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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Makroskopische Gelenkanatomie

Das diarthroidale Gelenk verbindet zwei Knochen und ermdglicht deren Bewegung
gegeneinander. Es besteht aus der Gelenkkapsel, dem mit Synovia gefullten Gelenkspalt
und dem Gelenkknorpel (1). Der Knorpel dient der gleichméRigen Aufnahme des
Drucks, der auf das Gelenk wirkt. In der Gelenkhohle flihrt die Synovialflissigkeit
dazu, dass die Knorpelflachen zueinander gleiten kdnnen und die Knorpelzellen ernghrt
werden. Die Gelenkkapsel sorgt fir die Bildung und Speicherung der
Synovialfliissigkeit in der Gelenkhthle sowie fir die Stabilitat des Gelenks (1-3). Fur
die vorliegende Dissertation relevant ist das Kniegelenk, welches auch als
Kondylengelenk oder Articulatio femorotibialis bezeichnet wird (1). Das Kniegelenk
verbindet die drei Knochen Femur, Tibia und Patella miteinander. Der distale Femur
endet dabei in zwei konvex geformten Knochenbdgen, den Kondylen. Das
entsprechende Korrelat der Tibia sind zwei leicht konkav geformte Furchen. Dabei sind
die Gelenkflachen nicht absolut kongruent zueinander. Weiterhin sind die
Gelenkflachen mit Knorpel Uberzogen. Auch die Patella ist auf ihrer Rickseite mit
Knorpel bedeckt. Das Kniegelenk besitzt zusétzlich zwei Menisken, die zwischen
Femur und Tibia im Gelenkspalt liegen. Diese haben in etwa die Form eines
Halbmondes und gleichen die vorherrschende Inkongruenz der Kondylen aus.
Weiterhin umgibt das Kniegelenk eine Reihe an Béndern. Diese sorgen neben den

Muskeln des Beines und der Gelenkkapsel fir die mechanische Stabilitat des Gelenks

(0).

1.2 Mikroskopische Gelenkanatomie

1.2.1 Synovialflussigkeit und synoviale Fibroblasten

Die Synovialflussigkeit ist eine viskose Flussigkeit und wird von den synovialen
Fibroblasten gebildet. Zum einen wirkt sie als nattirliches Schmiermittel und erméglicht
durch Reduktion der Reibungskrafte das Gleiten der Gelenkflachen zueinander.
Aullerdem fungiert sie als StoRddmpfer. Zum anderen stellt sie Nahrstoffe bereit, die in
den gefallosen hyalinen Knorpel diffundieren und ihn erndhren (1,4). Durch diese

Funktionen hat die Synovialflussigkeit einen erheblichen Einfluss auf die Aktivitat und
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strukturelle Integritdt des Gelenkknorpels. Verdnderungen in der Menge oder
Zusammensetzung der Synovialflissigkeit konnen eine Erkrankung des Gelenks
beglinstigen oder verursachen. Die Synovialflussigkeit besteht zum gréfiten Teil aus
Wasser und entspricht einem Dialysat des Blutes (3). Der Glukosegehalt ist dabei etwas
niedriger als im Blut. Circa (ca.) 50% der Proteine in der Synovialflissigkeit sind
Serumalbumine, 10-20% sind Immunglobuline. Daneben kommen PRG4
beziehungsweise (bzw.) Lubricin, Hyaluronséure, Phospholipide, verschiedene
Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie Zellen, vor allem Deckzellen und Leukozyten,
in der Synovialflussigkeit vor (1). PRG4, Hyaluronséure sowie Phospholipide gelten als
die Komponenten in der Synovialflussigkeit, die eine Reduktion der Reibungskréfte
ermdglichen (5). Man unterscheidet zwei Typen von synovialen Fibroblasten. Beide
Zelltypen befinden sich an der Innenseite der Gelenkkapsel. Der Zelltyp A liegt an der
Grenzschicht zur Gelenkhdhle, der Typ B liegt distal hiervon. Der Typ A dhnelt in der
Funktion den Gewebsmakrophagen und phagozytiert Bakterien und Zelltrimmer. Er ist
zur Antigenprasentation befahigt. Der Typ B bildet die Synovialflussigkeit. Er besitzt
lange Fortsétze, die zwischen den Zellen des Typs A an die Grenzschicht reichen, und

so mit der Gelenkhéhle kommunizieren (1,3).

1.2.2 Chondrozyten

Der hyaline Knorpel besteht bis zu 2% aus Chondrozyten. Sie entwickeln sich aus
Chondroblasten und sind mit ihrer Ausdifferenzierung ortsstandig und nicht mehr
teilungsfahig. Sie bilden die Extrazellularmatrix (EZM) in ihrer Umgebung. Aus einem
Chondroblasten hervorgegangene Chondrozyten liegen sehr dicht beieinander. Durch
die Bildung der EZM ummauern sich diese Zellen. Auf Grund fehlender
Chondroblasten sowie BlutgefaRen, ist die Regenerationsfahigkeit des Knorpels daher
eingeschrankt. Daher erfolgt die Anpassung an veranderte Belastungen an den Knorpel,

zum Beispiel (z.B.) bei Verletzung, Uber eine veréanderte Syntheseleistung (6).

1.2.3 Extrazellularmatrix

Die EZM des hyalinen Knorpels bestent zu ca. 80% aus Wasser und 20% aus
organischen Bestandteilen. Davon sind ca. 60% Kollagene, 30% Proteoglykane und ca.
10% Proteine und Glykoproteine. Dabei sind die Kollagene und Proteoglykane

besonders wichtig fir die Funktion des Knorpels. Bei den Kollagenen handelt es sich

2
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mit einem Anteil von 90% um das Kollagen Typ Il. In weniger groflem Umfang
kommen die Kollagene der Typen I, I, V, VI, IX; X, XI und XIV vor (6). Die
Kollagene sind entweder fibrillar oder nichtfibrillar organisiert (7). Kollagen Typ 1l
zum Beispiel besitzt eine fibrillare Struktur. Die Fibrillen entstehen dabei aus
Zusammenlagerung vieler einzelner Tropokollagenmolekiile. Diese bestehen jeweils
aus drei ineinander gewundenen Aminoséurenketten, was als Tripelhelix bezeichnet
wird. In dieser Konformation sind die Aminosauren weitestgehend vor enzymatischem
Abbau geschutzt (7). Kollagen Typ Il organisiert mit seinen Fibrillen mal3geblich die
Struktur der EZM und ist vor allem fur die Zugfestigkeit des Knorpels verantwortlich.
Die weniger haufig vorkommenden Kollagene verbinden die Kollagenfibrillen
untereinander oder mit den Chondrozyten (6).

Das h&ufigste Proteoglykan im Knorpel ist das Aggrekan. Es besteht aus einem
Hyaluronsduremolekdl, an das uber Linkproteine mehrere Coreproteine gebunden sind.
An diese Coreproteine lagern sich jeweils Glykosaminoglykane an. Die
Glykosaminoglykane besitzen viele Sulfatgruppen, die durch ihre negative Ladung eine
hohe Wasserbindekapazitat des Aggrekans ermdglichen. Weitere Proteoglykane sind
Biglykan, Decorin, Fibromodulin und PRG4 bzw. Lubricin (6). Das Aggrekan bewirkt
durch die Wasserbindekapazitit einen positiven Innendruck im Knorpel, dem die
Retraktionskrafte des Kollagens Typ Il entgegenwirken. Dieser Zustand bewirkt die
Druckelastizitdt und damit einhergehende stoRddmpfende Funktion des Knorpels, die
fur das Gelenk unabdingbar ist (6).

1.3 Arthrose des Gelenkknorpels

Die Arthrose, im Englischen als Osteoarthritis (OA) bezeichnet, ist eine chronisch
degenerative Erkrankung des Gelenks, insbesondere des Gelenkknorpels. Sie gilt als
Volkskrankheit, ca. 33% der erwachsenen Bevolkerung besitzen eine radiologisch
nachweisbare OA, ca. 10% eine rein klinisch diagnostizierbare OA (8). Pravalenz und
Inzidenz steigen mit dem Alter (8,9). Im Jahr 2008 betrugen in Deutschland die direkten
Ausgaben fiir die Behandlung der OA 7,62 Milliarden Euro. Im Jahr 2011 verursachte
die OA in Deutschland 10.702.166 Arbeitsunfahigkeitstage (10). Die Krankheit wird je
nach Ausloser in die primare bzw. idiopathische und die sekundare OA eingeteilt. Bei
der primaren OA findet sich keine eindeutig identifizierbare Ursache. Die sekundare
OA kann verschiedene Grunde haben, diese sind in Abbildung (Abb.) 1 dargestellt:
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Entziindungen Traumata

Metabolische oder
endokrine
Erkrankungen

Medikamente (z.B.
Fluorchinolone)

Erkrankungen des se kundél’e

Bindegewebes oder Skelettfehlstellungen

Gerinnungssystems O A

Abb. 1 Ubersicht tiber mégliche Ursachen einer sekundaren Arthrose (9,11).

Zwillingsstudien lassen hereditdre Faktoren vermuten (12). Als Risikofaktoren gelten
unter anderem: hohes Alter, weibliches Geschlecht in der Postmenopause, Ubergewicht
sowie gelenkbelastende Hobbys und Erwerbstatigkeiten (8,10). Klinisch kann sich die
OA sehr unterschiedlich darstellen. Je nach Schwere kann es zu Schmerzen,
Bewegungseinschrankungen,  Deformierungen,  Ergussen,  Schwellungen  oder
Entzindungen im betroffenen Gelenk oder der Umgebung kommen. Diagnostiziert wird
die OA durch eine gezielte Erhebung der Krankheitsgeschichte sowie die klinische
Untersuchung. Je nach Bedarf schlieRen sich danach apparative und invasive Methoden
wie die Rontgenbildgebung, die Computer- oder Magnetresonanztomografie, oder die
Arthroskopie an. Die OA lasst sich nach dem Ausmal} der radiologisch sichtbaren
Veranderungen in vier Schweregrade nach Kellgren-Lawrence einteilen. Radiologisch-
rontgenologische  Zeichen sind die Gelenkspaltverschmalerung, Gerdllzysten,
Osteophyten und eine subchondrale Sklerosierung. Klinisches Beschwerdebild und
radiologische Einteilung korrelieren dabei nicht regelhaft miteinander. Eine Diagnose

im Frihstadium ist auf Grund einer unspezifischen Symptomatik erschwert (9,10).

1.3.1 Pathomechanismus

Die Pathophysiologie der OA ist sehr komplex und ein mehrfaktorielles Geschehen

wird angenommen. Auf molekularer Ebene konnten wichtige die OA initiierende und
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erhaltende Mechanismen gefunden werden. Es kommt zu pathologischen
Verénderungen im Gelenkknorpel, in der Synovialmembran sowie im subchondralen
Knochen. Auch die Gelenkbéander, die Gelenkkapsel und die Menisken kdnnen
betroffen sein. Im Folgenden ist eine Ubersicht der wesentlichen Veranderungen im
Gewebe wéhrend der OA dargestellt:

Pathogenese

Folgende Veranderungen finden wihrend der OA im Gelenk statt:

Knorpel Synovia Knochen
g b
» Matrixfragmente » Hypertrophie und Hyperplasie » Subchondrale Sklerosierung
» Entziindungsmediatoren des Gewebes » Gerollzysten
» Proteolytische Enzyme » Fibrosierung des Gewebes » Osteophyten
» Apoptosevon Chondrozyten » Inflammation des Gewebes » Entziindungsmediatoren
» Wasserverlust des Knorpels » Entziindungsmediatoren
» verringerte mechanische » Proteolytische Enzyme
Belastbarkeit

[::} Klinik: Bewegungseinschrankung, Versteifung, Schmerzen, Schwellung und Uberwarmung des Gelenks

Abb. 2 Ubersicht (ber die Pathogenese der OA. Wahrend der OA kommt es zu
charakteristischen Verdnderungen in den einzelnen beteiligten Geweben. Die daraus
resultierenden Kklinischen Symptome kénnen sich sehr verschieden darstellen.

1.3.1.1 Rolle des Knorpels

Die bereits genannten Ursachen einer OA fiihren entweder zu abnormen Stress und
mechanischer Schadigung des Knorpels bzw. zu einem veranderten Metabolismus im
Knorpel (13). Gemeinsame Endstrecke ist die Storung der Matrixintegritat mit
Entstehung von Matrixfragmenten, welche die Chondrozyten zur Bildung von
Entzindungsmediatoren anregen. Dabei handelt es sich vor allem um die Zytokine IL-
1B und den Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Chemokine, Prostaglandine und
Leukotriene. Diese regen in auto- und parakriner Funktion die Chondrozyten zur
Sekretion  von  proteolytischen  Enzymen, besonders  Aggrekanasen  und
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sowie weiteren Enzymen wie z.B. die Nitric Oxide
Synthase (iNOS) an. Die katabolen Faktoren fiihren zu einem weiteren Abbau von
Kollagen Typ Il und Proteoglykanen in der Knorpelmatrix (4,14). Das Enzym iNOS

induziert den Metaboliten NO. Dieser fiihrt wiederum zu einer Aktivierung von
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Entzindungsmediatoren sowie zu einer weiteren Freisetzung von katabolen Enzymen
(15). Gleichzeitig kann eine unphysiologische Belastung des Knorpels direkt zur
Apoptose von Chondrozyten fihren (4,14). Andere Substanzen wie Caspase-8,
Prostaglandine (z.B. PGE;) oder NO kdnnen ebenfalls eine Apoptose der Chondrozyten
verursachen (16). Neben IL-1p wird aktuell IL-17 eine dhnlich bedeutende Rolle in der
Progression der OA zugeschrieben (17).

Zu Beginn der OA kommt es dabei auch zu einer gesteigerten Synthese von
Matrixproteinen und zu einer klonalen Chondrozytenproliferation im Knorpelgewebe.
Dies geschieht durch anabole Stoffwechselprodukte, unter anderem IL-4, IL-10 und IL-
13, Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), Interleukin-1 Rezeptorantagonist
(IL-1RA) sowie Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) und Transforming growth factor
(TGFB). Vor allem IGF-1 und TGFp wirken hemmend auf die IL-1B-Aktivitat und
stimulieren die Bildung von Matrixbestandteilen. Weiterhin kann TGF die Aktivierung
und Wirkung von MMPs vermindern (18-21). Langfristig kommt es allerdings zu
einem Ungleichgewicht zwischen Knorpelreparatur und Knorpeldestruktion. Am Ende
uberwiegen die knorpeldegradierenden Mechanismen (4,22,23).

Durch den Verlust der Proteoglykane werden die Kollagenfibrillen demaskiert, welche
nun leichter durch die proteolytischen Enzyme, vor allem den MMPs, abgebaut werden
konnen. Auf Grund des Strukturverlustes der Matrix konnen die verbliebenen
Aggrekanmolekiile vermehrt Wasser binden. Dieses Aufquellen des Knorpels fuhrt zu
einem Verlust an Haérte und Elastizitat und somit zu einer Zunahme des
Reibungswiderstandes im Gelenk mit konsekutiv verminderter mechanischer
Belastbarkeit (7). Zusatzlich hemmen Entzindungsfaktoren die Freisetzung von PRG4,
was daher den Reibungswiderstand weiter erhoht. Es entstehen Fissuren, die sich im
Verlauf bis auf den subchondralen Knochen ausbreiten koénnen. Dringt
Synovialflissigkeit in diese tiefen Fissuren, kann sie Knorpel- und auch
Knochenfragmente herausldsen, die sich als Fremdkorper frei in der Gelenkhohle
bewegen. Im Knochen kénnen sich daraus Gerdllzysten bilden (2). Die Endstrecke der

verschiedenen Prozesse ist die progrediente Knorpeldestruktion.

1.3.1.2 Rolle der Synovialmembran und der Synovialflussigkeit

Die OA fiihrt zu signifikanten Anderungen in der Funktion und Morphologie der

Synovialmembran. So kommt es zu einer Hypertrophie und Hyperplasie der
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Fibroblasten mit konsekutiv verstarkter Zellaktivitat sowie zu einer Verdickung und
Fibrose der Kapsel (2). Benito et al. (24) konnten 2005 zeigen, dass in frihen Stadien
der OA signifikant mehr Lymphozyten, Makrophagen, Gefal3e und Wachstumsfaktoren
in der Synovialmembran zu finden sind, als in spateren Stadien. Dies deute auf eine
initial starkere Entzindung hin (24). So bewirken Fragmente des Knorpels oder
Knochens bei Kontakt mit der Synovialmembran eine Fremdkorper-Synovitis (3,4,25).
Von Chondrozyten gebildete Prostaglandine, besonders Cyclooxygenase-2 (COX-2),
unterhalten diese Entziindung (4,25). Wahrend bei der rheumatoiden Arthritis eine
ubiquitdre Inflammation der Synovialmembran im Gelenk nachzuweisen ist, findet sich
die Entziindung bei der OA eher lokal in der Nahe des degradierten Knorpels und mit
geringerer  Aktivitdt (25). Ob die Synovitis eine Folgeerscheinung der
Knorpelveranderungen ist oder eine kausale Rolle spielt, bleibt weiterhin unklar (25).
Unstrittig ist die zentrale Stellung in der Pathogenese der OA. So werden in dem
entzundeten Gewebe eine Vielzahl an modulierenden Metaboliten gebildet und in die
Synovialfliissigkeit abgegeben. Zu den proinflammatorischen und chondrodestruktiven
Substanzen gehoren unter anderem (u.a.) TNF-o, IL-1p, IL-6, IL-8, PGE2, NO und
Proteasen wie MMPs und ADAMTS. Als gegensteuernde Malinahme werden aber auch
antiinflammatorische, chondroprotektive Substanzen wie TIMPs, IL-4 und IL-13, oder
IL-1RA sezerniert. Dabei ist das Aquilibrium zu Gunsten der Progression der OA
verschoben (25,26).

Die sezernierten Substanzen diffundieren durch die Synovialflissigkeit an den Knorpel
und beeinflussen dort die Chondrozyten sowie die EZM-Homdostase, z.B. durch
Stimulation des Matrixabbaus durch die MMPs. Laut Blom et al. (27) kénnen synoviale
Makrophagen besonders durch TGFB das Osteoblastenwachstum im subchondralen
Knochen stimulieren (27). Ebenso veréndert sich das Verhéaltnis von den flr die
Reduktion der Reibungskréfte zwischen den Gelenkbestandteilen wichtigen Molekulen.
Kosinska et al. (5) konnten 2015 zeigen, dass der Anteil von Hyaluronséduren und PRG4
abnimmt, wohingegen die Menge an Phospholipiden in der Synovialflissigkeit steigt
(5). Eine Reihe von wichtigen Kklinischen Symptomen sind auf die Synovitis
zurlickzufuhren, z.B. Schmerzen, Gelenkschwellung und -rétung sowie
Morgensteifigkeit (2,25).
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1.3.1.3 Rolle des subchondralen Knochens

Obwohl die Beteiligung des subchondralen Knochens im Rahmen der OA unstrittig ist,
bleibt die genaue Rolle weiterhin unklar (19,28). Im subchondralen Knochen kommt es
wahrend der OA zu einem Strukturumbau mit einhergehenden Funktionsminderungen.
Dabei zeigen sich, wie in Kapitel 1.3.1.1 beschrieben, die Veranderungen
makroskopisch und radiologisch vor allem als subchondrale Sklerosierung, Geréllzysten
und Osteophyten. Der subchondralen Sklerosierung entspricht die Verdickung der
kortikalen Knochenplatte. Die entstehende geringere Belastungsresistenz kann den
Knorpel und den Knochen weiter schadigen (28). Die Gerollzysten entstehen einer
Theorie nach durch das Eindringen von Synovialflissigkeit in den Knochen, was ein
Herauslosen von Fragmenten verursachen soll (2—4). Dabei unterh&lt Zelldetritus im
Gelenkspalt die Inflammation der Synovialmembran (3). Einer anderen Theorie zufolge
entstehen die Gergllzysten aus nekrotischen Lésionen im Knochen (28). Unabhéngig
von der Ursache verstehen Li et al. (28) die Gerdllzysten als wichtigen Faktor in der
Progression der OA. Sie schreiben in einem Beitrag, dass die Ger6llzysten vor allem an
Orten des groRten Knorpelverlustes und hohen Knochenumsatzes mit Osteoblasten- und
Osteoklastenaktivitat gefunden wurden. Sie vermuten, dass die entstehenden Freirdume
den Transport kataboler Metaboliten erleichtern koénnten. Auferdem wirde eine
gestérte Knochenstruktur seine Interaktion mit dem Knorpel verdndern, was zu
abnormen Druckverteilungen ber dem Knorpel flihren wirde. Das wiederum wiirde
dann in Form eines Circulus vitiosus den pathologischen Umbau des Knochens weiter
fordern (28). Die Osteophyten entstehen im Randbereich der Synovialmembran als
Folge von metaplastischer Knorpel- und Knochenbildung im proliferativ aktiven
Bindegewebe (3,4). Der subchondrale Knochen tibt auch tber die von den Osteoblasten
produzierten Metaboliten IL-6, IL-8, TGFp und IGF-1 einen Einfluss auf die OA aus
(29). Die morphologischen und metabolischen Verénderungen im subchondralen

Knochen gelten u.a. als eine Ursache der Schmerzen bei der OA (2).
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1.3.2 Beteiligte Enzyme und Entziindungsmediatoren

protektive destruktive
Faktoren Faktoren

ADAM17
ADAMTS5

PRG4
IL-1RA, TGFB

Caspase-1
COX-2

Abb. 3 Darstellung einer fehlenden Homgostase zwischen den einzelnen Faktoren
wéhrend der OA. Im Rahmen der OA ist die Homgostase zwischen anabolen und katabolen
Faktoren gestort. Es kommt zu einem Uberwiegen der katabolen Faktoren, die innerhalb der
komplexen Pathophysiologie die OA foérdern bzw. mitverursachen.

1.3.2.1 ADAM17 und ADAMTS5

ADAM steht fir ,,A disintegrin and metalloproteinase“. Davon abzugrenzen ist
ADAMTS, was fuir ,,A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs*
stent. Beide Familien gehdren zu der Superfamilie der Metalloproteinasen. Diese
Enzyme zeichnen sich dadurch aus, dass sie Peptidbindungen von Proteinen mit Hilfe
einer Katalyse durch Metallionen spalten kénnen (30,31).

Fur die Pathogenese der OA besonders relevant ist das Enzym ADAM17. Ein Synonym
ist TACE oder auch ,tumor necrosis factor-o-converting enzyme*. In OA-
Knorpelmatrix und OA-Chondrozyten konnte vermehrt ADAM17 nachgewiesen
werden (32,33). Unter anderem wird ADAM17 durch TIMP-3 durch Blockierung des
katalytischen Zentrums inhibiert (34). ADAM17 ist wesentlich an der abschlieRenden
Bildung des Zytokins TNF-a beteiligt. TNF-o wiederum wird als ein zentrales Zytokin
fur das Entziindungsgeschehen wahrend der OA verantwortlich gemacht (34,35). Es
regt die Chondrozyten an, matrixdegradierende Enzyme, besonders MMP-3 und MMP-
13, zu produzieren. Als Entzindungsmediator fihrt TNF-a zur Bildung

proinflammatorischer Substrate, z.B. PGE,, und Enzyme, vor allem iNOS und COX-2,
9
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und zu verstarktem Wachstum der synovialen Fibroblasten (14,36-38). Lopez-Armada
et al. konnten 2006 (16) zeigen, dass TNF-a in kultivierten humanen Chondrozyten die
Expression von Caspase-1 auf mRNA-Ebene erhéht (16). Uber PGE,, iNOS und
Caspase-8 soll TNF-o an der Apoptose von Chondrozyten beteiligt sein (16). TNF-a
wird in OA-Knorpel und entziindeter Synovialmembran gefunden (37). Es gibt
Hinweise, dass erhohte ADAM17-Spiegel die Expression von TGFf tber die Spaltung
des Transmembranproteins Vasorin verringern konnen (39). Eine hohe Konzentration
von TGFp gilt als giinstig fur die OA (20).

Ein weiteres flr die Progression der OA wichtiges Enzym ist die Protease ADAMTS5.
Es wird in gesunden wie auch in OA-Chondrozyten und synovialen Fibroblasten
gebildet (26,40-42). Im Gegensatz zu anderen Enzymen der Familie wird die mRNA-
Expression von ADAMTS5 nicht durch IL-1B oder TNF-a stimuliert. Unter anderem
wird ADAMTSS durch TIMP-3 inhibiert (41). ADAMTS5 spaltet unter anderem mit
hoher Affinitat das Molekul Aggrekan (40). Das Enzym ist in frihen Stadien der OA
besonders aktiv. Die durch den Verlust von Aggrekan bewirkte verminderte
Bindungsfahigkeit von Wasser im Knorpel fiihrt zu einer Demaskierung der

Kollagenfibrillen, sodass diese erreichbar fur den Abbau durch MMPs werden (2,19).

1.3.2.2 Caspase-1

Der Name Caspase ist ein Akronym. Das ,,C” steht fiir Cysteinproteinase und ,,aspase”
fur die Fahigkeit, hinter der Aminosaure Aspartat ein Peptid zu schneiden (CASP1). Ein
Synonym ist ,Interleukin 1-beta-converting enzyme“ oder ICE (43). In der
Erstbeschreibung wurde Caspase-1 als das Enzym beschrieben, welches fiir die Bildung
von aktivem IL-1B aus einem Vorlaufermolekil verantwortlich sei (44,45). In einer
Veroffentlichung von Saha et al. aus dem Jahr 1999 (46) wird gezeigt, dass Caspase-1
in OA-Knorpel und OA-Synovialmembran vorkommt. Die Autoren diskutieren eine
Beteiligung des Enzyms an der Progredienz der OA Uber die Aktivierung von IL-1p in
den entsprechenden Geweben (46). Weiterhin gilt Caspase-1 als wichtiger
proapoptotischer Faktor (16). Nach Lopez-Armada et al. von 2006 wird die mRNA-
Expression von Caspase-1 in Chondrozyten von TNF-a stimuliert (16). Caspase-1 wird
uber Bildung eines Proteinkomplexes aktiviert. Auslosende Faktoren kénnen pathogen-
oder gewebsschaden-assoziierte Faktoren wie Fremd-Desoxyribonucleinsdure (DNA)

oder Harnsdurekristalle sein (43).
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1.3.2.3 COX-2

COX-2 steht fur ,,Cyclooxygenase-2“. Ein Synonym ist PTGS2, was flr
,Prostaglandin-endoperoxide synthase 2* steht. Wahrend das Schwestermolekil COX-1
in den meisten Geweben permanent exprimiert wird, findet sich COX-2 vor allem nach
inflammatorischen oder proliferativen Stimuli (47). Dies kann im Rahmen einer
Vielzahl verschiedenster physiologischer oder pathologischer Zustdnde geschehen.
Einige Beispiele sind eine akute Entziindung und Schmerzmediation, Angiogenese,
Knochenabbau, Ulcera des Magen-Darm-Traktes oder Tumorerkrankungen (48). Unter
anderem induzieren TNF-a, IL-1p, IL-2 und IL-8 die Bildung von COX-2. Hemmend
auf dessen Bildung wirken IL-4, 1L-10 und IL-13 (49,50). Erh6hte Werte von COX-2
konnten in entziindetem Gelenksgewebe mit Chondrozyten und synovialen Fibroblasten
nachgewiesen werden (51). Wie in Kapitel 1.3.2.1 beschrieben, fiilhrt ADAM17 Uber die
Aktivierung von TNF-a indirekt zu einer Induktion von COX-2. COX-2 katalysiert die
Umwandlung von Arachidonséure zu Prostaglandin H,. Aus Prostaglandin H, kénnen
PGD,, PGE,, PGI, und TXA; entstehen (47,49). Fur die OA ist insbesondere die
Bildung von PGE; relevant. Dieses stimuliert u.a. eine Apoptose von Chondrozyten
(16,51) und scheint bei der Regulation von MMPs in synovialen Fibroblasten und
Knorpelzellen eine Rolle zu besitzen (51-53). Weiterhin hat es Einfluss auf die
Angiogenese bei der OA und der rheumatoiden Arthritis (51). PGE; ist auflerdem ein
bedeutender Schmerzmediator (49). Es werden aber auch protektive Einflisse durch
PGE, diskutiert, wie z.B. die Inhibierung von IL-1B-induzierter erhdhter mRNA-

Expression sowie Proteinsynthese von Matrixmetalloproteinasen (51,54).

1.3.24 1L-1p

IL-1pB steht fiir ,,Interleukin-1p* und gehort zu der Familie der Zytokine. Zytokine sind
lokal gebildete Botenstoffe, die ihre Zielzellen vor allem durch Diffusion in das
umgebende Gewebe erreichen und dort verschiedene Wirkungen entfalten. Dabei ist IL-
1B an der Fieberregulation und Induktion lokal entziindlicher Prozesse beteiligt (55). Es
konnte gezeigt werden, dass IL-1B in osteoarthritischem synovialen Gewebe,
Synovialflissigkeit sowie dem Knorpel vorkommt (36,46,56). Neben TNF-a ist IL-1P
ein weiteres wichtiges Zytokin in der Pathogenese der OA (14). Die IL-1B-Produktion

im Knorpel wird, wie in Kapitel 1.3.1.1 beschrieben, vor allem durch Matrixfragmente
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induziert (22). Aktiviert wird es durch Caspase-1 (s. 1.3.2.2) (44,45). Laut LoOpez-
Armada et al. kann TNF-o die mMRNA-Expression von Caspase-1 in Chondrozyten
erhbhen (s.1.3.2.1) (16). Die Aktivitdst von IL-1p wird von TGFP gemindert.
Antiinflammatorische Zytokine wie IL-4 und IL-10 supprimieren u.a. die mRNA-
Expression von IL-1p (18). IL-1p besitzt eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung
der Knorpelhombostase. So konnte eine basale Freisetzung auch in gesundem Knorpel
nachgewiesen werden, welche dort zu einem Gleichgewicht von katabolen und
anabolen Prozessen fiihrt (57). Bei der OA kommt es zu einer verstarkten Sekretion von
IL-1B mit Uberwiegen der katabolen Prozesse. Durch IL-1B induzierte Enzyme und
Zytokine sind u.a. Matrixmetalloproteinasen wie z.B. MMP-3 und MMP-13, COX-2
und konsekutiv PGE;, IL-6, IL-8, ADAMTS4 (41) sowie iNOS (16,37,51,58). NO ist in
der Lage, eine Apoptose in Chondrozyten sowie die Freisetzung von
Matrixmetalloproteinasen zu induzieren (15,22). IL-1B hemmt weiterhin die Kollagen-
und Proteoglykansynthese im Knorpel (59). Im Jahr 2015 diskutierten Sandy et al. auf
Grund einer Analyse umfangreicher Daten eine Neuinterpretation der Position von IL-
1B innerhalb der Pathogenese der OA. Die Autoren stellten insbesondere die Eignung,
zu Forschungszwecken in vitro eine kunstliche Inflammation zu erzeugen, in Frage
(17).

1.3.25 IL-6 und IL-8

Wie die meisten Interleukine wirken IL-6 und IL-8 vor allem auf das Immunsystem. So
ist IL-6 u.a. an der Entziindungs- und Fieberreaktion beteiligt. IL-8 ist ein bedeutender
Faktor in der Chemotaxis von Leukozyten (55). Schlaak et al. haben 1996 erhdhte
Werte von IL-6 und IL-8 in der Synovialflussigkeit von Patienten mit OA nachgewiesen
(60). Sie werden sowohl von synovialen Fibroblasten als auch von Chondrozyten
produziert (18). Die Bildung des Zytokins IL-6 wird vor allem von TNF-o und IL-1f
stimuliert (16,61). Antiinflammatorische Zytokine wie z.B. IL-4 und IL-10 kdnnen die
MRNA-EXxpression supprimieren (18,62). 1L-6 gilt als Modulator der Erkrankung, fiihrt
jedoch nicht eigenstandig zu einer Knorpeldestruktion. Vielmehr wirkt es synergistisch
zu IL-1P und verstdrkt dessen Wirkung. So ist es essentiell fur die IL-1p vermittelte
Inhibierung der Proteoglykansynthese (18,19,62). Larsson et al. konnten 2015 eine
direkte Assoziation von steigenden IL-6-Konzentrationen und rontgenologisch sowie

klinisch darstellbaren Progressionen der OA zeigen (63). Es werden auch anabole
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Effekte diskutiert. So kann IL-6 die Produktion von TIMPs induzieren (18). Brenn et al.
konnten 2007 eine Assoziation mit Hyperalgesie und Hypersensitivitdt bei
mechanischem Stress auf das Gelenk nachweisen (64).

Ahnlich wie 1L-6 wird die Bildung von IL-8 auch von TNF-a und IL-1B stimuliert
(16,61). Ebenso scheinen IL-4 und 1L-10 die Wirkung von IL-8 zu begrenzen (61,62).
Wie IL-6 wird IL-8 eine modulatorische Wirkung zugeschrieben (62). So konnten
Alaaeddine et al. zeigen, dass IL-8 die Aktivitadt von TNF-a erhoht (50). Auch konnten
sie eine gesteigerte Synthese von COX-2 durch IL-8 in Verbindung mit TNF-a
nachweisen (50). Als Chemotaxin regt es auf3erdem die neutrophilen Granulozyten zur
Produktion von Superoxid-Anionen an, welche zu einer zusétzlichen Progression der
Erkrankung beitragen (18,22,61).

1.3.2.6 MMP-3 und MMP-13

Die Enzyme MMP-3 und MMP-13 gehéren zu der Familie der
Matrixmetalloproteinasen. Sie werden im Rahmen physiologischer Prozesse wie z.B.
Knochenwachstum bendtigt, spielen aber auch bei anderen Erkrankungen wie z.B. der
OA, eine wichtige Rolle (65,66). MMP-3 und MMP-13 werden als Proenzyme
sezerniert und durch Proteasen, z.B. Trypsin oder Plasmin, in die aktive Form gespalten.
MMP-3 kann dabei proMMP-13 aktivieren (65,67). Das Enzym MMP-3 wird in
gesundem Knorpel regelhaft exprimiert. Bei der OA hingegen zeigt sich eine
ausgepragte Hemmung von MMP-3 (2). MMP-13 kommt nur in OA-Knorpel vor und
ist in gesundem Knorpel nicht vorhanden (2,66). DiBattista et al. haben 1994 gezeigt,
dass synoviale Fibroblasten nach Stimulation mit dem Entziindungsmediator IL-1p
MMP-3 und MMP-13 produzieren kdnnen (54).

Ein Synonym fir MMP-3 ist Stromelysin 1. Die Bildung von MMP-3 wird unter
anderem durch TNF-a, IL-1p und verschiedene Wachstumsfaktoren stimuliert. TGEp,
IGF-1 und IL-4 hemmen die Synthese von MMP-3. TIMP-1 bis -4 hemmen die
Aktivitdt vom MMP-3 (37,67). Laut Abramson et al. sollen NO und iNOS bei der
Hochregulation von Matrixmetalloproteinasen beteiligt sein (15). Im Gegensatz zu
MMP-13 ist MMP-3 nicht in der Lage, tripelhelikale Kollagene zu spalten. Es besitzt
aber dennoch eine hohe Substratbreite und kann im Verlauf der OA die entwundenen

Kollagene und andere Proteine, wie z.B. Laminin und Proteoglykane, degradieren.
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MMP-3 ist an der Aktivierungskaskade von anderen Matrixmetalloproteinasen, wie z.B.
MMP-1, -7, -8, -9 und -13 beteiligt (65,67).

Das Akronym MMP-13 steht fur Matrixmetallopeptidase 13, ein Synonym ist
Kollagenase 3. Die Expression von MMP-13 wird durch eine Vielzahl von Substanzen
beeinflusst, die je nach Gewebe auch gegensatzliche Wirkung haben kdnnen (65). Im
Rahmen der OA wird die Bildung vor allem durch TNF-a und IL-1f stimuliert (62).
TIMP-1 bis -3 fihren zu einer verringerten Aktivitdt von MMP-13 (20,37,66). Wie
eingangs beschrieben, kann proMMP-13 durch MMP-3 in seine aktive Form gespalten
werden. MMP-13 wird als eines der wichtigsten Enzyme im Rahmen der Progression
der OA angesehen. Unter allen matrixdegradierenden Enzymen besitzt es ndmlich die
héchste Affinitat auf das strukturgebende Kollagen Typ 11 (13,19,65,66).

1.3.2.7 PRG4/Lubricin

PRG4 ist eine Abkurzung und steht fur ,Proteoglykan 4« Ein anderer Name ist
Lubricin. Es wurde erstmals 1981 von Swann et al. beschrieben (68). PRG4 besteht aus
einer zentralen Mucin-Domane, mit angrenzenden globulédren N- und C-Termini. An
der Mucin-Domane ist PRG4 &uRerst flexibel, gleichzeitig sind beide Termini in der
Lage, in Interaktion mit Oberflachen zu treten, an denen es sich haarnadelférmig
ausbreiten kann (69). Das Proteoglykan kommt vor allem in der Synovialflussigkeit vor
und wird hauptsachlich von den synovialen Fibroblasten sowie von den direkt unter der
Knorpeloberflache liegenden Chondrozyten produziert. Daneben ist es auch in
Menisken, Sehnen und periartikularen Stromazellen zu finden (69,70). Unter anderem
fiihren TGFP, IGF-1, Wachstumsfaktoren und mechanische Belastung zu einer
vermehrten Bildung von PRG4. IL-1B, IL-6, TNF-a hingegen wirken hemmend auf die
Bildung des Proteoglykans (70).

Zusammen mit den ebenfalls in der Synovialflissigkeit vorkommenden Hyaluronséaure
sowie Phospholipiden bewirkt das PRG4 die Reduktion der Reibungskréfte zwischen
den Gelenkbestandteilen (5). Jahn et al. (71) vertffentlichten 2016 eine
Modellvorstellung, in der PRG4, peripher an der jeweiligen Gelenkflache gelegen, die
Hyaluronsduren immobilisieren wirde, damit diese wiederum den Phospholipiden
ermdglichen kdnnen, sich mit ihren hydrophoben Enden gegeneinander auszurichten,
was zu einer sterischen Abstoflung und konsekutiv zur Reibungsverminderung fiihren

waurde (71). Es werden auch andere Funktionen wie Zellschutz durch Verhinderung der
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Adhasion und Einfluss auf Wachstumsprozesse durch PRG4 diskutiert (70). Im Rahmen
der OA kommt es mittelfristig zu einer verringerten Bildung von PRG4 und damit zu
einer Erhéhung der Reibung im Gelenk, was die Knorpeldestruktion durch
Mikrotraumata fordert (5,69,70). 2016 wiesen Reesink et al. in einem equinen
Tiermodell nach, dass initial im Prozess der OA die PRG4-Konzentration in der
Synovialfliissigkeit steigt und deren Genexpression in den synovialen Fibroblasten
erhéht wird (72).

1.3.2.8 TIMP-1 und TIMP-3

TIMP ist ein Akronym und bedeutet ,tissue inhibitor of metalloproteinases (73). Die
Funktionen von TIMPs sind vor allem die Aufrechterhaltung der EZM-Homdostase, die
Forderung des Zellwachstums sowie die Induktion oder Hemmung der Apoptose. Dies
geschieht unter anderem Uber die Inhibierung von Proteasen (73,74). Im Jahr 1984
haben Dean et al. TIMPs, ohne genauere Spezifikation der Klasse, in humanem
Knorpelgewebe nachgewiesen (75). Lohmander et al. konnten 1993 TIMP-1 in
synovialer Flussigkeit aus osteoarthrotischen Gelenken nachweisen (76). 2014 wiesen
Wen et al. TIMP-3 in osteoarthritischem Knorpel nach (42). Die Bildung von TIMP-1
und -3 kann unter anderem durch 1L-6 induziert werden (18). Uber die Stimulation von
IL-6 kann IL-1B ebenfalls einen Einfluss auf diese TIMPs ausiiben. In der
Pathophysiologie der OA ist die Funktion von TIMP-1 die Aktivitdtshemmung der
meisten katabolen MMPs, wobei diese in einigen Féllen weniger stark ausgepragt ist als
bei TIMP-3. Zusatzlich kann TIMP-1 noch ADAM10 hemmen (73).

TIMP-3 hingegen kann die Aktivitdt aller bekannten MMPs hemmen. Weiterhin
inhibiert TIMP-3 die Wirkung der Enzyme ADAMTS4 und -5, sowie einiger weiterer
Vertreter der ADAM-Familie, z.B. ADAML17 (34,41,73). Da es als einziges TIMP das
Enzym ADAMTS5 hemmen kann, besitzt es eine besondere Rolle im Rahmen der
EZM-Homdostase. Wahrend der OA kommt es zu einem Ungleichgewicht der anabolen
TIMPs und katabolen MMPs sowie ADAMs (62,77).
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1.3.3 Behandlungsoptionen

Die OA ist eine chronisch-degenerative Erkrankung, die nicht heilbar ist. Demzufolge
stehen in der Behandlung die Symptomlinderung mit einer Schmerzreduktion und
Verbesserung der Beweglichkeit sowie eine Erhohung der Lebensqualitdt im
Vordergrund (8). Nach den aktuellen Richtlinien der Osteoarthritis Research Society
International (78) von 2014 wird allen Patienten zunidchst als Allgemeinmalinahme
empfohlen das Gewicht zu regulieren, moderates Kraft- und Ausdauertraining zu
betreiben sowie an Edukationsprogrammen (ber die Erkrankung teilzunehmen. In
frihen Stadien werden Malinahmen, wie z.B. Physiotherapie, Balneotherapie oder
Elektrotherapie sowie bestimmte Medikamente empfohlen. Zu den verwendeten
Medikamenten z&hlen Paracetamol, Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAIDS),
Capsaicin, intraartikular verabreichte Glukokortikoide sowie SADOASs. Letztgenanntes
Akronym steht fiir ,,Slow Acting Drugs in Osteoarthritis“. Hierzu zdhlen z.B.
Hyaluronsdure oder Glucosaminsulfat. Auch wird das Antidepressivum Duloxetin fir
die Analgesie empfohlen. In fortgeschrittenen Stadien konnen arthroskopische
Interventionen, wie z.B. das Débridement oder Microfracturing notig werden.
Chirurgische Alternativen sind Umstellungsosteotomien, der Einsatz eines kinstlichen
Gelenks oder die nur noch selten durchgefiihrte Arthrodese (8,10,78,79).

Unter den betroffenen Patienten existiert ein hohes Interesse an zusétzlichen
Mdglichkeiten zur Unterstutzung der Klassischen Therapieoptionen. Dabei sind vor
allem Nahrungserganzungsmittel beliebt (80,81). Auf Grund der immer groReren
Verbreitung von Nahrungsergédnzungsmitteln mit dem Ziel die Gesundheit zu fordern,
wurde im Jahr 2006 vom Europdischen Parlament eine ,,Verordnung iiber nahrwert- und
gesundheitsbezogene Angaben iiber Lebensmittel“ verabschiedet. Sie wird auch
,,Health-Claims-Verordnung* genannt. Sie schreibt vor, dass mit gesundheitsférdernden
Wirkungen von Lebensmitteln und Nahrungsergédnzungsmitteln nur geworben werden
darf, wenn diese wissenschaftlich belegt sind (82). Ein Beispiel flr
Nahrungserganzungsmittel, die aktuell wissenschaftlich untersucht werden, sind die

Kollagenhydrolysate (KH).
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1.3.3.1 Kollagenhydrolysate

Kollagenhydrolysate sind degradierte Kollagenmolekile, die durch enzymatischen
Verdau oder via Saurebehandlung aus Gelatine gewonnen werden. Die Gelatine wird
aus Tierhaut und -knochen hergestellt (81,83). Die Kollagenhydrolysate bestehen im
Wesentlichen aus degradiertem Kollagen Typ | und kénnen zusétzlich niedermolekulare
Glykosaminoglykane, z.B. Hyaluronat, enthalten. Sie sollen sich in ihrer Wirkung im
Rahmen der OA von intaktem Kollagen unterscheiden (80). Die Kollagenhydrolysate
wurden von der europdischen Behdrde fir Lebensmittelsicherheit als fir den Verzehr
geeignet eingestuft (84). Bereits seit vielen Jahren werden Kollagenhydrolysate, auch in

Bezug auf die OA, wissenschaftlich untersucht.

In vitro-Untersuchungen

Im Jahr 2001 wurde eine in vitro-Studie von Jennings et al. verdffentlicht (85). Darin
untersuchten die Autoren die Wirkung von bovinen Kollagen Typ II-Fragmenten auf
gesunde bovine und humane Chondrozytenkulturen sowie gesunde humane
Knorpelexplantate. Sie zeigten, dass die Fragmente konzentrationsabhangig inhibierend
auf die Kollagensynthese in den jeweiligen Chondrozytenkulturen wirkten. Einen
Einfluss der Fragmente auf die humanen Knorpelexplantate war bei der niedrigsten
Konzentration von 0,01 Milligramm (mg)/Milliliter (ml) nicht zu finden. Ab einer
Konzentration von 1 mg/ml zeigte sich ein Anstieg von Kollagen Typ Il und
Proteoglykanen im Nahrmedium. Die Autoren werteten dies als Destruktion des
Knorpelexplantats (85).

Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen Fichter et al. 2006 (86). Sie zeigten, dass Kollagen
Typ IlI-Fragmente aus bovinem Gelenkknorpel die mMRNA-Expression und
Proteinmenge von katabolen Enzymen wie MMP-2, -3, -9 und -13
konzentrationsabhangig erhéhen kénnen (86).

Zu einem anderen Ergebnis kamen Oesser et al. 2003 (87). Die Autoren zeigten, dass
sowohl degradiertes bovines Kollagen Typ | als auch degradiertes Kollagen Typ Il aus
Huhnerknorpeln eine signifikante Steigerung der Kollagen Typ I1-Synthese in gesunden
bovinen Chondrozytenkulturen bewirken kénnen. Die Kollagenhydrolysat-Wirkung war
dabei von 0,5-5 mg/ml konzentrationsabhangig. Ab einer Konzentration von 10 mg/ml

zeigte sich ein Absinken der Synthese. Die Inkubationszeit betrug je 8 Tage (87).
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Zu einem &hnlich interpretierbaren Ergebnis kamen im Jahr 2007 Schunck et al. (88).
Sie zeigten, dass sich nach Behandlung mit Kollagenhydrolysaten, diese wurden nicht
genauer spezifiziert, signifikant mehr Proteoglykane und Aggrekan im Nahrmedium
von gesunden bovinen und humanen Chondrozytenkulturen nachweisen lieen. Auch
konnten sie eine erhohte MRNA-Expression von Aggrekan feststellen (88).

Im Jahr 2010 flihrten Raabe et al. (89) eine Studie durch, in der die Autoren Hinweise
auf eine chondrogene Differenzierung von equinen multipotenten Stromazellen nach
Inkubation mit pescinem Hydrolysat aus Kollagen Typ | fanden. Dabei kam es zu einem
Anstieg des an der Chondrozytenentwicklung beteiligten Transkriptionsfaktors Sox9.
Ferner wiesen die Autoren einen Anstieg der Genexpression von Kollagen Typ 11 sowie
eine gesteigerte Synthese von Kollagen Typ 11 und Glykosaminoglykanen nach (89).
Die Autoren Ng et al. (90) zeigten 2007, dass nicht nur die Konzentration, sondern auch
die Dauer der Kollagenhydrolysat-Exposition ein Rolle spielen kdnnte. Sie inkubierten
bovine Chondrozytenkulturen fur 14, 28 bzw. 42 Tage mit bovinem Hydrolysat aus
Kollagen Typ I. Bis zum Tag 28 zeigten sich bei der Konzentration von 1 mg/ml
Kollagenhydrolysat eine Zunahme des Gesamtkollagengehalts, des Anteils von
Kollagen Typ Il, sowie verbesserte mechanische Eigenschaften. Bei langerer Exposition
bis Tag 42 nahmen diese positiven Effekte jedoch wieder ab. Eine Konzentration von
10 mg/ml Kollagenhydrolysat zeigte eine verminderte Expression von Kollagen Typ I,
dafur aber den héchsten Anstieg der Genexpression von MMP-3 und -13 (90).

Einen mdglichen Wirkmechanismus der Kollagenhydrolysate untersuchten Siebert et al.
im Jahr 2010 (91). Sie fanden heraus, dass tripelhelikale Kollagenhydrolysate stark mit
der a2A-Domdane der transmembrandsen Integrinmolekiile interagieren. Kleinere,
einzelstrangige Kollagenhydrolysate wirden eine schwachere Interaktion austiben.
Integrine ermdglichen u.a. eine Kommunikation der Zellen mit der Umgebung (91).

In vitro-Studien von Schadow et al. (83,92) aus unserer Arbeitsgruppe, in der
osteoarthritische humane Knorpelexplantate mit den bovinen Kollagenhydrolysaten
RDH, RDH-N und CH-Alpha® (92) bzw. den pescinen Kollagenhydrolysaten FGH,
FGH-N sowie dem porkinen Kollagenhydrolysat Mobiforte® (83) inkubiert wurden,
konnten keine vermehrte Kollagensynthese zeigen. Einige der Kollagenhydrolysate
fuhrten hingegen dosisabhéngig zu einer vermehrten Bildung von MMP-1, -3, -13, NO
bzw. PGE,. Die Aktivitat der Aggrekanasen ADAMTS4 und ADAMTSS zeigte eine
dosisabhdngige Simulation bzw. Inhibition durch die Kollagenhydrolysate FGH und
FGH-N. Die Freisetzung von TIMP-1 in das Ndhrmedium wurde durch
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Tab. 1 Ubersicht tber die in vitro-Studien in chronologischer Reihenfolge.

,,colf*

bezeichnet KH aus einer gesamten Kollagenmatrix, ,,col2f“ KH aus reinem Kollagen Typ II.

,,Ntelo“ ist ein synthethisches Peptid, was das amino-terminale Ende von Kollagen Typ Il

darstellt.
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Konzentrationen von 10 mg/ml CH-Alpha® inhibiert. Trotz dieser pleiotropen
Wirkungen konnte lediglich bei Mobiforte® ein verstarkter Verlust von Proteoglykanen
festgestellt werden. Die verschiedenen biologischen Effekte der Kollagenhydrolysate
fuhrten die Autoren 2013 auf die massenspektroskopisch gemessene unterschiedliche
Zusammensetzung und strukturelle Organisation der biologisch aktiven kollagenen

Peptide zuriick (92). Eine Ubersicht ist in der eingefiigten Tabelle (Tab.) dargestellt.

Tierexperimentelle Untersuchungen

Eine tierexperimentelle Studie wurde von Oesser et al. im Jahr 1999 publiziert (93). Die
Autoren bestimmten dabei die Verteilung von Kollagenhydrolysaten in verschiedenen
Geweben iiber einen festgesetzten Zeitraum. Dazu bekamen Mause *C-markierte
Kollagenhydrolysate aus verarbeitetem Rattenintegument zu fressen. Die
Kollagenhydrolysate wurden dabei nicht genauer spezifiziert. Nach 6 Stunden (h) zeigte
sich ein Maximum der Radioaktivitdt im Plasma und weniger als 10% der
urspriinglichen Radioaktivitat im Gastrointestinaltrakt. Weiterhin konnten die Autoren
einen Anstieg der Radioaktivitat im Gelenkknorpel mit einem Maximum nach 48 h
feststellen. Da die Kollagenhydrolysate wéhrend der Verdauung gespalten werden,
wurde zusétzlich die GroRe der aufgenommenen Fragmente bestimmt. Die
FragmentgroRe lag zwischen 1 und 10 Kilodalton (kDa), somit wurden auch
héhermolekulare Bestandteile aufgenommen oder Aggregate aus kleineren Fragmenten
gebildet (93).

Eine weitere Studie von Oesser et al. ist von 2008 (94). Die Autoren gaben STR/ort-
Mausen, welche spontan eine OA entwickeln, Uber 4 Monate 0,15 mg/Gramm (g)
Korpergewicht (KG) bovines Hydrolysat aus Kollagen Typ | zu fressen. Nach
Versuchsende wurden histologische Bilder des Kniegelenkknorpels angefertigt und
durch mehrere Pathologen den Arthrosegraden zugeteilt. Es konnte eine signifikant
geringer ausgepragte OA-Progression im Vergleich zur Placebogruppe festgestellt
werden (94).

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Nakatani et al. (95) im Jahr 2009. Die Autoren zeigten
in einer tierexperimentellen sowie in vitro-Studie, dass aus Kollagenhydrolysat
entstehende Peptide, hier das Dipeptid Prolin-Hydroxyprolin (Pro-Hyp), eine bioaktive
Wirkung besitzen. C57BL/6J-Mause bekamen eine stark mit Phosphat angereicherte

Nahrung zu fressen, wobei diese normalerweise schnell zu einer Destabilisierung der
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Tab. 2 Ubersicht Gber die tierexperimentellen Studien in chronologischer Reihenfolge.

,,Pro-Hyp* steht fiir die Aminosduren Prolin und Hydroxyprolin. ,,d steht fiir Tag. ,,kg* steht

fiir Kilogramm. ,,mM* steht flir mmol/Liter.
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Knorpel- und Knochenhomgostase fiihren wirde (95). In den Interventionsgruppen mit
Pro-Hyp zeigten sich signifikant weniger Chondrozyten- und Knorpelschwund sowie
weniger Erosion des subchondroalen Knochens. In vitro zeigten die
Kollagenhydrolysate und Pro-Hyp unabh&ngig voneinander eine Inhibierung der
Kalzifizierung von murinen Chondrozytenkulturen sowie einen Anstieg der mRNA-
Expression von Aggrekan unter Pro-Hyp (95).

Im Jahr 2016 zeigten van de Water et al. (96) in einer tierexperimentellen Studie, dass
Kollagenhydrolysate im Rahmen einer Synovitis den Gesamtproteingehalt, die
Gesamtzellzahl sowie die Konzentration des Entziindungsmediators PGE; in der
Synovialfliissigkeit im Vergleich zu einem Placebopraparat signifikant verringern
konnen. Fir den gleichzeitig untersuchten Gehalt an IL-6, Glykosaminoglykanen,
MMPs, der Kollagen Typ 11-Synthese sowie das klinische Outcome ergaben sich keine
statistischen Unterschiede. Auch konnten die Autoren keine Nebenwirkungen durch die
Kollagenhydrolysate beobachten (96).

Ebenfalls im Jahr 2016 untersuchten Chen et al. (97) in einem Tiermodell den Einfluss
von pescinem Kollagenhydrolysat, der genaue Kollagen Typ wird nicht genannt, auf die
Regulation von MMPs und TIMPs. Dazu bekamen Méuse entweder 100 mg oder 500
mg Kollagenhydrolysat pro kg KG pro Tag zu fressen. Gleichzeitig wurde deren Haut
mit UV-Licht bestrahlt. Die Autoren konnten eine dosisabhéngige signifikante
Minderung der durch die UV-Strahlung verursachten Hochregulation der mRNA sowie
Proteinexpression von MMP-1, -3 und -9 in den Zellen nachweisen. Gleichzeitig
verhinderten die Kollagenhydrolysate signifikant dosisabhangig eine durch das UV-
Licht bedingte Inhibition von TIMP-1 (97).

Klinische Studien

Neben diesen in vitro- und tierexperimentellen Studien gibt es eine Reihe an in vivo-
Studien, die sich mit dem Einfluss von Kollagenhydrolysaten auf die OA beschéftigen.
So hat Adam bereits 1991 (98) eine grofRe randomisierte, doppelblinde Studie mit 81
OA-Patienten mit der Frage nach einer schmerzlindernden Wirkung von 10 g/d oral
eingenommenen Kollagenhydrolysat Gelita Sol D®, hergestellt aus bovinem Kollagen
Typ |, durchgefuhrt. Die Einnahmedauer betrug 60 Tage. Der Autor konnte darstellen,
dass die Interventionsgruppen eine klinische Besserung der Schmerzen auf einer

gualitativen, 13 Aspekte umfassenden Schmerzskala zeigten und weniger
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Schmerzmittel konsumierten, als die Kontrollgruppe (98). Zu einem &hnlichen Ergebnis
kamen Clark et al. im Jahr 2008, die bei 147 Sportlern fiir 24 Wochen 10 g/d bovines
Kollagenhydrolysat aus Kollagen Typ | gegen ein Placebo verglichen (99) sowie
Benito-Ruiz et al. 2009, die ebenfalls fur 24 Wochen 10 g/d porkines
Kollagenhydrolysat aus Kollagen Typ | gegen ein Placebo bei 250 an OA erkrankten
Probanden untersuchten (100). Clark et al. zeigten, dass die Einnahme von
Kollagenhydrolysaten zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Schmerzstarke auf
einer visuellen Analogskala flihrte. Die genutzte Skala reichte dabei von 1 bis 10, wobei
1 die Abwesenheit von Symptomen bedeutete und 10 der grofte anzunehmende
Schmerz war. Von grofitem Interesse war fir die Autoren die Differenz der
Schmerzstéarke vom Tag der Aufnahmeuntersuchung und dem Tag des Versuchsendes.
Die Autoren zeigten eine Abnahme der Schmerzen unter anderem beim einfachen
Gehen (Kollagenhydrolysat versus (vs.) Placebo: -1,11 + 1,98 vs. -0,46 + 1,63, p =
0,007) sowie bei Schmerzen im Stand (-0,97 + 1,92 vs. -0,43 £+ 1,74, p = 0,011).
Allerdings vermuteten die Autoren vor dem Hintergrund der relativ geringen
Schmerzabnahme, dass eine  Kklinische  Relevanz  erst nach  langerer
Kollagenhydrolysateinnahme auftreten wirde. Nach Benito-Ruiz et al. fihrt die
Einnahme von Kollagenhydrolysaten zu signifikanten Verbesserungen der Schmerzen
auf einer 0-100 mm umspannenden visuellen Analogskala. 100 mm zeigten dabei den
groten anzunehmenden Schmerz an. Die Schmerzen nahmen um 32,6 £ 14,3 mm in
der Interventionsgruppe und 28,0 £ 16,8 mm in der Kontrollgruppe ab (p = 0,024).
Gleichzeitig bewirkten die Kollagenhydrolysate eine Reduktion der Gesamtpunktzahl
im WOMAC-Index, Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index, von
27,1 £ 18,1 Punkten in der Interventionsgruppe gegen 18,9 + 16,1 Punkte in der
Kontrollgruppe. Allerdings war hier der Unterschied statistisch nicht signifikant. Der
WOMAC-Index besteht aus den Einzelgruppen Schmerz, Steifigkeit und funktionelle
Einschrankung, deren Punkte fiir die Gesamtpunktzahl addiert werden. Die maximal
erreichbare Punktzahl ist 96.

Etwas weniger eindeutig ist das Ergebnis von Moskowitz et al. aus dem Jahr 2000 (81).
Die Autoren untersuchten die Wirkungen von Kollagenhydrolysaten aus Kollagen Typ
I, einer nicht genauer beschriebenen Spezies, u.a. auf die Schmerzen von 389 OA-
Patienten mit Hilfe einer analog-visuellen Version des WOMAC-Index fur Schmerz,
deren Gesamtwert maximal 500 mm betrégt. Verzehrt wurden 10 g/d fir 60 Tage. Es

handelte sich um eine multizentrische, randomisierte und doppelblinde Studie. Die
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Tab. 3 Ubersicht tiber die in vivo-Studien in chronologischer Reihenfolge.
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Autoren konnten hierbei keine signifikante Besserung der Schmerzen innerhalb der
Gesamtgruppe nachweisen. Nach Betrachtung der Einzelgruppen zeigte sich eine
signifikante Minderung der Schmerzen fiir die Gruppe aus Deutschland mit -68,2 + 76
mm in der Interventionsgruppe gegen -32,2 + 64 mm in der Kontrollgruppe (p = 0,016).
Klinisch hétten die Patienten, die initial ihre Schmerzen als schwer oder extrem
einstuften, am meisten profitiert (81).

Eine im Jahr 2012 verdffentlichte randomisierte doppelblinde Studie von Bruyeére et al.
(103) zeigte ebenfalls weniger einheitliche Ergebnisse. Die Autoren verwendeten das
Kollagenhydrolysat GENACOL®, ohne die Spezies oder den Kollagentyp genauer
darzustellen. Die Dosierung betrug 1,2 g/d und wurde fir 24 Wochen oral
eingenommen. Es wurden 200 Patienten mit Gelenkschmerzen untersucht. Hierbei
wurde die Schmerzintensitdt der Probanden mittels einer 0-100 mm umspannenden
visuellen Analogskala bestimmt. Zusétzlich wurde ein Fragebogen zur Lebensqualitét
ausgegeben. Die Autoren konnten eine statistisch signifikante Besserung der Schmerzen
auf der Analogskala mit einer Abnahme des Schmerzes um -51,6% in der
Interventionsgruppe gegentiber -36,5% in der Kontrollgruppe feststellen (p = 0,036).
Ausgangswert war jeweils eine Schmerzintensitat von mehr als 30 mm auf der Skala.
Jedoch zeigte sich kein Unterschied bezuglich der Lebensqualitdt und allgemeinen
Zufriedenheit (103).

Dass die Wirkungen der Kollagenhydrolysate in vivo sehr differenziert betrachtet
werden missen, legt auch eine Studie von McAlindon et al. (102) von 2011 nahe. Die
Autoren untersuchten eine mdgliche magnetresonanztomografische Darstellbarkeit von
Verdanderungen im Kniegelenksknorpel bei 30 OA-Patienten, die bovines
Kollagenhydrolysat aus Kollagen Typ | fur 48 Wochen zum Verzehr einnahmen.
Getestet wurden die T2-Wichtung sowie die Anreicherung des Kontrastmittels
Gadolinium (Gd-DTPA®) im Knorpel unter T1-Wichtung, welche negativ mit dem
Proteoglykangehalt korreliere. In der Interventionsgruppe zeigte sich nach der Halfte
des Betrachtungszeitraumes in den medialen und lateralen tibialen Knorpelanteilen ein
héherer Proteoglykangehalt gegentiber der Placebogruppe, nicht jedoch am Ende des
Versuchs. Es konnten keine weiteren Unterschiede zwischen den Versuchsarmen
festgestellt werden (102).

Walrand et al. haben im Jahr 2008 (101) in Anlehnung an den bereits vorgestellten
Artikel von Oesser et al. aus dem Jahr 1999 in vivo gezeigt, dass die Aufnahme von

porkinem Kollagenhydrolysat Uber fermentierte Milch die Konzentration von
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kollagenspezifischen Aminosduren im Plasma im Vergleich zu in reinem Wasser
gelésten Kollagenhydrolysaten weiter erhoht (1000,2 + 52,8 zu 865,6 + 25,1 mM, p =
0,038) (101).

Im Jahr 2011 kam die Européische Behorde fur Lebensmittelsicherheit zu dem
Ergebnis, dass auf Grundlage der aktuellen Studienlage keine Kausalitatsbeziehung
zwischen Kollagenhydrolysat-Einnahme und dem Einfluss auf die OA-Progression oder

-Symptomatik gegeben sei (104).
1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die OA gilt als Volkserkrankung, die erhebliche Leiden bei den Patienten und hohe
Kosten fur das Gesundheitssystem verursacht. Zu Grunde liegt ein komplexes
pathophysiologisches Geschehen, bei dem das Gleichgewicht zwischen anabolen und
katabolen Faktoren in Richtung einer progredienten Knorpeldestruktion verschoben ist.
Die Behandlung erfolgt rein symptomatisch, da eine Heilung nicht moglich ist.
Nahrungserganzungsmittel, z.B. in Form von Kollagenhydrolysaten, werden h&ufig zur
Unterstitzung der Klassischen Therapieschemata genutzt. Die Hersteller der
Kollagenhydrolysate werben dabei mit ginstigen Auswirkungen auf den
Krankheitsverlauf der OA. Auf Grund der ,Verordnung iiber ndhrwert- und
gesundheitsbezogene Angaben iiber Lebensmittel” darf nur mit gesundheitsfordernden
Wirkungen von Produkten geworben werden, wenn diese auch wissenschaftlich belegt
sind (82). Zu den Kollagenhydrolysaten lasst sich eine breite aber uneinheitliche
Studienlage feststellen. Weiterhin fallt auf, dass sich der weitaus grofite Teil der
Literatur mit dem Einfluss der Kollagenhydrolysate auf den Knorpel beschéftigt. Da
aber die Arthrose eine Erkrankung des gesamten Gelenks ist, besitzt ebenso die
Synovialmembran mit ihren Fibroblasten eine enorme Bedeutung fir die Pathogenese
der OA. Derzeit gibt es keine Studie, die den Einfluss von Kollagenhydrolysaten auf die
MRNA-Expression von Enzymen oder Entziindungsparametern durch synoviale
Fibroblasten Typ B beschreibt.
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1 Einleitung

Daher sollen durch die vorliegende explorative Arbeit erstmals folgende Fragen
beantwortet werden:

1) Veréndern Kollagenhydrolysate die mRNA-Expression von protektiv oder
katabol wirkenden Enzymen bzw. Entzindungsmediatoren in synovialen
Fibroblasten Typ B?

2) Besitzen Kollagenhydrolysate einen Einfluss auf die Proliferation, Viabilitét
oder Morphologie von synovialen Fibroblasten Typ B?

3) Wie wirken Kollagenhydrolysate auf die mRNA-Expression von Enzymen und
Entziindungsmediatoren in IL-1p stimulierten synovialen Fibroblasten Typ B?

4) Gibt es Unterschiede in den Wirkungen verschiedener Kollagenhydrolysate auf
die synovialen Fibroblasten Typ B?
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Probenmaterial

2.1.1.1 Herkunft

Fur die Experimente wurde humanes Synovialgewebe verwendet. Dieses wurde aus
Kniegelenken von Osteoarthritis-Patienten gewonnen, welche in der Orthopadischen
Klinik, Standort GielRen des Universitatsklinikums GielRen und Marburg GmbH, eine
totalendoprothetische ~ Versorgung des Kniegelenks (TEP) erhielten. Das
Synovialgewebe wird routineméRig wahrend der Implantation entfernt und klinisch
nicht weiter bendtigt. Die Patienten wurden Uber dessen Verwendung aufgeklart und
haben der wissenschaftlichen Nutzung schriftlich zugestimmt. Eine Genehmigung der
Ethik-Kommission des Fachbereichs 11-Medizin der Justus-Liebig-Universitat GielRen
erfolgte am 21.07.2009 (Aktenzeichen: Amendment zu 106/03).

2.1.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie wurden Patientinnen und Patienten im Alter von 50 bis 85 Jahren
aufgenommen. Der BMI sollte zwischen 20 und 35 liegen. Die Patienten erhielten eine

totalendoprothetische Versorgung des Knies auf Grund einer Osteoarthritis.

Patient Geschlecht Alter BMI Operation Begleit-

Nr. (Jahre) erkrankungen
1 Weiblich 76 29,0 Knie-TEP links -
2 Weiblich 81 23,7 Knie-TEP rechts art. Hypertonie
3 Weiblich 85 25,7 Knie-TEP rechts -
4 Weiblich 72 28,2 Knie-TEP rechts Osteoporose
5 Weiblich 71 26,3 Knie-TEP links -
6 Weiblich 83 27,6 Knie-TEP rechts art. Hypertonie

X+ SD 78+54 26,8+1,8

Tab. 4 Beschreibung der Gewebespender. ,Nr.“ steht fiir Nummer. ,X“ steht fiir
arithmetisches Mittel. ,,SD* steht fiir Standardabweichung. ,art. steht fiir arteriell. Eine
Ubersicht Uber die Ein- und Ausschlusskriterien findet sich im tabellarischen Anhang in der
Tabelle 11.1.1.

Folgende Kriterien fuhrten zum Ausschluss aus der Studie: Operationen jeglicher Art in

den letzten drei Monaten (Knieoperationen in den letzten 6 Monaten), eine Fraktur des

28



2 Material und Methoden

Knies in den letzten 24 Monaten, inflammatorische Arthritiden oder Kollagenosen in

anderen Gelenken, akute Kniegelenksinfektionen oder andere Gelenkserkrankungen

(Gicht oder einfaches Trauma in den letzten 3 Monaten), Diabetes mellitus, HIV-

Infektion, schwere Nieren- oder Lebererkrankungen, Tumoren in der Ndhe des Knies,

Drogenmissbrauch, die Einnahme von Immunsuppressiva oder Kortikosteroiden oder

die intraartikuldre Injektion von Hyaluronsédure in das Kniegelenk. Eine Ubersicht der

Ein- und Ausschlusskriterien findet sich im tabellarischen Anhang in der Tabelle 11.1.1.

In der Tab. 4 sind die Patientendaten des Hauptversuchs zusammengefasst.

2.1.2 Gerate

Analysewaage, Typ 770-12
Analysewaage, Typ EG2200-2NM

Fast Real-Time PCR System,
Applied Biosystems™ 7900HT

Autoklav, Typ 3850 EL
Flow Cytometer, BD FACSCanto™ ||

BD FACSDiva™ Software

BioPhotometer®

COgz-Inkubator, Typ 3039
COs,-Inkubator, ,,Cellstar
Gefrierschrank -20°C, Typ KGE34422
Gefrierschrank -80°C, Typ HFU 486 Top
Gelelektrophoresekammer

Gel Imager INTAS

GraphPad Prism® 5

Kihlschrank 4°C, Typ KGU66920

Kuhlzentrifuge, Typ 5403,
Rotoren 16F6-38/16A4-44

Laborvakuumpumpe, Typ 16612
Lichtmikroskop, Axiovert® 40CFL
Microflow Biological Safety Cabinet
Mikroplattenrittler, Typ LD-45

Kern&Sohn GmbH, Balingen-Frommern
Kern&Sohn GmbH, Balingen-Frommern
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Forma Scientific Inc., Marietta, OH, USA
Nunc GmbH, Wiesbaden

Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhéhe
Thermo Electron GmbH, Langenselbold
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Intas Science GmbH, Géttingen

GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA

Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhéhe
Eppendorf AG, Hamburg

Sartorius AG, Gottingen

Carl Zeiss, Gottingen

Thermo Scientific Inc., Rockford, IL, USA
Kisker Biotech GmbH, Steinfurt
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Multipette®
Microsoft Excel 2010

Spektrophotometer, NanoDrop™ 1000

PCR-Mastercycler®, Personal
Pipetboy, Easypet®

Pipetten

Power Supply, PowerPac™ HC
Préazisionswaage, Typ EG2200-2NM
SAS 9.3

Sicherheitswerkbank Klasse Il,
Mikroflow

Thermomixer, comfort

Vortexer, Vortex-Genie® 2
Wasserbad, AQUAIine AL5

Zentrifuge, Universal 320 R

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Becherglaser, Duran®, 50 ml, 100 ml,
500 ml

Einmalpinzette, 12,5 cm steril,
#AP-0041

Einmalpipette 2 ml, 5 ml,
10 ml, 25 ml

Einwegskalpell Nr. 21, #31602740

Konische Gefalte, 15 ml, 50 ml

Kivetten, UVette®, 50-2000 pl,
#0030 106.300

Millex®-HA 0,45 pm Filter Unit,
#SLHAO033SS

Neubauerkammer, #631F1130
Petrischale, 94 x 16 mm, #632171
Pipettenspitzen, 10 ul, 200 pl, 1000 pl
Reaktions-GefaRe, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Microsoft Corp., Redmond, WA, USA
Thermo Scientific Inc., Rockford, IL, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Kern&Sohn GmbH, Balingen-Frommern
SAS Institute, Cary, NC, USA

Nunc GmbH, Wiesbaden

Eppendorf AG, Hamburg

Scientific Industries Inc., Bohemia, NY,
USA

Lauda Dr. R. Wobser GmbH,
Lauda-Kodnigshofen

Hettich GmbH, Tuttlingen

Schott Medica GmbH, Wertheim
Seidel Medizin GmbH, Buchendorf
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka,
Japan

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

LO-Laboroptik GmbH, Bad Homburg
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
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Zellkulturflasche T-75, #658175
Zellsieb, 70 pm, #352350

6-Well Multiplate, Nunclon™,
#10469282

96-Well-ELISA Mikrotiterplatten Nr. 3

2.1.4 Chemikalien

Accutase®, 100 ml, #L.11-007

Agarose, Le, Analytical Grade,
100 g, #Vv3121

Antikdrper, Mouse anti Human
Fibroblasts/Epithelial Cells D7-FIB,
monoklonal, 0.1 mg, #SM1214PS

Antikorper, Phycoerythrin markiert,
Rabbit F(ab’), anti Mouse, polyklonal,
1 ml, #R0439

Bromphenolblau Natriumsalz, 10 g,
#B 5525-10G

CH-Alpha® Trinkampulle,
Lot-Nr.: L46/1031

Chloroform, 1000 ml, #1024441000
Dispase 11, 10 x, #P10032100
D-MEM Medium, 500 ml, #P04-01550

Dulbecco’s phosphate buffered saline
1 x (PBS), 500 ml, #H15-002

Ethanol absolut, reag. 1SO, reag.
Ph. Eur., > 99,8%, 2500 ml, #32205

Ethidumbromid Lésung 1%, 10 ml,
#2218.1

Fetal Calf Serum (FCS), 500 ml,
Chargennr. 029K3398, #F7524

FGH (Peptan™ F 5000),
Lot-Nr.: 1011372

FGH-N (Peptan™ F 2000),
Lot-Nr.: 1010903

Gamunex® 10% humanes 1gG
,Octagam*, 100 mg/ml

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Nalge Nunc Int., Roskilde, Ddnemark

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Promega Corp., Madison, WI, USA

Acris Antibodies GmbH, Herford

Dako Denmark A/S, Glostrup, Dédnemark

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA

Quiris Healthcare, Gitersloh (ehemals
GELITA Health Products GmbH,
Eberbach)

Merck KGaA, Darmstadt

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA
Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA
Rousselot SAS, Puteaux, Frankreich

Rousselot SAS, Puteaux, Frankfreich

Grifols SA, Barcelona, Spanien
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Gelatine, EIA Grade Reagent, 200 g

#170-6537

Gel-Red™ Nucleic Acid Gel Prestaining
Kit with “200 bp” and “1500-2000 bp”

Tracking Dyes, #31010

Glycerin Rotipuran® > 99,5%,
wasserfrei Glycerol, 1 1, #3783.1

Glykogen pegGold, 1 ml, #37-1810

HEPES Pufferldsung (1 M), 100 ml,

#S11-001

Hs ACTB_2 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT01680476

Hs ADAMTS5 1 SG, QuantiTect®

Primer Assay, #QT00011088

Hs ADAM17 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00055580

Hs B2M 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00088935

Hs CASP1 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00001568

Hs GAPDH_2 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT01192646

Hs IL-6 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00083720

Hs IL-8 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00000322

Hs_ MMP-13 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00001764

Hs_ MMP-3_1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00060025

Hs PRG4 2 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT01673826

Hs PTGS2_ 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00040586

Hs TIMP-1 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00084168

Hs TIMP-3 1 SG, QuantiTect®
Primer Assay, #QT00046382

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Biotium Inc., Hayward, CA, USA

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
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Hydrolyzed fish collagen (HFC),
Lot-Nr.: 7219H-FC

Interleukin-1f3, recombinant Human,
#201-LB-005

2-Mercaptoethanol, 25 ml, #63689

Mobiforte®, 300 g,
Lot-Nr.: 0722909 229-1419

Mycoplasmen Test Kit I/C, 24 Tests,
#PK-CA91-1024

NaCl-L6sung, 0,9%, steril, #2350748

Penicillin/Streptomycin, 100 x, 100 ml,
#P11-010

PCH (Peptan™ P 5000)
PCH-N (Peptan™ P 2000)

2-Propanol, ROTISOLV®, > 99,9%,
UV/IR-Grade, 2500 ml, #7910.1

QuantiTect® Reverse Transcription Kit,
#205311

QuantiFast® SYBR® Green PCR Kit,
#204054

RDH (Peptan™ B 5000),
Lot-Nr.: 1013446

RDH-N (Peptan™ B 2000),
Lot-Nr.: 1014116

RNeasy® Micro Kit, #74004

Rotiphorese 10 x TAE Puffer, 1000 ml,
#T845.1

,.SmartLadder SF*-100 to 1000 bp,
#MW-1800-04

Synergel™, 1 x, #0184.1
20 bp DNA Leiter, 500 ul, #2805.1
TriFast™ pegGold, 100 ml, #30-2010

TRIS Pufferan® > 99,9%,
Ultra Qualitat, 1 kg, #5429.3

Trypan Blau, 25 g, #1117320025
Trypsin/EDTA, 10 x, 100 ml, #L.11-003

Norland Inc., Cranbury, NJ, USA

R&D Systems Inc., Minneapolis, MN,
USA

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA

Astrid Twardy GmbH, Unterfohring
PromoKine, PromoCell GmbH,
Heidelberg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Rousselot SAS, Puteaux, Frankreich
Rousselot SAS, Puteaux, Frankreich
Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Rousselot SAS, Puteaux, Frankreich
Rousselot SAS, Puteaux, Frankreich

Qiagen N.V., Venlo, Niederlande
Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe

Eurogentec, Seraing, Belgien

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
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Wasser, DEPC behandelt, Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe
5x20 ml, #T143.5

Wasser, doppelt destilliert, Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe
1000 ml, #3478.1

100 bp DNA Leiter, 250 pl, #G2101 Promega Corp., Madison, WI, USA

2.1.5 Eigene LGsungen

- Dispase 11, Aliquot
2 ml Dispase Il gelst in 20 ml PBS
- N&hrmedium 500 ml, 10% Fetales Kalberserum (FCS):
D-MEM 440 ml
HEPES (1 M) 5 ml
Penicillin/Streptomycin (100 x) 5 ml
FCS 50 ml
Bei 4 Grad Celsius (°C) fiir 14 Tage verwendbar
- Trypsin/EDTA, Aliquot
1 ml Trypsin/EDTA gel6st in 9 ml PBS

2.1.6 Interleukin-1p

Zunéchst wurden 20 mg Gelatine in 20 ml PBS bei 50°C geldst. Die Lésung wurde auf
Raumtemperatur abgekuhlt und tUber einen 0,45 Mikrometer (um) Filter sterilfiltriert. 5
Mikrogramm (ug) Interleukin-1p wurden in 10 ml dieser Losung aufgenommen und fur
10 Minuten (min) vorsichtig gemischt. Danach konnte die IL-1B-Ldsung aliquotiert und

bei -20°C eingefroren werden.

2.1.7 Kollagenhydrolysate

Die Kollagenhydrolysate wurden jeweils direkt vom Hersteller bezogen. Die Lésungen
mit den Kollagenhydrolysaten wurden immer frisch hergestellt. Die Endkonzentration
sollte jeweils 2,0 mg/ml Né&hrmedium betragen. Dazu wurden 80 mg des
entsprechenden Kollagenhydrolysats in 1 ml Nahrmedium in einem 1,5 ml Reaktions-
GefaB gelost. AnschlieBend wurde die Lésung uber einen 0,45 um Filter in ein neues
1,5 ml Reaktions-Gefal} sterilfiltriert. Die Lésungen wurden bis zum Versuchsstart bei

Raumtemperatur, Norland-HFC bei 4°C, gelagert.
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Tab. 5 Ubersicht tuber die Kollagenhydrolysate gemaR den Herstellerangaben. Die Lot-

Nummern fir PCH und PCH-N sind nicht bekannt. Andere Bezeichnungen firr die KH von
Rousselot SAS sind Peptan™ F 5000 und 2000 fir FGH und FGH-N, Peptan™ P 5000 und

2000 fur PCH und PCH-N sowie Peptan™ B 5000 und 2000 fur RDH und RDH-N.
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Das Produkt CH-Alpha® war eine verkaufsfertig geloste Mischung an
Kollagenhydrolysaten. Die Konzentration betrug 400 mg/ml. Es wurden 0,2 ml des CH-
Alpha® mit 0,8 ml Nahrmedium in einem 1,5 ml Reaktions-Gefal} vermischt. Die
weitere Vorbereitung erfolgte analog zu den anderen Kollagenhydrolysaten. Fir eine
Ubersicht Giber die verwendeten Kollagenhydrolysate siehe Tabelle 5.

2.2 Methoden
2.2.1 Grundlegende Methoden

2.2.1.1 Zellisolierung

Das Gewebe der Innenseite der Gelenkkapsel wurde in einer Petrischale erst mit 20 ml
PBS, dann mit 20 ml 0,9% NaCl-Losung gewaschen. Die Synovialmembran wurde
herausgeschnitten, von anhdngendem Gewebe befreit, und in eine neue Petrischale
gegeben. Dort wurde es in ca. 1 Kubikmillimeter (mm®) groRe Fragmente zerkleinert.
Danach wurde es mit 2 ml Dispase Il in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und
bei Raumtemperatur fir 60 min auf einem Mikroplattenrittler inkubiert. AnschlieRend
wurde die Ldsung uber ein Zellsieb (70 um) in ein frisches 50 ml Zentrifugenréhrchen
gefiltert und in einer Zentrifuge bei 37°C und 300-facher Erdbeschleunigung (x g) fur
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 15 ml
Né&hrmedium geldst und wieder bei 37°C und 300 x g fur 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt, das Zellpellet in 15 ml Nahrmedium geldst und zum

Kultivieren in eine T-75 Zellkulturflasche gegeben.

2.2.1.2 Zellkultivierung, Passage und Aussaat der Zellen in eine 6-Well Platte

Die Kultivierung der Zellen fand bei 37°C und 5% Kohlenstoffdioxid (CO,) statt. Jeden
Montag, Mittwoch und Freitag wurde das Nahrmedium abgesaugt und durch frisches
Né&hrmedium (15 ml) ersetzt. Sobald die Zellen unter dem Mikroskop eine Konfluenz
von ca. 90% zeigten, wurden sie passagiert. Dazu wurde das Nahrmedium entfernt und
die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Das PBS wurde abgesaugt und 5 ml Accutase®
hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation fir 3 min bei 37°C und 5% CO,, sodass sich
die Zellen vom Boden abldsten. Daraufhin wurde die Ldsung vorsichtig angesaugt und
zusammen mit 25 ml Nahrmedium in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben. Die

Lésung mit den synovialen Fibroblasten wurde auf zwei Zellkulturflaschen aufgeteilt
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und wie bereits beschrieben inkubiert. Fur die Experimente wurden Zellen zwischen
den Passagen 2 und 5 verwendet. Sollten die Zellen in 6-Well Platten ausgesat werden,
wurde das Nahrmedium entfernt und die Kultur mit 10 ml PBS gewaschen. Die Zellen
wurden nun mit 3 ml Trypsin/EDTA fiir 4 min bei 37°C und 5% CO- inkubiert, sodass
sie sich vom Boden losten. Die Reaktion wurde mit 5 ml N&hrmedium gestoppt, die
Losung in ein 15 ml Zentrifugenr6hrchen uberfihrt und bei 37°C und 300 x g fir 10
min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nun in 1 ml Nahrmedium gel6st und die Zellzahl
nach Kapitel 2.2.1.4 bestimmt. Die gewiinschte Menge an Zellen konnte dann in die
Wells der 6-Well Platten aufgeteilt werden. Bei diesem Schritt wurden bei Bedarf
Zellen fur die Durchflusszytometrie nach Kapitel 2.2.1.12 entnommen. Die genaue
verwendete Zellzahl wird in den einzelnen Kapiteln der Vorversuche und des
Hauptversuchs genannt.

2.2.1.3 Versuchsvorbereitung

Die einzelnen Vorversuche und der Hauptversuch wurden nach folgendem Schema

vorbereitet:

Zellaussaat in 6-Well
Platte und Kultivierung
bis 90% Konfluenz

Adaption an 2% FCS-
haltiges Medium

Vorbereitung und Start
des Versuchs

*4 ml Ndhrmedium
pro Well

»10% FCS-Anteil

*Wechsel alle 2-3 d

« Inkubation bei 37°C,
5% CO,

- J

» Wechsel des
Mediums, 4 ml mit
2% FCS

*1 hauf
Mikroplattenriittler

*bei leichter
Bewegung, 37°C,
5% CO,

*4 ml neues Medium
mit 2% FCS

« Inkubation fiir 16 h,
37°C, 5% CO,

-

J

»Wechsel des
Mediums, 4 ml mit
2% FCS

*1hauf
Mikroplattenrittler

«bei leichter
Bewegung, 37°C,

5% CO,

*4 ml neues Medium
mit 2% FCS

*jenach
Versuchsdesign,
Zugabe von KH
und/oder IL-1B

« Start des Versuchs
Uber 24 h

g J

Abb. 4 Ubersicht tiber die Vorbereitung der Versuche. Wahrend der Aussaat der Zellen in
die 6-Well Platten konnte ein Uberschussiger Teil fur eine spatere Durchflusszytometrie
verwendet werden. Ein Test auf Mycoplasmenkontamination wurde nach Versuchsende am
Néahrmedium durchgefiihrt. Pro Patientenprobe sollte dies méglichst einmal geschehen. Sollte
die Zellmorphologie betrachtet werden, erfolgte nach jedem Teilschritt eine fotografische
Dokumentation der entsprechenden Wells.
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2.2.1.4 Zellzahl und Viabilitatsbestimmung

Die Zellzahl und die -viabilitdt waren einerseits Voraussetzung fir die Aussaat der
gewinschten Menge an Zellen in die 6-Well Platten, andererseits wurden sie nach dem
Hauptversuch mitausgewertet.

Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden 100 Mikroliter (pl) der zellhaltigen Losung in
ein 1,5 ml Reaktions-GeféalR gegeben. Es wurden 100 pl Trypanblau (auf 0,8 mM in
PBS geldst) hinzugefugt, die Losungen durchmischt und 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Beide Seiten einer Neubauerkammer wurden mit 10 pl der Losung beladen.
Jedes 1 x 1 mm groRe Quadrat wurde ausgezahlt. Auf Grund der 1:1-Verdinnung
wurde der errechnete Durchschnitt der Zellzahlen anschlieRend verdoppelt. Diese Zahl
wurde daraufhin mit 10* multipliziert um auf die Konzentration pro ml zu kommen.
Mittels Dreisatz konnte die absolute Zellzahl in der Losung berechnet werden. Die
Zellviabilitat ergab sich aus dem Anteil der ungefarbten und somit lebenden Zellen an
der Gesamtmenge der Zellen. Tote Zellen lassen sich durch Trypanblau anfarben. Die
Zellviabilitat in % in der Neubauerkammer entsprach der Zellviabilitét in der Losung.

2.2.1.5 RNA-Extraktion mit TriFast™

Im Hauptversuch wurden Ergebnisse der gRT-PCR ausgewertet. Um die qRT-PCR
durchfiihren zu kénnen, musste zuerst die mRNA der Zellen extrahiert und in cDNA
umgeschrieben werden. Weiterhin war die Konzentration an RNA in den Zellen ein
Untersuchungsparameter des Hauptversuchs.

Die RNA wurde mit der Methode nach TriFast™ geméal3 Herstellerangaben extrahiert.
Dazu wurde nach Versuchsende jedes Well einmal mit 2 ml PBS gewaschen und in
jedes Well 1 ml der Losung peqGOLD TriFast™, bestehend aus Phenol und
Guanidinisothiocyanat, gegeben. Waren mehr als eine 6-Well Platte in einem Versuch
vorhanden, wurde eine Platte zur Zeit weiter behandelt, der Rest mit der peqGOLD
TriFast™-Ldsung bei -80°C bis zur Verwendung in den nachfolgenden Tagen
eingefroren. Die Zellen konnten direkt, oder nach dem Auftauen bei Raumtemperatur,
durch das mehrmalige Aufziehen mit der Pipette lysiert werden. Nun wurde die Lésung
in ein 2 ml Reaktions-GefaR umgefillt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Daraufhin wurden 0,2 ml Chloroform hinzugegeben und das Reaktions-Gefal3 fur 15

Sekunden (s) kréaftig geschittelt. Danach wurde es fiir 10 min bei Raumtemperatur
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inkubiert und anschliefend fiir 5 min bei 12.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Es entstanden drei Phasen, wobei die RNA in der obersten, wassrigen Phase enthalten
war. Diese wurde in ein neues 2 ml Reaktions-GefaR umgefullt. Die anderen beiden
Phasen enthielten DNA und Proteine und konnten fur eine spatere Extraktion gelagert
werden. Zu der wassrigen Phase wurden nun 70 pg Glykogen und 0,5 ml Isopropanol
gegeben. Das Reaktions-Gefaly wurde daraufhin fir 15 min bei 4°C inkubiert und
anschliefend fur 10 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Sediment zweimal mit 1 ml 75% Ethanol fir 10 min, bei 12.000 x
g und 4°C zentrifugiert. Nach dem Waschen wurde das Sediment kurz an der Luft
getrocknet und dann in 20 pl RNase-freiem Wasser geldst. Die Losung mit der RNA
konnte nun bei -80°C gelagert werden. Die Analyse und die reverse Transkription der
MRNA erfolgten innerhalb des nédchsten Monats.

2.2.1.6 Analyse der RNA

Fur die weitere Verwendung der RNA musste die genaue Konzentration bekannt sein.
Aullerdem wurde die Reinheit der gewonnenen RNA bestimmt. Dabei wurde das
Absorptionsverhalten der RNA bei den Wellenldngen 260 und 280 Nanometern (nm)
gemessen. DNA und RNA haben ein Absorptionsmaximum bei 260 nm. Proteine haben
ein Maximum bei 280 nm. Ein Verhéltnis der absorbierten Wellenlangen 260 zu 280
nm, das gegen 2 geht, spricht fur hoch aufgereinigte RNA (105).

Die  RNA wurde mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000
Spectrophotometer analysiert. Fir das BioPhotometer® wurden 3 pul RNA mit 72 pl
RNase-freiem Wasser in einer Kivette (UVette®, 50-2000 pl) vermischt. In den
NanoDrop® 1000 wurde direkt 1 ul RNA gegeben. Die Messung erfolgte fur jede
RNA-L6sung einmal.

2.2.1.7 Herstellung von cDNA

Fur die qRT-PCR wurde zunéchst cDNA bendétigt. Dazu wurde die mRNA mit dem
Enzym ,reverse Transkriptase“ amplifiziert. Als Substrat dienten Desoxyribonukleotide
anstatt Ribonukleotide.

Es wurde das Kit ,,QuantiTect® Reverse Transcription® von Qiagen benutzt. Die
Herstellung verlief in zwei Schritten, wobei der erste Schritt aus der Entfernung der

genomischen DNA bestand. Dazu wurde die gefrorene RNA-L6sung auf Eis, und das
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restliche Material bei Raumtemperatur aufgetaut. Es wurde immer 1 pg RNA
eingesetzt. Die RNA wurde mit 2 pl ,,gDNA Wipeout Buffer 7 x* vermischt und die
Losung mit RNase-freiem Wasser auf 14 pl aufgefullt. Nun wurde die Losung fir 2 min
bei 42°C inkubiert und anschlieBend sofort bei 4°C gelagert. Flr den zweiten Schritt,
der reversen Transkription, wurde eine Losung mit 1 pl Quantiscript® Reverse
Transcriptase, 4 pl Quantiscript® RT Puffer 5 x und 1 pl RT Primer Mix angesetzt. Die
14 pl aus Schritt 1 wurden hinzugegeben und die Losung nun fur 15 min bei 42°C und
anschlielend fur 3 min bei 95°C inkubiert. Nach einer Verdinnung von 1:4 mit RNase-
freiem Wasser konnte die Lésung bei 4°C gelagert werden. Es wurde fir jede RNA-
Losung eine noRT-Variante, die keine reverse Transkriptase enthielt, hergestellt. Diese
Kontrolle weist auf Kontamination der Losung mit genomischer DNA hin, sollten hier
Ct-Werte gemessen werden. Fir diesen Ansatz wurden 1 pg RNA aus den
Vorversuchen und 1 pl RNase-freies Wasser als Ersatz flr die reverse Transkriptase
eingesetzt. Die cDNA und die noRT-Varianten wurden innerhalb des folgenden Monats
fur die qRT-PCR verwendet.

2.2.1.8 Quantitative RT-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR oder qRT-PCR wurde 1992 von Higuchi et al. (106)
als Modifizierung der urspriunglichen Polymerasekettenreaktion (PCR) (107)
entwickelt. Im Reaktionsgemisch ist ein Fluoreszenzfarbstoff vorhanden, der an
Doppelstrang-DNA binden und daraufhin detektiert werden kann. Mit steigender
Menge an amplifizierter DNA nimmt somit auch die Signalintensitat zu. Zu Beginn
wird wahrend der ersten Durchldaufe (Englisch: cycles) eine konstante Intensitat
gemessen. Ab einem bestimmten Durchlauf, dem Schwellenwert (Englisch: threshold),
steigt die Signalintensitét signifikant an. Die gRT-PCR geht nun in die exponentielle
Phase. Es herrschen optimale Amplifizierungsbedingungen, sodass die Primer bei voller
Effizienz arbeiten kénnen. Wird eine entsprechend hohe Effizienz (ca. 80-100%)
vorausgesetzt, kann man von einer Verdopplung der DNA-Menge pro Durchlauf
ausgehen und so die Ausgangsmenge bestimmen. Der Schwellenwert muss manuell
festgelegt werden. Er soll in der exponentiellen Phase, tber der Grundlinie (diffuse
Signalschwankungen zu Beginn) und unter der Plateauphase der qRT-PCR liegen. Am
Schwellenwert wird der Ct-Wert (,,Ct* fiir cycle threshold) gemessen. Dieser Ct-Wert
wird fur die relative Quantifizierung benétigt (s. Kapitel 2.2.3.4). Fur alle Werte, die
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uber 35 lagen, wurde pauschal der Wert 35 verwendet. In diesem Bereich ist auf Grund
der geringen cDNA-Konzentration eine irrtimliche Signaldetektierung nicht mehr
sicher von einer korrekten Messung zu unterscheiden (105,106,108).

Fur die quantitative RT-PCR wurde das Kit ,,QuantiFast® SYBR® Green PCR* von
Qiagen verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green zeigt ein Maximum von
Lichtabsorption bei 494 nm und der Lichtemission bei 521 nm Wellenldnge. Das
benutzte Gerat war das Real-Time-PCR System ,,Applied Biosystems™ 7900HT*. Es
misst mittels eines Spektrometers zwischen 500 und 650 nm Wellenlédnge. Das Gerat
bendtigte 96-Well-ELISA Mikrotiterplatten. Fir jedes Well wurden 25 pl L6sung
hergestellt. Diese bestand aus 12,5 pul 2 x QuantiFast® SYBR Green PCR Master Mix,
2,5 pl QuantiTect® Primer Assay (die Primer Assays mussten vorher von 10 x auf 1 x
mit TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) verdiinnt werden), 8 pl RNase-freies
Wasser und 2 pl der entsprechenden cDNA (ca. 20 Nanogramm (ng)).

1.000 E+1

1.000

1.000 E1

Signal

1.000 E2

1.000 E3

1.000 E4 1

Abb. 5 Amplifikationskurve des Primers CASP1. Die gRT-PCR beginnt mit diffusen
Signalschwankungen (Grundlinie) und geht dann in die exponentielle Phase Uber. Grin
eingezeichnet ist der Schwellenwert, an dem der Ct-Wert gemessen wird. Die qRT-PCR endet
mit der Plateauphase, bei der es zu keiner signifikanten Signalanderung mehr kommt.

Die gRT-PCR startete mit einem schnellen Temperaturanstieg auf 95°C und wurde dort
fur 5 min gehalten. Danach folgten 30 Durchlaufe mit folgendem Schema: 1 min bei
95°C, dann 1 min bei 60°C, nun 1 min bei 72°C. Zum Schluss wurde die Temperatur

fir 5 min bei 72°C gehalten. Danach wurde auf 4°C heruntergekihlt. Die Platte konnte
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nun entnommen und die Daten ausgewertet werden. In Abb. 5 ist exemplarisch eine
Amplifikationskurve dargestellt.

Bei den Vorversuchen 2.2.2.2 und 2.2.2.4 wurden auf den ELISA-Platten noRT- und
NTC-Kontrollen mitgefiihrt, bei dem Hauptversuch nur NTC-Kontrollen. ,,noRT* steht
fiir ,,minus Reverse Transkriptase* und bedeutet, dass diese wéhrend der reversen
Transkription von mRNA in cDNA nicht vorhanden war. Der Ansatz wird in Kapitel
2.2.1.7 beschrieben. Diese Kontrolle wirde auf Kontamination der RNA mit
genomischer DNA hinweisen, sofern sie Ct-Werte unter 35 in der gRT-PCR geliefert
hatte. In diesem Fall wéaren die RNA-Proben des Versuchs nicht auswertbar gewesen.
LNTC* steht fiir ,No Template Control*“ und bedeutet, dass dem Ansatz fur die qRT-
PCR keine cDNA hinzugefugt wurde. Ein Ct-Wert unter 35 héatte hier auf
Kontamination mit Fremdmaterial oder Primer-Dimere hingewiesen. Die gRT-PCR

hatte wiederholt werden missen.

2.2.1.9 Schmelzkurvenanalyse

Wie in Kapitel 2.2.1.8 beschrieben, bindet der Fluoreszenzfarbstoff an Doppelstrang-
DNA. Somit wird das Signal nicht nur vom erwiinschten Produkt, sondern auch durch
eventuelle Primer-Dimere, Kontamination mit vorhandener Doppelstrang-DNA oder
unspezifischen Amplifikaten beeinflusst (105,108). Um herauszufinden, ob solche
Storfaktoren vorlagen, wurde nach jeder gRT-PCR eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt. Dabei wird kontinuierlich die Temperatur erhdht, bis das Amplifikat an
einer flr ihn spezifischen Stelle denaturiert und den verwendeten Farbstoff, in diesem
Fall SYBR® Green, freigibt. Die folgende Fluoreszenzanderung kann detektiert
werden. Zur Darstellung wird die erste Ableitung, auch Derivativ genannt, der
Schmelzkurve gegen die Temperatur genommen. Dadurch entsteht ein einzelner, gut
bestimmbarer Punkt. Es wurden die Hohe, die Lage und die Anzahl der Scheitelpunkte
untersucht. Eine Schmelzkurve mit einem einzigen Scheitelpunkt weist auf eine
regelhaft abgelaufene qRT-PCR hin. In den Abb. 6 und 7 werden exemplarisch flr den
Primer ADAMTS5 zwei Schmelzkurven gezeigt. Der exakte Schmelzpunkt des
Amplifikates ist u.a. abhdngig von der Anzahl seiner Basenpaare, der
Ldsungsmittelzusammensetzung und der Konzentration des Farbstoffs (108,109). Die
Schmelzpunkte der Amplifikate der hier genutzten Primer von Qiagen liegen zwischen
72 und 86°C.
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Abb. 6 Schmelzkurve des Primers Abb. 7 Schmelzkurve des Primers

ADAMTSS. Es sind zwei Scheitelpunkte zu ADAMTS5. Bei 78°C befindet sich das

erkennen, was darauf hindeutet, dass die Produkt des Primers, links davon sind

Messung nicht einwandfrei verlief. Diese unspezifische Nebenprodukte auf einem nicht

Schmelzkurve wurde abgelehnt und die qRT- signifikanten Niveau zu erkennen. Diese

PCR wiederholt. Schmelzkurve wurde als gut bewertet und
akzeptiert.

Bei den Vorversuchen 2.2.2.2, 2.2.2.3 und 2.2.2.4 sowie bei dem Hauptversuch wurde
eine Schmelzkurvenanalyse nach jedem gRT-PCR-Durchlauf durchgefuhrt. War mehr

als ein Scheitelpunkt zu sehen, wurde die Messung wiederholt.

2.2.1.10 Agarosegele und Gelelektrophorese

Fur die Analyse der Mycoplasmentests (Kapitel 2.2.1.11), sowie fur eine Kontrolle der
Primerprodukte der gRT-PCR wurden Agarosegele benétigt. Mit der Gelelektrophorese
konnen verschiedene DNA-Strange aufgetrennt und deren GrofRe durch den Vergleich
mit bekannten Proben bestimmt werden. Dazu wird eine Spannung an die
Gelelektrophoresekammer gelegt, sodass die negativ geladenen DNA-Strange zum
Pluspol wandern. DNA-Strange verschiedener Grélle wandern dabei unterschiedlich
schnell.  Mit den verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen Gel-Red™ RB und
Ethidiumbromid koénnen die Proben unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Dabei
nimmt nach Bindung an DNA-Strange deren Lichtemission stark zu.

Fur die Gelelektrophorese wurde ein 15 x 10 x 1 cm groRes 1%iges Agarosegel
gegossen. Zuerst mussten 50 x Gel-Red™ RB mit entionisiertem Wasser auf 1 x Gel-
Red™ RB verdiinnt werden. Nun wurden 1 g Agarose ad 100 ml 1 x Gel-Red™ RB
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solange erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig gelost hatte. Die Lésung wurde in die
Gelelektrophoresekammer gefiillt. Nach dessen Erkalten konnte 1 x Gel-Red™ RB als
Laufpuffer hinzugefugt werden. 10 ul der Leiter bzw. Proben wurden anschlie3end mit
3 pl (bzw. 2 pl) 6 x Gel-Red™ Ladepuffer vermischt und in die Kammern geladen.
Eine weitere Variante war die Herstellung eines Gels, bestehend aus: 0,84 g Agarose
(0,7%) + 1,98 g Synergel™ (1,65%) + 120 ml TAE Puffer + 8 ul Ethidiumbromid.
Hierbei wurden 10 ul der Probe mit 2 pl eines angesetzten Ladepuffers vermischt. Fr
100 ml dieses Puffers wurden zundchst 250 mg Bromphenolblau in 33 ml Tris geldst
(auf 150 mM und pH 7,6). Anschlieend wurden 60 ml Glycerol und 7 ml Wasser
hinzugefugt. Um die Gelelektrophorese zu starten, wurde nun die jeweils genannte
Spannung an die Gelelektrophoresekammer angelegt und tber die angegebene Zeit
gehalten. Nach dem Lauf konnten dann unter UV-Licht die Proben sichtbar gemacht
werden.

Die Gelelektrophorese der Mycoplasmentests lief Gber 25 min bei 100 V.

Zur Qualitatskontrolle sollte auRerdem festgestellt werden, ob die Basenpaarlangen der
Primerprodukte, also der cDNA-Amplifikate, aus der gRT-PCR mit den
Herstellerangaben tbereinstimmen. Dazu wurden drei Agarosegele gegossen. Pro Gel
wurden die Amplifikate eines Patienten genommen. Es wurden eine 20 Basenpaare (bp)
Leiter bzw. eine 100 bp Leiter verwendet. Folgende Primer wurden untersucht:
ADAMTS5, ADAM17, CASP1, COX-2, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), IL-6, IL-8, MMP-3, MMP-13, PRG4, TIMP-1 und TIMP-3. Pro Gel wurde
jeder Primer einmal untersucht. Die Gele liefen jeweils fiir 1 h bei 80 Volt (V) und

Raumtemperatur.

2.2.1.11 Mycoplasmentest

Zur Qualitatskontrolle wurde mit diesem Test das Nahrmedium der Zellkulturen auf das
Vorliegen von verschiedenen Mycoplasmen-Spezies geprift. Eine Kontamination kann,
je nach Art der Mycoplasmen und der Kulturbedingungen, verschiedene Auswirkungen
auf die Zellen haben. Die Mycoplasmen kdnnen z.B. zytotoxisch wirken, oder die
Enzymexpression der Zellen verandern (110).

Fur die Mycoplasmentests wurde das ,,Mycoplasmen Test Kit 1/C* von PromoKine
verwendet. 100 pl Nahrmedium einer Zellkultur wurden in ein 0,5 ml Reaktions-Gefa

Uberfihrt, anschlieRend fir 10 min bei 95°C inkubiert und daraufhin fir 5 s
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zentrifugiert. Dadurch waren die DNA-Strange in der Losung bei 2-8°C fir eine Woche
stabil. Fir jeden Test wurden 22 pl ,,Rehydration Buffer, 1 pl Taqg DNA Polymerase
und 2 pl Probe bendtigt. Die Negativkontrolle enthielt statt der Probe 2 pul RNase-freies
Wasser. Fir die Positivkontrolle, ein Lésungsansatz mit einer Probe, die ein positives
Ergebnis hervorruft, wurde ein spezielles Test-Réhrchen von PromoKine verwendet,
welchem wiederum 2 pl RNase-freies Wasser hinzugefiigt wurden. Die Ansdtze wurden
fur 5 min unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde mit
der PCR begonnen. Der erste Durchlauf verlief bei 94°C fir 2 min. Danach folgten 38
Durchldaufe mit folgendem Schema: 30 s bei 94°C, dann 30 s bei 55°C, dann 40 s bei
72°C. Nach dem letzten Durchlauf wurden die Ansétze auf 4°C heruntergekihlt. Die
PCR-Produkte wurden nun auf ein Agarosegel nach Kapitel 2.2.1.10 aufgetragen. Es
wurde eine 100 zu 1000 bp Leiter verwendet und die Gelelektrophorese fiir 25 min bei
100 V laufen gelassen. Die Negativkontrolle, die Positivkontrolle und die Proben
besalRen eine Bande bei 479 bp. Diese zeigte an, dass eine korrekte Auftrennung der
DNA-Strange stattfand. Die Positivkontrolle sowie die kontaminierten Proben besallen
zusatzlich eine Bande zwischen 265-278 bp. Die Abbildung 8 zeigt einen unauffalligen

Mycoplasmentest.

1000 bp

100 bp

Abb. 8 Exemplarische Abbildung eines Mycoplasmentests, der bei einer Probe des
Hauptversuchs durchgefiihrt wurde.

Es wurden an den Zellkulturen der Vorversuche 2.2.2.1, 2.2.2.2 und 2.2.2.4 und des

Hauptversuchs Mycoplasmentests durchgefthrt.

45



2 Material und Methoden

2.2.1.12 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie diente der Uberpriifung, ob es sich bei den kultivierten Zellen
auch um die gewinschten synovialen Fibroblasten handelte. Dafur wurde das Flow
Cytometer BD FACSCanto™ |l benutzt. Die Analyse wurde von Frau Lohmeyer aus
dem Infektionslabor der Medizinischen Klinik und Poliklinik 11 des
Universitatsklinikums Gieen und Marburg GmbH durchgeftihrt.

Eine alternative Bezeichnung ist die FACS®-Analyse. Dies ist eine Abkiirzung und
steht fir ,,Fluorescence Activated Cell Sorting™. Bei der Untersuchung werden die
Zellen auf GroRe und Aufbau hin untersucht. Dies geschieht mittels eines Laserstrahls,
an dem die Zellen einzeln vorbeiflieBen. Sie befinden sich dabei in einem
flussigkeitsgefullten Kanal. Dazu werden die Zellen mit farbstoffmarkierten
Antikorpern versehen, die an zellspezifische Oberflachenmolekile binden, und bei
Anregung durch den Laserstrahl Licht emittieren, welches gemessen wird. Anhand der
Beugung und Streuung des Lichts, kann auf die Zellbeschaffenheit geschlossen werden
(111).

Die Proben wurden im Labor fur Experimentelle Orthopédie vorbereitet. Dazu wurden
die Zellen in 400 pl PBS aufgenommen und 100 pl dieser Lésung in das Well einer 96-
Well-ELISA Mikrotiterplatte pipettiert. Zusétzlich kamen 10 pl Octagam, eine aus
humanem Blutplasma hergestellte Immunglobulin G-Lésung in einer Konzentration von
10 mg/ml, und 10 pl eines monoklonalen Antikérpers (Mouse anti Human
Fibroblasts/Epithelial Cells D7-FIB) hinzu. Das Octagam sollte unspezifische
Bindungen des Antikdrpers verhindern. Nach der Vorbereitung wurden die Proben in
das genannte Labor zu Frau Lohmeyer Uberfuhrt und weiter behandelt. Zuerst wurden
sie bei 4°C fur 15 min inkubiert, und anschlieBend 3 x mit einem Waschpuffer (PBS,
bovines Serumalbumin (BSA), Natriumazid) gewaschen, um nicht gebundene
Antikorper zu entfernen. Zuletzt wurde die Probe mit 20 pl des sekundaren Antikorpers
Rabbit F(ab’), anti Mouse, ein Phycoerythrin markiertes Fab-Fragment, verdinnt,
nochmal fur 15 min inkubiert, und abschlieBend 2 x gewaschen. Nun konnte die
Durchflusszytometrie gestartet werden. Die Datenverarbeitung erfolgte mit der BD
FACSDiva™ Software. Eine Durchflusszytometrie fand bei den Zellen von 5 Patienten
des Hauptversuchs statt. Ein Anteil von > 90% synovialer Fibroblasten an der

Gesamtpopulation der untersuchten Zellen wurde als hinreichend hoch angesehen.
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2.2.1.13 Auswertung der Fotografien

Abb. 9 Einteilung des Zellstresses an Hand der Morphologie. Zur Ubersichtlicheren
Darstellung ist nur die 100-fache Vergroerung abgebildet. Die Zahlen in den Bildern
entsprechen der jeweiligen zugeordneten Werten nach Santangelo et al. 2007 (112).

Um einen moglichen Zellstress und somit eine Beeintrachtigung der Versuche
aufzudecken, wurde die Zellmorphologie betrachtet. Den Zellen wurde an Hand ihrer
Morphologie ein Wert nach einem Bewertungsschema zugeteilt. Diese Werte und die
darin enthaltenden Informationen ber den Zellstress wurden im Hauptversuch und im

Versuch 2.2.2.1 ausgewertet. Dazu wurden vor und nach der Adaption an 2% FCS-
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haltiges Medium sowie direkt nach Ende des Experiments zwei Fotografien pro Well, in
50- sowie 100-facher VergrofRerung der Zellen, gemacht. Die Auswertung der
Fotografien und Werteverteilung erfolgte nach einem Schema von Santangelo et al.
2007 (112), eine Ubersicht ist in Tab. 6 dargestellt. In Abb. 9 sind zu den einzelnen
Werten entsprechende Aufnahmen zugeordnet.

Wert Kriterien

0 > 95% der Zellen liegen am Boden, verzweigte Fibroblastenstruktur, keine

Abrundung

1 5-25% abgerundet und abgeldst
2 26-50% abgerundet und abgelost
3 51-75% abgerundet und abgel6st
4 > 76% abgerundet und abgeldst

Tab. 6 Kriterien fur die morphologische Auswertung der synovialen Fibroblasten (112).
2.2.2 Vorversuche

2.2.2.1 Bestimmung der optimalen FCS-Menge im Nahrmedium

Das Ziel war es, die optimale Konzentration von FCS als Bestandteil des Nahrmediums
wéhrend der 24-stindigen Durchfuhrung des Versuchs in Gegenwart der
Kollagenhydrolysate zu finden. Die Konzentration sollte mdglichst gering gehalten
werden, da dies zu einer Wachstumshemmung der synovialen Fibroblasten fihrt. So
sollte ein in vivo dhnelnder Zustand erreicht werden. Nach mehreren Vorversuchen
zeigte sich jedoch, dass ein zu geringer FCS-Gehalt zu einer veranderten
Zellmorphologie mit erhéhtem Abrunden der Zellen sowie Zellsterben flihrt.

Fir den Versuch ,.Bestimmung der optimalen FCS-Menge im Néhrmedium™ erfolgte
die Zellkultivierung nach Kapitel 2.2.1.2. Es wurden die Zellen eines Patienten genutzt.
Die Versuchsvorbereitung erfolgte nach Kapitel 2.2.1.3. Es wurden auf zwei 6-Well
Platten 40.000 synoviale Fibroblasten pro Well ausgesat. Nach jedem Teilschritt (s.
Abb. 4 in Kapitel 2.2.1.3) erfolgte eine fotografische Dokumentation. Fir den
Arbeitsschritt ,,Adaption an einen verringerten FCS-Gehalt im Medium* nach Kapitel
2.2.1.3 wurde der FCS-Gehalt im neu hinzugefiigten Medium wie folgt variiert: vier
Wells mit 1% FCS und zwei Wells mit 2% FCS. Fir den ndachsten Arbeitsschritt nach

Kapitel 2.2.1.3 verdnderte sich abermals der FCS-Gehalt: zwei Wells mit vorher 1%
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FCS, bekamen jetzt 0% FCS; fur die Ubrigen Wells blieb es bei der alten Konzentration.
Der Versuch wurde ber 24 h durchgefihrt. Nach Inkubationsende wurden 100 pl
Néhrmedium aus einem Well fir den Mycoplasmentest nach Kapitel 2.2.1.11
entnommen. Danach wurden die Zellen aus drei Wells beider Platten mit PBS
gewaschen und mit 430 ul Trypsin pro Well fir 5 min bei 37°C und 5% CO; inkubiert,
sodass sie sich vom Boden losten. Zusammen mit 1 ml N&hrmedium erfolgte die
Zentrifugation der Lésung bei 800 x g fur 10 min und 37°C. In 100 pl Nadhrmedium
geldst, konnte das Zellpellet nach 2.2.1.4 ausgezéhlt, und die Zellviabilitat bestimmt
werden. Die Zellen in den restlichen Wells beider Platten wurden lysiert und die RNA
extrahiert (Kapitel 2.2.1.5 und 2.2.1.6). Als Parameter wurden die Zellzahl, die
Viabilitat, der RNA-Gehalt, die Reinheit der RNA als A260/A280-Quotient und die
Morphologie der fotografierten Zellen ausgewertet.

2.2.2.2 Vergleich zweier Methoden zur RNA-Extraktion

Das Ziel dieses Versuches war es, die Methoden zur RNA-Extraktion mit peqGOLD
TriFast™ und mit Qiagen RNeasy® zu vergleichen. PeqGOLD TriFast™ war im Labor
bereits bekannt, Qiagen RNeasy® war eine neue Methode.

Es wurden synoviale Fibroblasten von drei Patienten benutzt. Diese wurden in
getrennten T-75 Zellkulturflaschen kultiviert (Kapitel 2.2.1.2). Ab einer Konfluenz von
90% wurden 80.000 Zellen pro Well in jeweils eine eigene 6-Well Platte ausgeséat, und
der Versuch nach Kapitel 2.2.1.3 vorbereitet. Zum Start dieses Versuches wurden
zusétzlich 80 pl IL-1B mit der Endkonzentration von 10 ng/ml Néhrmedium in jedes
Well gegeben, und die Zellen fir 24 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach
Versuchsende wurde Nahrmedium aus einem Well fir den Mycoplasmentest nach
Kapitel 2.2.1.11 entnommen, das restliche Medium entfernt und die Zellen einmal mit 2
ml PBS gewaschen. Auf jeder Platte wurde die RNA in drei Wells nach TriFast™ und
in drei Wells nach RNeasy® extrahiert. Fir den Ablauf der RNA-Extraktion mit
TriFast™ siehe Kapitel 2.2.1.5. Die Extraktion mit RNeasy® erfolgte nach
Herstellerangabe.

Nach Abschluss der Extraktion erfolgte jeweils eine Bestimmung der RNA-Reinheit
und -Konzentration (Kapitel 2.2.1.6). Danach wurde die mRNA in cDNA
umgeschrieben und eine quantitative RT-PCR durchgefiihrt (Kapitel 2.2.1.7 und
2.2.1.8). Es wurden Primer fur COX-2, PRG4 und Beta-Aktin (ACTB) verwendet. In
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der qRT-PCR wurde anschlieend eine Effizienzbestimmung dieser Primer mittels einer
Verdlnnungsreihe durchgefuhrt (Kapitel 2.2.2.3). Je zwei Verdinnungsreihen wurden
mit demselben Primer, extrahiert nach TriFast™ oder RNeasy®, aufgetragen.
Zusétzlich wurden noRT- und NTC-Kontrollen aufgetragen. ,,noRT* steht fiir minus
Reverse Transkriptase und bedeutet, dass diese wahrend der reversen Transkription von
MRNA in cDNA nicht vorhanden war. Diese Kontrolle wiirde auf Kontamination der
Probe mit genomischer DNA hinweisen, hétte sie Ct-Werte geliefert. ,NTC* steht fiir
No Template Control und bedeutet, dass keine cDNA hinzugefligt wurde, ein Ct-Wert
hatte hier auf Fremdmaterial oder Primer-Dimere hingewiesen. Die ausgewerteten
Parameter waren die Reinheit der RNA ausgedrickt als A260/A280-Quotient, der
RNA-Gehalt in pg/ml  RNase-freiem Wasser, und die Ergebnisse der
Effizienzbestimmung. Die letzten beiden Parameter wurden zudem statistisch nach
Kapitel 2.2.4 analysiert. Dabei wurde RNeasy® gegen TriFast™ auf einen statistisch
auffalligen Unterschied geprift. Die Ergebnisse der Effizienzbestimmung wurden in
Kapitel 2.2.2.3 weitergenutzt.

2.2.2.3 Effizienzbestimmung der Primer

Das Ziel dieses Versuches war es, die Amplifizierungs-Effizienzen der Primer der
potentiellen Referenzgene sowie der Zielgene zu bestimmen. Fur die spatere
Verwendung in der 2°%“-Methode mussten die Effizienzen mindestens 80-90%
betragen und untereinander ahnlich hoch sein. Eine Mindesteffizienz von 90% wurde
fur die vorliegende Arbeit festgelegt (105,113).

Die Zellen von sieben Patienten wurden separat in T-75 Flaschen kultiviert (Kapitel
2.2.1.2). Ab einer Konfluenz von 90% wurden daraufhin 80.000 Zellen in die Wells
einer 6-Well Platte pro Patient ausgesat und der Versuch nach Kapitel 2.2.1.3
vorbereitet. Fir diesen Versuch wurden nun zusétzlich 80 pl IL-1B in einer
Endkonzentration von 10 ng/ml Nahrmedium in jedes Well gegeben, und die Zellen fiir
24 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach Versuchsende wurde das Medium entfernt,
die Zellen einmal mit 2 ml PBS gewaschen und mit TriFast™ lysiert. Die RNA wurde
extrahiert (Kapitel 2.2.1.5), der RNA-Gehalt bestimmt (Kapitel 2.2.1.6) und
anschlieend die cDNA hergestellt (Kapitel 2.2.1.7). Daraufhin erfolgte die qRT-PCR
(Kapitel 2.2.1.8). Die cDNA wurde nach folgendem Verdunnungsschema auf die
ELISA-Platten aufgetragen: entweder 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 und 1:128, oder
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1:0, 1:5, 1:10, 1:50 und 1:100. Jede Verdunnungsstufe wurde im Triplikat gemessen.
Folgende Primer wurden untersucht: ACTB, ADAMTS5, ADAML17, Beta-2
Mikroglobulin (B2M), CASP1, COX-2, GAPDH, IL-6, IL-8, MMP-3, MMP-13, PRG4,
TIMP-1 und TIMP-3. Zusatzlich wurden jeweils noRT- und NTC-Kontrollen
aufgetragen. Die gemessenen Ct-Werte einer Verdinnungsreihe wurden nun nach
Ausreilern hin manuell geprift. Mit dem Programm GraphPad Prism® 5 wurden die
Ct-Werte dann gegen den Logarithmus der Verdinnung aufgetragen. Daraus wurde die
Steigung ,,s* der Geraden errechnet und in die Formel:

E =109 -1
eingesetzt (105). ,,E* steht fur die Effizienz der Amplifikation in %. Primer mit
Effizienzen Uber 90% waren fir den Hauptversuch geeignet. Werte tiber 100%, wurden
als 100% gewertet (114). Ausschlaggebend fir die Entscheidung war am Ende das
arithmetische Mittel der Effizienzen der Versuchswiederholungen. Es gab jeweils
mindestens zwei Versuche pro Primer. Ein Teil der Daten stammt aus dem Kapitel

2.2.2.2. Im Folgenden ist exemplarisch eine Steigungsgerade dargestellt:

ACTB
30

25
20

15

Ct-Werte

10

1:64 1:32 1:16 1:8 1:4 1:2 1:1
Verdunnung

Abb. 10 Bestimmung der Steigung fur die Effizienzberechnung. Dargestellt sind die Ct-
Werte der Verdinnungsreihe des Primers ACTB. Die Verdiinnung 1:128 wurde nicht fur die
Auswertung verwendet, da hier regelméiig sehr hohe Ct-Werte lber 35 festgestellt wurden und
somit nicht mehr von einer exakten Messung auszugehen war. Die Steigung betragt hier -3,2.

2.2.2.4 Wahl des Referenzgens

Das Ziel des Versuches war es, einen moglichen Einfluss der Kollagenhydrolysate auf

die mRNA-Expression der ausgewahlten Referenzgene aufzudecken. Fir den spéteren
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Hauptversuch war es wichtig, ein Gen zu benutzen, welches nicht von den
Kollagenhydrolysaten beeinflusst wird. Mit Hilfe dieses Referenzgens wurden
Unterschiede in der initialen Zellzahl zwischen Kontrolle und Variante herausgerechnet.
Die Zellen von drei Patienten wurden separat in T-75 Flaschen kultiviert (Kapitel
2.2.1.2). Ab einer Konfluenz von 90% wurden 80.000 Zellen in jedes Well zweier 6-
Well Platten pro Patient ausplatiert und der Versuch nach Kapitel 2.2.1.3 vorbereitet.
Fir den Versuch erhielt jedes Well einen eigenen Zusatz: 100 pl Nahrmedium als
Kontrolle, 100 pl der Kollagenhydrolysate RDH, RDH-N, FGH, FGH-N, PCH, PCH-N,
Mobiforte®, Norland-HFC, oder CH-Alpha®, oder 80 ul IL-1p. Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug 2,0 mg/ml Nahrmedium, von IL-1B 10 ng/ml N&hrmedium.
Die zwei 6-Well Platten wurden fir 24 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Es wurden
nun 100 pl Nahrmedium aus einem Well fir den Mycoplasmentest nach Kapitel
2.2.1.11 entnommen. Anschliefend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
die RNA extrahiert (Kapitel 2.2.1.5) sowie deren Konzentration und Qualitat bestimmt
(Kapitel 2.2.1.6). Daraufhin wurde die cDNA hergestellt (Kapitel 2.2.1.7). Dann folgte
die gRT-PCR mit Primern fur die Gene ACTB, B2M und GAPDH. Die Messung
erfolgte jeweils im Triplikat. Zusétzlich wurden noRT- und NTC-Kontrollen
aufgetragen.

Aus den Triplikaten wurde jeweils das arithmetische Mittel gebildet. Mit diesen Werten
erfolgte die statistische Auswertung (Kapitel 2.2.4). Dabei wurden die Varianten
(Kollagenhydrolysate) gegen die Kontrolle (N&hrmedium) getestet. Weiterhin wurden
die Ergebnisse gemaR Silver et al. 2006 (115) ausgewertet. Der Hintergrund fir die
Verwendung der zweiten Methode war folgender: Eine qRT-PCR liefert nur valide
Ergebnisse, wenn man Mengenunterschiede in der Ausgangs-cDNA zwischen Variante
und Kontrolle mittels eines Referenzgens adjustieren kann. Bei der Wahl des
Referenzgens ist diese Adjustierung nicht moéglich. Eine mdgliche Fehlerquelle besteht
hier, bei unterschiedlichen Ct-Werten zwischen Kontrolle und Variante auf einen Effekt
in der Interventionsgruppe zu schlielen, wobei lediglich die cDNA-Menge
unterschiedlich sein kdnnte. Werden jedoch zwischen zwei Referenzgenen die
Differenzen der Kontrollen und Varianten betrachtet, so sind diese bei stabiler
Expression beider Parameter auch bei verschiedenen cDNA-Mengen gleich. Eine
gleichmaRige Regulation beider Gene wirde ebenfalls zu stabilen Differenzen fuhren.
Fallen jedoch unterschiedliche Differenzen zwischen Kontrolle und Variante auf, ist

von einer Regulation eines der Gene auszugehen. Durch den Vergleich mit den anderen

52



2 Material und Methoden

Referenzgenen, kann man das regulierte Ziel herausfinden (115). Nach dieser Methode
wurden zuerst die Differenzen zwischen den korrespondierenden Ct-Werten von jeweils
zwei Referenzgenen gebildet. Aus den entstehenden ACt-Werten wurde das
arithmetische Mittel gebildet, und damit die statistische Analyse nach Kapitel 2.2.4
durchgefuhrt. Fur die Auswertung wurden folgende Parameter betrachtet: GAPDH,
B2M, ACTB, ACT GAPDH-B2M, ACT GAPDH-ACTB, ACT ACTB-B2M.

2.2.3 Hauptversuch

2.2.3.1 Versuchsdesign

Um die in Kapitel 1.4 formulierten Fragen zu beantworten, wurden synoviale
Fibroblasten mit Kollagenhydrolysaten behandelt. Nach 24 h wurde ein Teil der
Kulturen fur die Analyse der Zellproliferation und -viabilitdt verwendet. Aus den
restlichen Zellen wurde die RNA extrahiert und die mRNA in cDNA umgeschrieben.
Mittels gRT-PCR wurde die relative Verédnderung der mRNA-Expression fir
ausgesuchte Enzyme und Entziindungsmediatoren bestimmt. Eine Ubersicht tber den

Versuchsaufbau findet sich im tabellarischen Anhang in der Tabelle 11.3.1.

2.2.3.2 Durchfuhrung

Es wurden die Zellen von 6 Patienten isoliert (siehe 2.2.1.1). Die Zellkultivierung
erfolgte nach 2.2.1.2. Fiir das Experiment geschah die Aussaat in sechs 6-Well Platten
pro Patient. Zuerst wurden die Zellen aller Zellkulturflaschen eines Patienten gemischt.
AnschlieBend wurden 50.000 Zellen fur die Durchflusszytometrie entnommen und
80.000 Zellen pro Well ausgesat. Die Zellzahl und die Zellviabilitdt wurden nach
2.2.1.4 bestimmt. Die Versuchsvorbereitung erfolgte nach Kapitel 2.2.1.3. Nach jedem
Zwischenschritt wurden die Wells von zwei Platten fotografiert. Fur den Versuch
wurden zu den 4 ml Nahrmedium einzelne Zusétze in je ein eigenes Well gegeben. Eine
Ubersicht findet sich hierzu im tabellarischen Anhang in der Tabelle 11.3.1. In drei 6-
Well Platten wurden je 100 pl der Kollagenhydrolysate RDH, RDH-N, FGH oder FGH-
N, oder 100 ul Nahrmedium als Kontrolle gegeben. Ein Well blieb dabei komplett
ungenutzt. Bei einer dieser 6-Well Platten wurden zusétzlich 80 pl IL-1B pro Well
hinzugefugt. In weitere drei 6-Well Platten wurden 100 ul der Kollagenhydrolysate CH-
Alpha®, Mobiforte®, PCH, PCH-N oder Norland-HFC, bzw. 100 ul Nahrmedium
gegeben. Auch hier wurden bei einer 6-Well Platte zusétzlich 80 pl IL-1B pro Well
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hinzugefugt. Die Endkonzentration fur die Kollagenhydrolysate betrug 2,0 mg/ml
Né&hrmedium und fur das IL-1f 10 ng/ml N&hrmedium. Das IL-1B sollte die Zellen
vorstimulieren, wie es in einem Entziindungsgeschehen vorkommt (36,46,56). Die sechs
6-Well Platten wurden nun fur 24 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach
Versuchsende erfolgte pro Patient eine Entnahme von 100 pl Nahrmedium aus einem
zuféllig ausgewdahlten Well fir den Mycoplasmentest (2.2.1.11) aus einer der Platten.
Von den Wells einer der ersten drei und einer der zweiten drei 6-Well Platten, die
wéhrend der Versuchsvorbereitung schon abfotografiert wurden, erfolgte nun eine
erneute fotografische Dokumentation. Die Zellen wurden anschlieRend einmal mit 2 ml
PBS gewaschen und mit 430 pl Trypsin pro Well fir 5 min bei 37°C und 5% CO,
inkubiert, sodass sie sich vom Boden losten. Zusammen mit 1 ml N&hrmedium erfolgte
die Zentrifugation der LAsung bei 800 x g fir 10 min und 37°C. Das Zellpellet wurde in
500 pl Né&hrmedium dberfihrt und gemal 2.2.1.4 ausgezahlt und die Viabilitét
bestimmt. Gleichzeitig wurden die Wells der restlichen vier Platten einmal mit 2 ml
PBS gewaschen und die RNA aus den Zellen nach Kapitel 2.2.1.5 extrahiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

2.2.3.3 gRT-PCR

Die Analyse RNA-Konzentration und Reinheit erfolgte gemaR Kapitel 2.2.1.6. Danach
wurde die cDNA gemall Kapitel 2.2.1.7 hergestellt. Nun konnte die gRT-PCR, wie in
Kapitel 2.2.1.8 beschrieben, durchgefiihrt werden. Hierflr wurden Primer Assays der
Firma Qiagen genutzt. Diese Assays enthielten bereits beide Primer, die ben6tigt
wurden, um den gewinschten Genabschnitt in beide Leserichtungen zu vervielféltigen.
Sie mussten vor der erstmalignen Nutzung von 10 x auf 1 x mit TRIS-Acetat-EDTA-
Puffer (TAE-Puffer) verdiinnt werden (116). Eine Ubersicht (ber die verwendeten
Primer gibt Tab. 7. Pro ELISA-Platte wurden zwei Primer durchgetestet. Dabei wurden
entweder die Kollagenhydrolysate mit oder ohne IL-1B-Zusatz geprift. Jede Messung
erfolgte im Triplikat.

Um messtechnisch verursachte Abweichungen (z.B. ein Defekt des Spektrometers mit
systematischen Messfehlern) zwischen den Experimenten zu kontrollieren, wurden
unabhangig von der 2*“-Methode die Referenzgene GAPDH, B2M und ACTB bei
jeder qRT-PCR gemessen. Die dafuir verwendete cDNA entstammte aus einer von drei

groRen cDNA-Proben, welche nacheinander angelegt und genutzt wurden.
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anntiTect@ Name

Primer Assay

Hs ACTB 2 SG ACTB Beta-Aktin (nur Versuch 2.2.2.4)

Hs_ ADAMTS5_1 SG ADAMTS5 | A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin

motifs 5

Hs ADAM17_1 SG ADAM17 A disintegrin and metalloproteinase 17
=TACE = tumor necrosis factor-a-converting enzyme

Hs_B2M_1 SG B2M Beta-2 Mikroglobulin (nur Versuch 2.2.2.4)

Hs CASP1 1 SG CASP1 Caspase-1

Hs PTGS2_ 1 SG COX-2 Cyclooxygenase-2

Hs GAPDH_2 SG GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

Hs IL-6 1 SG IL-6 Interleukin-6

Hs IL-8 1 SG IL-8 Interleukin-8

Hs MMP-3 1 SG MMP-3 Matrixmetalloproteinase-3

Hs MMP-13 1 SG MMP-13 Matrixmetallopeptidase 13

Hs PRG4 2 SG PRG4 Proteoglykan 4/Lubricin

Hs TIMP-1_1 SG TIMP-1 Tissue inhibitor of metalloproteinases-1

Hs TIMP-3_1 SG TIMP-3 Tissue inhibitor of metalloproteinases-3

Tab. 7 Ubersicht tiber die verwendeten Primer. Die drei Gene ACTB, B2M und GAPDH
wurden in dem Versuch ,,Wahl des Referenzgens® (Kapitel 2.2.2.4) auf ihre mogliche
Verwendung als Referenzgen untersucht. Es wurde GAPDH als Referenzgen fir den
Hauptversuch ausgewahlt. Im Hauptversuch wurden somit ACTB und B2M nicht mehr genutzt.

Eine Abweichung von + 2 von den jeweiligen Ct-Mittelwerten dieser Proben auf den
einzelnen ELISA-Platten wurde dabei toleriert. Gab es bei allen drei Primern eine
groRere Abweichung, wurde nach einer moglichen Ursache gesucht und der Versuch
wiederholt, da wvon einem systematisch vorhandenen Storfaktor wahrend der
Amplifizierung auszugehen war. Weiterhin wurden auf jeder ELISA-Platte zusétzlich
NTC-Kontrollen angelegt. Die Abkiirzung steht fiir ,,No Template Control“ und
bedeutet, dass keine cDNA in dem ansonsten gleichen Ansatz vorhanden war. Ein Ct-
Wert hétte hier auf Verunreinigung mit Fremdmaterial oder Primer-Dimere
hingewiesen. Wurde ein geringerer Ct-Wert als 35 festgestellt, wurde auch hier der

Versuch wiederholt.

2.2.3.4 222 Methode

Die Ergebnisse der qRT-PCR wurden mit der 2"*“'-Methode ausgewertet. Dazu wurden
eine unbehandelte Kontrolle und eine behandelte Variante verglichen. Den Kontrollen

entsprachen die Wells, die nur Nahrmedium oder je nach Schema zuséatzlich IL-1P
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enthielten. Die Behandlung bestand aus je einem Kollagenhydrolysat. Die Varianten
einer 6-Well Platte wurden gegen die Kontrolle derselben Platte gemessen. Fiir die
Auswertung wurden das Zielgen sowie das Referenzgen bendtigt. Im ersten Schritt
wurde bei der Kontrolle und der Variante jeweils der Ct-Wert des Referenzgenes von
dem Ct-Wert des betrachteten Zielgenes subtrahiert. Es entstand der ACt-Wert. Bei den
Ct-Werten handelte es sich jeweils um das arithmetische Mittel der Triplikate. Im
zweiten Schritt wurde der ACt-Wert der Kontrolle von dem ACt-Wert der Variante
subtrahiert. Es entstand der AACt-Wert. Durch diese Vorgehensweise wurden die
Ergebnisse untereinander vergleichbar. Dies war nétig, um eventuelle Unterschiede in
der cDNA-Menge nicht die Auswertung beeinflussen zu lassen. Im letzten Schritt

wurden die Werte in die Formel 224

eingesetzt. Das Ziel war die relative n-fache
Expression der behandelten Probe zur unbehandelten Kontrolle zu bestimmen. Werte
groRer 1 zeigten eine Stimulation an, Werte zwischen 0 und Kkleiner 1 entsprachen einer
Hemmung (113). Die entstandenen Werte wurden nun flr die statistische Auswertung

verwendet.

2.2.3.5 Qualitatskontrolle

Der RNA A260/A280-Quotient als MaR der Reinheit wurde bei jeder RNA-Messung
begutachtet. Er sollte mindestens zwischen 1,4 und 2 liegen (s. auch 2.2.1.6). Der RNA-
Gehalt wurde mit dem Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon und anschlieRender
Adjustierung mit der False Discovery Rate (FDR) ausgewertet. Es wurde untersucht, ob
die Kollagenhydrolysate die Menge der extrahierten RNA beeinflussen. Damit konnte
kontrolliert werden, ob bei auffalligen 2““"-Werten im Hauptversuch auffillige RNA-
Mengen im Vorfeld vorhanden waren. Vor der Aussaat in die 6-Well Platten fand bei
den Zellen von fiinf Patienten eine Durchflusszytometrie zur Uberpriifung der Zellart
und der Reinheit der Zellpopulation statt (s. 2.2.1.12). Bei allen Patientenproben wurde
ein Mycoplasmentest nach Kapitel 2.2.1.11 zur Kontrolle auf Kontamination durch
Mycoplasmenspezies durchgefiihrt. Die Probenentnahme erfolgte nach Versuchsende.
Bei jeder gRT-PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse nach Kapitel 2.2.1.9 zur Priifung

auf vorliegende Storfaktoren durchgefiihrt.

56



2 Material und Methoden

2.2.3.6 Ausgewertete Parameter

Statistisch ausgewertet wurden die Zellzahl, die Viabilitat der Zellen und die 2*“-

Werte der qRT-PCR. Dies geschah mit dem Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon und
anschlieBender Adjustierung mit der FDR (False Discovery Rate). Rein deskriptiv
ausgewertet wurde die Morphologie der Zellen auf den Fotos zu den verschiedenen
Zeitpunkten.

2.2.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Pons-
Kihnemann vom Institut fur Medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitat
Giellen. Es wurden die Programme GraphPad Prism® 5, SAS 9.3 und Microsoft Excel
2010 fur die Auswertung und Darstellung der Daten genutzt. Es wurden 9
Kollagenhydrolysate auf ihren Einfluss auf 11 verschiedene Gene untersucht. Die
Stichprobe enthielt insgesamt 6 Patienten. Das arithmetische Mittel, die
Standardabweichung und der Median wurden jeweils berechnet. Die statistische
Auswertung und Interpretation der Daten erfolgte rein explorativ. Flr die Analyse der
Vorversuche 2.2.2.2 und 2.2.2.4 und des Hauptversuchs wurde der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Er wurde gewéhlt, da eine Normalverteilung bei der
geringen Stichprobe nicht anzunehmen war. Der letzte Schritt bestand aus einer
Adjustierung der p-Werte mittels der Methode der False Discovery Rate (FDR) von
Benjamini und Hochberg (117). Dies war notwendig, da sehr viele Untersuchungen an
den gleichen Proben vorgenommen wurden. Die nach dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test errechneten p-Werte < 0,05 wurden als aufféallig interpretiert. Auf Grund der

Adjustierung mittels der FDR ist dabei aber nicht von einer Signifikanz zu sprechen.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuche

3.1.1 Bestimmung der optimalen FCS-Menge im Nahrmedium

In diesem Versuch wurde untersucht, wie hoch die optimale Konzentration von FCS als
Bestandteil des Nahrmediums fiir die synovialen Fibroblasten fir die Zeit der
Versuchsdurchfiuhrung sein sollte (s. dazu auch Kapitel 2.2.1.3). Die Konzentration
sollte mdglichst gering sein, um eine Hemmung der Proliferation der synovialen
Fibroblasten zu erreichen und so einen in vivo &hnelnden Zustand zu simulieren. Ein zu
geringer FCS-Gehalt fiihrte zu einer vermehrt abgerundeten Zellmorphologie und
erhdhtem Zellsterben. Fur den Versuch wurden Konzentrationen von 0%, 1% und 2%
FCS im Nahrmedium miteinander verglichen. Dabei wurden die Zellen eines Patienten
genutzt. Als Parameter wurden die Zellzahl, die Viabilitdt, der RNA-Gehalt, die
Reinheit der RNA und die fotografisch dokumentierte Morphologie der Zellen
ausgewertet. In der folgenden Tabelle ist eine Ubersicht tiber die Ergebnisse dargestellt.

Parameter FCS-Gehalt 6-Well Platte 1 6-Well Platte 2
Zellzahl 0% 25.000 55.000
1% 56.250 95.000
2% 70.000 75.000
Zellviabilitat 0% 100 81,82
[%0] 1% 97,78 96,05
2% 98,21 81,67
RNA-Konzentration 0% 106 79
[Hg/mi] 1% 166 34
2% 134 151
Reinheit der RNA 0% 1,71 1,7
[A260/A280-Quotient] 1% 1,73 2,08
2% 1,71 1,71

Tab. 8 Zellulare Parameter bei verschiedenen Konzentrationen an FCS. Es wurden die
Zellen von einem Patienten verwendet. Diese wurden auf zwei verschiedenen 6-Well Platten
unabhéngig voneinander untersucht. Es wurden 40.000 synoviale Fibroblasten ausgesét. Die
RNA-Konzentration bezieht sich auf pug pro ml RNase-freiem Wasser.

In der Tabelle 8 zeigt sich, dass bei den Konzentrationen von 1% und 2% FCS die
Zellzahlen jeweils zunahmen. Dabei ist die Schwankung der beiden Werte bei 1% FCS
groRer als bei 2% FCS. Bei 0% FCS lasst sich keine Aussage treffen, ob die Zellzahl

ansteigt oder nicht.
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Bezlglich der Viabilitat wurde bei allen FCS-Konzentrationen eine hohe Rate mit
Werten zwischen 80 und 100% bestimmt. Der RNA-Gehalt sollte so hoch wie mdglich
sein, um mehr Ausgangsmaterial fir die cDNA-Synthese zu besitzen. Es sind grolle
Unterschiede zwischen den beiden Werten von 0% bzw. 1% FCS festzustellen. Bei 2%
FCS zeigen sich beide Werte dhnlich hoch. Der A260/A280-Quotient sollte gegen 2
gehen und moglichst hoch sein. Dabei gilt: je héher der Wert, desto reiner ist die RNA-
Losung. Eine verunreinigte Probe kann bei der weiteren Verwendung, z.B. als Substrat
fur die Reverse Transkriptase, den Versuchsablauf beeintrachtigen (105). Bei allen
Konzentrationen zeigen sich ahnliche Werte. Ein Wert bei 1% FCS liegt sogar (ber 2.

In der folgenden Abbildung sind die Ergebnisse der morphologischen Auswertung der
fotografierten synovialen Fibroblasten dargestellt. Die Auswertung erfolgte nach
Santangelo et al. (112) in die Werte 0, wenn Uber 95% der Zellen am Boden liegend
eine verzweigte Fibroblastenstruktur zeigten, bis 4, bei mehr als 75% vom Boden
gelésten und abgerundeten Zellen.

Morphologische Auswertung der
Synovialfibroblasten

Wert

1
7] El | EE
0% 1% 2%
FCS-Gehalt der Nahrlésung

OVor Adaption ®Nach Adaption OVersuchsende

Abb. 11 Bewertung der Zellmorphologie vor und nach der Adaption an einen verringerten
FCS-Gehalt im Medium sowie nach Versuchsende. Zu sehen sind die Werte zu jedem
Arbeitsschritt bei jeder FCS-Konzentration. Die Einteilung der morphologischen Auswertung
der fotografierten synovialen Fibroblasten erfolgte in die Werte 0-4. Ein hoherer Wert steht
dabei flr eine groRere morphologische Veranderung und deutet auf einen hoheren Zellstress
hin.

Die Abbildung 11 zeigt die Auswertung der fotografierten synovialen Fibroblasten. Bei
2% FCS wurde keine morphologische Veranderung beobachtet, bei 1% FCS traten zum
Versuchsende hin leichte morphologische Anderungen auf, die bei 0% FCS bereits

schon nach der Adaption stattfanden.

59



3 Ergebnisse

3.1.2 Vergleich zweier Methoden zur RNA-Extraktion

In diesem Versuch wurden zwei Methoden zur RNA-Extraktion, peqGOLD TriFast™
und Qiagen RNeasy®, miteinander verglichen. PeqGOLD TriFast™ war im Labor
bereits etabliert, Qiagen RNeasy® war eine neue Methode. Die RNA-Extraktion
erfolgte jeweils nach Herstellervorgabe. Es wurden die Zellen von drei Patienten
genutzt. Als Parameter wurden die RNA-Konzentration nach Extraktion, die Reinheit
der RNA und die Ergebnisse der durchgefiihrten Effizienzbestimmung ausgewéhlter
Primer ausgewertet. Die genutzten Primer waren COX-2, PRG4 und ACTB. Die Werte
des RNA-Gehalts und die Ergebnisse der Effizienzbestimmung wurden mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und anschlieBender FDR-Adjustierung statistisch
ausgewertet. Dabei wurde p < 0,05 als aufféllig gewertet. Die Auswertung der Reinheit
der RNA erfolgte deskriptiv. Die noRT- und NTC-Kontrollen der gRT-PCR ergaben
keinen Ct-Wert unter 35. Die Schmelzkurven zeigten an, dass die Durchfiihrung der
gRT-PCR jeweils einwandfrei funktionierte.

Die statistische Auswertung der RNA-Konzentration nach dem Vorzeichen-Rang-Test
zeigte vor und nach Adjustierung mittels der FDR keinen signifikanten Unterschied
zwischen beiden Verfahren. Auch bei den Effizienzbestimmungen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Extraktionsmethoden. Im Folgenden ist in
einer Abbildung die Reinheit der RNA dargestellt.

Reinheit der RNA

Reinheit der RNA
[A260/A280]

TriFast™ RNeasy® TriFast™ RNeasy® TriFast™ RNeasy®
Patient 1 Patient 2 Patient 3

Abb. 12 Reinheit der RNA, dargestellt als A260/A280-Quotient. DNA und RNA haben ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 260 nm, Proteine bei 280 nm. Dargestellt sind
die Einzelwerte und der Median. Die Auswertung erfolgte deskriptiv.
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Es wurde die Reinheit der RNA, dargestellt als Quotient der Absorption bei 260 nm zu
280 nm, ausgewertet. Dazu wurden drei Patientenproben verwendet. In Abbildung 12
ist zu sehen, dass mit TriFast™ die Medianwerte der jeweiligen A260/A280-Quotienten
ca. zwischen 1,7 und 1,8 lagen. Mit RNeasy® hingegen lagen die Medianwerte jedes
Mal tber 2,0.

3.1.3 Effizienzbestimmung der Primer

Ziel des Versuchs war es, die ausgewdéhlten Primer auf ihre Amplifizierungs-
Effizienzen zu untersuchen. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen,
wurden Effizienzen von Uber 90% akzeptiert. Werte tber 100%, wurden als 100%
gewertet (105,113,114). Ausschlaggebend fiir die Entscheidung war am Ende das
arithmetische Mittel der Effizienzen der Versuchswiederholungen. Die Zellen von
sieben Patienten wurden kultiviert. Die RNA wurde mit TriFast™ isoliert und
anschlieRend aus der mRNA die cDNA hergestellt. Fir die gRT-PCR wurde die cDNA
gemall einem Verdunnungsschema auf die ELISA-Platten aufgetragen. Der genaue
Ablauf ist in Kapitel 2.2.2.3 beschrieben. Die noRT- und NTC-Kontrollen der gRT-
PCR dieses Versuches zeigten keinen Ct-Wert unter 35.

Bestimmung der Effizienz

Effizienz [%]
(2]
=]

L - S RS P
P Y TS
@Q @\x\ A &\é &6}

PCR-Produkt

Abb. 13 Die Amplifizierungseffizienzen der untersuchten Primerpaare. Die
eingezeichneten horizontalen schwarzen Balken markieren das benétigte Minimum an Effizienz
bzw. das Maximum, Uber dem die Werte pauschal als 100% gewertet wurden. Das Minimum
betragt laut Literatur 80%, wobei wir uns fir einen strengeren Wert von 90% entschieden
haben. Alle Primerpaare wurden dreimal im Triplikat gemessen. Lediglich CASP1 und GAPDH
wurden zweimal im Triplikat gemessen.

61



3 Ergebnisse

In Abbildung 13 ist zu sehen, dass die Effizienzen aller Primerpaare in einem Bereich
zwischen 90-100% lagen. Somit waren die ausgewahlten Primer geeignet, um mit ihnen

eine Auswertung der qRT-PCR nach der 2*“"-Methode durchzufiihren.

3.1.4 Wahl des Referenzgens

In diesem Versuch wurde ein mdglicher Einfluss der Kollagenhydrolysate auf die
MRNA-Expression der ausgewahlten Gene untersucht. Fir den spéateren Hauptversuch
war es wichtig, ein Gen zu benutzen, welches nicht von den Kollagenhydrolysaten
beeinflusst wird. Dieses sogenannte (sog.) Referenzgen wurde bendtigt, um
Unterschiede in den Zellzahlen bzw. RNA-Gehalt zwischen Kontrolle und Variante mit
Hilfe der 22“"-Methode herauszurechnen. Es wurde dabei auf statistische Unterschiede
in den Ct-Werten zwischen den mit Kollagenhydrolysaten behandelten Proben und den
unbehandelten Kontrollen geachtet. Die untersuchten Primer waren GAPDH, B2M und
ACTB. AuBlerdem wurden die jeweiligen Differenzen ausgewertet: ACT GAPDH-B2M,
ACT GAPDH-ACTB, ACT ACTB-B2M. Die statistische Analyse erfolgte mit dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test mit anschlieBender Adjustierung mit der False
Discovery Rate (FDR). Dabei wurde p < 0,05 als auffallig gewertet. Die noRT- und
NTC-Kontrollen der gRT-PCR zeigten keinen Ct-Wert unter 35. In der Auswertung mit
dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test sowie nach der Adjustierung mit der FDR
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Somit zeigt sich, dass keines der untersuchten Kollagenhydrolysate eine relevante
Wirkung auf die mMRNA-Expression der Gene GAPDH, B2M oder ACTB besitzt. Damit
waren prinzipiell alle drei Gene fur die Verwendung als Referenzgen geeignet. Eine
Ubersicht der Ct-Werte der einzelnen Messungen findet sich im tabellarischen Anhang
in den Tabellen 11.2.1.1-11.2.1.3.

3.1.5 Qualitatskontrolle der Vorversuche

3.1.5.1 Schmelzkurvenanalyse der VVorversuche

Nach jeder gRT-PCR der Vorversuche 2.2.2.2, 2.2.2.3 und 2.2.2.4 wurde eine
Schmelzkurvenanalyse zur Qualitatskontrolle durchgefuhrt, da das Signal der qRT-PCR
nicht nur vom erwiinschten Produkt, sondern auch durch eventuelle Primer-Dimere,
Kontamination mit vorhandener Doppelstrang-DNA oder unspezifischen Amplifikaten

beeinflusst wird (105,108). Um diese eventuell vorhandenen Stdrfaktoren
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auszuschlieBen und ein valides Signal zu bekommen, wurden die Hoéhe, die Lage und
die Anzahl der Scheitelpunkte untersucht. Eine Schmelzkurve mit einem einzigen
Scheitelpunkt weist auf eine regelhaft gelaufene gRT-PCR hin. Nur die Ergebnisse
wurden verwendet, bei denen die Analyse keine Anzeichen auf Nebenprodukte lieferte
und von einer korrekten Durchfiihrung ausgegangen werden konnte. War mehr als ein
Scheitelpunkt zu sehen, wurde die Messung wiederholt. So wurden letztlich nur
Ergebnisse von qRT-PCR-Durchldufen fiir die Vorversuche verwendet, bei denen die
zugehdrige Schmelzkurve keine Auffalligkeiten zeigte.

3.1.5.2 Agarosegele der Primerprodukte

Zur Qualitatskontrolle der Versuche sollte festgestellt werden, ob die Basenpaarlangen
der Primerprodukte aus der gqRT-PCR mit den Herstellerangaben Ubereinstimmen. Es
sollte so sichergestellt werden, dass die Primer das korrekte Produkt, die cDNA des
gewunschten Gens, amplifizieren, um einen systematischen Fehler in der Studie
auszuschlieBen. Dazu wurden drei Agarosegele gemal Kapitel 2.2.1.10 gegossen. Als
Fluoreszenzfarbstoffe wurden Gel-Red™ RB bzw. Ethidiumbromid verwendet. Pro Gel
wurden die cDNA-Amplifikate einer Patientenprobe aufgetragen. Folgende Primer
wurden untersucht: ADAMTS5, ADAM17, CASP1, COX-2, GAPDH, IL-6, IL-8,
MMP-3, MMP-13, PRG4, TIMP-1 und TIMP-3. Abbildung 14 zeigt exemplarisch ein

solches Agarosegel mit den Primerprodukten.

100 bp

20 bp

Abb. 14 Exemplarisches Agarosegel der untersuchten Primerprodukte. Ganz links sind
zwei Leitern dargestellt. Dabei sind ausgewahlte Banden mit der Basenpaarlange versehen. Es
folgen die untersuchten Primer. Als letztes folgt wieder eine Leiter. Die fur die einzelnen
Agarosegele verwendeten Primerprodukte stammen von einer Zellkultur eines jeweils anderen
Patienten. ,,bp“: Basenpaare.
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Tabelle 9 gibt die Basenpaare der Banden laut Hersteller an. Danach entsprechen die

Banden im Agarosegel den Angaben des Herstellers hinsichtlich der Basenpaarlénge.

Name QuantiTect® Primer Assay Basenpaare des Produktes
ADAMTS5 Hs_ ADAMTS5_1_SG 92 bp
ADAM17 Hs ADAM17_1_SG 109 bp
CASP1 Hs CASP1 1 SG 111 bp
COX-2 Hs PTGS2_1 SG 68 bp
GAPDH Hs GAPDH_2 SG 119 bp
IL-6 Hs IL-6_1 SG 107 bp
IL-8 Hs IL-8 1 SG 102 bp
MMP-3 Hs_MMP-3_1_SG 84 bp
MMP-13 Hs_MMP-13_1 SG 97 bp
PRG4 Hs PRG4 2 SG 127 bp
TIMP-1 Hs TIMP-1_1 SG 115 bp
TIMP-3 Hs_TIMP-3_1_SG 105 bp

Tab. 9 Ubersicht Uber die Primer und die Zahl der Basenpaare der Primerprodukte
geman Herstellerangaben (Qiagen N.V.). ,,bp*“: Basenpaare.

3.1.5.3 Mycoplasmentests der Zellkulturen

Zur Qualitatskontrolle der Vorversuche wurde das N&hrmedium von zufallig
ausgewadhlten Zellkulturen auf das Vorliegen von verschiedenen Mycoplasmen-Spezies
gepruft (s. Kapitel 2.2.1.11). Es wurden insgesamt 8 Stichproben in den Vorversuchen
entnommen. Bei keiner Probe wurde eine Kontamination mit Mycoplasmen

nachgewiesen.

3.2 Hauptversuch
3.2.1 Ausgewertete Parameter

3.2.1.1 Zellzahl und Viabilitat der synovialen Fibroblasten

Um zu prifen, inwiefern Kollagenhydrolysate einen zytotoxischen oder proliferativen
Einfluss auf synoviale Fibroblasten haben, wurden deren Zellzahl und Viabilitét
untersucht. Hierzu wurden 80.000 Zellen pro Well ausgesét und kultiviert. Der Versuch
wurde nach Kapitel 2.2.3.2 in Gegenwart von jeweils 2,0 mg/ml Kollagenhydrolysat
durchgefuhrt. Nach Versuchsende wurden die Zellen gemall Kapitel 2.2.1.4 in einer

Neubauerkammer in Gegenwart von Trypanblau ausgezéhlt und die Viabilitat bestimmt.
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Abb. 15 Die Anzahl synovialer Fibroblasten nach Behandlung mit 2,0 mg/ml KH.
Dargestellt sind die 6 Einzelwerte zu jedem Kollagenhydrolysat und den beiden Kontrollen
sowie der zugehorige Median. Die Kollagenhydrolysate RDH, RDH-N, FGH und FGH-N
wurden mit der Kontrolle 1, CH-Alpha®, Mobiforte®, PCH, PCH-N und N-HFC mit Kontrolle
2 verglichen.

Die Auswertung der Zellzgdhlungen ist in Abbildung 15 dargestellt. Mit dem Wilcoxon-
Test und anschlieBender Adjustierung mittels der False Discovery Rate wurden keine
statistischen Auffalligkeiten zwischen den Kontrollen und den Kollagenhydrolysaten

gefunden. Eine genaue Darstellung der Daten findet sich im tabellarischen Anhang.
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Abb. 16 Die Viabilitat synovialer Fibroblasten nach Behandlung mit 2,0 mg/ml KH.
Dargestellt sind jeweils die 6 Einzelwerte zu jedem Kollagenhydrolysat und den beiden
Kontrollen sowie der zugehorige Median. Die Kollagenhydrolysate RDH, RDH-N, FGH und

FGH-N wurden mit der Kontrolle 1, CH-Alpha®, Mobiforte®, PCH, PCH-N und N-HFC mit
Kontrolle 2 verglichen.

Die Auswertung der Zellviabilitat ist in Abbildung 16 dargestellt. Mit dem Wilcoxon-

Test und anschlieRender Adjustierung mittels der False Discovery Rate wurden keine
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statistischen Auffalligkeiten zwischen den Kontrollen und den Varianten mit den
Kollagenhydrolysaten gefunden. Die Viabilitadt schwankte zwischen 94,3% und 100%.
Eine genaue Darstellung der Daten findet sich im tabellarischen Anhang.

3.2.1.2 mRNA-EXxpression

Da Kollagenhydrolysate als Nahrungserganzungsmittel zur unterstitzenden Behandlung

einer OA vertrieben werden, sollte deren Wirkung auf molekularer Ebene untersucht

werden.
Primer Zusatz KH Richtung der Relative Anderung  SD
Regulation der mRNA-
Expression (24"

ADAM17 Mobiforte® N§ 0,52 0,26
ADAM17 PCH Np 0,35 0,31
ADAMTS5 PCH Np 0,38 0,27
COX-2 RDH N 2,99 0,78
COX-2 CH-Alpha® Np 0,6 0,26
COX-2 Mobiforte® Np 0,65 0,24
IL-6 RDH N 17,4 36,2
IL-6 Mobiforte® ™ 2,18 1,4
IL-6 PCH-N N 12,3 8,47
IL-8 RDH N 214,15 424
IL-8 RDH-N N 22,25 29,2
IL-8 FGH-N N 14,1 16,1
IL-8 Mobiforte® ™ 5,45 4,14
IL-8 PCH-N N 23,52 21,1
MMP-3 RDH N 30,73 212
MMP-3 PCH-N N 3,56 5,07
MMP-13 Mobiforte® NE 0,56 0,19
PRG4 Mobiforte® NE 0,56 0,24
PRG4 IL-1B CH-Alpha® N 2,56 93,5
TIMP-1 IL-1B PCH-N N 1,19 0,58
TIMP-1 IL-1B N-HFC N 1,31 0,15
TIMP-3 Mobiforte® NE 0,4 0,19
TIMP-3 PCH NJ 0,45 0,34
TIMP-3 PCH-N NJ 0,56 0,19
TIMP-3 N-HFC NJ 0,36 0,29
TIMP-3 IL-1B CH-Alpha® N 2,5 27,6

Tab. 10 Zusammenfassende Darstellung der auffalligen Unterschiede in der mRNA-
Expression zwischen den behandelten und unbehandelten Proben. GemaR der 2°4°-
Methode wird die relative n-fache Expression der behandelten Probe zur unbehandelten
Kontrolle dargestellt. Werte gréBer 1 zeigen eine Stimulation an, Werte zwischen 0 und 1
entsprechen einer Hemmung (113). Der Hauptversuch wurde mit dem Vorzeichen-Rang-Test
nach Wilcoxon mit p < 0,05 durchgefiihrt. Der p-Wert lag hier fur alle Primer bei 0,0313. Nach
dieser Testdurchfuihrung erfolgte eine Adjustierung der Werte mittels der False Discovery Rate
(FDR) wvon Benjamini und Hochberg (117). ,KH“, Kollagenhydrolysat; ,SD,
Standardabweichung; ,, 1, Stimulation; ,,{ “, Hemmung.
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Gefragt wurde nach dem Einfluss auf die Expression der mRNA von protektiv bzw.
katabol wirkenden Enzymen und Entziindungsmediatoren in synovialen Fibroblasten.
Ebenso sollte untersucht werden, ob Kollagenhydrolysate auch auf IL-1B stimulierte
synoviale Fibroblasten wirken. Hierzu wurden die Zellen zunéchst an ein Nahrmedium
mit einem geringeren FCS-Anteil von 2% adaptiert und anschlieBend mit
Kollagenhydrolysaten behandelt (s. Kapitel 2.2.3.2). Nach Extraktion und Analyse der
RNA sowie der Herstellung der cDNA folgte die gRT-PCR gemaR Kapitel 2.2.1.7,
2.2.1.8 und 2.2.3.3. Die statistische Auswertung der 2“““Werte erfolgte mit dem
Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon und anschlieRender Adjustierung mittels der
False Discovery Rate, wobei p-Werte < 0,05 als auffillig interpretiert wurden. Die
NTC-Kontrollen zeigten keinen Ct-Wert unter 35. Tabelle 10 gibt eine Ubersicht tber
auffallige Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen behandelten und als
Kontrolle dienenden unbehandelten synovialen Fibroblasten.

Im Folgenden sind jeweils die relativen mMRNA-Expressionen der einzelnen
Entzindungsmediatoren und Enzyme nach Behandlung mit den Kollagenhydrolysaten
dargestellt. Eine Ubersicht der Daten aus den Abbildungen findet sich im tabellarischen

Anhang.
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Abb. 17 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von
ADAM17. Angegeben sind der Median und die einzelnen 2°““-Werte (n = 6). Die
Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle gemé&R Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.

67



3 Ergebnisse

ADAMI17 + IL-1P

g 10000 -

> 1000

s £

25 100 A .

[ .

&8 109 . .

Ea 1—;——!——5—_._."—3—_:_4——1—

G2 011

20 0,01

8 0,001

D

®  0,0001
f & P S e @& & &~
& & C ¥ S & s

< ha S ] <
DR

Kollagenhydrolysate

Abb. 18 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von
ADAML17 nach zusétzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median
und die einzelnen 2"*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug
jeweils 2,0 mg/ml.

Die Abbildungen 17 und 18 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mRNA-Expression von ADAML17. Diese Protease ist wesentlich an der Bildung
des Zytokins TNF-a beteiligt, welches wiederum als ein zentraler Bestandteil fur die
Entzindung wahrend einer OA verantwortlich gemacht wird (34,35). So zeigt sich bei
Mobiforte® (Median: 0,52; SD: 0,26; p: 0,0313) und PCH (Median: 0,35; SD: 0,31; p:
0,0313) jeweils eine auffallige Hemmung der Expression von ADAML17. In Abbildung
18 ist zu erkennen, dass kein Kollagenhydrolysat eine auffillige Anderung der

Expression von ADAML17 in IL-1p stimulierten synovialen Fibroblasten entfaltet.
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Abb. 19 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von
ADAMTS5. Angegeben sind der Median und die einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die
Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle gemé&l Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.
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Abb. 20 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von
ADAMTS5 nach zusatzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median
und die einzelnen 2"*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug
jeweils 2,0 mg/ml.

Die Abbildungen 19 und 20 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mRNA-Expression der Aggrekanase ADAMTSS. Das Enzym spaltet das fir die
Knorpelfunktion wichtige Molekil Aggrekan. In Abbildung 19 zeigt sich eine auffallige
Hemmung von ADAMTS5 durch PCH (Median: 0,38; SD: 0,27; p: 0,0313). In
Abbildung 20 ist zu erkennen, dass kein Kollagenhydrolysat eine auffallige Anderung

der Expression von ADAMTSS in IL-1p stimulierten synovialen Fibroblasten bewirkt.
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Abb. 21 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von CASPL1.
Angegeben sind der Median und die einzelnen 2*“-Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml.
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Abb. 22 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von CASP1
nach zusatzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0
mg/ml.

Die Abbildungen 21 und 22 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mMRNA-Expression des Enzyms Caspase-1. Dieses gilt als wichtiger Faktor in
der Progredienz der OA, da es das proinflammatorische Zytokin IL-1p in einem
wichtigen Zwischenschritt prozessiert. In Abbildung 21 zeigt sich bei keinem
Kollagenhydrolysat eine auffallige Wirkung auf die Anderung der Expression von
CASPL1. In Abbildung 22 ist zu erkennen, dass kein Kollagenhydrolysat eine auffallige
Anderung der Expression von CASP1 in IL-1B stimulierten synovialen Fibroblasten

bewirkt.

COX-2
g 10000 -
> 1000 -
26 100
25 .
S 8 LU
p— + * * .
&S 0,1 1 - .
.go 0,01
& 0,001 -
D
¥  0,0001
> = o = ® ® D> = <
& A A . O $
T TFTE TES
&

Kollagenhydrolysate

Abb. 23 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mMRNA-Expression von COX-2.
Angegeben sind der Median und die einzelnen 2*“-Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle gemal Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.
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Abb. 24 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von COX-2
nach zuséatzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0
mg/ml.

Die Abbildungen 23 und 24 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mMRNA-Expression des Enzyms COX-2, welches an der Bildung von PGE,
beteiligt ist. In Abbildung 23 zeigt sich eine auffallige Stimulation von COX-2 durch
RDH (Median: 2,99; SD: 0,78; p: 0,0313) sowie eine auffallige Hemmung durch CH-
Alpha® (Median: 0,6; SD: 0,26; p: 0,0313) und Mobiforte® (Median: 0,65; SD: 0,24;
p: 0,0313). In Abbildung 24 ist zu erkennen, dass kein Kollagenhydrolysat eine
auffallige Anderung der Expression von COX-2 in IL-1p stimulierten synovialen

Fibroblasten bewirkt.
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Abb. 25 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von IL-6.
Angegeben sind der Median und die einzelnen 2*“-Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle gem&R Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.
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Abb. 26 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von IL-6
nach zuséatzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0
mg/ml.

Die Abbildungen 25 und 26 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mMRNA-Expression von IL-6. Dieses gilt als Modulator der OA und besitzt eine
dem IL-1B &hnliche Wirkung (18). In Abbildung 25 zeigt sich eine auffallige
Stimulation von IL-6 durch RDH (Median: 17,4; SD: 36,2; p: 0,0313), Mobiforte®
(Median: 2,18; SD: 1,4; p: 0,0313) und PCH-N (Median: 12,3; SD: 8,47; p: 0,0313). In
Abbildung 26 ist zu erkennen, dass kein Kollagenhydrolysat eine auffallige Anderung

der Expression von IL-6 in IL-1p stimulierten synovialen Fibroblasten bewirkt.
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Abb. 27 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von IL-8.
Angegeben sind der Median und die einzelnen 2*“-Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle gemé&R Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.
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Abb. 28 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von IL-8
nach zuséatzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0
mg/ml.

Die Abbildungen 27 und 28 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mMRNA-Expression des IL-8. Als wichtiger Modulator der OA kann es z.B. die
Aktivitdt von TNF-a erhohen (50). In Abbildung 27 zeigt sich eine auffallige
Stimulation von IL-8 durch RDH (Median: 214,15; SD: 424; p: 0,0313), RDH-N
(Median: 22,25; SD: 29,2; p: 0,0313), FGH-N (Median: 14,1; SD: 16,1; p: 0,0313),
Mobiforte® (Median: 5,45; SD: 4,14; p: 0,0313) und PCH-N (Median: 23,52; SD: 21,1;
p: 0,0313). In Abbildung 28 ist zu erkennen, dass kein Kollagenhydrolysat eine
auffallige Anderung der Expression von IL-8 in IL-1B stimulierten synovialen

Fibroblasten bewirkt.
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Abb. 29 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mMRNA-Expression von MMP-
3. Angegeben sind der Median und die einzelnen 2**“-Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle gemal Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.
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Abb. 30 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von MMP-3
nach zuséatzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0
mg/ml.

Die Abbildungen 29 und 30 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mMRNA-Expression der Proteinase MMP-3. Dieses Enzym kann Proteine im
Knorpel (z.B. Laminin, Proteoglykane oder entwundene Kollagene) spalten (67). In
Abbildung 29 zeigt sich eine auffallige Stimulation von MMP-3 durch RDH (Median:
30,73; SD: 212; p: 0,0313) und PCH-N (Median: 3,56; SD: 5,07; p: 0,0313). In
Abbildung 30 ist zu erkennen, dass kein Kollagenhydrolysat eine auffallige Anderung

der Expression von MMP-3 in IL-1p stimulierten synovialen Fibroblasten bewirkt.
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Abb. 31 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mMRNA-Expression von MMP-
13. Angegeben sind der Median und die einzelnen 2"**““Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle gem&R Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.
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Abb. 32 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mMRNA-Expression von MMP-
13 nach zusatzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0
mg/ml.

Die Abbildungen 31 und 32 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mRNA-Expression der Protease MMP-13. Unter allen matrixdegradierenden
Enzymen besitzt es die hochste Affinitat auf das strukturgebende Kollagen Typ Il im
Knorpel und ist damit wesentlich an dessen Um- bzw. Abbau beteiligt (66). In
Abbildung 31 zeigt sich eine auffédllige Hemmung durch Mobiforte® (Median: 0,56;
SD: 0,19; p: 0,0313). Bei den weiteren Kollagenhydrolysaten wurde keine Auswirkung
beobachtet. In Abbildung 32 ist zu erkennen, dass kein Kollagenhydrolysat eine
auffallige Anderung der Expression von MMP-13 in IL-1B stimulierten synovialen

Fibroblasten bewirkt.
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Abb. 33 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mMRNA-Expression von PRG4.
Angegeben sind der Median und die einzelnen 2*“-Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle gemaR Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.
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Abb. 34 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von PRG4
nach zuséatzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0
mg/ml. ,,** auffalliger Unterschied zur unbehandelten Kontrolle gemé&R Vorzeichen-Rang-Test
nach Wilcoxon mit p < 0,05.

Die Abbildungen 33 und 34 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mRNA-Expression des Proteoglykans PRG4. Es kommt in der
Synovialflissigkeit vor und tragt zur wesentlichen Minderung der Reibungskrafte
zwischen den Gelenkbestandteilen bei (69). In Abbildung 33 zeigt sich eine aufféllige
Hemmung durch Mobiforte® (Median: 0,56; SD: 0,24; p: 0,0313). Die restlichen
Kollagenhydrolysate zeigen dabei keine Auffalligkeit. In Abbildung 34 ist zu erkennen,
dass CH-Alpha® zu einer auffalligen Stimulation von PRG4 in IL-1B stimulierten
synovialen Fibroblasten fiihrt (Median: 2,56; SD: 93,5; p: 0,0313).
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Abb. 35 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von TIMP-
1. Angegeben sind der Median und die einzelnen 2**“-Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml.
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Abb. 36 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mMRNA-Expression von TIMP-
1 nach zusétzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2*““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0
mg/ml. ,,** auffalliger Unterschied zur unbehandelten Kontrolle gemé&R Vorzeichen-Rang-Test
nach Wilcoxon mit p < 0,05.

Die Abbildung 35 und 36 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative
MRNA-Expression des Proteins TIMP-1. Dieses Protein inhibiert MMPs (73). In
Abbildung 35 zeigt sich keine auffallige Regulation fur TIMP-1 durch eines der
verwendeten Kollagenhydrolysate. In Abbildung 36 ist zu erkennen, dass PCH-N
(Median: 1,19; SD: 0,58; p: 0,0313) und N-HFC (Median: 1,13; SD: 0,15; p: 0,0313) zu

einer auffalligen Stimulation von TIMP-1 in IL-1 stimulierten synovialen Fibroblasten

fuhren.
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Abb. 37 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression von TIMP-
3. Angegeben sind der Median und die einzelnen 2**“-Werte (n = 6). Die Konzentration der
Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0 mg/ml. ,,* auffalliger Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle gem&R Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon mit p < 0,05.
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Abb. 38 Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative mMRNA-Expression von TIMP-
3 nach zusétzlicher Stimulation mit 10 ng/ml IL-1p. Angegeben sind der Median und die
einzelnen 2**““Werte (n = 6). Die Konzentration der Kollagenhydrolysate betrug jeweils 2,0.
., ¢ auffélliger Unterschied zur unbehandelten Kontrolle gemaR Vorzeichen-Rang-Test nach
Wilcoxon mit p <0,05.

Die Abbildungen 37 und 38 zeigen die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die
relative mRNA-Expression des Proteins TIMP-3. Dieses Protein inhibiert MMPs,
ADAMs und ADAMTS (73). In Abbildung 37 zeigt sich eine auffallige Hemmung von
TIMP-3 durch Mobiforte® (Median: 0,4; SD: 0,19; p: 0,0313), PCH (Median: 0,45; SD:
0,34; p: 0,0313), PCH-N (Median: 0,56; SD: 0,19; p: 0,0313) und N-HFC (Median:
0,36; SD: 0,29; p: 0,0313). In Abbildung 38 ist zu erkennen, dass CH-Alpha® zu einer
auffalligen Stimulation von TIMP-3 in IL-1p stimulierten synovialen Fibroblasten fiihrt
(Median: 2,5; SD: 27,6; p: 0,0313).

3.2.1.3 Morphologische Veranderungen der synovialen Fibroblasten

Eine mdgliche Wirkung von Kollagenhydrolysaten auf die Morphologie der synovialen
Fibroblasten erfolgte deskriptiv an Hand von Kriterien gemaR3 Santangelo et al. Dazu
wurden vor und nach der Adaption der synovialen Fibroblasten an 2% FCS-haltiges
Medium sowie direkt nach Ende des Experiments die Zellen in 50- und 100-facher
VergroRerung fotografiert. Danach erfolgte die morphologische Auswertung der
synovialen Fibroblasten (112), wobei die Werte von 0-4 reichten. Dem Wert 0 wurden
demnach die Zellkulturen zugeordnet, wenn > 95% der Zellen am Boden liegend eine
verzweigte Fibroblastenstruktur zeigten. Waren 5-25% der Zellen abgerundet oder vom
Boden geldst, wurde der Wert 1 zugeordnet. Der Wert 2 wurde bei 26-50% abgeldsten
Zellen, der Wert 3 bei 51-75% abgel6sten Zellen und der Wert 4 bei mehr als 75% vom
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Boden gelosten Zellen zugeordnet. Vor und nach Adaptation an ein veréndertes
Né&hrmedium konnte jeder behandelten und unbehandelten Probe eine Bewertung von 0
zugewiesen werden. In der folgenden Abbildung sind die morphologischen
Bewertungen der Zellen der 5 Patientenproben nach Versuchsende abgebildet. Eine
genaue Ubersicht der Daten findet sich im tabellarischen Anhang.

Ergebnisse der morphologischen Auswertung
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Abb. 39 Morphologische Bewertung der synovialen Fibroblasten von finf Patienten nach
Behandlung mit Kollagenhydrolysaten. Die Auswertung erfolgte nach Santangelo et al. 2007
(112). Die Einteilung der Morphologie erfolgte in die Werte 0-4. Ein hoherer Wert steht dabei
fir eine groRere morphologische Verdnderung und deutet auf einen hdheren Zellstress hin.
N&hrmedium 1 und Nahrmedium 2 sind in der Zusammensetzung identisch.

Die morphologische Bewertung ergab, dass die synovialen Fibroblasten nach
Versuchsende mehrheitlich keine morphologischen Verdnderungen aufwiesen

(Abbildung 39).

3.2.2 Qualitatskontrolle

3.2.2.1 A260/A280-Quotient

Der A260/A280-Quotient ist ein MaR fiir die Reinheit der RNA, wobei jede RNA-
Losung vor dem Umschreiben der mRNA in cDNA auf ihre Reinheit hin analysiert
wurde (s. Kapitel 2.2.1.6). Hierzu wurde das Absorptionsverhalten der RNA-L6sung bei
den Wellenldngen 260 und 280 nm gemessen. Abbildung 40 zeigt eine hohe
Schwankungsbreite in der Reinheit der RNA. Es wurden alle Proben fir die gRT-PCR
verwendet. Die einzelnen Messergebnisse sind im tabellarischen Anhang in den
Tabellen 11.3.2.1.1-11.3.2.1.4 dargestellt.
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A260/A280-Quotient der RNA des Hauptversuchs
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Abb. 40 Der A260/A280-Quotient der RNA-Proben aus dem Hauptversuch. Die Messung
erfolgte fur jede Probe einmal. Insgesamt erfolgten 132 Einzelmessungen.

3.2.2.2 RNA-Gehalt

Der RNA-Gehalt wurde bestimmt, um die bendtigte Menge RNA bzw. mRNA fir die
cDNA-Synthese zu errechnen und um auffallige 2**“-Werte im Hauptversuch auf
ungewohnliche RNA-Mengen im Vorfeld zu tberprifen. Der RNA-Gehalt wurde nach
Kapitel 2.2.1.6 pro Probe einmal mit dem BioPhotometer® oder dem NanoDrop® 1000
Spectrophotometer analysiert. Die gemessenen Werte wurden mit dem Vorzeichen-
Rang-Test nach Wilcoxon und anschlieBender Adjustierung mit der FDR ausgewertet.
Es wurden dabei die behandelten Varianten gegen die unbehandelten Kontrollen
getestet. Es zeigten sich jedoch keine auffalligen Unterschiede im RNA-Gehalt
zwischen den Proben und den Kontrollen. Die einzelnen Messergebnisse sind im
tabellarischen Anhang in den Tabellen 11.3.2.2.1-11.3.2.2.4 dargestellt.

3.2.2.3 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie, bzw. FACS®-Analyse, wurde geprift, inwiefern es
sich bei den genutzten Zellen um synoviale Fibroblasten handelte und ob noch andere
Zellen in den Kulturen vorhanden waren. Es wurden die Zellen von 5 verschiedenen
Patienten aus dem Hauptversuch untersucht. Die Analyse erfolgte nach Kapitel 2.2.1.12.
Der Anteil der synovialen Fibroblasten an der Gesamtpopulation der Zellen lag immer
bei > 90%. Somit war sichergestellt, dass die Kollagenhydrolysate auf synoviale

Fibroblasten und nicht auf andere Zellen getestet wurden.
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3.2.2.4 Mycoplasmentest

Zur Qualitatskontrolle des Hauptversuchs wurde das Nahrmedium der Zellkulturen auf
das Vorliegen von Mycoplasmen, wie in Kapitel 2.2.1.11 beschrieben, geprift. Pro
Patient des Hauptversuchs wurde eine Probe aus einer zuféllig ausgewahlten Zellkultur
genommen und der Mycoplasmentest durchgefiihrt. Wir konnten bei keiner Probe eine

Kontamination mit Mycoplasmen nachweisen.

3.2.2.5 Schmelzkurvenanalyse der qRT-PCR des Hauptversuchs

Nach jeder gRT-PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse zur Qualitatskontrolle
durchgefuhrt. Das detektierte Signal der gqRT-PCR wird nicht nur vom erwinschten
Produkt, sondern auch durch eventuelle Primer-Dimere, Kontamination mit
vorhandener Doppelstrang-DNA oder unspezifische Amplifikate beeinflusst (105,108).
Die Ergebnisse konnten verwendet werden, wenn die Analyse keine Anzeichen auf
Nebenprodukte lieferte und so von einer korrekten Versuchsdurchfiihrung ausgegangen
werden durfte. War das nicht der Fall, musste der Versuch wiederholt werden. Dies
wurde allerdings nicht notwendig. So wurden letztlich nur Ergebnisse von gRT-PCR-
Durchlaufen fir den Hauptversuch verwendet, bei denen die zugehdrige Schmelzkurve

keine Auffalligkeiten zeigte.
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4 Diskussion

Da die OA als unheilbare Erkrankung gilt, sind die Behandlungsziele nach den
aktuellen Richtlinien der Osteoarthritis Research Society International (78) von 2014
die Symptomlinderung mit einer Schmerzreduktion und Verbesserung der allgemeinen
Beweglichkeit sowie eine Erhohung der Lebensqualitat (8,78). Dazu werden
praventionsmedizinische Malinahmen, z.B. Gewichtsabnahme oder gelenkschonendes
Arbeiten, Medikamente wie z.B. NSAIDs und SADOAs oder in fortgeschrittenen
Stadien chirurgische Interventionen wie z.B. eine Knie-TEP eingesetzt. Auch
supplementdre Behandlungsmethoden, z.B. Nahrungsergédnzungsmittel, die u.a.
chondroprotektiv wirken sollen, werden immer h&ufiger genutzt (80,81). Fir
Nahrungsergdnzungsmittel gibt es eine EU-Verordnung, die wissenschaftliche
Wirksamkeitsnachweise vorschreibt, wenn mit medizinischen Wirkungen von
Lebensmitteln geworben werden soll (s. 1.3.3) (82). Ein Beispiel fiir solche Produkte
sind die Kollagenhydrolysate. In diversen in vitro- (83,85-92), tierexperimentellen-
(93-97) und humanen in vivo-Studien (81,98-103) wurde deren Wirkung untersucht (s.
Kapitel 1.3.3.1). Auf Grund uneinheitlicher Studienlage gestaltet sich jedoch die
Bewertung der Kollagenhydrolysate im Hinblick auf den medizinischen Nutzen als
schwierig.

So existiert bislang keine Studie, die den Einfluss von Kollagenhydrolysaten auf die
Expression von Enzymen und Metaboliten in synovialen Fibroblasten ausfthrlich
untersucht. Diese explorative Arbeit pruft daher auf der mRNA-Ebene die Wirkung von
9 ausgewdhlten Kollagenhydrolysaten auf die synoviale Expression von 11 fur die
Pathogenese der OA wichtigen Enzymen und Metaboliten. Die relative mRNA-
Expression der Enzyme und Metaboliten wurde mittels der gRT-PCR bestimmt.
Weitere ausgewertete Parameter waren die Zellzahl, die Zellviabilitat sowie eine

mdgliche morphologische Verénderung der synovialen Fibroblasten.

4.1 Statistik

Der Vorzeichen-Rang-Test nach Wilcoxon wurde fir die statistische Auswertung
gewahlt, da eine Normalverteilung bei der geringen Stichprobe nicht anzunehmen war.
Auf Grund der hohen Zahl an Messuntersuchungen, die an einer einzelnen Probe

vorgenommen wurde und der daraus resultierenden Alphafehler-Kumulierung, mussten
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die Ergebnisse nach der Auswertung mit dem Vorzeichen-Rang-Tests noch adjustiert
werden. Dies geschah mittels der False Discovery Rate (FDR) nach Benjamini und
Hochberg (117). Durch die FDR wird die Irrtumswahrscheinlichkeit herabgesetzt,
indem die p-Werte erhéht werden (117). Das Problem der Alphafehler-Kumulierung
bleibt trotz der Adjustierung weiterhin bestehen. Wir bezeichnen die Daten aus dem
Hauptversuch deswegen auf einem Niveau von p < 0,05 im Wilcoxon-Test in einem
explorativen Setting als auffallig und nicht als signifikant. Da wir auf Grund der
geringen Stichprobe die Normalverteilung nicht annehmen konnten, ist méglicherweise
auch die Verallgemeinerung der Ergebnisse nur eingeschrankt moglich.

4.2 \Vorversuche

Zur Minimierung interindividueller Unterschiede erfolgte die Auswahl von
Patientenproben nach strengen Ein- und Ausschlusskriterien (s. Tabellarischer Anhang).
So waren Operationen, Traumata oder andere Faktoren, die einen direkten physischen
Einfluss auf das Gelenk ausiiben konnten, generell ausgeschlossen, da physische
Irritationen den lokalen Metabolismus beeinflussen kdnnen (10). Patienten mit
schweren Funktionsstorungen der Leber oder Niere sowie mit immunmodulatorischen
oder chronisch systemischen Erkrankungen wie z.B. HIV-Infektionen, Diabetes
Mellitus oder auch Drogenabusus oder mit bestimmten Medikamenten, haben wir aus
demselben Grund ausgeschlossen (9-11). Lokale Prozesse wie akute Entziindungen
oder die Applikation von Hyaluronsdure in das Gelenk waren ebenfalls auf Grund

dieser Uberlegungen ein Ausschlusskriterium.

Der Versuch ,,Bestimmung der optimalen FCS-Menge im Néhrmedium® konnte ein
Optimum von 2% FCS im Nahrmedium zeigen. Fir den Versuch sollten die Zellen in
einen in vivo dhnelnden Proliferationsstopp Ubergehen. Dabei haben wir festgestellt,
dass ein FCS-Gehalt von 0% im Medium nicht fiir ein Aquilibrium der Zellhomdostase
ausreicht. Die Parameter Zellzahl, Viabilitat, RNA-Gehalt und Reinheit der RNA lieRen
zunéchst keine Entscheidung zwischen den Varianten 1% und 2% FCS-Gehalt zu. Wohl
aber konnten wir an Hand der Daten die Variante mit 0% FCS-Gehalt ausschlieR3en, da
deren Werte deutlich unter denen bei 1% und 2% FCS-Gehalt lagen. Ausschlaggebend
fur die Entscheidung fir die Variante mit 2% FCS war zuletzt die morphologische

Auswertung der Zellen in den Fotografien. In der Behandlungsreihe mit 2% FCS-Gehalt
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wurde immer der Wert 0, was nach Santangelo et al. (112) einer gesunden
Zellpopulation entspricht, zugeordnet. Der 1%-FCS-Reihe musste der Wert 1

zugeordnet werden.

Der Versuch ,Vergleich zweier Methoden zur RNA-Extraktion® zeigte keine
eindeutigen Vorteile fir eine der beiden Methoden. Im Labor war bereits die RNA-
Extraktionsmethode nach TriFast™ etabliert. Mit ihr ist es moglich, RNA, Proteine und
DNA aus den Zellen zu extrahieren. Eine alternative Variante war RNeasy®, die nur
mMRNA extrahiert. Die rein deskriptive Auswertung der RNA-Reinheit zeigte flr
RNeasy® hohere Werte. Die niedrigeren Werte von TriFast™ erkldren wir mit dessen
explizit beworbenen Wirkprinzip der dreifachen Auftrennung, bei dem durch die
zusétzlichen Pipettierungsschritte DNA oder Proteine in der Phase mit der RNA
zuruckbleiben konnten. Wir konnten keine statistischen Unterschiede zwischen beiden
Methoden wahrend der Effizienzbestimmung der Primer mittels der gRT-PCR
feststellen. Die Schmelzkurven zeigten an, dass die Durchfiihrung der gRT-PCR jeweils
einwandfrei funktionierte. Auch zeigte die Analyse des RNA-Gehalts keine
Unterschiede. Da ein Vorteil von TriFast™ die mdgliche zusétzliche Extraktion von
Proteinen und DNA ist, und diese in weiterfilhrenden Studien genutzt werden kdnnen,
es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Extraktionsmethoden gab und die
Schmelzkurven zeigten, dass auch die Methode nach TriFast™ einen fur die gqRT-PCR

ausreichenden Reinheitsgrad der RNA erzeugt, entschieden wir uns fir TriFast™,

Der Versuch ,Effizienzbestimmung der Primer* zeigte, dass alle ausgewéhlten Primer
eine ausreichende Amplifizierungseffizienz von mehr als 90% besallen. Damit eine
relative Quantifizierung der mMRNA-Expression mit den Messergebnissen aus der gRT-
PCR stattfinden konnte, mussten die genutzten Primer dieses genannte Kriterium
erfullen (105,113). Dabei betrachteten wir in Anlehnung an Wang et al. 2006 (114) das
arithmetische Mittel der Triplikate um statistische und messtechnische Schwankungen
zu beriicksichtigen. Effizienzen tUber 100% konnten unginstige Milieubedingungen
anzeigen. Trat dieser Fall ein, wurde der Versuchsansatz kritisch tberarbeitet, wobei
Abweichungen bis ca. 110%, je nach Literaturquelle, noch akzeptiert und in diesem Fall
pauschal als 100% gewertet wurden (105,113,114).
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In dem Versuch ,,Wahl des Referenzgens* entschieden wir uns fiir den Primer GAPDH.
Fur die Auswertung der gRT-PCR war ein Referenzgen notwendig, um die Ergebnisse
mit Hilfe der 2*““-Methode vergleichbar zu machen (s. Kapitel 2.2.3.4) (105). Wir
untersuchten die Primer GADPH, ACTB und B2M fir die entsprechenden Gene. Die
Daten wurden mit dem Wilcoxon-Test und anschlieBender Adjustierung mittels FDR
gepruft. Wir konnten keine statistisch auffalligen Unterschiede feststellen. Wir wahlten
daraufhin das im Labor bereits bekannte GAPDH als Referenzgen aus. GAPDH ist eines
der am h&ufigsten genutzten Referenzgene und zeigt eine ausgepragte
Expressionsstabilitat in den Geweben (105,118).

Wir fihrten an den Vorversuchen intensive Qualitatskontrollen durch. Mit der
»Schmelzkurvenanalyse der Vorversuche* konnte ausgeschlossen werden, dass
Storfaktoren wéhrend der gRT-PCR vorlagen. Zeigte eine Schmelzkurve
Auffélligkeiten, z.B. in Form von mehreren Scheitelpunkten, wurde die gRT-PCR
wiederholt. Der exakte Schmelzpunkt des Amplifikates ist dabei u.a. abhéngig von der
Anzahl seiner Basenpaare, der Losungsmittelzusammensetzung und der Konzentration
des Farbstoffs. Eine genaue Ursachenzuordnung von etwaigen weiteren
Scheitelpunkten, z.B. Primer-Dimere, Verunreinigungen oder genomische DNA, ist
dabei an Hand der Schmelzkurve nicht mdglich (108,109). Die ,,Agarosegele der
Primerprodukte” zeigten jeweils die Basenpaarldngen der Amplifikate an, die den
Herstellerangaben entsprachen. Somit konnten wir sicher sein, dass durch die gRT-PCR
die erwarteten Produkte entstanden sind und sich die Interpretationen und
Schlussfolgerungen des Hauptversuchs auf die richtigen Gene beziehen (116). Die
,Mycoplasmentests der Zellkulturen®“ zeigten keine  Verunreinigung  mit
Mycoplasmenspezies an. Daher konnte ein Einfluss auf die mRNA-Expression der
synovialen Fibroblasten durch eine derartige Kontamination ausgeschlossen werden
(110).

4.3 Qualitatskontrolle und Methodik des Hauptversuchs

Im Hauptversuch wurden ebenfalls intensive Qualitatskontrollen durchgefihrt. In
Kapitel 3.2.2. werden diese Ergebnisse dargestellt.

Der RNA A260/A280-Quotient ist ein MaR fir die Reinheit des Substrats.
Optimalerweise sollte der Wert gegen 2 gehen (105,116). Wir akzeptierten flir unsere
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Versuche Werte von mindestens 1,4 oder groler (s. ,,Vergleich zweier Methoden zur
RNA-Extraktion®). Die Messergebnisse sind im tabellarischen Anhang dargestellt. Die
hohe Zahl an vergleichsweise niedrigen Werten zwischen 1,4 und 1,7 erklaren wir mit
dem Wirkprinzip von TriFast™, welches RNA, DNA und Proteine aus den Zellen
extrahiert. Dabei konnten, wie bereits diskutiert, durch die zusétzlichen
Pipettierungsschritte DNA oder Proteine in der Phase mit der RNA zuriickbleiben (s.
dazu auch Kapitel 4.2). Eine verunreinigte Probe kann bei der weiteren Verwendung fur
die reverse Transkription unpréazise gRT-PCR-Ergebnisse liefern (105). An Hand der
grindlichen Prufung des jeweiligen Versuchsablaufs mittels der Schmelzkurvenanalyse
konnten wir aber zeigen, dass sich ein niedrigerer A260/A280-Quotient nicht auf die
Qualitat unserer gRT-PCR-Messungen ausgewirkt hat.

Der RNA-Gehalt wurde einerseits untersucht, um daraus die benttigte Menge RNA fir
die cDNA-Synthese zu bestimmen. Andererseits konnten wir kontrollieren, ob bei
auffalligen 2*““Werten bzw. p-Werten im Hauptversuch auffallige RNA-Mengen im
Vorfeld vorhanden waren. Geringere RNA-Konzentrationen konnten z.B. zu
Ungenauigkeiten beim Pipettieren gefiihrt haben. Wir konnten keine statistisch
auffalligen Unterschiede in den RNA-Konzentrationen zwischen den Varianten und den

Kontrollen feststellen.

Es wurden 5 Patientenproben mittels der Durchflusszytometrie bzw. der FACS®-
Untersuchung analysiert. Alle Tests konnten zeigen, dass es sich bei den genutzten
Zellen um Fibroblasten handelte. Eine Probe wurde nicht untersucht. Hier ist demnach
nicht auszuschlieBen, dass es sich auch um andere Zellen handeln konnte. Die
bildmorphologische Auswertung nach Santangelo et al. (112) legt aber nahe, dass auch
hier Fibroblasten verwendet wurden. Die Durchflusszytometrie ist ein sehr etabliertes
und weit verbreitetes Verfahren (111). Zu den mdglichen Fehlerquellen gehéren der
manuell festzulegende Auswahlbereich der zu messenden Zellen, und dass héaufig die
Versuchs-Assays nicht standardisiert sind (111). Beide Fehlerquellen kénnen dazu
fuhren, dass sich die Aussagekraft der Messungen verringert. Die Durchfiihrung der
Durchflusszytometrie und das Vermeiden der genannten Fehler sind daher sehr
erfahrungs- und prozessabhéngig. Mit dem Infektionslabor der Medizinischen Klinik
und Poliklinik 11 des Universitatsklinikums Gieflen und Marburg GmbH wurden die

Versuche von einem sehr erfahrenen Team durchgefuhrt, welches regelmaliig
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Durchflusszytometrien mit genau unserer Fragestellung bearbeitet und dazu

standardisierte Ablaufe benutzt.

Weiterhin wurden Mycoplasmentests bei allen 6 Patientenproben durchgefihrt. Diese
zeigten keine Kontamination an (110). Ebenso wurde nach jeder gRT-PCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Der Versuch wurde nur akzeptiert, wenn ein
klarer Scheitelpunkt in der Schmelzkurve zu sehen war, ansonsten wurde er wiederholt
(108,109).

Der Hauptversuch wurde in Kapitel 3.2.1. ausgewertet. Insgesamt wurden 9
verschiedene Kollagenhydrolysate untersucht. Deren Auswabhl erfolgte unter anderem in
Anlehnung an zwei Studien von Schadow et al. aus unserem Labor (83,92). Darin
wurden die Kollagenhydrolysate RDH, RDH-N und CH-Alpha® (92) bzw. FGH, FGH-
N und Mobiforte® (83) verwendet. Zusatzlich wurden in der vorliegenden Studie die
Kollagenhydrolysate PCH, PCH-N und Norland-HFC ausgewéhlt. Bei PCH und PCH-N
handelt es sich um porkine Kollagenhydrolysate, die wie RDH, RDH-N, FGH und
FGH-N von der Firma Rousselot SAS hergestellt werden. Neuere Bezeichnungen fir
die Kollagenhydrolysate von Rousselot SAS sind Peptan™ F 5000 und 2000 fur FGH
und FGH-N, Peptan™ P 5000 und 2000 fiir PCH und PCH-N sowie Peptan™ B 5000
und 2000 fir RDH und RDH-N. Norland-HFC wurde in Anlehnung an die Arbeiten von
Siebert et al. gewahlt (89,91). Eine Ubersicht tber die genutzten Kollagenhydrolysate
findet sich in Tabelle 5 in Kapitel 2.1.7. Alle Substanzen unterscheiden sich in der
tierischen Herkunft und der mittleren GréRe der Molekile. Die Endkonzentration der
Kollagenhydrolysate betrug dabei 2,0 mg/ml N&hrmedium. In den eingangs zitierten
Studien wurden vor allem Konzentrationen im Bereich von 0-10 mg/ml verwendet. Wir
wéhlten in Anlehnung an die Arbeit von Schadow et al. (92) von 2013 eine
Konzentration von 2,0 mg/ml. Weiterhin flgten wir in einer zweiten Versuchsreihe den
Kollagenhydrolysaten jeweils IL-1p in einer Konzentration von 10 ng/ml N&hrmedium
hinzu, um eine Inflammation der Zellen, wie sie im Rahmen der OA vorkommt, zu
simulieren (36,46,56). Wir erwarteten hier eine global erhbhte Expression der Enzyme
und Metaboliten, die durch die Kollagenhydrolysate nur wenig verandert werden wirde.
Die Zahl und Viabilitdt der synovialen Fibroblasten wurden nach Kapitel 2.2.1.4
ausgewertet. Eine mogliche Fehlerquelle liegt hier in der Verarbeitung der Zellen und

deren Uberfithrung in die Neubauerkammer. Bei relativ geringer Zellzahl konnten
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bereits geringe Abweichungen die Ergebnisse verzerren. Wie alle Pipettierungsschritte

sind diese Punkte erfahrungs- und tibungsabhéangig.

Die relative mRNA-Expression der Enzyme und Metaboliten wurde mittels der gRT-
PCR bestimmt (105,116). Bei der gRT-PCR handelt es sich um ein etabliertes und
sensibles Verfahren, welches bei korrekter Durchfiihrung valide und zuverlassige Daten
liefert. Sie wurde 1992 von Higuchi et al. (106) als Modifizierung der urspriinglichen
PCR (107) entwickelt. Der Messerfolg ergibt sich aus allgemeinen messtechnischen
Faktoren, kontrolliert durch eine regelmaRige Wartung des gRT-PCR-Systems, aus dem
genauen und gleichméliigen Pipettieren der cDNA in die 96-Well-ELISA
Mikrotiterplatten, aus dem korrekten Festlegen des Schwellenwerts, wozu einige
Erfahrung notwendig ist und der fur jede Probe neu gesetzt werden muss sowie aus den
Schmelzkurvenanalysen zur Evaluation des Durchlaufs (105). Durch die Verwendung
von NTC-Kontrollen konnten wir zusétzlich erkennen, ob Kontaminationen unsere
Messungen beeinflussten. Die Abkirzung steht dabei fiir ,,No Template Control* und
bedeutet, dass keine cDNA in einem ansonsten identischen Ansatz vorhanden war. Ein
gemessener Ct-Wert hétte hier auf Verunreinigungen mit z.B. Fremd-DNA oder Primer-

Dimeren hingewiesen.

Rein deskriptiv wurde die Zellmorphologie nach einem Schema der Autoren Santangelo
et al. 2007 (112) ausgewertet. Darin werden den Fibroblasten je nach Erscheinungsbild
verschiedene Werte zugeteilt. Ein hoherer Wert entspricht einem vermehrten
Abweichen der Zellstruktur von der urspringlichen synovialen
Fibroblastenmorphologie und weit damit auf einen erhdhten Zellstress hin (s.
2.2.1.13). Die Autoren wéhlten willkurlich verschiedene Punkte in den Zellkulturen,
vergaben die Werte und fihrten daraufhin eine statistische Analyse durch. Um das
bereits diskutierte Problem der Alphafehler-Kumulierung in der statistischen
Auswertung des Hauptversuchs zu minimieren, entschieden wir uns, die Analyse der
Zellmorphologie aus der statistischen Auswertung herauszunehmen und lediglich

deskriptiv zu bewerten.
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4.4 Ergebnisse des Hauptversuchs

Die Kollagenhydrolysate haben keinen Einfluss auf die Zahl oder die Viabilitat der
synovialen Fibroblasten. Es wurden keine statistisch auffalligen Unterschiede
zwischen den behandelten Proben und den unbehandelten Kontrollen gefunden. Bislang
existieren keine weiteren Studien, die zytotoxische oder proliferative Effekte dieser
Kollagenhydrolysate auf synoviale Fibroblasten untersuchten. Hingegen wurde bereits
erforscht, inwiefern Kollagenhydrolysate die Zahl bzw. die Viabilitat von Knorpelzellen
beeinflussen. So konnten Oesser et al. 2008 in einem STR/ort Mausmodell, welches
natlrlicherweise eine OA in den Knien entwickelt, eine signifikante Abnahme der
Knorpeldestruktion zeigen. Dazu wurden 0,15 mg/g KG Fortigel®, hergestellt aus
bovinem Kollagen Typ |, Gber eine Dauer von 4 Monaten verfittert (94). Sowohl 2013
als auch 2017 konnten Schadow et al. in unserem Labor keinen Einfluss der
Kollagenhydrolysate auf die Zahl oder Viabilitdt von humanen Chondrozyten feststellen
(83,92).

Die Kollagenhydrolysate haben keinen Einfluss auf die Morphologie der
synovialen Fibroblasten. Diese Beobachtung deckt sich mit der vorangegangenen
Erlauterung, dass die Kollagenhydrolysate auch keinen Einfluss auf die Zellzahl oder -
viabilitdt haben. Santangelo et al. (112) setzten am Boden mit verzweigter
Fibroblastenstruktur liegende Zellen mit einem normalen Zellzustand gleich.
Abgerundete und vom Boden geldste Zellen hingegen wirden einen pathologischen
Zustand anzeigen. Sie ordneten je nach Morphologie einen Wert nach einem
Bewertungsschema zu. Je hoher der zugeordnete Wert, desto hoher sei der
pathologische Zustand. Fir uns bedeutet dies eine erhdhte Gefahr des Absterbens der
Zellen, was sich dann in einer verringerten Zellzahl und -viabilitat daulRern wirde. Da
wir in ca. 91% der Falle nach der Behandlung den Wert 0 zuordnen konnten, in ca. 9%
der Félle den Wert 1 zugeordnet haben und héhere Werte nicht zugeteilt wurden, lasst
sich fir uns an Hand dieser Daten keine relevante Auswirkung der Kollagenhydrolysate
auf die Zellmorphologie erkennen. Aus diesen Beobachtungen und den vorab
diskutierten fehlenden Effekten auf die Zellzahlen und die -viabilitaten schlussfolgern
wir, dass unsere untersuchten Kollagenhydrolysate in vitro keinen zytotoxischen oder

proliferationsférdernden Effekt besitzen.
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Diskussion der Kollagenhydrolysatwirkungen auf die n-fache Expression der
MRNA. Fir die Interpretation der Daten aus den gRT-PCR-Versuchen haben wir die
Wirkungen der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-Expression der Enzyme
und Metaboliten in einen pathophysiologischen Kontext gesetzt und anschlieBend auf
Plausibilitat Gberpruft. Wir diskutieren somit, ob die Effekte direkt von den Peptiden
aus den Kollagenhydrolysaten oder von einem komplexen pathophysiologischen
Geschehen ausgehen koénnten. Von den IL-1pB vorstimulierten synovialen Fibroblasten
Typ B erwarteten wir eine global erhdhte Expression der Enzyme und Metaboliten, die
durch die Kollagenhydrolysate nur wenig verédndert werden wirde. Im Folgenden ist

eine Ubersicht der Effekte der Kollagenhydrolysate dargestellt:

zZ zZ % % zZ O
P2 E P332 b2
@ Lo T o o =z
Primer c =
ADAM17 - - - - - v
+ IL-1B | - - - - - - -
ADAMTS5 - - - - - -3
+ IL-1B | - - - - - - -
CASP1 - - - - - - -
+ IL-1B | - - - - - - -
COX-2 ™~ - - -y v -
+ IL-1B | - - - - - - - -
IL-6 ™~ - - - - -1
+ IL-1B | - - - - - - - -
IL-8 T - - -
+ IL-1B | - - - - - - - -
MMP-3 ™~ - - - - -1
+ IL-1B | - - - - - - - -
MMP-13 - - - - - v -
+ IL-1B | - - - - - - -
PRG4 - - - - - -
+ IL-1B | - - - -~ - -
TIMP-1 - - - - - - - - -
+ IL-1B | - - - - - - - 1
TIMP-3 - - - - S N N RN BN A N
+ IL-1B | - - - - - - - -

Tab. 11 Darstellung der Kollagenhydrolysatwirkungen auf die n-fache Expression der
MRNA in den behandelten Proben relativ zur unbehandelten Kontrolle. Abgebildet sind
die Werte nach der Auswertung mit dem Wilcoxon-Test. Als auffallig wurden Werte mit p <
0,05 gewertet. ,,-“ bedeutet, dass keine Auffilligkeit gesehen wurde. ,,“ bedeutet eine
auffallige Stimulation. ,,J * steht fiir eine auffallige Hemmung. Im Ergebnisteil Kapitel 3.2.1.2
in Tabelle 10 ist jeweils das AusmaR der auffalligen Regulation dargestellt.
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RDH erhoht die relative Expression von COX-2 (2,9 £0,7), IL-6 (17,4 £ 36,2), IL-8
(214,1 + 424) und MMP-3 (30,7 + 212). COX-2 ist eines der zentralen Enzyme im
Rahmen der Pathogenese der OA. Es katalysiert unter anderem die Bildung von PGE;,
welches die Apoptose von Chondrozyten (16,51) fordert sowie einen Einfluss auf die
Regulation von MMPs in synovialen Fibroblasten (51,52) und Knorpelzellen (51,53)
besitzt. Die Bildung von COX-2 wird unter anderem durch TNF-a, IL-18 und IL-8
stimuliert (49,50). Der gleichzeitig beobachtete Anstieg des IL-8 ist daher
pathophysiologisch durchaus nachvollziehbar. Schadow et al. (92) konnten 2013 in
RDH behandelten Chondrozytenkulturen eine erhohte Konzentration von PGE; finden.
Wir vermuten, dass dies auch auf die Wirkung von RDH auf die Expression von COX-2
zuriickzufiihren sein kdonnte. Demgegeniiber zeigten van de Water et al. im Jahr 2016
(96) in einer tierexperimentellen Studie mit dem nicht genauer spezifizierten
Kollagenhydrolysat Hydro-P®, dass dieses im Rahmen einer Synovitis die
Konzentration von PGE; signifikant verringern kann.

Die Bildung des Gewebehormons IL-6, welches unter anderem die Wirkung von IL-1p
verstérkt, aber auch die Bildung von Mitgliedern der TIMP-Familie induzieren kann
(18), wird durch TNF-a und IL-1p stimuliert (16,61). Demzufolge ist der ausbleibende
Anstieg von IL-6 in IL-1B vorstimulierten Zellen unter RDH-Inkubation erklarbar,
wenn eine bereits maximale Stimulation der IL-6-Expression durch IL-1p anzunehmen
ist. Diese Schlussfolgerung gilt auch fur die Primer COX-2, IL-8 und MMP-3 sowie fir
alle weiteren entsprechenden IL-1pB-abhangigen Primer bzw. Gene in den nachfolgend
vorgestellten Ergebnissen. Wie bereits beschrieben, stimuliert das Gewebehormon IL-8
zusammen mit TNF-a die Bildung von COX-2. Weiterhin erhoht es die Aktivitat von
TNF-a. Uber dieses kann das IL-8 an der Stimulation des IL-6 sowie MMP-3 beteiligt
gewesen sein (50,67). AuBerdem wird die Produktion von IL-8 selbst durch TNF-a,
aber auch IL-1pB, welches durch IL-6 stimuliert wird, angeregt (16,61). Die Stimulation
von MMP-3 lasst sich in unserem Fall moglicherweise durch IL-6 vermittelte IL-1p-
Bildung oder (ber TNF-o erkliren (18,67). Generell ist fur die beschriebenen
mdglichen Interaktionsmuster aus unserer Sicht einschrankend zu sagen, dass die kurze
Behandlungszeit der Zellen die hier beschriebenen komplexen mehrschrittigen
Wechselwirkungen eher unwahrscheinlich machen.

Auf Grund der komplexen Wirkmechanismen, insbesondere der Interleukine, ist es
schwer festzustellen, wovon die Hauptwirkungen bei unseren Ergebnissen ausgegangen

sind. Allerdings wurde in einer Studie von Schadow et al. (92) aus 2013 eine vermehrte
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Freisetzung von MMP-3 in RDH-inkubierten Chondrozytenkulturen festgestellt. Dazu
passt die Beobachtung der Autoren Ng et al. (90), die zeigten, dass das bovine
Kollagenhydrolysat Gelita Sol D® die Konzentration von MMP-3 in
Chondrozytenkulturen erhéhen kann. Diese Ergebnisse unterstutzen die Maoglichkeit
einer direkten Stimulation von MMP-3 durch das bovine RDH. Letztlich wurden in
unseren Zellkulturen nur destruktive Faktoren durch RDH stimuliert, was auf einen

ungunstigen Verlauf auf eine OA in vivo hindeuten kdnnte.

RDH-N und FGH-N erhdhen die relative Expression von IL-8 (22,2 = 29,2; 14,1
16,1). In der aktuellen Studie von Schadow et al. aus 2017 (83) konnte gezeigt werden,
dass FGH-N in hohen Konzentrationen zu einer vermehrten NO-Freisetzung durch
Chondrozyten fuhrt. Ein bekannter Mechanismus ist die IL-13 vermittelte Induktion von
NO. IL-1p induziert ebenfalls I1L-8, dessen Stimulation wir beobachten konnten (37,80).
Eine mdgliche Erklarung ist, dass FGH-N somit einen gemeinsamen Regulationsweg
von NO und IL-8 uber IL-1B stimuliert. Wie bereits erwdahnt, ist die kurze
Behandlungsdauer ein gewichtiges Argument gegen diese Hypothese. Die Alternative
waére eine direkte Regulation durch ein Peptid aus dem Kollagenhydrolysat FGH-N,
bzw. RDH-N, wie es eingangs schon beschrieben wurde. Die Regulation dieses flr die
Progression der OA ungunstigen Faktors konnte auf unglnstige Auswirkungen von
RDH-N und FGH-N in vivo auf die Erkrankung hindeuten.

CH-Alpha® reduziert die relative Expression von COX-2 (0,6 = 0,2) und erhéht
die relative Expression von PRG4 (2,5 £ 93,5) und TIMP-3 (2,5 = 27,6) in IL-1§
vorstimulierten synovialen Fibroblasten. In Anlehnung an die Studien von Oesser et
al. und McAlindon et al. (87,94,102), welche Fortigel® aus bovinem Kollagen Typ | als
Kollagenhydrolysat benutzten, wurde CH-Alpha®, dessen Hauptbestandteil Fortigel®
ist, flr diese Studie ausgewahlt. Schadow et al. konnten 2013 zeigen, dass CH-Alpha®
die Freisetzung von PGE, aus Chondrozyten fordert (92). COX-2 ist einer der
wichtigsten Katalysatoren in der Bildung von PGE; (49). Wenn wir annehmen, dass
dieses bei einer Induktion von PGE, auch vermehrt vorhanden ist, ergibt sich eine
scheinbar widersprichliche Beobachtung. Diese Beobachtung der Reduktion von COX-
2 lasst sich mit einer mdglichen unterschiedlichen Wirkweise des CH-Alpha® oder
eines seiner deklarierten Zusatzstoffe auf die beiden Zelltypen erkldren. Alternativ

konnten unterschiedliche Peptidzusammensetzungen der einzelnen Produktchargen von
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CH-Alpha® eine unterschiedliche Wirkweise verursachen. Eine weitere Alternative
waére ein COX-2 unabhédngiger Regulationsweg von PGE; in den Chondrozyten in der
dargestellten Beobachtung.

Wir zeigten, dass die Expression von PRG4 nur bei Zugabe von CH-Alpha® zu IL-1p
behandelten synovialen Fibroblasten stimuliert wird, nicht aber bei alleiniger Zugabe
von CH-Alpha®. Hingegen zeigten Jay et al. im Jahr 2014 in Chondrozytenkulturen,
dass PRG4 durch IL-1B gehemmt wird (70). Eine mdgliche Erklarung ist eine
divergierende Wirkung von IL-1p auf synoviale Fibroblasten im Vergleich zu
Chondrozyten. Denkbar wére auch eine veranderte Wirkung von IL-1f bei Kombination
mit CH-Alpha®. So konnte das veranderte Milieu im Rahmen der simulierten
Inflammation eine Rolle spielen.

Unsere Daten zeigen ebenfalls, dass auch TIMP-3 nur bei Vorhandensein von IL-1p
durch CH-Alpha® stimuliert wird. IL-1p selbst kdnnte Gber die Stimulation von IL-6,
welches wiederum die Bildung von TIMPs induzieren kann (18), indirekt eine
vermehrte Expression von TIMP-3 bewirken. Zu beachten ist wieder die mit 24 h relativ
kurze Inkubationszeit unserer Versuche, sodass direkte Peptidwirkungen der
Kollagenhydrolysate eine wichtige Alternativerklarung darstellen. Zusammengefasst
reguliert CH-Alpha® in der Zellkultur eine Kombination an Genen, die in vivo einen
protektiven Effekt auf die OA ausliben koénnte. Ahnlich ginstige Auswirkungen
konnten Oesser et al. 2008 (94) mit Fortigel® in einem STR/ort Mausmodell
nachweisen. In dieser Studie verringerte sich unter Fortigel® signifikant die

Knorpeldestruktion.

Mobiforte® reduziert die relative Expression von ADAM17 (0,5 + 0,2), COX-2 (0,6
+0,2), MMP-13 (0,5 £ 0,1), PRG4 (0,5 £ 0,2) und TIMP-3 (0,4 £ 0,1) und erhéht die
relative Expression von IL-6 (2,1 = 1,4) und IL-8 (5,4 = 4,1). ADAML17 ist ein
Enzym, das wesentlich an der Bildung des TNF-a beteiligt ist, welches als eines der
zentralen Komponenten im Rahmen der Entziindungsreaktion wahrend einer OA gilt
(34,35). TNF-a wiederum stimuliert unter anderem die Bildung von COX-2 und MMP-
13 (49,66). Eine verringerte Expression von COX-2 und MMP-13 durch eine
verringerte Bildung von ADAM17 und konsekutive TNF-a ist daher durchaus moglich.
Auffallig ist die Inhibition von PRG4, da es normalerweise u.a. durch TNF-o. gehemmt
wird und man daher bei einem verringertem TNF-a-Gehalt durchaus mit einem

vermehrten Vorhandensein rechnen koénnte (70). Auch werden IL-6 und IL-8 durch
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TNF-a stimuliert. Demnach hatten wir eine Inhibition statt eine Stimulation dieser
Zytokine in unseren Beobachtungen erwartet (16). Zusatzlich sollte man bei einem
erhéhten Gehalt von IL-8 wiederum eine vermehrte Expression von COX-2 erwarten,
da dieses die Bildung von COX-2 stimulieren kann (50). Da IL-6 die Bildung von
Mitgliedern der TIMP-Familie bewirken kann, hatten wir zusétzlich mit einer
vermehrten Expression von TIMP-3 gerechnet. Dass sich diese Beobachtungen nicht
einfach mit gangigen pathophysiologischen Abldufen erklaren lassen, konnte ein
Hinweis auf die eingangs beschriebene These einer direkten Wirkung von Peptiden aus
den Kollagenhydrolysaten, in diesem Fall Mobiforte®, sein. Andere als die
beschriebenen Regulationswege kdnnten auch urséchlich fur die Beobachtungen sein.
Zusammenfassend reguliert Mobiforte® in der Zellkultur verschiedene Faktoren in
einer Art, aus der an Hand der vorliegenden Daten keine potentielle Prognose auf den

Verlauf auf eine OA in vivo gelesen werden kann.

PCH reduziert die relative Expression von ADAM17 (0,3 + 0,3), ADAMTS5 (0,3 =
0,2) und TIMP-3 (0,4 = 0,3). ADAM17 und ADAMTSS5 sind sich strukturell sehr
ahnlich (31) und beide Enzyme werden von TIMP-3 in ihrer Wirkung gehemmt (34,41).
Wenn man von direkten Wirkungen der in dem PCH enthaltenen Peptide ausgeht,
erscheint zumindest die gleichzeitige Regulation von ADAM17 und ADAMTS5
naheliegend. Dagegen ist einzuwenden, dass das Kollagenhydrolysat Mobiforte® nur
ADAML17 reguliert hat. Die genaue Ursache bleibt unklar, konnte aber auch hier an
einer unterschiedlichen Peptidzusammensetzung liegen. Beide Kollagenhydrolysate
sind porkinen Ursprungs, unterscheiden sich aber im mittleren Molekulargewicht mit
5000 Da fiir PCH und 3120 Da fur Mobiforte® (83).

Die Autoren Schunck et al. zeigten 2007 (88), dass Kollagenhydrolysate, welche nicht
genauer spezifiziert wurden, in gesunden bovinen und humanen Chondrozytenkulturen
die Konzentration von Aggrekan im Nahrmedium erhéhen kénnen. Es ist moglich, dass
die Wirkung uber eine Inhibition des Aggrekan-spaltenden Enzyms ADAMTS5
stattgefunden hat. Mit dem porkinen PCH konnten wir nun ein Kollagenhydrolysat
identifizieren, was diesen mdglichen Einfluss ausuben kann. Allerdings zeigt PCH
durch die zusétzliche Inhibition des protektiven Faktors TIMP-3 sowie des destruktiven
Faktors ADAML17 ein Regulationsverhalten, aus dem sich keine Prognose auf den

Verlauf auf die OA in vivo ableiten l&sst.
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PCH-N erhoht die relative Expression von IL-6 (12,3 £ 8,4), IL-8 (23,5 £ 21,1) und
MMP-3 (3,5 £ 5,0) in nicht vorstimulierten Zellen und von TIMP-1 (1,1 £ 0,5) in
IL-1p vorstimulierten synovialen Fibroblasten und reduziert die relative
Expression von TIMP-3 (0,5 £ 0,1) in nicht vorstimulierten Zellen. Wie schon bei
dem Kollagenhydrolysat RDH beschrieben, l&sst sich die gleichzeitige Stimulation von
IL-8, IL-6 und MMP-3 pathophysiologisch nachvollziehen. Fichter et al. haben 2006
(86) eine Stimulation von MMP-3 durch Kollagen Typ Il-Fragmente aus bovinem
Gelenkknorpel festgestellt. Wir konnten dies nun bei einem porkinen Kollagen Typ I-
Hydrolysat feststellen. Allerdings flihrten Fichter et al. ihre Untersuchungen an
humanen Knorpelexplantaten und nicht an humanen synovialen Fibroblasten durch.

Die Ergebnisse deuten an, dass PCH-N nur bei Vorhandensein von IL-1f bzw. in einem
entzundeten Milieu direkt die Expression von TIMP-1 stimulieren kann, da sich das
Gen bei alleiniger Zugabe von PCH-N nicht reguliert zeigt. So konnte eine
Wechselwirkung mit zusatzlichen, in unserer Studie nicht berucksichtigten, Parametern
entstehen. Z.B. kdnnten nicht gemessene Metaboliten in der erzeugten Inflammation
von den synovialen Fibroblasten sezerniert werden. Unabhéngig von PCH-N konnte
TIMP-1 indirekt durch IL-1p, Uber den starken TIMP-Induktor IL-6 (18), stimuliert
werden. Daflr spricht die gleichzeigte Stimulation von IL-6. Ein Argument gegen
diesen komplexen Mechanismus ist allerdings das bereits beschriebene kurze
Zeitintervall. Einen direkten Vergleich von IL-1f vorstimulierten Zellen zu nicht
stimulierten Kontrollen, ohne weitere Kollagenhydrolysate, haben wir aus statistischen
Grunden nicht durchgefihrt.

Neben PCH-N hemmen noch drei weitere Kollagenhydrolysate TIMP-3.
Interessanterweise sind hierunter die beiden anderen porkinen Kollagenhydrolysate
Mobiforte® und PCH. Allerdings reguliert das pescine Kollagenhydrolysat N-HFC das
TIMP3 ebenfalls. Vermutlich besitzen diese Kollagenhydrolysate bestimmte bioaktive
Peptide oder Aggregate, die sich ahneln und so eine édhnliche Wirkung erzielen (83,92).
Zusammenfassend zeigt PCH-N in der Zellkultur ein Regulationsverhalten, aus dem

sich keine Prognose auf den Verlauf auf die OA in vivo ableiten lasst.

N-HFC erhoht die relative Expression von TIMP-1 (1,3 = 0,1) in IL-1p
vorstimulierten synovialen Fibroblasten und reduziert die relative Expression von
TIMP-3 (0,3 = 0,2). Wie schon eingangs sowie bei CH-Alpha® und PCH-N

beschrieben, fallt die beobachtete Stimulation wvon Parametern durch
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Kollagenhydrolysate in IL-1f vorstimulierten Zellen auf, da sie wvon unserer
Grundannahme einer bereits global erhdhten und durch die zusatzliche Gabe von
Kollagenhydrolysaten nur wenig weiter stimulierbaren Expression abweicht. Dies ist
umso interessanter, da N-HFC, CH-Alpha® und PCH-N keine Wirkung auf die
entsprechenden Gene in nicht vorstimulierten Zellen besitzen. Im vorliegenden Fall
konnte IL-1B Gber die Stimulation von IL-6, welches ein starker Induktor von TIMPs
ist, eine vermehrte Expression bzw. Bildung von TIMP-1 bewirken (18). Dann héatte
man allerdings eine gleichzeitige Regulation von IL-6 erwartet, die so nicht gemessen
wurde. Andererseits konnte das pescine N-HFC auch eine direkte IL-1B- bzw.
milieuabhéngige Wirkung auf TIMP-1 besitzen, wie es bereits bei CH-Alpha® und
PCH-N diskutiert wurde. Chen et al. zeigten 2016 (97) mit pescinen
Kollagenhydrolysaten, dass diese eine UV-Licht bedingte Inhibition von TIMP-1 in der
Haut verhindern. Durch die gegensétzliche Regulation von TIMP-1 und TIMP-3 I4sst

sich keine potentielle Prognose auf den Verlauf auf eine OA in vivo ableiten.

Die Wirkung der einzelnen Kollagenhydrolysate auf synoviale Fibroblasten zeigt
eine grol3e Varianz. Wir untersuchten insgesamt 9 verschiedene Kollagenhydrolysate.
Die bovinen Kollagenhydrolysate RDH, RDH-N und CH-Alpha® unterschieden sich in
der mittleren molekularen GroRe der Peptide voneinander, wobei diese nach
Herstellerangaben fur RDH 5000 Da und fur RDH-N 2000 Da betrug. Fir CH-Alpha®
wurde vom Hersteller keine GroRenangabe angegeben. Schadow et al. haben in unserem
Labor 2013 (92) fir CH-Alpha® ein mittleres Molekulargewicht von 3300 Da
bestimmt. Zusétzlich handelte es sich bei CH-Alpha® um ein Gemisch aus dem
Kollagenhydrolysat Fortigel® und Zusatzstoffen. Die mittlere molekulare GroR3e der aus
Fisch hergestellten Kollagenhydrolysate betrug nach Herstellerangaben fir FGH 5000
Da und fir FGH-N 2000 Da. Fur N-HFC wurde keine Angabe gefunden. Weder FGH
noch FGH-N enthielten deklarierte Zusatzstoffe. Analog dazu waren nach
Herstellerangaben die Peptide fur die porkinen Kollagenhydrolysate PCH im
Durchschnitt 5000 Da und fur PCH-N 2000 Da grof3. Fir Mobiforte® lagen keine
Angaben seitens des Herstellers vor. Schadow et al. haben in unserem Labor 2017 (83)
fur Mobiforte® ein mittleres Molekulargewicht von 3120 Da bestimmt. Keines der
porkinen Kollagenhydrolysate enthielt deklarierte Zusatzstoffe. Wir konnten bei den
Kollagenhydrolysaten gleicher tierischer Herkunft keine einheitliche Regulation

derselben Gene feststellen. Ebenso gab es bei den Kollagenhydrolysaten mit &hnlichem
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mittlerem Molekulargewicht Unterschiede in der Regulation der Gene. Schadow et al.
(83,92) haben in unserem Labor mittels biochemischer Analysen bereits festgestellt,
dass sich die Kollagenhydrolysate RDH, RDH-N, FGH, FGH-N, CH-Alpha® und
Mobiforte® in ihrer Peptidzusammensetzung erheblich unterscheiden. Dabei wiirden
die Molekulargewichte der Peptide bzw. Peptidfragmente Uber einen sehr grofien
Messbereich streuen. Dies treffe auch auf Kollagenhydrolysate gleicher tierischer
Herkunft zu (83,92). Zumindest fur die von uns verwendeten Kollagenhydrolysate
RDH, RDH-N, FGH, FGH-N, CH-Alpha® und Mobiforte® kénnen wir die Varianz der
Effekte zwischen den einzelnen Kollagenhydrolysaten durch die nachgewiesenen
unterschiedlichen Peptidzusammensetzungen erklaren. Da wir diese Varianz auch fur
die Kollagenhydrolysate PCH, PCH-N und N-HFC gemessen haben, liegt auch hier fir
uns die Ursache in einer unterschiedlichen Peptidzusammensetzung. Die
Beobachtungen von unterschiedlichen Wirkungen der Kollagenhydrolysate auf Grund
unterschiedlicher Peptidzusammensetzungen wirden auch begriinden, dass sich die
einzelnen in vitro und tierexperimentellen Studien in ihren Ergebnissen und
Implikationen teils deutlich voneinander unterscheiden. So stellten u.a. Oesser et al.
2003 und 2008 (87,94) sowie Nakatani et al. 2009 (95) chondroprotektive Effekte, z.B.
eine Inhibierung der Kalzifizierung von Chondrozytenkulturen oder den Anstieg der
MRNA-Expression von Aggrekan, durch Kollagenhydrolysate dar, die u.a. Schadow et
al. 2013 und 2017 (83,92) und van de Water et al. 2016 (96) nicht feststellen konnten.
Weiterhin konnten wir z.B. eine Stimulation von MMP-3 bei dem bovinen
Kollagenhydrolysat RDH feststellen, nicht aber bei RDH-N oder CH-Alpha®. Fichter et
al. stellten 2006 (86) dar, dass Kollagen Typ II-Fragmente aus bovinem Gelenkknorpel
die mRNA-Expression von MMP-3 und -13 erh6hen kann. Van de Water et al. konnten
in ihrer Studie 2016 (96) mit dem nicht genauer spezifizierten Kollagenhydrolysat
Hydro-P® keine signifikanten Auswirkungen auf die Expression von IL-6 zeigen,
wobei dieses sich bei uns haufig reguliert zeigte. Die unterschiedlichen
Untersuchungsobjekte z.B. Chondrozyten oder synoviale Fibroblasten sowie
Untersuchungsbedingungen besitzen dabei vermutlich auch einen Einfluss auf die
Wirkung der Kollagenhydrolysate. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir den
Kollagenhydrolysaten beziglich ihres Einflusses auf synoviale Fibroblasten keine
einheitliche Wirkung zuschreiben konnten. Eine allgemeine Aussage (Uber die
Wirkweise der Kollagenhydrolysate, insbesondere auf die OA, l&sst sich somit nicht

treffen.
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Unsere Studie ist die erste, die explorativ die Wirkung verschiedener
Kollagenhydrolysate auf die Zellzahl, Viabilitdt und Morphologie sowie die relative
MRNA-Expression von protektiv oder katabol wirkenden Enzymen und
Entziindungsmediatoren in synovialen Fibroblasten Typ B in vitro untersucht hat.

Aus den Ergebnissen lassen sich folgende Schlussfolgerungen und Antworten auf die in
der Einleitung gestellten Fragen stellen:

1) Es zeigte sich haufig eine Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die relative
MRNA-Expression ~ der  untersuchten  Parameter.  Interessanterweise
unterscheiden sich dabei die Kollagenhydrolysate hinsichtlich ihrer Wirkung auf
die synovialen Fibroblasten Typ B deutlich voneinander. So reguliert lediglich
CH-Alpha® bestimmte Gene so, dass dies einen positiven Effekt auf die OA
haben konnte. Die anderen Kollagenhydrolysate stimulieren entweder nur
destruktive Faktoren, oder regulieren eine Kombination aus protektiven und
destruktiven Faktoren. Wir begrinden diese Varianz unter anderem mit
verschiedenen Peptidzusammensetzungen der einzelnen Kollagenhydrolysate
(83,92). Diese Beobachtungen erschweren die wissenschaftliche Bewertung der
Kollagenhydrolysate in  Hinblick auf einen mdglichen Einsatz als
evidenzbasierte Zusatztherapie bei einer OA. Zu einem é&hnlichen Ergebnis
kommt die Européische Behorde fir Lebensmittelsicherheit, die eine
Kausalitatsbeziehung zwischen Einnahme und dem Einfluss auf eine OA-
Progression oder -Symptomatik mit der ihr vorliegenden Datenlage nicht
feststellen konnte (84,104).

2) Wir konnten zeigen, dass die Kollagenhydrolysate keinen Einfluss auf die
Proliferation, Viabilitdt oder Morphologie von synovialen Fibroblasten haben.
Wir schlussfolgern daraus, dass die Kollagenhydrolysate in vitro keinen
zytotoxischen oder proliferationsfordernden Effekt besitzen. Dies unterstitzt die
Einschatzung der Europaischen Behdrde fur Lebensmittelsicherheit, die in zwei
Beitrédgen die Kollagenhydrolysate prinzipiell als sicher und als fur den Verzehr
geeignet einstuft (84,104).
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3) Der Einfluss der Kollagenhydrolysate auf die Expression von Enzymen und
Entzindungsmediatoren in bereits IL-13 stimulierten synovialen Fibroblasten
Typ B stellte sich als gering dar. Die Kollagenhydrolysate CH-Alpha®, PCH-N
sowie N-HFC stimulierten allerdings einige Gene nur in Anwesenheit von IL-
1B, was auf eine Milieuabhangigkeit der Wirkweise der Kollagenhydrolysate
hindeuten konnte.

4) Wir beobachteten sehr heterogene Wirkungen bei den verschiedenen
Kollagenhydrolysaten. Die Hersteller von Kollagenhydrolysaten empfehlen
diese als Nahrungserganzungsmittel, als wichtigen Baustein der multimodalen
Therapie bei einer OA, einzunehmen. Bevor eine allgemeine Empfehlung zu der
Nutzung gegeben werden kann, sind daher ausreichend fundierte,
wissenschaftliche Erkenntnisse Uber die genauen Effekte der jeweiligen

Kollagenhydrolysate notwendig.

Es ist zu bedenken, dass das Synovialgewebe nur ein Bestandteil eines Gelenks ist und
in der Pathophysiologie der OA alle vorhandenen Gewebe und Faktoren
zusammenwirken. Diese Umgebungsfaktoren haben wir in der vorliegenden Arbeit nur
wenig kontrolliert, sodass hier weitere Untersuchungen, z.B. auch die postulierte
Milieuabhéngigkeit im Rahmen der Stimulation mit IL-1B, notwendig sein werden.
Weitere funktionelle Studien, z.B. auch mit 3D-Gewebemodellen, konnten hier
ebenfalls ein sinnvoller néchster Schritt sein. Diese Umgebungsfaktoren kénnten in vivo
die Wirkung der Kollagenhydrolysate auf die OA relevant beeinflussen und verandern.
Aullerdem ist die Bioverfligbarkeit der Kollagenhydrolysate zu beachten, da wir
Konzentrationen nutzten, die in vivo wahrscheinlich nur als Spitzenkonzentrationen
erreichbar sein werden. Als ndchster Schritt sollten daher ebenfalls weitere Studien
folgen, die die einzelnen Kollagenhydrolysate individuell in vitro und in vivo in
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen mit den synovialen Fibroblasten setzen. Auch
eine Analyse der Auswirkungen auf der DNA- und Proteinebene ist notwendig, um
einen umfassenden wissenschaftlichen Einblick in die Wirkungen der einzelnen
Kollagenhydrolysate zu erhalten und um kausale Rickschlusse durchfiihren zu kénnen.
Insbesondere auf der Proteinebene ist zu beachten, dass die Menge an Proteinen nicht
linear mit der mRNA-Menge korreliert, sondern mitunter erheblich davon abweichen

kann (119). Somit I&sst sich aus der mRNA-Menge nicht direkt die biologische
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Aktivitat ableiten. Auch haben weitere, in dieser Studie nicht kontrollierte Faktoren, wie
z.B. Proteinmodifikationen, Proteinabbau oder andere, nicht bedachte Signalwege,
einen Einfluss auf die biologische Aktivitat. Weiterhin sollten die Kollagenhydrolysate
PCH, PCH-N und N-HFC auf ihre Peptidzusammensetzungen hin tberprift werden.
Nur durch diese vorgestellten weiteren Untersuchungsschritte Ilasst sich eine
evidenzbasierte und umfassende Einschatzung zum Nutzen der Kollagenhydrolysate als
Nahrungserganzungsmittel bei einer OA geben.
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5 Zusammenfassung

Die Arthrose (OA) ist eine chronisch degenerative Erkrankung des Gelenks. Dabei
kommt es im Rahmen eines komplexen pathophysiologischen Geschehens zu einem
Ungleichgewicht zwischen Knorpelreparatur und Knorpeldestruktion. Eine Heilung der
OA ist nicht moglich (23,25,37,120). Medizinische Behandlungen haben daher das Ziel,
die Progression der OA zu verzogern, Schmerzen zu lindern und die Beweglichkeit des
Gelenks so lange wie moglich zu erhalten. Als Therapie kdnnen unter anderem
Kollagenhydrolysate als Nahrungsergdnzungsmittel eingenommen werden (8,78). Die
europdische ,,Verordnung tiiber ndhrwert- und gesundheitsbezogene Angaben (Uber
Lebensmittel, die sog. ,,Health-Claims-Verordnung®, schreibt dabei vor, dass mit
gesundheitsfordernden Wirkungen von Nahrungserganzungsmitteln nur geworben
werden darf, wenn diese wissenschaftlich belegt sind (82). Eine Vielzahl an Studien
untersuchte bereits die Wirkungen von Kollagenhydrolysaten sowohl in vitro (83,85-
92), tierexperimentell (93-97), als auch in vivo (81,98-103). So zeigten Oesser et al.
2003 (87), dass Kollagenhydrolysate die Kollagen Typ I1-Produktion von Chondrozyten
in einer Zellkultur konzentrationsabhéngig erhéhen kénnen. In den Jahren 2013 und
2017 konnten Schadow et al. (83,92) in unserem Labor hingegen in humanen
Knorpelexplantaten nach Inkubation mit Kollagenhydrolysaten keine vermehrte
Kollagensynthese feststellen.

Wenig untersucht wurde bisher der Einfluss von Kollagenhydrolysaten auf das fur die
Pathogenese der OA wichtige synoviale Gewebe in den Gelenken (25). Diese Studie ist
die Erste, die den Einfluss von Kollagenhydrolysaten auf die relative mRNA-
Expression von 11 protektiv oder katabol wirkenden Enzymen und
Entzindungsmediatoren sowie auf die Proliferation, Viabilitat und Morphologie von
synovialen Fibroblasten Typ B untersucht. Darin wurden die Kollagenhydrolysate RDH
(Peptan™ B 5000), RDH-N (Peptan™ B 2000), FGH (Peptan™ F 5000), FGH-N
(Peptan™ F 2000), CH-Alpha®, Mobiforte®, PCH (Peptan™ P 5000), PCH-N
(Peptan™ P 2000) und N-HFC untersucht. Bei den Enzymen und Mediatoren handelte
es sich um ADAM17, ADAMTSS5, Caspase-1, COX-2, IL-6, IL-8, MMP-3, MMP-13,
PRG4, TIMP-1 und TIMP-3. Fur die Untersuchung wurden synoviale Fibroblasten
verwendet, die aus Kniegelenken von sechs Osteoarthritis-Patienten stammten. Nach

der Kultivierung der Zellen wurden jeweils 2,0 mg/ml Kollagenhydrolysat, und
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zusatzlich zu einem Teil der Proben 10 ng/ml IL-1B, fur 24 Stunden hinzugefugt. Das
IL-1B sollte die Zellen vorstimulieren, wie es in einem Entziindungsgeschehen
vorkommt (36,46,56). AnschlieBend wurde die RNA extrahiert, die Reinheit und Menge
der RNA bestimmt und in cDNA umgeschrieben. Zusatzlich wurden die Zellzahl und
die Zellviabilitat sowie die Zellmorphologie bestimmt. Die cDNA wurde in der gRT-
PCR amplifiziert und die Ergebnisse mit der 2°“-Methode ausgewertet. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und
anschlieBender Adjustierung der Daten mittels der False Discovery Rate (117).

Bei der Auswertung des Einflusses der Kollagenhydrolysate auf die relative mRNA-
Expression der untersuchten Gene zeigte sich, dass die einzelnen Substanzen sehr
unterschiedliche Wirkungen besitzen. Wir konnten bei den verschiedenen
Kollagenhydrolysaten keine einheitliche Regulation derselben Gene durch die
synovialen Fibroblasten feststellen. Dabei stellte sich der Einfluss der
Kollagenhydrolysate auf die Expression von Enzymen und Entziindungsmediatoren in
bereits IL-1B vorstimulierten synovialen Fibroblasten Typ B als gering dar. Lediglich
die beobachteten Wirkungen von CH-Alpha® deuteten darauf hin, dass dieses einen
positiven Effekt auf den Verlauf einer OA haben kdnnte. Dabei handelte es sich um die
Inhibition von COX-2 und die Stimulation von PRG4 und TIMP-3. Die anderen
Kollagenhydrolysate stimulierten entweder nur destruktive Faktoren, so z.B. COX-2,
IL-6, IL-8 und MMP-3 durch RDH (Peptan™ B 5000). Oder sie regulierten die
protektiven und destruktiven Faktoren in einer Kombination, die keine klaren
prognostischen Rickschlusse zulieBen, so z.B. die Inhibition von ADAM17, COX-2,
MMP-13, PRG4 und TIMP-3 und die gleichzeitige Stimulation von IL-6 und IL-8 durch
Mobiforte®. Einige Effekte, z.B. die Stimulation von PRG4 und TIMP-3 durch CH-
Alpha®, zeigten sich abhéngig von der Vorstimulation mit IL-1p. Weiterhin konnten
wir zeigen, dass die Kollagenhydrolysate keinen Einfluss auf die Proliferation,
Viabilitat oder Morphologie von synovialen Fibroblasten Typ B besitzen.

Unsere Beobachtungen decken sich mit den Erkenntnissen von Schadow et al. (83,92)
aus unserem Labor, die mit Chondrozyten darstellten, dass die Kollagenhydrolysate
auch hier sehr heterogene Wirkungen auf die Zellen besitzen. Die Autoren begriinden
diese Heterogenitat mit gemessenen unterschiedlichen Peptidzusammensetzungen der
einzelnen  Kollagenhydrolysate (83,92). Fur die von uns verwendeten
Kollagenhydrolysate RDH (Peptan™ B 5000), RDH-N (Peptan™ B 2000), FGH
(Peptan™ F 5000), FGH-N (Peptan™ F 2000), CH-Alpha® und Mobiforte®, kénnen
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5 Zusammenfassung

wir so die Wirkunterschiede ebenfalls durch die nachgewiesenen unterschiedlichen
Peptidzusammensetzungen erklaren. Fur die Kollagenhydrolysate PCH (Peptan™ P
5000), PCH-N (Peptan™ P 2000) und N-HFC fehlen genaue Messungen der
Peptidzusammensetzungen. Diese sind fur uns aber auch hier anzunehmen. Fir die
Kollagenhydrolysate CH-Alpha®, PCH-N sowie N-HFC scheint zusatzlich eine
milieuabh&ngige Wirkweise von Bedeutung zu sein, da diese Kollagenhydrolysate
einige Gene nur in Anwesenheit von IL-1f regulierten. Unsere heterogenen
Beobachtungen erschweren die Bewertung der Kollagenhydrolysate in Hinblick auf
eine sinnvolle Zusatztherapie bei einer OA. Zu einem &hnlichen Ergebnis kommt die
Europdische Behorde fur Lebensmittelsicherheit, die eine Kausalitatsbeziehung
zwischen Einnahme und dem Einfluss auf eine OA-Progression oder -Symptomatik
nicht feststellen konnte (84,104). In Zukunft sollten daher weitere Studien folgen, in
denen jedes einzelne Kollagenhydrolysat individuell in vitro und in vivo analysiert wird.
Nur so lasst sich ein umfassender wissenschaftlicher Einblick in die Wirkungen der
Kollagenhydrolysate erhalten, um eine evidenzbasierte Empfehlung zur Nutzung der
Kollagenhydrolysate als Nahrungserganzungsmittel bei der OA geben zu kénnen.
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6 Summary

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative disease of the joint. During a complex
pathophysiological progress, an imbalance between cartilage repair and cartilage
destruction evolves. The cure of OA is not possible (23,25,37,120). Medical treatments
therefore aim to delay the progression of the OA, to reduce the pain and to maintain the
mobility of the joint as long as possible. As an additional therapeutic option, collagen
hydrolysates are sometimes used as a dietary supplement (8,78). The European
"Regulation on Nutrition and Health Claims on Food", the so-called "Health Claims
Regulation”, stipulates that the health-promoting effects of food supplements may only
be promoted if they have been scientifically proven (82). A variety of studies have
already investigated the effects of collagen hydrolysates both in vitro (83,85-92), in
animal experiments (93-97), and in vivo (81,98-103). For example Oesser et al.
demonstrated in 2003 (87) that collagen hydrolysates could increase the collagen type Il
production of chondrocytes in a cell culture in a concentration-dependent manner. In the
years 2013 and 2017, Schadow et al. (83,92) from our laboratory, however did not show
any increased collagen synthesis in human cartilage, incubated with collagen
hydrolysates.

The influence of collagen hydrolysates on the synovial tissue in the joints, which like
the cartilage itself plays an important role in the pathogenesis of OA, has not been
investigated so far. This study is the first to investigate the influence of collagen
hydrolysates on the relative mRNA expression of 11 protective or catabolic enzymes
and inflammatory mediators, as well as on the proliferation, viability and morphology
of synovial fibroblasts type B. The collagen hydrolysates RDH (Peptan™ B 5000),
RDH-N (Peptan™ B 2000), FGH (Peptan™ F 5000), FGH-N (Peptan™ F 2000), CH-
Alpha®, Mobiforte®, PCH (Peptan™ P 5000), PCH-N (Peptan™ P 2000) and N-HFC
were analyzed. The enzymes and mediators of interest were ADAM17, ADAMTSS5,
Caspase-1, COX-2, IL-6, IL-8, MMP-3, MMP-13, PRG4, TIMP-1 and TIMP-3. The
study used synovial fibroblasts derived from knee joints of six osteoarthritis patients.
After culturing, the cells were treated with 2.0 mg/ml collagen hydrolysate, some
samples were treated additionally with 10 ng/ml IL-1pB, for 24 hours. The IL-1p should
pre-stimulate the cells as occurs in an inflammatory process (36,46,56). Subsequently,

the RNA was extracted, the purity and amount of the RNA were determined and then
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transcribed into cDNA. In addition, cell count and cell viability as well as cell
morphology were determined. The cDNA was amplified in the gRT-PCR and the results

224 method. The statistical evaluation was carried out with

were evaluated using the
the Wilcoxon sign-rank test and subsequent adjustment of the data using the False
Discovery Rate (117).

The evaluation of the influence of the collagen hydrolysates on the relative mRNA
expression of the target parameters revealed that the individual substances have very
different effects. We could not show any uniform regulations of the target parameters
by the different collagen hydrolysates used. The influence of collagen hydrolysates on
the expression of enzymes and inflammatory mediators in IL-1B-stimulated type B
synovial fibroblasts was low. Only CH-Alpha® regulated certain parameters in a way
that could have a positive effect on OA. Those were the suppression of COX-2 and the
stimulation of PRG4 and TIMP-3. The other collagen hydrolysates either stimulated
only destructive factors, e.g. COX-2, IL-6, IL-8 and MMP-3 by RDH (Peptan ™ B
5000). Or they regulated the protective and destructive factors in a combination that did
not allow any clear prognostic conclusions, e.g. the suppression of ADAM17, COX-2,
MMP-13, PRG4 and TIMP-3 as well as the stimulation of IL-6 and IL-8 by
Mobiforte®. Some effects, e.g. the stimulation of PRG4 and TIMP-3 by CH-Alpha®
were dependent on the pre-stimulation with IL-1p. Furthermore, we were able to show
that the collagen hydrolysates have no influence on the proliferation, viability and
morphology of type B synovial fibroblasts.

Our observations coincide with the findings of Schadow et al. (83,92) from our
laboratory, who demonstrated that the collagen hydrolysates also have very
heterogeneous effects on chondrocytes. The authors justify this variance with a different
peptide composition of the individual collagen hydrolysates. For the collagen
hydrolysates we used RDH (Peptan ™ B 5000), RDH-N (Peptan ™ B 2000), FGH
(Peptan ™ F 5000), FGH-N (Peptan ™ F 2000), CH-Alpha® and Mobiforte®, we also
could explain the different effects by the different peptide compositions. Due to
insufficient data, this is not possible for the collagen hydrolysates PCH (Peptan ™ P
5000), PCH-N (Peptan ™ P 2000) and N-HFC. For the collagen hydrolysates CH-
Alpha®, PCH-N and N-HFC additionally a milieu-dependent mode of action seems to
be of importance since these collagen hydrolysates regulated some target parameters
only in the presence of IL-1B. Our heterogeneous observations complicate the

evaluation of collagen hydrolysates in terms of a useful adjunctive therapy in OA. A
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similar conclusion was made by the European Food Safety Authority, which was unable
to establish a causal relationship between ingestion of collagen hydrolysates and the
influence on OA progression or symptoms (84,104). In future, further studies should
follow, in which each collagen hydrolysate is analyzed individually in vitro and in vivo.
Only in this way a comprehensive scientific insight into the effects of collagen
hydrolysates can be obtained in order to provide an evidence-based recommendation for
the use of collagen hydrolysates as dietary supplements in OA.
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11 Tabellarischer Anhang

11 Tabellarischer Anhang

11.1 Material

Tab. 11.1.1 Tabellarische Ubersicht der Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Alter (50> & < 85)
BMI (20 > & <35)
Knie-TEP auf Grund von Osteoarthritis

Knieoperation innerhalb der letzten 6 Monate

Andere Operation innerhalb der letzten 3 Monate
Fraktur eines Gelenkes innerhalb der letzten 24 Monate
Inflammatorische Arthritis in anderen Gelenken
Kollagenosen in anderen Gelenken

Infektion eines Gelenkes

Gicht

Schwere Lebererkrankung

Schwere Nierenerkrankung

Diabetes mellitus

Tumor in der Néhe des Knies

HIV-Infektion

Drogenabusus

Einnahme von Immunsuppressiva oder Kortikosteroiden
intraartikulare Injektion von Hyaluronséure

Dargestellt sind die Ein- und Ausschlusskriterien der Patienten fiir die Studie.
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11.2 VVorversuche

11.2.1 Wahl des Referenzgens

Tab. 11.2.1.1 Ct-Werte fur den Primer GAPDH des Versuchs 2.2.2.4

Kontrolle Variante Patient 1 Patient 2 Patient 3
Nahrmedium 17,62 19,44 20,93
17,77 19,49 20,42
17,75 19,70 21,20
X 17,71 19,54 20,85
IL-18 18,66 19,93 20,11
18,68 20,13 19,15
18,59 20,15 20,14
X 18,64 20,07 19,80
RDH 17,90 18,75 18,00
17,56 19,05 17,31
17,81 18,94 18,47
X 17,76 18,91 17,92
RDH-N 18,10 17,08 21,03
18,62 16,95 20,58
18,11 17,48 21,59
X 18,28 17,17 21,07
FGH 20,50 17,78 18,14
20,61 17,77 17,97
20,47 18,24 18,43
X 20,53 17,93 18,18
FGH-N 19,51 18,43 19,23
19,53 18,40 18,99
19,32 18,76 19,62
X 19,45 18,53 19,28
PCH 19,80 17,39 18,63
19,88 17,66 19,26
19,87 17,78 19,33
X 19,85 17,61 19,07
PCH-N 17,59 17,53 18,95
17,62 17,62 19,10
17,82 17,56 19,47
X 17,68 17,57 19,17
Mobiforte® 18,09 19,31 18,43
18,05 19,11 18,37
18,36 19,33 18,82
X 18,16 19,25 18,54
Norland-HFC 17,77 18,45 18,93
18,21 18,41 17,88
18,40 18,65 19,50
X 18,13 18,50 18,77
CH-Alpha® 18,57 18,55 18,73
18,24 18,72 18,52
18,33 18,89 19,26
X 18,38 18,72 18,84

X
Dargestellt sind die Ct-Werte des Primers GAPDH fir die Kontrolle und die verschiedenen
Kollagenhydrolysate. Es wurden die Zellen von drei verschiedenen Patienten genutzt. Die
Messung erfolgte jeweils im Triplikat. Zusétzlich wurden noRT- und NTC-Kontrollen
aufgetragen, die sich jeweils als unauffallig darstellten. Die arithmetischen Mittelwerte wurden
fiir die statistische Auswertung mit dem Wilcoxon-Test und die anschlieRende Adjustierung mit
der False Discovery Rate verwendet.
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Tab. 11.2.1.2 Ct-Werte fur den Primer B2M des Versuchs 2.2.2.4

Kontrolle Variante Patient 1 Patient 2 Patient 3
Nahrmedium 17,86 18,84 18,07
17,61 18,95 18,02
17,71 19,09 18,60
X 17,72 18,96 18,23
IL-18 17,70 19,44 15,11
17,59 19,52 15,50
18,30 19,35 15,60
X 17,86 19,44 15,41
RDH 17,95 18,18 15,30
17,98 17,93 15,42
17,89 18,38 15,72
X 17,94 18,16 15,48
RDH-N 18,10 17,74 15,33
18,56 17,56 16,20
18,17 17,90 16,32
X 18,28 17,73 15,95
FGH 18,98 18,34 16,02
19,11 18,43 15,86
19,00 18,70 16,49
X 19,03 18,49 16,12
FGH-N 18,14 17,92 16,24
17,96 18,14 16,86
18,31 18,22 16,38
% 18,14 18,09 16,49
PCH 19,18 17,84 16,33
19,13 18,38 16,59
19,63 18,39 17,02
X 19,31 18,20 16,65
PCH-N 17,91 17,78 15,82
17,96 18,13 15,96
17,70 18,21 16,35
X 17,86 18,04 16,04
Mobiforte® 18,76 19,22 15,90
19,01 19,53 16,66
18,97 19,49 16,50
X 18,92 19,42 16,35
Norland-HFC 18,68 17,82 17,44
18,64 18,41 17,18
18,61 18,33 17,90
X 18,64 18,18 17,50
CH-Alpha® 18,80 19,09 16,57
19,09 19,38 17,12
19,07 19,60 17,16
X 18,99 19,36 16,95

Dargestellt sind die Ct-Werte des Primers B2M fiur die Kontrolle und die verschiedenen
Kollagenhydrolysate. Es wurden die Zellen von drei verschiedenen Patienten genutzt. Die
Messung erfolgte jeweils im Triplikat. Zusétzlich wurden noRT- und NTC-Kontrollen
aufgetragen, die sich jeweils als unauffallig darstellten. Die arithmetischen Mittelwerte wurden
fiir die statistische Auswertung mit dem Wilcoxon-Test und die anschlieende Adjustierung mit
der False Discovery Rate verwendet.
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Tab. 11.2.1.3 Ct-Werte fur den Primer ACTB des Versuchs 2.2.2.4

Kontrolle Variante Patient 1 Patient 2 Patient 3
Nahrmedium 14,90 16,40 17,45
14,79 16,48 17,98
14,45 16,61 17,99
X 14,71 16,50 17,81
IL-18 16,27 17,97 15,07
16,63 18,12 15,50
16,26 17,92 16,02
X 16,39 18,00 15,53
RDH 15,38 15,89 15,57
15,13 15,71 15,72
15,43 16,54 16,00
X 15,32 16,04 15,76
RDH-N 15,41 15,36 14,86
15,33 15,42 15,08
15,24 15,43 15,54
X 15,33 15,40 15,16
FGH 15,48 16,06 15,65
15,33 15,78 16,22
15,33 15,58 16,43
X 15,38 15,81 16,10
FGH-N 14,68 15,54 16,32
14,72 15,76 15,85
14,96 15,86 15,99
X 14,79 15,72 16,05
PCH 15,88 15,63 15,61
16,06 15,67 15,63
15,93 16,36 16,49
X 15,95 15,89 15,91
PCH-N 15,77 15,93 15,23
15,48 16,13 15,62
15,33 16,23 15,98
X 15,53 16,09 15,61
Mobiforte® 16,38 16,50 15,55
16,27 16,61 15,58
16,36 16,42 15,85
X 16,34 16,51 15,66
Norland-HFC 16,01 15,82 16,92
16,30 15,97 17,08
16,00 16,22 17,58
X 16,10 16,00 17,19
CH-Alpha® 16,69 16,60 16,35
17,25 16,43 16,36
17,06 16,95 17,04
X 17,00 16,66 16,58

Dargestellt sind die Ct-Werte des Primers ACTB fir die Kontrolle und die verschiedenen
Kollagenhydrolysate. Es wurden die Zellen von drei verschiedenen Patienten genutzt. Die
Messung erfolgte jeweils im Triplikat. Zusétzlich wurden noRT- und NTC-Kontrollen
aufgetragen, die sich jeweils als unaufféllig darstellten. Die arithmetischen Mittelwerte wurden
fiir die statistische Auswertung mit dem Wilcoxon-Test und die anschliefende Adjustierung mit
der False Discovery Rate verwendet.
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11.3 Hauptversuch

Tab. 11.3.1 Belegungsplan der 6-Well Platten im Hauptversuch
Nr. der Platte Nr. des Wells Variante
1 1 80 pl IL-1p, 100 pl Nahrmedium
80 ul IL-1p, 100 pl RDH
80 ul IL-1p, 100 pl RDH-N
80 ul IL-1p, 100 pl FGH
80 ul IL-1p, 100 pl FGH-N
100 I Nahrmedium
100 pl RDH
100 pl RDH-N
100 pl FGH
100 pl FGH-N
100 I Nahrmedium
100 pl RDH
100 pl RDH-N
100 pl FGH
100 pl FGH-N
80 pl IL-1p, 100 pl Nahrmedium
80 ul IL-1p, 100 pl CH-Alpha®
80 ul IL-1p, 100 pl Mobiforte®
80 I IL-1pB, 100 pl PCH
80 I IL-1p, 100 pl PCH-N
80 pl IL-1pB, 100 pl Norland-HFC
100 I Nahrmedium
100 pl CH-Alpha®
100 pl Mobiforte®
100 pl PCH
100 pl PCH-N
100 plI Norland-HFC
100 pl Nahrmedium
100 pl CH-Alpha®
100 pl Mobiforte®
100 ul PCH
100 pl PCH-N
6 100 plI Norland-HFC

Dargestellt sind sechs 6-Well Platten und die Zusatze in den entsprechenden Wells. Jedes Well
enthielt auBerdem 4 ml Nahrmedium. 100 pl Kollagenhydrolysat entsprachen einer
Endkonzentration im Well von 2,0 mg/ml N&hrmedium, 80 pl IL-1p entsprachen einer
Endkonzentration im Well von 10 ng/ml Nahrmedium. Well 2 von den Platten 1-3 blieb
ungenutzt.
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11.3.1 Ausgewertete Parameter

Auf den folgenden Seiten sind die einzelnen Ergebnisse der Messungen der Zellzahlen
und -viabilitdten im Hauptversuch dargestellt. Weiterhin finden sich die Ct-Werte als
arithmetisches Mittel sowie mit Standardabweichung der Triplikate, d.h. der dreifachen
Messung der Zielgene sowie des Referenzgens bzw. der entsprechenden Primer auf der
Elisa-Platte pro Kollagenhydrolysat bzw. Kontrolle, mit den daraus errechneten 244\
Werten, die Zusammenfassung der 2°““-Werte als arithmetischer Mittelwert X mit
Standardabweichung SD sowie der Median, die p-Werte des Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Tests und die p-Werte nach der Adjustierung mittels der False Discovery Rate
(FDR). Das statistische Verfahren prufte bei der Bestimmung der Zellzahlen und -
viabilitdten die Variante gegen die Kontrolle, bei den Ergebnissen nach der 244
Methode die Werte der Variante gegen den Wert 1. Werte grofRer 1 zeigten eine
Stimulation an, Werte zwischen 0 und kleiner 1 entsprachen einer Hemmung. Die 2°
AAC_Methode wurde fiir die Kollagenhydrolysate RDH, RDH-N, FGH sowie FGH-N
gegen Kontrolle 1 angewendet und fir die Kollagenhydrolysate CH-Alpha®,

Mobiforte®, PCH, PCH-N sowie N-HFC gegen Kontrolle 2 berechnet.
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Tab. 11.3.1.3 Die mRNA-Expression von ADAMTS5 in Gegenwart von

verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/mi
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.4 Die mRNA-Expression von ADAMTS5 in Gegenwart von 10 ng/ml
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.5 Die mRNA-Expression von ADAM17 in Gegenwart von

verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.6 Die mRNA-Expression von ADAM17 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.7 Die mRNA-Expression von CASP1 in Gegenwart von verschiedenen

Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang
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Tab. 11.3.1.8 Die mRNA-Expression von CASP1 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-1§
und verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.9 Die mRNA-Expression von COX-2 in Gegenwart von verschiedenen

Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.10 Die mRNA-Expression von COX-2 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-
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11 Tabellarischer Anhang
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Tab. 11.3.1.11 Die mRNA-Expression von IL-6 in Gegenwart von verschiedenen
Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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Tab. 11.3.1.12 Die mRNA-Expression von IL-6 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-1§
und verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.13 Die mRNA-Expression von IL-8 in Gegenwart von verschiedenen

Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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Tab. 11.3.1.14 Die mRNA-Expression von IL-8 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-1§
und verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.15 Die mRNA-Expression von MMP-3 in Gegenwart von

verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/mi
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.16 Die mRNA-Expression von MMP-3 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-
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1 und verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.17 Die mRNA-Expression von MMP-13 in Gegenwart von

verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/mi
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.18 Die mRNA-Expression von MMP-13 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-
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11 Tabellarischer Anhang

(@s) BunyolemagepepurlS Nw (X) LSM[IIN JBYISHBWLILE S[e ala/\-

DVV-

Z Jap Bunssejuswiwesnz sIp ‘alBAN-

DVV

"(4@3) arey
A1BA0251Q 3s|ed Jap speniw Bunuansnlpy Jap yoeu alispn-d aip pun s1sa 1 -Buey-usyd19z10A-UOX0|IAN S3p aliapA-d alp (9 = u) ueIpal Jap 8IMOS

_Z Uslsuydalia snesep alp

9IMOS HAdWVO SiaWilid S8p pun 9y d Slawlid sap arexijdii] Jep BunydiamaeprepurlS 1w [8NIA S8YIsNaWylLIe sfe aLsAN-1D aIp puls 1jja1sabreq

Tab. 11.3.1.19 Die mRNA-Expression von PRG4 in Gegenwart von verschiedenen
Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.20 Die mRNA-Expression von PRG4 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-1§

und verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.21 Die mRNA-Expression von TIMP-1 in Gegenwart von

verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/mi
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.22 Die mRNA-Expression von TIMP-1 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.23 Die mRNA-Expression von TIMP-3 in Gegenwart von

verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.24 Die mRNA-Expression von TIMP-3 in Gegenwart von 10 ng/ml IL-
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1B und verschiedenen Kollagenhydrolysaten (2,0 mg/ml)
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.1.25 Ubersicht tber die Auswertung der Morphologie der Zellen im

Hauptversuch
Zeitpunkt Variante Ergebnis
Patient1  Patient2 Patient3 Patient4 Patient5
Vor Adaption Wert 0 in allen KH-Varianten und Kontrollen
Nach Adaption Wert 0 in allen KH-Varianten und Kontrollen
Versuchsende Nahrmedium 1 0 0 1 0 0
RDH 0 0 0 0 0
RDH-N 0 0 0 0 0
FGH 0 0 0 0 0
FGH-N 0 0 1 0 1
Né&hrmedium 2 0 0 1 0 0
CH-Alpha® 0 0 0 0 0
Mobiforte® 0 1 0 0 0
PCH 0 0 0 0 0
PCH-N 0 0 0 0 0
Norland-HFC 0 0 0 0 0

Ubersicht iiber die morphologische Auswertung der Zellen aus dem Hauptversuch. Es wurden
die Zellkulturen von 5 Patienten ausgewertet. Jede KH-Variante bzw. Kontrolle entstammte
dabei einem eigenem Well (s. Tab. 11.3.1 Belegungsplan der 6-Well Platten im Hauptversuch).
Es gab bei keiner Zellkultur morphologische Verdnderungen vor oder nach der Adaption an das
veranderte Nahrmedium mit verringertem FCS-Gehalt. Bei drei Zellkulturen zeigten sich nach
dem Versuch in insgesamt 5 Fallen leichte Veranderungen, die die Zuordnung des Wertes 1
rechtfertigten.  Diese leicht  verdnderte = Morphologie trat  bei  verschiedenen
Kollagenhydrolysaten und den Kontrollen auf.
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11 Tabellarischer Anhang

11.3.2 Qualitatskontrolle

11.3.2.1 RNA A260/A280-Quotient

Tab. 11.3.2.1.1 Die Reinheit der RNA von synovialen Fibroblasten nach der
Behandlung mit Kollagenhydrolysaten

Patient Kontrolle RDH RDH-N FGH FGH-N
+ IL-1p + IL-1p + IL-1p + IL-1p + IL-1p
1 1,76 2,05 1,76 1,68 1,69
2 1,89 1,8 1,88 1,86 1,88
3 1,8 1,72 1,71 1,78 1,73
4 1,61 1,62 1,6 1,62 1,61
5 1,75 1,75 1,71 1,77 1,72
6 1,57 1,55 1,41 1,58 1,5

Dargestellt ist der A260/A280-Quotient der RNA der synovialen Fibroblasten, die nach der
Belegung der 6-Well Platten auf Platte 1 lagen. Die Analyse der RNA erfolgte nach Kapitel
2.2.1.6 mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000 Spectrophotometer.

Tab. 11.3.2.1.2 Die Reinheit der RNA von synovialen Fibroblasten nach der
Behandlung mit Kollagenhydrolysaten

Patient | Kontrole | RDH | RDHN | FGH | FGH-N
1 1,75 1,65 1,7 17 1,68
2 1,87 1,82 1,79 1,82 18
3 1,75 1,76 17 1,68 1,71
4 1,7 1,59 1,56 1,64 1,59
5 1,76 1,75 1,74 1,74 1,67
6 1,56 1,55 1,52 1,53 1,49

Dargestellt ist der A260/A280-Quotient der RNA der synovialen Fibroblasten, die nach der
Belegung der 6-Well Platten auf Platte 2 lagen. Die Analyse der RNA erfolgte nach Kapitel
2.2.1.6 mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000 Spectrophotometer.
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.2.1.3 Die Reinheit der RNA von synovialen Fibroblasten nach der

Behandlung mit Kollagenhydrolysaten
Patient Kontrolle | CH-Alphae | Mobifortee PCH PCH-N N-HFC
+ IL-1B + IL-1B + IL-1B + IL-1B + IL-1B + IL-1B
1 1,74 1,83 1,69 1,72 1,77 1,71
2 1,89 1,85 1,84 1,89 1,83 1,86
3 1,71 1,73 1,69 1,74 1,77 1,78
4 1,6 1,59 1,62 1,56 1,68 1,61
5 1,63 1,75 1,74 1,77 1,76 1,72
6 1,52 1,55 1,63 1,55 1,56 1,56

Dargestellt ist der A260/A280-Quotient der RNA der synovialen Fibroblasten, die nach der
Belegung der 6-Well Platten auf Platte 4 lagen. Die Analyse der RNA erfolgte nach Kapitel

2.2.1.6 mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000 Spectrophotometer.

Tab. 11.3.2.1.4 Die Reinheit der RNA von synovialen Fibroblasten nach der

Behandlung mit Kollagenhydrolysaten
Patient | Kontrolle | CH-Alphae | Mobifortes | PCH | PCH-N | N-HFC
1 1,74 1,74 1,66 1,65 1,74 1,72
2 1,83 1,98 1,82 1,88 1,87 1,86
3 1,73 1,72 1,78 1,64 17 1,69
4 1,63 1,64 1,67 1,51 1,59 1,63
5 1,69 1,72 1,73 1,68 1,72 1,74
6 1,55 1,56 1,58 15 1,57 1,54

Dargestellt ist der A260/A280-Quotient der RNA der synovialen Fibroblasten, die nach der
Belegung der 6-Well Platten auf Platte 5 lagen. Die Analyse der RNA erfolgte nach Kapitel

2.2.1.6 mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000 Spectrophotometer.
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11 Tabellarischer Anhang

11.3.2.2 RNA-Gehalt

Tab. 11.3.2.2.1 Die RNA-Konzentration von synovialen Fibroblasten nach der
Behandlung mit Kollagenhydrolysaten

Patient Kontrolle RDH RDH-N FGH FGH-N
+ IL-1p + IL-1p + IL-1p + IL-1p + IL-1p
[Hg/ml] [Hg/ml] [Hg/ml] [Hg/ml] [Hg/ml]
1 291 8,8 173,6 202 94,8
2 357,3 412 332 254,5 253,5
3 132,9 88,7 112 131,1 187,9
4 167 183 162 148 186
5 163,7 1449 189,4 345,4 199,7
6 144 163 31 202 156

Dargestellt ist die RNA-Konzentration der synovialen Fibroblasten, die nach der Belegung der
6-Well Platten auf Platte 1 lagen, in pg RNA pro ml RNase-freiem Wasser. Die Analyse der
RNA erfolgte nach Kapitel 2.2.1.6 mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000

Spectrophotometer.

Tab. 11.3.2.2.2 Die RNA-Konzentration von synovialen Fibroblasten nach der
Behandlung mit Kollagenhydrolysaten

Patient Kontrolle RDH RDH-N FGH FGH-N
[ng/mi] [ng/mi] [ng/mi] [ng/mi] [ng/mi]
1 188,1 50,3 66,4 32,5 2482
2 346,1 283,4 273 324,7 260,6
3 112,6 2111 320,4 199,4 204,2
4 116 126 157 166 201
5 257,8 170 118,7 147,3 162,1
6 189 149 167 111 206

Dargestellt ist die RNA-Konzentration der synovialen Fibroblasten, die nach der Belegung der
6-Well Platten auf Platte 2 lagen, in pg RNA pro ml RNase-freiem Wasser. Die Analyse der
RNA erfolgte nach Kapitel 2.2.1.6 mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000
Spectrophotometer.
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11 Tabellarischer Anhang

Tab. 11.3.2.2.3 Die RNA-Konzentration von synovialen Fibroblasten nach der

Behandlung mit Kollagenhydrolysaten
Patient Kontrolle | CH-Alphae | Mobifortee PCH PCH-N N-HFC
+ IL-1B + IL-1B + IL-1B + IL-1B + IL-1B + IL-1B

[ug/ml] [Hg/ml] [Hg/ml] [Hg/ml] [Hg/ml] [Hg/ml]

1 155,7 120,5 1478 69 146,5 139,3

2 454,3 323 328,8 381,7 3944 407,8

3 135,2 148 215,5 99,8 1194 106,2

4 124 114 169 133 170 129

5 54 260,9 192,7 230,8 186,7 179,8

6 96 149 128 175 98 137

Dargestellt ist die RNA-Konzentration der synovialen Fibroblasten, die nach der Belegung der
6-Well Platten auf Platte 4 lagen, in pg RNA pro ml RNase-freiem Wasser. Die Analyse der
RNA erfolgte nach Kapitel 2.2.1.6 mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000
Spectrophotometer.

Tab. 11.3.2.2.4 Die RNA-Konzentration von synovialen Fibroblasten nach der

Behandlung mit Kollagenhydrolysaten

Patient Kontrolle | CH-Alphae | Mobifortee PCH PCH-N N-HFC
[ng/mi] [ng/mi] [ng/mi] [ng/mi] [ng/mi] [ng/mi]

1 98,6 79,2 177,1 39,7 160,4 186,3

2 270,1 438,2 253 269 244.8 266,1

3 148,1 140,3 128,7 30 163,1 204,9

4 147 113 106 131 117 179

5 148,8 175,5 171,2 171,8 153,9 152,3

6 112 114 137 134 110 105

Dargestellt ist die RNA-Konzentration der synovialen Fibroblasten, die nach der Belegung der
6-Well Platten auf Platte 5 lagen, in pg RNA pro ml RNase-freiem Wasser. Die Analyse der
RNA erfolgte nach Kapitel 2.2.1.6 mit dem BioPhotometer® bzw. dem NanoDrop® 1000
Spectrophotometer.
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