inflammatory and chondroprotective

component was detected.



1 Einleitung

Die Osteoarthrose (OA) ist die hdufigste primér degenerative Gelenkerkrankung der westlichen
Welt."*® Dabei geht OA mit einem progressiven Verlust des Gelenkknorpels und einer
Veranderung der angrenzenden Strukturen, wie der Sklerosierung des Knochens und der
Hyperplasie der Synovialmembran einher.!*® Die Lebenszeitpravalenz in Deutschland in der
Altersgruppe ab 65 Jahren liegt bei Frauen bei 52,9% und bei Ménnern bei 34,8%.° Bei der OA
handelt es sich nicht nur um eine Erkrankung, die durch chronischen Schmerz und korperliche
Einschrankungen die Lebensqualitét der betroffenen Bevélkerung im hohen MaRe einschrankt,
sondern auch durch friihe Invaliditdt und Berentung hohe volkswirtschaftliche Kosten nach sich
zieht.®

Nach aktuellen Leitlinien’ stehen fiir die Therapie der OA vor allem konservative Behandlungen,
Schmerzreduktion und Entziindungshemmung mit NSAID und als Ultima Ratio der
endoprothetische Gelenkersatz zur Verfligung. Neuere innovative Behandlungskonzepte von
Knorpelschdden ergeben sich durch die autologe Knorpelzelltransplantation (ACT) und die
Stammzelltransplantation, die allerdings nur bei jingeren Patienten nach Knorpeltrauma und bei
isolierten Defekten angewandt werden kénnen.®®

Die Suche nach alternativen Behandlungsmethoden ist daher auch fir die OA sowohl auf
medikamentdser Ebene als auch auf operativer noch nicht abgeschlossen.

1.1 Gelenkknorpel

Da die OA eine Erkrankung des hyalinen Knorpels ist und die Experimente in dieser Arbeit sich
auf die Auswirkungen der OA auf hyaline Gelenkknorpelzellen des Hiftgelenks beziehen, wird
auch im Verlauf nur auf den Aufbau und Metabolismus des hyalinen Knorpels eingegangen.

Um die Pathophysiologie der Arthrose verstehen zu konnen, ist es zunéchst einmal wichtig sich
den Aufbau und die Struktur des Gelenkknorpels vor Augen zu fiihren.

Knorpel zahlt zu den Binde- und Stiitzgeweben mesenchymalen Ursprungs in unserem Korper. ™
Er besteht aus einem einzigen Zelltypen, dem Chondrozyten (Knorpelzelle), der die
Extrazellularmatrix (EZM) produziert.* Die wichtigsten Bestandteile der EZM sind
Proteoglykane (PGs) v.a. Aggrecan und Kollagenfibrillen vom Typ 11.2%%? Bei Knorpelgewebe
handelt es sich um ein &uRerst zellarmes Gewebe, das lediglich zu 5-10% seines VVolumens aus
Chondrozyten besteht. Diese wenigen Zellen werden im GefaB- und Nerven-freien Knorpel tiber



Diffusion ernéhrt und sind in den verschiedenen Schichten des Knorpels unterschiedlich dicht
verteilt.**

Knorpelgewebe weist eine charakteristische Zonenstruktur auf. Die der Gelenkhdhle zugewandte
Seite wird Tangentialzone genannt und von Gelenkflissigkeit, der Synovia, umspult. Hier
verlaufen die Kollagenfibrillen tangential und sind in Richtung der stdrksten Zugspannung
ausgerichtet.’® Die in EZM-Hgéhlen, den sogenannten Lakunen, liegenden Chondrozyten
produzieren hier eine Matrix mit einem hohen Kollagen- und niedrigem PG-Gehalt."® In der
Ubergangs- und der Radiarzone besitzen die Kollagenfibrillen den hichsten Durchmesser und
die Chondrozyten sind weniger dicht in Saulen angeordnet.’®*® Der PG-Anteil ist hier am
hochsten.>*® Zwischen der Radiarzone und der Zone des mineralisierten Knorpels liegt die
sogenannte Tidemark, durch die die Kollagenfasern senkrecht bis in die darunter liegende

mineralisierte Knorpelzone einstrahlen (Abbildung 1).20%>*"7

Gelenkhohlemit Synovia

. Tangentialzone

Ubex gangszone

Tidemark

Mineralisierter Knorpel

Subchondraler Knochen

Abbildung 1: Gelenkknorpelzonen nach Schulze-Tanzil

Die Kollagenfibrillen beschreiben einen bogenformigen Verlauf durch die einzelnen
Knorpelzonen bis zur Verankerung in der mineralisierten Knorpelzone. Die Knorpelzellen zeigen
eine Zonen-abhangig unterschiedliche Form und Verteilung.



Die EZM besteht zum groRten Teil aus Wasser, Kollagen Typ Il (COL2A1) und dem PG
Aggrecan (ACAN) (Tabelle 1).Aber auch weitere Kollagen Typen, wie 11, VI, IX, X, XI, XII

und XIV sowie weitere PGs und Hyaluronan tragen zum Aufbau der EZM beij.*®*

Tabelle 1: Bestandteile der extrazellularen Matrix des hyalinen Knorpels nach V. Martinek
(2003) *°

Komponente % des Gewichts
Wasser 60-80%
Kollagen Typ Il 10-20%
Aggrecan (grolies Proteoglykan) 5-7%

Andere Bestandteile:

- kleine Proteoglykane (Biglykan, Decorin, Fibromodulin)

- Kollagen Typen V, VI, IX, X, XI

- Link-Protein

- Annexin <5%
- Hyaluronan

- Fibronectin

- Lipide

Die Kollagenfibrillen bilden ein groRes Fasernetzwerk in dem sich die PGs, vor allem Aggrecan,
verzweigen.'® Dieses Netzwerk verleiht dem Knorpel seine Zugfestigkeit und hindert die Wasser
aufnehmenden PGs daran sich unendlich auszudehnen.'%*3

Uber ein Core Protein sind Chondroitinsulfat und Keratansulfat als sulfatierte
Glykosaminoglykane (s-GAG) im Aggrecan gebunden. Eine weitere Domadne dieses PGs bindet
Hyaluronan.’*?° Die so entstandenen Aggregate binden durch ihre negative Ladung vermehrt
positiv geladene lonen und somit Wasser, welches in das Netzwerk von Kollagenfibrillen ein-
und ausstrémt.*® Dieser Mechanismus verleiht dem Knorpel zusatzlich seine Druckelastizitat.®*3
Die Funktionstlichtigkeit des Knorpels hangt somit von der quantitativen und qualitativen
Zusammensetzung der PGs und s-GAG-Ketten und den geordneten Kollagenfibrillen ab.°

Mit zunehmendem Alter andert sich allerdings die Zusammensetzung des Knorpels und es

kommt vermehrt zu Umbauprozessen.™>%



1.2 Osteoarthrose

Diese im Alter zunehmenden Umbauprozesse begiinstigen das Auftreten einer OA ebenso wie
traumatische Ereignisse, mechanischer Stress, Ubergewicht und genetische Disposition.?%%*
Dabei wird eine lokale Entzlindungsreaktion hervorgerufen, die die Degeneration des Knorpels
zur Folge hat und nicht nur den Knorpel sondern auch alle ihn umgebenden Gewebe verandert —
somit wird OA als ,,whole joint disease* verstanden.'®?*

Dazu gehoren osteophytdre Anlagerungen, Verdnderungen des subchondralen Knochens,
Entziindungsreaktionen in der Synovia und degenerative Veranderungen der Bandstrukturen.®?
Unter physiologischen Bedingungen bewegen sich anabole und katabole Stoffwechselreaktionen
des Chondrozyten in einem ausgewogenen Gleichgewicht.??%®

Dieses Gleichgewicht wird unter anderem durch den chondrogenen Transkriptionsfaktor SRY
(sex determining region Y) box 9 (SOX 9) aufrecht erhalten, welcher zusammen mit Kollagen
Typ 11 co-exprimiert wird und ebenfalls die Aktivitat des Aggrecan Gens induziert.??® Uber die
Aktivierung dieses und des Col2al Gens spielt SOX 9 eine Schlisselrolle in der Produktion der
EZM- Bestandteile und der Differenzierung der Chondrozyten 2°3%%

Durch starke Belastung und Alterungsprozesse kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht
dieses Verhaltnisses und die daraus resultierende Schédigung des Kollagennetzwerks und
verminderte Synthese von PGs fihrt zu strukturellen und funktionellen Umbauprozessen im

Knorpelgewebe.”*®

1.2.1 Rolle der Proteinasen & Zytokine bei der Entstehung der Osteoarthrose

Die Synthese von Proteinasen wie Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und Aggrecanase wird
gesteigert, die EZM-Synthese supprimiert und die Zahl der Chondrozyten geht zuriick.?>22°

Die Proteinasen werden zum einen Uber Kollagenfragmente zum anderen Uber aktivierte
Zytokine, wie Interleukin (IL)-1B, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF)-a, die von den
Synovialzellen, mononuklearen Zellen und Chondrozyten selbst produziert werden, induziert
und aktiviert.’

Die MMP- Familie umfasst zur Zeit 23 Enzyme, die zur Degradierung der EZM beitragen.™
Zwei der wichtigsten MMPs sind MMP-1 (Kollagenase-1) und MMP-3 (Stromelysin-1), die
nicht nur in der Entstehung der OA eine wichtige Rolle spielen, sondern auch bei der
Entziindungsreaktion der rheumatoiden Arthritis.***Aber auch MMP-13 (Kollagenase-3) ist
durch den Abbau von Kollagen Typ Il in hohem Male an der Zerstérung der Knorpelarchitektur



beteiligt.**** MMP-1 ist in diesem Zusammenhang vor allem verantwortlich fiir den Abbau von
Kollagen Typ I, 11 und 111.*** MMP-3 baut verschiedene Kollagen Typen, PGs, Fibronectin und
Laminin ab.3**

Das sich in der Synovialmembran und der oberflachlichen Knorpelschicht befindliche IL-1p
Converting Enzym sorgt weiterhin dafir, dass das pro-inflammatorische IL-1p in seine aktive
Form Uberfuhrt wird und so gemeinsam mit TNF-a die Entziindungsprozesse im Gelenk
hervorruft.* IL-1 und TNF-o stimulieren die Synthese weiterer Zytokine wie IL-8 und IL-6
ebenso wie die Produktion von Prostaglandin E, (PGE,) Uber die Cyclooxygenase-2 (COX-2),
die alle Bestandteile der Entziindungskaskade sind.>?®? Zusatzlich wird die Stickstoffmonoxid
(NO) Freisetzung erhoht, welche wiederum die katabolen Effekte verstarkt, die Synthese von
Kollagen und PGs verhindert und Apoptose im Chondrozyten induziert.> % 2® Das synergistisch
wirkende TNF-a supprimiert die Synthese von Kollagen Typ II und Aggrecan und induziert
zusétzlich die MMP-3 ( Abbildung 2).%

Anti-inflammatorisch wirken vor allem IL-10,-4 & -13, die Uber verschiedene Wege als
Gegenspieler in der Entziindungskaskade fungieren und so zum Beispiel den TNF-a vermittelten

Signalweg beeinflussen.?3"3#



Mechanische Beanspruchung Alterungsprozesse

~_

Chondrozyt

Apoptose / l \
IL-1p TNF- a MMPs \
+ +

Kollagen- und Aggrecanabbau

Inhibition der Kollagen |
und PG- Synthese | NO, PGE,, IL-8,1L-6

|

Entziindungsreaktion mit Um- und Abbau der EZM

Osteoarthrose

Abbildung 2: Pathogenese der Osteoarthrose.
Einfluss von IL-1p, TNF-o und MMPs vereinfacht dargestellt.

Durch das Zusammenspiel von Alterungsprozessen, mechanischen Traumen und entziindlichen
Prozessen wird der Knorpel so stark geschédigt, dass es zur Fibrillation und zum Abrieb
kommt.***> Gegenregulatorisch kommt es zur Hypertrophie der Chondrozyten, zur vermehrten
Kollagen Typ X Synthese und zur Bildung von Faserknorpel als Reparaturversuch.

Schlussendlich ist die Wirkung der katabolen Prozesse zu stark und es kommt zur Sklerosierung
des subchondralen Knochens, welche in einem Elastizitatsverlust des Knochens resultiert.™>*°
Einbriiche des Knochens fuhren zu sog. Gerdllzysten. Vermutlich aufgrund der durch den
Knorpelverlust verstarkten Druckbelastung werden Osteophyten gebildet und das Gelenk verliert

seine urspriingliche Funktionalitat.*
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1.3 Therapieansatze

Nach den S3-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Orthopadie und Orthopédischen
Chirurgie (DGOOC) stehen vor allem konservativ-medikamentdse Therapieansdtze im
Vordergrund. Zur konservativen Behandlung gehdren Gewichtsreduktion, gelenkschonende
sportliche Aktivitat und muskuldrer Aufbau sowie jegliche Formen von Physiotherapie.

Bei der medikamentdsen Therapie konzentriert sich die Behandlung vor allem auf die
Schmerztherapie und Entzindungshemmung mit Paracetamol, NSAID, COX-2-Hemmern
(Coxibe), intraartikularen Glucocorticoid-Kristallsuspensions-Injektionen und Hyaluronan-
Injektionen.” Diese Behandlungsoptionen wirken jedoch rein symptomatisch, da der einmal
zerstorte Knorpel nicht wieder aufgebaut werden kann.**? Zusatzlich steigt das Risiko von
kardiovaskularen Erkrankungen sowie Magenschleimhautschadigung und -blutung mit einer
langjahrigen NSAID Einnahme.*#** Diese Nebenwirkungen kénnten durch eine effektive
Therapie mit entziindungshemmenden Phytopharmaka méglichst verhindert werden.

Bleiben alle konservativen Therapiemethoden ohne Erfolg, kommen als Ultima Ratio operative
Verfahren zum Einsatz. Hierbei unterscheidet man die gelenkerhaltenden Operationsverfahren
wie z.B. die Osteotomie von den gelenkersetzenden endoprothetischen Verfahren.’#%42
Bestandteil der aktuellen Arthrosetherapieforschung bei traumatischen Defekten ist im
operativen Bereich die autologe Knorpelzelltransplantation (ACT), die vor allem bei gréReren
Lésionen (> 4 cm?) zum Einsatz kommt. Dabei werden Knorpelzellen aus einem Bereich des
Gelenks, der geringerer Belastung ausgesetzt ist, isoliert. Nach der Zellexpansion wird der
Defekt mit den zuvor kultivierten Chondrozyten tiberdeckt.®*’ Eine Weiterentwicklung dieses
Verfahrens ist die Matrix gestlitzte autologe Chondrozyten Transplantation (MACT), bei der die
Knorpelzellen auf einem geeigneten Biomaterial kultiviert und dann in den Defekt eingebracht
werden.348

Trotz allem wird auch durch diese Verfahren keine Restitutio ad integrum erreicht und so sind
Bestandteile aktueller Forschung die Wiederherstellung des Knorpels durch mesenchymale
Stammzellen (MSCs) und die heterotope autologe Chondrozyten Transplantation.®#**°

Im medikamenttsen Bereich gilt das Interesse vor allem der Modulation und Inhibition von
entzundlichen und katabolen Prozessen auf molekularer Ebene. Im Vordergrund stehen hier
Therapieverfahren, die den Entziindungsprozess im Gelenk aufhalten sollen. Dazu gehéren IL-1

Rezeptor Antagonisten (Anakinra) und IL-18 Converting Enzyme Inhibitoren.>**?
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1.3.1 Phytopharmaka

Ein weiterer alternativer therapeutischer Ansatz ist die Behandlung der OA mit pflanzlichen
Medikamenten, sogenannten Phytopharmaka.

In dieser Arbeit werden funf unterschiedliche Pflanzenextrakte der Firma PhytoLab auf ihre
toxische und potenziell anti-inflammatorische und chondroprotektive Wirkung hin untersucht.
Bei diesen Extrakten handelt es sich um Produkte aus Birkenblattern (Betula pendula /
pubescens), Brennnessel (Urtica dioica / urens), Klettenwurzel (Arctium lappa), Zwiebel (Allium
cepa) und schwarzem Pfeffer (Piper nigrum).

In einigen Studien konnten bereits positive Effekte einiger dieser Pflanzenextrakte auf
entziindliche Prozesse und teilweise auf den Metabolismus der Chondrozyten in vitro
nachgewiesen werden. 3425

Brennnesselextrakte (Urtica dioica / urens) werden schon seit einigen Jahren in der
symptomatischen Behandlung der rheumatoiden Arthritis und OA eingesetzt.>” Im Jahre 1999
konnten Riehemann et al. einen inhibierenden Effekt von Brennnesselextrakt auf den pro-
inflammatorischen Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells), der bei vielen chronisch entzindlichen Erkrankungen erhéht und aktiviert ist,
nachweisen.®® In einer weiteren Studie zeigte ein Brennesselextrakt dosisabhangig eine
inhibierende Wirkung auf die Prostaglandin-, TNF-a und IL-1B- Synthese.*’ Im Tiermodell
konnte auRerdem ein anti-inflammatorischer Effekt bei Gonarthrose festgestellt werden.>’ Durch
das Brennesselextrakt Hox alpha wurde in vitro die Expression von MMPs verringert und so ein
weiterer moglicher therapeutischer Angriffspunkt durch Schulze-Tanzil et al. identifiziert.>®
Ebenso konnten Huh et al., bei Extrakten aus der asiatischen weillen Birke (Betula Platyphyla
var. Japonica) eine supprimierende Wirkung auf MMP-1 und 3, sowie eine verminderte
Synthese von COX-2 feststellen.®® In einer weiteren Studie zeigten Huh et al., dass Extrakte aus
Betula Platyphyla var. Japonica ebenfalls, die durch IL-1p induzierte NO und PGE,-Synthese
sowie die NF-kB Aktivitét in Synoviozyten verringern.

Klettenwurzel (Arctium lappa) wird schon lange in der traditionellen chinesischen Medizin
(TCM) eingesetzt und in vielen asiatischen Landern als Tee mit antioxidativer und anti-
inflammatorischer Wirkung verkauft.>*! Zahlreiche Arbeiten beschaftigen sich deshalb mit dem
inhibitorischen Effekt der einzelnen Komponenten dieser Pflanze auf die Synthese von freien
Radikalen sowie auf die von NO durch die induzierte NO-Synthetase (iNOS), die auch in der
Entstehung der OA eine entscheidende Rolle spielt.?*%? Durch NO wird nicht nur die Aktivitat
der COX-2 hochreguliert und somit vermehrt PGE, produziert, sondern ebenfalls die Apoptose

des Chondrozyten induziert.®
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Arctium Lappa Extrakte zeigten mehrfach, dass sie ebenfalls tiber eine NF-xB — Hemmung in
dieses System eingreifen und so die Synthese von NO in mit Lipopolysachcharid - (LPS)
stimulierten Makrophagen in vitro reduzieren.®*®>%

Quercetin ist ein aus der Zwiebel gewonnenes Flavonoid, das auch aus anderen Pflanzen
extrahiert werden kann und fiir das in vitro eine anti-inflammatorische Wirkung nachgewiesen
wurde.®”®® Im in vitro Versuch von Mamani-Matsuda et al. zeigte sich fir diesen Wirkstoff eine
dosisabhéngige Suppression der durch Makrophagen sezernierten Mediatoren TNF-a und IL-
1B.%” Dabei wird diese Hemmung der Entziindungskaskade ebenfalls tiber die Inhibierung von
NF-kB reguliert.**®®® In einer Studie von Apichart et al. wurde unter dem Einfluss von
Quercetin eine verstarkte SOX 9 und Kollagen Typ Il Expression in Zellen der
sphenooccipitalen Synchondrose von Madausen, die sich aus Knorpelzellen formiert,
nachgewiesen.”” Durch diesen aus der Zwiebel gewonnen Wirkstoff zeigen sich durchaus
Effekte auf Mediatoren und Transkriptionsfaktoren, die auch in dieser Arbeit als mdgliche
therapeutische Ziele identifiziert werden.

Auch aus schwarzem Pfeffer wurde ein bestimmter Wirkstoff, das Piperin, schon mehrfach
extrahiert und auf seine anti-entziindliche Wirkung hin in verschiedenen Zelltypen untersucht.

So wurde ebenfalls ein dosisabhangiger inhibitorischer Effekt auf die Expression von COX-2
durch murine Makrophagen nachgewiesen.”® Nicht nur in Makrophagen sondern auch in
Synoviozyten und Chondrozyten konnte eine Hemmung der pro-inflammatorischen COX-2
durch Piperin beobachtet werden.

Mit IL-1pB stimulierte Synoviozyten zeigten unter dem Einfluss von Piperin eine verminderte
Expression von COX-2 und dem pro-inflammatorischen Zytokin IL-6.%°

In den Experimenten von Ying et al. zeigte sich eine Suppression der PEG, und der COX-2
Expression sowie der MMP-3 und MMP-13 nach Behandlung von Chondrozyten mit einem
Piperinextrakt.”

Alle in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenextrakte wurden bereits auf ihr anti-
inflammatorisches Potenzial hin untersucht. Im Gegensatz zu anderen Arbeiten werden in dieser
Arbeit nicht nur die Effekte der Pflanzenextrakte auf die pro-inflammatorischen Mediatoren
sondern ebenfalls die Effekte auf die fur den Knorpelaufbau wichtigen Genprodukte, wie
Kollagen Typ Il und Aggrecan, untersucht. In anderen Arbeiten wird der Fokus h&ufig entweder
auf die katabolen oder die anabolen Mediatoren gelegt. Diese Arbeit zeigt ein breiteres Spektrum
der fur die Knorpelhomdostase wichtigen Mediatoren und Transkriptionsfaktoren.

Desweiteren wurden alle Experimente dieser Arbeit mit humanen Gelenkchondrozyten

durchgefuhrt. In vielen der bereits beschriebenen Arbeiten wird die anti-inflammatorische
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Wirkung der auch hier genutzten Extrakte in anderen Zellsystemen wie Makrophagen und
Synoviozyten untersucht. Diese sind zwar Teil des Entziindungsprozesses, stellen jedoch nicht

das letztendlich betroffene Zellsystem dar.®®’

1.4 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit soll die Wirkung der von der Firma PhytoLab zur Verfugung gestellten finf
Pflanzenextrakten auf die Stoffwechselaktivitit und Genexpression von humanen
Gelenkchondrozyten getestet werden. Ob und inwiefern diese beeinflusst werden, ist fur einen
eventuellen therapeutischen Einsatz der Extrakte von enormer Bedeutung.

Hierzu wurden Chondrozyten kultiviert und mit finf verschiedenen Extrakten in drei
verschiedenen Konzentrationen (5 pg/ml, 50 pg/ml, 500 pg/ml) verblindet behandelt.

Lediglich die Herkunft der Extrakte war bekannt nicht aber die Zuordnung. Getestet wurden
Birkenblatter-, Brennnessel-, Klettenwurzel-, Zwiebel- und schwarzer Pfefferextrakt.

Zunéchst stellte sich die Frage nach der Auswirkung auf den Metabolismus der Zellen und die
potenzielle Zytotoxizitdt der verschiedenen Extrakte und ebenso der verschiedenen
Konzentrationen. Des Weiteren sollte der Einfluss der Pflanzenextrakte auf die Genexpression
der Chondrozyten unter katabolen Stoffwechselbedingungen, wie bei der OA, untersucht
werden. Die Zellen wurden zu diesem Zweck mit IL-1B vorbehandelt und erneut mit den
unterschiedlichen Extrakten stimuliert. Als Zielgene wurden die wichtigsten EZM-Bestandteile
Kollagen Typ Il und Aggrecan ausgewahlt. Als weiterer Marker fur den anabolen Stoffwechsel
kam der Transkriptionsfaktor SOX 9 zum Einsatz. Um das Expressionsprofil der pro-
inflammatorischen  Zytokine und der in arthrotischem Knorpel vorkommenden
Entzindungsmediatoren beurteilen zu kénnen wurde weiterhin IL-13, TNF-0, COX-2, MMP-1
und MMP-3 untersucht.VVon weiterem Interesse war ebenfalls die EZM-Syntheseleistung der
durch die Pflanzenextrakte behandelten Zellen. Zu diesem Zweck wurden in einem weiteren
Experiment der Gesamtkollagen- und s-GAG-Gehalt der stimulierten Chondrozyten analysiert.
Bei Nachweis einer nicht toxischen und den Chondrozytenstoffwechsel anabol beeinflussenden
Wirkung der Pflanzenextrakte ware die weitere Untersuchung des therapeutischen Potenzials
und die eventuelle Darreichungsform von groRem Interesse fur die Behandlung einer

Osteoarthrose.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Aceton, > 99,8 Vol% Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Alamar Blue® Invitrogen, DE

Aqua purificata Carl Roth GmbH & Co KG, DE
Chloramin - T - Trihydrat Merk KGaA, DE
Chondroitin-Sulfat C Sigma-Aldrich, USA
Citronensaure-Monohydrat Merk KGaA, DE

DMSO - Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH & Co. KG, DE
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co KG, DE
DMEM/Ham’s F12 (1:1) Biochrom AG, DE

EDTA - Ethylendiamintetraacetat Sigma-Aldrich, USA

essentielle Aminosauren (50x) MEM-AS Biochrom AG, DE

Essigséaure, 100 Vol% Merck KGaA, DE

EtBr - Ethidiumbromidlésung Carl Roth GmbH & Co. KG, DE
Ethanol, 100 Vol% Merck KGaA, DE

FDA - Fluorescein Diacetat Sigma-Aldrich, DE

Fetales  Kélberserum  (FCS-hitzeinaktiviert Biochrom AG, DE
65°C,30 min)

Gentamycin 10 mg/ ml lypophilisiert Biochrom AG, DE

HBSS -Hanks™ Balanced Salt Solution Invitrogen, USA

Kalb-Thymus DNA 1 mg/mi Sigma-Aldrich, USA
L-Ascorbinsaure, 25 mg/ml Sigma AG, DE

L-Glutamin, 200 mM Biochrom AG, DE
L-Hydroxyprolin AppliChem GmbH, DE
Methylcellosolve (2-Methoxyethanol), > 99,5% Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Natriumacetat Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Natriumhydroxyd Carl Roth GmbH und Co KG, DE
Partricin, 50 pg/ml Biochrom AG, DE

PBS - Dulbecco’s Phosphat gepufferte Salzlosung PAA Laboratories GmbH, DE




p-Dimethylaminobenzaldehyd
Penicillin/ Streptomycin, 10 mg/ml
Perchlorsaure, 0,1 mol/I
Poly-L-Lysin

RLT Lysis Puffer

Salzsdure Carl Roth GmbH und Co KG, DE
SDS-Natriumdodecylsulfat
Tris/HCI, > 99%

Trypanblau

Tween 20

[-Mercaptoethanol

J.T.Baker Mallinckrodt Baker B.V, NL
Biochrom AG, DE

Carl Roth GmbH & Co KG, DE
Biochrom AG, DE

Qiagen, DE

Carl Roth GmbH & Co KG, DE
Carl Roth GmbH & Co KG, DE
Carl Roth GmbH & Co KG, DE
Biochrom AG, DE

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

2.2 Enzyme

Tabelle 3: Verwendete Enzyme

Enzym

Hersteller

DNase |

Kollagenase Il aus Clostridium histolyticum
Pronase aus Streptomyces griseus
Proteinase-K aus Engyodontium album

Trypsin (1 %) / EDTA Solution (10x)

Qiagen, DE

Serva Electrophoresis, DE
Serva Electrophoresis, DE
Sigma Aldrich, USA
Biochrom AG, DE

2.3 Rekombinante Zytokine

Tabelle 4: Verwendete rekombinante Zytokine

Rekombinantes Zytokin Hersteller

Katalog #

Humanes IL-13 PeproTech Inc., USA 200-01B
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2.4 Quantitative Real -Time PCR (qRT-PCR) Reagenzien & Primer

Tabelle 5: Verwendete gRT-PCR Reagenzien

Real Time PCR Reagenzien

Hersteller

RNase freies Wasser

TagMan® Gene Expression Master Mix

Qiagen, DE
Applied Biosystems, USA

Tabelle 6: Verwendete Primer

Primer TagMan® Gene GroRe  Hersteller
Expression Assay ID

ACAN Hs00202971 _ml 93bp  Applied Biosystems, USA
BAC Hs99999903 ml 171 bp  Applied Biosystems, USA
COL2A1 Hs00264051 m1 124 bp  Applied Biosystems, USA
IL-1p Hs00174097_m1 94 bp Applied Biosystems, USA
MMP-1 Hs00233958 m1 133 bp  Applied Biosystems, USA
MMP-3 Hs00968308_m1 98 bp Applied Biosystems, USA
PTGS2 (COX-2)  Hs00153133_ml 75bp  Applied Biosystems, USA
SOX9 Hs00165814 ml 102 bp  Applied Biosystems, USA
TNF-a Hs00174128 m1l 80 bp Applied Biosystems, USA*

* Sequenzen wurden von der Firma Applied Biosystem nicht zur Verfligung gestellt

2.5 Medien

Tabelle 7: Zellkulturmedium

1 % essentielle Aminoséuren

2 mM L-Glutamin

0,5 pg/ml Partricin

100 pg/ml Penicillin/ Streptomycin
1 % L-Ascorbinsdure

in DMEM/ Ham’s F-12 (1:1)
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Tabelle 8: Pronaseverdau - Medium

in Ham’s F-12 Medium

Tabelle 9: Kollagenaseverdau-Medium

0,5% FCS

Tabelle 10: Kultivierungsmedium

10 % FCS

2 mM L-Glutamin

100 pg/ml Penicillin/ Streptomycin

Tabelle 11: Einfriermedium

90% FCS

Tabelle 12: Stimulationsmedium

1% FCS




2.6 Puffer & Ldsungen
Tabelle 13: Verwendete Puffer & Lésungen

Methode

Puffer

Herstellung

Proteinase-K-Verdau

DNA-
Gehaltsbestimmung
DMMB-
(Dimethylmethyleneblue)
Assay

Hydroxyprolin-Assay

Lebend/Tod-Férbung

Proteinase-K-Verdaupuffer

Proteinase-K-Ldsung

TE-Puffer

DMMB-Farbpuffer

DMMB-Farblésung

PBE-(Phosphate

saline) -Puffer

buffered

Chondroitinsulfat-

Standardl6sung

Citrat/Acetat-Puffer

NaOH-Citrat/ Acetat-Puffer
p_
Dimethylaminobenzaldhyd-
Losung

Chloramin-T-Reagenz

FDAJ/EtBr-Losung

50 nM Tris/HCI; 1 mM EDTA ;
0,5%Tween 20; pH 8,5

10 mg/ml Proteinase-K;

in Reinstwasser

1 M Tris-HCL pH 8,0;

0,5M EDTA

40 mM Glycin;

40 mM Natriumchlorid,;

pH 3

8,9 mM DMMB in Ethanol

100 mM Nay;HPO4; 5 mM EDTA,; pH

8

10 mg/ml Chondroitinsulfat;

0,9% NaCl

in Reinstwasser

0,24 M Citronensaure Monohydrat;
0,88 M Natriumacetat Trihydrat;
0,85 M Natriumhydroxyd;

1,2% Essigsaure;

in Reinstwasser

2,2% (w/v) in Citrat/Acetat-Puffer
1g p-Dimethylaminobenzaldehyd:;

in 5 ml Methylcellosolve

14,1 mg/ml Chloramin-T,;
30% Methylcellosolve;
50% Citrat/ Acetat-Puffer;
20% Reinstwasser

5 ul FDA-Stammlésung
(3 mg/ml FDA in Aceton);
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1 pl Ethidiumbromidldsung
in 1 mlPBS
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2.7 Pflanzenextrakte

Tabelle 14: Verwendete Pflanzenextrakte der Firma PhytoLab

MU-Nr. Pflanze Etikettenzeile DEV Zusammensetzung/ Hilfsstoffe ~ Auszugsmittel Verwendetes
nativ Pflanzenteil
15128/12 Betula Birkenblatter-Phy ca. 60% Birkenblatter-Phy
pendula | getrocknet 575:1 40% Maltodextrin Demineralisiertes Blatter
pubescens Wasser
15129/12 Urtica dioica/ Brennnessel-Phy ca. 50% Brennnessel-Phy
urens getrocknet 525:1 50% Maltodextrin Demineralisiertes Blatter
Wasser
15130/12 Arctium lappa Klettenwurzel-Phy 80% Klettenwurzel-Phy
getrocknet 2,5-4:1  20% Trockenglucosesirup Wasser Wurzel
15131/12 Allium cepa Zwiebel-Phy 43% Zwiebel-Phy
getrocknet ca. 1,6 :1  57% Maltodextrin/ Demineralisiertes Zwiebel
Glucosesirup Wasser
15174/12 Piper nigrum  Schwarzer Pfeffer 100% Schwarzer Pfeffer Fluid- Ethanol 40 % (m/m)
Fluid-Phy * Phy Samen
* Ansatzverhaltnis Schwarzer Pfeffer / Ethanol 40 % (m/m
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2.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 15: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Biosphere Filter Tips 0,5-1000 pl Sarstedt AG & Co., DE
Kryorohrchen VWR International GmbH, DE
PCR-Platten Biozym Scientific, DE

SafeSeal Reagiergefalie

Steriflip (Porengréfe 60 pm)
Zellkulturflaschen Cell+

Zellschaber Techno

6-Well Multiwell

96-Well Cell Culture Cluster Flat Bottom

Sarstedt AG & Co., DE

Millipore Corporation, USA

Sarstedt AG & Co., DE

Plastic Products AG, CH

BD Becton Dickinson Labware, USA
Corning Incorporated, USA

2.9 Testkits
Tabelle 16: Verwendete Testkits

Kit

Hersteller

Methode

CyQuant®NF

Cell Proliferation Assay

QuantiTec Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit

Invitrogen, USA

Qiagen, DE
Qiagen, DE

DNA-Gehaltsbestimmung

cDNA-Synthese
RNA-Isolierung
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2.10 Laborgerate & Auswertungsprogrammme

Tabelle 17: Verwendete Laborgeréate

Gerat Hersteller

Chromo 4™ Real Time PCR Detector BIO RAD, USA

CO,-Inkubator ® HERAcelIR 150 Thermo Scientific, DE
Einfrierbox Cryo-Safe™ neoLab, DE
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 40 Carl Zeiss AG, DE

HERAsafeR KS Sicherheitswerkbank der Klasse 11 Thermo Scientific, DE
Invertmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss AG, DE

Mastercycler Eppendorf AG, DE
Mikroskopiekamera Olympus XC30 Olympus Europa Holding GmbH, DE
Mikrotiterplattenreader Tecan GENios Tecan Trading AG, CH
NanoDropR 1000 Spektrophotometer Peglab Biotechnologie GmbH, DE
Real Time PCR System Opticon™ MJ Research, Inc., USA

Tabelle 18: Verwendete Auswertungsprogramme

Programm Hersteller

CellD Imaging Software Olympus Europa Holding GmbH, DE
Mikroskopie

GraphPad Prism® Version 5.02 GraphPad Software, Inc., USA Statistik

MJ Opticon Monitor™ Analyse Software, MJ Research USA Real-Time-PCR, Inc.

Version 3.1
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Isolierung und Kultivierung von humanen Gelenkchondrozyten

Die fir die Zellkulturexperimente bendtigten priméren humanen Gelenkchondrozyten wurden
aus Huftgelenkknorpel gewonnen, der im Zuge von Gelenkersatzoperationen entnommen wurde
(Ethikantrag: Nr. EA4/063/06).

Fur insgesamt 11 der 13 Spender mit dem durchschnittlichen Alter von ~ 76 Jahren wurde
zundchst der Huftkopfknorpel makroskopisch beurteilt, fotografiert und durch einen im Labor
entwickelten makroskopischen Arthrose-Score bewertet (Tabelle 19). Auf der Skala von 0-12
Punkten, wobei eine hohe Punktzahl schwerere arthrotische Veranderungen beschreibt, wurden
dabei durchschnittlich 5 Punkte erreicht. Weitere Besonderheiten in der Beschaffenheit oder dem

Aussehen wurden zusétzlich ohne Punktevergabe dokumentiert.

Tabelle 19: Im Labor verwendeter Arthrosescore

Farbe Knorpelkonsistenz (beim Schneiden)
weil3, beige 0 normal 0
gelblich 1 zah-wachsartig, faserig,

deutlich graubraun/andere gummiartig 1
Verfarbungen 2 breiig 2
Ausdehnung arthrotischer Veranderungen Knorpeldicke

Wie viele Quadranten des Hiftkopfes enthalten normal (ca. > 1 mm) 0
erkennbar arthrotisches Gewebe? fokal dunn (deutlich <1 mm) 1
keine Arthrose 0 uberwiegend diinn 2
25% 1

50% 2

75% 3

Wie stark arthrotisch sieht das Gewebe aus?

gesund 0

leicht 1

mittel 2

schwer 3
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Nach der Dokumentation erfolgte der enzymatische Knorpelverdau mittels Pronase und
Kollagenase um die Chondrozyten aus ihrer EZM zu isolieren.

Dafur wurde der Knorpel unter Spilung mit Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS-L6sung) vom
Huftkopf abprépariert und die so entstandenen Knorpelchips in ein 50-ml Falcon tberfihrt.

Fur den Ubernachtverdau wurden die Knorpelchips fiir eine Stunde in einer Lésung aus PBS und
1 % Gentamycin inkubiert um sie dann in ca. 1 mm x 1 mm grofRe Teile zu zerschneiden.

Die so entstandenen Knorpelstiickchen wurden nun zum Verdau der Knorpelmatrix in eine zuvor
hergestellte 2% ige Pronase-Losung gegeben (Tabelle 8) und fiir circa 45 min im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO, unter stdndigem Mischen bei 36 rpm auf einem Orbitalschittler inkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Pronase abgesaugt und die Knorpelstiickchen erneut mit PBS
gespult. Im Anschluss wurden die Stlickchen in eine Spinnerflasche tberfuhrt in der sie Uber
Nacht in einer Suspension aus 0,1% Kollagenase und 0,5% FCS inkubiert (Tabelle 9) und bei
mittlerer Drehzahl (ca. 70 Umdrehungen pro Minute) gemischt wurden.

Nach 24 h wurde die so entstandene Zellsuspension in ein 50 ml Falcon uberfuhrt und durch ein
Steriflip (60 um PorengroRe) filtriert um die Chondrozyten aus der entstandenen Suspension von
EZM-Resten zu trennen.

Nach Zentrifugation bei 200 g fir 5 min und Zellz&hlung in der Neubauer Z&hlkammer konnten
die gewonnen Chondrozyten je nach Anzahl in eine T175 (bei hoher Zellzahl) oder T75 Flasche

(bei geringerer Zellzahl) ausgesat werden und danach weiter verwendet oder eingefroren werden.

3.1.2 Einfrieren von Zellen

Fur das Einfrieren wurden die Zellen einer T75 Flasche mit 10 ml PBS (ohne Magnesiumionen)
gespdlt, dann mit 2 ml 0,5% Trypsin/ Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 5 min bei 37° Celsius
abgelost, in 5 ml 10% FCS-haltiges Kulturmedium suspendiert und 5 min bei 300 g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 1,5 ml Gefriermedium (fetales Kélberserum (FCS) mit 10%
Dimethylsulfoxid (DMSQ)) suspendiert und in ein Kryoréhrchen Gberfihrt.

3.1.3 Auftauen von Zellen

Zur weiteren Verwendung der Chondrozyten wurden die zuvor in Kryorohrchen im Stickstoff
gelagerten Proben wieder aufgetaut. Dazu wurden 5 ml eines 10% FCS-Kulturmediums in einer
T75 Flasche vorinkubiert, die Proben im Wasserbad aufgetaut, vorsichtig in ein Falcon
uberfihrt, in dem 5 ml FCS-Medium vorlagen und suspendiert. Nach Zentrifugation bei 300 g
fiir 5 min war ein Zellpellet zu erkennen, der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 5 ml

10% igem FCS Kulturmedium resuspendiert und in die schon vorbereitete T75 Flasche
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uberfuhrt. Um Wachstum und Adhésion der Zellen zu erreichen wurden diese nun fir einige
Tage im Brutschrank bei 37° Celsius und 5% CO; inkubiert.

3.1.4 Passagieren von Zellen

Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80% konnten die Zellen passagiert werden um so die
Zellzahl in einer groReren Zellkulturflasche oder mehreren Flaschen zu erhéhen. Fir das
Passagieren wurde zundchst das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gespilt. Um die
Zellen vom Flaschenboden zu lI6sen wurden 1-2 ml Trypsin /EDTA in die Flasche gegeben und
diese fur ca. 5 min inkubiert. Danach lieBen sich die Zellen unter leichtem Klopfen vom
Flaschenboden I6sen und um die weitere Wirkung von Trypsin zu unterbinden wurden 5-10 ml
10% FCS Kulturmedium in die Flasche gegeben. Durch weiteres Spulen des Flaschenbodens
wurden alle Zellen in die Suspension tberfuhrt. Die Zellsuspension wurde nun in ein 50 ml
Falcon tiberfiihrt, bei 300 g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand erneut entfernt. Die Zellen
konnten jetzt entweder in 1 ml Medium fir die Zellzdhlung suspendiert werden oder in 20 ml

resuspendiert und in einer neuen groReren Flasche ausgesat werden.

3.1.5 Zellzéhlung

Fur die Zellzdhlung wurde eine Neubauer Zahlkammer verwendet. Je nach ZellpelletgroRe
wurden die Zellen in 1-2 ml 10% igem FCS-Medium resuspendiert. Dann wurden 20 pl
Trypanblau und 10 pl Zellsuspension in einem Well einer 96-Well-Platte gemischt und 10 pl
dieser Suspension in die Zahlkammer gegeben. Die Zellen wurden nun in den vier Quadranten

gezahlt und die Zellzahl nach folgender Formel berechnet.

Zellzahl/4 x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellzahl/ml

3.2 Herstellung von Pflanzenextrakt — Stammldsungen

Um die vorgesehenen Stimulationsversuche durchftihren zu kénnen wurden Stammlésungen mit
der Konzentration 5 mg/ml aus den von der Firma PhytoLab zur Verfugung gestellten
Pflanzenextrakten hergestellt. Dazu wurden jeweils 100 mg der Extrakte 1-4, die als Feststoff
geliefert wurden, in 20 ml Milliporewasser geldst und anschlieBend steril filtriert. Von Extrakt 5
wurden 166 pl in 20 ml Milliporewasser geldst, da dieser bereits in Ethanol geldst vorlag.

In der folgenden Tabelle 20 werden die einzelnen Inhaltsstoffe der jeweiligen Pflanzenextrakte

aufgeschlusselt. Die genaue Zusammensetzung lasst sich der Tabelle 14 entnehmen.
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Tabelle 20: Inhaltsstoffe der verwendeten Pflanzenextrakte

Pflanzenextrakt Nr. Inhaltsstoff
Phy-1 Birkenblatter
Phy-2 Brennnessel
Phy-3 Klettenwurzel
Phy-4 Zwiebel

Phy-5 Schwarzer Pfeffer

3.3 Beschichten von Poly-L-Lysin Glasplattchen

Um die Zelladhédrenz bei der Besiedelung von Glasplattchen zu erhéhen und eine gleichmaéRige
Zellverteilung zu ermdoglichen wurden diese zuvor mit Poly-L-Lysin beschichtet. Dazu wurden
die Plattchen fir 20 min mit einer 10 pg/ml Poly-L-Lysin Losung Uberschichtet und
anschlieBend mit sterilem Wasser gewaschen und fiir 2 h getrocknet. Nun konnten die

Glasplattchen mit Chondrozyten besiedelt werden.

3.4 Stoffwechselaktivitatsnachweis

3.4.1 mittels Alamar Blue Assay

Mittels des bereits im Labor etablierten Alamar Blue Assays wurde die Stoffwechselaktivitét
unbehandelter und behandelter Chondrozyten ber 24 h gemessen. Der Test beruht auf der
Messung des Absorptionsspektrums, das sich wahrend der Reduktion des blauen Farbstoffs
Resazurin  zum rosafarbenen Farbstoff Resofurin &ndert. Diese Reaktion spiegelt die
metabolische Aktivitdt und somit indirekt die Zellvitalitdt wieder. Die zu testenden
Pflanzenextrakte wurden so auf ihre potenzielle Zelltoxizitat getestet.”>"

Die humanen Chondrozyten wurden in einer definierten Zellzahl von 5000 Zellen/ Well in eine
96-Well-Platte mit jeweils 2 ml 10% FCS Kulturmedium eingebracht und tber 24 h inkubiert.
Nach erfolgter Zelladhdsion wurde der Zellrasen jeweils mit 100 pl einer Suspension aus
Zellkulturmedium, 10% Alamar Blue Farbstoff und dem jeweiligen Pflanzenextrakt Phy-1-5 in
den Konzentrationen 5 pg/ml, 50 pg/ml und 500 pg/ml behandelt. Als Negativ-Kontrollen
wurden unbehandelte Zellen mit 10 % Alamar Blue Farbstoff, eine Kavitit mit reinem Medium

ohne Zellen und eine mit Zellkulturmedium und 10% Alamar Blue Farbstoff ohne Zellen
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mitgefiihrt. Als zytotoxische Positiv-Kontrolle diente Natriumdodecylsulfat (SDS) (10 mol/l)

(Tabelle 21). Jeder Versuchsansatz wurde in einer Dreifachbestimmung angesetzt und gemessen.

Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlinge von A = 570 nm und einer

Referenzwellenldnge von A = 595 nm. Wéhrend der ersten sieben Stunden wurden stundliche

Messungen durchgefiihrt und dann eine weitere Messung nach 24 h.”

Tabelle 21: Ubersicht eingesetzter Extraktkonzentrationen bei der Zytotoxizitatstestung

Behandlung Eingesetzte Konzentrationen
Kontrolle | Unbehandelte Zellen + Alamar Blue
Kontrolle 11 Medium
Kontrolle 111 Medium + Alamar Blue
Kontrolle IV SDS, 10° mol/I
Phy-1- 5 pg/ml
Phy-1 Birkenblatter Phy-1- 50 pg/ml
Phy-1- 500 pg/ml
Phy-2- 5 pug/mi
Phy-2 Brennnessel Phy-2- 50 pg/ml
Phy-2- 500 pg/ml
Phy-3- 5 pg/ml
Phy-3 Klettenwurzel Phy-3- 50 pg/ml
Phy-3- 500 pg/ml
Phy-4- 5 pg/ml
Phy-4 Zwiebel Phy-4- 50 pg/ml
Phy-4- 500 pg/ml
Phy-5- 5 pg/ml
Phy-5 Schwarzer Pfeffer Phy-5- 50 pg/ml

Phy-5- 500 pg/ml

3.4.2 mittels Lebend-Tod-Farbung
Zur optischen Darstellung der Zellvitalitat unter Einfluss der Pflanzenextrakte Phy-1-5 wurde
eine Lebend-Tod-Farbung mittels Fluoreszeindiazetat (FDA) und Ethidiumbromid (EB)

durchgefuhrt. Daftr wurden Chondrozyten auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Glasplattchen
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angezuchtet und nach 24 h mit Phy-1-5 in den jeweiligen Konzentrationen 5 pg/ml, 50 pg/ml
und 500 pg/ml stimuliert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Chondrozyten. Um nun die
Reaktion der Zellen auf die Stimulation sichtbar zu machen folgte nach weiteren 24 h die
Farbung mit FDA und EB. Zur Herstellung der Farbelésung wurden 3 mg FDA in 1 ml Aceton
gelost. Aus dieser FDA-Stammlosung wurden 5 pl in 1 ml PBS gegeben und 1 pl der
gebrauchsfertigen EB-1% igen- Stammlosung ergéanzt. 100 pl dieser Féarbeldsung konnten nach
Spulung der Glasplattchen mit PBS auf die Zellen appliziert werden.

FDA wird nach Eindringen in eine vitale Zelle von deren Esterasen von seiner nicht
fluoreszierenden Form in die grun fluoreszierende Form gespalten und akkumuliert in der
Zelle.”®” Tote Zellen werden durch den in die DNA interkalierenden Farbstoff EB
fluoreszenzmarkiert und erscheinen rot. Die Reaktion wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop

photodokumentiert.

3.5 Stimulationsversuche zur Gewinnung von RNA fur die Genexpressions-

analyse

Um die Wirkung der einzelnen Pflanzenextrakte auf Chondrozyten und deren
Genexpressionsprofil analysieren zu konnen wurden zundchst Chondrozyten in definierter
Zellzahl von ca 21.000 Zellen/cm? in eine 6-Well Platte ausgesat und fur 48 h in 10%
Kulturmedium kultiviert. Bei ausreichender Adhé&sion der Zellen wurden diese in serumarmen
Kulturmedium (1% FCS) 3 h vorinkubiert. Nach der Vorbehandlung wurden die Chondrozyten
mit den jeweiligen Pflanzenextrakten, die in den Konzentrationen 5 pg/ml und 50 pg/ml in
serumarmes Medium gegeben wurden, fiir 30 min bei 37° C und 5% CO, inkubiert.

Nach 30 min wurden die Zellen dann fir die ndchsten 24 h mit dem jeweiligen Extrakt und
10ng/ml IL-1B stimuliert. Als Kontrollen wurden sowohl unbehandelte Zellen, Zellen, die nach
30 min ausschlieBlich mit IL-1p behandelt wurden und Zellen, die nur mit den jeweiligen

Pflanzenextrakten behandelt wurden, mitgefuhrt (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Eingesetzte Extrakt- und Zytokinkonzentrationen bei den Stimulations-

versuchen fur die Genexpressionsanalysen

Behandlung Oh 1/2h

Kontrolle-IL-1B - + IL-1PB 10 ng/ml

Birkenblatter Phy-1-5 pg/ml + IL-1pB 10 ng/ml

Phy-2-50 pg/ml -

Phy-2-50 pg/ml + IL-1pB 10 ng/ml

Klettenwurzel Phy-3-5 pg/ml + IL-1pB 10 ng/ml

Phy-4-50 pg/ml

Phy-4

Phy-4-50 pg/ml + IL-1pB 10 ng/ml

Schwarzer Pfeffer Phy-5-5 pg/ml + IL-1B 10 ng/ml
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3.6 Genexpressionsanalyse

3.6.1 RNA- Isolierung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die zuvor stimulierten Zellen mit PBS gespult und dann
mit jeweils 250 pl Lysepuffer (hergestellt aus 990 pl RLT-Puffer und 10 pl B-Mercaptoethanol)
versetzt. Zur RNA Isolierung wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen nach den entsprechenden
Herstellerangaben verwendet. Die Konzentration der gewonnenen 30 pl RNA wurde am
NanoDrop gemessen und die gewonnene RNA bis zur weiteren Verwendung bei -80° C

eingefroren.

3.6.2 RNA Konzentrationsmessung

Um die Konzentration und Reinheit der zuvor gewonnenen RNA zu ermitteln, wurde eine
photometrische Messung am NanoDrop durchgefiihrt. Dazu wurde 1 pl der isolierten RNA
benotigt. Die Messung erfolgte bei einer Wellenlédnge von A = 260 nm. Zur Bestimmung der
Reinheit und Intaktheit wurde der Absorptionsquotient A260/ A280 herangezogen, bei dem
Werte zwischen 1,9-2,0 fir reine, nicht degradierte RNA sprechen.

3.6.3 CcDNA-Synthese

Zur Durchfuhrung der Genexpressionsanalyse wurde nun die gewonnene RNA mittels des
Quantitect Reverse Transcription Kit von Qiagen nach Herstellerangaben in cDNA mit
unterschiedlichem Endvolumen abhéngig von der Konzentration der gewonnenen RNA

umgeschrieben. Diese wurde dann bei -20°C gelagert.

3.6.4 Prinzip der quantitativen Real Time PCR

Bei der quantitativen Real Time PCR handelt es sich um ein Verfahren, das anhand von
Fluoreszenz-markierten Sonden Aussagen uber die Menge der vorhandenen cDNA trifft. Dabei
nimmt die Fluoreszenz proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu und die
Quantifizierung findet in Echtzeit statt.”® ® Als Messergebnis werden die sogenannten Ct-Werte
(Threshold-Cycle) herangezogen. Diese spiegeln die Anzahl der Zyklen wieder, die benétigt
werden, um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen.”® Als Kontrolle dient ein
Referenzgen, das ubiquitdr und durch die auf die Zellen einwirkenden Faktoren kaum
beeinflusst, moglichst konstant exprimiert wird.”® Die Expression der zu untersuchenden Proben
wird auf dieses house keeping Gen bezogen und unter Einbeziehung der Primer-Effizienz
normalisiert.”*"®

Bei der optimalen Effizienz verdoppelt sich die DNA-Menge in jedem Zyklus entsprechend

einer Effizienz von 2. Im realen Experiment liegt die Effizienz jedoch zwischen 1,7-1,9.7%™
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Bei der Berechnung der Ratio wird deshalb eine Effizienzkorrektur vorgenommen.

(Ezietgen )ACT Zielgen (Kontrolle—Probe)

E

" (EReferenzgen )ACTReferenzgen (Kontrolle—Probe)

3.6.5 Effizienzbestimmungen

Fur die Ermittlung der Genexpression ist es von entscheidender Bedeutung, mit welcher
Effizienz die Primer an die Zielgensequenz binden. Wie bereits in 3.6.4 erlautert, entspricht eine
Effizienz von 2,0 dabei einer optimalen Effizienz von 100% und wirde die Verdopplung der
DNA in jedem Zyklus voraussetzen.”® Der anzustrebende Schwankungsbereich liegt deshalb
zwischen 1,5 und 2,0.

Fiir die im Experiment verwendeten Primer der Zielgene B-Aktin (BAC), SOX 9, IL-1B, TNF-a,
MMP-3 & COX-2 lagen bisher keine Effizienzbestimmungen fur humane Gelenkchondrozyten
im Labor vor. Die Effizienzbestimmung fand anhand einer Verdinnungsreihe der cDNA eines
Spenders der Passage 3 (P3) in sechs Verdiinnungsstufen und im Dreifachansatz statt. Uber die
ermittelten Ct-Werte konnte die Effizienz (E) mittels Regressionsanalyse aus der Steigung

berechnet werden.

E = 10(_ Stei;ung)

3.6.6 Durchfiihrung der gRT- PCR

Um das Genexpressionsprofil der humanen Gelenkchondrozyten nach Stimulation mit den
verschiedenen Pflanzenextrakten beschreiben zu konnen wurde eine umfangreiche
Expressionsanalyse von Genen, die fir den chondrozytéren Phanotyp und das Remodelling der
extrazelluldren Knorpelmatrix von Bedeutung sind, vorgenommen. Bei diesen handelte es sich
um COL2A1, ACAN, SOX 9, und MMP-1 sowie MMP-3.

Da bei der Coxarthrose auch Entziindungsprozesse im Gelenk eine wichtige Rolle spielen, wurde
ebenfalls die Expression der Gene IL-1p3, TNF-o und COX-2 analysiert.

Das house keeping Gen BAC wurde bei allen Versuchen als Referenzgen verwendet. Das
Reaktionsvolumen von 20 pl fir die PCR bestand aus den in Tabelle 23 aufgefiihrten

Reagenzien.
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Tabelle 23: Zusammensetzung des qRT-PCR Ansatzes der Firma Applied Biosystem (ABI)

gRT-PCR Reaktionsansatz ABI Volumen
TagMan Gene Expression Master Mix 10 pl
TagMan Gene Expression Primer 1l
cDNA 1l
RNase freies Wasser 8 ul

Die PCR lief nach dem Cyclerprotokoll der Firma ABI ab (Tabelle 24).

Tabelle 24: Cyclerprotokoll ABI

Schritt Temperatur Dauer Prozess
(°C)
1 50 2 min UNG Aktivierung
2 95 10 min Inkubation
3 95 15 sec Denaturierung
4 60 1 min Annealing und Elongation
5 - - Lesen der Platte
6 - - Zuruck zu Schritt 3 fiir weitere 40 Zyklen

UNG: Uracil-N-Glycosylase

Die Auswertung erfolgte mittels des Programms Opticon Monitor 3. Die relative Genexpression

der einzelnen Zielgene wurde, wie in 3.7.4. beschrieben, ermittelt.

3.7 Bestimmung des Gesamtgehalts sulfatierter (s-)Glykosaminoglykane

und des Gesamtgehalts von Kollagen

Die von den kultivierten Chondrozyten gebildeten und ins Medium abgegebenen sowie die in
den Zellen enthaltenen s-GAG und Kollagene lassen sich nach Lysierung der Zellen in mehreren
Versuchsschritten bestimmen. Hierzu wurden Zellen im Doppelansatz unter Einfluss der
verschiedenen Pflanzenextrakte und IL-1f angeziichtet. Wobei unbehandelte Zellen, nur mit IL-
1B stimulierte und nur mit dem jeweiligen Pflanzenextrakt behandelte Zellen als
Kontrollgruppen dienten (siehe Tabelle 25). Die Inkubationszeit betrug 24 h.

Fur den Versuch wurden pro Well 150.000 Zellen eingesetzt.
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Tabelle 25: Stimulationsschema fur die Bestimmung des s-GAG - und Gesamtkollagen-

gehalts

Behandlung Oh 1/2 h
Kontrolle | unbehandelt -

Kontrolle 11 unbehandelt IL-1B 10 ng/ml
Kontrolle-Phy-1 Birkenblatter 5 pg/ml -

Phy-1 5 pg/ml IL-1B 10 ng/ml
Kontrolle-Phy-2 Brennnessel 5 pg/ml -

Phy-2 5 pg/mi IL-1B 10 ng/ml
Kontrolle-Phy-3 Klettenwurzel 5 pg/ml -

Phy-3 5 pg/ml IL-1pB 10 ng/ml
Kontrolle-Phy-4 Zwiebel 5 pg/ml -

Phy-4 5 pg/ml IL-18 10 ng/ml
Kontrolle-Phy-5 Schwarzer Pfeffer 5 pg/ml -

Phy-5 5 pg/ml IL-1pB 10 ng/ml

Um den ins Medium abgegebenen s-GAG- und Kollagengehalt bestimmen zu kénnen wurde vor
Beginn der Versuche das Kulturmedium aus dem Well abgezogen und in separate
Eppendorfgefalie gegeben. Danach folgte eine Lysierung der zuriick gebliebenen Zellen mittels
Proteinase-K Verdau. Der so gewonnene Zellextrakt wurde ebenfalls zur weiteren Analyse in
EppendorfgefalRe Uberfuhrt. Sowohl das zuvor separierte Zellkulturmedium wie auch das
gewonnene Zelllysat wurden durch Zentrifugation bei 10.000 g von Zelldebris getrennt und nur
die Uberstinde zur weiteren Untersuchung genutzt. Um den Proteoglykan — und Kollagengehalt
in pg/ 107° Zellen bestimmen zu kénnen musste zunachst der DNA-Gehalt jeder Probe ermittelt
werden. Dieses gelang mit dem CyQuant®NF Cell Proliferation Assay Kit der Firma Invitrogen,
das Uber interkalierende Farbstoffe die DNA Fluoreszenz-markiert. Die Absorption wurde bei
der Extinktion 485 nm / 530 nm im Tecan mittels CyQuantNF Programm gemessen. Als

Standard wurde Kalber Thymus DNA in einer definierten Verdinnungsreihe mitgefiihrt.
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3.7.1 mittels s-GAG-Bestimmung

s-GAG bilden, gebunden an ein Coreprotein, die Proteoglykane. Dementsprechend korrelieren
die Konzentrationen von s-GAG und Proteoglykanen miteinander. Der s-GAG-Gehalt lasst sich
mittels Dimethylmethyleneblue (DMMB)-Assay bestimmen und ermdglicht einen Rickschluss
auf den s-GAG-Gehalt der Probe.

Zur Quantifizierung wurde das gewonnene Zelllysat 1:2 mit Polybuffer exchanger (PBE)-Puffer
verdunnt. Der zu Anfang gewonnene Zellkulturiiberstand wurde unverdiinnt eingesetzt. Zur
Absorptionsmessung wurden nun 20 pl im Dreifachansatz in ein Well vorgelegt. Die Messung
erfolgte sofort nach Zugabe von 180 pul einer 1: 133 mit DMMB-Farbpuffer verdiinnten DMMB-
Farblosung. Durch die Komplexbildung der negativ geladenen s-GAG mit dem positiven
DMMB kommt es zu einer Anderung des Absorptionsspektrums. Dieser Shift kann zwischen
einer Wellenldnge von A = 525 nm Extinktion und A = 595 nm Referenz gemessen werden. Die
s-GAG Konzentration wurde anhand des mitgefiihrten Chondroitin-Sulfat-Standards ermittelt
und auf die zuvor berechnete Zellzahl bezogen.

3.7.2 mittels Hydroxyprolin-Bestimmung

Hydroxyprolin, eine a-Aminosaure, ist als wichtiger Bestandteil im Kollagen gebunden, deshalb
lasst eine Hydroxyprolin-Bestimmung Riickschlisse auf den Gesamtkollagengehalt einer Probe
zu. Fir die Bestimmung wurden 25 pl jeder Probe mit 25 pl HCL 6 mol/l Gber Nacht bei 105°C
hydrolysiert. Das entstandene Hydrolysat wurde mit 50 pl NaOH-Citrat/Acetat-Puffer
neutralisiert und 1:2 mit Citrat/Acetat-Puffer verdunnt. Jede Messung umfasste die Bestimmung
eines Leerwertes, der nur Citrat/Acetat-Puffer enthielt, eine Hydroxyprolin-Verdinnungsreihe
als Standard und die einzelnen Proben. Jeder Ansatz wurde jeweils mit 250 pl Chloramin-T-
Reagenz versetzt und bei Raumtemperatur (RT) 20 min inkubiert. Wahrend dieser Zeit oxidiert

das freie Hydroxyprolin zu Pyrrol.®

Dieses reagiert nach Zugabe von 250 pl Perchlorsdure,
weiterer Inkubation bei RT fur 12 min und Zusatz von p-Dimethylaminobenzaldehyd, sowie
nach Inkubation bei 60° C und Schitteln bei 400 rpm fur weitere 20 min, zu einem
Chromophor.® Dessen Lichtabsorption konnte bei einer Wellenlinge von A = 565 nm im Tecan
gemessen werden. Fur die Messung wurden jeweils 150 ul jeder Probe in ein Well einer 96-
Well-Platte gegeben. Durch die Berechnung der Hydroxyprolinkonzentration konnte nun der

Kollagengehalt der Proben nach folgenden Formeln berechnet werden.
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Berechnung der Hydroxyprolinkonzentration in pg/ml

_ (Extinktionprobe X Csmndard)
Chyp =

Extinktionstandard

Berechnung der Hydroxyprolinmasse in mg

Myyp = CHyp X Verdinnungsfaktor x 0,15 ml x 0,001

Berechnung der Kollagenmasse in mg
Myoliagen = Muyp X 7,1 [Umrechnungsfaktor von Hydroxyprolin zu Kollagen

(Homicz et al., 2003)

Berechnung des prozentualen Kollagengehaltes

(ml(ollagen ve 100)
Trockengewichtp,,p. in Mg

%Kollagen -

Wie auch der s-GAG- Gehalt wurde nun ebenfalls der Kollagengehalt auf die zuvor ermittelte

Zellzahl bezogen.

3.8 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Graphpad Prism 5. Zur Prifung eines
Vorliegens einer Gaul’schen Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test eingesetzt.
Fur die Identifizierung von AusreiRern kam der Grubbs Ausreil3ertest zum Einsatz. Der gepaarte
one sample t-Test wurde zum Vergleich zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe
angewendet. Fur den Vergleich der Gruppen untereinander wurde zusétzlich eine ANOVA
Varianzanalyse durchgefiihrt. Der Standardfehler (SEM) wurde abgetragen. Als
Signifikanzniveau wurde, wie ublich, p * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001 festgesetzt
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4 Ergebnisse

4.1 Makroskopische Ergebnisse — Arthrosescore

Tabelle 26: Arthrosescore aller verwendeten Spender

Spender Farbe Ausdehnung Aussehen Konsistenz Dicke Gesamtscore

hGC 235 kein Score erhoben
hGC 245 kein Score erhoben

hGC 257 2 2 2 0 1 7
hGC 261 1 3 3 1 1 9
hGC 268 1 0 0 0 0,5 1,5
hGC 281 0 0 0 0 1 1
hGC 282 1 0 0 0 1 2
hGC 283 1 1 1 1 2 6
hGC 284 1 3 3 2 2 11
hGC 285 2 1 1 0 0 4
hGC 288 0 3 S 0 0 6
hGC 287 1 1 1 0 1 4
hGC 257 2 2 2 0 1 7

Die hier gezeigten Gesamtscorewerte berechnen sich aus dem in Tabelle 19 erhobenen im Labor
etablierten makroskopischen Arthrosescore.

Wie in Tabelle 26 zu sehen, konnte fiir 11 der 13 Spender einen Score erhoben werden.

Nur zwei der Spender haben einen sehr hohen Score (hGC 261 & hGC 284) bei den restlichen
Spendern wurden makroskopisch nur geringe bis kaum arthrotische Veranderungen festgestellt.

4.2 Einfluss der Pflanzenextrakte auf die Zellmorphologie

Die Auswirkung der zu testenden Pflanzenextrakte auf die Morphologie der Chondrozyten
wurde nach dem  Stimulationsversuch  3.4.1  lichtmikroskopisch  untersucht und
photodokumentiert (Abbildung 3).

Dabei zeigten die Zellen eine Fibroblasten-ahnliche Morphologie, wie tblich fur Chondrozyten

in einer Monolayerkultur. Unter dem Einfluss der Pflanzenextrakte konnte nur vereinzelt eine
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Verénderung der Morphologie der Zellen beobachtet werden. Vor allem in den 500 pg/ml
Konzentrationen der Pflanzenextrakte 1, 2 und 3 lieRen sich eine verminderte Zelladh&renz und
leichte Abrundung der Chondrozyten nachweisen.

Abbildung 3: Einfluss der Pflanzenextrakte auf die Zellmorphologie humaner
Chondrozyten

Die Zellen wurden zuvor mit den jeweiligen Pflanzenextrakten (1-5) in drei Konzentrationen (5,
50 oder 500 pg/ml) fir 24 h behandelt. Als Kontrolle (links oben) wurden unbehandelte Zellen
mitgeflhrt. Exemplarisch werden hier reprasentative Bilder eines Spenders gezeigt. Insgesamt

wurden vier Spender aus unabhangigen Experimenten photodokumentiert.
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4.3 Einfluss der Pflanzenextrakte auf die metabolische Aktivitdt und die
Zellvitalitat

4.3.1 mittels Alamar Blue Assay

Bei der Untersuchung der metabolischen Aktivitat der behandelten Zellen zeigte sich bereits
nach 7 h eine signifikante Suppression der Stoffwechselaktivitat bei der Positivkontrolle (SDS)
und den mit Phy-1, Phy-2, Phy-3 und Phy-5 (alle mit 500 pg/ml) behandelten Chondrozyten.
Phy-5 induzierte bereits zu diesem Zeitpunkt einen signifikant hemmenden Effekt auf Hohe des
SDS Niveaus (Abbildung 4), das als toxische Kontrolle mitgefuhrt wurde.

Nach 24 h war eine signifikante Reduktion der Stoffwechselaktivitat bei mit Phy-1 behandelten
Zellen in allen getesteten Konzentrationen zu erkennen. Ebenfalls konnte eine signifikante
Suppression bei Phy-2, Phy-3, Phy-4 und Phy-5 in den hdchsten eingesetzten Konzentrationen
(500 pg/ml) beobachtet werden (Abbildung 3). Die Reduktion der metabolischen Aktivitat war
bei Behandlung der Zellen mit Phy-3 und Phy-4 nur moderat. Phy-5 (500 pg/ml) allerdings
supprimierte die Stoffwechselaktivitat der behandelten Zellen hoch signifikant starker als SDS.
Zum Messzeitpunkt 24 h lieRen sich weitere signifikante Unterschiede in der metabolischen
Aktivitat zwischen den mit SDS behandelten Zellen und Phy-4 (50 pg/ml) und Phy-5 (5 pg/ml)
erkennen. Bei der Behandlung mit SDS war die metabolische Aktivitat signifikant geringer als
bei Stimulation mit Phy-4 (50 pug/ml) und Phy-5 (5 pg/ml). Ebenfalls war ein signifikanter
Unterschied der hemmenden Effekte von Phy-5 bei der Stimulation mit der hdchsten
Konzentrationen im Vergleich zu den Konzentrationen 5 & 50 pg/ml zu beobachten (Abbildung
5). Auch die Extrakte Phy-1, Phy-2 und Phy-3 lieBen eine signifikante Reduktion der

Stoffwechselaktivitat in der hdchsten Konzentration erkennen.
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Abbildung 4: Metabolische Aktivitat humaner Chondrozyten unter dem Einfluss von
verschiedenen Pflanzenextrakten nach 7 h.

Die Chondrozyten wurden mit den funf verschiedenen Pflanzenextrakten (Phy-1 — Phy-5) in
jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (5, 50, 500 pg/ml) 7 h behandelt. Der Alamar Blue
Test wurde verwendet. Unbehandelte Zellen wurden als Negativkontrolle mitgefuhrt. Als
Kontrolle fiir einen induzierten Zelltod dienten mit SDS (10 mol/l) behandelte Zellen. Der
Messzeitpunkt 7 h wurde als Zwischenergebnis gewahlt. n = 4.

* signifikanter Unterschied beim Vergleich einer behandelten Probe mit der unbehandelten
Kontrolle.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001
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Abbildung 5: Metabolische Aktivitat humaner Chondrozyten unter dem Einfluss von
verschiedenen Pflanzenextrakten nach 24 h.

Die Chondrozyten wurden mit den funf verschiedenen Pflanzenextrakten (Phy-1 — Phy-5) in
jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (5, 50, 500 pg/ml) 24 h behandelt. Der Alamar Blue
Test wurde verwendet. Unbehandelte Zellen wurden als Negativkontrolle mitgefuhrt. Als
Kontrolle fiir einen induzierten Zelltod dienten mit SDS (10 mol/l) behandelte Zellen. Der
Messzeitpunkt 24 h wurde als Endergebnis gewahlt. n = 4.

* signifikanter Unterschied beim Vergleich einer behandelten Probe mit der unbehandelten
Kontrolle. * signifikanter Unterschied beim Vergleich behandelter Proben in der
Varianzanalyse.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001
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4.3.2 mittels Lebend-Tod-Farbung
Um die Wirkung der Pflanzenextrakte auf die Vitalitat der humanen Gelenkchondrozyten zu

visualisieren wurde eine qualitative Lebend-Tod-Féarbung durchgefihrt.

Kontrolle Phy-3, 5 yg/ml Phy-3, 50 pg/ml

Phy-3,500 pg/ml

Phy-4, 500 pg/ml

Phy-1,5 pg/ml Phy-1,50 pg/ml Phy-1,500 pg/ml Phy-4,5 pg/ml Phy-4,50 pg/ml

Phy-2,5 pg/ml Phy-2, 50 pg/ml Phy-2, 500 pg/ml Phy-5,5 pg/ml Phy-5,50 pg/ml - § Phy-5,500 pg/ml

Abbildung 6: Vitalitatsprifung humaner Chondrozyten mittels FDA/EB- Farbung.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Chondrozytenkulturen nach 24 h und Behandlung
mit Phy-1-5 in jeweils drei unterschiedlichen Konzentrationen (5, 50 und 500 pg/ml) nach
FDA/EB- Farbung. Exemplarisch werden Bilder eines Spenders gezeigt. Insgesamt wurde die
Methode in sieben unabhéngigen Experimenten mit Zellen unterschiedlicher Spender
durchgefiihrt. Grun: lebende Zellen; Rot: tote Zellen.

Wie in Abbildung 6 dargestellt, nahmen die Pflanzenextrakte Phy-1-4 in den Konzentrationen 5
und 50 pg/ml kaum Einfluss auf die Proliferation und Vitalitdt der Chondrozyten. Die hdchste
Konzentration (500 pg/ml) hatte bei allen Pflanzenextrakten eine suppressive Wirkung auf das
Zellwachstum.

Phy-5 beeinflusste die Zellvitalitat bereits in der geringsten Konzentrationen (5 pg/ml) aber vor

allem in der hochsten Konzentration (500 pg/ml) zeigten sich vermehrt tote Zellen.
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Auf Grund der Ergebnisse des Alamar Blue Tests und der hiermit korrelierenden Ergebnisse der
Lebend-Tod-Farbung wurde die hochste Konzentration (500 pg/ml) aller Pflanzenextrakte von

der nachfolgenden Genexpressionsanalyse mittels PCR ausgeschlossen.

4.4 Genexpressionsanalysen

4.4.1 Effizienzbestimmung
Anhand der DNA-Verdunnungsreihe eines Spenders wurden die bisher noch nicht bestimmten

Effizienzen flr die Primer BAC (Abbildung 7), SOX 9 (Abbildung 8), IL-1B (Abbildung 9),
TNF-a (Abbildung 10), MMP-3 (
Abbildung 11) und COX-2 (Abbildung 12) ermittelt.

35,00
y=-3,395x+ 24,198
—e—EftfizienzBAC
£ 26-66 . .
o ' = Linear (Effizienz
= BAC)
GI 15,66
16,66
5,66
T T T 1 D.DD T T
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

Eingesetzt RNA in ng (log)

Abbildung 7: Effizienzbestimmung des Primers BAC fur die Genexpressionsanalyse in

humanen Gelenkchondrozyten.
Aufgetragen wurden die Ct-Werte einer Verdinnungsreihe gegen den Logarithmus der Menge

eingesetzter RNA in ng.
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Abbildung 8: Effizienzbestimmung des Primers SOX 9 fur die Genexpressionsanalyse in

humanen Gelenkchondrozyten.

Aufgetragen wurden die Ct-Werte einer Verdiinnungsreihe gegen den Logarithmus der Menge

eingesetzter RNA in ng.
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Abbildung 9: Effizienzbestimmung des Primers IL-1p fiir die Genexpressionsanalyse in

humanen Gelenkchondrozyten.

Aufgetragen wurden die Ct-Werte einer Verdinnungsreihe gegen den Logarithmus der Menge

eingesetzter RNA in ng
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Abbildung 10: Effizienzbestimmung des Primers TNF-a fiir die Genexpressionsanalyse in

humanen Gelenkchondrozyten.

Aufgetragen wurden die Ct-Werte einer Verdiinnungsreihe gegen den Logarithmus der Menge

eingesetzter RNA in ng.
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Abbildung 11: Effizienzbestimmung des Primers MMP-3 fir die Genexpressionsanalyse in

humanen Gelenkchondrozyten.

Aufgetragen wurden die Ct-Werte einer Verdinnungsreihe gegen den Logarithmus der Menge

eingesetzter RNA in ng.
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Abbildung 12: Effizienzbestimmung des Primers COX-2 fir die Genexpressionsanalyse in
humanen Gelenkchondrozyten.
Aufgetragen wurden die Ct-Werte einer Verdiinnungsreihe gegen den Logarithmus der Menge

eingesetzter RNA in ng.

Uber die Steigung der Geraden und die in 3.6.5 beschriebene Formel wurde die Effizienz (E) der
Primer fur humane Gelenkchondrozyten bestimmt.
Tabelle 27 zeigt eine Zusammenfassung aller fur die Genexpressionsanalyse verwendeten Primer

und deren Effizienzen.
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Tabelle 27: Effizienzen aller fur die Genexpressionsanalyse verwendeten Primer.
Selbst bestimmt wurden die Effizienzen fir die Primer fir: BAC, SOX 9,IL-18, TNF-oo MMP-3.
Im Labor bereits etabliert waren die Primer fur: COL2A1, ACAN, MMP-1.

Primer Effizienz
BAC 1,97
COL2A1 1,86
ACAN 1,87
SOX9 2,07
IL-1p 2,11
TNF-a 2,05
MMP-1 1,98
MMP-3 1,86
COX-2 2,07

4.4.2 Genexpressionsanalyse Kollagen Typ |1

Kollagen Typ Il (COL2A1) ist eines der wichtigsten Knorpelmatrixproteine. Es verleiht dem
Knorpel Druckfestigkeit und macht ihn widerstandsfahig gegen Scherkréfte. Nach der 24
stindigen Behandlung mit dem jeweiligen Pflanzenextrakt und IL-1p, das als
Entziindungsmediator einen katabolen Stoffwechsel induziert, wurde die Genexpression dieses
wichtigen EZM-Bestandteils gemessen. Dabei zeigte sich eine signifikante Suppression der
Expression von Kollagen Typ Il unter dem Einfluss von Phy-3 bei der Konzentration von 50
pg/ml. Phy-1 und Phy-5 hingegen fuhrten allein und in Kombination mit IL-1pB tendenziell zu
einer Induktion von Kollagen Typ Il. Dieser Effekt war allerdings nicht signifikant (Abbildung
13).
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Abbildung 13: Genexpression von COL2A1 unter dem Einfluss von funf verschiedenen
Pflanzenextrakten.

Nach 30 min Vorstimulation wurde fir 24 h wie an der X-Achse abzulesen stimuliert.

IL-18: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert.

*signifikanter Unterschied im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001;

Phy-1&2:n=7; Phy-3&4:n=4; Phy-5:n=5
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4.4.3 Genexpressionsanalyse ACAN

Einen weiteren wichtigen Bestandteil der EZM des Knorpels stellt das groRe Proteoglykan
Aggrecan dar. Durch seine Interaktion mit Hyaluronan und Bindung von zahlreichen
Chondroitin- und Keratansulfat-Seitenketten tragt es zur reversiblen Wasserbindungsfahigkeit
und somit zur Elastiztat des Knorpels bei. Durch die Behandlung mit den Extrakten Phy-2 und
Phy-3 wurde Aggrecan in seiner Expression gehemmt. Phy-2 zeigte hier allein und in
Kombination mit IL-1p in jeder Konzentration einen hochsignifikant hemmenden Effekt ebenso
wie Phy-3 in der niedrigsten Konzentration (5 pg/ml). Als einziger Extrakt stimulierte Phy-1
(ohne gleichzeitige IL-1p Behandlung) die Expression von Aggrecan signifikant. Ebenso lieBen
sich stimulierende Effekte bei Phy-5 in der hochsten Konzentration (mit und ohne IL-1p)
erkennen. Aulerdem zeigte sich im Vergleich zu Chondrozyten, die nur mit IL-1B behandelt
wurden, ein signifikant stimulierender Effekt bei den mit Phy-5 50 pug/ml + IL-1p behandelten
Zellen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Genexpression von ACAN unter dem Einfluss von finf verschiedenen
Pflanzenextrakten.

Nach 30 min Vorstimulation wurde fir 24 h wie an der X-Achse abzulesen stimuliert.

IL-1f: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert. * signifikanter Unterschied im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. * signifikanter Unterschied beim Vergleich behandelter Proben in der
Varianzanalyse.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001;

Phy-1&2:n=7; Phy-3&4:n=4; Phy-5:n=5
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4.4.4 Genexpressionsanalyse SOX 9

Dieser Transkriptionsfaktor vermittelt die Chondrogenese und Differenzierung der
Chondrozyten.?” Eine signifikante Induktion der Genexpression konnte jedoch nur bei der
Stimulation mit IL-1p allein und in Kombination mit dem Pflanzenextrakt Phy-3 in der héchsten
getesteten Konzentration nachgewiesen werden. Einige Stimulationsansétze zeigten jedoch eine
Tendenz zur Steigerung der Genexpression von SOX 9 (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Genexpression von SOX 9 unter dem Einfluss von funf verschiedenen
Pflanzenextrakten.

Nach 30 min Vorstimulation wurde fiir 24 h wie an der X-Achse abzulesen stimuliert.

IL-1p: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert. * signifikanter Unterschied im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. * signifikanter Unterschied beim Vergleich behandelter Proben in der
Varianzanalyse.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001;

Phy-1&2:n=7; Phy-3&4:n=4;Phy-5:n=5
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4.4.5 Genexpressionsanalyse IL-1p

IL-1B, ein Schliisselzytokin der Entzlindungsreaktion, spielt so auch bei der Arthrosepathogenese
uber die Induktion sekundéarer Mediatoren wie COX-2 und IL- 6 eine entscheidende Rolle.

Seine eigene Induktion stimuliert IL-1pB hochsignifikant. Eine hohe IL-1p Genexpression ist auch
in Kombination mit den jeweiligen Pflanzenextrakten zu erkennen, diese ist jedoch nicht
signifikant unterschiedlich zur alleinigen Behandlung mit IL-1.

Allein angewendet zeigten die Extrakte keine signifikante Auswirkung auf die Expression von
IL-1B. Das Expressionsniveau lag hier nahe des Kontrollniveaus. Im Trend hatte Phy-2, -3 und -

5 einen leicht stimulatorischen Effekt auf die IL-1p Genexpression (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Genexpression

Pflanzenextrakten.

Phy-2 Sn.u;:fml-j-l

Phy-2 S ng/ml+ 1L-1 34
Phy-3 50 ng/ml

Phy-4 50 ng/ml

Phy-1 SO pg/ml+ 1L-1 3+
Phy-2 50 pg/ml+ 1L-1 34
Phy-3 S ng/ml+ IL-1f
Phy-3 50 ng/ml+ IL-1p
Phy-<4 S ng/ml+ IL-1p

von IL-1B unter dem Einfluss von

ii “i

-

Phy-5 50 ng/ml

Phy-4 SOpg/ml+ IL-1p
Phy-5 S ng/ml+ 1L-1p
Phy-5 50 png/ml+ IL-1p

fiinf verschiedenen

Nach 30 min Vorstimulation wurde flr 24 h wie an der X-Achse abzulesen stimuliert.

IL-1f8: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert.* signifikanter Unterschied im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle. * signifikanter Unterschied beim Vergleich behandelter Proben in der

Varianzanalyse.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001;
Phy-1&2:n=7; Phy-3&4:n=4; Phy-5:n=5
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446 Genexpressionsanalyse TNF-a

Da TNF-a ebenso wie IL-1p einen groBen Anteil an der Entstehung von inflammatorischen
Prozessen und an der Freisetzung der COX-2 hat, ist auch dieses Zytokin wichtiger Mediator in
der Arthrosepathogenese. Ebenso wie IL-1p selbst wird TNF-a durch die Behandlung der
Chondrozyten mit IL-1p hochsignifikant exprimiert. Auch in allen mit IL-1f behandelten Proben
lasst sich eine Steigerung der Genexpression von TNF-o beobachten. Diese ist jedoch nur beim
Pflanzenextrakt Phy-4 in beiden Konzentrationen signifikant. AuBerdem stimulierten auch die
Extrakte Phy-1 und Phy-2 allein die Expression dieses Zytokins signifikant (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Genexpression von TNF-a

Pflanzenextrakten.

Phy-3 S0 ng/ml

Phy-2 S0 ng/mil+ I1L-1 o
Phy-3 Spg/ml+ IL-1 3

unter dem

Phy-4 S0 ng/ml

Phy-3 50 pug/ml+ IL-1 s

Einfluss

_dh ii

Phy-5 S0 ng/ml

Phy-4 5 ng/ml+ IL-1 3
Phy-4 S0 pug/ml+ IL-1 3
Phy-S 3 ng/ml+ IL-1
Phy-S 30 pg/ml+ TL-1

von fiinf verschiedenen

Nach 30 min Vorstimulation wurde flr 24 h wie an der X-Achse abzulesen stimuliert.

IL-1p: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert. * signifikanter Unterschied im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle. * signifikanter Unterschied beim Vergleich behandelter Proben in der

Varianzanalyse.
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001;

Phy-1&2:n=7; Phy-3&4:n=4; Phy-5:n=5
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4.4.7 Genexpressionsanalyse MMP-1 & -3

MMPs sind Endopeptidasen und Akteure im Knorpelremodelling, da sie die wichtigen
Komponenten der extrazellularen Knorpelmatrix spalten konnen. Sie werden mit dem
Entzindungsprozess im Knorpel assoziiert.

Fur MMP-1 zeigte sich vor allem unter dem Einfluss von IL-1f allein aber auch bei der
zusatzlichen Stimulation mit Phy-1 und Phy-2 unabhdngig von der Konzentration eine
signifikante Induktion der MMP-1 Genexpression gegeniber der unbehandelten Kontrolle. Diese
Erhéhung des MMP-1 Expressionsniveaus im Vergleich zur Kontrolle stellte sich ebenfalls bei
der Behandlung mit Phy-3, -4 und -5 kombiniert mit IL-1p dar. Hier war sie jedoch lediglich fiir
Phy-3 bei 5 pg/ml und Phy-4 bei 50 pug/ml signifikant. Phy-1 allein fuhrte zu einer signifikanten
Induktion der MMP-1 Genaktivitat. Die durch Phy-5 hervorgerufene Erhéhung der MMP-1
Genexpression war im Vergleich zu der durch die alleinige Stimulation mit IL-1p erreichten
Expression signifikant hoher. Auch beim Vergleich der MMP-1 Genexpression nach Stimulation
mit den drei verschiedenen Phy-5 Konzentrationen kombiniert mit IL-1B zeigten sich
signifikante Unterschiede untereinander (Abbildung 18).

Ein dhnliches Expressionsprofil zeigte sich fir MMP-3. Auch hier induzierte die Behandlung mit
IL-1B allein und gemeinsam mit den einzelnen Pflanzenextrakten die Genexpression dieser
Proteinase. Fir Phy-1 und Phy-2 sind diese Effekte auch hier in beiden getesteten
Konzentrationen signifikant.

Im Vergleich zu MMP-1 wurde die Genexpression von MMP-3 durch die alleinige Behandlung
der Zellen mit Phy-2, -3 nicht beeinflusst oder im Falle von Phy-4 eher supprimiert. Diese
Suppression ist fir Phy-4 auch bei MMP-1 zu erkennen. Sie ist hier aber im Gegensatz zu MMP-
3 nicht signifikant (Abbildung 19). Phy-5 hatte eine nicht signifikante induzierende Wirkung auf
die MMP-3 Genexpression.
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Abbildung 18: Genexpression von MMP-1 unter dem Einfluss von funf verschiedenen
Pflanzenextrakten.

Nach 30 min Vorstimulation wurde fir 24 h wie an der X-Achse abzulesen stimuliert.

IL-1p: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert. * signifikanter Unterschied im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. * signifikanter Unterschied beim Vergleich behandelter Proben in der
Varianzanalyse.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001;

Phy-1&2:n=7; Phy-3&4:n=4;Phy-5:n=5
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Abbildung 19: Genexpression von MMP-3 unter dem Einfluss von funf verschiedenen
Pflanzenextrakten.

Nach 30 min Vorstimulation wurde fir 24 h wie an der X-Achse abzulesen stimuliert.

IL-1f: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert. * signifikanter Unterschied im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. * signifikanter Unterschied beim Vergleich behandelter Proben in der
Varianzanalyse.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001;

Phy-1&2:n=7; Phy-3&4:n=4; Phy-5:n=5
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4.4.8 Genexpressionsanalyse COX-2 (PTGS2)

Die Genexpression von COX-2 wurde auf Grund der wichtigen Stellung der COX-2 in der
Entziindungskaskade untersucht. Die bei Verletzung oder Entzlindung durch Zytokine wie IL-1p
und TNF-a aktivierte COX-2 produziert Prostaglandin E,, welches sich katabol auf den
Aggrecan und Kollagen Typ Il Stoffwechsel auswirkt. Durch die Behandlung mit IL-1p wurde
die Expression von COX-2 hochsignifikant stimuliert. Bei Kombination der IL-1B Stimulation
mit allen Pflanzenextrakten Phy-1-5 blieb dieser induzierende Effekt unbeeinflusst. Die COX-2
Expression, hervorgerufen durch IL-1f in Kombination Phy-2, war bei beiden Phy-2
Konzentrationen signifikant héher als in der unbehandelten Kontrolle. Signifikante Anderungen
gegenuiber der Kontrollen konnten sich bei Phy-1, -3 und -4 dagegen nur in einer der beiden
Konzentrationen nachweisen lassen. Als einziges Pflanzenextrakt hemmte Phy-5, ohne
zusétzliche IL-1p Behandlung, die Genexpression von COX-2 hochsignifikant (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Genexpression von COX-2 (PTGS2) unter dem Einfluss von funf

Kontrolle
Phy2 S0pg/ml+
Phy3 S0pg/ml
Phy4 SO0pg/ml

Phy4 Spg/ml + IL-13
PhyS SOpg/ml

Phy2 Spg/ml + 1L- 13+
Phy2 SOpg/ml + 1L- 13-
Phy3 Spg/ml + IL-13
Phy3 SOpg/ml + IL-13
Phy4 SOpg/ml + IL-1(3
PhyS Spg/ml + IL-1p3
PhyS SOpg/ml + IL-13

verschiedenen Pflanzenextrakten.

Nach 30 min Vorstimulation wurde fir 24 h wie an der X-Achse abzulesen stimuliert.

IL-1p: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert. * signifikanter Unterschied im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. * signifikanter Unterschied beim Vergleich behandelter Proben in der
Varianzanalyse.

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001;

Phy-1&2:n=7; Phy-3&4:n=4; Phy-5:n=5
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45 Einfluss der Pflanzenextrakte auf den s-Glykosaminoglykan— und
Kollagengehalt
Als Indikator fur die Syntheseleistung der Chondrozyten wurde der s-GAG- und Kollagengehalt
bestimmt. Die zur Stimulation verwendete Konzentration wurde in Orientierung an die
Genexpressionsanalysen ausgewdéhlt (5 pg/ml) und die Zellen wie in Tabelle 25 fir 24 h
behandelt. Mit der Uberlegung, dass frisch synthetisierte s-GAG und Kollagen zunachst Iéslich
sind bevor unl6sliche Polymere durch Aggregatbildung oder Quervernetzung entstehen, wurde
der Kulturliberstand und die lysierten Zellen getrennt gewonnen. Beide Fraktionen (Lysat) und
Kulturiiberstand wurden daher bestimmt und dann als Gesamtgehalt zusammengefasst. Der s-
GAG-Gehalt wurde durch die verwendeten Pflanzenextrakte nicht signifikant beeinflusst.
Lediglich Phy-2 und Phy-5 zeigten in Kombination mit IL-1p tendenziell eine Erhohung der
Syntheseleistung, ein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen konnte

jedoch nicht nachgewiesen werden.
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s-Glykosaminoglykane in Zellen und Zellkulturiberstand
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0.0

Kontrolle 1
IL-1B 7

Phy-15 pg/ml 1
Phy-2 5 pug/ml 1
Phy-3 5 pg/ml 1
Phy-4 5 pg/ml 1
Phy-55 pg/ml 1

Phy-15 ug/ml + IL-1B 1
Phy-2 5 ug/ml + IL-1B 1
Phy-3 5 ug/ml + IL-1B 1
Phy-4 5 ug/ml + IL-1B 1
Phy-55 ug/ml + IL-1B 1

Abbildung 21: Gesamt-s-GAG-Gehalt der einzelnen Proben unter dem Einfluss von flnf
verschiedenen Pflanzenextrakten und IL-1p
Nach 30 min Vorstimulation (Tabelle 25) wurde fur 24 h, wie an der X-Achse abzulesen,

stimuliert. IL-18: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert. n= 4

Auch die Kollagengehaltsbestimmung erfolgte zunachst in Zellen (Lysat) und Kulturliberstand
und wurde dann als Gesamtgehalt betrachtet. Ebenso wie beim s-GAG-Gehalt konnten keine
signifikanten Effekte auf die Kollagensynthese durch die eingesetzten Pflanzenextrakte Phy-1 -5
beobachtet werden. Tendenziell ist ein stimulierender Effekt bei der Behandlung mit IL-1f und
unter dem Einfluss von Phy-4 (mit IL-13) und Phy-5 (mit IL-1pB) festzustellen. Auch hier
konnten keine signifikanten Unterschiede erreicht werden (Abbildung 22).
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Kollagengehalt in Zellen und Zellkulturiiberstand
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Phy-3 5 pg/mi
Phy-55 pg/mi

Phy-15 pg/ml + IL-18
Phy-2 5 pug/ml + IL-18
Phy-3 5 ug/ml + IL-1B
Phy-4 5 pug/ml + IL-18
Phy-55 pg/ml + IL-18

Abbildung 22 : Gesamtkollagengehalt der einzelnen Proben unter dem Einfluss von funf
verschiedenen Pflanzenextrakten und IL-1f.
Nach 30 min Vorstimulation (Tabelle 25) wurde fur 24 h wie an der X-Achse abzulesen

stimuliert. IL-15: 10 ng/ml. Die Kontrolle wurde normiert. n= 3
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5 Diskussion

5.1 Im Labor verwendeter makroskopischer Arthrosescore

Der fur diese Arbeit herangezogene makroskopische Arthrosescore (Tabelle 19) wurde in der
AG Bioreconstruction selbst entwickelt und nun zur Beurteilung der aus dem OP bezogenen
Knorpelproben herangezogen. Anhand dieses Scores lassen sich schon durch alleinige
makroskopische Betrachtung des Probenmaterials Aussagen uber die arthrotische Veranderung
des Knorpels treffen um somit eine Vorauswahl von Spendermaterial, das mdglichst wenig
arthrotisch verandert ist, zu realisieren.

Die S3-Leitlinien der DGOOC von 2009-2011 sehen lediglich eine radiologische Einteilung
nach Kellgren und Lawrence und mehrere klinische Scores fur die Stadieneinteilung der
Arthrose vor.” Weiterhin existieren verschiedene  klinisch/makroskopische — Ansatze
Gelenkknorpel einzuteilen wie zum Beispiel der Evaluationsfragebogen der International
Cartilage Repair Society (ICRS).%! In diesem bewerten Patient und Operateur unter anderem das
Aktivitatslevel des Patienten, Symptome, Bewegungsausmal? und im ROntgen sichtbare
Veranderungen. Um einen weiteren moglichen Klassifikationsansatz fur die Bewertung eines
Knorpeldefekts handelt es sich bei der Outerbridge Classification, bei der das makroskopische
AusmaR eines Knorpeldefekts in vier Schweregrade eingeteilt wird.*

Fur die Auswahl des Knorpels, der in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, kamen diese
beiden Klassifikationen jedoch nicht in Frage und so wurde der eigens im Labor entwickelte
Score angewandt.

Fur die spateren Experimente ist es essenziell, dass sich noch nicht zu viele Zellen in einer
katabolen Stoffwechsellage befinden und die Zellen noch vital genug sind um das spéatere
Passagieren und die Experimente zu Uberleben. Auflierdem soll verhindert werden, dass die
Chondrozyten bereits vermehrt Zytokine und Entziindungsmediatoren exprimieren, da eine
definierte pro-inflammatorische Stoffwechsellage erst spéter in vitro durch die Stimulation mit
IL-1P geschaffen werden soll.

Beim Vergleich von gesunden kultivierten Chondrozyten und bereits arthrotisch veranderten
zeigte sich in der Arbeit von Lin et al. eine zwar weitestgehend mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit vergleichbare Expression von anabolen EZM-Bestandteilen und katabolen
Zytokinen. Allerdings wurde ebenfalls eine im OA-Knorpel bereits tendenziell erhthte Zytokin
Expression beobachtet, wobei vor allem die Konzentration von COX-2 signifikant erhoht ist.

Das Genexpressionsprofil der Chondrozyten veréndert sich hier jedoch ebenfalls durch die
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Kultivierung und das Passagieren der Zellen.*® Aus diesem Grund wurden auch in der
vorliegenden Arbeit nur Zellen bis maximal Passage 4 (P4) verwendet.

Fan et al. konnten in ihrer Arbeit eine, im Gegensatz zu der in gesunden Zellen, verminderte
Antwort auf die IL-1B-Stimulation bei Zellen beobachten, die bereits hohen IL-1P
Konzentrationen durch OA ausgesetzt waren. Hier wird von einem autokrinen/parakrinen Loop
ausgegangen, der tber IL-1pB getriggert wird, das sich bereits in der Synovialfliissigkeit und der
oberflachlicheren Knorpelzone befindet. 3

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chondrozyten sollten deshalb vorher einer
moglichst geringen IL-1B Konzentration ausgesetzt sein und aus diesem Grund wurde bereits vor
der Kultivierung eine VVorauswahl getroffen.

Fur die Spender, deren Knorpel fiir diese Arbeit verwendet wurde, ergab sich im Mittel ein Score
von ca. 5,3 Punkten, welcher nach dem im Labor angewandten Score einer leichten bis mittleren
arthrotischen Veranderung entspricht.

Bei einem Spenderpool von 11 Spendern war jedoch eine Varianz in den erzielten Scores zu
erkennen. So gab es zwei Spender mit hohen Gesamtscores und drei Spender mit kaum
arthrotischen Veranderungen des Knorpels. Diese Varianz beeinflusst spater sicherlich auch die

Ergebnisse der Stoffwechselaktivitat und das Genexpressionprofil der einzelnen Spenderzellen.

5.2 Einfluss der Pflanzenextrakte auf die Zellmorphologie

Bei der Entwicklung eines neuen Medikaments ist es von Bedeutung, dass diese Substanz fir
den Korper wie fur die Zellen am Wirkort vertraglich ist und im Zielgewebe nicht zytotoxisch
wirkt. Daher wurden die finf Pflanzenextrakte in jeweils drei unterschiedlichen Konzentrationen
(5 pg/ml, 50 pg/ml und 500 pg/ml) zunéchst auf ihre zytotoxische Wirkung getestet. Die
behandelten Chondrozyten wurden nach 24 h unter dem Lichtmikroskop betrachtet.

Diese zeigten in der Monolayerkultur eine Fibroblasten-ahnliche Morphologie wie fir diesen
Zelltyp typisch.®> 8 8 zum Teil lieRen sich spenderabhangig zellmorphologische Unterschiede
unter dem Einfluss der verschiedenen Pflanzenextrakte erkennen. Dabei konnte bei den
einzelnen Extrakten vor allem in den héheren Konzentrationen (Phy-1 500 pg/ml, Phy-2 500
pg/ml, Phy-3 50 pg/ml & 500 pg/ml, Phy-5 5 pg/ml & 500 pg/ml) eine Verminderung der
adhérenten Zellen, eine teilweise Abrundung der Zellen sowie eine erhOhte Granularitat
festgestellt werden (Abbildung 3).
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Diese Beobachtungen lassen darauf schlieRen, dass die Pflanzenextrakte dosisabhangig einen
Einfluss auf die Proliferation und Zellmorphologie z. B. durch Effekte auf das Zytoskelett der
Chondrozyten haben. Um diese Ergebnisse zu validieren wurde mittels Alamar Blue Test der

Stoffumsatz und somit indirekt die Stoffwechselaktivitat der Zellen untersucht.

5.3 Einfluss der Pflanzenextrakte auf die metabolische Aktivitat und die
Zellvitalitat

5.3.1 mittels Alamar Blue Assay

Bei diesem Test wurde als MaR fir die von den einzelnen Pflanzenextrakten ausgehende
Toxizitat die Minderung der Stoffwechselaktivitdt im Verhaltnis zu einer unbehandelten
Kontrolle gemessen. Zusatzlich wurde als Positivkontrolle das Zellgift SDS mitgefiihrt, bei dem
von einer Hemmung des Stoffwechsels auszugehen ist.

Auch in anderen Arbeiten wurde zur Beurteilung der Zytotoxizitat der dort zu testenden
Pflanzenextrakte die Verénderung des Absorptionsspektrums der hinzugefiigten Farbstoffe
verwendet. So nutzten Kim et al. den water soluble tetrazolium-1 (WST-1) Assay um die
mdogliche zytotoxische Wirkung des Piperins auf die kultivierten Makrophagen zu beurteilen.
Genau wie in der vorliegenden Arbeit wurde der Test weiterhin genutzt um eine VVorauswahl aus
unterschiedlichen Dosierungen vorzunehmen.” Auch in einer weiteren Arbeit, die sich mit der
Wirkung eines aus Arctium Lappa gewonnen Wirkstoffes auf die durch den Transkriptionsfaktor
NF-kB induzierten Signalwege im Makrophagen befasst, wurde um die Zellproliferation
beurteilen zu kénnen der WST-1-Assay verwendet.®’

Bei der Bestimmung der Absorptionsspektrumsanderung handelt es sich also um ein regelméafig
verwendetes Verfahren. Mit diesem lassen sich verschiedene Dosierungen eines Wirkstoffes im
Hinblick auf ihren Einfluss auf die Zellproliferation einzelner Zelltypen relativ einfach
beurteilen.

Da der Alamar Blue Assay im Labor bereits etabliert war und sich zuvor schon aussagekréftige
Ergebnisse bei der Testung von humanen Chondrozyten erzielen lieRen, kam dieser Assay auch
in der hier vorliegenden Arbeit zur Anwendung.

Wie in Abbildung 4 zu erkennen, wurde bereits nach 7 h ein signifikant hemmender Effekt auf
den Stoffumsatz der Chondrozyten durch die Extrakte 1, 2, 3 und 5 in der hdchsten
Konzentration (500 pug/ml) verzeichnet. Diese Beobachtung ist deckungsgleich mit den zuvor
lichtmikroskopisch festgestellten zellmorphologischen Verénderungen.
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Auch nach 24 h waren diese Ergebnisse noch zu erkennen. Hier zeigt sich, dass der
Birkenblatterextrakt in allen Konzentrationen eine hemmende Wirkung auf den Stoffwechsel der
Chondrozyten hat. Bei den mit 500 pg/ml behandelten Zellen ist diese auf 56% im Vergleich zur
Kontrolle reduziert. Auch bei den mit Brennnesselextrakt in der hdchsten Konzentration
behandelten Zellen lasst sich eine Reduktion auf 40% feststellen.

Der groRte hoch signifikante Effekt in Form einer Suppression des Zellmetabolismus zeigt sich
jedoch vor allem flr Phy-5 (schwarzer Pfeffer) in der Konzentration 500 pg/ml. Hier wurde eine
weit hohere prozentuale Reduktion gemessen als bei SDS. Bei diesem Extrakt ist somit davon
auszugehen, dass die Konzentration 500 pg/ml einen zytotoxischen Effekt auf die Knorpelzellen
hat.

5.3.2 mittels Lebend-Tod-Farbung

Ebenfalls bestatigt wurden diese Ergebnisse in der Lebend-Tod-Farbung. Auch hier zeigte sich
verminderte Zellproliferation und verminderte Zellvitalitit bei der Stimulation mit dem
jeweiligen Pflanzenextrakt in der Konzentration 500 pg/ml (Abbildung 6).

In Korrelation mit dem Alamar Blue Assay zeigte sich auch hier eine klar erkennbare Inhibition
der Zellvitalitdt und somit ein zytotoxischer Effekt nach der Behandlung mit schwarzem
Pfefferextrakt in der hochsten Konzentration.

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die Stimulationsversuche mit der Konzentration 500 pg/ml
nicht fortgesetzt und diese Konzentration fir die Genexpressionsanalyse nicht mit
eingeschlossen, da bei nahezu allen Extrakten eine Verminderung der Stoffwechselaktivitit zu
beobachten war und deshalb davon auszugehen ist, dass eine Verzehnfachung der Konzentration
keinen protektiven Nutzen fiir die Chondrozyten hat.

Allerdings muss im Hinblick auf die inhibierende Wirkung des schwarzen Pfefferextraktes auch
seine Herstellung mit 40% Ethanol als Extraktionsmittel in Betracht gezogen werden. Da

Ethanol bekanntlich als starkes Zellgift wirkt %#°

und die Wirkung von schwarzem Pfeffer auf
Knorpelzellen wenig erforscht ist, wére es sinnvoll, die Wirkung dieses Extraktes geldst in einem
anderen Extraktionsmittel erneut zu testen.

Fur die anderen Pflanzenextrakte stehen nur vereinzelt vergleichbare Studienergebnisse zur
Verfugung.

So konnte in den Experimenten von Huh et al. kein zytotoxischer Effekt fir das aus der Rinde
der Betula Platyphyla var. japonica gewonnenen Extraktes nachgewiesen werden.?®® Hier
wurde allerdings ein oraler Zytotoxizitats-Test mit einer Dosierung von 5 g/kg Kérpergewicht an

Ratten und Kaninchen vorgenommen. Die direkten Auswirkungen des Birkenextraktes auf den
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Stoffwechsel der Chondrozyten wurden so in keinem vergleichbaren Experiment untersucht.
Aullerdem wurde in den Versuchen dieser Arbeit der Extrakt aus den Blattern nicht der Rinde
der Betula pendula / pubescens verwendet und ein Vergleich l&sst sich auch aus diesem Grund
schwer herstellen.

Zhao et al. fuhren in ihrer Studie ebenfalls ein Zytotoxizitats-Assay in vitro mit einer aus
Klettenwurzel gewonnenen Stoffgruppe an Makrophagen durch und stellen hier bei einer
Konzentration von 100 uM keinen zytotoxischen Effekt dieser Substanz fest.®®

Auch fir diesen Pflanzenextrakt stehen sonst keine vergleichbaren experimentellen Ergebnisse

an Chondrozyten zur Verfligung.

5.4 Einfluss der Pflanzenextrakte auf das Genexpressionsprofil der

Chondrozyten

Nach Ausschluss der hochsten Konzentration von 500 pg/ml auf Grund der Inhibierung der
Stoffwechselaktivitdt und Zellvitalidt wurden die finf Pflanzenextrakte in den verbliebenen
Konzentrationen von 5 pg/ml und 50 pg/ml auf ihren Einfluss auf das Genexpressionsprofil der
Chondrozyten getestet. Die Stimulation mit IL-1B diente hier als stark vereinfachtes in vitro
induziertes Arthrosemodell. Durch die alleinige Verwendung der Pflanzenextrakte in der
Konzentration 50 pg/ml sollte zumindest in einer Konzentration die Wirkung der Extrakte auf
Knorpelzellen uberpruft werden.

Es wurde vor allem die Expression von fiir den EZM — Aufbau verantwortlicher Proteine sowie
fur mit OA assoziierten Entziindungsmediatoren untersucht, da diese als Ziele fur eine

medikamentdse Therapie vielversprechend sind.

5.4.1 Pflanzenextrakt 1 — Birkenblatterextrakt - Betula pendula / pubescens

Dieser Extrakt ubte auf die Expression wichtiger EZM—Bestandteile einen eher im Trend
stimulatorischen Effekt aus und lie} bei der Aggrecanexpression bei alleiniger Stimulation eine
signifikante Erh6hung der Expression erkennen. Auch beim chondrogenen Transkriptionsfaktor
SOX 9 liel? sich dieser stimulatorische Trend erkennen aber nicht als signifikant darstellen.
Interessanterweise scheint der Extrakt zwar keine inhibierenden Effekt auf die Genexpression
der fir den Knorpelaufbau wichtigen Proteine und Transkriptionsfaktoren zu haben, allerdings
supprimiert er genauso wenig die Expression der fiir die Entstehung der OA verantwortlichen
Entzindungsmediatoren wie IL-13, TNF-a und COX-2 sowie fir die Knorpeldegradation
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verantwortlichen MMPs-1 und -3, deren Genexpression durch den Birkenblatterextrakt
signifkant erhoht werden.

Huh et al. konnten dem Extrakt der asiatischen Birke im Tiermodell und an Synoviozyten Uber
die Downregulation von NF-kB und die daraus resulticrende Inhibierung der PGE, und iNOs
einen anti-inflammatorischen Effekt nachweisen und empfehlen dieses Extrakt zu
Therapiezwecken der OA.®**® Diese Beobachtungen konnten sich jedoch fiir den in dieser Arbeit

verwendeten Birkenblatterextrakt nicht bestétigen.

5.4.2 Pflanzenextrakt 2 — Brennnesselextrakt - Urtica dioica / urens

Die Kollagen Typ Il Expression blieb durch den Extrakt unbeeinflusst allerdings wurde die
Aggrecanexpression z.T. hochsignifikant supprimiert. Der fur SOX 9 gemessen stimulatorische
Effekt lasst sich in diesem Hinblick am wahrscheinlichsten als gegenregulatorischer Effekt auf
die Supprimierung von Aggrecan erklaren. SOX 9 wird namlich nicht nur mit Kollagen Typ Il
co-exprimiert sondern ebenfalls mit Aggrecan.?”*®

Ebenso wie Phy-1 induzierte Phy-2 signifikant die TNF-a Induktion hat aber allein auf die
Transkription der Gene der anderen katabolen und entziindlichen Mediatoren keinen Einfluss.
Bei einer verminderten Expression von Aggrecan und einer TNF-a Induktion kann bei diesem
Pflanzenextrakt auf eine potenziell eher katabole Wirkung geschlossen werden.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Schulze-Tanzil et al. bei der Verwendung eines
Medikamentes (Hox alpha), welches auf der Basis eines Brennnesselsubstrates beruht, lieR sich
in dieser Studie eine Hemmung der MMPs erkennen.>®

Allerdings wurden die Chondrozyten im Gegensatz zu dieser Arbeit auf Kollagen Typ- Il
kultiviert und die Zusammensetzung von Hox alpha wird ebenfalls nicht dem hier verwendeten
Extrakt entsprechen. Daher ist eher von unterschiedlichen experimentellen Voraussetzungen

auszugehen und ein Vergleich ist erneut schwer herzustellen.

5.4.3 Pflanzenextrakt 3 — Klettenwurzelextrakt — Arctium lappa

Auch durch das Klettenwurzelextrakt wird die Genexpression von Kollagen Typ Il und
Aggrecan inhibiert. Bei der Expression von Aggrecan war diese Inhibierung ebenfalls signifikant
und genau wie bei Phy-2 lasst sich ein Trend zur auf Genebene gegenregulatorischen Expression
von SOX 9 feststellen. Dieser tritt in der Konzentration von 50 pg/ml und in Kombination mit
IL-1pB auf.

Auf die Genexpression der katabol wirkenden Mediatoren hat der Extrakt keine signifikante

Auswirkung. Die IL-1p Wirkung wird ebenfalls durch keine der untersuchten Konzentrationen

70



signifikant beeinflusst. Einzig die Expression von COX-2 wird in Kombination mit IL-1p durch
die niedrigste Konzentration signifikant erhoht.

Also zeigt sich auch bei diesem Extrakt eher eine Verstarkung der katabolen Effekte des IL-1p.
Da auch fir die Verwendung von Klettenwurzel keine vergleichbaren Studien an Chondrozyten
vorliegen, konnen keine vergleichbaren Ergebnisse herangezogen werden. Lediglich die
antioxidative und anti-inflammatorische Wirkung wurden in einzelnen Studien an
monozytischen Makrophagen und Tumorzelllinien untersucht, wobei sich eine inhibitorische
Wirkung auf die Produktion von NO- und pro-inflammatorische Zytokinen sowie ein
hemmender Effekt auf den NF-kB Pathway und weiterhin eine Aktivierung von antioxidativen

Enzymen zeigte.>*>®

5.4.4 Pflanzenextrakt 4 — Zwiebelextrakt — Allium cepa

Weder die Genexpression von Kollagen Typ Il noch Aggrecan und SOX 9 wurden durch den
Zwiebelextrakt signifikant supprimiert. Allerdings hatte der Pflanzenextrakt auch keinen
Einfluss auf die Genexpression der Entziindungsmediatoren und katabolen Substanzen.
Lediglich die MMP-3 konnte durch die Konzentration 50 pg/ml signifikant supprimiert werden.
Auf die IL- 1B Wirkung hatten beide Konzentrationen jedoch keinen Einfluss.

Auch der Zwiebel werden wie allen anderen Pflanzenextrakten anti-inflammatorische und
antioxidative Eigenschaften zugesprochen.’®* Jedoch liegen fur die Wirkung der Zwiebel auf
Gelenkchondrozyten nur vereinzelte publizierte Studien vor und so lassen sich auch nur schwer
vergleichbare experimentelle Ergebnisse dieser Art heranziehen.

Vereinzelte Studien haben jedoch die Wirkung von Quercetin auf andere Zelltypen untersucht.
So zeigt die bereits erwéhnte Studie von Apichart et al. eine gesteigerte Proliferation von
Knorpelzellen der sphenooccipitalen Synchondrose durch eine induzierende Wirkung von
Quercetin, einem Flavonoid aus der Zwiebel, auf die Genexpression von SOX 9 und Kollagen
Typ 11.7°

In einer Studie von Sato et al. konnte fir Quercetin eine Inhibierung der durch TNF-a
induzierten NF-kB-Aktivierung in humanen Synoviozyten nachgewiesen werden. Durch diese
Inhibierung wird gleichzeitig die Transkription der pro-inflammatorischen Gene fiir IL-8 und das
monocyt chemoattractant protein-1 (MCP-1), ein Chemokin, das fir die Migration von T-
Lymphozyten und Natirlichen Killer (NK)-Zellen mitverantwortlich ist, reduziert.?2®°

In einer weiteren Studie von Jackson et al. wurde durch Quercetin die Angiogenese sowie die
Proliferation von Synoviozyten inhibiert. Beides spielt eine Rolle in der Pannusbildung bei

rheumatoider Arthritis und fortgeschrittener OA. Bei der Behandlung von Chondrozyten mit

71



Quercetin hatte dieses in dieser Studie allerdings keinen Effekt auf die Expression der MMP-1.
Allerdings zeigte sich ein geringer Effekt auf die Expression der MMP-3 durch die hochste
verwendete Konzentration von 10 pM.>* Dieser supprimierende Effekt konnte auch in der

vorliegenden Arbeit bei einer Konzentration von 50 pg/ml nachgewiesen werden.

5.4.5 Pflanzenextrakt 5 — schwarzer Pfefferextrakt — Piper nigrum

Ahnlich wie bei den anderen Pflanzenextrakten gibt es auch nur wenige vergleichende Studien,
in denen Chondrozyten mit schwarzem Pfefferextrakt behandelt wurden.

In den Experimenten dieser Arbeit zeigte sich, dass die zuvor in den Vitalitatsassays beobachtete
Zytotoxizitdt des Extraktes das Genexpressionsprofil der Chondrozyten nicht wesentlich
beeinflusste. Ein allerdings nicht-signifikanter Trend zur Induktion der Kollagen Typ Il und
Aggrecan Genexpression wurde beobachtet. Verglichen mit der IL-1p Kontrolle war die
Aggrecanexpression bei der Konzentration 50 pg/ml in der Kombination mit IL-1B signifikant
hoher. Dieses lasst darauf schlielen, dass der Extrakt trotz induzierter Entziindungsmediatoren,
die fir den Aufbau der EZM verantwortlichen Gene induzieren konnte. Diese Beobachtung
spiegelt sich ebenfalls in der Induktion von SOX 9 in der hochsten Konzentration in
Kombination mit IL-1p wider. Hier konnte es sich um eine kompensatorische Gegenregulation
handeln, der chondrogene Transkriptionsfaktor wird hochreguliert, um einer stattfindenden
Entzindungsreaktion entgegen zu wirken. Dieses kdnnte ebenfalls mit der erhohten Expression
von Kollagen Typ Il und Aggrecan in der Konzentration 50 pg/ml einhergehen.

Zusatzlich lieB sich eine hochsignifikante Reduktion von COX-2 bei alleiniger Stimulation mit
dem Pflanzenextrakt mit der Konzentration 50 pg/ml verzeichnen. So wird mdglicherweise
synergistisch die Entziindungsreaktion gehemmt und der Aufbau der EZM induziert.

Allerdings ergaben sich im Hinblick auf die Zytokin- und MMP-Expression keine signifikanten
Einflisse durch die alleinige Behandlung mit schwarzem Pfefferextrakt. Ein weiterer kataboler
Effekt zeigte sich in der Induktion von MMP-1. Die MMP-1- Expression wurde signifikant
durch den Extrakt (50 pg/ml) in Kombination mit IL-1f gegeniiber der alleinigen IL-18
Behandlung verstéarkt. Entsprechend der zuvor beobachteten Beeinflussung des Chondrozyten -
stoffwechsels durch den Pfefferextrakt wéren weitere solcher eher katabolen Wirkungen zu
erwarten gewesen als eine anti-inflammatorische, wie die Supprimierung der COX-2.

Ying et al. erzielten in Bezug auf die Suppression von COX-2 vergleichbare Ergebnisse. Hier
wurden OA-Chondrozyten mit Piperin einem phenolisch aktiven Extrakt, das aus schwarzem
Pfeffer gewonnen wurde, in drei Konzentrationen (10, 50, 100 pug/ml) behandelt und danach mit

IL-1B stimuliert. In dieser Arbeit konnte ein signifikant supprimierender Effekt durch die
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Konzentrationen 50 und 100 pg/ml auf die Expression von COX-2 sowie PGE; und NO
festgestellt werden. Ying et al. konnten weiterhin nachweisen, dass Piperin signifikant den
Promoter des NF-kB-Gens inhibiert und so die Produktion von PGE, und NO reduziert.
AuBerdem wurde eine Inhibierung der Genexpression der MMP-3 und MMP-13 nachgewiesen."?
Kritisch muss allerdings in dieser Veroffentlichung die geringe Spenderzahl betrachtet werden.
So wurden die Experimente lediglich mit Zellen von drei Spendern durchgefuhrt, welches einer
geringeren Spenderzahl als in dieser Arbeit entspricht. AuBerdem wurde eine geringere IL-13
Konzentration (5 ng/ml) verwendet als in der gegenwartigen Studie.

Um das mogliche therapeutische Potential dieses Extrakts zu erforschen wéren weitere
Versuche, wie bereits oben erwéhnt, mit einem anderen Extraktionsmittel und einer anderen
Dosierung notig.

Zu beachten ist weiterhin, dass es bei der Arbeit mit Pflanzenextrakten immer auch auf die
Herkunft der Pflanze, die dortigen Bodenbeschaffenheiten und die verwendeten Pflanzenteile,
die Lagerung und Extraktionsmethode ankommt. Eine vollstandige Ubereinstimmung dieser

Komponenten ist somit kaum zu gewahrleisten.

5.5 Einfluss der Pflanzenextrakte auf den s-GAG -und Kollagengehalt

Um die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse im Hinblick auf die EZM-Bestandteile noch
einmal auf Proteinebene zu quantifizieren wurden der DMMB-Assay und der
Hydroxyprolinassay mit der Extrakt-Konzentration 5 pg/ml durchgefihrt. Diese Konzentration
wurde ausgewdhlt, da sie in den Genexpressionsanalysen recht haufig signifikante Ergebnisse
lieferte und es durchaus von Interesse war, ob und wenn ja, welche Wirkung eine so geringe
Konzentration auf die Syntheseleistung der Chondrozyten haben kénnte. Des Weiteren ware ein
Versuchsaufbau mit beiden Konzentrationen vom Material und Zeitaufwand schlicht weg nicht
moglich gewesen.

Im DMMB-Assay zeigte sich nur bei den Extrakten aus Brennnessel und schwarzem Pfeffer ein
tendenzielle GAG-Synthese steigernder Effekt in Kombination mit IL-1B, welches wieder auf
eine gegenregulatorische Steigerung schlielen lassen kdnnte, da auch die Synthese bei alleiniger
IL-1B Stimulation leicht erhdht war.

Diese Ergebnisse entsprechen allerdings nicht der Genexpressionsanalyse, da hier die
Aggrecanexpression durch Phy-2 5 pg/ml in Kombination mit IL-1p signifikant supprimiert wird
und auch Phy-5 wirkt tendenziell eher hemmend.
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Es gilt jedoch zu beachten, dass es sich beim DMMB-Assay um eine Messung aller s-GAGs als
Bestandteil der Proteoglykane handelt. Somit wird hier nicht nur die sulfatierte Seitenkette des
Aggrecans erfasst sondern auch alle anderen PGs.

Womit eine Divergenz der Genexpressionsanalyse und der Ergebnisse des DMMB-Assays
erklarbar ware. Die Ergebnisse des DMMB-Assays konnten allerdings kein Signifikanzniveau
erreichen und so l&sst sich hier auch nur von Tendenzen sprechen.

Auch bei der Kollagengehaltsbestimmung durch die Hydroxyprolinmessung konnten keine
signifikanten Ergebnisse erzielt werden. Lediglich eine Tendenz zur Synthesesteigerung durch
Pflanzenextrakt 5 (schwarzer Pfeffer) konnte gemessen werden. Auch hier lasst sich ein
gegenregulatorischer Effekt annehmen, da auch hier der Kollagengehalt durch IL-1f leicht
erhéht wurde. Auch in der Genexpressionsanalyse lasst sich eine tendenziell erhdhte Expression
von Kollagen Typ 1l feststellen.

Es muss jedoch auch beim Hydroxyprolinassay in Betracht gezogen werden, dass sich die
Messung auf den Gesamtkollagengehalt bezieht und somit nicht nur die Synthese von Kollagen
Typ Il gemessen wird sondern auch alle anderen durch Chondrozyten synthetisierte Kollagene.
Moglich wére es, dass sich der Gesamtkollagengehalt nach einer langeren Inkubationszeit
deutlich erhoht héatte, da kultivierte Chondrozyten durch Dedifferenzierung zunéchst die
Expression von Kollagen Typ Il herunter regulieren und erst nach ihrer Dedifferenzierung zu
einem Fibroblasten-dhnlichen Phanotyp nach mehreren Tagen dann vermehrt Kollagen Typ |

produzieren 8939483
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6 Fazit und Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen fur alle verwendeten Pflanzenextrakte eine dosisabhéngige
und bei moderaten Dosen nicht zytotoxische Wirkung auf Chondrozyten. Dieses ist im Hinblick
auf einen therapeutischen Einsatz der Extrakte von hoher Bedeutung.

Allerdings lassen sich in der Genexpression auch keine hervorstechenden
entzindungshemmenden Effekte der einzelnen Extrakte nachweisen. Lediglich der aus der
Zwiebel gewonnene Extrakt supprimierte die Genexpression der MMP-3 signifikant (Abbildung
19). Auch der schwarze Pfefferextrakt lieR zumindest eine hochsignifikante Unterdriickung der
COX-2 Expression erkennen (Abbildung 20). Durch diese Ergebnisse stellt sich nun die Frage
des therapeutischen Nutzens der jeweiligen Pflanzenextrakte. Die anti-inflammatorische und
EZM- Abbau hemmende Wirkung der Extrakte 4 und 5 musste in weiteren Experimenten erneut
untersucht und bestatigt werden. Da in dieser Arbeit lediglich die Genexpression untersucht
wurde, kann (ber die eigentliche Aktivitat der MMPs hier keine Aussage getroffen werden und
musste ebenfalls in einer weiteren Studie untersucht werden.

Aullerdem waére es von Interesse die Extrakte auch in anderen Konzentrationen zu testen. In der
vorliegenden Arbeit wurden lediglich drei Konzentrationen untersucht deren Spanne
untereinander sehr hoch war. So zeigten sich in der Konzentration 500 pg/ml zum Teil
zytotoxische Effekte sowohl beim Extrakt aus schwarzem Pfeffer als auch bei allen anderen
Extrakten (Abbildung 6). Zu diskutieren wére hier, ob eine erneute Testung mit Konzentrationen
in geringerer Abstufung sinnvoll wéare, um die optimale Wirkdosis der einzelnen Extrakte
einzugrenzen.

Da sich allerdings auch potenziell katabole Effekte vor allem der Pflanzenextrakte 1, 2 und 3
nachweisen lielRen, ist hier fraglich ob eine weitere Testung Uberhaupt in Frage kédme.

Da die einzelnen Wirkkomponenten der Pflanzenextrakte nicht bekannt sind, kann ebenfalls kein
Rickschluss auf das Einfluss nehmende Substrat gezogen werden. So wurden in dieser Arbeit
die Pflanzenextrakte als Ganzes untersucht und nicht die einzelnen Wirkstoffe, die diese
enthalten. So bleibt unklar, welche Wirkstoffgruppe den genauen Einfluss auf die Chondrozyten
genommen hat. Zu Uberlegen ware ob man sich bei weiteren Versuchen auf eine Komponente
der Pflanze beschranken sollte, so wie bereits bei den Experimenten mit Piperin (Wirkstoff aus
schwarzem Pfeffer) und Quercetin (Wirkstoff der Zwiebel) verfahren wurde.>>*""2

Desweiteren gilt zu bedenken, dass trotz durchgefiihrtem makroskopischem Arthrosescoring

(Tabelle 19) eine arthrotische Verénderung des Probenmaterials nicht auszuschlief3en ist. So
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ergibt sich bei der Verwendung humaner Chondrozyten eine erhebliche Spendervarianz und
somit auch eine hohe Varianz der Ergebnisse. Dieses ist sicherlich ebenfalls beeinflusst durch
die untersuchte Spenderanzahl, die zwischen n = 3 und n = 7 rangierte. Erkléaren lasst sich dies
durch den hohen Aufwand der mit der Chondrozyten-Kultivierung einhergeht und den zum Teil
erfolglosen Kultivierungsversuchen einiger Spender.

All umfassend besteht vor allem im Bereich der Therapie mit Phytopharmaka noch
Forschungsbedarf. So sind nicht nur der Bestandteil der Pflanze, sowie das Extraktionsmittel von
Interesse, sondern es zeigen sich durchaus dosisabhangige Effekte, die weiter untersucht werden
kdnnen.

Im Blick der Forschung stehen zudem nicht nur die funf in dieser Arbeit getesteten
Pflanzenextrakte sondern auch aus anderen Pflanzen konnten bereits potenzielle medikamentdse
Therapeutika gewonnen werden.

So wurden in einer Arbeit von Shakibaei et al. Chondrozyten mit Curcumin, einem aus der
Gelbwurzel (Curcuma longa) gewonnenem Farbstoff mit anti-inflammatorischen und
antioxidativen Eigenschaften, behandelt. Hier ergab sich eine Suppression, der durch NF-xB
regulierten und durch IL-1p und TNF-o induzierten katabolen und pro-inflammatorischen
Signalwege. *

Im Hinblick auf die Behandlung der Osteoarthrose und den protektiven Eigenschaften
verschiedener Pflanzenextrakte lassen sich weitere Arbeiten in diesem Bereich anfuigen.

So konnten Kim et al., dem Amur Korkbaum (Phellodendron amurense) Extrakt eine
dosisabhéngige inhibierende Wirkung auf die Synthese von Aggrecanase und MMPs bei mit IL-
la stimulierten Chondrozyten nachweisen.”

Neuere Studien befassen sich mit der Wirkung der Ingwerwurzel auf durch OA und rheumatoide
Arthritis veranderte Gelenke und Knorpelzellen.®" %%

Auch im weiten Feld der Phytopharmaka ist die Suche nach einem potenten Medikament gegen
die OA noch nicht beendet und so bleiben sicherlich viele pflanzliche Wirkstoffe als potenzielle
Behandlungsoptionen in der Therapie der OA zu untersuchen.
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