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ABSTRACT 

Die Arthrose ist eine degenerative Gelenkknorpelerkrankung, die durch eine fortschreitende 

irreversible Knorpeldestruktion gekennzeichnet ist. Vielfältige katabole Prozesse, die im 

arthrotischen Knorpel beschrieben sind, werden durch pro-inflammatorische Zytokine wie 

Interleukin (IL)-1β und den Tumor Nekrose Faktor (TNF)-α vermittelt. Eine Hemmung der 

Neusynthese extrazellulärer Knorpelmatrixproteine, eine vermehrte Freisetzung von katabolen 

Enzymen und entzündlichen Zytokinen sowie apoptotische Prozesse in den Chondrozyten. In 

diesem Projekt wurde daher untersucht, welche Auswirkungen das immunregulatorische Zytokin  

IL-10 auf die Zellbiologie der Chondrozyten hat. Dabei sollte auch die Frage geklärt werden, ob  

IL-10 die katabolen Effekte, die von TNF-α in Knorpelzellkulturen induziert werden, beeinflussen 

kann. Daher wurde die Genexpression von knorpelspezifischen Matrixkomponenten (Kollagen  

Typ II, Aggrekan), Enzymen die den Knorpelmatrixabbau vermitteln (Matrix Metalloproteinasen 

[MMP-3 und MMP-13]) und wichtigen inflammatorischen Zytokinen (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10) 

untersucht. Des Weiteren wurde der Einfluß von IL-10 auf Apoptosemarker (Caspaseaktivitäten, 

bax/bcl-2 Synthese) in Chondrozyten bestimmt. Die Untersuchungen erfolgten durch Stimulation 

humaner Chondrozytenkulturen mit rekombinantem humanem TNF-α, IL-10 und in einem 

adenoviralen IL-10 Überexpressionsmodell. In 3D-Knorpelzellkulturen wurde daher auch parallel 

der Einfluss der IL-10 Überexpression auf den differenzierten Phänotyp der Chondrozyten über 

zwei Wochen überprüft. Die Ergebnisse zeigten: Trotz einer stimulatorischen Wirkung von IL-10 

auf die Kollagen Typ II Genexpression blieb die durch TNF-α supprimierte Expression dieses 

essentiellen Knorpelmatrixbestandteils durch IL-10 kaum beeinflusst. Allerdings konnte die durch 

TNF-α signifikant verminderte Genexpression von Aggrekan wieder aufgehoben werden. Ähnliche 

antagonistische Tendenzen zwischen IL-10 und TNF-α wurden auch hinsichtlich der Genexpression 

von MMP-3 und -13 nachgewiesen. Auch konnte die durch TNF-α vermehrte IL-1β, TNF-α und 

IL-6 Expression durch IL-10 gesenkt werden. IL-10 hemmte zudem die TNF-α induzierte Apoptose 

über eine Verminderung der Aktivitäten von Caspasen, die in intrinsische und extrinsische 

mitochondriale Apoptosewege eingebundenen sind und über ein signifikant günstigeres Verhältnis 

der regulatorischen Proteine bax und bcl-2. IL-10 ist daher nicht in der Lage, die von TNF-α 

induzierten katabolen Prozesse in Chondrozytenkulturen aufzuheben, zeigt jedoch einige 

antagonistische und damit chondroprotektive Effekte. Transduzierte Chondrozyten exprimierten 

das Transgen über einen Zeitraum von mindestens zwei Wochen in den 3D-Kulturen und eine  

IL-10 Überexpression übte hier keine katabolen Wirkungen auf die Kollagen Typ II, Aggrekan, 

Kollagen Typ I, Fibronektin und β1-Integrin Proteinexpression aus.  
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EINLEITUNG 

Eine Grundvoraussetzung für den Erhalt des physiologischen Gleichgewichts des Knorpels ist die 

Fähigkeit der Chondrozyten, die Biosynthese und den Abbau von extrazellulären Matrixproteinen zu 

regulieren und Apoptose-Stimuli zu widerstehen [1]. In der Arthrosepathogenese ist dieses 

Gleichgewicht jedoch gestört. Es werden pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1β und TNF-α 

ausgeschüttet, die zu dem typischen Krankheitsbild der aktiven Arthrose, charakterisiert durch 

Entzündung, Schmerz und dem Verlust des Knorpelgewebes, beitragen [2]. Zur Therapie der 

Arthrose sind in der Literatur verschiedene Ansätze beschrieben, jedoch basieren die meisten auf der 

Neutralisation der katabolen Wirkungen pro-inflammatorischer Zytokine [3]. Eine solche Potenz 

könnte das immunregulatorische Zytokin IL-10 besitzen [4]. In der Literatur gibt es erste Hinweise 

auf einen Antagonismus zwischen IL-10 und pro-inflammatorischen Zytokinen [5-8]. Anhaltspunkte 

liefern Experimente mit IL-10 an Synovialzellen und anderen Zelltypen [9]. Zusätzlich haben 

verschiedene tierexperimentelle Untersuchungen gezeigt, dass IL-10 im entzündeten Gelenk eine 

chondroprotektive Wirkung entfalten kann [10-13]. Seine direkten Effekte auf Chondrozyten sind 

jedoch noch weitgehend unklar. 

ZIELSTELLUNG 

Ziel des Promotionsprojektes war deshalb die genauere Charakterisierung der Wirkung des 

immunregulatorischen Zytokins IL-10 in Chondrozyten in vitro. Dabei sollte auch ein denkbarer 

Antagonismus zwischen IL-10 und dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-α analysiert werden. 

Dazu wurde der Einfluß von IL-10 allein und in Co-Stimulation mit TNF-α in in vitro Kulturen auf 

die Expression knorpelspezifischer Matrixkomponenten und deren Abbau, die Expression von 

weiteren Zytokinen und die Chondrozytenapoptose untersucht. Neben Experimenten mit 

rekombinanten IL-10 wurden auch Versuche mit einem adenoviralen IL-10 Überexpressionsvektor 

durchgeführt, um höhere und konstantere Wirkkonzentrationen von IL-10 zu erzielen und einen 

möglichen gentherapeutischen Ansatz mit IL-10 im Knorpel zu simulieren. 
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METHODEN 

CHONDROZYTENISOLIERUNG UND -KULTUR 

Primäre humane Chondrozyten wurden aus nicht-arthrotischem hyalinem Gelenkknorpel 

(Femurkopf), der bei Gelenkersatz-Operationen (nach medialen Schenkelhalsfrakturen) abgetragen 

wurde, isoliert. Die Zustimmung der Ethikkommission der Charité - Universitätsmedizin Berlin zur 

Verwendung dieses Materials liegt vor (EA4/063/06). Die Knorpelzellen wurden durch 

enzymatischen Verdau mit 10 mg/mL Pronase (Roche Diagnostics, Mannheim) für 2 h und  

2 mg/mL Kollagenase (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg) über 2-4 h aus der 

Knorpelmatrix freigesetzt. Für die Herstellung der 3D-Alginatkulturen wurden die Chondrozyten 

mit einer Zellkonzentration von 3*106 Zellen/mL in ein 2,5%iges Alginatgel verbracht. Für 3D-

Massenkulturen wurden die Chondrozyten auf einer Celluloseacetatmembran mit 0,2 µm 

Porengröße (Sartorius, Göttingen) kultiviert. Als Kulturmedium diente ein Gemisch aus Dulbecco`s 

MEM/HAM`s F-12 Medium (50/50), welches mit 10% fetalem Kälberserum (FKS), je 1% 

Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin, essentiellen Aminosäuren, Amphotericin B (alles Biochrom, 

Berlin), Vitamin C (Sigma, Saint Louis, USA) versetzt wurde. 

STIMULATION MIT REKOMBINANTEN ZYTOKINEN 

Die Chondrozyten wurden für die Versuche mit einer Zellzahl von 2,7*104 Zellen/cm2 für 

Proteinanalysen und 5,5*104 Zellen/cm2 für Genexpressionsanalysen in einer 6-Well-Platte (Nunc, 

Wiesbaden) über Nacht angezüchtet und vor der Stimulierung mit den rekombinanten Zytokinen 

für 4 h in serumreduziertem Medium (0,5% FKS) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in 

serumreduziertem Medium mit 10 ng/mL rekombinanten humanen TNF-α (PeproTech, London, 

UK), 10 ng/mL rekombinanten humanen IL-10 (PeproTech, London, UK) bzw. jeweils 10 ng/mL 

TNF-α und IL-10 für 6, 24 und 48 h stimuliert. 

ADENOVIRALE TRANSDUKTION 

Die Anzucht der Chondrozyten erfolgte in 6-Well-Platten (Nunc, Wiesbaden) mit einer Zellzahl von 

3,5*105 Zellen/cm2. Am folgenden Tag wurden die Zellen 4 h in serumreduziertem Medium (0,5% 

FKS) vorinkubiert, bevor jeweils 5000 Viruspartikel/Zelle (adenoviraler humaner IL-10 Vektor 

[adhIL-10] bzw. Leervektor [Canji Inc., San Diego, USA]) zugegeben und 10 min bei 400 x g 

anzentrifugiert wurden. Anschließend wurde 4 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, gewaschen und 

wieder serumreduziertem Medium zugesetzt. Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen dann nach 

einer Ruhephase von 24 h mit rekombinantem 10 ng/mL TNF-α stimuliert.  
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HIL-10 ELISA 

Die IL-10-Konzentration in den Zellkulturüberständen wurde mit einem humanen IL-10 ELISA Kit 

(BD OptEIA, BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers gemessen. 

TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE 

Die Chondrozyten wurden zunächst für 30 min in Karnovsky-Lösung und anschließend in einer 

1%igen OsO4-Lösung fixiert. Die Entwässerung der Proben erfolgte durch eine aufsteigende 

Alkoholreihe bevor sie in Araldit (Serva, Deutschland) eingebettet wurden. Ultradünnschnitte 

wurden dann vor der elektronenmikroskopischen Aufnahme (EM 900, Zeiss, Deutschland) mit 

2%igem Uranylacetat kontrastiert.  

IMMUNZYTOCHEMIE 

Für immunzytochemische Färbungen wurden entweder aus 3D-Kulturen, eingebettetet in TissueTec 

(Sakura Finetec, Zoeterwoude, NL), Gefrierschnitte angefertigt oder die Zellen auf Glasplättchen, 

beschichtetet mit Poly-L-Lysin, angezüchtet. Vor der Färbung wurden die Zellen 10 min mit einer 

4%igen Paraformaldehyd-Lösung fixiert, anschließend 10 min mit 5% Eselserum blockiert und für 

intrazelluläre Färbungen zusätzlich für 6 min mit 0,1% Triton-X-100 permeabilisiert. Anschließend 

wurden die Proben 1 h mit den Primärantikörpern (anti-human Kollagen Typ I, Kollagen Typ II, 

Aggrekan, Fibronektin, β1-Integrin, IL-10 und TNF-α) und mit FITC oder Cy3 gekoppelten 

Sekundärantikörpern inkubiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt. Die Auswertung 

erfolgte mikroskopisch oder durchflusszytometrisch am FACS-Calibur Flowzytometer mit der 

CellQuest Software (BD, Heidelberg, Deutschland). Die Datenauswertung der Durchflusszytometrie 

erfolgte unter Zuhilfenahme der FlowJo Software (Tree Star Inc., Ashland, Ore., USA). 

CFDA-SE PROLIFERATIONS-ASSAY 

Die Chondrozyten wurden 15 min in einer 5 µM CFDA-SE-Lösung (Molecular Probes, Invitrogen, 

Ca, USA) bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, danach gewaschen und für die jeweiligen Versuche 

entsprechend kultiviert. Die Messung der Fluoreszenzintensitäten abgelöster und fixierter Zellen 

erfolgte durchflusszytometrisch. 

PROTEINISOLIERUNG 

Zur Analyse der Proteinexpression im Western-Blot oder Caspase-Assay wurden die Zellen in 

Lysepuffer (25 mM HEPES pH 7,5; 0,01% Triton-X-100; 5 mM MgCl2; 2 mM DTT; 1 mM EGTA) 

mit Proteinase-Inhibitor (Complete mini, Roche Diagnostics, Penzberg) homogenisiert und die 

Gesamt-Proteinkonzentration mit der Bradford-Methode (Roti-Nanoquant, Roth, Karlsruhe) 

bestimmt.  
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WESTERN-BLOT 

Die Proteine in den Lysaten wurden mit 10%iger Trichloressigsäure (Roth, Karlsruhe) gefällt und in 

reduzierendem 1x Proteinprobenpuffer (Roti-Load 1, Roth) aufgenommen. Proben mit gleichem 

Proteingehalt wurden über ein 10 bis 12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels einer 

Transblot Elektophorese Apparatur (BioRad, München) auf eine Nitrocellulose-Membran (Roth, 

Karlsruhe) transferiert. Nach Blockierung der Membranen mit 5% Milchpulver (Fluka, Buchs, 

Schweiz) wurden sie über Nacht mit Antikörpern, gerichtet gegen menschliches bax und bcl-2, 

inkubiert und anschließend mit Avidin-HRP-gekoppelten Sekundärantikörpern für 1 h inkubiert. 

Das Signal konnte dann durch Zugabe des ECL-Substrates (Immobilon Western HRP Substrat 

Luminol Reagent und Peroxidase Solution, Millipore, Schwalbach) mit einem Chemilumineszenz-

Detektions-System (LAS-3000, Fujifilm, Raytest, Straubenhardt) aufgenommen werden. Die 

Expressionsstärke wurde densitometrisch mit der Software AlphaDigiDoc (Alpha Innotech, 

Kalifornien, USA) ermittelt. Als Beladungskontrolle diente das Housekeeping Protein β-Actin 

(Sigma, Saint Louis, USA). 

CASPASE-ASSAY 

In Proteinlysaten wurden die Aktivitäten der Caspasen 8 und 9 einzeln und die Aktivitäten der 

Caspasen 3 und 7 zusammen, da sehr ähnliche Substrate gespalten werden, bestimmt (Caspase-Glo 

8 Assay und Caspase-Glo 9 Assay, Apo-ONE Homogeneous Caspase 3/7, Promega Californien). 

Beide Methoden wurden nach Protokoll des Herstellers durch Nachweis des Substratumsatzes 

durchgeführt. Die Detektion erfolgte an einem TECAN Genios Reader (Genios Instruments, 

Männedorf, Schweiz). 

REAL-TIME-PCR  

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit dem RNeasy mini Kit (Qiagen, Hilden) mit DNase-

Verdau. Die Konzentration, Reinheit und Qualität wurde mit RNA nano Chips der Firma Agilent 

Technologies (Walsbronn) ermittelt. Zur Umschreibung der RNA in cDNA wurde das Reverse 

Transcription Kit (Qiagen, Hilden) mit oligo-dT und random Primern verwendet. Die real-time-

PCR wurde mit dem Quantitec Probe PCR Kit (Qiagen, Hilden) und spezifischen Primern 

(Quantitec Gene Expression Assays, Qiagen, Hilden) am Opticon Monitor 1 (BioRad, München) 

durchgeführt. Bei allen Protokollen wurden nach Angaben des Herstellers verfahren. 

STATISTIK 

Die Ergebnisse der stimulierten Zellen wurden mit Bezug auf die Kontrolle normalisiert. Die 

Ermittlung der Signifikanzen erfolgte über den Student´s t-Test (gepaart, zweiseitig) mit einer 

festgelegten Grenze von p≤ 0,05.  
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ERGEBNISSE  

IL-10 BEEINFLUSST DIE EXPRESSION VON KNORPELMATRIXPROTEINEN 

Um den Effekt von IL-10 und TNF-α auf die Matrixproduktion zu untersuchen, wurden 

Chondrozyten mit rekombinantem TNF-α und rekombinantem IL-10 stimuliert bzw. mit dem 

adenoviralen IL-10 Überexpressionsvektor transduziert. Parallel diente ein Leervektor als Kontrolle, 

um die isolierten Effekte des Vektors abzugrenzen. Nach sechs und 24 Stunden wurden 

Genexpressionsanalysen und nach 48 Stunden immunzytochemische Färbungen angefertigt.  

In dieser Arbeit wurde ein inhibitorischer Effekt von TNF-α auf die Gen- und Proteinexpression 

des Hauptmatrixproteins im Knorpel, Kollagen Typ II, deutlich. Im Gegensatz dazu konnte durch 

rekombinantes IL-10 oder durch Überexpression von IL-10 die Transkription des Kollagen Typ II 

Gens signifikant gesteigert werden. Immunzytochemisch war jedoch keine vermehrte 

Proteinexpression zu erkennen. Auch der Leervektor übte eine leicht stimulatorische Wirkung auf 

die Kollagen Typ II Expression aus. Die durch Genexpressionsanalysen und immunzytochemische 

Färbungen erhaltenen Signalstärken der Co-Stimulation ähnelten denen, die bei einer alleinigen 

TNF-α Stimulation beobachtet wurden. Eine modulatorische Wirkung von IL-10 auf die durch 

TNF-α induzierte, verminderte Expression war somit nicht nachweisbar. Anders verhielt es sich bei 

der Genexpression von Aggrekan: hier war keine Wirkung von IL-10 allein zu messen und auch der 

Leervektor nahm keinen erkennbaren Einfluss. Jedoch wurde ein eindeutiger antagonistischer Effekt 

deutlich, da die durch TNF-α verursachte signifikante Suppression der Aggrekan Expression durch 

IL-10 wieder aufgehoben werden konnte. Im Falle von hohen IL-10 Konzentrationen aufgrund der 

IL-10 Überexpression war dieser antagonistische Effekt sogar signifikant. 

IL-10 REGULIERT DIE EXPRESSION VON MATRIXABBAUENDEN ENZYMEN 

Die Daten zur Untersuchung der Genexpression von matrixabbauenden Enzymen, MMP-3 und 

MMP-13, sechs und 24 Stunden nach Stimulation, ließen einen deutlichen stimulatorischen Effekt 

von TNF-α auf deren Expression erkennen. Auch die Überexpression von IL-10 führte zu einem 

leichten aber signifikanten Anstieg der MMP-13 Expression. Rekombinantes IL-10 zeigte keine 

Effekte. Im Vergleich zu den nur mit TNF-α stimulierten Chondrozyten zeigten die Daten der Co-

Stimulation mit IL-10 zeitabhängig eine verminderte MMP-3 und MMP-13 mRNA Expression. 

Analog dazu deuteten auch unveröffentlichte Western-Blot-Analysen zum Nachweis der MMP-13 

Proteinexpression darauf hin, dass es nach Stimulation mit rekombinanten Zytokinen bzw. nach 

Transduktion mit dem adhIL-10-Vektor zu einer verminderten MMP-13 Synthese im Vergleich zu 

nur mit TNF-α stimulierten Kontrollen kommt. Auch der Leervektor zeigte suppressive Wirkungen 

auf die durch TNF-α induzierte MMP Genexpression. 
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IL-10 REDUZIERT ZYTOKINABHÄNGIG DIE TNF-α INDUZIERTE EXPRESSION 

ENTZÜNDLICHER ZYTOKINE 

TNF-α induzierte nach sechs und 24 Stunden Stimulation die Genexpression aller untersuchten 

Zytokine IL-1β, TNF-α, IL-6 und IL-10. Rekombinantes oder überexprimiertes IL-10 allein hatte 

nur auf die Expression von TNF-α einen leicht stimulatorischen Effekt. IL-1β, IL-6 und IL-10 

wurden durch IL-10 nicht reguliert. Die von TNF-α induzierte IL-1β Expression konnte durch 

rekombinantes und überexprimiertes IL-10 nach sechs bzw. 24 Stunden abgesenkt werden. Die 

TNF-α vermittelte Expression von TNF-α und IL-6 wurde durch eine IL-10 Überexpression, aber 

nicht durch rekombinantes IL-10 inhibitorisch beeinflusst. Allerdings zeigte auch der Leervektor 

ähnliche Effekte wie der IL-10 Überexpressionsvektor, indem er die durch TNF-α induzierte TNF-α 

und IL-6 Genexpression reduzierte. 

IL-10 MODULIERT PRO-APOPTOTISCHE EFFEKTE VON TNF-α  

Zur Untersuchung des Einflusses von IL-10 in Chondrozyten auf die Apoptoseinduktion durch 

TNF-α und um zu unterscheiden, ob durch IL-10 der intrinsische oder der extrinsische 

Apoptoseweg beeinflusst wird, wurde die Aktivität der Initiatorcaspasen 8 und 9 und der 

Effektorcaspasen 3 und 7 ermittelt. Außerdem wurde die Expression des pro-apoptotischen 

Proteins bax und des anti-apoptotischen Proteins bcl-2 und deren für die Weiterleitung des Signals 

und Aktivierung der Caspase 9 wichtiges Verhältnis zueinander untersucht (bax/bcl-2 Ratio). Die 

Chondrozyten wurden für 48 Stunden mit rekombinanten TNF-α, IL-10 oder mit einer 

Kombination beider Zytokine behandelt. TNF-α erhöhte die Aktivität aller untersuchten Caspasen. 

und eine Analyse auf Proteinebene im Western-Blot bestätigte eine signifikant erhöhte bax/bcl-2 

Ratio. Durch die Co-Stimulation mit IL-10 wurden die Aktivitäten aller Caspasen wieder tendenziell 

erniedrigt und die bax/bcl-2 Ratio ging unter Co-Stimulation im Vergleich zu nur mit TNF-α 

stimulierten Zellen sogar signifikant zurück.  

IL-10 ÜBEREXPRESSIONSDAUER UND HOMÖOSTASE VON CHONDROZYTEN  

In dem Projekt wurde die Verwendbarkeit eines adenoviralen IL-10 Überexpressionsvektors näher 

analysiert. 48 h nach Transduktion mit dem adenoviralen IL-10 Überexpressionsvektor und dem 

Leervektor waren keine Veränderungen auf ultrastruktureller Ebene in den tranduzierten 

Chondrozyten im Vergleich zu den Kontrollen erkennbar. Die Expressionsdauer des Transgens und 

der Effekt der Transduktion und Überexpression auf den differenzierten Phänotyp der 

Chondrozyten wurden in zwei verschiedenen 3D-Kulturmodellen, Alginat- und Massenkulturen, 

untersucht. Als Marker wurden die Hauptmatrixproteine im Knorpel Kollagen Typ II und Aggrekan 

gewählt. Außerdem wurde als Zeichen für eine Dedifferenzierung oder einen veränderten Phänotyp 
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die Genexpression von Kollagen Typ I, die Synthese des Glykoproteins Fibronektin und  

β1-Integrin, einem Zelloberflächenrezeptor, welche unter anderem die wichtige Signalweiterleitung 

zwischen Zelle und Matrix vermitteln [14-16], untersucht. 

ELISA Daten zeigten, dass im Alginat kultivierte Chondrozyten 48 Stunden nach Transduktion sehr 

große Mengen an IL-10 in das Zellkulturmedium abgaben. Die Konzentration nahm zwar im Laufe 

der Kultivierung stetig ab, war jedoch nach 14 Tagen immer noch deutlich detektierbar. Noch 

unveröffentlichte Daten zeigten im Vergleich dazu aber eine schnellere Abnahme der IL-10 

Konzentration im Zellkulturüberstand, wenn die Chondrozyten im Monolayer kultiviert wurden. 

Adenovirale Vektoren führen nur zu einer transienten Expression des Transgens, da dieses nicht in 

das Wirtsgenom eingebaut wird und so durch Zellteilung verloren geht [17]. Der Vergleich der 

Zellteilungsrate in Proliferationsassays zeigte übereinstimmend dazu auch eine weitaus schnellere 

Teilungsrate von Zellen im Monolayer im Vergleich zu Zellen, die in einer 3D-Alginatkultur 

kultiviert wurden. Trotz der Sekretion dieser großen Mengen an IL-10 wurde hier die 

Expressionsstärke von Kollagen Typ II nicht beeinflusst. Ähnliche Ergebnisse zeigten auch 

Chondrozyten, die in Massenkulturen kultiviert wurden. Auch hier exprimierten die Zellen nach der 

Transduktion mit dem Virus und der daraus resultierenden Überexpression weiterhin ähnliche 

Mengen an Kollagen Typ II, Aggrekan und Kollagen Typ I wie Vergleichszellen. Auch Fibronektin 

und β1-Integrin wurden durch die Infektion mit dem Virus nicht beeinflusst. 

DISKUSSION 

In der Arthrosepathogenese werden durch TNF-α viele katabole Prozesse induziert, die letztendlich 

zu dem charakteristischen Knorpelmatrixverlust führen. In Tiermodellen zur rheumatischen 

Arthritis wirkte IL-10 chondroprotektiv, indem es Entzündungsreaktionen und den 

Knorpelmatrixverlust verminderte [10-13]. Trotzdem ist über die Wirkung des 

immunregulatorischen Zytokins IL-10 und seine Wechselwirkung mit pro-inflammatorischen 

Zytokinen im Knorpel bisher wenig bekannt. Diese Arbeit sollte daher die Beeinflussung der durch 

TNF-α induzierten katabolen Effekte im Bereich des Matrixaufbaus und -abbaus, der Inflammation 

und der Apoptose durch IL-10 näher analysieren.  

Ein inhibitorischer Effekt von TNF-α auf die Expression der wichtigen Knorpelkomponenten 

Kollagen Typ II und Aggrekan ist bekannt [18, 19] und konnte auch in diesen Untersuchungen 

bestätigt werden. In anderen Zelltypen wurde auch schon ein direkter Einfluss von IL-10 auf die 

Expression von Matrixproteinen nachgewiesen [20]. Analog dazu stimulierte in den Versuchen der 

vorliegenden Arbeit IL-10 signifikant die Genexpression von Kollagen Typ II. Ein antagonistischer 
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Effekt von IL-10 wurde an der durch TNF-α verminderten Genexpression von Aggrekan deutlich. 

Neben der verminderten Matrixexpression induzierte TNF-α gleichzeitig eine vermehrte Synthese 

von matrixabbauenden Enzymen, den MMPs, die in der Lage sind, Komponenten der 

extrazellulären Knorpelmatrix gezielt abzubauen und somit für die Zerstörung des Knorpels 

maßgeblich verantwortlich sind [21, 22]. Mehrere Arbeitsgruppen konnten auf mRNA- und 

Proteinebene nachweisen, dass TNF-α die Expression von MMPs induziert [21, 23]. Weiterhin 

wurde von Wang and Lou [24] bereits eine Hemmung der MMP-3 mRNA Expression in 

Chondrozyten durch IL-10 gezeigt. Diese Eigenschaft von TNF-α und IL-10 konnte in diesem 

Projekt tendenziell auch beobachtet werden. TNF-α induzierte die Genexpression von MMP-3 und 

MMP-13, während IL-10 in Co-Stimulation diese Effekte teilweise zu antagonisieren vermochte. 

Eine klare Aussage über die Effekte von TNF-α und IL-10 war jedoch aufgrund der hohen 

Spendervariabilität, die bei der Arbeit mit menschlichem Knorpelmaterial nicht ungewöhnlich ist, 

nur unter Vorbehalt möglich. Diese spenderabhängige Varianz in der Reaktionsstärke von 

Chondrozyten auf pro-inflammatorische Zytokine wurden auch von Fan et al. beobachtet [25].  

TNF-α induziert neben dem aktiven Matrixverlust auch die Expression weiterer  

pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1β oder IL-6, die die katabolen Mechanismen zusätzlich 

verstärken. IL-10 konnte in diesen Versuchen erfolgreich die vermehrte Inflammation durch TNF-α 

beeinflussen. Einige Autoren postulieren, dass genau darin die protektive Wirkung von IL-10 

begründet liegt, indem es die Expression entzündlicher Zytokine hemmt [26-28]. Welche 

Regulationsmechanismen dabei wirken, ist allerdings noch weitgehend unklar. So wurde in Studien 

mit Makrophagen beschrieben, dass es durch IL-10 zur Regulation der TNF-α Expression oder zur 

vermehrten Freisetzung von löslichem TNF-Rezeptoren kommt und IL-10 seine protektiven 

Eigenschaften vor allem über seinen Transkriptionsfaktor STAT-3 entfaltet [28]. Auch könnte die 

Hemmung von NFκB, einem Transkriptionsfaktor, über den TNF-α wichtige pro-inflammatorische 

Wirkungen steuert [29], ein Grund sein [30, 31]. 

Ein weiterer wichtiger kataboler Prozess während der Arthrosepathogenese ist der zunehmende 

Verlust vitaler Chondrozyten im Knorpel. Für TNF-α ist bekannt, dass es über den TNF-Rezeptor I 

Apoptose in den Chondrozyten auslösen kann [32-34] und für IL-10 wurde die Regulation von 

Apoptosesignalen schon in anderen Zelltypen beobachtet [8, 19, 35]. Außerdem zeigten Wang und 

Lou [24] einen direkten protektiven Effekt von IL-10 auf den durch IL-1β induzierten Zelltod von 

Chondrozyten. Die ermittelten Daten zur Apoptose in Chondrozyten deuten aufgrund der erhöhten 

Caspase 3 und 7 Aktivität [36, 37] an, dass es zunächst möglich ist, in vitro Apoptose in 

Chondrozyten durch TNF-α auszulösen. Nicht veröffentlichte Daten zur Untersuchung der 

tatsächlich stattfindenden Apoptose mit Hilfe des TUNEL Assays, in dem charakteristische DNA-
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Strangbrüche detektiert werden können, bestätigen die Ergebnisse, die mit rekombinanten 

Zytokinen erzielt wurden. Die Caspaseaktivitäten und die Expression der mitochondrialen 

Apoptosefaktoren lassen vermuten, dass die Apoptose durch TNF-α unter Serumentzug zwar auch 

über den rezeptorvermittelten, aber wahrscheinlich hauptsächlich über den intrinsischen 

Apoptoseweg in den Chondrozytenkulturen induziert wird. Lopez-Armada et al. [38] konnten 

bestätigend dazu nachweisen, dass es durch TNF-α zu einer Änderung des Membranpotentials der 

Mitochondrien kommt, welches die intrinsische Apoptose begünstigt. Ebenso wurde deutlich, dass 

IL-10 die Potenz besitzt, in einem gewissen Maße die Apoptoseinduktion durch die Verminderung 

der Aktivitäten der Caspasen sowie eines günstigeren bax/bcl-2 Verhältnisses für die Zellen, zu 

hemmen. 

Um die chondroprotektiven Eigenschaften von IL-10 therapeutisch nutzen zu können, stellte sich 

die Frage, wie dieses Zytokin in ausreichender Menge an seinen Wirkungsort gebracht werden kann. 

Des Weiteren hat rekombinantes IL-10 eine relativ geringe Halbwertszeit. Dadurch notwendige, 

wiederholte Injektionen von IL-10 in das Gelenk verbieten sich aufgrund erhöhter 

Infektionsgefahren. Daher wurde nicht nur die Wirkung von IL-10 mit rekombinanten Zytokinen 

evaluiert, sondern auch ein adenoviraler Überexpressionsvektor eingesetzt. In einer früheren 

Veröffentlichung wurde schon bestätigt, dass sich primäre humane Chondrozyten mit einem 

adenoviralen EGFP-Überexpressionsvektor erfolgreich transduzieren lassen und dabei abhängig von 

der Viruskonzentration eine Transduktionsrate von bis zu 47% erzielen lassen [42]. In den 

Versuchen dieser Promotionsarbeit wurden die Chondrozyten in einer 3D-Kultur kultiviert, da diese 

Umgebung besser die in vivo Bedingungen der Zellen simuliert [43]: Sie behalten über einen längeren 

Zeitraum ihren differenzierten Zustand und können so länger kultiviert werden als in 

Monolayerkulturen [44, 45]. Morphologische Zellveränderungen aufgrund der Transduktion mit 

dem Überexpressionsvektor, die zu einer Beeinträchtigung der Zellen führen könnten, konnten 

durch Anfertigung transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahmen ausgeschlossen werden. 

Auch wurde durch Analysen der Syntheseleistung von Matrixproteinen und morphologische 

Betrachtungen bestätigt, dass dieses Modell den differenzierten Phänotyp der Zellen nicht 

folgenreich beeinflusst. Jedoch hatte auch der Leervektor einige modulatorische Effekte auf die von 

TNF-α induzierte Expression von MMPs oder Zytokinen. Die stimulierende Wirkung der 

Transduktion mit einem adenoviralen Vektor auf die endogene IL-10 Expression könnte diesen 

Effekt jedoch erklären [46]. Die mit dem adenoviralen IL-10 Überexpressionsvektor transduzierten 

Zellen waren in der Lage, über mindestens zwei Wochen hohe Mengen an IL-10 in das 

Zellkulturmedium abzugeben. In den Versuchen wurde auch deutlich, dass die Stärke des Effektes 

von IL-10 oft abhängig von der vorliegenden IL-10 Konzentration war. Einige durch das 
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rekombinante IL-10 induzierte Effekte traten bei einer IL-10 Überexpression und damit höheren 

lokalen Wirkkonzentration von IL-10 deutlicher hervor. Eine gentechnische Veränderung der 

Chondrozyten, z.B. mit Hilfe von Viren als Vektoren, so dass die Zellen das Zytokin vor Ort selbst 

synthetisieren, scheint also sinnvoll. Eine Applikation von viralen Vektoren in die Gelenkhöhle führt 

nicht zwingend zu einer Transduktion der Zielzellen, den Chondrozyten, da diese von einer für die 

meisten Vektoren undurchdringlichen Matrix umgeben sind [39, 40]. Nur sehr hohe Virusdosen 

würden einen gewünschten Effekt herbeiführen. Aufgrund einer erhöhten Gefahr von 

Abwehrreaktionen des Körpers ist dies jedoch keine Option. Daher ist es nötig ex vivo Strategien zu 

entwickeln, um die Chondrozyten effektiv so zu verändern, dass sie nach Reimplantation in den 

Defekt, das Transgen in hohen Mengen exprimieren. Im Rahmen einer autologen Chondrozyten 

Implantation (ACI) wäre eine solche Veränderung der Zellen möglich, um der Entwicklung 

posttraumatischer Arthrosen vorzubeugen. Auch wäre hierbei eine Kombination mit 

Wachstumsfaktoren oder anderen Zytokinen denkbar, die sich in Studien bisher positiv auf 

Knorpelwachstum und -heilung ausgewirkt haben [41]. 

 

Die Ergebnisse zeigten, dass IL-10 eine chondroprotektive Wirkung besitzt, die den Verlauf der 

Arthrosepathogenese verändern könnte. Viele wichtige durch TNF-α induzierte katabole Prozesse 

konnten durch IL-10 beeinflusst werden. IL-10 könnte damit für therapeutische Anwendungen in 

der Arthrose Bedeutung haben. Auch scheint hinsichtlich der Chondrozytenhomöostase die 

Anwendung des viralen Überexpressionssystems möglich zu sein. Die generierten Daten stammen 

jedoch alle aus in vitro Studien mit Chondrozytenkulturen. Die komplexen Mechanismen, die in 

einem Organismus ablaufen, lassen sich in in vitro Versuchen noch nicht nachstellen. Für eine 

klinische Translation sind daher noch umfangreiche in vivo Studien in einem geeigneten Tiermodell 

nötig, um auch hier die Wirkung von IL-10 zu bestätigen und die durch den Vektor induzierten 

Abwehr- und Entzündungsreaktionen zu evaluieren.  
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ABKÜRZUNGEN 

bax   BCL-2 Associated X protein 

bcl-2   B Cell Lymphoma-2 

CFDA-SE  Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester 

EGFP   Enhanced Green Fluorescent Proteins 

ELISA   Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

FKS   fötales Kälberserum 

IL   Interleukin 

MMP   Matrix Metalloproteinase 

NFκB   Nuclear Factor κ B 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

STAT-3   Signal Transducer and Activator of Transcription-3 

TNF-α   Tumor Necrosis Faktor-α 

TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated Deoxyuridine 

Triphosphate Nick-End Labeling 
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AUSGEWÄHLTE PUBLIKATIONEN 

 

PUBLIKATION 1 

 

John T, Müller RD, Oberholzer A, Zreiqat H, Kohl B, Ertel W, Hostmann A, Tschoeke SK, 

Schulze-Tanzil G.  

Interleukin-10 modulates pro-apoptotic effects of TNF-α in human articular 

chondrocytes in vitro.  

Cytokine 2007; 40: 226-234. Impact Factor: 2,2 

 

ABSTACT 

The aim of this study is to determine if there is an antagonistic effect between tumour necrosis 

factor (TNF)-alpha and the immunoregulatory interleukin (IL)-10 on chondrocytes survival. 

Serum-starved primary human articular chondrocytes were stimulated with either 10 ng/ml 

recombinant TNF-alpha, IL-10 or a combination of both (at 10 ng/ml each). Chondrocyte 

apoptosis was determined by measuring caspase-3/7, -8 and -9 activities using caspase assays. 

Mitochondrial apoptotic inducer bax, and the suppressor bcl-2 were evaluated using western 

blotting at 48 h. Results indicated that TNF-alpha increased caspase activities and resulted in a 

significant (p = 0.001) increase in bax/bcl-2 ratio. Stimulation with IL-10 did not alter caspase 

activities, while co-treatment with IL-10 and TNF-alpha inhibited TNF-alpha induced caspase 

activities and significantly (p > 0.004) impaired bax/bcl-2 ratio. At 24 h, mRNA levels for 

collagen type II, TNF-alpha and IL-10 were determined using real-time RT-PCR. Stimulation 

with TNF-alpha or TNF-alpha and IL-10 significantly inhibited collagen type II and increased 

IL-10 and TNF-alpha mRNA expression. IL-10 modulated the pro-apoptotic capacity of 

TNF-alpha in chondrocytes as shown by the decrease in caspase activities and bax/bcl-2 ratio 

compared to TNF-alpha stimulated chondrocytes, suggesting a mostly antagonistic interplay of 

IL-10 and TNF-alpha on mitochondrial apoptotic pathways. 
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PUBLIKATION 2 

 

Müller RD, John T, Kohl B, Feldner A, Zreiqat H, Ertel W, LaFace D, Hutchins B, Oberholzer A, 

Schulze-Tanzil G.  

Cartilage-specific matrix and integrin expression in three-dimensional articular 

chondrocyte cultures overexpressing human interleukin-10.  

Clinical Medicine: Arthritis and Musculoskeletal Disorders 2008; 1: 21-32.  

Noch kein Impact Factor verfügbar. 

 

ABSTACT 

Interleukin (IL)-10 overexpression inhibits joint inflammation, however the effect of high local 

concentrations of IL-10 on chondrocyte homeostasis remains unclear. The aim of this study 

was to determine the effects of IL-10 overexpression on cartilage matrix production in three-

dimensional (3D) chondrocyte cultures. Human articular chondrocytes were transduced with 

adenoviral vectors alone (adv/empty) or by vectors either overexpressing enhanced green 

fluorescence protein (adv/EGFP) or human IL-10 (adv/hIL-10) before their transfer to a 3D 

culture system. Non-transduced chondrocytes were used as controls. The expression of IL-10 

or EGFP was confirmed using ELISA or flow cytometry. Chondrocytes synthesis of collagen 

types II and I, aggrecan, fibronectin and β1-integrin was determined over a period of 14 days 

post transduction using flow cytometry or immunohistochemistry. adv/EGFP or adv/IL-10 

transduced chondrocytes expressed EGFP or secreted IL-10 detectable over the 2 weeks 

culture period. No suppression of collagen type II, aggrecan or β1-integrin synthesis by IL-10 

overexpression was found and the deposition of collagen type I and fibronectin remained 

unaffected compared to the controls. IL-10 overexpression does not impair key features of 

chondrocytes differentiated phenotype (e.g. collagen type II and aggrecan expression) 

suggesting the potential use of IL-10 for gene therapeutic approaches in the joint. 
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PUBLIKATION 3 

 

Müller RD, John T, Oberholzer A, Kohl B, Oberholzer A, Gust T, Hostmann A, Hellmuth M, 

LaFace D, Hutchins B, Laube G, Veh RW, Tschoeke SK, Ertel W, Schulze-Tanzil G.  

IL-10 overexpression differentially affects cartilage matrix gene expression in response 

to TNF-α.  

Cytokine 2008; 44: 377-85. Impact Factor: 2,2. 

 

ABSTACT 

Cartilage-specific extracellular matrix synthesis is the prerequisite for chondrocyte survival and 

cartilage function, but is affected by the pro-inflammatory cytokine TNF-alpha in arthritis. 

The aim of the present study was to characterize whether the immunoregulatory cytokine IL-

10 might modulate cartilage matrix and cytokine expression in response to TNF-alpha. 

Primary human articular chondrocytes were treated with either recombinant IL-10, TNF-alpha 

or a combination of both (at 10ng/mL each) or transduced with an adenoviral vector 

overexpressing human IL-10 and subsequently stimulated with 10ng/ml TNF-alpha for 6 or 

24h. The effects of IL-10 on the cartilage-specific matrix proteins collagen type II, aggrecan, 

matrix-metalloproteinases (MMP)-3, -13 and pro-inflammatory cytokines were evaluated by 

real-time RT-PCR and immunohistochemistry. Transduced chondrocytes overexpressed high 

levels of IL-10 which significantly up-regulated collagen type II expression. TNF-alpha 

suppressed collagen type II and aggrecan, but increased MMP and cytokine expression in 

chondrocytes compared to the non-stimulated controls. The TNF-alpha mediated down-

regulation of aggrecan expression was significantly antagonized by IL-10 overexpression, 

whereas the suppression of collagen type II was barely affected. The MMP-13 and IL-1beta 

expression by TNF-alpha was slightly reduced by IL-10. These results suggest that IL-10 

overexpression modulates some catabolic features of TNF-alpha in chondrocytes. 
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