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Zusammenfassung 

 

Einleitung: Die Osteoarthrose (OA) ist die häufigste degenerative Gelenkerkrankung der 

westlichen Welt. Das Krankheitsbild ist geprägt durch chronische Schmerzen und Verlust von 

Mobilität und Lebensqualität. Auf Grund der stetig alternden Bevölkerung und der bisher 

erfolglosen Therapie der Erkrankung gewinnt die OA weiter zunehmende volkswirtschaftliche 

Bedeutung. 

Bei der Therapie dieser chronisch entzündlichen Gelenkerkrankung steht die Schmerztherapie 

mit non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) im Vordergrund, da vor allem die durch das 

Schlüsselenzym IL-1ɓ getriggerte Entz¿ndungsreaktion erheblichen Anteil an der Pathogenese 

der OA hat. Als letzte Therapieoption bleibt häufig nur der künstliche Gelenkersatz. 

Für viele pflanzliche Wirkstoffe wurde bereits eine anti-inflammatorische Wirkung 

nachgewiesen und so könnten sogenannte Phytopharmaka eine Alternative zu den 

nebenwirkungsreichen NSAID darstellen. 

Ziel dieser Arbeit war es fünf 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 µg/ml, 50 µg/ml, 500 

µg/ml) stimuliert. Durch eine weitere Stimulation mit Interleukin (IL)-1ɓ (10 ng/ml) sollte die 

Entzündungssituation bei einer arthrotischen Stoffwechsellage abgebildet werden. Zur 

Ermittlung der Zellvitalität wurden der Alamar Blue Assay sowie eine Lebend-Tod-Färbung 

eingesetzt. 

Mittels quantitativer Real Time-PCR wurde die Genexpression der extrazellulären Matrix (EZM) 

-Bestandteile Aggrecan und Kollagen Typ II, der Matrixmetalloproteinasen (MMP)-1 und -3, des 

chondrogenen Transkriptionsfaktors SOX 9 sowie der pro-inflammatorischen Mediatoren 

Interleukin (IL)-1ɓ, Tumor Nekrose Faktor (TNF)-Ŭ und Cyclooxygenase (COX)-2 bestimmt. 

Über 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: Für alle getesteten Pflanzenextrakte konnte eine dosisabhängige nicht zytotoxische 

Wirkung festgestellt werden. Lediglich in den hohen Dosen zeigten einzelne Extrakte eine 

zytotoxische Wirkung. Für einzelne Extrakte ließ sich eine ebenfalls dosisabhängige Suppression 

der katabol wirkenden Gene beobachten. So wurde die Expression von MMP-3 durch den 
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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 Birkenblätterextrakt 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. Für die in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenextrakte 

konnte eine nicht zytotoxische Wirkung der niedrig dosierten Extrakte nachgewiesen werden. 

Al lerdings zeigte sich nur für einige wenige Extrakte eine anti-inflammatorische bzw. 

chondroprotektive Wirkungskomponente. 
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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)-1ɓ 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 µg/ml, 50 µg/ml, 500 µg/ml). IL-1ɓ (10 ng/ml) was later used to 

induce an OA-like inflammatory metabolic microenvironment. 

To determine the cellôs 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 II collagen as well as the matrix 

metalloproteinases (MMP)-1 & 3, the chondrogenic transcription factor SOX 9 and the pro-

inflammatory cytokines and metabolites IL-1ɓ, tumor necrosis factor (TNF)-Ŭ 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. 
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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. 
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1  Einleitung 

 

Die Osteoarthrose (OA) ist die häufigste primär degenerative Gelenkerkrankung der westlichen 

Welt.
1,2,3

 Dabei geht OA mit einem progressiven Verlust des Gelenkknorpels und einer 

Veränderung der angrenzenden Strukturen, wie der Sklerosierung des Knochens und der 

Hyperplasie der Synovialmembran einher.
1,4,5

 Die Lebenszeitprävalenz in Deutschland in der 

Altersgruppe ab 65 Jahren liegt bei Frauen bei 52,9% und bei Männern bei 34,8%.
6
 Bei der OA 

handelt es sich nicht nur um eine Erkrankung, die durch chronischen Schmerz und körperliche 

Einschränkungen die Lebensqualität der betroffenen Bevölkerung im hohen Maße einschränkt, 
3
 

sondern auch durch frühe Invalidität und Berentung hohe volkswirtschaftliche Kosten nach sich 

zieht.
6
 

Nach aktuellen Leitlinien
7
 stehen für die Therapie der OA vor allem konservative Behandlungen, 

Schmerzreduktion und Entzündungshemmung mit NSAID und als Ultima Ratio der 

endoprothetische Gelenkersatz zur Verfügung. Neuere innovative Behandlungskonzepte von 

Knorpelschäden ergeben sich durch die autologe Knorpelzelltransplantation (ACT) und die 

Stammzelltransplantation, die allerdings nur bei jüngeren Patienten nach Knorpeltrauma und bei 

isolierten Defekten angewandt werden können.
8,9 

Die Suche nach alternativen Behandlungsmethoden ist daher auch für die OA sowohl auf 

medikamentöser 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 Hüftgelenks beziehen, wird 

auch im Verlauf nur auf den Aufbau und Metabolismus des hyalinen Knorpels eingegangen. 

Um die Pathophysiologie der Arthrose verstehen zu können, ist es zunächst einmal wichtig sich 

den Aufbau und die Struktur des Gelenkknorpels vor Augen zu führen. 

Knorpel zählt zu den Binde- und Stützgeweben mesenchymalen Ursprungs in unserem Körper.
10

 

Er besteht aus einem einzigen Zelltypen, dem Chondrozyten (Knorpelzelle), der die 

Extrazellulärmatrix (EZM) produziert.
11

 Die wichtigsten Bestandteile der EZM sind 

Proteoglykane (PGs) v.a. Aggrecan und Kollagenfibrillen vom Typ II.
10,12 

Bei Knorpelgewebe 

handelt es sich um ein äußerst zellarmes Gewebe, das lediglich zu 5-10% seines Volumens aus 

Chondrozyten besteht. Diese wenigen Zellen werden im Gefäß- und Nerven-freien Knorpel über 
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Diffusion ernährt und sind in den verschiedenen Schichten des Knorpels unterschiedlich dicht 

verteilt.
13,14

  

Knorpelgewebe weist eine charakteristische Zonenstruktur auf. Die der Gelenkhöhle zugewandte 

Seite wird Tangentialzone genannt und von Gelenkflüssigkeit, der Synovia, umspült. Hier 

verlaufen die Kollagenfibrillen tangential und sind in Richtung der stärksten Zugspannung 

ausgerichtet.
10

 Die in EZM-Höhlen, den sogenannten Lakunen, liegenden Chondrozyten 

produzieren hier eine Matrix mit einem hohen Kollagen- und niedrigem PG-Gehalt.
15 

In der 

Übergangs- und der Radiärzone besitzen die Kollagenfibrillen den höchsten Durchmesser und 

die Chondrozyten sind weniger dicht in Säulen angeordnet.
15,16

 Der PG-Anteil ist hier am 

höchsten.
15,16

 Zwischen der Radiärzone 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).
10,15,177 

 

 

 

Abbildung 1: Gelenkknorpelzonen nach Schulze-Tanzil 

Die Kollagenfibrillen beschreiben einen bogenförmigen Verlauf durch die einzelnen 

Knorpelzonen bis zur Verankerung in der mineralisierten Knorpelzone. Die Knorpelzellen zeigen 

eine Zonen-abhängig unterschiedliche Form und Verteilung. 
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Die EZM besteht zum größten Teil aus Wasser, Kollagen Typ II (COL2A1) und dem PG 

Aggrecan (ACAN) (Tabelle 1).Aber auch weitere Kollagen Typen, wie III, VI, IX, X, XI, XII 

und XIV sowie weitere PGs und Hyaluronan tragen zum Aufbau der EZM bei.
18,19

 

 

Tabelle 1: Bestandteile der extrazellulären Matrix des hyalinen Knorpels nach V. Martinek    

(2003) 
15

 

Komponente % des Gewichts 

Wasser 60-80% 

Kollagen Typ II 10-20% 

Aggrecan (großes Proteoglykan) 5-7% 

Andere Bestandteile: 

- kleine Proteoglykane (Biglykan, Decorin, Fibromodulin) 

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

- Link-Protein 

- Annexin 

- Hyaluronan 

- Fibronectin 

- Lipide 

 

 

 

 

< 5% 

 

Die Kollagenfibrillen bilden ein großes Fasernetzwerk in dem sich die PGs, vor allem Aggrecan, 

verzweigen.
16

 Dieses Netzwerk verleiht dem Knorpel seine Zugfestigkeit und hindert die Wasser 

aufnehmenden PGs daran sich unendlich auszudehnen.
10,13

  

Über ein Core Protein sind Chondroitinsulfat und Keratansulfat als sulfatierte 

Glykosaminoglykane (s-GAG) im Aggrecan gebunden.
 
Eine weitere Domäne dieses PGs bindet 

Hyaluronan.
16,20

 Die so entstandenen Aggregate binden durch ihre negative Ladung vermehrt 

positiv geladene Ionen und somit Wasser, welches in das Netzwerk von Kollagenfibrillen ein- 

und ausströmt.
15

 Dieser Mechanismus verleiht dem Knorpel zusätzlich seine Druckelastizität.
16,13

 

Die Funktionstüchtigkeit des Knorpels hängt somit von der quantitativen und qualitativen 

Zusammensetzung der PGs und s-GAG-Ketten und den geordneten Kollagenfibrillen ab.
10

 

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

kommt vermehrt zu Umbauprozessen.
15,21 
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1.2 Osteoarthrose  

 

Diese im Alter zunehmenden Umbauprozesse begünstigen das Auftreten einer OA ebenso wie 

traumatische Ereignisse, mechanischer Stress, Übergewicht und genetische Disposition.
22,23,11

 

Dabei wird eine lokale Entzündungsreaktion hervorgerufen, die die Degeneration des Knorpels 

zur Folge hat und nicht nur den Knorpel sondern auch alle ihn umgebenden Gewebe verändert ï 

somit wird OA als Ăwhole joint diseaseñ verstanden.
19,24

  

Dazu gehören osteophytäre Anlagerungen, Veränderungen des subchondralen Knochens, 

Entzündungsreaktionen in der Synovia und degenerative Veränderungen der Bandstrukturen.
19,5

 

Unter physiologischen Bedingungen bewegen sich anabole und katabole Stoffwechselreaktionen 

des Chondrozyten in einem ausgewogenen Gleichgewicht.
25,26,8

  

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 II co-exprimiert wird und ebenfalls die Aktivität des Aggrecan Gens induziert.
27,28

 Über die 

Aktivierung dieses und des Col2a1 Gens spielt SOX 9 eine Schlüsselrolle in der Produktion der 

EZM- Bestandteile und der Differenzierung der Chondrozyten.
29,30,15

 

Durch starke Belastung und Alterungsprozesse kommt es jedoch zu einem Ungleichgewicht 

dieses Verhältnisses und die daraus resultierende Schädigung des Kollagennetzwerks und 

verminderte Synthese von PGs führt zu strukturellen und funktionellen Umbauprozessen im 

Knorpelgewebe.
25,9 

 

1.2.1 Rolle der Proteinasen & Zytokine bei der Entstehung der Osteoarthrose 

 Die Synthese von Proteinasen wie Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und Aggrecanase wird 

gesteigert, die EZMïSynthese supprimiert und die Zahl der Chondrozyten geht zurück.
25,12,26

 

Die Proteinasen werden zum einen über Kollagenfragmente zum anderen über aktivierte 

Zytokine, wie Interleukin (IL) -1ɓ, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF)-Ŭ, die von den 

Synovialzellen, mononuklearen Zellen und Chondrozyten selbst produziert werden, induziert 

und aktiviert.
5
  

Die MMP- Familie umfasst zur Zeit 23 Enzyme, die zur Degradierung der EZM beitragen.
31

 

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 

Entzündungsreaktion der rheumatoiden Arthritis.
32,4

Aber auch MMP-13 (Kollagenase-3) ist 

durch den Abbau von Kollagen Typ II in hohem Maße an der Zerstörung der Knorpelarchitektur 
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beteiligt.
33,34

 MMP-1 ist in diesem Zusammenhang vor allem verantwortlich für den Abbau von 

Kollagen Typ I, II und III.
32,35

 MMP-3 baut verschiedene Kollagen Typen, PGs, Fibronectin und 

Laminin ab.
32,36

 

Das sich in der Synovialmembran und der oberflächlichen Knorpelschicht befindliche IL-1ɓ 

Converting Enzym sorgt weiterhin dafür, dass das pro-inflammatorische IL-1ɓ in seine aktive 

Form überführt wird und so gemeinsam mit TNF-Ŭ die Entz¿ndungsprozesse im Gelenk 

hervorruft.
4
 IL-1 und TNF-Ŭ stimulieren die Synthese weiterer Zytokine wie IL-8 und IL-6 

ebenso wie die Produktion von Prostaglandin E2 (PGE2) über die Cyclooxygenase-2 (COX-2), 

die alle Bestandteile der Entzündungskaskade sind.
5,26,25

 Zusätzlich wird die Stickstoffmonoxid 

(NO) Freisetzung erhöht, welche wiederum die katabolen Effekte verstärkt, die Synthese von 

Kollagen und PGs verhindert und Apoptose im Chondrozyten induziert.
5, 20, 26

 Das synergistisch 

wirkende TNF-Ŭ supprimiert die Synthese von Kollagen Typ II und Aggrecan und induziert 

zusätzlich die MMP-3 ( Abbildung 2).
37

 

Anti-inflammatorisch wirken vor allem IL-10,-4 & -13, die über verschiedene Wege als 

Gegenspieler in der Entzündungskaskade fungieren und so zum Beispiel den TNF-Ŭ vermittelten 

Signalweg beeinflussen.
25,37,38
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Abbildung 2: Pathogenese der Osteoarthrose.  

Einfluss von IL-1ɓ, TNF-Ŭ und MMPs vereinfacht dargestellt. 

Durch das Zusammenspiel von Alterungsprozessen, mechanischen Traumen und entzündlichen 

Prozessen wird der Knorpel so stark geschädigt, dass es zur Fibrillation und zum Abrieb 

kommt.
24,15

 Gegenregulatorisch kommt es zur Hypertrophie der Chondrozyten, zur vermehrten 

Kollagen Typ X Synthese und zur Bildung von Faserknorpel als Reparaturversuch.
39,1

 

Schlussendlich ist die Wirkung der katabolen Prozesse zu stark und es kommt zur Sklerosierung 

des subchondralen Knochens, welche in einem Elastizitätsverlust des Knochens resultiert.
15,40

 

Einbrüche des Knochens führen zu sog. Geröllzysten. Vermutlich aufgrund der durch den 

Knorpelverlust verstärkten Druckbelastung werden Osteophyten gebildet und das Gelenk verliert 

seine ursprüngliche Funktionalität.
39
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1.3 Therapieansätze 

 

Nach den S3-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Orthopädie und Orthopädischen 

Chirurgie (DGOOC) stehen vor allem konservativ-medikamentöse Therapieansätze im 

Vordergrund. Zur konservativen Behandlung gehören Gewichtsreduktion, gelenkschonende 

sportliche Aktivität und muskulärer Aufbau sowie jegliche Formen von Physiotherapie. 

Bei der medikamentösen Therapie konzentriert sich die Behandlung vor allem auf die 

Schmerztherapie und Entzündungshemmung mit Paracetamol, NSAID, COX-2-Hemmern 

(Coxibe), intraartikulären Glucocorticoid-Kristallsuspensions-Injektionen und Hyaluronan-

Injektionen.
7
 Diese Behandlungsoptionen wirken jedoch rein symptomatisch, da der einmal 

zerstörte Knorpel nicht wieder aufgebaut werden kann.
41,42

 Zusätzlich steigt das Risiko von 

kardiovaskulären Erkrankungen sowie Magenschleimhautschädigung und -blutung mit einer 

langjährigen NSAID Einnahme.
43,44,45

 Diese Nebenwirkungen könnten durch eine effektive 

Therapie mit entzündungshemmenden Phytopharmaka möglichst 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.
7,46,42

 

Bestandteil der aktuellen Arthrosetherapieforschung bei traumatischen Defekten ist im 

operativen Bereich die autologe Knorpelzelltransplantation (ACT), die vor allem bei größeren 

Läsionen (> 4 cm
2
) 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 überdeckt.
8,47

 Eine Weiterentwicklung dieses 

Verfahrens ist die Matrix gestützte autologe Chondrozyten Transplantation (MACT), bei der die 

Knorpelzellen auf einem geeigneten Biomaterial kultiviert und dann in den Defekt eingebracht 

werden.
8,48

 

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.
9,49,50 

Im medikamentösen Bereich gilt das Interesse vor allem der Modulation und Inhibition von 

entzündlichen und katabolen Prozessen auf molekularer Ebene. Im Vordergrund stehen hier 

Therapieverfahren, die den Entzündungsprozess im Gelenk aufhalten sollen. Dazu gehören IL-1 

Rezeptor Antagonisten (Anakinra) und IL-1ɓ Converting Enzyme Inhibitoren.
51,52  
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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 fünf 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 Birkenblättern (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 

entzündliche Prozesse und teilweise auf den Metabolismus der Chondrozyten in vitro 

nachgewiesen werden.
53,54,55,56 

Brennnesselextrakte (Urtica dioica / urens) werden schon seit einigen Jahren in der 

symptomatischen Behandlung der rheumatoiden Arthritis und OA eingesetzt.
57

 Im Jahre 1999 

konnten Riehemann et al. einen inhibierenden Effekt von Brennnesselextrakt auf den pro-

inflammatorischen Transkriptionsfaktor NF-əB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 

activated B-cells), der bei vielen chronisch entzündlichen Erkrankungen erhöht und aktiviert ist, 

nachweisen.
58

 In einer weiteren Studie zeigte ein Brennesselextrakt dosisabhängig eine 

inhibierende Wirkung auf die Prostaglandin-, TNF-Ŭ und IL-1ɓ- Synthese.
57

 Im Tiermodell 

konnte außerdem ein anti-inflammatorischer Effekt bei Gonarthrose festgestellt werden.
57

 Durch 

das Brennesselextrakt Hox alpha wurde in vitro die Expression von MMPs verringert und so ein 

weiterer möglicher therapeutischer Angriffspunkt durch Schulze-Tanzil et al. identifiziert.
59

  

Ebenso konnten Huh et al., bei Extrakten aus der asiatischen weißen Birke (Betula Platyphyla 

var. Japonica) eine supprimierende Wirkung auf MMP-1 und 3, sowie eine verminderte 

Synthese von COX-2 feststellen.
60

 In einer weiteren Studie zeigten Huh et al., dass Extrakte aus 

Betula Platyphyla var. Japonica ebenfalls, die durch IL-1ɓ induzierte NO und PGE2-Synthese 

sowie die NF-əB Aktivität in Synoviozyten verringern.
56

 

Klettenwurzel (Arctium lappa) wird schon lange in der traditionellen chinesischen Medizin    

(TCM) eingesetzt und in vielen asiatischen Ländern als Tee mit antioxidativer und anti-

inflammatorischer Wirkung verkauft.
53,61

 Zahlreiche Arbeiten beschäftigen 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.
26,62 

Durch NO wird nicht nur die Aktivität 

der COX-2 hochreguliert und somit vermehrt PGE2 produziert, sondern ebenfalls die Apoptose 

des Chondrozyten induziert.
63
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Arctium Lappa Extrakte zeigten mehrfach, dass sie ebenfalls über eine NF-əB ï Hemmung in 

dieses System eingreifen und so die Synthese von NO in mit Lipopolysachcharid - (LPS) 

stimulierten Makrophagen in vitro reduzieren.
64,65,66

 

Quercetin ist ein aus der Zwiebel gewonnenes Flavonoid, das auch aus anderen Pflanzen 

extrahiert werden kann und für das in vitro eine anti-inflammatorische Wirkung nachgewiesen 

wurde.
67,68

 Im in vitro Versuch von Mamani-Matsuda et al. zeigte sich für diesen Wirkstoff eine 

dosisabhängige Suppression der durch Makrophagen sezernierten Mediatoren TNF-Ŭ und IL-

1ɓ.
67

 Dabei wird diese Hemmung der Entzündungskaskade ebenfalls über die Inhibierung von 

NF-əB reguliert.
54,68,69

 In einer Studie von Apichart et al. wurde unter dem Einfluss von 

Quercetin eine verstärkte SOX 9 und Kollagen Typ II Expression in Zellen der 

sphenooccipitalen Synchondrose von Mäusen, die sich aus Knorpelzellen formiert, 

nachgewiesen.
70

 Durch diesen aus der Zwiebel gewonnen Wirkstoff zeigen sich durchaus 

Effekte auf Mediatoren und Transkriptionsfaktoren, die auch in dieser Arbeit als mögliche 

therapeutische Ziele identifiziert werden. 

Auch aus schwarzem Pfeffer wurde ein bestimmter Wirkstoff, das Piperin, schon mehrfach 

extrahiert und auf seine anti-entzündliche Wirkung hin in verschiedenen Zelltypen untersucht. 

So wurde ebenfalls ein dosisabhängiger inhibitorischer Effekt auf die Expression von COX-2 

durch murine Makrophagen nachgewiesen.
71

 Nicht nur in Makrophagen sondern auch in 

Synoviozyten und Chondrozyten konnte eine Hemmung der pro-inflammatorischen COX-2 

durch Piperin beobachtet werden. 

Mit IL -1ɓ stimulierte Synoviozyten zeigten unter dem Einfluss von Piperin eine verminderte 

Expression von COX-2 und dem pro-inflammatorischen Zytokin IL-6.
55

 

In den Experimenten von Ying et al. zeigte sich eine Suppression der PEG2 und der COX-2 

Expression sowie der MMP-3 und MMP-13 nach Behandlung von Chondrozyten mit einem 

Piperinextrakt.
72

 

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 für den Knorpelaufbau wichtigen Genprodukte, wie 

Kollagen Typ II und Aggrecan, untersucht. In anderen Arbeiten wird der Fokus häufig entweder 

auf die katabolen oder die anabolen Mediatoren gelegt. Diese Arbeit zeigt ein breiteres Spektrum 

der für die Knorpelhomöostase wichtigen Mediatoren und Transkriptionsfaktoren. 

Desweiteren wurden alle Experimente dieser Arbeit mit humanen Gelenkchondrozyten 

durchgeführt. 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 Entzündungsprozesses, stellen jedoch nicht 

das letztendlich betroffene Zellsystem dar.
56,67

 

 

1.4 Ziel der Arbeit  

 

In dieser Arbeit soll die Wirkung der von der Firma PhytoLab zur Verfügung gestellten fünf 

Pflanzenextrakten auf die Stoffwechselaktivität und Genexpression von humanen 

Gelenkchondrozyten getestet werden. Ob und inwiefern diese beeinflusst werden, ist für einen 

eventuellen therapeutischen Einsatz der Extrakte von enormer Bedeutung. 

Hierzu wurden Chondrozyten kultiviert und mit fünf verschiedenen Extrakten in drei 

verschiedenen Konzentrationen (5 µg/ml, 50 µg/ml, 500 µg/ml) verblindet behandelt. 

Lediglich die Herkunft der Extrakte war bekannt nicht aber die Zuordnung. Getestet wurden 

Birkenblätter-, Brennnessel-, Klettenwurzel-, Zwiebel- und schwarzer Pfefferextrakt. 

Zunächst stellte sich die Frage nach der Auswirkung auf den Metabolismus der Zellen und die 

potenzielle Zytotoxizität 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-1ɓ vorbehandelt und erneut mit den 

unterschiedlichen Extrakten stimuliert. Als Zielgene wurden die wichtigsten EZM-Bestandteile 

Kollagen Typ II und Aggrecan ausgewählt. Als weiterer Marker für den anabolen Stoffwechsel 

kam der Transkriptionsfaktor SOX 9 zum Einsatz. Um das Expressionsprofil der pro-

inflammatorischen Zytokine und der in arthrotischem Knorpel vorkommenden 

Entzündungsmediatoren beurteilen zu können wurde weiterhin IL-1ɓ, TNF-Ŭ, COX-2, MMP-1 

und MMP-3 untersucht.Von 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 wäre die weitere Untersuchung des therapeutischen Potenzials 

und die eventuelle Darreichungsform von großem Interesse für die Behandlung einer 

Osteoarthrose.
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2 Material  

2.1 Chemikalien  

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien 

Chemikalien  Hersteller 

Aceton, Ó 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 

Citronensäure-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 Aminosäuren (50x) MEM-AS  Biochrom AG, DE 

Essigsäure, 100 Vol%  Merck KGaA, DE 

EtBr - Ethidiumbromidlösung Carl Roth GmbH & Co. KG, DE 

Ethanol, 100 Vol%  Merck KGaA, DE 

FDA - Fluorescein Diacetat Sigma-Aldrich, DE 

Fetales Kälberserum (FCSïhitzeinaktiviert 

65°C,30 min)  

Biochrom AG, DE 

Gentamycin 10 mg/ ml lypophilisiert  Biochrom AG, DE 

HBSS -Hanks´ Balanced Salt Solution Invitrogen, USA 

Kalb-Thymus DNA 1 mg/ml  Sigma-Aldrich, USA 

L-Ascorbinsäure, 25 mg/ml  Sigma AG, DE 

L-Glutamin, 200 mM  Biochrom AG, DE 

L-Hydroxyprolin  AppliChem GmbH, DE 

Methylcellosolve (2-Methoxyethanol), Ó 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 ɛg/ml  Biochrom AG, DE 

PBS - Dulbeccoôs Phosphat gepufferte Salzlºsung PAA Laboratories GmbH, DE 
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p-Dimethylaminobenzaldehyd J.T.Baker Mallinckrodt Baker B.V, NL 

Penicillin/ Streptomycin, 10 mg/ml Biochrom AG, DE 

Perchlorsäure, 0,1 mol/l Carl Roth GmbH & Co KG, DE 

Poly-L-Lysin Biochrom AG, DE 

RLT Lysis Puffer  Qiagen, DE 

Salzsäure Carl Roth GmbH und Co KG, DE Carl Roth GmbH & Co KG, DE 

SDS-Natriumdodecylsulfat Carl Roth GmbH & Co KG, DE 

Tris/HCl, Ó 99% Carl Roth GmbH & Co KG, DE 

Trypanblau Biochrom AG, DE 

Tween 20  Sigma Aldrich, USA 

ɓ-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, USA 

 

2.2 Enzyme 

Tabelle 3: Verwendete Enzyme 

Enzym Hersteller 

DNase I Qiagen, DE 

Kollagenase II aus Clostridium histolyticum Serva Electrophoresis, DE 

Pronase aus Streptomyces griseus Serva Electrophoresis, DE 

Proteinase-K aus Engyodontium album Sigma Aldrich, USA 

Trypsin (1 %) / EDTA Solution (10x) Biochrom AG, DE 

 

2.3 Rekombinante Zytokine 

Tabelle 4: Verwendete rekombinante Zytokine 

Rekombinantes Zytokin Hersteller Katalog # 

Humanes IL-1ɓ PeproTech Inc., USA 200-01B 
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2.4 Quantitative Real -Time PCR (qRT-PCR) Reagenzien & Primer 

Tabelle 5: Verwendete qRT-PCR Reagenzien 

Real Time PCR Reagenzien Hersteller 

RNase freies Wasser Qiagen, DE 

TaqMan® Gene Expression Master Mix Applied Biosystems, USA 

 

Tabelle 6: Verwendete Primer 

Primer  TaqMan® Gene  

Expression Assay ID 

Größe Hersteller 

ACAN  Hs00202971_m1 93 bp Applied Biosystems, USA 

BAC  Hs99999903_m1 171 bp Applied Biosystems, USA 

COL2A1 Hs00264051_m1 124 bp Applied Biosystems, USA 

IL -1ɓ  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_m1 75 bp Applied Biosystems, USA 

SOX 9  Hs00165814_m1 102 bp Applied Biosystems, USA 

TNF-Ŭ  Hs00174128_m1 80 bp Applied Biosystems, USA* 

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

 

2.5 Medien 

Tabelle 7: Zellkulturmedium  

1 % essentielle Aminosäuren 

2 mM L-Glutamin 

0,5 ɛg/ml Partricin 

100 ɛg/ml Penicillin/ Streptomycin 

1 % L-Ascorbinsäure 

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

20 mg/ml Pronase 

in Ham´s F-12 Medium 

 

Tabelle 9: Kollagenaseverdau-Medium 

1 mg/ml Kollagenase 

0,5% FCS 

in Ham´s F-12 Medium 

 

Tabelle 10: Kultivierungsmedium  

90% Hamôs F-12 Medium 

10 % FCS 

1 Vol% essentielle Aminosäuren 

2 mM L-Glutamin 

0,5 ɛg/ml Partricin 

100 ɛg/ml Penicillin/ Streptomycin 

1 Vol% L-Ascorbinsäure 

 

Tabelle 11: Einfriermedium  

10% DMSO 

90% FCS 

 

Tabelle 12: Stimulationsmedium 

99% Hamôs F-12 Medium 

1% FCS 

 

 



19 

2.6 Puffer & Lösungen 

Tabelle 13: Verwendete Puffer & Lösungen 

Methode Puffer Herstellung 

Proteinase-K-Verdau Proteinase-K-Verdaupuffer 50 nM Tris/HCl; 1 mM EDTA ;  

0,5%Tween 20; pH 8,5 

 Proteinase-K-Lösung 10 mg/ml Proteinase-K;      

 in Reinstwasser 

DNA- 

Gehaltsbestimmung 

TE-Puffer 1 M Tris-HCL pH 8,0;           

0,5 M EDTA 

DMMBï

(Dimethylmethyleneblue) 

Assay 

DMMB-Farbpuffer 40 mM Glycin;  

40 mM Natriumchlorid; 

pH 3 

 DMMB-Farblösung 8,9 mM DMMB in Ethanol 

 PBE-(Phosphate buffered 

saline) -Puffer 

100 mM Na2HPO4; 5 mM EDTA; pH 

8 

 Chondroitinsulfat- 

Standardlösung 

10 mg/ml Chondroitinsulfat;  

0,9% NaCl 

in Reinstwasser 

Hydroxyprolin-Assay Citrat/Acetat-Puffer 0,24 M Citronensäure Monohydrat;  

0,88 M Natriumacetat Trihydrat;  

0,85 M Natriumhydroxyd;   

1,2% Essigsäure; 

in Reinstwasser 

 NaOH-Citrat/ Acetat-Puffer 2,2% (w/v) in Citrat/Acetat-Puffer 

 p-

Dimethylaminobenzaldhyd- 

Lösung 

1g p-Dimethylaminobenzaldehyd; 

in 5 ml Methylcellosolve 

 Chloramin-T-Reagenz 14,1 mg/ml Chloramin-T;  

30% Methylcellosolve;  

50% Citrat/ Acetat-Puffer;  

20% Reinstwasser 

Lebend/Tod-Färbung FDA/EtBr-Lösung 5 ɛl FDA-Stammlösung 

(3 mg/ml FDA in Aceton); 
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1 ɛl Ethidiumbromidlºsung 

in 1 ml PBS 

Beschichtung 

der Glasplättchen 

Poly-L-Lysin-Lösung 99% PBS 

1% Poly-L-Lysin 
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2.7   Pflanzenextrakte  

Tabelle 14: Verwendete Pflanzenextrakte der Firma PhytoLab 

MU-Nr. Pflanze Etikettenzeile DEV 

nativ 

Zusammensetzung/ Hilfsstoffe Auszugsmittel Verwendetes 

Pflanzenteil 

 

15128/12 Betula 

pendula / 

pubescens 

Birkenblätter-Phy 

getrocknet 

ca. 

5,75 : 1 

60% Birkenblätter-Phy 

40% Maltodextrin 

 

Demineralisiertes 

Wasser 

 

Blätter 

 

15129/12 Urtica dioica / 

urens 

Brennnessel-Phy 

getrocknet 

ca. 

5,25 : 1 

50% Brennnessel-Phy 

50% Maltodextrin 

 

Demineralisiertes 

Wasser 

 

Blätter 

 

15130/12 Arctium lappa 

 

Klettenwurzel-Phy 

getrocknet 

 

2,5 - 4 :1 

80% Klettenwurzel-Phy 

20% Trockenglucosesirup 

 

Wasser 

 

Wurzel 

 

15131/12 Allium cepa Zwiebel-Phy 

getrocknet 

 

ca. 1,6 :1 

43% Zwiebel-Phy 

57% Maltodextrin/ 

Glucosesirup 

 

Demineralisiertes 

Wasser 

 

Zwiebel 

 

15174/12 Piper nigrum Schwarzer Pfeffer 

Fluid-Phy 

 

*  

100% Schwarzer Pfeffer Fluid-

Phy 

Ethanol 40 % (m/m)  

Samen 

 

* Ansatzverhältnis 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 µl Sarstedt AG & Co., DE 

Kryoröhrchen   VWR International GmbH, DE 

PCR-Platten Biozym Scientific, DE 

SafeSeal Reagiergefäße Sarstedt AG & Co., DE 

Steriflip (PorengrºÇe 60 ɛm)  Millipore Corporation, USA 

Zellkulturflaschen Cell+ Sarstedt AG & Co., DE  

Zellschaber Techno  Plastic Products AG, CH 

6-Well Multiwell  BD Becton Dickinson Labware, USA 

96-Well Cell Culture Cluster Flat Bottom Corning Incorporated, USA 

 

2.9 Testkits 

Tabelle 16: Verwendete Testkits 

Kit  Hersteller Methode 

CyQuant
®
NF  

Cell Proliferation Assay  

Invitrogen, USA DNA-Gehaltsbestimmung 

QuantiTec Reverse Transcription Kit  Qiagen, DE cDNA-Synthese 

RNeasy Mini Kit  Qiagen, DE  RNA-Isolierung 
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2.10 Laborgeräte & Auswertungsprogrammme 

Tabelle 17: Verwendete Laborgeräte 

Gerät  Hersteller 

Chromo 4Ê Real Time PCR Detector BIO RAD, USA 

CO2-Inkubator ® HERAcellR 150  Thermo Scientific, DE 

Einfrierbox Cryo-Safe
TM

 neoLab, DE 

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 40 Carl Zeiss AG, DE 

HERAsafeR KS Sicherheitswerkbank der Klasse II 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 Peqlab Biotechnologie GmbH, DE 

Real Time PCR System OpticonÊ 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 MonitorÊ Analyse Software, 

Version 3.1 

MJ Research USA Real-Time-PCR, Inc. 
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3 Methoden 

3.1 Zellkultur  

3.1.1 Isolierung und Kultivierung von humanen Gelenkchondrozyten 

Die für die Zellkulturexperimente benötigten primären humanen Gelenkchondrozyten wurden 

aus Hüftgelenkknorpel gewonnen, der im Zuge von Gelenkersatzoperationen entnommen wurde 

(Ethikantrag: Nr. EA4/063/06). 

Für insgesamt 11 der 13 Spender mit dem durchschnittlichen Alter von ~ 76 Jahren wurde 

zunächst der Hüftkopfknorpel 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 Veränderungen beschreibt, wurden 

dabei durchschnittlich 5 Punkte erreicht. Weitere Besonderheiten in der Beschaffenheit oder dem 

Aussehen wurden zusätzlich ohne Punktevergabe dokumentiert. 

Tabelle 19: Im Labor verwendeter Arthrosescore 

Farbe 

weiß, beige               0 

gelblich    1 

deutlich graubraun/andere  

Verfärbungen   2 

Knorpelkonsistenz (beim Schneiden) 

normal            0 

zäh-wachsartig, faserig, 

gummiartig            1 

breiig             2 

Ausdehnung arthrotischer Veränderungen 

Wie viele Quadranten des Hüftkopfes enthalten 

erkennbar arthrotisches Gewebe? 

keine Arthrose  0 

25%    1 

50%    2 

75%    3 

Knorpeldicke 

normal (ca. > 1 mm)          0 

fokal dünn (deutlich < 1 mm)        1 

überwiegend dünn          2 

 

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. 

Dafür wurde der Knorpel unter Spülung mit Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS-Lösung) vom 

Hüftkopf abpräpariert und die so entstandenen Knorpelchips in ein 50-ml Falcon überführt. 

Für den Übernachtverdau wurden die Knorpelchips für eine Stunde in einer Lösung aus PBS und 

1 % Gentamycin inkubiert um sie dann in ca. 1 mm x 1 mm große Teile zu zerschneiden. 

Die so entstandenen Knorpelstückchen wurden nun zum Verdau der Knorpelmatrix in eine zuvor 

hergestellte 2% ige Pronase-Lösung gegeben (Tabelle 8) und für circa 45 min im Brutschrank 

bei 37°C und 5% CO2 unter ständigem Mischen bei 36 rpm auf einem Orbitalschüttler inkubiert. 

Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Pronase abgesaugt und die Knorpelstückchen erneut mit PBS 

gespült. Im Anschluss wurden die Stückchen in eine Spinnerflasche überführt in der sie über 

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 überführt und durch ein 

Steriflip (60 µm Porengröße) filtriert um die Chondrozyten aus der entstandenen Suspension von 

EZM-Resten zu trennen. 

Nach Zentrifugation bei 200 g für 5 min und Zellzählung in der Neubauer Zählkammer konnten 

die gewonnen Chondrozyten je nach Anzahl in eine T175 (bei hoher Zellzahl) oder T75 Flasche 

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

3.1.2 Einfrieren von Zellen 

Für das Einfrieren wurden die Zellen einer T75 Flasche mit 10 ml PBS (ohne Magnesiumionen) 

gespült, dann mit 2 ml 0,5% Trypsin/ Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 5 min bei 37° Celsius 

abgelöst, in 5 ml 10% FCS-haltiges Kulturmedium suspendiert und 5 min bei 300 g zentrifugiert. 

Das Zellpellet wurde in 1,5 ml Gefriermedium (fetales Kälberserum (FCS) mit 10% 

Dimethylsulfoxid (DMSO)) suspendiert und in ein Kryoröhrchen überführt.  

3.1.3 Auftauen von Zellen 

Zur weiteren Verwendung der Chondrozyten wurden die zuvor in Kryoröhrchen 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 

überführt, in dem 5 ml FCS-Medium vorlagen und suspendiert. Nach Zentrifugation bei 300 g 

für 5 min war ein Zellpellet zu erkennen, der Überstand wurde abgesaugt und die Zellen in 5 ml 

10% igem FCS Kulturmedium resuspendiert und in die schon vorbereitete T75 Flasche 
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überführt. Um Wachstum und Adhäsion der Zellen zu erreichen wurden diese nun für einige 

Tage im Brutschrank bei 37° Celsius und 5% CO2 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 größeren Zellkulturflasche oder mehreren Flaschen zu erhöhen. Für das 

Passagieren wurde zunächst das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gespült. Um die 

Zellen vom Flaschenboden zu lösen wurden 1-2 ml Trypsin /EDTA in die Flasche gegeben und 

diese für ca. 5 min inkubiert. Danach ließen sich die Zellen unter leichtem Klopfen vom 

Flaschenboden lösen und um die weitere Wirkung von Trypsin zu unterbinden wurden 5-10 ml 

10% FCS Kulturmedium in die Flasche gegeben. Durch weiteres Spülen des Flaschenbodens 

wurden alle Zellen in die Suspension überführt. Die Zellsuspension wurde nun in ein 50 ml 

Falcon überführt, bei 300 g für 5 min zentrifugiert und der Überstand erneut entfernt. Die Zellen 

konnten jetzt entweder in 1 ml Medium für die Zellzählung suspendiert werden oder in 20 ml 

resuspendiert und in einer neuen größeren Flasche ausgesät werden. 

3.1.5 Zellzählung 

Für die Zellzählung wurde eine Neubauer Zählkammer verwendet. Je nach Zellpelletgröße 

wurden die Zellen in 1-2 ml 10% igem FCS-Medium resuspendiert. Dann wurden 20 µl 

Trypanblau und 10 µl Zellsuspension in einem Well einer 96-Well-Platte gemischt und 10 µl 

dieser Suspension in die Zählkammer gegeben. Die Zellen wurden nun in den vier Quadranten 

gezählt und die Zellzahl nach folgender Formel berechnet. 

 

                   Zellzahl/4 x Verdünnungsfaktor x 10
4
 = Zellzahl/ml 

 

3.2 Herstellung von Pflanzenextrakt ï Stammlösungen 

 

Um die vorgesehenen Stimulationsversuche durchführen zu können wurden Stammlösungen mit 

der Konzentration 5 mg/ml aus den von der Firma PhytoLab zur Verfügung gestellten 

Pflanzenextrakten hergestellt. Dazu wurden jeweils 100 mg der Extrakte 1-4, die als Feststoff 

geliefert wurden, in 20 ml Milliporewasser gelöst und anschließend steril filtriert. Von Extrakt 5 

wurden 166 µl in 20 ml Milliporewasser gelöst, da dieser bereits in Ethanol gelöst vorlag. 

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

aufgeschlüsselt. Die genaue Zusammensetzung lässt sich der Tabelle 14 entnehmen. 
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Tabelle 20: Inhaltsstoffe der verwendeten Pflanzenextrakte 

Pflanzenextrakt Nr. Inhaltsstoff 

Phy-1 Birkenblätter 

Phy-2 Brennnessel 

Phy-3 Klettenwurzel 

Phy-4 Zwiebel 

Phy-5 Schwarzer Pfeffer 

 

3.3 Beschichten von Poly-L-Lysin Glasplättchen 

 

Um die Zelladhärenz bei der Besiedelung von Glasplättchen zu erhöhen und eine gleichmäßige 

Zellverteilung zu ermöglichen wurden diese zuvor mit Poly-L-Lysin beschichtet. Dazu wurden 

die Plättchen für 20 min mit einer 10 µg/ml Poly-L-Lysin Lösung überschichtet und 

anschließend mit sterilem Wasser gewaschen und für 2 h getrocknet. Nun konnten die 

Glasplättchen mit Chondrozyten besiedelt werden. 

 

3.4 Stoffwechselaktivitätsnachweis 

3.4.1 mittels Alamar Blue Assay 

Mittels des bereits im Labor etablierten Alamar Blue Assays wurde die Stoffwechselaktivität 

unbehandelter und behandelter Chondrozyten über 24 h gemessen. Der Test beruht auf der 

Messung des Absorptionsspektrums, das sich während der Reduktion des blauen Farbstoffs 

Resazurin zum rosafarbenen Farbstoff Resofurin ändert. Diese Reaktion spiegelt die 

metabolische Aktivität und somit indirekt die Zellvitalität wieder. Die zu testenden 

Pflanzenextrakte wurden so auf ihre potenzielle Zelltoxizität getestet.
73,74

 

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 über 24 h inkubiert. 

Nach erfolgter Zelladhäsion wurde der Zellrasen jeweils mit 100 µl einer Suspension aus 

Zellkulturmedium, 10% Alamar Blue Farbstoff und dem jeweiligen Pflanzenextrakt Phy-1-5 in 

den Konzentrationen 5 µg/ml, 50 µg/ml und 500 µg/ml behandelt. Als Negativ-Kontrollen 

wurden unbehandelte Zellen mit 10 % Alamar Blue Farbstoff, eine Kavität mit reinem Medium 

ohne Zellen und eine mit Zellkulturmedium und 10% Alamar Blue Farbstoff ohne Zellen 



 

28 
 

mitgeführt. Als zytotoxische Positiv-Kontrolle diente Natriumdodecylsulfat (SDS) (10
-3

 mol/l) 

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

Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlªnge von ɚ = 570 nm und einer 

Referenzwellenlªnge von ɚ = 595 nm. Wªhrend der ersten sieben Stunden wurden stündliche 

Messungen durchgeführt und dann eine weitere Messung nach 24 h.
75

 

 

Tabelle 21: Übersicht eingesetzter Extraktkonzentrationen bei der Zytotoxizitätstestung 

Behandlung  Eingesetzte Konzentrationen 

Kontrolle I  Unbehandelte Zellen + Alamar Blue 

Kontrolle II  Medium 

Kontrolle III  Medium + Alamar Blue 

Kontrolle IV  SDS, 10
-3 

mol/l 

 

Phy-1 

 

 Phy-1- 5 µg/ml 

Birkenblätter Phy-1- 50 µg/ml 

 Phy-1- 500 µg/ml 

 

Phy-2 

 

 Phy-2- 5 µg/ml 

Brennnessel Phy-2- 50 µg/ml 

 Phy-2- 500 µg/ml 

 

Phy-3 

 

 Phy-3- 5 µg/ml 

Klettenwurzel Phy-3- 50 µg/ml 

 Phy-3- 500 µg/ml 

 

Phy-4 

 

 Phy-4- 5 µg/ml 

Zwiebel Phy-4- 50 µg/ml 

 Phy-4- 500 µg/ml 

 

Phy-5 

 

 Phy-5- 5 µg/ml 

Schwarzer Pfeffer Phy-5- 50 µg/ml 

 Phy-5- 500 µg/ml 

 

 

3.4.2 mittels LebendïTod-Färbung 

Zur optischen Darstellung der Zellvitalität unter Einfluss der Pflanzenextrakte Phy-1-5 wurde 

eine Lebend-Tod-Färbung mittels Fluoreszeindiazetat (FDA) und Ethidiumbromid (EB) 

durchgeführt. Dafür wurden Chondrozyten auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Glasplättchen 
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angezüchtet und nach 24 h mit Phy-1-5 in den jeweiligen Konzentrationen 5 µg/ml, 50 µg/ml 

und 500 µg/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 

Färbung mit FDA und EB. Zur Herstellung der Färbelösung wurden 3 mg FDA in 1 ml Aceton 

gelöst. Aus dieser FDA-Stammlösung wurden 5 µl in 1 ml PBS gegeben und 1 µl der 

gebrauchsfertigen EB-1% igen- Stammlösung ergänzt. 100 µl dieser Färbelösung konnten nach 

Spülung der Glasplättchen 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 grün fluoreszierende Form gespalten und akkumuliert in der 

Zelle.
76,77

 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 für die Genexpressions-

analyse  

 

Um die Wirkung der einzelnen Pflanzenextrakte auf Chondrozyten und deren 

Genexpressionsprofil analysieren zu können wurden zunächst Chondrozyten in definierter 

Zellzahl von ca 21.000 Zellen/cm
2
 in eine 6-Well Platte ausgesät und für 48 h in 10% 

Kulturmedium kultiviert. Bei ausreichender Adhäsion 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 µg/ml und 50 µg/ml in 

serumarmes Medium gegeben wurden, für 30 min bei 37° C und 5% CO2 inkubiert.  

Nach 30 min wurden die Zellen dann für die nächsten 24 h mit dem jeweiligen Extrakt und 

10ng/ml IL-1ɓ stimuliert. Als Kontrollen wurden sowohl unbehandelte Zellen, Zellen, die nach 

30 min ausschließlich mit IL-1ɓ behandelt wurden und Zellen, die nur mit den jeweiligen 

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

versuchen für die Genexpressionsanalysen 

Behandlung  0h 1/2h 

Kontrolle -unbehandelt  unbehandelt - 

Kontrolle-IL-1ɓ  - + IL-1ɓ 10 ng/ml 

 

Phy-1 

 

 Phy-1-50 µg/ml - 

Birkenblätter Phy-1-5 µg/ml + IL-1ɓ 10 ng/ml 

 Phy-1-50 µg/ml + IL-1ß 10 ng/ml 

 

Phy-2 

 

 Phy-2-50 µg/ml - 

Brennnessel Phy-2-5 µg/ml + IL-1ɓ 10 ng/ml 

 Phy-2-50 µg/ml + IL-1ɓ 10 ng/ml 

 

Phy-3 

 

 Phy-3-50 µg/ml - 

Klettenwurzel Phy-3-5 µg/ml + IL-1ɓ 10 ng/ml 

 Phy-3-50 µg/ml + IL-1ɓ 10 ng/ml 

 

Phy-4 

 

 Phy-4-50 µg/ml - 

Zwiebel Phy-4-5 µg/ml + IL-1ɓ10 ng/ml 

 Phy-4-50 µg/ml + IL-1ɓ 10 ng/ml 

 

Phy-5 

 

 Phy-5-50 µg/ml - 

Schwarzer Pfeffer Phy-5-5 µg/ml + IL-1ɓ 10 ng/ml 

 Phy-5-50 µg/ml + IL-1ɓ 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 gespült und dann 

mit jeweils 250 µl Lysepuffer (hergestellt aus 990 µl RLT-Puffer und 10 Õl ɓ-Mercaptoethanol) 

versetzt. Zur RNA Isolierung wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen nach den entsprechenden 

Herstellerangaben verwendet. Die Konzentration der gewonnenen 30 µl 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 durchgeführt. Dazu wurde 1 µl der isolierten RNA 

benºtigt. Die Messung erfolgte bei einer Wellenlªnge von ɚ = 260 nm. Zur Bestimmung der 

Reinheit und Intaktheit wurde der Absorptionsquotient A260/ A280 herangezogen, bei dem 

Werte zwischen 1,9-2,0 für reine, nicht degradierte RNA sprechen. 

3.6.3 cDNA-Synthese 

Zur Durchführung der Genexpressionsanalyse wurde nun die gewonnene RNA mittels des 

Quantitect Reverse Transcription Kit von Qiagen nach Herstellerangaben in cDNA mit 

unterschiedlichem Endvolumen abhängig 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 über 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.
78, 79

 Als Messergebnis werden die sogenannten Ct-Werte 

(Threshold-Cycle) herangezogen. Diese spiegeln die Anzahl der Zyklen wieder, die benötigt 

werden, um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen.
79

 Als Kontrolle dient ein 

Referenzgen, das ubiquitär und durch die auf die Zellen einwirkenden Faktoren kaum 

beeinflusst, möglichst konstant exprimiert wird.
79

 Die Expression der zu untersuchenden Proben 

wird auf dieses house keeping Gen bezogen und unter Einbeziehung der Primer-Effizienz 

normalisiert.
79,78

 

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.
79,78
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Bei der Berechnung der Ratio wird deshalb eine Effizienzkorrektur vorgenommen. 

 

                                Ὁ  Ў  

 Ў  
 

 

3.6.5 Effizienzbestimmungen 

Für die Ermittlung der Genexpression ist es von entscheidender Bedeutung, mit welcher 

Effizienz die Primer an die Zielgensequenz binden. Wie bereits in 3.6.4 erläutert, entspricht eine 

Effizienz von 2,0 dabei einer optimalen Effizienz von 100% und würde die Verdopplung der 

DNA in jedem Zyklus voraussetzen.
79

 Der anzustrebende Schwankungsbereich liegt deshalb 

zwischen 1,5 und 2,0. 

F¿r die im Experiment verwendeten Primer der Zielgene ɓ-Aktin (BAC), SOX 9, IL-1ɓ, TNF-Ŭ, 

MMP-3 & COX-2 lagen bisher keine Effizienzbestimmungen für humane Gelenkchondrozyten 

im Labor vor. Die Effizienzbestimmung fand anhand einer Verdünnungsreihe der cDNA eines 

Spenders der Passage 3 (P3) in sechs Verdünnungsstufen und im Dreifachansatz statt. Über die 

ermittelten Ct-Werte konnte die Effizienz (E) mittels Regressionsanalyse aus der Steigung 

berechnet werden. 

                                                                          Ὁ ρπ
 

              

 

3.6.6 Durchführung der qRT - PCR 

Um das Genexpressionsprofil der humanen Gelenkchondrozyten nach Stimulation mit den 

verschiedenen Pflanzenextrakten beschreiben zu können wurde eine umfangreiche 

Expressionsanalyse von Genen, die für den chondrozytären Phänotyp und das Remodelling der 

extrazellulären 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 Entzündungsprozesse im Gelenk eine wichtige Rolle spielen, wurde 

ebenfalls die Expression der Gene IL-1ɓ, TNF-Ŭ und COX-2 analysiert.  

Das house keeping Gen BAC wurde bei allen Versuchen als Referenzgen verwendet. Das 

Reaktionsvolumen von 20 µl für die PCR bestand aus den in Tabelle 23 aufgeführten 

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

qRT-PCR Reaktionsansatz ABI Volumen 

TaqMan Gene Expression Master Mix 10 µl 

TaqMan Gene Expression Primer 1 µl 

cDNA 1 µl 

RNase freies Wasser 8 µl 

 

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

 

Tabelle 24: Cyclerprotokoll ABI  

Schritt  Temperatur 

(°C) 

Dauer  

 

Prozess 

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 - - Zurück zu Schritt 3 für 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-1ɓ angez¿chtet. Wobei unbehandelte Zellen, nur mit IL-

1ɓ stimulierte und nur mit dem jeweiligen Pflanzenextrakt behandelte Zellen als 

Kontrollgruppen dienten (siehe Tabelle 25). Die Inkubationszeit betrug 24 h. 

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

gehalts 

Behandlung  0 h 1/2 h 

Kontrolle I  unbehandelt - 

Kontrolle II  unbehandelt IL-1ɓ 10 ng/ml 

Kontrolle-Phy-1  Birkenblätter 5 µg/ml - 

Phy-1  5 µg/ml IL-1ɓ 10 ng/ml 

Kontrolle-Phy-2 Brennnessel 5 µg/ml - 

Phy-2  5 µg/ml IL-1ɓ 10 ng/ml 

Kontrolle-Phy-3 Klettenwurzel 5 µg/ml - 

Phy-3  5 µg/ml IL-1ɓ 10 ng/ml 

Kontrolle-Phy-4 Zwiebel 5 µg/ml - 

Phy-4  5 µg/ml IL-1ɓ 10 ng/ml 

Kontrolle-Phy-5 Schwarzer Pfeffer 5 µg/ml - 

Phy-5  5 µg/ml IL-1ɓ 10 ng/ml 

 

Um den ins Medium abgegebenen s-GAGï und Kollagengehalt bestimmen zu können wurde vor 

Beginn der Versuche das Kulturmedium aus dem Well abgezogen und in separate 

Eppendorfgefäße gegeben. Danach folgte eine Lysierung der zurück gebliebenen Zellen mittels 

Proteinase-K Verdau. Der so gewonnene Zellextrakt wurde ebenfalls zur weiteren Analyse in 

Eppendorfgefäße überführt. Sowohl das zuvor separierte Zellkulturmedium wie auch das 

gewonnene Zelllysat wurden durch Zentrifugation bei 10.000 g von Zelldebris getrennt und nur 

die Überstände zur weiteren Untersuchung genutzt. Um den Proteoglykan ï und Kollagengehalt 

in µg/ 10^
6
 Zellen bestimmen zu können musste zunächst der DNA-Gehalt jeder Probe ermittelt 

werden. Dieses gelang mit dem CyQuant
®
NF Cell Proliferation Assay Kit der Firma Invitrogen, 

das über 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 Kälber Thymus DNA in einer definierten Verdünnungsreihe mitgeführt. 
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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 lässt sich 

mittels Dimethylmethyleneblue (DMMB)-Assay bestimmen und ermöglicht einen Rückschluss 

auf den s-GAG-Gehalt der Probe. 

Zur Quantifizierung wurde das gewonnene Zelllysat 1:2 mit Polybuffer exchanger (PBE)-Puffer 

verdünnt. Der zu Anfang gewonnene Zellkulturüberstand wurde unverdünnt eingesetzt. Zur 

Absorptionsmessung wurden nun 20 µl im Dreifachansatz in ein Well vorgelegt. Die Messung 

erfolgte sofort nach Zugabe von 180 µl einer 1: 133 mit DMMB-Farbpuffer verdünnten DMMB-

Farblösung. Durch die Komplexbildung der negativ geladenen s-GAG mit dem positiven 

DMMB kommt es zu einer Änderung des Absorptionsspektrums. Dieser Shift kann zwischen 

einer Wellenlªnge von ɚ = 525 nm Extinktion und ɚ = 595 nm Referenz gemessen werden. Die 

s-GAG Konzentration wurde anhand des mitgeführten Chondroitin-Sulfat-Standards ermittelt 

und auf die zuvor berechnete Zellzahl bezogen. 

3.7.2 mittels Hydroxyprolin -Bestimmung 

Hydroxyprolin, eine Ŭ-Aminosäure, ist als wichtiger Bestandteil im Kollagen gebunden, deshalb 

lässt eine Hydroxyprolin-Bestimmung Rückschlüsse auf den Gesamtkollagengehalt einer Probe 

zu. Für die Bestimmung wurden 25 µl jeder Probe mit 25 µl HCL 6 mol/l über Nacht bei 105°C 

hydrolysiert. Das entstandene Hydrolysat wurde mit 50 µl NaOH-Citrat/Acetat-Puffer 

neutralisiert und 1:2 mit Citrat/Acetat-Puffer verdünnt. Jede Messung umfasste die Bestimmung 

eines Leerwertes, der nur Citrat/Acetat-Puffer enthielt, eine Hydroxyprolin-Verdünnungsreihe 

als Standard und die einzelnen Proben. Jeder Ansatz wurde jeweils mit 250 µl Chloramin-T-

Reagenz versetzt und bei Raumtemperatur (RT) 20 min inkubiert. Während dieser Zeit oxidiert 

das freie Hydroxyprolin zu Pyrrol.
80

 Dieses reagiert nach Zugabe von 250 µl Perchlorsäure, 

weiterer Inkubation bei RT für 12 min und Zusatz von p-Dimethylaminobenzaldehyd, sowie 

nach Inkubation bei 60° C und Schütteln bei 400 rpm für weitere 20 min, zu einem 

Chromophor.
80

 Dessen Lichtabsorption konnte bei einer Wellenlªnge von ɚ = 565 nm im Tecan 

gemessen werden. Für die Messung wurden jeweils 150 µl 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. 

 

 

 



 

36 
 

Berechnung der Hydroxyprolinkonzentration in ɛg/ml 

ὅ   
ὉὼὸὭὲὯὸὭέὲ ὼ ὧ  

ὉὼὸὭὲὯὸὭέὲ
 

 

Berechnung der Hydroxyprolinmasse in mg 

ά  ὧ  ὼ ὠὩὶὨİὲὲόὲὫίὪὥὯὸέὶ ὼ πȟρυ άὰ ὼ πȟππρ 

 

Berechnung der Kollagenmasse in mg 

ά  ά  ὼ χȟρ ὟάὶὩὧὬὲόὲὫίὪὥὯὸέὶ ὺέὲ ὌώὨὶέὼώὴὶέὰὭὲ ᾀό ὑέὰὰὥὫὩὲ 

                                                                                                                        (Homicz et al., 2003)  

 

Berechnung des prozentualen Kollagengehaltes 

Ϸ   
ά  ὼ ρππ

ὝὶέὧὯὩὲὫὩύὭὧὬὸ  Ὥὲ άὫ
 

 

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 Prüfung eines 

Vorliegens einer Gaußschen Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test eingesetzt. 

Für die Identifizierung von Ausreißern kam der Grubbs Ausreißertest zum Einsatz. Der gepaarte 

one sample t-Test wurde zum Vergleich zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe 

angewendet. Für den Vergleich der Gruppen untereinander wurde zusätzlich eine ANOVA 

Varianzanalyse durchgeführt. Der Standardfehler (SEM) wurde abgetragen. Als 

Signifikanzniveau wurde, wie üblich, p * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001 festgesetzt 
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4 Ergebnisse 

4.1 Makroskopische Ergebnisse ï 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 3 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 für 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 Veränderungen 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-ähnliche Morphologie, wie üblich für Chondrozyten 

in einer Monolayerkultur. Unter dem Einfluss der Pflanzenextrakte konnte nur vereinzelt eine 
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Veränderung der Morphologie der Zellen beobachtet werden. Vor allem in den 500 µg/ml 

Konzentrationen der Pflanzenextrakte 1, 2 und 3 ließen sich eine verminderte Zelladhärenz 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 µg/ml) für 24 h behandelt. Als Kontrolle (links oben) wurden unbehandelte Zellen 

mitgeführt. Exemplarisch werden hier repräsentative Bilder eines Spenders gezeigt. Insgesamt 

wurden vier Spender aus unabhängigen Experimenten photodokumentiert. 
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4.3 Einfluss der Pflanzenextrakte auf die metabolische Aktivität und die 

Zellvitalität  

4.3.1 mittels Alamar Blue Assay 

Bei der Untersuchung der metabolischen Aktivität der behandelten Zellen zeigte sich bereits 

nach 7 h eine signifikante Suppression der Stoffwechselaktivität bei der Positivkontrolle (SDS) 

und den mit Phy-1, Phy-2, Phy-3 und Phy-5 (alle mit 500 µg/ml) behandelten Chondrozyten. 

Phy-5 induzierte bereits zu diesem Zeitpunkt einen signifikant hemmenden Effekt auf Höhe des 

SDS Niveaus (Abbildung 4), das als toxische Kontrolle mitgeführt wurde. 

Nach 24 h war eine signifikante Reduktion der Stoffwechselaktivität 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 höchsten eingesetzten Konzentrationen 

(500 µg/ml) beobachtet werden (Abbildung 3). Die Reduktion der metabolischen Aktivität war 

bei Behandlung der Zellen mit Phy-3 und Phy-4 nur moderat. Phy-5 (500 µg/ml) allerdings 

supprimierte die Stoffwechselaktivität der behandelten Zellen hoch signifikant stärker als SDS. 

Zum Messzeitpunkt 24 h ließen sich weitere signifikante Unterschiede in der metabolischen 

Aktivität zwischen den mit SDS behandelten Zellen und Phy-4 (50 µg/ml) und Phy-5 (5 µg/ml) 

erkennen. Bei der Behandlung mit SDS war die metabolische Aktivität signifikant geringer als 

bei Stimulation mit Phy-4 (50 µg/ml) und Phy-5 (5 µg/ml). Ebenfalls war ein signifikanter 

Unterschied der hemmenden Effekte von Phy-5 bei der Stimulation mit der höchsten 

Konzentrationen im Vergleich zu den Konzentrationen 5 & 50 µg/ml zu beobachten (Abbildung 

5). Auch die Extrakte Phy-1, Phy-2 und Phy-3 ließen eine signifikante Reduktion der 

Stoffwechselaktivität in der höchsten Konzentration erkennen. 
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Abbildung 4: Metabolische Aktivität humaner Chondrozyten unter dem Einfluss von 

verschiedenen Pflanzenextrakten nach 7 h. 

Die Chondrozyten wurden mit den fünf verschiedenen Pflanzenextrakten (Phy-1 ï Phy-5) in 

jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (5, 50, 500 µg/ml) 7 h behandelt. Der Alamar Blue 

Test wurde verwendet. Unbehandelte Zellen wurden als Negativkontrolle mitgeführt. Als 

Kontrolle für einen induzierten Zelltod dienten mit SDS (10
-3 

mol/l) behandelte Zellen. Der 

Messzeitpunkt 7 h wurde als Zwischenergebnis gewählt. 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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Abbil dung 5: Metabolische Aktivität humaner Chondrozyten unter dem Einfluss von 

verschiedenen Pflanzenextrakten nach 24 h.  

Die Chondrozyten wurden mit den fünf verschiedenen Pflanzenextrakten (Phy-1 ï Phy-5) in 

jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (5, 50, 500 µg/ml) 24 h behandelt. Der Alamar Blue 

Test wurde verwendet. Unbehandelte Zellen wurden als Negativkontrolle mitgeführt. Als 

Kontrolle für einen induzierten Zelltod dienten mit SDS (10
-3

 mol/l) behandelte Zellen. Der 

Messzeitpunkt 24 h wurde als Endergebnis gewählt. n = 4.  

* signifikanter Unterschied beim Vergleich einer behandelten Probe mit der unbehandelten 

Kontrolle.  z 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-Färbung 

Um die Wirkung der Pflanzenextrakte auf die Vitalität der humanen Gelenkchondrozyten zu 

visualisieren wurde eine qualitative Lebend-Tod-Färbung durchgeführt. 

 

 

Abbildung 6: Vitalitätsprüfung humaner Chondrozyten mittels FDA/EB- Färbung.                                                                               

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Chondrozytenkulturen nach 24 h und Behandlung 

mit Phy-1-5 in jeweils drei unterschiedlichen Konzentrationen (5, 50 und 500 µg/ml) nach 

FDA/EB- Färbung. Exemplarisch werden Bilder eines Spenders gezeigt. Insgesamt wurde die 

Methode in sieben unabhängigen Experimenten mit Zellen unterschiedlicher Spender 

durchgeführt. Grün: lebende Zellen; Rot: tote Zellen. 

Wie in Abbildung 6 dargestellt, nahmen die Pflanzenextrakte Phy-1-4 in den Konzentrationen 5 

und 50 µg/ml kaum Einfluss auf die Proliferation und Vitalität der Chondrozyten. Die höchste 

Konzentration (500 µg/ml) hatte bei allen Pflanzenextrakten eine suppressive Wirkung auf das 

Zellwachstum. 

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

allem in der höchsten Konzentration (500 µg/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-Färbung wurde die höchste Konzentration (500 µg/ml) aller Pflanzenextrakte von 

der nachfolgenden Genexpressionsanalyse mittels PCR ausgeschlossen.       

                                        

4.4 Genexpressionsanalysen 

4.4.1 Effizienzbestimmung 

Anhand der DNA-Verdünnungsreihe eines Spenders wurden die bisher noch nicht bestimmten 

Effizienzen für die Primer BAC (Abbildung 7), SOX 9 (Abbildung 8), IL-1ɓ (Abbildung 9), 

TNF-Ŭ (Abbildung 10), MMP-3 ( 

Abbildung 11) und COX-2 (Abbildung 12) ermittelt. 

 

 

Abbildung 7: Effizienzbestimmung des Primers BAC für die Genexpressionsanalyse in 

humanen Gelenkchondrozyten.  

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

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

humanen Gelenkchondrozyten. 

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

eingesetzter RNA in ng. 

 

Abbildung 9: Effizienzbestimmung des Primers IL-1ɓ f¿r die Genexpressionsanalyse in 

humanen Gelenkchondrozyten.  

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

eingesetzter RNA in ng 
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Abbildung 10: Effizienzbestimmung des Primers TNF-Ŭ f¿r die Genexpressionsanalyse in 

humanen Gelenkchondrozyten.  

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

eingesetzter RNA in ng. 

 

Abbildung 11: Effizienzbestimmung des Primers MMP-3 für die Genexpressionsanalyse in 

humanen Gelenkchondrozyten. 

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

eingesetzter RNA in ng. 
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Abbildung 12: Effizienzbestimmung des Primers COX-2 für die Genexpressionsanalyse in 

humanen Gelenkchondrozyten.  

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

eingesetzter RNA in ng. 

Über die Steigung der Geraden und die in 3.6.5 beschriebene Formel wurde die Effizienz (E) der 

Primer für humane Gelenkchondrozyten bestimmt. 

Tabelle 27 zeigt eine Zusammenfassung aller für die Genexpressionsanalyse verwendeten Primer 

und deren Effizienzen. 
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Tabelle 27: Effizienzen aller für die Genexpressionsanalyse verwendeten Primer.  

Selbst bestimmt wurden die Effizienzen für die Primer für: BAC, SOX 9,IL-1ɓ, TNF-Ŭ MMP-3. 

Im Labor bereits etabliert waren die Primer für: COL2A1, ACAN, MMP-1. 

Primer  Effizienz 

BAC 1,97 

COL2A1 1,86 

ACAN 1,87 

SOX 9 2,07 

IL -1ɓ 2,11 

TNF-Ŭ 2,05 

MMP -1 1,98 

MMP -3 1,86 

COX-2 2,07 

 

4.4.2 Genexpressionsanalyse Kollagen Typ II  

Kollagen Typ II (COL2A1) ist eines der wichtigsten Knorpelmatrixproteine. Es verleiht dem 

Knorpel Druckfestigkeit und macht ihn widerstandsfähig gegen Scherkräfte. Nach der 24 

stündigen Behandlung mit dem jeweiligen Pflanzenextrakt und IL-1ɓ, das als 

Entzündungsmediator einen katabolen Stoffwechsel induziert, wurde die Genexpression dieses 

wichtigen EZM-Bestandteils gemessen. Dabei zeigte sich eine signifikante Suppression der 

Expression von Kollagen Typ II unter dem Einfluss von Phy-3 bei der Konzentration von 50 

µg/ml. Phy-1 und Phy-5 hingegen führten allein und in Kombination mit IL-1ɓ tendenziell zu 

einer Induktion von Kollagen Typ II. Dieser Effekt war allerdings nicht signifikant (Abbildung 

13). 
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Abbildung 13: Genexpression von COL2A1 unter dem Einfluss von fünf verschiedenen 

Pflanzenextrakten.  

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

IL-1ɓ: 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 große Proteoglykan 

Aggrecan dar. Durch seine Interaktion mit Hyaluronan und Bindung von zahlreichen 

Chondroitin- und Keratansulfat-Seitenketten trägt es zur reversiblen Wasserbindungsfähigkeit 

und somit zur Elastiztät 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-1ɓ in jeder Konzentration einen hochsignifikant hemmenden Effekt ebenso 

wie Phy-3 in der niedrigsten Konzentration (5 µg/ml). Als einziger Extrakt stimulierte Phy-1 

(ohne gleichzeitige IL-1ɓ Behandlung) die Expression von Aggrecan signifikant. Ebenso lieÇen 

sich stimulierende Effekte bei Phy-5 in der höchsten Konzentration (mit und ohne IL-1ɓ) 

erkennen. Außerdem zeigte sich im Vergleich zu Chondrozyten, die nur mit IL-1ɓ behandelt 

wurden, ein signifikant stimulierender Effekt bei den mit Phy-5 50 µg/ml + IL-1ɓ behandelten 

Zellen (Abbildung 14). 
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Abbildung 14: Genexpression von ACAN unter dem Einfluss von fünf verschiedenen 

Pflanzenextrakten.  

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

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

unbehandelten Kontrolle. z 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 


















































































