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1 Einleitung 

1.1 Einführung in die rheumatoide Arthritis und deren Pathogenese 

Die rheumatoide Arthritis ist die wohl häufigste chronisch entzündliche Gelenkserkrankung, 

deren progredienter Verlauf, vom Synovialgewebe ausgehend, zu Knorpel- und 

Knochenzerstörung führt. Fehlgesteuerte Immunzellen produzieren in unphysiologischer 

Weise entzündungsfördernde Botenstoffe, Zytokine, die über membranständige Rezeptoren 

krankheitsfördernde Entzündungsprozesse vorantreiben. Diese Zytokine bedingen die 

Umwandlung der Gelenksschleimhaut (Synovia) in ein geschwulstartiges Gewebe, den 

sogenannten Pannus, der wiederum die Gelenkszerstörung vorantreibt. Unter den 

fehlgeleiteten Zellen finden sich hauptsächlich Lymphozyten der spezifischen Immunantwort, 

wie B-Lymphozyten und T-Lymphozyten. 

Die rheumatoide Arthritis tritt mit einer Häufigkeit von 0,5%-1% in der westeuropäischen 

Bevölkerung auf und wird in den meisten Fällen zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr 

klinisch manifest (Symmons 2002). Sie ist damit die häufigste entzündliche 

Gelenkserkrankung der Welt. Im Zuge des Fortschreitens der Erkrankung kommt es zu 

erheblichen Funktionseinschränkungen der betroffenen Gelenke im alltäglichen Leben 

(Young et al. 2000). Die Mortalität der rheumatoiden Arthritis steigt nach 10jähriger 

Erkrankungsdauer im Vergleich zur nicht erkrankten Bevölkerung in Abhängigkeit der 

Erkrankungsaktivität an (Radovits et al. 2010). 

Die Ursachen der rheumatoiden Arthritis bleiben zum Teil noch ungeklärt. Hinweise für 

genetische Ursachen sowie für ursächliche Umwelteinflüsse konnten bereits gefunden 

werden. So wird bei positiver Familienanamnese von einem 5-10fach erhöhtem 

Erkrankungsrisiko ausgegangen (Hemminki et al. 2009). Zwillingsstudien zeigten einen 

Einfluss der genetischen Risikofaktoren auf die Erkrankung von mehr als 50% (MacGregor et 

al. 2000). Führend als genetischer Risikofaktor gilt das HLA-DRB1-Allel des HLA-

Komplexes „human leucocyte antigen“ (Balsa et al. 2010). Diese Komplexe, die auch unter 

dem Namen MHC II („major histocompatibility complex II“) bekannt sind, spielen eine 

zentrale Rolle in der Eigenerkennung des Immunsystems und präsentieren z.B. zelleigene 

Proteine auf der Zelloberfläche für Immunzellen der spezifischen Immunabwehr. Die Suche 

nach weiteren genetischen Faktoren für die Entstehung der rheumatoiden Arthritis z.B. in 

Form von Untersuchungen von Genpolymorphismen sind Gegenstand aktueller Forschung 

(Dorr et al. 2004; Orozco et al. 2010; van der Helm-van Mil et al. 2010). Neben den 

genetischen Risikofaktoren scheinen aber auch Umwelteinflüsse das Risiko für das Entstehen 
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der rheumatoiden Arthritis zu erhöhen. Dies wurde z.B. für das Zigarettenrauchen und den 

Alkoholkonsum bereits belegt (Liao et al. 2009). 

Die klinischen Symptome der rheumatoiden Arthritis sind vielschichtig und äußern sich z.B. 

in entzündlich geschwollenen und schmerzenden Gelenken. Typischerweise beginnen die 

Symptome bevorzugt an den Grund- und Mittelgelenken der Finger, aber auch Fuß-, Knie-, 

Hüft- und Schultergelenke können beteiligt sein. Die rheumatoide Arthritis zeichnet sich 

neben der Polyarthritis (mehr als 3 betroffene Gelenke) vor allem durch das symmetrische 

Befallsmuster der erkrankten Gelenke aus (Bukhari et al. 2002). Neben der Symmetrie des 

Gelenksbefalls wird zudem das Symptom der Morgensteifigkeit bei einer Dauer von über 60 

min als typisch für die rheumatoide Arthritis angesehen (Visser et al. 2002; van der Helm-van 

Mil et al. 2008). Diese Steifigkeit der Gelenke in den Morgenstunden lässt sich im Vergleich 

zur Arthrose nicht nach längeren Ruhepausen - im Sinne eines Anlaufschmerzes - 

reproduzieren. 

Um die Diagnose zu objektivieren und vergleichbarer auch im Rahmen von klinischen 

Studien zu gestalten, wurden vom „American College of Rheumatology“ (ACR) und der 

„European League Against Rheumatism“ (EULAR) 2010 erneut Klassifikationskriterien zur 

Diagnosestellung festgelegt (Agarwal et al. 2008; Aletaha et al. 2010). In diese 

Klassifikationskriterien gehen Größe und Zahl der betroffenen Gelenke, serologische Marker 

wie der Rheumafaktor (RF) und Antikörper gegen citrullinierte Proteine (ACPA), 

Blutsenkung (BSG) sowie C-reaktives Protein (CRP) und auch Dauer der Symptome ein. 

Die Therapie der rheumatoiden Arthritis zielt auf die Verhinderung der Progression der 

Erkrankung ab und wird nun folgend auf Basis der EULAR-Empfehlungen erläutert (Smolen 

et al. 2010). In der medikamentösen Behandlung werden nicht-steroidale anti-

inflammatorische Medikamente (NSAR) und Glukokortikoide eingesetzt. Als sogenannte 

Basistherapeutika der rheumatoiden Arthritis gelten „disease-modifying anti-rheumatic 

drugs“ (DMARDs) mit dem am häufigsten eingesetzten Folsäureanalogon Methotrexat sowie 

den weiteren Wirkstoffen Sulfasalazin, Chloroquin, Leflunomid, Cyclosporin und Azathioprin 

(Smolen et al. 2010).  

Als neue medikamentöse Gruppe gelten Wirkstoffe, die unter dem Namen Biologicals 

zusammengefasst werden. Sie wirken als Antikörper gegen spezifische Antigene, die in Form 

von Interleukinen oder deren Rezeptoren vorliegen. Zu diesen Antigenen zählen: 

Tumornekrosefaktor alpha (TNF±), Interleukin-1-(IL1)-Rezeptor und Interleukin-6-(IL6)-

Rezeptor (Smolen et al. 2007). Trotz guter Therapieerfolge mit den neuen Anti-TNF±-

Therapeutika wie Etanercept, Infliximab oder Adalinumab kommt es dennoch häufig zu 
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Therapieabbrüchen. Diese sind laut Du Pan zu über 50% auf ein Nichtansprechen der 

Therapie zurückzuführen (Du Pan et al. 2009). Darum ist es weiterhin notwendig, nach 

weiteren Therapiekonzepten zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis zu suchen. 

Die pathologischen Grundlagen der Gelenksdestruktion in der rheumatoiden Arthritis beruhen 

auf Knorpeldegradierung sowie Knochenabbau, die durch das chronisch entzündliche Milieu 

in den betroffenen Gelenken vorangetrieben werden. Es wurde in diesem Zusammenhang 

gezeigt, dass fibroblastenähnliche Synovialzellen (FLS) und synoviale Makrophagen (MP) 

das Fortschreiten der Entzündung vornehmlich durch die Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen wie: TNF±, IL1, IL6 und durch die Synthese von Matrix-

Metalloproteinasen (MMP) unterstützen (Tchetverikov et al. 2003; Karouzakis et al. 2006). 

Eine entscheidende Rolle in diesem immunologischen Entzündungsablauf spielen die aus dem 

Thymus stammenden T-Lymphozyten. T-Lymphozyten sind vorzugweise an der spezifischen 

Immunantwort des Körpers beteiligt. Unter diesen T-Lymphozyten sind solche mit dem 

membranständigen Rezeptor CD4, die auch T-Helferzellen genannt werden, besonders 

hervorzuheben, da sie durch die Produktion von Zytokinen die Immunantwort des Körpers in 

der rheumatoiden Arthritis modulieren. Es konnte gezeigt werden, dass CD4 positive T-

Lymphozyten (CD4+ T-Zellen) durch von Synovialzellen produzierte Interleukine angelockt 

werden und sich daraufhin im rheumatoiden Synovialgewebe anlagern (Franz et al. 1998; 

Blaschke et al. 2003a). Es wird weiter vermutet, dass einer bestimmten Unterpopulation 

dieser CD4+T-Zellen eine zentrale Rolle im Zusammenhang mit der Entstehung und 

Aufrecht-erhaltung der chronischen Entzündung im rheumatischen Formenkreis durch 

Produktion von Interleukin 17 (IL17) zukommt (Park et al. 2005; Toh and Miossec 2007; van 

Hamburg et al. 2010). Die besondere Rolle dieser T-Lymphozytenreihe wird im nächsten 

Abschnitt vorgestellt.  

 

1.2 Th17-Zellen und deren Rolle in der rheumatoiden Arthritis 

T-Lymphozyten sind wichtige Zellen zur Regulation von Immunantworten und werden auch 

T-Helferzellen genannt. Durch Produktion spezieller Zytokine wirken sie auf ebenfalls an der 

Immunantwort beteiligte Epithelzellen, Fibroblasten, Makrophagen und Lymphozyten ein. 

Schon länger bekannt sind zwei Subgruppen dieser CD4+ T-Zellen: Die Gruppe der T-

Helferzellen Typ 1 (Th1-Zellen), die Interferon ³  (INF³ ) produzieren und dadurch die 

zelluläre Immunität vorantreiben sowie die Gruppe der T-Helferzellen Typ 2 (Th2-Zellen), 

die Interleukin 4 (IL4), Interleukin 5 (IL5) und Interleukin 13 (IL13) produzieren und die 
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humorale Abwehr verstärken (Dong and Flavell 2000). Es zeigte sich weiter, dass es CD4+ 

Zellen gibt, die sich dadurch auszeichnen, dass sie kein INF³  und kein IL4, dafür aber IL17 

produzieren. Diese Helferzellen wurden daher Th17-Zellen genannt (Park et al. 2005; Pene et 

al. 2008). Ein Zusammenhang dieser neuen Th17-Zellen mit Autoimmunerkrankungen wie 

der rheumatoiden Arthritis wird vermutet, da in der Synovialflüssigkeit dieser Patienten eine 

gehäufte Konzentration von Th17-Zellen und deren Zytokin IL17 zu beobachten war 

(Blaschke et al. 2003b; Shahrara et al. 2008; Moran et al. 2009). Dass diese hoch 

differenzierten Th17 Lymphozyten in chronisch entzündliches Gewebe von Patienten mit 

Psoriasis, Morbus Crohn, Asthma und rheumatoider Arthritis infiltrieren, unterstreicht zudem 

deren Beteiligung an Autoimmunprozessen (Pene et al. 2008). Im Mausmodell der 

rheumatoiden Arthritis, der „collagen induced arthritis“ (CIA), konnte gezeigt werden, dass 

Th17-Zellen durch eine Überexpression von IL17 die rheumatoide Arthritis deutlich stärker 

induzieren als die bislang verwendeten Th1-Zellen. Weiter führte eine Überexpression von 

IL17 im Mausmodell zu einer Exazerbation der rheumatoiden Arthritis (Lubberts 2008). Dies 

steht im Einklang mit neusten Erkenntnissen der Forschung, die zeigen konnten, dass Th17-

Zellen deutlich potenter die Expression von MMPs, IL6 und anderen proinflammatorischen 

Zytokinen induzieren als Th1-Tellen (van Hamburg et al. 2010). Es wird davon ausgegangen, 

dass Th1- und Th17-Zellen im Gleichgewicht zueinander stehen, und dass das jeweilige 

Milieu z.B. im entzündeten Gelenk für die jeweilige Differenzierung verantwortlich ist 

(Annunziato et al. 2008; Lubberts 2010). In diesem Zusammenhang stellte sich heraus, dass 

sich Th17-Zellen durch IL6 vermehrt differenzieren lassen (Kimura and Kishimoto 2010). 

Eben dieses Zytokin IL6 wird wiederum von Th17-Zellen über deren Zytokin IL17 induziert 

(van Hamburg et al. 2010). Den Th17-Zellen und deren Differenzierungsprozessen scheint 

daher eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung von Entzündungsprozessen in der 

rheumatoiden Arthritis zuzukommen und sie stellen so ein vielversprechendes Ziel für neue 

Therapiekonzepte in der Behandlung der rheumatoiden Arthritis dar (Lubberts 2008; Sarkar 

and Fox 2010; Steward-Tharp et al. 2010). Die Effekte der Th17-Zellen über deren Zytokin 

IL17 werden folgend näher vorgestellt. 

 

1.3 Interleukin 17 und seine Rolle in der rheumatoiden Arthritis 

IL17 ist ein inflammatorisches Zytokin, das als spezielles Transkript von aktivierten T-Zellen 

unter dem alten Namen CTLA-8 erstmals 1993 beschrieben wurde (Rouvier et al. 1993). 

Daraufhin wurden im Laufe der Zeit sechs menschliche Isoformen von IL17 (IL17A-F) 
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entdeckt (Aggarwal and Gurney 2002). Von diesen Isoformen teilen IL17A und IL17F die 

meisten Gemeinsamkeiten in ihrem molekularen Aufbau (Kolls and Lindén 2004). IL17 

erhöht die Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie IL6 und IL8 sowie von 

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) (Fossiez et al. 1996; Chabaud et al. 2000; Hwang et al. 

2004) und stimuliert die Angiogenese im Synovialgewebe von Patienten mit rheumatoider 

Arthritis (Ryu et al. 2006). Auch wird die Knorpeldegradation und Knochenresorption von 

Patienten mit rheumatoider Arthritis durch IL17 unterstützt (Kotake et al. 1999; Koshy et al. 

2002) und die Synthese von Proteoglykanen und Kollagen im Chondrozyten durch IL17 

gestört (Lubberts et al. 2000; Cai et al. 2001b; Pacquelet et al. 2002). Der Einfluss von IL17 

auf das Gleichgewicht der MMPs und auf deren Inhibitoren, die „tissue inhibitors of 

metalloproteases“ (TIMPs), scheint ebenfalls dazu beizutragen, dass Knorpel in der 

rheumatoiden Arthritis zugrunde geht. So konnte gezeigt werden, dass die Konzentrationen 

der Matrix-Metalloproteinasen MMP3, MMP8 und MMP9, welche als Marker für 

fortschreitende Gelenkszerstörung in der frühen rheumatoiden Arthritis gelten, in der 

Synovialflüssigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis vermehrt vorzufinden waren 

(Yoshihara et al. 2000; Tchetverikov et al. 2003; Mamehara et al. 2010; Houseman et al. 

2012). Es gibt Anhaltspunkte, dass an der Signalwirkung von IL17 auf die von ihm 

stimulierten Zellen der Transkriptionsfaktor „nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 

activated B-cells“ (NFº B) beteiligt ist (Shalom-Barak et al. 1998; Georganas et al. 2000). Die 

genaue Wirkung von IL17 auf den Chondrozytenmetabolismus und die daraus resultierenden 

Veränderungen in der Knorpelmatrix sind jedoch noch nicht vollständig geklärt und sind 

Gegenstand gegenwärtiger Forschung. 

IL17-Isoformen wirken über einen membranständigen IL17-Rezeptor, der von Yao 1995 zum 

ersten Mal beschrieben wurde und von dem nun insgesamt 5 Isoformen (IL17RA-RE) 

bekannt sind (Yao et al. 1995; Kolls and Lindén 2004). Für die rheumatoide Arthritis sind 

insbesondere die beiden Rezeptoren IL17RA und IL17RC von Interesse, denn es konnte 

gezeigt werden, dass diese beiden Rezeptoren, IL17RA und IL17RC, im Blut von RA-

Patienten im Vergleich zu gesunden Patienten vermehrt vorliegen (Zrioual et al. 2008). Ein 

Verlust der IL17RC-Rezeptoren führt dazu, dass neutrophile Granulozyten nicht mehr von 

Th17-Zellen über IL17 aktiviert werden können (Pelletier et al. 2010). Zudem sind diese 

beiden Rezeptoren IL17RA und IL17RC für die IL17-Stimulation von Synoviozyten zur 

Sekretion von IL6 notwendig (Zrioual et al. 2008). Wright fand an bronchialen Epithelzellen 

heraus, dass die IL17-Isoformen IL17A und IL17F über einen Rezeptorkomplex aus IL17RA 

und IL17RC wirken (Wright et al. 2008). Es ist somit anzunehmen, dass IL17 in vivo als 
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Heterodimer aus zwei seiner Isoformen über spezielle Rezeptorkomplexe wirkt. Die Wirkung 

von IL17 auf chondrogene Vorläuferzellen ist Gegenstand dieser Arbeit. Dass IL17 einen 

Einfluss auf eben diese chondrogenen Vorläuferzellen ausübt, wird vermutet, da diese Zellen 

die beiden IL17-Rezeptoren IL17RA und IL17RC exprimieren. Auf die vor kurzem 

entdeckten chondrogenen Vorläuferzellen und deren IL17-vermittelte Rolle in der 

rheumatoiden Arthritis soll folgend eingegangen werden. 

 

1.4 Chondrogene Vorläuferzellen und deren Rolle in der rheumatoiden 
Arthritis 

Seit langem bestand in der Forschung Übereinkunft darin, dass der adulte menschliche 

Knorpel nur aus bereits ausdifferenzierten Knorpelzellen bestehe und damit kein eigenes 

Regenerationspotential besitze. Dieses Konzept wurde jedoch in den letzten Jahren durch die 

Hypothese, dass Vorläuferpopulationen in der Oberfläche des Knorpels existieren, in Zweifel 

gezogen. So konnten bereits mehrere Arbeitsgruppen mesenchymale oder chondrogene 

Vorläufer- bzw. Progenitorzellen in der Oberflächenzone von gesundem und krankem 

Knorpel nachweisen (Alsalameh et al. 2004; Dowthwaite 2004; Grogan et al. 2009; Koelling 

et al. 2009). Dies geschah über bestimmte Zellmarker wie Notch-1, Stro-1 und „vascular cell 

adhesion molecule“ (VCAM) und über typische Oberflächenmarker „cluster of 

differentiation“ (CD) wie CD29, CD44,CD73 und CD90, die als typisch für Stammzellen 

gelten (Koelling et al. 2009). 

Aus Knorpelgewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis konnten nun ebenfalls 

chondrogene Vorläuferzellen mit Stammzellcharakter isoliert und charakterisiert werden. 

Diese Zellen ähneln sehr stark den bereits für die Ostheoarthrose (Arthrose) entdeckten 

chondrogenen Vorläuferzellen, die auch „chondrogenic progenitor cells“ (CPCs) genannt 

werden (Koelling et al. 2009). Sie weisen die oben genannten Oberflächenmarker CDs auf, 

die typisch für chondrogene Stammzellen sind. Zudem ließen sich diese Zellen in 

Chondrozyten, Adipozyten und Osteozyten differenzieren, was ebenfalls ihren 

Stammzellcharakter unterstreicht. Chondrogene Vorläuferzellen migrieren in defektes 

Knorpelgewebe und sind in der Lage Knorpelmatrixproteine zu produzieren, daher wird 

vermutet, dass diesen Zellen eine besondere Rolle in der Knorpelregeneration zukommen 

könnte (Koelling and Miosge 2009). 

Da auf chondrogenen Vorläuferzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis die IL17-

Rezeptoren IL17RA und IL17RC nachgewiesen werden konnten, ist zu vermuten, dass IL17 

über eben diese Rezeptoren eine Wirkung auf chondrogene Vorläuferzellen ausüben könnte. 

 
14 

 



 

So soll der Einfluss des im rheumatisch erkrankten Knie herrschenden Milieus auf die 

chondrogenen Vorläuferzellen untersucht werden. Dies wird durch die Stimulation der 

chondrogenen Vorläuferzellen durch das von TH17-Zellen produzierte IL17 simuliert. Wie 

die Reaktion dieser chondrogenen Vorläuferzellen auf die IL17-Stimulation ausfällt, ist noch 

unklar und soll mit dieser Arbeit erstmalig mittels bekannter Verfahren wie: quantitativer 

Real-Time-PCR, Western Blot und Immunfluoreszenz durch den Vergleich von stimulierten 

und nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen untersucht werden.  

Ob chondrogene Vorläuferzellen proinflammatorische Zytokine wie IL6, IL1 und TNF± 

produzieren, soll in dieser Arbeit zunächst herausgefunden werden, um im Anschluss daran 

den Einfluss der IL17-Stimulation auf die chondrogenen Vorläuferzellen im Bezug auf ihre 

IL6-, IL1- und TNF±-Synthese zu untersuchen. 

Es wird angenommen, dass die Synthese dieser Botenstoffe durch die Stimulation mit IL17 

ansteigt, da bereits für Chondrozyten und Fibroblasten in der rheumatoiden Arthritis gezeigt 

werden konnte, dass IL17 die Expression von IL6, IL8, IL1, TNF± in diesen Zellen erhöht 

(Shalom-Barak et al. 1998; Georganas et al. 2000; Hwang et al. 2004; Agarwal et al. 2008). 

Weiter soll die Expression bestimmter MMPs in den chondrogenen Vorläuferzellen 

untersucht werden. Dazu soll die Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP3), die in der 

rheumatoiden Arthritis auch als prognostischer Marker gehäuft anzutreffen ist (Yoshihara et 

al. 2000; Mamehara et al. 2010; Bakker et al. 2012; Houseman et al. 2012), in den 

chondrogenen Vorläuferzellen nachgewiesen werden. Weiter soll dann ebenfalls die Wirkung 

der IL17-Stimulation auf die MMP3-Synthese untersucht werden. Auch hier konnte bereits 

für Chondrozyten und Fibroblasten in der rheumatoiden Arthritis gezeigt werden, dass IL17 

die Synthese der MMP3 erhöht (Shalom-Barak et al. 1998; Cai et al. 2001b; Koshy et al. 

2002; Agarwal et al. 2010). 

Für chondrogene Vorläuferzellen von Patienten mit Osteoarthritis konnte gezeigt werden, 

dass sie ein ausgeprägtes Migrationsvermögen besitzen (Koelling et al. 2009). 

Membranständige Matrix-Metalloproteinasen (MT-MMPs) könnten für diese 

Migrationsfähigkeit eine Erklärung bieten. Sie werden in der rheumatoiden Arthritis mit der 

Invasivität von Fibroblasten in die Synovia in Zusammenhang gebracht (Rutkauskaite et al. 

2005; Miller et al. 2009). Für dendritische Zellen konnte zudem bereits gezeigt werden, dass 

MMP14 (MT-MMP1) an den Migrationsprozessen beteiligt ist (Yang et al. 2006). Es wäre 

interessant zu sehen, ob chondrogene Vorläuferzellen Mitglieder eben dieser 

membranständigen Matrix-Metalloproteinasen synthetisieren. Dies soll für die 

membranständigen Matrix-Metalloproteinasen MMP14, MMP15, und MMP17 untersucht 
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werden. So könnten eben diese membranständigen Matrix-Metalloproteinasen den 

Migrationscharakter der chondrogenen Vorläuferzellen erklären. Ob IL17 einen Einfluss auf 

die Synthese dieser membranständigen Matrix-Metalloproteinasen besitzt bleibt abzuwarten. 

Ein neues Therapiekonzept in der rheumatoiden Arthritis, in dem mit IL17 Antikörpern 

versucht wird die IL17-Wirkung in der rheumatoiden Arthritis zu blocken, befindet sich 

aktuell in der ersten Phase klinischer Studien und gilt als vielversprechendes neues Ziel in der 

Rheumatoiden-Arthritis-Therapie (Genovese et al. 2010).  

Ob sich die untersuchten IL17-Effekte auf die chondrogenen Vorläuferzellen durch IL17 

Antiköper blocken ließen, soll in dieser Arbeit abschließend untersucht werden. So könnte 

zum einen gezeigt werden, dass der Effekt auf die chondrogenen Vorläuferzellen allein vom 

eingesetzten IL17 ausgeht und zum anderen würde das zuvor erwähnte Therapiekonzept als 

mögliche Alternative in der Therapie der rheumatoiden Arthritis weiter unterstützt. 

Die so gewonnenen neuen Erkenntnisse über das Verhalten chondrogener Vorläuferzellen in 

IL17-reichem Milieu könnten zudem neue Strategien in der Bekämpfung der rheumatoiden 

Arthritis aufzeigen. In zukünftigen Untersuchungen könnten dann Th17-Zellen isoliert und in 

Co-Kultur mit den chondrogenen Vorläuferzellen gehalten werden, um den genauen Einfluss 

dieser Zellen auf die chondrogenen Vorläuferzellen zu untersuchen. Dazu könnte diese Arbeit 

Anhaltspunkte liefern, um die Wirkung der IL17-Stimulation genauer einzuschätzen zu 

können.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
16 

 



 

2 Aufgabenstellung 

Ziel der Arbeit ist, ein besseres Verständnis der IL17-Wirkung auf chondrogene 

Vorläuferzellen zu erhalten, um deren Funktion in der rheumatoiden Arthritis genauer zu 

erfassen. Dazu soll das Proliferationsverhalten und die Syntheseaktivität der chondrogenen 

Vorläuferzellen unter normal und unter IL17-Stimulations-Bedingungen untersucht werden. 

Es wird vermutet, dass IL17 in chondrogenen Vorläuferzellen Einfluss auf die mRNA-

Synthese von inflammatorischen Zytokinen wie IL6, sowie auf die MMPs (MMP3, MMP14, 

MMP15, MMP17) besitzt. Zudem soll die Synthese des Transkriptionsfaktors NFkB 

untersucht werden, um einen möglichen Zusammenhang von NFkB als Transkriptionsfaktor 

für die IL6-Synthese zu zeigen. Dazu sollen IL6, NFkB, MMP3, MMP14, MMP15, MMP17 

zunächst in den Zellen nachgewiesen werden und anschließend der Einfluss der IL17-

Stimulation auf deren Synthese untersucht werden. Dann sollen die Proteine MMP3 und IL6 

in den chondrogenen Vorläuferzellen nachgewiesen werden, um eine Translation aus der 

zuvor bestimmten mRNA exemplarisch zu bestätigen. Zuletzt soll dann versucht werden, die 

IL17-Wirkung durch einen IL17-Antikörper zu blocken. 

Zur Untersuchung des Teilungsverhaltens soll die Zellzahlentwicklung, der in Kultur 

gehaltenen chondrogenen Vorläuferzellen, mit und ohne Zusatz von IL17-Stimulations-

Medium gemessen und verglichen werden. Weiter soll durch Zeit- und Konzentrationsreihen 

die optimale IL17-Konzentration für die Stimulationsversuche ermittelt werden. Dann sollen 

die Entzündungsmediatoren IL6, MMP3, MMP15, MMP14, MMP17, NFkB, TIMP3, 

MAPK1, ADAMTS-5, Aggrecan, IL1 und TNF± mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR 

(qRT-PCR) in den chondrogenen Vorläuferzellen nachgewiesen werden. Weiterhin sollen 

dann in IL17-Stimulationsversuchen an chondrogenen Vorläuferzellen die Änderungen in der 

mRNA-Syntheserate eben dieser Entzündungsmediatoren verglichen werden. Dies soll 

ebenfalls mit dem Verfahren der qRT-PCR untersucht werden. Zur Bestätigung der 

Syntheseergebnisse sollen die Proteine MMP3 und IL6 durch Western Blot und durch 

Immunfluoreszenz in den chondrogenen Vorläuferzellen auch auf Proteinebene nachgewiesen 

werden, um die Translation der mRNA-Sequenzen zu bestätigen. Zum Schluss soll ergänzend 

gezeigt werden, dass sich der IL17-Effekt auf die IL6-Synthese mit einem IL17-Antikörper 

hemmen lässt. Dies soll ebenfalls mit Hilfe der qRT-PCR im Vergleich von stimulierten und 

nicht stimulierten zu mit IL17-Antikörper geblockten stimulierten Kulturen untersucht 

werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien und Geräte 

3.1.1 Wichtige Geräte 

Tab.1 Verwendete Geräte. 
Name Hersteller 

PCR Cycler Mastercycler Realplex2 S (Eppendorf, 

Hamburg, Deutschland) 

Zellbank Herasafe (Heraeus Holding GmbH, Hanau, 

Deutschland) 

Röntgenkassette Philips AMPLi 2 azuray (Philips, 

Amsterdam, Niederlande) 

Western-Blot-Film Amersham Hypergilm ™ECL (Amersham 

Biosciences, Amersham, UK)  

Biophotometers  Nanodrop (Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland) 

Zellometer Nexcelom Biosciences, Lawrence, USA 

Nassblotkammer PeqLab Biotechnologie GmBH, Erlangen, 

Deutschland 

Zentrifuge groß Eppendorf Centrifuge 5810 (Eppendorf, 

Hamburg, Deutschland) 

Zentrifuge klein Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf, 

Hamburg, Deutschland) 

UV-Licht Mikroskop Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland) 

3.1.2 Puffer und Lösungen  

Tab.2: Verwendete Puffer und Lösungen. 
Eingesetzt: Name: Zusammensetzung: 

Western Blot SDS-Probenpuffer 0,3M Tris 

9 % SDS 

22,5% Glycerin 

Spatelspitze Bromphenolblau 
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Western Blot Polyacrylamid-Trenngel 1,4ml 1,5 M Trispuffer  

55µl 10% SDS 

5µl TEMED 

2,78ml Acrylamid 

1,62ml H2O 

0,25ml 10% Ammonium-

peroxodisulfat 

Western Blot Polyacrylamid-Sammelgel 0,625ml 1,5 M Trispuffer  

25µl 10% SDS 

2,5µl TEMED 

0,4ml Acrylamid 

1,35ml H2O 

0,1ml 10% Ammonium 

peroxodisulfat 

Western Blot  Laufpuffer 5 fach 0,25 M Tris        30,3 g       

1,9   M Glycine    142,6 g 

10% SDS 50ml                  

pH 8,7                                 

ad 1000 ml mit H2O 

Western Blot Laufpuffer 1fach Laufpuffer 5fach             

1:5 verdünnt 

Western Blot Transferpuffer 25 mM Tris        6.05g 

192 mM Glycine  28.8g 

20%Methanol     400ml 

mit H2O auf 2000ml 

auffüllen pH 8,3 

Western Blot Coomassie-brilliant-blue-

Farblösung 

0,1% Coomassie brilliant 

blue R   0,1g 

50% Methanol   50 ml 

7% Essigsäure   7ml          

ad auf 100 ml mit H2O 

Western Blot Entfärber 1 50 % Methanol   50 ml 

7 % Essigsäure   7 ml  
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ad auf 100 ml mit H2O 

Western Blot Entfärber 2 90 % Methanol   90 ml 

10 % Essigsäure   10ml 

Western Blot Blocklösung 5% Milchpulver in TBS-T 

Western Blot TBS-T 10fach 200 mM Tris   24,2 g                 

1,5 M    NaCl   87,6 g                

pH 7,4                                         

mit H2O auf 1000 ml auffüllen 

Western Blot TBS-T TBS-T   100 ml 10xTBS            

0,05 % Tween 20  0,5 g            

mit H2O a uf 1000 ml auffüllen 

3.1.3 Antikörper 

Tab.3: Verwendete Antikörper. 
Eingesetzt: Produktname: Hersteller: 

Western Blot 

Immunfluoreszenz 

MMP3 antibody [4B7.3] Maus 

monoclonal 

Abcam, Cambridge, UK 

(ab38907)  

Western Blot 

Immunfluoreszenz 

IL6 antibody Maus monoclonal  Abcam, Cambridge, UK 

(ab66231) 

Western Blot 

Immunfluoreszenz 

IgG Anti mouse polyclonal Sigma-Aldrich, St. Louis,  

USA (A9917) 

IL17-Stimulation   Recombinatn human IL-17A/F 

Heterodimer 

R&D Systems, Minneapolis, 

USA (5194-IL) 

IL17-Stimulations -  

Inhibitionsversuch 

Anti-human IL-17 Antibody 

monoclonal  

R&D Systems, Minneapolis, 

USA (MAB317) 

Immunfluoreszenz +Fluorescein-Labeld Affinity 

Purified Antibody To Mouse 

IgG+IgM (H+L) 

KPL, Gaithersburg, USA 

(Catalog No. 02-18-09) 

3.1.4 Medien 

Tab.4: Verwendete Medien. 
DMEM-Medium  DMEM + 20% FCS  

+ Penicillin/Streptomycin 
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 

Tab.5: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Reagenzien. 
Produktname Hersteller 

Syber-Green Invitrogen, Carlsberg, USA # 11733-046 

PBS Sigma, Kawaskai, Japan (4417-100TAB) 

DMEM  Gibco, Carlsberg, USA (Art. 21885) 

TEMED Roth, Hohenstein Emstthal, Deutschland 

(Art. 2367.3) 

Methanol Roth, Hohenstein Emstthal, Deutschland 

(Art. 4627.2) 

Ethanol Fura AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

(EC-No: 2005786) 

SDS Sigma-Aldrich, St. Louis,  USA, (71999) 

Tris Roth, Hohenstein Emstthal, Deutschland 

(Art. 5429.3) 

Glyzine AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

(A3707,1000) 

10% Ammonium peroxodisulfat Roth, Hohenstein Emstthal, Deutschland 

(Art. At9592.2 

Acrylamid Roth, Hohenstein Emstthal, Deutschland 

(Art. 3029.2) 

Bromphenolblau Roth, Hohenstein Emstthal, Deutschland 

(Art. T116.1) 

10 % Essigsäure AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

A0662,1000) 

5% Milchpulver Roth, Hohenstein Emstthal, Deutschland 

(Art. T145.2) 

ETC™Plus System GE Healthcare Chalfont st. Giles, UK 

(RPN2132) 

Kulturflaschen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

6-Well-Platten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

24 Well-Platten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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25% HCl AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

(A0658,1000) 

bovines Serumalbumin  Sigma, Kawaskai, Japan (A9647-100G) 

RLT-Puffer  Qiagen, Hilden, Deutschland, (79216) 

² -Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA (63689) 

RNA Shredder Säule Qiagen, Hilden, Deutschland (1011711) 

RNAeasy Mini Säule  Qiagen, Hilden, Deutschland, (1011708) 

RW1-Puffer  Qiagen, Hilden, Deutschland, (1015763) 

QuantiTect Reverse Transcription Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland, ( 205313) 

genomic DNA Wipeout Buffer aus QuantiTect Reverse Transcription Kit 

Reverse Transkriptase aus QuantiTect Reverse Transcription Kit 

Primer Mix  aus QuantiTect Reverse Transcription Kit 

HCl AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

(A0658,1000) 

FCS Gibco, Carlsberg, USA (10270) 

2-Mercaproethanol Fluka AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

(63689) 

PageRuler™ Fermentas (Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, USA) #SM0661 

Proteinleiter Western Blot Fermentas (Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, USA) (#SM0671) 

Filme Amersham Hypergilm ™ECL (Amersham 

Biosciences, Amersham, UK) 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Präambel 

 

Die Doktorarbeit entstand im Rahmen des Schwerpunktprogrammes der Deutschen 

Forschungsgemeinschaft DFG (SPP 1468) „Osteoimmunology – Immunobone“ mit dem 

Titel: „Molecular mechanisms of Th17 cell effector function on cartilage and bone matrix 

destruction in rheumatoid arthritis (RA) and its modulation via osteopontin“ unter der 

Leitung von Prof. Dr. med. S. Blaschke, Prof. Dr. med N. Miosge und PD Dr. med. A.W. 

Beham. 

 

3.2.2 Gewinnung des Knorpelgewebes 

Krankes Knorpelgewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis wurde im Verlauf von 

Knieoperationen gewonnen. Besonderer Dank hierfür geht an Dr. med. Mai. Das 

Knorpelgewebe wurde direkt nach Entfernung in einer 1:1 PBS/DMEM-Lösung 

aufgenommen und sofort weiterverarbeitet. Alle Patienten entsprachen den „American 

College of Rheumatology“-Klassifikationskriterien für die rheumatoide Arthritis (Altman et 

al. 1986). Alle Patienten gaben vor der Operation ihr schriftliches Einverständnis zur 

Verwendung der Proben und wurden über die Ziele dieser Studie aufgeklärt. Die Studie 

wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen 

genehmigt (Ethikantragsnummer: 05/12/09 mit dem Titel: „Molekulare Mechanismen der T-

Helfen Zelltyp 17 (TH17) vermittelten Knorpel- und Knochendestruktion“). 

3.2.3 Zellisolation und Zellkultur der chondrogenen Vorläuferzellen 

 
Aus dem kranken Knorpelgewebe wurden Knorpelchips der Größe 8-15mm³ aus dem 

angrenzenden Randbereich des Knorpeldefekts unter sterilen Bedingungen präpariert. Diese 

Chips wurden für mindestens 10 Tage im DMEM-Medium (s. Medien 3.1.4) kultiviert und 

auswachsende Zellen unter Standard-Zellkulturbedingungen in Kultur gehalten. 

Es folgte mindestens eine Zellpassage der so gewonnen Zellen mit wöchentlich zweimaligem 

Mediumwechsel und Aufteilung auf mehrere Kulturflaschen, ehe die Zellen für die Versuche 

herangezogen wurden. Die Zellen wuchsen je nach Versuch entweder auf 75cm³, 25cm³ oder 

9cm³ großen Kulturflaschen bzw. auf 6- oder 24-Wellplatten (s. Verbrauchsmaterialien und 

Reagenzien 3.1.5). 
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3.2.4 Zellgewinnung 

Nach zwei bis fünf Passagen und eventueller Stimulation mit IL17 wurden die Zellen nach 

Absaugung des Mediums mit PBS gewaschen und mechanisch abgelöst. Die PBS-Zelllösung 

wurde anschließend für 10min mit 300rcf zentrifugiert und nach Entfernung des Überstandes 

in 1ml PBS resuspendiert. Daraufhin wurde die Zellzahl mit Hilfe des Zellometers (s. 3.1.1 

Geräte 3.1.1) bestimmt. Nach erneutem 10 minütigen Zentrifugieren und Entfernung des 

Überstandes wurde das nun gewonnene Zellpellet entweder direkt im Versuch verwendet oder 

bei -80°C bis dahin gelagert. 

 

3.2.5 IL17-Stimulation 

Die Stimulation der Zellen mit IL17 erfolgte mit dem recombinanten menschlichen IL17A/F 

Heterodimer der Firma R&D Systems (Catalog Nummer: 5194-IL). 

Das IL17 wurde in 4 mM HCL unter Zusatz von 0,1% bovinem Serumalbumin aufgenommen 

und steril filtriert. Daraus ergab sich die Konzentration der IL17-Stammlösung von 100µg/ml. 

Aus dieser IL17-Stammlösung wurden die Zellen mit Konzentrationen von 10ng und 50ng 

pro ml des DMEM-Mediums (s. Medien 3.1.4) stimuliert. Das Medium wurde in den 

Stimulationsversuchen jeweils nach 24h gewechselt. Zum Vergleich wurden jeweils 

Kontrollen ohne IL17-Stimulation (0ng/ml) unter gleichen Bedingungen parallel 

durchgeführt. 

Zur Ermittlung der Wachstumskurve der chondrogenen Vorläuferzellen unter IL17-Einlfuss 

wurden je 10000 Zellen in 6-Well-Platten ausgesät und mit 0ng/ml, 10ng/ml und 50ng/ml 

IL17 stimuliert. Nach 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h wurden die Zellen dann mechanisch 

abgelöst und mit dem Zellometer (s. Geräte 3.1.1) gezählt. Für die qRT-PCR (s. 3.3) und den 

Western Blot (s. 3.5) wurden die Zellkulturen auf 75cm³ großen Kulturflaschen gezüchtet, bis 

die Kulturflaschen annähernd voll gewachsen waren und wurden dann für 48h mit IL17 

(0ng/ml,10ng/ml und 50ng/ml) stimuliert. Dann wurden die Zellpellets gewonnen (s. 3.2.4) 

und entweder direkt für den Western Blot eingesetzt oder nach RNA-Isolierung (s. 3.3.3) in 

cDNA umgeschrieben (s. 3.3.4), um dann in der qRT-PCR eingesetzt zu werden. Auch bei 

diesen Versuchen wurden jeweils nicht stimulierte Kontrollreihen parallel mitgeführt. 

 

3.2.6 IL17-Stimulationsinhibitionsversuch 

Hier erfolgte die Stimulation der Zellen wie in 3.2.5 beschrieben in 25cm³ großen 

Kulturflaschen mit zusätzlicher Zugabe eines Anti-human-IL17-Antikörpers (s. Antikörper 
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3.1.3). IL17 und Antikörper inkubierten über Nacht bei 4°, um eine vollständige Bindung zu 

gewährleisten und wurden dann dem Zellmedium zugefügt. Hierbei wurde IL17 in der 

Konzentration von 10ng/ml und der IL17-Antikörper in der Konzentration von 100µg/ml 

eingesetzt. Als negativ Kontrollen fungierten eine nicht stimulierte Zellkultur ohne IL17-

Einfluss und eine Kultur mit Zugabe der IL17-Resuspensionslösung (4mM HCL mit 0,1% 

BSA). Als positive Kontrolle diente eine mit 10ng/ml IL17 stimulierte Kultur. Alle 

Zellmedien wurden nach 24h gewechselt und die Zellpellets nach 48h gewonnen (s. 3.2.4). 

Dann wurde nach RNA-Isolierung (s. 3.3.3) und Umschreibung in cDNA (s. 3.3.4) eine qRT-

PCR mit dem Primer IL6 durchgeführt (s. 3.3.9). 

 

3.3 mRNA-Nachweis mit quantitativer Real-Time-PCR 

3.3.1 Allgemeines zum Verfahren der quantitativen Real-Time-PCR 

Die quantitative Real-Time-Polymerasekettenreation (qRT-PCR) dient der Amplifikation von 

Nukleotidsequenzen eines zu untersuchenden Zielgens. Durch die Anzahl der so kopierten 

Nukleotidsequenzen, kann dann auf die Transkription und Expression des Zielgens in den 

untersuchten Zellreihen geschlossen werden. Die qRT-PCR wird mittels einer hitzestabilen 

Taq-Polymerase und einem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green (s. 

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 3.1.5) durchgeführt. Folgende Schritte laufen in 

einem PCR-Zyklus hintereinander ab. 

1. Denaturierung: Die DNA wird bei 95°C in Einzelstränge denaturiert. 

2. Annealing: Hier lagert sich der Primer, der den Startpunkt der PCR Amplifikation 

darstellt, an die DNA an. Die Temperatur wurde speziell für jeden Primer zuvor 

untersucht und ist in der Primertabelle mit aufgelistet (s. Primertabelle 3.3.6). 

3. Synthetisierung: Hier werden bei 72°C die Komplementärstränge durch die Taq-

Polymerase synthetisiert. Folgend kann sich das SYBR-Green an doppelsträngige 

DNA anlagern und die Fluoreszenz des gebundenen SYBR-Green gemessen werden. 

Diese drei Schritte werden bis zu 40-mal wiederholt, wobei sich bei jedem Zyklus der 

Amplifikation die DNA theoretisch verdoppelt. Die Einlagerung des SYBR-Green an DNA 

kann dabei durch Amplifikation sichtbar gemacht werden. Die PCR-Maschine ist für einen 

bestimmten Fluoreszenzschwellenwert geeicht. Der Zyklus, bei dem dieser Schwellenwert 

überschritten wird, gibt den ct-Wert („threshold cycle“) an. Aufgrund der Proportionalität der 

Fluoreszenz zu der eingesetzten Anzahl der DNA-Moleküle kann dann mit dem ct-Wert 

indirekt auf den DNA-Gehalt des Zielgens geschlossen werden. Das heißt, je höher die Menge 
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an DNA-Molekülen in der Probe ist, desto früher wird der Schwellenwert (ct-Wert) erreicht. 

Ein kleiner ct-Wert weist also auf einen hohen DNA-Gehalt in der Probe hin. Ein großer ct-

Wert deutet hingegen auf wenig DNA-Gehalt in der Probe hin. Durch Vergleich dieser ct-

Werte im Verhältnis zu einem ebenfalls untersuchten Housekeeping-Gen kann dann eine 

Verhältniszahl zwischen der Kontrolle und der stimulierten Probe mit der von Pfaffl 

beschriebenen Methode (Pfaffl 2001) bestimmt werden. So kann dann der mRNA-Gehalt der 

zu untersuchenden Zellen ermittelt und untereinander verglichen werden. 

 

3.3.2 Vorbereitende Maßnahmen für die quantitative Real-Time-PCR 

Zur Durchführung einer qRT-PCR muss aus den in Zellkultur gewonnenen Zellen zuerst die 

RNA isoliert und diese dann in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden, ehe 

dann die qRT-PCR durchgeführt werden kann. 

Die in der qRT-PCR eingesetzten Primer sind entweder entworfen oder der Literatur 

entnommen worden. Dann wurden mit jedem Primer je eine Gradienten-PCR zur Ermittlung 

dessen Annealing-Temperatur durchgeführt, sowie das Produkt der PCR durch Sequenzierung 

bestätigt. Somit konnte sichergestellt werden, dass jeder Primer bei optimalen Bedingungen 

eingesetzt und auch das gewünschte Produkt amplifiziert wurde. 

 

3.3.3 RNA-Isolierung 

Die in Zellkultur stimulierten bzw. nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen (s. 3.2.5) 

wurden als Zellpellet gewonnen (s. 3.2.4) und weiterverarbeitet. Aus diesen Zellpellets, die je 

ca. 500.000 Zellen beinhalteten, wurde dann, wie folgend beschrieben, die RNA isoliert. 

Die Zellen wurden in 350µl RLT-Puffer (s. Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 3.1.5) und 

3,5µl ² -Mercaptoethanol (s. Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 3.1.5) resuspendiert und 

für 2min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wurde dann auf der Qiagen-

Shredder-Säule (s. Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 3.1.5) für 2min mit 16000UpM 

zentrifugiert. Dem Durchfluss wurden dann 350µl 70%tiges absolutes Ethanol zugegeben. 

Die nun erhaltenen 700µl wurden auf eine RNAeasy-Mini-Säule (s. Verbrauchsmaterialien 

und Reagenzien 3.1.5) pipettiert, kurz zentrifugiert und der Durchfluss dann verworfen. Die 

RNA bindet hier an eine Silicat-Membran und lässt sich dort gebunden reinigen. Die 

folgenden Waschpuffer wurden mit aufsteigendem Elektrolytgehalt in die Säule pipettiert. 

Zuerst wurde mit 700µl RW1-Puffer (s. Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 3.1.5) und 

dann mit 500µl RPE-Puffer (s. Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 3.1.5) gewaschen. 
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Beide Puffer wurden aufgetragen, durchzentrifugiert und der Durchfluss jeweils verworfen. 

Nach den Waschschritten wurden die Säulen in ein neues Sammelröhrchen gegeben und diese 

1min bei 14000UpM trocken zentrifugiert. Die Säule wurde dann in ein Biopur 1,5-ml-

Eppendorfcup überführt. Direkt auf die Membran wurde 30µl RNAse-freies H2O pipettiert 

und für 5min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Dies führte dazu, dass die RNA rehydratiert 

wurde und somit wieder frei vorlag. Dann wurde 1min bei 14000UpM zentrifugiert. Der dabei 

entstandene Durchfluss enthielt nun die isolierte RNA. Die Konzentration der RNA in der so 

gewonnenen RNA/H2O Lösung wurde dann mit einem Biophotometer (s. wichtige Geräte 

3.1.1) spektroskopisch gemessen. Hierbei wurden die RNA-Lösung bei einer Absorption von 

260 und 280nm gemessen und deren RNA-Gehalt in ng/µl bestimmt. 

 

3.3.4 Umschreibung von RNA in cDNA 

Mit Hilfe des QuantiTect-Reverse-Transcription-Kit (s. Verbrauchsmaterialien und 

Reagenzien 3.1.5) erfolgte die cDNA-Umschreibung aus der isolierten RNA (s. 3.3.3) wie 

folgt. Alle folgenden Reagenzien wie Wipeout, Buffer, Primer-Mix, Reverse Transkriptase 

und der Transkritionspuffer sind diesem Kit entnommen. 

Zunächst wurden 200ng RNA in 2µl genomic-DANN-Wipeout-Buffer aufgenommen und auf 

14µl mit DNAse freiem Wasser aufgefüllt. Es folgte dann eine Inkubation bei 42°C für 2min. 

In diesem Schritt können die, im Wipeout-Puffer enthaltenen DNAsen die in der Probe 

eventuell vorhandene genomische DNA eliminieren. Danach folgte die eigentliche 

Umschreibung mit folgendem Mastermix: 

4µl RT-Transkriptionspuffer 

1µl Primer-Mix 

1µl Reverse Transkriptase 

Die RNA/Puffer-Lösung wurde mit diesem Mastermix für 15min bei 42°C inkubiert. Hier 

wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Es folgte dann eine Inkubation bei 95°C für 2min. 

Die hohe Temperatur inaktiviert die Reverse Transkriptase und stoppte so die Reaktion. Zum 

Schluss wurde mit DNAse freiem Wasser auf 200µl aufgefüllt, um die gewünschte 

Konzentration von 1ng/µl zu erhalten. Diese so gewonnenen cDNA-Stammlösungen wurden 

dann bei -20°C gelagert und später für die einzelnen qRT-PCR-Versuche verwendet.  
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3.3.5 Primererstellung 

Die Primersequenzen (siehe Primertabelle 3.3.6) für die qRT-PCR-Reihen wurden mit Hilfe 

der Primer3 Internetseite (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/(2012)) hergestellt oder aus der 

Literatur entnommen. So wurden die Sequenzen für IL6 und den MMPs: MMP3, MMP14, 

MMP 17 folgenden Publikation entnommen (Konttinen et al. 1999; Goransson et al. 2005). 

Alle weiteren Primersequenzen wurden selbst mit Hilfe der Pimer3-Shareware 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/(2012)) entworfen. Die Primer-Sequenzen wurden dann mit 

Hilfe der Datenbank des NCBI „National Center for Biotechnology Information“ 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov (2012)) überprüft und konnten so noch einmal mit der 

Zielsequenz abgeglichen werden. Bei der Herstellung der Primer wurde darauf geachtet, dass 

die Primer eine maximale Länge von 18-22 Basen nicht überschreiten. Zudem sollte der 

Gehalt an Guanin und Cytosin möglichst um 50% liegen. Um auszuschließen, dass die Primer 

nicht auch an Nukleotidsequenzen anderer menschlicher Gene binden, wurden sie bei der 

Online-Datenbank von NCBI ebenfalls abgeglichen. Die spezifischen Primersequenzen 

wurden von Operon Biotechnologie GmbH (Operon Biotechnologie GmbH, Köln, 

Deutschland) synthetisiert. Die Primer wurden lyophilisiert geliefert und mit Nuklease-freiem 

H2O resuspendiert. Nach Verdünnung wurden die so gebauten Primer später als Primer-PCR-

Mix aus forward und reverse Primer je in der Konzentration von 10pmol/µl in der Gradienten-

PCR und der qRT-PCR eingesetzt. 

3.3.6 Primertabelle  

Tab.6: Die Primertabelle zeigt die in den qRT-PCR eingesetzten Primersequenzen mit deren Annealing-

Temperaturen und deren Quellen.  

 
Ziel-Gen Forward  

Sequenz 

Reverse  

Sequenz 

Annealing

-Temp. 

Quelle 

IL6 CAGCCCTGAGAAAGGAGACAT AATCTGAGGTGCCCATGCTAC 63°C Goranson et al. 2005 

MMP3 CTCACAGACCTGACTCGGTT CACGCCTGAAGGAAGAGATG 62°C Konttinen et al.1999 

MMP14 CAACACTGCCTACGAGAGGA GTTCTACCTTCAGCTTCTGG 63°C Konttinen et al.1999 

MMP15 TGCCGCTACTGGCTTT CAGACTGATGGGCTTGG 62°C Eigendesign 

MMP17 GACCTGTTTGCAGTGGCTGT ACGATCTTGTGGTCGCTGGT 63°C Konttinen et al.1999 

NFkB TCAATGGCTACACAGGACC TCCCGCTTCTTCACACACT 62°C Eigendesign 

IL1 ATCAGTACCTCACGGCTGCT CTTCATCTTGGGCAGTCACA 60°C Eigendesign 

TNF± TCCTTCAGACACCCTCAAC GTAGGCCCCAGTGAGTTCTG 63 Eigendesign 

MAPK  CCACCCATATCTGGAGCAGT CAGTCCTCTGAGCCCTTGTC 59 Eigendesign 

TIMP3 TGCCCTTCTCCTCCAATACA CTTCCTTCCCTCCCTCACTC 63 Eigendesign 

Aggrecan ACAGCTGGGGACAT GTGGAATGCAGAGG 60 Eigendesign 

ADAMTS-5 CAGCAGTGCAACCTGACAT CAGATTCTCCCCTTTCCAC 59 Eigendesign 
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3.3.7 Gradienten-PCR 

Um für jeden Primer seine spezifische Annealing-Temperatur herauszufinden, wurde eine 

Gradienten-PCR durchgeführt. Die Annealing-Temperatur entspricht der Temperatur, bei der 

sich der Primer am besten an die cDNA anlagert. Hierfür wurden 8 verschiedene Annealing-

Temperaturen pro Primer getestet. Die verwendete cDNA wurde wie in 3.3.4 aus nicht 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen gewonnen und in der Konzentration von 1ng/µl 

eingesetzt. Für jede Temperatur und jeden Primer wurde je ein Ansatz von 10µl 

folgendermaßen pro PCR-Cup pipettiert. Der dort benutzte Primer-PCR-Mix beinhaltet den 

forward und reverse Primer je in der Konzentration von 10pmol/µl. 

 

Ansatz Gradienten-PCR: 

 

cDNA 1 µl 

Primer-PCR-Mix 2 µl 

SYBR-Green 5 µl 

Nuklease-freies Wasser   2 µl 

 

PCR-Protokoll 

Initiale Denaturierung  3min  95°C 

Denaturierung 20sek. 95°C  

Anlagerung (Annealing) 20sek. Variabel           45 Zyklen 

Verlängerung 20sek. 72°C  

Denaturierung 

Schmelzkurve 

20sek. 

20sek. 

95°C 

von 48°C in je 0,1°C Schritten bis 95°C 

 

Ende 20sek. 95°C 

 

Die Annealing-Temperatur und somit die beste Temperatur für die Primeranlagerung jedes 

einzelnen Primers wurde durch Auswertung der Schmelzkurve ermittelt. Die Schmelzkurve 

für die beste Annealing-Temperatur sollte eingipflig sein und den höchsten Extinktionswert 

aufweisen. Die so bestimmten Annealing-Temperaturen sind in der oben abgebildeten 

Primertabelle (s. 3.3.6) aufgeführt und alle qRT-PCR-Versuche wurden mit den jeweils 

passenden Temperaturen durchgeführt. 
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3.3.8 Sequenzierung 

Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde durchgeführt um zu bestätigen, dass der Primer 

das richtige Produkt amplifiziert hat. Die Sequenzierung wurde von den Sequence 

Laboratories Göttingen GmbH (Göttingen, Deutschland) durchgeführt. Die durch die 

Sequenzierung entstandenen Nukleotidsequenzen wurden an uns übermittelt und konnten 

dann in der NCBI-Nukleotiddatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov (2012)) mit der 

Zielsequenz verglichen werden. So wurde sichergestellt, dass das PCR-Produkt mit der 

Nukleotidsequenz des Zielgens übereinstimmt. Alle von uns verwendeten Primer zeigten 

jeweils eindeutig eine am besten geeignete Annealing-Temperatur. Zudem bestätigten die 

Sequenzierungsergebnisse die zu erwartende cDNA-Sequenz der jeweiligen Primerpaare. 

Dann erst wurden die jeweiligen Primer in den Versuchen eingesetzt.  

3.3.9 Quantitative Real-time-Polymerasekettenreation 

Die quantitative Real-time-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) wurde nach Durchführung 

der oben genannten Vorbereitungen mit der in 3.3.4 gewonnenen cDNA und mit den in 3.3.6 

aufgeführten Primern durchgeführt. Alle cDNA-Proben, die in der qRT-PCR miteinander 

verglichen wurden, durchliefen je parallel unter gleichen Bedingungen die RNA-Isolation (s. 

3.3.3) und cDNA-Umschreibung (s. 3.3.4).  

Als Proben dienten eine nicht stimulierte chondrogene Vorläuferzellreihe als Kontrolle, eine 

mit 10ng/ml IL17 und eine mit 50ng/ml IL17 stimulierte Probe. Es wurden je drei Wells einer 

Probe in jedem Durchlauf pipettiert und die qRT-PCR an je drei unterschiedlichen Tagen 

wiederholt. Die Proben wurden wie folgt aufbereitet. 

Protokoll: 

Für den PCR Versuch wurde für jeden Primer ein Mastermix angesetzt. 

Der dort verwendete Primer-PCR-Mix beinhaltet den jeweiligen forward und reversePrimer in 

der Konzentration von je 10pmol/µl. 

 

 Pro Well Mastermix (10x) 

Primer-PCR-Mix  2µl 20 µl 

SYBR-Green Mix 5 µl 50 µl 

Nuklease-freies Wasser  2µl 20µl 

 

Der Mastermix für jeden Primer wurde danach in eine PCR-96-Well-Platte zu jeweils 

9µl/Well pipettiert und jedem Cup 1µl cDNA zugefügt. Die Cups wurden mit Optical-Flat-
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Caps verschlossen und die Platte dann kurz für 10sek. zentrifugiert, damit sichergestellt 

wurde, dass die gesamte Flüssigkeit samt cDNA sich unten im Cup abgesetzt hat. 

Die qRT-PCR wurde dann mit Hilfe eines Mastercycler Realplex2 S (s. wichtige Geräte 3.1.1) 

und folgendem Protokoll durchgeführt: 

Protokoll: 

Initiale Denaturierung  3min  95°C 

Denaturierung 20sek. 95°C  

Annealing 20sek. 59,60,62,63°C  40 Zyklen 

  (Primer bedingt unterschiedlich)  

Verlängerung/Messpunkt 20sek. 72°C  

Denaturierung 20sek. 95°C  

Schmelzkurve 20sek. aufsteigend um je 0,2°C bis 95°C  

Ende 

 

   

Der PCR-Zyklus wurde 40-mal wiederholt und anhand der Schmelzkurven die Primerbindung 

kontrolliert. Dieser Versuch wurde für jeden Patienten und jeden Primer je dreimal als Triplet 

aus je drei identischen Proben an drei unterschiedlichen Tagen durchgeführt. Die Daten dieser 

Versuche wurden dann wie folgt ausgewertet. 

3.3.10 Statistik 

Die aus den PCR-Reihen gewonnenen ct-Werte wurden in jedem Probentriplet untereinander 

verglichen und wichen < 0,5 ct-Punkte in der Standardabweichung (STABW) vom jeweiligen 

Mittelwert des PCR-Zyklus ab. Zudem wurden die Mittelwerte der ct-Werte der drei 

Versuchsläufe, die je an drei unterschiedlichen Tagen durchgeführt wurden, errechnet und 

miteinander verglichen und wiesen ebenfalls eine STWAB von < 0.5 ct-Punkten auf. So 

konnte sichergestellt werden, dass die Intratest- und Intertest-Variationsbreite der PCR-

Versuche <1% beträgt. 

Die Relativierung der PCR-Daten erfolgte gegenüber einem Housekeeping-Gen nach Pfaffl 

(Pfaffl 2001). Diesbezüglich konnten wir für das Gen für Peptidylprolyl-Isomerase-A (PPIA) 

zeigen, dass gleichbehandelte cDNA aus stimulierten und nicht stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellen im Mittel aus drei Läufen den ct-Wert von 20,23 aufwiesen und darin 

untereinander nur mit 0,25 ct-Punkten in der STAWB abwichen. PPIA ist aufgrund dieser 

Stabilität der ct-Werte als Housekeeping-Gen ausgesucht worden, da es sich unabhängig von 

der IL17-Stimulation zeigte und zudem in den Patientenreihen nicht variierte. Die Effizienz E 

der Primer wurde durch eine Standardverdünnungsreihe exemplarisch mit dem MMP15-
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Primer durchgeführt. Als cDNA wurden hier stimulierte chondrogene Vorläuferzellen 

verwendet. So wurde eine Effizienz von E=1,89 ermittelt. Die  erhaltenen ct-Werte des 

Housekeeping-Gens sowie die Effizienz der Primer (E=1,89) gingen so in die 

Relativitätsrechnung nach Pfaffl ein (Pfaffl 2001). 

𝐫𝐞𝐥𝐚𝐭𝐢𝐯𝐞 𝐑𝐚𝐭𝐢𝐨 =
EZielgen

ΔctWertZielgen(𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒 –𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)

EHousekeeping Gen 
ΔctWert Housekeeping Gen(𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒 –𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒) 

In der Arbeit werden zumeist Versuchsergebnisse von drei unterschiedlichen Patienten mit 

rheumatoider Arthritis verglichen. Um Aussagen aus den qRT-PCR-Versuchen über die 

Expressionsveränderungen treffen zu können, müssen die Ergebnisse zu einem 

gleichbleibenden Referenzwert in Relation gesetzt werden. Für diesen Referenzwert zieht 

man das Housekeeping-Gen heran, da es sowohl in allen Versuchsreihen als auch unter 

Stimulation einen stabilen ct-Wert aufweist. Somit kann einem qRT-PCR-Ergebnis in 

Relation zum Housekeeping-Gen mit der Berechnung nach Pfaffl ein relativer Wert 

zugeordnet werden. Dieser wurde für die Kontrolle zumeist mit 1 als 100 gleichgesetzt. Die 

stimulierte Probe ist somit stets als ein Vielfaches des Kontrollwertes angegeben. Zudem geht 

die Effizienz des Primers mit in die Berechnungen ein, der die Qualität und 

Verdopplungswahrscheinlichkeit in einem PCR-Zyklus wiederspiegelt. Somit können relative 

mRNA-Expressionen berechnet und untereinander verglichen werden. 

3.4 Lichtmikroskopische Immunfluoreszenz 

3.4.1 Allgemeines zum Verfahren der Immunfluoreszenz an adhärenten Zellen 

Die lichtmikroskopische Immunfluoreszenz an adhärenten Zellen ist ein Verfahren mit dem 

Proteine mit Antikörpern in Zellen nachgewiesen werden können. Nach Bindung eines für das 

zu untersuchende Protein passenden primären Antikörper, wird dieser mit einem zweiten 

sekundären Antikörper gekoppelt. Dieser sekundäre Antikörper ist mit dem 

Fluoreszenzsubstrat-Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) gekoppelt, welches unter UV-Licht 

stetig angeregt wird und so konstant Lumineszenz abgibt. Diese Lumineszenz kann dann 

unter einem UV-Licht-Mikroskop sichtbar gemacht und per Foto dokumentiert werden. Als 

Kontrolle wurden alle Zellkerne zudem mit 42,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gefärbt. 

DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an die kleine Furche von DNA anlagert und somit 

DNA reichen Regionen wie den Zellkern markiert. Der Vergleich von DAPI gefärbten 

Zellkernen mit der Fluoreszenz, der durch Antikörperkopplung gebundenen Proteine, lässt 

dann Rückschlüsse auf Verteilung der Proteine in den Zellen zu. Auf diese Weise können das 

Proteine in den Zellen auf nachgewiesen werden. 
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3.4.2 Lichtmikroskopische Immunfluoreszenz 

 
Für den Versuch wurden chondrogene Vorläuferzellen von 3 Patienten mit rheumatoider 

Arthritis in 24-Well-Platten ausgesät. Hierzu wurden 100000 Zellen in 24ml DMEM-Medium 

aufgenommen, kurz zentrifugiert und je 1ml in jedes der 24 Wells gegeben. Somit wurden in 

jedem Well gleichmäßig ca. 4000 Zellen ausgesät. Diese hefteten sich über die nächsten Tage 

an die Plastikoberfläche an. Dann konnte der eigentliche Versuch durchgeführt werden. 

 

Durchführung: 

Zuerst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Es folgte dann die 

Fixierung der Zellen mit kaltem 70% abs. Ethanol aus der -20°C Kühltruhe für 5min. In 

diesem Schritt wurden die Zellen zudem für die Antikörper permeabel gemacht. Es wurde 

erneut mit PBS gewaschen und dann der primäre Antikörper (s. Antikörper 3.1.3), in der 

Konzentration 1:50 in 250µl gelöst, für 60min zu den Zellen gegeben. Nach erneutem 

waschen mit PBS folgte dann der sekundäre Antikörper (s. Antikörper 3.1.3) in der 

Konzentration von 1:100, der ebenfalls 60min zu den Zellen gegeben wurde. Erneut wurde 

mit PBS gewaschen und die Zellen dann mit DAPI in der Konzentration von 1:1000 für 5min 

gegengefärbt. Nach erneutem Waschen und Zugabe von 100µl PBS konnte die Lumineszenz 

der Zellen unter ultraviolettem Licht mit dem Mikroskop sichtbar gemacht und fotografiert 

werden.  

Aus Vergleichen der DAPI-gefärbten Zellkerne mit den fluoreszierenden Zellen, konnte dann 

auf die Verteilung der Proteine in der Zellkultur geschlossen werden. So zeigt jedes 

fluoreszierende Zytoplasma, welches einem DAPI gefärbten Zellkern zugeordnet werden 

kann, dass diese Zelle das zu untersuchende Protein enthält. Die Überlagerung der 

Fluoreszenzbilder mit den DAPI gefärbten Zellkernen des gleichen Ausschnittes helfen, die 

Zellkerne den Zellleibern zuzuordnen. 

Als negative Kontrollen wurden jeweils Proben nur mit dem sekundären Antikörper inkubiert, 

um sicherzustellen, dass dieser sekundäre Antikörper nicht an anderen Strukturen der Probe 

bindet. Hier sollten sich dann fluoreszenzfreie Zellplasmen zeigen bei weiterhin mit DAPI 

gefärbten sichtbaren Zellkernen. 
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3.5 Proteinnachweis mit Western Blot 

3.5.1 Allgemeines zum Verfahren Western Blot 

Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen mit Hilfe von Immunreaktionen 

von Antikörpern an dem zu untersuchenden Protein. Nach Auftrennung der Proteine durch 

Elektrophorese (SDS-Page) werden die Proteine durch den Nass-Blot auf eine PVDF-

Membran transferiert und anschließend mit Antikörpern und einem Detektionssystem auf 

einem Film sichtbar gemacht. Die Elektrophorese trennt die Proteine dadurch, dass das SDS 

die Ladungen der Aminosäuren blockt, nach Größe der Proteine auf. So entschiedet allein die 

Porengröße des Elektrophorese-Gels im Verhältnis zur Proteingröße über die mögliche 

Laufstrecke des Proteins im Gel. Die gleichzeitig mitlaufende Proteinleiter hilft die 

Proteingröße zuzuordnen. Bei der Übertragung auf eine PVDF-Membran mittels 

Ladungsgradienten, dem sogenannten Nass-Blot, werden die Proteine per Ladung aus dem 

Gel auf die PVDF-Membran gezogen, auf der dann die weiteren Versuche durchgeführt 

werden. Die eigentliche Immunreaktion geschieht dann mit Antikörperbindung an dem 

Zielprotein und anschließender Konjugation mit einem zweiten Antikörper. Der erste 

Antikörper bindet an das antikörperspezifische Protein. Der zweite Antikörper bindet an die 

Fc-Region des ersten Antikörpers. Dann kann mit einem Detektionssystem der zweite 

Antikörper sichtbar gemacht werden. Denn das Detektionssystem setzt mit dem zweiten 

Antikörper ein Produkt frei, welches mit einem Film in der Dunkelkammer aufgefangen und 

somit sichtbar gemacht werden kann. Im Vergleich zur mitgeführten geeichten Proteinleiter 

kann dann zudem die Größe der Proteine abgeschätzt werden. 

3.5.2 Durchführung Western Blot 

Für den Western Blot wurden Zellpellets wie in 3.2.4 beschrieben aufbereitet. Diese wurden 

in SDS-Probenpuffer (s. 3.1.2 Puffer und Lösungen) resuspendiert und 5min bei 95°C erhitzt. 

Der Ansatz wurde so gewählt, dass 10µl 100000 Zellen entsprachen. Aufgetragen wurde je 

nach Antikörper 10µl, 20µl oder 30µl dieser Probenlösung. 

Für die Elektrophorese (SDS-Page) wurde ein 15% Polyacrylamid-Trenngel (s. Puffer und 

Lösungen 3.1.2) gegossen und mit 1ml 100% absolutem Ethanol überschichtet. Nach der 

Polymerisation wurde nach Abgießen des Ethanols das Sammelgel (s. Puffer und Lösungen 

3.1.2) darüber gegossen und die Taschen mittels Kamm freigehalten. Nach erneuter 

Polymerisation und Entfernung des Kammes war das SDS-Gel für die Elektrophorese 

fertiggestellt. Das Gel wurde dann in eine mit Laufpuffer (s. Puffer und Lösungen 3.1.2) 

gefüllten Elektrophoresekammer (Eigenbau der Labortechnik des Universitätsklinikums 
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Göttingen) plaziert und die Proben sowie eine Proteinleiter (s. Verwendete Materialien 3.1.5) 

in den Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 20-25mA. Die 

Elektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront das Ende des Gels erreichte. 

Es folgte dann der sogenannte Nass-Blot in dem die Proteine per Ladungsgradienten aus dem 

Gel auf eine PVDF-Membran übertragen wurden. Die in der Elektrophorese aufgetrennten 

Proteine wurden dazu in einer Blot- Kammer (s. Geräte 3.1.1) in Transferpuffer (s. Puffer und 

Lösungen 3.1.2) bei 350mA über 90min auf eine PVDF-Membran transferiert. Anschließend 

wurden die Proteine auf der PVDF-Membran mit der Farblösung Coomassie-brilliant-blue-R 

(s. Puffer und Lösungen 3.1.2) gefärbt und dokumentiert. Nach Entfärbung mit Entfärber 1 

und Entfärber 2 (s. Puffer und Lösungen 3.1.2) und Waschung mit TBS-T (s. Puffer und 

Lösungen 3.1.2) wurde die Membran für mindestens 1h bei RT mit einer Blocklösung (s. 

Puffer und Lösungen 3.1.2) geblockt. Hierdurch wurden unspezifische Proteinbindungen mit 

den Milchproteinen in der Blocklösung gebunden, so dass die folgenden Antikörper nicht 

unspezifisch binden konnten. Es folgte dann die Immunreaktion. Dazu wurden die primären 

Antikörper für die Proteine MMP3 und IL6 (s. Antikörper 3.1.3) in der Blocklösung (s. Puffer 

und Lösungen 3.1.2) und in der jeweiligen Konzentration (MMP3 1:5000 und IL6 1:500) 

angesetzt. Mit dieser Lösung wurde die PVDF-Membran über Nacht bei 4°C schwenkend 

inkubiert. Es folgte dann nach fünfmaliger TBS-T-Waschung die Inkubation mit dem 

sekundären Antikörper. Hierzu wurden der sekundäre Anti-Maus-Antikörper (s. Antikörper 

3.1.3) wie die primären Antikörper in Blocklösung mit einer Konzentration von 1:40000 

angesetzt. Es folgte dann die Inkubation der PVDF-Membran mit dieser Antikörperlösung für 

mindestens 3h bei Raumtemperatur. In diesem Schritt bindet der sekundäre Antikörper an den 

primären Antikörper. Folgend wurde erneut mit TBS-T gewaschen. Danach erfolgte die 

Detektion mit dem ECL™-Plus-System (s. Verwendete Materialien 3.1.5). Dazu wurde 

Reagenz-A und Reagenz-B des ECL™-Plus-Systems im Verhältnis 50:1 gemischt und auf die 

Membran aufgetragen. Die Membran wurde mit dieser Lösung 5 Minuten lang inkubiert und 

in Folie gelegt. Durch die Zugabe der ECL™-Plus-Mischung oxidiert das an den 

Zweitantikörper konjugierte Enzym die in der ECL™-Plus-Lösung enthaltenen Substrate, 

welche daraufhin lumineszieren. Das entstandene lumineszierende Produkt färbt so den in der 

Röntgenfilmkassette (s. Geräte 3.1.1) auf die Membran aufgelegten Film (s. Verwendete 

Materialien 3.1.5). Der Film wurde dann in der Röntgenfilmkassette für 5 - 30 min belichtet 

und in der Dunkelkammer entwickelt. Im Vergleich mit der Proteinleiter konnte dann auf die 

Größe des nachgewiesenen Proteins geschlossen werden. Dazu sollte sich die Bande für 

MMP3 im Bereich von 59kD und die Bande für IL6 im Bereich von 26kD darstellen. 
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4 Ergebnisse 

4.0.1 Allgemeines zu den Ergebnissen. 

 
Untersucht wurden chondrogene Vorläuferzellen dreier Patienten mit rheumatoider Arthritis, 

jeweils im Vergleich einer nicht stimulierten Zellkultur mit einer mit 10ng/ml oder einer mit 

50ng/ml IL17 stimulierten Zellkultur. Dabei wurde mit allen Zellkulturen jeweils parallel 

verfahren und diese anschließend auf gleiche Art und Weise ausgewertet. 

Die Ergebnisse zeigen zum Teil direkt die gewonnen Ergebnisse der Versuche aber auch 

Mittelwerte aus den drei Patientenreihen bzw. der wiederholten Versuche. Die Mittelwerte 

sind dann jeweils mit ihrer Standardabweichung (STABW) aufgeführt. Alle Berechnungen 

der Signifikanz zwischen zwei Ergebnisreihen von nicht stimulierten und mit 50ng/ml IL17 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen wurden mit dem T-Test berechnet und werden 

jeweils als p-Wert angegeben. Das Signifikanzniveau für die Betrachtung von Ergebnissen ist 

für die gesamte Doktorarbeit bei p<0,05 festgelegt. Ein p-Wert<0,05 zeigt somit einen als 

signifikant gewerteten Unterschied zwischen Probe und Kontrolle in den Ergebnisreihen an. 

Die qRT-PCR-Ergebnisse sind zum Teil als ct-Werte, die den PCR-Zyklus wiederspiegeln, 

bei dem ein bestimmter Schwellenwert und damit ein bestimmter cDNA-Gehalt überschritten 

wurde, dargestellt. Dabei bedeutet ein kleiner ct-Wert, dass sich ein hoher mRNA-Gehalt in 

der Probe befunden hat, der dann schon früh im PCR-Verlauf den besagten Schwellenwert 

überschreitet. Des Weiteren werden die qRT-PCR-Ergebnisse auch als relative Ratio, also als 

Verhältnisse von nicht stimulierten Kontrollen zu mit IL17 stimulierten Proben dargestellt. 

Dies wurde mit Hilfe der Gleichung nach Pfaffl (s. 3.3.10) errechnet. Die Ergebnisse der 

Immunfluoreszenz und des Western Blotes sind als exemplarische Fotos der 

Versuchsergebnisse veranschaulicht.  

4.1 Untersuchung des Wachstumsverhaltens chondrogener 

Vorläuferzellen unter IL17-Stimulationsbedingungen 

Um das Wachstumsverhalten von chondrogenen Vorläuferzellen zu untersuchen wurden diese 

Zellen auf 6-Well-Platten bei Standardbedingungen in Kultur gehalten. Nach jeweils 24h, 

48h, 72h, 96h, 120h und 144h wurden die Kulturen gestoppt und die Zellzahl mit dem 

Zellometer gemessen. (s. 3.2.3 und 3.2.4). Parallel zu diesem Versuch wurden zudem 

chondrogene Vorläuferzellen täglich mit je 10ng/ml und 50ng/ml IL17 stimuliert und ebenso 

verfahren (s. 3.2.5). Die Versuchsreihen sind dann an drei Zellreihen chondrogener 

Vorläuferzellen von drei Patienten mit rheumatoider Arthritis wiederholt und bestätigt 
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worden. Es werden folgend meist Mittelwerte aus diesen drei Versuchsreihen gezeigt. 

4.1.1 Teilungsverhalten chondrogener Vorläuferzellen. 

Nicht stimulierte chondrogene Vorläuferzellen von drei Patienten mit rheumatoider Arthritis 

sind, wie in 4.1 beschrieben, untersucht worden und zeigten folgendes Teilungsverhalten:  

Die Zellzahl der chondrogenen Vorläuferzellen stieg im Mittel der drei Patientenreihen mit 

zunehmender Zeit von zu Beginn nach 24h noch 1.124+/-508 bis zum Ende nach 144h auf 

40.667+/-6.643 Zellen an. Das entspricht ca. einer Vervielfältigung um den Faktor 36 im 

Zeitraum von 120h. Die Zunahme der Zellzahl ist im Graph der Abb.1 beschreiben. Die 

jeweiligen gemessenen Zellzahlen der chondrogenen Vorläuferzellen der drei Versuchsreihen 

sind in Tabelle 7 aufgeführt. 

 

Zeit Patient 1 Patient 2 Patient 3 Mittelwerte STABW 

24h 807 1.710 855 1.124 508    

48h 1.290 2.190 1.490 1.657 473    

72h 3.170 3.450 2.800 3.140 326    

96h 2.500 9.230 7.690 6.473 3.526 

120h 13.400 13.000 16.000 14.133 1.629  

144h 46.200 42.500 33.300 40.667 6.643 

Die Tab. 7 zeigt die gemessenen Zellzahlen zur jeweiligen Zeit der Zellkultur von chondrogenen Vorläuferzellen 

dreier Patienten mit rheumatoider Arthritis und dessen Mittelwerte mit der jeweiligen Standardabweichung. Die 

Zellzahlen der einzelnen Zellreihen steigen kontinuierlich mit der Zeit der Zellkultur an und erreichen nach 144h 

Zellkultur eine mittlere Zellzahl von 40.667+/-6.643 Zellen. Verglichen mit der mittleren Zellzahl nach 24h 

bedeutet das eine Steigerung der Zellzahl um das 36fache innerhalb von 120h. 

 

 
Abb.1 zeigt das Wachstumsverhalten chondrogener Vorläuferzellen als Mittelwerte aus drei Versuchsreihen 

dreier Patienten mit rheumatoider Arthritis. Die Abb. stellt die Entwicklung der Zellzahl in Abhängigkeit von der 

Zeit der Zellkultur dar (Daten siehe Tab.7). Die kontinuierliche Zunahme der Zellzahl, deren Steigung 

kontinuierlich zunimmt, lässt auf einen exponentiellen Wachstumscharakter schließen. 

24h 48h 72h 96h 120h 144h 
Zellzahl 1.124 1.657 3.140 6.473 14.13 40.66 
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Obwohl in jedem Well die gleiche Zellzahl ausgesät worden ist, hefteten sich nach 24h 

unterschiedlich viele Zellen jeder Patientenreihe auf der 6-Well-Platte an. Zudem hefteten 

sich auch im Vergleich der einzelnen Patientenreihe unterschiedlich viele Zellen an. Um 

diesen Faktor heraus zurechnen und um so die reine Zellvermehrung jeder Versuchsreihe 

miteinander vergleichen zu können, wurden im Folgenden die Zellzahlen in Relation zum 

jeweiligen Ausgangswert nach 24h gesetzt. 

Nach Berechnung der Zellvermehrungsfaktoren erreichen die drei Versuchsreihen nach 144h 

im Mittel eine Zellvermehrung um den Faktor 40,35+/-16,24. Es zeigte sich weiter eine 

Zellvermehrung der chondrogenen Vorläuferzellen mit exponentiellem Charakter. Die 

Entwicklung der Zellvermehrung ist in Abb.2 als Mittel aus drei Versuchsreihen aufgeführt. 

Die Kurve veranschaulicht den exponentiellen Charakter der Zellvermehrung der 

chondrogenen Vorläuferzellen. 
 

 
Abb.2 zeigt die Zellvermehrung der chondrogenen Vorläuferzellen im Mittel aus drei Versuchsreihen dreier 

Patienten mit rheumatoider Arthritis. Die Zellvermehrung ist als Quotient zum jeweiligen Wert zu Beginn der 

Zellkultur nach 24h dargestellt. Die Zellvermehrung steigt mit exponentiellem Charakter an und erreicht nach 

144h eine Zellvermehrung um den Faktor 40,35+/-16,24. Die Tabelle unter dem Graphen gibt die errechneten 

Quotienten der Zellvermehrung wieder. 

24h 48h 72h 96h 120h 144h 
Zellvermehrung 1 1,54 3,07 5,83 14,31 40,35 
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4.1.2 Teilungsverhalten chondrogener Vorläuferzellen unter IL17-Stimulationsbedingungen 

Nach Untersuchung des Zellteilungsverhaltens der chondrogenen Vorläuferzellen, sollte nun 

untersucht werden, in wie weit die IL17-Stimulation Einfluss auf dieses Zellteilungsverhalten 

besitzt. Dazu wurden parallel zu den nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen zwei 

Zellreihen mit IL17 in den Konzentrationen 10ng/ml und 50ng/ml stimuliert und auf 

identische Art und Weise untersucht. Es wurden somit alle Zellreihen, stimulierte und nicht 

stimulierte, zur gleichen Zeit gestoppt und auf ihre Zellzahl hin ausgewertet. Das 

Teilungsverhalten mit IL17 stimulierter chondrogener Vorläuferzellen gestaltete sich wie 

folgt. Die Auswertung der Zellzahlen der Versuche sind folgend in der Tabelle 8 gezeigt.  

 

Zeit Kontrolle (0ng/ml)  10ng/ml IL17  50ng/ml IL17 
24h    1.124 +/-508        917 +/- 601        900 +/- 521  
48h    1.657 +/- 473     1.294 +/- 531        972 +/- 293  
72h    3.140 +/- 326     2.076 +/- 977     1.607 +/- 602  
96h    6.473 +/- 3.526     4.370 +/- 3.394     4.393 +/- 2.825   
120h  14.133 +/- 1.629   11.433 +/- 1.159     8.200 +/- 3.065  
144h  40.667 +/- 6.643   32.133 +/- 4.924   22.833 +/- 9.176  

Tab.8 zeigt die mittleren Zellzahlen der Zeit/Konzentrationsversuche von drei Patienten mit rheumatoider 

Arthritis. Das Wachstumsverhalten der chondrogenen Vorläuferzellen mit und ohne IL17-Stimulation zeigt eine 

stetige Zunahme der Zellzahlen. Die Zellzahlen der stimulierten Zellreihen bleiben dabei stets hinter denen der 

nicht stimulierten Zellreihen zurück. 

 

In der alleinigen Betrachtung der gemessenen Zellzahlen zeigte sich, dass die mit IL17 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen in ihrem Teilungsverhalten eingeschränkt wurden. 

Dennoch steigen die Zellzahlen aller drei Versuchsreihen im Laufe der Zeit an, so dass 

dennoch eine Zellvermehrung unter IL17-Stimulation zu verzeichnen war. Ein exponentieller 

Charakter lässt sich in der Betrachtung der steigenden Zellzahlen ebenso für die mit IL17 

stimulierten Zellreihen vermuten. 

Auch in diesen Versuchen wurde die relative Zellvermehrung als Quotient zum jeweiligen 

Ausgangswert der Zellkultur nach 24h errechnet. Nach 144h erreichten die mit 10ng/ml IL17 

stimulierten Zellen im Mittel eine relative Zellvermehrung von 43,51+/-20,30. Für die IL17-

Stimulation mit 50ng/ml zeigte sich im Mittel eine relative Zellvermehrung um den Faktor 

27,41+/-9,87. Die Zellvermehrungskurve für die mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellen ist im Mittel in der Abb.3 gezeigt.  
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Abb.3 zeigt die Zellvermehrung der chondrogenen Vorläuferzellen im Mittel aus drei Versuchsreihen dreier 

Patienten mit rheumatoider Arthritis unter Stimulationsbedingungen mit 50ng/ml IL17. Die Zellvermehrung ist 

als Quotient zum jeweiligen Wert zu Beginn der Zellkultur nach 24h dargestellt. Die Tabelle unter dem Graphen 

gibt den Faktor der Zellvermehrung als Quotient aus der aktuellen Zellzahl durch die Zellzahl zu Beginn des 

Versuchs nach 24h wieder. Es zeigt sich eine unterdrückte Zellvermehrung zu Beginn der Zellkultur bis zum 

Zeitpunkt nach 96h. Dann stellt sich eine Zellvermehrung mit exponentiellem Charakter ein. 

 

Es zeigte sich für die mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen eine 

unterdrückte Zellvermehrung zu Beginn der Versuchsreihen nach 48h und 72h, die sich nach 

96h langsam erholte und dann nach 120h deutlich anstieg. Die mit 50ng/ml IL17 stimulierten 

Zellen vermehrten sich so nach 144h im Mittel noch um das 27,41+/- 9,87 Fache. 

Die Zellvermehrung der stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen ist damit besonders in 

den ersten Stunden der Zellkultur unterdrückt worden und steigt dann, wie bereits für die 

nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen gezeigt, mit exponentiellem Charakter an. 

Die Zellvermehrung scheint somit gerade in den ersten Tagen durch IL17 beeinflusst zu sein. 

Dieser Einfluss scheint nach 120h nicht mehr oder nicht mehr in dem Maße wie zuvor zu 

bestehen. 

24h 48h 72h 96h 120h 144h 
Zellvermehrung 1 1,19 1,92 1,92 9,91 27,4 
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4.1.3 Vergleich des Wachstumsverhaltens zwischen mit IL17 stimulierten und nicht 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen. 

Nach Auswertung des Wachstumsverhaltens von nicht stimulierten und den mit IL17 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen sollte nun das Wachstumsverhalten beider 

Zellreihen miteinander verglichen werden. Dabei zeigte sich, dass die Zellzahlen IL17-

stimulierter-Zellreihen stets unterhalb der Zellzahlen nicht stimulierter chondrogener 

Vorläuferzellen zurück blieben. Dabei lagen die Zahlenwerte der mit 50ng/ml IL17 

stimulierten Zellreihen unterhalb der mit 10ng/ml IL17 stimulierten Zellreihen. Dieser 

Zusammenhang wird in Abb.4 verdeutlicht. 

 

 
Abb.4 zeigt die Zellzahlen chondrogener Vorläuferzellen im Mittel dreier Versuchsreihen von drei Patienten mit 

rheumatoider Arthritis je nach eingesetzter IL17-Konzentration in Abhängigkeit der jeweiligen Zellkulturzeit. 

Die Zellzahlen der mit 10ng/ml und mit 50ng/ml IL17 stimulierten Zellreihen bleiben stets hinter denen der nicht 

stimulierten Zellen zurück. 

 

Um die Zellvermehrung der drei Versuchsreihen miteinander vergleichen zu können wurden 

im Folgenden die Zellzahlen in Relation zum jeweiligen Anfangswert nach 24h gesetzt. 

Daraus ergaben sich im Mittel der drei Versuchsreihen signifikante Abweichungen in der 

Zellvermehrung zwischen nicht stimulierten und mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellen. Die Zellvermehrung der mit 10ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellen wich hingegen nicht signifikant von der Vermehrung der nicht stimulierten 

chondrogenen Vorläuferzellen ab. Der Vergleich der nicht stimulierten mit den mit 50ng/ml 

IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen zeigte einen signifikanten Unterschied der 
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Zellvermehrung nach 48h und 144h. Bei den anderen Versuchszeitpunkten konnten  keine 

signifikanten Ergebnisse erzielt werden (72h:p<0,054, 96h:p<0,071 und 120h:p<0,102). 

Nach 48h vervielfältigten sich die nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen um das 

1,54+/-0,24 Fache, wohingegen die mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellen sich nur um das 1,18+/-0,28 Fache vermehrten (p<0,003). Nach 144h 

vervielfältigten sich die nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen um das 40,35+/-

16,24 Fache, wohingegen die mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen 

im gleichen Zeitraum sich nur um das 27,41+/- 9,87 Fache vermehrten (p<0,05). Das 

bedeutet, chondrogene Vorläuferzellen werden durch die Anwesenheit von 50ng/ml IL17 

signifikant in ihrer Zellvermehrung gehemmt. Dies scheint im Besonderen zu Anfang der 

Versuchsreihen nach 48h der Fall zu sein. Gleiches zeigte sich bereits in der Betrachtung des 

Teilungsverhaltens mit 50ng/ml IL17 stimulierter chondrogener Vorläuferzellen in Abb.3. 

Nach gezeigter Wirkung von IL17 auf das Teilungsverhalten der chondrogenen 

Vorläuferzellen sollte nun eine Wirkung auch auf die mRNA- und Proteinsynthese in den 

Zellen untersucht werden. 

 

4.2 Untersuchung der mRNA-Expression chondrogener Vorläuferzellen 

Zunächst galt es zu ermitteln, welche mRNA-Sequenzen von chondrogenen Vorläuferzellen 

überhaupt gebildet werden, um im Anschluß dann mögliche Veränderungen der mRNA-

Konzentrationen durch die IL17-Stimulation zu untersuchen. Dazu wurden chondrogene 

Vorläuferzellen mit folgenden Primern (s. Primertabelle 3.3.6) auf die Expression folgender 

mRNA-Molekülen hin untersucht: IL6, NFkB, MMP3, MMP14, MMP15, MMP17, TIMP3, 

MAPK1, Aggrecan, ADAMTS-5, IL1 und TNF±. Dazu wurde aus chondrogenen 

Vorläuferzellen RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mit der qRT-PCR untersucht (s. 

3.3). Jeder qRT-PCR-Wert wurde in drei unabhängigen Läufen, an drei unterschiedlichen 

Tagen bestätigt und je an drei Patienten mit rheumatoider Arthritis wiederholt. 

So konnte gezeigt werden, dass chondrogene Vorläuferzellen folgende mRNA-Sequenzen 

exprimieren: IL6, NFkB, MMP3, MMP14, MMP15, MMP17, MAPK1, IL1, Aggrecan, 

ADAMTS-5 und TIMP3. TNF± hingegen wird nicht von den chondrogenen Vorläuferzellen 

exprimiert. Abb.5 zeigt die mittleren ct-Werte der einzelnen PCR-Reihen und bestätigt somit 

deren mRNA-Expression in den chondrogenen Vorläuferzellen. 
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Abb.5 zeigt die ct-Wert Ergebnisse der qRT-PCR-Reihen von IL6, NFkB, MMP3, MMP14, MMP15, MMP17, 

MAPK1, TNFa, IL1, Aggrecan, ADAMTS-5 und TIMP3 nicht stimulierter chondrogener Vorläuferzellen als 

Mittelwert aus je drei unabhängingen PCR-Läufen von je drei unterschiedlichen Patienten mit rheumatoider 

Arthritis. IL1 konnte nur an 2 von 3 Patienten valide bestimmt werden und ist somit nur als Mittel aus drei 

unabhängingen PCR-Läufen von 2 Patienten aufgeführt. Die Abb. zeigt das mRNA-Expressionsspektrum der 

chondrogenen Vorläuferzellen anhand der jeweiligen ct-Werte. TNF±-mRNA konnte in den chondrogenen 

Vorläuferzellen nicht nachgewiesen werden. 

 

Dabei zeigten die qRT-PCR-Ergebnisse im Mittel folgende ct-Werte für die einzelnen 

eingesetzten Primer: IL6: 26,79+/-0,76, NFkB: 25,36+/-0,13, MMP3: 30,92+/-1,54, MMP14: 

22,94+/-0,55, MMP15: 29,17+/-0,23, MMP17: 30,83+/-1,75, MAPK1: 24,64+/-0,16, IL1B: 

30,52+/-1,99, Aggrecan: 21,77+7- 0,86, ADAMTS-5: 24,01+/-0,77 und TIMP3: 32,11+/-

0,63. IL1 konnte nur an zwei Patienten einwandfrei anhand konstanter PCR-Ergebnisse aus 

drei Läufen bestätigt werden. In den anderen Läufen wichen die einzelnen PCR-Ergebnisse zu 

stark voneinander ab, um einen validen mittleren ct-Wert zu erhalten. TNF± konnte als 

einziges mRNA-Molekül in keiner der drei Zellreihen von drei Patienten mit rheumatoider 

Arthritis nachgewiesen werden. 
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4.2.1 Einfluss von IL17 auf chondrogene Vorläuferzellen und deren mRNA-Synthese. 

Um den Einfluss von IL17 auf die chondrogenen Vorläuferzellen zu untersuchen, wurden je 3 

Zellreihen von drei Patienten mit rheumatoider Arthritis jeweils mit und ohne IL17-

Stimulation parallel untersucht. Dazu wurde eine Zellkultur nicht und zwei Zellkulturen 

jeweils mit 10ng/ml IL17 und mit 50ng/ml IL17 stimuliert. Die Stimulation erfolgte für 48h 

mit täglichem Wechsel des Stimulationsmediums. Eine Stimulationszeit von 48h wurde 

gewählt, da davon auszugehen ist, dass nach 48h die Stimulation bereits Einfluss auf die 

mRNA-Synthese genommen hat. Zudem sollte sich eben dieser Effekt dann auch schon auf 

die Proteinsynthese, die später untersucht wurde, ausgewirkt haben. Die Ergebnisse der 

vorangegangenen Versuche zeigten signifikante Unterschiede in der Zellvermehrung nach 

48h (s. 4.1.3). Dies sprach ebenfalls für die gewählte Versuchszeit der Stimulationsreihen. 

Nach der Zellkultur wurden aus den Zellen stimulierter und nicht stimulierter chondrogener 

Vorläuferzellen dann jeweils parallel die RNA-Moleküle isoliert und in cDNA 

umgeschrieben. Die qRT-PCR wurde dann parallel mit gleicher Menge cDNA durchgeführt 

und für die drei Patienten jeweils an drei Tagen unabhängig wiederholt. In die Ergebnisse 

gingen nur ct-Werte ein, die innerhalb und zwischen den drei unabhängigen Läufen mit 

weniger als 0,5 ct-Werte abwichen und somit vergleichbar gleiche mRNA-Konzentrationen in 

allen drei Läufen aufwiesen. 

4.2.2  Einfluss von IL17 auf den IL6-mRNA-Gehalt von chondrogenen Vorläuferzellen. 

Um den Einfluss von IL17 auf die mRNA-Synthese von IL6 zu untersuchen wurden 

chondrogene Vorläuferzellen Zellen parallel zu nicht stimulierten Kontrollen jeweils mit 

10ng/ml IL17 und 50ng/ml IL17 für 48h stimuliert und anschließend mit dem Verfahren der 

qRT-PCR (s. 3.3) auf ihren IL6-mRNA-Gehalt hin untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab.9 

als ct-Werte der einzelnen Konzentrationen für drei Patienten mir rheumatoider Arthritis 

gezeigt. 

 

Patient  0ng/ml IL17 10ng/ml  IL7 50ng/ml  IL17 

Patient 1 27,47+/-0,31 24,29+/-0,05 23,12+/-0,33 

Patient 2 25,97+/-0,44 24,54+/-0,23 23,68+/-0,1 

Patient 3 26,92+/-0,24 25,18+/-0,26 23,13+/-0,24 

Die Tab.9 zeigt die mittleren ct-Werte der qRT-PCR Reihen mit dem IL6-Primer von mit 0ng/ml, 10ng/ml und 

50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen als Mittel aus je drei unabhängigen PCR-Läufen von je 

drei unterschiedlichen Patienten mit rheumatoider Arthritis. Es zeigt sich eine Abnahme der ct-Wertes mit 

steigender IL17-Konzentration. 
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Die Betrachtung der ct-Werte zeigte eine Abnahme der ct-Wert gestaffelt nach der 

eingesetzten IL17-Konzentration. Die ct-Werte der stimulierten condrogenen Vorläuferzellen 

lagen dabei jeweils unterhalb der nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen, wobei die 

mit 50ng/ml stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen jeweils unterhalb der mit 10ng/ml 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen lagen. Da ein kleiner ct-Wert auf einen höheren 

mRNA-Gehalt in den Zellen schließen lässt, folgt daraus eine Zunahme des mRNA-Gehaltes 

in den chondrogenen Vorläuferzellen mit zunehmender IL17-Konzentration. Die mittleren ct-

Werte chondrogener Vorläuferzellen dreier Patieten für die IL17-Stimulationsreihen für IL6-

mRNA sind in Abb.6 gezeigt. 

 

 
Abb.6 zeigt die mittleren ct-Werte der qRT-PCR-Reihen mit dem IL6-Primer von mit 0ng/ml, 10ng/ml und 

50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen als Mittel von je drei Patienten mit rheumatoider 

Arthritis aus je drei unabhängigen PCR-Läufen. Die Mittelwerte der nicht stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellreihen weichen innerhalb der drei Patienten voneinander ab, wohingegen die ct-Werte für 10ng/ml 

IL 17 und 50ng/ml IL17 nicht signifikant zwischen den einzelnen Patientenreihen abweichen. Die IL17-

Konzentration nimmt so direkt Einfluss auf den IL6-mRNA-Gehalt in chondrogenen Vorläuferzellen. 

 

Die ct-Werte der qRT-PCR-Reihen mit dem IL6-Primer weichen im Mittel der drei 

Patientenreihen in den mit 0ng/ml IL17 stimulierten Zellreihen signifikant zwischen den 

einzelnen Patientengruppen ab (26,79+/-0,76). In den mit 10ng/ml IL17 und 50ng/ml IL17 

stimulierten Zellreihen zeigte sich ein einheitlicher ct-Wert unabhängig von dem vorher 

bestimmten ct-Wert der nicht stimulierten Patientenreihen. Dies ergab im Mittel für die 

10ng/ml IL17-Stimulation einen ct-Wert von 24,67+/-0,46 und für die 50ng/ml-IL17 

Stimulation einen ct-Wert von 23,31+/-0,32. Da die IL6-ct-Werte in den 

Stimulationsversuchen für 10ng/ml IL17 und 50ng/ml IL17 in allen Standardabweichung 
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weniger als 0,5 ct-Werte untereinander abweichen, lässt sich bei parallel druchgeführten 

Versuchen sagen, dass in allen drei Patientenreihen nach der IL17 Stimulation die gleiche 

IL6-mRNA-Expression vorliegt. Das bedeutet, ausgehend von den unterschiedlichen IL6-

mRNA-Expressionen vor der Stimulation, erreichen die mit 10ng/ml IL17 und die mit 

50ng/ml IL17 stimulierten Zellen bei allen drei Patienten jeweils die selbe IL6-mRNA-

Expression nach der IL7-Stimulation. Die IL17-Stimulation verschiebt somit die IL6-mRNA-

Expression in beiden IL17-Konzentrationen auf eine bestimmte mRNA-Expression hin 

unabhängig von den jeweiligen patientenspezifischen Ausgangswerten. 

Nach der Umrechnung nach Pfaffl (s. 3.3.10) konnte das Verhältnis der IL17-Stimulation als 

Verhältniszahl zur als 1 gesetzten nicht stimulierten Kontrollgruppe chondrogener 

Vorläuferzellen gezeigt werden. Diese Daten ergaben für die Stimulation mit 10ng/ml IL17 

eine Steigerung der relativen IL6-mRNA-Expression um den Faktor von 5,84+/-4,31 

verglichen mit nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen. Für die 50ng/ml IL17-

Stimulation zeigte sich eine Steigerung der relativen IL6-mRNA- Expression auf das 15,42+/-

9,90 Fache der ursprünglichen relativen IL6-mRNA- Expression der chondrogenen 

Vorläuferzellen. Die Mittelwerte dieser Verhältniszahlen der drei Patientenreihen sind für die 

jeweilige IL17 Konzentrationen in Abb.7 gezeigt. 

 
Abb.7 zeigt den Vergleich der relativen IL6-mRNA-Expressionen von nicht stimulierten zu mit 10ng/ml IL17 und 

zu mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen im Mittel aus je drei unabhängigen PCR-Läufen 

von je drei Patienten mit rheumatoider Arthritis als relatives Verhältnis zur als 1 gesetzten relativen IL6-mRNA-

Expression der nicht stimulierten Kontrollreihen, berechnet nach Pfaffl (s. 3.3.10). 

 

Die Steigerung der relativen mRNA-Expression von IL6 in nicht stimulierten und stimulierten 

chondrogenen Vorläuferzellen fiel mit p<0.069 nicht signifikant aus. Die große Schwankung 
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der ct-Werte für IL6-mRNA der nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen der drei 

Patientenreihen führte zu einer erheblichen Abweichung der relativen IL6-mRNA-

Expressionen untereinander. 

Die ct-Wert-Ergebnisse lassen jedoch den Schluß zu, dass eine bestimmte IL17-Konzentration 

jeweils zu einer bestimmten IL6-mRNA-Konzentration in den chondrogenen Vorläuferzellen 

führt unabhängig von der anfänglichen IL6-mRNA-Konzentration in den nicht stimulierten 

chondrogenen Vorläuferzellen.  

4.2.3 Einfluss von IL17 auf den mRNA-Gehalt von Matrix-Metalloproteinasen in 

chondrogenen Vorläuferzellen 

 
Um den Einfluss von IL17 auf die mRNA-Synthese von Matrix-Metalloproteinasen zu 

untersuchen, wurden die Zellen parallel zu nicht stimulierten Kontrollen jeweils mit 10ng/ml 

und 50ng/ml IL17 für 48h stimuliert und anschließend mit der qRT-PCR, wie in (s. 3.3) 

gezeigt, auf ihren mRNA-Gehalt von MMP3, MMP14, MMP15 und MMP17 hin untersucht. 

Die ct-Werte wurden in je 3 unabhängigen Läufen für drei Patienten wiederholt und bestätigt 

und sind in Tab.10-13 als Vielfaches der als 1 gesetzten Kontrolle, berechnet nach Pfaffl, 

aufgeführt. 

 

Tab.10:A relative MMP3-mRNA-Expression 

nach IL17-Stimulation 

Patient 

0ng/ml 

IL17 

10ng/ml 

IL17 

50ng/ml 

IL17 

Patient 1 1 5,03 10,92 

Patient 2 1 1,36 5,78 

Patient 3 1 4,05 8,08 
 

Tab.11: relative MMP14-mRNA- Expression nach 

IL17-Stimulation 

Patient 

0ng/ml  

IL17 

10ng/ml  

IL17 

50ng/ml  

IL17 

Patient 1 1 1,48 1,66 

Patient 2 1 0,41 1,05 

Patient 3 1 1 1,34 
 

Tab.12:C relative MMP15-mRNA-Expression 

nach IL17-Stimulation 

Patient 

0ng/ml 

IL17 

10ng/ml 

IL17 

50ng/ml 

IL17 

Patient 1 1 1,76 1,08 

Patient 2 1 0,74 1,3 

Patient 3 1 1,17 1,88 
 

Tab.13: relative MMP17-mRNA-Expression nach 

IL17-Stimulation 

Patient 

0ng/ml 

IL17 

10ng/ml 

IL17 

50ng/ml 

IL17 

Patient 1 1 2,7 1,91 

Patient 2 1 0,62 1,34 

Patient 3 1 1,17 1,67 
 

 

Die Tab10-13 zeigen die Ergebnisse der qRT-PCR-Reihen chondrogener Vorläuferzellen für die MMP3-, 

MMP14-, MMP15- und MMP17-mRNA-Expression als Mittel aus je drei unabhängigen PCR-Läufen dreier 

Patienten mit rheumatoider Arthritis als relatives Verhältnis zur als 1 gesetzten relativen MMP-mRNA- 

Expression der nicht stimulierten Kontrollreihen, berechnet nach Pfaffl (s. 3.3.10). 
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Hier zeigten sich für die einzelnen mRNA-Sequenzen der jeweils eingesetzten Primer: 

MMP3, MMP14, MMP15 und MMP17 folgende Ergebnisse: 

Für MMP3 zeigte sich eine signifikante Steigerung der relativen mRNA-Expression durch die 

Stimulation von 50ng/ml IL17 (p<0,002). Die mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellen erreichten im Mittel eine um den Faktor 8,26+/-2,57 (p<0,002) höhere 

relative mRNA-Expression als in den parallel durchgeführten Kontrollen nicht stimulierter 

chondrogener Vorläuferzellen. Dies zeigt so eine Steigerung der relativen MMP3-mRNA-

Expression um 826% durch die IL17-Stimulation mit 50ng/ml IL17. Die Stimulation 

chondrogener Vorläuferzellen mit nur 10ng/ml IL17 zeigte eine Steigerung der relativen 

MMP3-mRNA-Expression um den Faktor 3,48+/-1,9 (p<0,08). Hier konnten keine 

signifikanten Änderungen der relativen MMP3-mRNA-Expressionen verglichen mit den nicht 

stimulierten Kontrollgruppen chondrogener Vorläuferzellen gezeigt werden. Das Verhalten 

der chondrogenen Vorläuferzellen auf die jeweilige IL17-Konzentration ist in Abb.8 für die 

beiden IL17-Konzentrationen 10ng/ml und 50ng/ml dargestellt. 

 

 

 
Abb.8 zeigt den Vergleich der relativen MMP3-mRNA-Expressionen von nicht stimulierten zu mit 10ng/ml und 

50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen im Mittel aus drei unabhängigen PCR-Läufen von je 

drei Patienten mit rheumatoider Arthritis als relatives Verhältnis zu der als 1 gesetzten mRNA-Expression der 

Kontrollreihen berechnet nach Pfaffl. Die relative mRNA-Expression der mit 50ng/ml IL17 stimulierten 

chondrogenen Vorläuferzellen zeigt eine signifikante um das 8,26+/-2,57 Fache (p<0,002) höhere relative 

MMP3-mRNA-Expression. Die mit 10ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen erreichten mit der 

Steigerung der MMP3-mRNA-Expression um das 3,48+/-1,9 Fache (p<0,08)  jedoch keine signifikante 

Expressionsänderung. 
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Für MMP17 zeigte sich eine signifikante Steigerung der relativen mRNA-Expression durch 

die Stimulation mit 50ng/ml IL17. Die mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellen erreichten im Mittel aus drei unabhängigen Versuchsläufen dreier Patienten 

mit rheumatoider Arthritis einen um den Faktor 1,64+/-0,29 (p<0,002) erhöhte relative 

MMP17-mRNA-Expression. Somit scheint die IL17-Stimulation mit 50ng/ml IL17 die 

MMP17-mRNA-Expression in den chondrogenen Vorläuferzellen um 64% zu steigern. 

Dieser Zusammenhang ist in Abb.9 veranschaulicht.  

 

 
Abb.9 zeigt den Vergleich der relativen MMP17-mRNA-Expressionen von nicht stimulierten zu mit 50ng/ml IL17 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen im Mittel aus drei unabhängigen PCR-Läufen von je drei Patienten 

mit rheumatoider Arthritis als Verhältnis zu der als 1 gesetzten mRNA-Expression der Kontrollreihen, berechnet 

nach Pfaffl. Die IL17-Stimulation der chondrogenen Vorläuferzellen mit 50ng/ml IL17 erhöht die relative 

MMP17-mRNA-Expression in den Zellen signifikant um das 1,64+/-0,29 Fache (p<0,002). 

 

Für mit 10ng/ml IL17 stimulierte chondrogene Vorläuferzellen zeigte sich eine Erhöhung der 

relativen MMP17-mRNA-Expression auf das 1,55+/-1,06 Fache (p<0,23). Hier konnte keine 

signifikante Erhöhung der relativen MMP17-mRNA-Expression gezeigt werden. Die 

Erhöhungen der relativen mRNA-Expressionen von MMP14 und MMP15 nach Stimulation 

mit 50ng/ml IL17 zeigten mit Steigerungen um das 1,35+/-0,31 Fache (p<0,10) für MMP14 

und das 1,42+/-0,41 Fache (p<0,10) für MM15 keine signifikanten Änderungen der relativen 

mRNA-Expressionen. Die Stimulation hatte somit keine signifikant nachweisbaren 

Auswirkungen auf die relativen mRNA-Expressionen dieser Matrix-Metalloproteinasen. 
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Zusammenfassend lässt sich über den Einfluss der IL17-Stimulation auf die relativen mRNA-

Expressionen der vier untersuchten Matrix-Metalloproteinasen MMP3, MMP14, MMP15 und 

MMP17 sagen, dass die IL17-Stimulation die relativen mRNA-Expressionen von MMP3 und 

von MMP17 in den chondrogenen Vorläuferzellen signifikant erhöht. Die relativen mRNA-

Expressionen von MMP14 und von MMP15 werden jedoch von der IL17-Stimulation nicht 

signifikant beeinflusst. Somit scheint IL17 das Verhältnis innerhalb der verschiedenen 

Matrix-Metalloproteinasen hin zu mehr MMP3 und MMP17 zu verschieben. 

4.2.4 Einfluss von IL17 auf den Transkriptionsfaktor NFº B-mRNA-Gehalt in chondrogenen 

Vorläuferzellen 

Um den Einfluss von IL17 auf die mRNA-Synthese des Transkriptionsfaktors NFkB zu 

untersuchen, wurden die Zellen parallel zu nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen je 

mit 10ng/ml und 50ng/ml IL17 stimuliert und anschließend mit der qRT-PCR (s.3.3.8) auf 

ihren mRNA-Gehalt hin untersucht. Auch diese Versuchsreihe wurde an drei Patienten je 

dreimal unabhängig voneinander wiederholt. Dann wurden die qRT-PCR-Ergebnisse nach 

Pfaffl in relative mRNA-Expression im Vergleich zur als 1 gesetzten Konzentration nicht 

stimulierter chondrogener Vorläuferzellen umgerechnet. Diese Ergebnisse sind in Abb.10 

abgebildet. 

 
Abb.10 zeigt den Vergleich der qRT-PCR-Ergebnisse für NFkB von nicht stimulierten zu mit 50ng/ml IL17 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen im Mittel aus drei unabhängigen PCR-Läufen von je drei Patienten 

mit rheumatoider Arthritis als mRNA-Verhältnis zur als 1 gesetzten mRNA-Expression der Kontrollreihen 

berechnet nach Pfaffl. Die mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen zeigten eine signifikante 

Steigerung der relativen NFkB-mRNA-Expression um das 1,68+/-0,08 (p<0,003) Fache. 

0 
0,2 
0,4 
0,6 
0,8 

1 
1,2 
1,4 
1,6 
1,8 

2 

 Kontrolle 0ng/ml IL17 50ng/ml IL17 

re
la

tiv
e 

N
Fk

B-
m

RN
A-

Ex
pr

es
si

on
 

IL 17 Konzentration 

relative NFkB-mRNA-Expression 
nach IL17 Stimulation 

 
50 

 



 

Die relative NFº B-mRNA-Expression stieg nach der Stimulation von 50ng/ml IL17 im 

Verhältnis zu den nicht stimulierten Kontrollen im Mittel um den Faktor von 1,68+/-0,08 

(p<0,003) signifikant an. Somit steigerte 50ng/ml IL17 die relative mRNA-Expression von 

NFkB um 68%. Die Stimulation mit 10ng/ml IL17 zeigte eine Steigerung der relative NFº B-

mRNA-Expression um das 1,38+/- 0,81 Fache (p<0,26), welche nicht signifikant ausfiel und 

hier nicht gezeigt wird. IL17 vermag somit die relative mRNA-Expression von NFkB in den 

chondrogenen Vorläuferzellen signifikant zu erhöhen bei adäquaten 

Stimulationskonzentrationen. 
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4.3 Immunfluoreszenz-Nachweis von IL6 und MMP3 in chondrogenen 

Vorläuferzellen 

Nach Auswertung der qRT-PCR-Ergebnisse zeigte sich, dass die chondrogenen 

Vorläuferzellen die folgenden mRNA-Moleküle synthetisieren: IL6, NFkB, IL1, MAPK1, 

TIMP3, Aggrecan, ADAMTS5, MMP14, MMP15, MMP17 und MMP3. Zudem wurde 

gezeigt, dass IL17 steigernden Einfluss auf die mRNA-Konzentration von IL6, NFkB, MMP3 

und MMP17 besitzt. Es galt nun zu zeigen, dass auch die jeweiligen Proteinmoleküle in den 

chondrogenen Vorläuferzellen vorzufinden sind. Dazu sollten, stellvertretend für die oben 

aufgeführten Moleküle, die Proteine IL6 und MMP3 in den chondrogenen Vorläuferzellen mit 

Hilfe der Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Das Verfahren der Immunfluoreszenz 

wird in 3.4 beschrieben. Die Versuche wurden jeweils unabhängig für drei Patienten mit 

rheumatoider Arthritis wiederholt und zeigten dieselben Ergebnisse. In allen drei 

Versuchsläufen konnten in den chondrogenen Vorläuferzellen die Proteine IL6 und MMP3 

nachgewiesen werden. Die jeweiligen Kontrollen ohne den primären Antikörper fielen jeweils 

negativ aus. Die Versuchsergebnisse eines Versuchs für IL6 und MMP3 sind in den Abb.11 

und 12 aufgeführt. Die Bilder sind mit Vergrößerungen von 1:20 und 1:40 aufgenommen 

worden und zeigen jeweils das Immunfluoreszenzbild mit dem darunter liegenden DAPI-

Kontrollbild. Die DAPI-Kontrollbilder zeigen die markierten Zellkerne aller im Ausschnitt 

liegenden Zellen. Der Vergleich der Zellkerne mit den jeweiligen Fluoreszenzbildern lässt 

jedem in der DAPI-Färbung markierten Zellkern jeweils eine mit IL6 bzw. MMP3 markierte 

fluoreszierende Zelle zuordnen. Dieses wird in der Überlagerung der beiden Bilder deutlich. 

In den Kontrollen kann den DAPI-markierten Zellkernen keine Immunfluoreszenz zugeordnet 

werden und sie fallen somit negativ aus. Somit konnte nachgewiesen werden, dass 

chondrogene Vorläuferzellen die Proteine IL6 und MMP3 synthetisieren.  

Die Verbindung der Fluoreszenznachweise mit den PCR-Ergebnissen der jeweiligen mRNA-

Sequenzen lässt den Schluß zu, dass chondrogene Vorläuferzellen die vorhandenen mRNA-

Sequenzen von IL6 und von MMP3 auch in Proteine umschreiben. Die beobachteten Anstiege 

der mRNA-Konzentrationen in den qRT-PCR-Versuchen an IL17 stimulierten chondrogenen 

Vorläuferzellen gehen daher hoch wahrscheinlich auch mit einem einer Erhöhung des 

jeweiligen Syntheseproduktes einher. 
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Abb.11 zeigt die Immunfluoreszenzbilder für mit IL6-Antiköpern markierten chondrogene Vorläuferzellen. Abb. 

A, B, und C zeigen die mit FITC markierten IL6-Proteine als Fluoreszenz in den Zellen. Abb. D, E und F zeigen 

jeweils die zu Abb. A, B und C passenden DAPI-gefärbten Kontrollbilder, die die Zellkerne aller Zellen des 

Ausschnittes zeigen. Abb. C und E zeigen die Kontrollen ohne den primären IL6-Antikörper. Hier zeigt sich 

keine Fluoreszenz, da kein primärer Antikörper gebunden hat. Die Bilder sind mit der Vergrößerungen 1:20 (A 

und D) und 1:40 (B, C, E, F und G) aufgenommen worden. Abb. G zeigt die Überlagerung der beiden Bilder. B 

und E, in dem jedem mit DAPI markiertem Zellkern jeweils eine Immunfluoreszenz zugeordnet werden kann und 

somit positiv gezeigt werden konnte, dass die chondrogene Vorläuferzelle das Protein IL6 enthalten. 
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Abb.12 zeigen die Immunfluoreszenzbilder für mit MMP3- Antikörpern markierten chondrogene Vorläuferzellen. 

Abb. A, B, und C zeigen die mit FITC markierten MMP3-Proteine, als Fluoreszenz in den Zellen. Abb. D, E und 

F zeigen jeweils die zu Abb. A, B und C passenden DAPI-gefärbten Kontrollbilder, die die Zellkerne aller Zellen 

des Ausschnittes zeigen. Abb. C und E zeigen die Kontrollen ohne den primären MMP3-Antikörper. Hier zeigt 

sich keine Fluoreszenz, da kein primärer Antikörper gebunden hat. Die Bilder sind mit der Vergrößerungen 1:20 

(A und D) und 1:40 (B, C, E, F und G) aufgenommen worden. Abb. G zeigt die Überlagerung der beiden Bilder. 

B und E, in dem jedem mit DAPI markiertem Zellkern jeweils eine Immunfluoreszenz zugeordnet werden kann 

und somit positiv gezeigt werden konnte, dass die chondrogene Vorläuferzelle das Protein MMP3 enthalten. 
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4.4 Western-Blot-Nachweis von den Proteinen IL6 und MMP3 in 

chondrogenen Vorläuferzellen  

Es wurde schon in 4.2 gezeigt, dass chondrogene Vorläuferzellen die mRNA-Sequenzen von 

IL6 und von MMP3 produzieren. Zudem wurden in 4.3 mit der Immunfluoreszenz die 

Proteine IL6 und MMP3 in den Zellen nachgewiesen. Nun sollen diese Ergebnisse mit dem 

Verfahren Western Blot ein weiteres Mal auf Proteinebene bestätigt werden. 

Vorversuche zeigten, dass für das MMP3-Protein jeweils 200.000 Zellen ausreichten, um mit 

einer Antikörperkonzentration von 1:5000 die MMP3-Proteine zu detektieren. Für das Protein 

IL6 wurden jeweils 450.000 Zellen benötigt und der Antikörper in einer Konzentration von 

1:500 eingesetzt. Der jeweilige sekundäre Antiköper wurde je mit einer Konzentration von 

1:40.000 eingesetzt. Die Ergebnisse sind jeweils als Fotographien der Proteinfärbungen und 

der entwickelten Blot-Bilder gezeigt. 

Die Abb.13 und Abb.14 zeigen die Bindungen der MMP3 und IL6 Antikörper an das zu 

erwartende Protein MMP3 bzw. IL6 als schwarze Banden auf den entwickelten Western Blot 

Bildern. Zudem bestätigt der Vergleich mit der ebenfalls abgebildeten Proteinleiter die zu 

erwartende Größe für die Proteinbande. Der Vergleich mit der Proteinleiter zeigte für MMP3 

die wie zu erwartende Größe von 59kD. Der Vergleich für IL6 bestätigte die zu erwartende 

Größe von 26kD. Das ebenfalls abgebildete Bild der Commassie-blue-Färbung dokumentiert 

die gelungene Übertragung der Proteine des jeweiligen Zelllysates auf die Membran. 

 

 

 

Abb.13 zeigt die mit dem human-Anti-MMP3-Antikörper entwickelten Western-Blot-Bilder (A) und die 

dazugehörende Proteinfärbung mit Commassie blue (B). Eingesetzt wurde ein Zelllysat aus 100.000 und 200.000 

chondrogenen Vorläuferzellen. Der Vergleich mit der Proteinleiter bestätigt die Größe des markierten MMP3-

Proteins von 59kD. Die dunkle Bande dokumentiert die Antikörperbindung und weist so das Protein MMP3 in 

den chondrogenen Vorläuferzellen positiv nach.  
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Abb.14 zeigt die mit dem human-Anti-IL6-Antikörper entwickelten Western-Blot-Bilder (A) und die 

dazugehörende Proteinfärbung mit Commassie-blue (B). Eingesetzt wurde ein Zelllysat aus 300.000 und 

450.000 chondrogenen Vorläuferzellen. Der Vergleich mit der Proteinleiter bestätigt die Größe des markierten 

IL6-Proteins von 26kD. Die dunkle Bande dokumentiert die Antikörperbindung und weist das Protein IL6 in den 

chondrogenen Vorläuferzellen positiv nach. 

 

4.4.1 Nachweis von MMP3 Proteinen auch nach der IL17-Stimulation mit dem Western 

Blot. 

 
Nach dem positiven Nachweis der Proteine IL6 und MMP3 in den chondrogenen 

Vorläuferzellen sollten nun stimulierte und nicht stimulierte chondrogene Vorläuferzellen mit 

dem gleichen Verfahren auf Unterschiede in den Konzentrationen im Hinblick auf die 

eingesetzte IL17-Stimulation untersucht werden. Hierzu bot sich das MMP3-Protein an, da für 

seine mRNA-Konzentration bereits gezeigt worden war, dass sie sich durch die Stimulation 

mit 50ng/ml IL17 auf das 8,26 Fache signifikant steigert (s. 4.2.3). Dazu wurden parallel zwei 

Zellreihen der chondrogenen Vorläuferzellen eines Patienten mit 0ng/ml und mit 50ng/ml 

stimuliert und je 200.000 Zellen für den Western Blot verwendet. Dann durchliefen beide 

Proben parallel den Versuchsablauf des Western Blotes. Das Ergebnis zeigt Abb.15. 

 

 
56 

 



 

 
Abb.15 zeigt die mit dem Anti-MMP3-Antikörper entwickelten Bilder des Western Blotes (A) und die 

dazugehörende Proteinfärbung mit Commassie-blue (B). Eingesetzt wurde ein Zelllysat aus 200.000 von mit 

50ng/ml IL17 stimulierten (links) und von nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen (rechts). Im 

Vergleich der beiden Banden zeigt sich eine dunklere Bande und damit eine stärkere Bindung der MMP3-

Antikörper für die mit 50ng/ml IL17 stimulierte Versuchsreihe (links). Die stärkere Bindung der MMP3-

Antikörper auf der stimulierten Seite deutet bei gleicher Zellzahl auf mehr MMP3 Proteine im stimulierten 

Zelllysat hin. Somit scheinen die stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen mehr MMP3-Proteine zu enthalten 

als die nicht stimulierten Zellen. Hier kann jedoch keine Signifikanz angenommen werden, da es keinen 

Referenzbezug gibt. Es konnte jedoch erneut gezeigt werden, dass chondrogene Vorläuferzellen das Protein 

MMP3 unter Stimulation produzieren. 

 

Das entwickelte Bild des Western Blotes zeigt eine dunklere Bande auf der Seite der mit 

50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen verglichen mit der Bande des nicht 

stimulierten Zelllysates Die stärkere Bindung der MMP3-Antikörper auf der stimulierten 

Seite deutet bei gleicher eingesetzter Zellzahl auf mehr MMP3 Proteine im Zelllysat hin. 

Somit könnten die stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen mehr MMP3-Proteine enthalten 

als die nicht stimulierten Zellen. Hier kann allerdings keine Signifikanz angenommen werden, 

da es keinen Referenzbezug gibt. Es konnte jedoch erneut gezeigt werden, dass chondrogene 

Vorläuferzellen das Protein MMP3 unter Stimulation produzieren. 

Bereits in den PCR-Ergebnissen für MMP3 (s. 4.2.3) zeigten sich signifikant erhöhte MMP3-

mRNA-Konzentrationen in den chondrogenen Vorläuferzellen durch die Stimulation mit 

50ng/ml IL17. Die Ergebnisse dieses Western-Blot-Versuches weisen nun zudem vermehrte 

Antikörperbindung für die mit 50ng/ml IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen auf. 

Da bereits gezeigt werden konnte, dass IL17 die mRNA-Konzentration in den chondrogenen 

Vorläuferzellen heraufsetzt, kann nun geschlossen werden, dass eben diese erhöhte mRNA-

Konzentration auch zu einer Erhöhung der Proteinsynthese in diesen Zellen führt. 
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4.5 Hemmung des IL17-Effekts auf die IL6-mRNA-Synthese 

chondrogener Vorläuferzellen durch IL17-Antikörper 

Zur Bestätigung, dass allein der Effekt von IL17 für die veränderten mRNA-Expressionen in 

den untersuchten Zellen verantwortlich ist (s. 4.2.2), sollte nun gezeigt werden, dass dieser 

IL17-Effekt mit einem IL17-Antikörper geblockt werden kann. Dazu wurden vier 

Versuchsreihen angelegt und mit der qRT-PCR untersucht. Als Kontrollen fungierten jeweils 

eine nicht stimulierte und eine mit 10ng/ml IL17 stimulierte chondrogene Vorläuferzellen. 

Als Probe fungierte eine mit 10ng/ml IL17 stimulierte und mit 100µg/ml IL17-Antikörper 

versetzte Zellkultur chondrogener Vorläuferzellen. Außerdem wurde untersucht, ob das IL17-

Suspensionsmedium, bestehend aus 4mM HCl und 0,1% bovinem Serumalbumin, in PBS 

gelöst, Einfluss auf den IL6-mRNA-Gehalt besitzt. Die Versuche wurden parallel 

durchgeführt und in drei unabhängigen PCR-Läufen bestätigt. Die Ergebnisse der qRT-PCR 

Versuche sind als ct-Werte in Tab.14 aufgeführt. 

 

Primer 

 

Kontrolle 

 

Suspensions-

medium  

10ng/ml IL17 

 +100µg/ml Anti-IL17  

10ng/ml IL17 

 

IL6 29,15+/-0,25 29,53+/-0,05 27,47+/-0,27 24,41+/-0,25 

63°C 

    Tab.14 zeigt die ct-Werte gemittelt aus drei unabhängigen Versuchsläufen eines Patienten mit rheumatoider 

Arthritis unter den jeweiligen Kulturbedingungen. Die ct-Werte der Zellkulturen, die mit IL17 und mit dem IL17-

Antikörpern stimuliert wurden zeigen einen ct-Wert, der zwischen den mit IL17 stimulierten und den nicht 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen liegt. Damit scheint der IL17-Antikörper die IL17-Wirkung auf die 

Zellen zum Teil zu blocken. Das Suspensionsmedium erreicht die gleichen ct-Werte wie die nicht stimulierte 

Kontrolle. 

 

Die Kontrollreihe mit nicht stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen und die mit der 

Suspensionslösung behandelten chondrogenen Vorläuferzellen lagen für die nicht stimulierte 

Zellreihe bei 29,15+/-0,25 und für die Suspensionslösung bei 29,53+/-0,05 auf einem 

annähernd gleichen Niveau und weichen nicht signifikant voneinander ab. 

Die ct-Werte der stimulierten Zellen erreichten einen mittleren ct-Wert von 24,41+/-0,25, der 

in dem zuvor beobachteten Bereich der IL17-Stimulationsreihen für 10ng/ml liegt, und somit 

erneut die Ergebnisse der qRT-PCR (s. 4.2.2) bestätigt. Die mit 10ng/ml IL17 stimulierten 

und gleichzeitig mit dem IL17-Antikörper behandelten chondrogenen Vorläuferzellen 

erreichten einen ct-Wert von 27,47+/-0,27 und wurden auf ein Niveau zwischen der nicht 

stimulierten und der mit 10ng/ml IL17 stimulierten Versuchsreihe gesenkt.  
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Nach Umrechnung der ct-Werte in relative Verhältniszahlen zu der als 1 gesetzten 

Kontrollgruppe nicht stimulierter chondrogener Vorläuferzellen nach Pfaffl, wird der Effekt 

der IL17 Antikörper deutlicher. Dies zeigt Abb.16. 
 

 
Abb.16 zeigt die IL6-mRNA-Expression der chondrogenen Vorläuferzellen in Relation zum Expression der nicht 

stimulierten Zellen. Die Daten sind gemittelt aus drei unabhängigen PCR-Läufen eines Patienten mit 

rheumatoider Arthritis. Es zeigt sich, dass 10ng/ml IL17 die IL6-mRNA-Konzentration um das 31,98+/-5,62 

(p<0,005) Fache anheben kann. Der IL17-Antikörper kann diese Stimulationswirkung auf das 3,86+/-0,691 

(p<0,005) Fache reduzieren und damit den IL17 Einfluss zum Teil blocken. 

 

Hier zeigte sich eine signifikante Steigerung der relativen IL6-mRNA-Expression durch die 

Stimulation mit 10ng/ml IL17 um den Faktor 31,98+/-5,62 (p<0,005), verglichen mit dem 

Ausgangswert nicht stimulierter chondrogener Vorläuferzellen von einem Patienten mit 

rheumatoider Arthritis. Die hier nun gezeigte Signifikanz ist in Abb7 und im Abschnitt 4.2.2 

so nicht darstellbar, da in den Versuchen in 4.2.2 die Mittelwerte aus drei Patientenreihen und 

deren STABW in die Ergebnisdarstellung eingehen. Durch die starke Streuung der 

Ausgangswerte konnte dort keine Signifikanz angegeben werden. Die Blockung der IL17-

Moleküle durch den IL17-Antikörper konnte die beschriebene relative Expressionssteigerung 

von IL6-mRNA-Molekülen um das 31,98+/-5,62 Fache signifikant auf das 3,86+/-0,691 

(p<0,005) Fache reduzieren. Die alleinige Suspensionslösung ohne das sonst darin gelöste 

IL17, bestehend aus 4mM HCl und 0,1% bovinem Serumalbumin, erreichte annähernd das 

gleiche relative Expressionsniveau wie die nicht behandelte Kontrollgruppe aus den nicht 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen und hatte somit nachweisbar keinen Einfluss auf 

die IL6-mRNA-Expression. Die Ergebnisse der Antikörperversuche gaben somit weitere 

Hinweise darauf, dass IL17 für die beobachteten Effekte verantwortlich ist. 
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse 

1.) Die Wachstumskurven der chondrogenen Vorläuferzellen zeigen einen exponentiellen 

Verlauf. Die Stimulation der Zellen mit IL17 stören diesen exponentiellen Charakter 

nicht, wohl jedoch die Geschwindigkeit des Zellwachstums speziell in den Anfangszeiten 

der Zellkultur. Die mit IL17 stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen wachsen so 

signifikant langsamer, als die nicht stimulierten Zellen. 

2.) In den qRT-PCR-Reihen konnte erstmals nachgewiesen werden, dass chondrogene 

Vorläuferzellen folgende mRNA-Sequenzen synthetisieren: IL6, MMP3, MMP14, MMP 

15, MMP17, NFkB, IL1, MAPK, Aggrecan, ADAMTS5 und TIMP3. 

3.) TNF± konnte in den chondrogenen Vorläuferzellen nicht nachgewiesen werden. 

4.) Vergleiche der relativen mRNA-Expressionen von mit IL17 stimulierten und nicht 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen zeigen, dass nach der Stimulation signifikant 

mehr mRNA für MMP3 (p<0,002), MMP17 (p<0,002) und NFkB (p<0,003) in den 

chondrogenen Vorläuferzellen vorliegt, als in den nicht stimulierten Kontrollen. Die 

relativen mRNA-Expressionen von MMP15 und von MMP14 weisen hingegen keine 

signifikanten Veränderungen durch die IL17-Stimulation auf. 

5.) Es konnte somit in vitro gezeigt werden, dass IL17 einen Einfluss auf die chondrogenen 

Vorläuferzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis hin zu mehr MMP3, MMP17 

und IL6 besitzt, was zur Veränderung des Milieus im Knie der Patienten mit rheumatoider 

Arthritis beitragen könnte. Die gleichzeitige signifikante Steigerung der relativen NFkB-

mRNA-Expression lässt seine Beteiligung an den Signaltransduktionswegen von MMP3, 

MMP17 und IL6 vermuten. 

6.) Für IL6 und MMP3 konnte exemplarisch mit der Immunfluoreszenz und dem Western 

Blot gezeigt werden, dass neben den mRNA-Sequenzen auch die jeweiligen Proteine in 

den Zellen synthetisiert werden. 

7.) Die Western Blot Ergebnisse für MMP3 lassen im Vergleich von stimulierten zu nicht 

stimulierten chondrogenen Vorläuferzellen den Schluß zu, dass neben der mRNA von 

MMP3 auch das Protein in den Zellen nach der IL17-Stimulation vermehrt vorliegt. 

8.) Ein IL17-Antikörper ist in der Lage den Stimulationseffekt von IL17 auf die relative IL6-

mRNA-Expression zu blocken und bestätigt damit, dass allein IL17 für die beobachteten 

Veränderungen der relativen mRNA-Expressionen verantwortlich ist. 
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5 Diskussion 

5.1 Einfluss von IL17 auf die Zellproliferation von chondrogenen 

Vorläuferzellen 

In dieser Arbeit wurde das Verhalten chondrogener Vorläuferzellen von Patienten mit 

rheumatoider Arthritis unter normal und IL17-Stimulationsbedingungen im Hinblick auf ihre 

Rolle in der rheumatischen Arthritis untersucht. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die 

Stimulation mit IL17 das Wachstumsverhalten der untersuchten chondrogenen 

Vorläuferzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis signifikant zu verringern vermag (s. 

4.1.3). Der exponentielle Wachstumscharakter der chondrogenen Vorläuferzellen konnte 

durch die IL17-Stimulation jedoch nicht dauerhaft verändert werden. Eine Unterdrückung des 

Wachstums zeigte sich lediglich in den ersten drei Tagen der Zellkultur (s. 4.1.3). Die 

Vermutung liegt nahe, dass IL17-die Zellproliferation nur zeitlich begrenzt beeinflusst. Dies 

kann möglicherweise durch einen erhöhten Stoffwechsel in den chondrogenen 

Vorläuferzellen nach IL17-Stimulation erklärt werden. Möglich wäre es auch, dass die Zellen 

den IL17-Rezeptor nach einigen Tagen der IL17-Stimulation aktiv herunter regulieren, als 

Reaktion auf die erhöhte Zytokineinwirkung. Die IL17-Wirkung auf die Zellen wäre dann im 

weiteren Verlauf verringert und die Zellproliferation könnte wieder in normalen 

Teilungszyklen ablaufen. Hinweise auf diesen Zusammenhang ergab eine siebentägige IL17-

Stimulationsreihe, in der nur an jedem zweiten Tag das IL17-Stimulationsmedium gewechselt 

wurden. Die Auswertung nach sieben Tagen zeigte auf mRNA-Ebene in den stimulierten 

Zellen eine geringere IL17-Rezeptorkonzentration für IL17RC verglichen mit nicht 

stimulierten Zellen. Diese Ergebnisse konnten jedoch noch nicht eindeutig wiederholend 

bestätigt werden, so dass diese Daten hier nicht gezeigt werden. Der Zusammenhang der 

IL17-Wirkung auf das Proliferationsverhalten der in der rheumatoiden Arthritis lokal 

ansässigen Zellen ist so noch nicht ausreichend geklärt. Die Einwirkungen der IL17-

Stimulation auf die Proliferationsabläufe der chondrogenen Vorläuferzellen auch von 

Patienten mit rheumatoider Arthritis bedarf so zukünftig noch weiterer Untersuchungen. 
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5.2 Einfluss der chondrogenen Vorläuferzellen auf inflammatorische 

Prozesse in der rheumatoiden Arthritis 

In vorherigen Untersuchungen an Knorpelgewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis 

konnten chondrogene Vorläuferzellen mit Stammzellcharakter isoliert und charakterisiert 

werden. Diese Zellen ähneln sehr stark den bereits für die Ostheoarthrose entdeckten 

chondrogenen Vorläuferzellen, die auch „chondrozyte progenitor cells“ genannt werden 

(Koelling et al. 2009). Sie weisen Oberflächenmarker in Form von CDs auf, die typisch für 

chondrogene Stammzellen sind. Die Möglichkeit zu ihrer Differenzierung in Chondrozyten, 

Adipozyten und auch Osteozyten deutet zusätzlich auf ihren Stammzellcharakter hin 

(Koelling et al. 2009). Noch nicht untersucht wurde, inwieweit chondrogene Vorläuferzellen 

von Patienten mit rheumatoider Arthritis inflammatorische Mediatoren wie IL6 und IL1, 

TNF±, NFº B sowie die Matrix-Metalloproteinasen MMP3, MMP14, MMP15 und MMP17 

synthetisieren und damit eventuell an der Erkrankung aktiv beteiligt sind. Die Synthese dieser 

oben genannten Mediatoren konnte in dieser Arbeit mit Ausnahme von TNF± in den 

chondrogenen Vorläuferzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis demonstriert werden 

und unterstreicht die mögliche Beteiligung der chondrogenen Vorläuferzellen an 

entzündlichen Prozessen in der rheumatoiden Arthritis (s. 4.2). So scheinen chondrogene 

Vorläuferzellen neben einer möglichen Regenerationsfunktion, des in der rheumatoiden 

Arthritis zerstörten Knorpelgewebes (Koelling and Miosge 2009), auch proinflammatorische 

Effekte durch die Produktion von inflammatorischen Zytokinen wie IL6 und IL1 

einzunehmen. IL17 vermag die Synthese einiger proinflammatorischer Zytokine in den 

chondrogenen Vorläuferzellen zu erhöhen. Dies konnte z.B. für IL6, MMP3 und MMP17 

gezeigt werden (s. 4.2.2, s. 4.2.3). MMP14 und MMP15 zeigten sich dabei von der IL17-

Stimulation nicht signifikant beeinflusst (s. 4.2.3). IL17 scheint so durch unterschiedliche 

Wirkungen auf die jeweiligen MMPs das Verhältnis der Matrix-Metalloproteinasen in den 

chondrogenen Vorläuferzellen hin zu mehr MMP3 und MMP17 zu verschieben. Dies könnte 

im weiteren Verlauf wiederum den Auf- und Abbau der Knorpelmatrix verändern. Die 

Wirkung der IL17-Stimulation auf die jeweiligen Mediatoren in den chondrogenen 

Vorläuferzellen soll nun im Einzelnen erörtert werden. 
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5.3 Einfluss von IL17 auf die Synthese von IL6 in chondrogenen 

Vorläuferzellen 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von IL17 auf die Synthese von IL6 in chondrogenen 

Vorläuferzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis untersucht und es konnte zunächst 

gezeigt werden, dass chondrogene Vorläuferzellen IL6 synthetisieren (s. 4.2). Weiter zeigte 

sich, dass die IL17-Stimulation die Menge an IL6 in den chondrogenen Vorläuferzellen auf 

mRNA-Ebene erhöhte (s. 4.2.2). Das Protein IL6 konnte zudem auf Proteinebene in den 

Zellen nachgewiesen werden (s. 4.3, s. 4.4). Der Effekt der gesteigerten IL6-Produktion durch 

IL17-Stimulation in der rheumatoiden Arthritis wurde bereits für Chondrozyten, FLS 

„fibroblast like cells“ und Synoviozyten beobachtet (Shalom-Barak et al. 1998; Georganas et 

al. 2000; Hwang et al. 2004; Agarwal et al. 2008). So konnte nun gezeigt werden, dass 

chondrogene Vorläuferzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis auf IL17-Stimulation 

ähnlich wie Chondrozyten und synoviale Fibroblasten reagieren. 

IL17 unterstützt den proinflammatorischen Effekt der chondrogenen Vorläuferzellen in der 

rheumatoiden Arthritis durch die erhöhte Produktion von IL6 (s. 4.2.2). Dabei korrelierte jede 

IL17-Konzentration je mit einer bestimmten IL6-mRNA-Konzentration in den chondrogenen 

Vorläuferzellen (s. 4.2.2). Da nun IL6 eine zentrale Rolle in der Differenzierung von T-

Helferzellen hin zu Th17-Zellen einnimmt (Kimura and Kishimoto 2010), scheint IL17 über 

dir erhöhte Synthese von IL6 die Differenzierung der Th17-Zellen und somit deren lokale 

Anreicherung im betroffenen Gelenk voranzutreiben. Die Th17-Zellen synthetisieren 

daraufhin wiederum vermehrt IL17. In diesem Zusammenhang scheint IL6 so die IL17 

Synthese über eine positive Rückkopplung über eine erhöhte Th17-Zelldifferenzierung zu 

verstärken. Auf diese Weise ließe sich die beobachtete erhöhte Konzentration von Th17-

Zellen im Gelenk von Patienten mit rheumatoider Arthritis verglichen mit ihrer Konzentration 

im Blut erklären (Shahrara et al. 2008). In Gelenk von Patienten mit rheumatoider Arthritis 

treffen die Th17-Zellen und deren Zytokin IL17 auf Zellen, die durch IL17 zur gesteigerten 

IL6-Synthese angeregt werden können. IL6 führt daraufhin zur gesteigerten Differenzierung 

von Th17-Zellen. Th17-Zellen scheinen auf ein bestimmtes Umgebungsmilieu angewiesen zu 

sein, um sich dort anzureichern. Dies scheint insbesondere in Autoimmunprozessen wie der 

rheumatoiden Arthritis der Fall zu sein. Auf gleiche Weise ließe sich die erhöhte IL17-

Konzentration in der synovialen Flüssigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis 

verglichen mit deren jeweiliger Serumkonzentration im Blut erklären (Shahrara et al. 2008; 

Moran et al. 2009). Diese lokal proliferative Ansammlung von Th17-Zellen mit dessen 
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Hauptzytokin IL17 könnte zum Fortschreiten der Entzündung und der Gelenkszerstörung im 

Gelenk der Patienten mit rheumatoiden Arthritis beitragen. 

IL6 scheint aber auch direkt an den entzündlichen und knorpelzerstörenden Prozessen in der 

rheumatoiden Arthritis beteiligt zu sein. Seine vermehrte Produktion in den chondrogenen 

Vorläuferzellen durch IL17-Stimulation (s. 4.2.2) könnte somit auch direkt Einfluss auf die 

Prozesse in der rheumatoiden Arthritis nehmen. In diesem Zusammenhang konnte für IL6-

Knockout-Mäuse gezeigt werden, dass die Abwesenheit von IL6 komplett vor der „collagen 

induced arthritis“ (CIA), einem Tiermodel der rheumatoiden Arthritis, schützt (Alonzi et al. 

1998). Im Serum von Patienten mit rheumatoider Arthritis konnten erhöhte Konzentrationen 

von IL6 verglichen mit Werten der Osteoarthritis und mit Werten normaler 

Kontrollprobanden gemessen werden (Houssiau et al. 1988; Guerne et al. 1989; de Benedetti 

et al. 1991). Dies stärkt den engen Zusammenhang von IL6 mit dem Krankheitsbild der 

rheumatoiden Arthritis. 

IL6 fördert die Osteoklastengenese durch die erhöhte Produktion des aktivierenden 

Rezeptorligangen für den NFkB-Rezeptor (RANKL) „receptor activator of NFkB ligand“), 

was dann zu einem vermehrten Knochenabbau führt (Nakashima et al. 2000). In diesem 

Zusammenhang konnte für die juvenile idiopathische Arthritis, einer kindlichen Frühform der 

rheumatoiden Arthritis, gezeigt werden, dass die Wachstumsgeschwindigkeit der Kinder 

negativ mit der im Serum vorhandenen IL6-Konzentration assoziiert ist (Souza et al. 2008). 

Zudem konnte 2010 von Milman gezeigt werden, dass die Plasmakonzentration von IL6 

signifikant mit der klinischen Aktivität der rheumatoiden Arthritis korreliert (Milman et al. 

2010). Aktuell wird IL6 zusammen mit ACPA sogar als möglicher Marker für das 

Fortschreiten der Knochendestruktion in der frühen rheumatoiden Arthritis vorgeschlagen 

(Saeki et al. 2012). Man geht heute davon aus, dass IL6 direkt an der Pathogenese der 

rheumatoiden Arthritis beteiligt ist und damit das Fortschreiten der rheumatoiden Arthritis 

erheblich vorantreibt. Neue Therapiekonzepte, die den IL6-Rezeptor über Antikörper blocken, 

haben aufgrund dieser Überlegungen Einzug in die Behandlung der rheumatoiden Arthritis 

gehalten (Woodrick and Ruderman 2010; Karsdal et al. 2012). 

IL6 scheint direkt z.B. über die Anregung von Osteoklasten den Knochenabbau zu fördern 

und zudem auch indirekt die Entzündung über die Aufrechterhaltung der IL17-Konzentration, 

ausgelöst durch die erhöhte Th17-Zelldifferenzierung, im Gelenk voranzutreiben. Hieran sind 

unter anderem auch die chondrogenen Vorläuferzellen beteiligt. Die chondrogenen 

Vorläuferzellen sind dabei durch die Produktion von IL6 sowohl direkt als auch indirekt am 

Fortschreiten der rheumatoiden Arthritis beteiligt. Dieser Effekt lässt sich durch die IL17-
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Stimulation dieser Zellen in Richtung erhöhter IL6-Synthese weiter vorantreiben (s. 4.2.2). 

So reagieren chondrogene Vorläuferzellen ähnlich wie andere an der rheumatoiden Arthritis 

beteiligte Zellen, wie Fibroblasten und Chondrozyten, im Hinblick auf die IL17-Stimulation. 

Dies wiederum steht im Einklang mit den erhobenen Ergebnissen der IL17-Wirkung in der 

rheumatoiden Arthritis (Koshy et al. 2002; Moran et al. 2009). Bereits mehrfach konnte 

gezeigt werden, dass IL17 in der Synovialflüssigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis 

erhöht vorliegt. Die IL17-Wirkung auf die dort ansässigen Zellen wie auch auf die in dieser 

Arbeit untersuchten chondrogenen Vorläuferzellen scheint eine zentrale Rolle im 

Fortschreiten der Entzündung in der rheumatoiden Arthritis zuzukommen (Shahrara et al. 

2008; Moran et al. 2009). Ob diese Wirkung nun über einen Art Rückkopplung mit IL6 

fortbesteht ,oder ob eher die direkte Wirkung von IL6 auf die Knochensynthese zur 

Progression in der rheumatoiden Arthritis beiträgt, ist noch nicht abschließend geklärt und 

sollte weiterhin untersucht werden. 

 

5.4 Einfluss von IL17 auf die Synthese von MMP3 in chondrogenen 

Vorläuferzellen 

Chondrogene Vorläuferzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis synthetisieren die 

Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP3). Dies konnte in der rheumatoiden Arthritis bereits für 

Chondrozyten und synoviale Fibroblasten gezeigt werden (Shalom-Barak et al. 1998; Cai et 

al. 2001a; Koshy et al. 2002; Agarwal et al. 2010). Weiter konnte dort gezeigt werden, dass 

die Syntheserate von MMP3 in den jeweiligen Zellen von Mediatormolekülen wie IL17 aber 

auch TLR-Liganden signifikant gesteigert werden kann (Agarwal et al. 2010). In diesem 

Zusammenhang konnte für chondrogene Vorläuferzellen demonstriert werden, dass IL17 die 

MMP3-Syntheserate auch in diesen Zellen signifikant erhöht (s. 4.2.3). Dies wurde zudem auf 

Proteinebene bestätigt (s. 4.3 und s. 4.4). Dies unterstreicht die in 5.3 bereits für IL6 gezeigten 

Ähnlichkeiten im Verhalten von chondrogenen Vorläuferzellen verglichen mit Chondrozyten 

und synovialen Fibroblasten. Beide Zelltypen reagierten auf die IL17-Stimulation mit einer 

gesteigerten MMP3-Synthese.  

MMP3 und IL17 sind eng mit der Pathogenese der rheumatoiden Arthitis verknüpft. So 

konnte für IL17-Knockout-Mäuse gezeigt werden, dass sie eine gestörte MMP3-Synthese 

aufweisen und so weniger MMP3 produzieren (Koenders et al. 2005). Untersuchungen der 

Synovialflüssigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis zeigten signifikant höhere 

MMP3-Konzentrationen verglichen mit Patienten mit Osteoarthritis, einer ebenfalls auf 
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Knorpel- und Knochenabbau basierenden Gelenkserkrankung (Yoshihara et al. 2000). Dies 

unterstreicht den besonderen Bezug von MMP3 zur rheumatoiden Arthritis. Es konnte dann 

weiter gezeigt werden, dass die MMP3-Konzentration im Serum von Patienten mit 

rheumatoider Arthritis mit dem Grad der Gelenkszerstörung in der frühen rheumatoiden 

Arthritis assoziiert ist (Yamanaka et al. 2000). MMP3 wurde daraufhin als möglicher 

zusätzlicher Marker für das Fortschreiten der rheumatoiden Arthritis vor allem auf 

radiologischer Ebene vorgeschlagen und untersucht (Tchetverikov et al. 2003; Mamehara et 

al. 2010; Houseman et al. 2012). 

Der enge Zusammenhang von MMP3 mit dem Fortschreiten der rheumatoiden Arthritis wird 

zudem deutlich, wenn man die Funktionen und Substrate der MMP3, die früher auch 

Stromelysin-1 genannt wurde (Yoshihara et al. 2000; Visse and Nagase 2003; Koenders et al. 

2005), untersucht. So konnte gezeigt werden, dass MMP3 in der Lage ist, andere MMPs zu 

aktivieren und die generelle Collagenaseaktivität im Knorpelgewebe heraufzusetzen (Murphy 

et al. 1987; Unemori et al. 1991) Die erhöhter Aktivität der MMPs, die als 

Schlüsselmediatoren für den Abbau von Knorpelmatrix gelten (Murphy and Lee 2005), 

vermag so den Knorpelabbau in der rheumatoiden Arthritis selbst direkt und indirekt über 

andere MMPs voranzutreiben. Zudem konnten spezifische Haplotypen für MMP3 gefunden 

werden, die mit dem radiologischen Bild der Gelenkszerstörung in der rheumatoiden Arthritis 

verbunden sind (Dorr et al. 2004). Haplotypen sind Variationen von Nukleotidsequenzen im 

menschlichen Genom auf denselben Chromosomen. Die Unterschiede dieser 

Nukleotidsequenzen scheinen die MMP3-Funktion beeinflussen zu können.  

Diese Arbeit konnte die erhöhte MMP3-Synthese durch die IL17-Stimulation in den 

chondrogenen Vorläuferzellen von Patienten mit rheumatoider Arthritis belegen, wohingegen 

andere MMPs wie MMP14 und MMP15 nicht durch IL17 beeinflusst wurden (s. 4.2.3). 

MMPs stehen in ständigem Gleichgewicht untereinander und mit der sie umgebenden 

extrazellulären Matrix (Mott and Werb 2004). Eine Erhöhung der MMP3-Konzentration 

durch die IL17-Stimulation verschiebt dieses Gleichgewicht somit in Richtung mehr MMP3-

Aktivität. Diese erhöhte Aktivität löst ein Vielzahl von Reaktionen aus, die dann zur 

beobachteten Gelenkszerstörung bei Patienten mit rheumatoider Arthritis führen (Yamanaka 

et al. 2000; Tchetverikov et al. 2003). In dieser Folgekette spielen neben den Chondrozyten 

und Fibroblasten nun auch die chondrogenen Vorläuferzellen als Produzenten von MMP3 

eine besondere Rolle.  

Vermutet wird in diesem Zusammenhang, dass chondrogene Vorläuferzellen allein gesehen 

keine knorpelzerstörende Wirkung in der rheumatoiden Arthritis besitzen, sondern dass diese 
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erst durch die erhöhte IL17-Konzentration in der Synovialflüssigkeit (Blaschke et al. 2003b; 

Shahrara et al. 2008; Moran et al. 2009) und durch das daraus resultierende Ungleichgewicht 

der Matrix-Metalloproteinasen daran beteiligt sind. 

IL17 wird von lokal ansässigen Th17-Zellen produziert, die ebenfalls in einer erhöhten 

Konzentration im entzündeten Gelenk anzutreffen sind (Shahrara et al. 2008). Es kann 

vermutet werden, dass gerade diese Th17-Zellen über ihr Zytokine IL17 die Entzündung und 

die Knorpelzerstörung in der rheumatoiden Arthritis vorantreiben. In vielen Zellen, so wie 

auch in den chondrogenen Vorläuferzellen, kommt es daraufhin zu teils unterschiedlichen 

Effekten, die dann in ihrer Summe Entzündung und Knorpel- bzw. Knochenabbau auch über 

die MMP3-Wirkung in der rheumatoiden Arthritis vorantreiben. In diesem Zusammenhang 

scheinen also auch die chondrogenen Vorläuferzellen unter Anderem über ihre Produktion 

von MMP3 eine Rolle zu spielen. 

 

5.5 Einfluss von IL17 auf die Synthese von membranständigen Matrix-
Metalloproteinasen in chondrogenen Vorläuferzellen 

Allgemein lässt sich zu membranständigen Matrix-Metalloproteinasen (MT-MMP) sagen, 

dass sie sich in zwei Gruppen unterteilen lassen: Den Typ 1 MT-MMPs zu denen MMP14 

(MT1-MMP), MMP15 (MT2-MMP), MMP16 und MMP24 gehören und den Typ 2 MT-

MMPs zu denen MMP17 (MT4-MMP) und MMP25 gehören. Sie unterscheiden sich durch 

eine Glycosylphosphatidylinositol-Gruppe (GPT), die nur in den Typ 2 MT-MMPs 

vorzufinden ist (Itoh et al. 1999). In den Versuchsreihen sind sowohl die Typ 1 MT-MMPs 

MMP14 und MMP15 als auch auf die Typ 2 MT-MMP MMP17 untersucht worden. Dabei 

konnte in dieser Arbeit zunächst demonstriert werden, dass chondrogene Vorläuferzellen die 

mRNA-Sequenzen der drei untersuchten MT-MMPs (MMP14, MMP15, MMP17) 

synthetisieren (s. 4.2.3).  

Die MT-MMPs wurden in der Forschung zunächst in Verbindung zum Tumorgeschehen bei 

Bursttumorzellen und dessen Progression gebracht, wo sie die Invasionsfähigkeit der 

Metastasierung und die Angiogenese befähigen sollen (Chabottaux et al. 2006; Chabottaux et 

al. 2009). Aber auch in der rheumatoiden Arthritis wurden diese speziellen MT-MMPs bereits 

untersucht und deren Expression z.B. in synovialen Fibroblasten gezeigt, wo sie gegenüber 

nicht erkrankten Patienten deutlich erhöht vorzufinden waren (Pap et al. 2000; Rutkauskaite et 

al. 2005). So scheinen diese MT-MMPs auch an den Prozessen der rheumatoiden Arthritis 

beteiligt zu sein. 

Dabei scheint MMP14 in der rheumatoiden Arthritis vor allem die Invasion von Zellen 
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voranzutreiben. MMP14 (MT1-MMP) gilt als wichtiger Unterstützer der synovialen Invasion 

in der rheumatoiden Arthritis (Miller et al. 2009). Die Reduktion der MMP14 Konzentration 

führt so zu reduzierter Invasivität der synovialen Fibroblasten in der rheumatoiden Arthritis 

(Rutkauskaite et al. 2005). Außerdem ist MMP14 in der Migration von dendritischen Zellen 

involviert, einer ebenfalls am Entzündungsgeschehen in der rheumatoiden Arthritis beteiligten 

Zellgruppe (Yang et al. 2006). Weitere Anhaltspunkte, die MT-MMPs mit der rheumatoiden 

Arthritis in Verbindung bringen, ergaben sich bei der Betrachtung der Funktion von MMP17, 

einer ebenfalls in chondrogenen Vorläuferzellen nachgewiesen MT-MMP (s. 4.2). MMP17 

besitzt fibrinolytische Aktivität und vermag zudem die TNF±-Konvertase-Aktivität zu 

erhöhen (English et al. 2000). Somit kommt MMP17 über die Erhöhung der TNF±-Aktivität 

wohl auch eine direkte proinflammatorische Wirkung in der rheumatoiden Arthritis zu. 

Die Tatsache, dass die drei MT-MMPs MMP14, MMP15 und MMP17 in chondrogenen 

Vorläuferzellen exprimiert werden (s. 4.2), könnte eine mögliche Erklärung dazu geben, 

warum chondrogene Vorläuferzellen eine so große Migrationsfähigkeit verglichen mit lokal 

ansässigen Chondrozyten besitzen (Koelling et al. 2009). Durch Expression von MT-MMPs 

könnten chondrogene Vorläuferzellen in die Lage versetzt werden, aus solidem 

Knorpelgewebe auszuwachsen und in krankes Knorpelgewebe zu migrieren, wo sie dann 

eventuell zur Knorpelregeneration beitragen (Koelling et al. 2009).  

Die Expression von membranständigen MMPs bei anderen Zellen in der rheumatoiden 

Arthritis wie den Chondrozyten, den Fibroblasten oder den Makrophagen ist noch nicht 

untersucht worden. Solche Untersuchungen könnten, im Vergleich zu den in dieser Arbeit 

gewonnen Daten aus chondrogenen Vorläuferzellen, den Zusammenhang der MT-MMPs mit 

der Migrationsfähigkeit von Zellen in der rheumatoiden Arthritis weiter aufklären. 

Um einen möglichen Einfluss von IL17 auf die Expression von eben diesen MT-MMPs zu 

untersuchen, wurde in dieser Arbeit der Einfluss von IL17 auf die Synthese der MT-MMPs 

untersucht. Hier ergab die IL17-Stimulation eine signifikante Steigerung der MMP17-

Synthese nicht jedoch der beiden anderen MT-MMPs MMP14 und MMP15 (s. 4.2.3). Ob 

IL17 einen Einfluss auf die Migrationsfähigkeit von chondrogenen Vorläuferzellen besitzt ist 

so noch nicht endgültig geklärt, wohl jedoch, dass IL17 durch die erhöhte Expression von 

MMP17 direkt zum Fortschreiten der Entzündung und Knorpelzerstörung in der 

rheumatoiden Arthritis beiträgt. Denn zum einen ist MMP17 selbst befähigt durch die 

Verstärkung der TNF±-Wirkung in die Entzündungsprozesse einzugreifen (English et al. 

2000) und zum anderen vermag MMP17 die Aggrecanase-1 (ADAMTS4) zusammen mit 

anderen Faktoren zu aktivieren (Gao et al. 2004). Es wird in diesem Zusammenhang 
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vermutet, dass ADAMTS4 und MMP17 (MT4-MMP) an der Aggrecanolyse im Knorpel 

beteiligt sind (Patwari et al. 2005). Aggrecan ist neben Proteoglykanen eines der wichtigsten 

Bausteine der Knorpelmatrix und wird ebenfalls von den chondrogenen Vorläuferzellen 

synthetisiert (s. 4.2). ADAMTS1 ADAMTS4 und ADAMMTS5 spalten Aggrecan an einer 

anderen Stelle als die MMPs (Nagase and Kashiwagi 2003), was die Notwendigkeit des 

Zusammenwirkens beider Enzymgruppen unterstreicht. 

Die These, dass IL17 den Knorpelabbau in der rheumatoiden Arthritis durch Aggrecanolyse 

über MMPs wie z.B. MMP17 vorantreibt wird somit unterstützt (Cai et al. 2001b). 

Chondrogene Vorläuferzellen nehmen daran womöglich durch die Expression der 

membranständigen MMP17 teil, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte (s. 4.2.3). Es ist 

zu vermuten, dass MT-MMPs für die Migrationsfähigkeit der chondrogenen Vorläuferzellen 

sorgen. Das unterschiedliche Ansprechen der einzelnen MT-MMP auf die IL17-Stimulation 

dieser Zellen unterstützt die Vermutung, dass IL17 nur auf Funktionsabläufe einiger MMPs 

einwirken kann. Insgesamt wird so das Aktivitätsverhältnis der MMPs durch IL17 

verschoben. Diese These konnte hier anhand von MMP3, MMP14, MMP15 und MMP17 

unterstützt werden. Denn nur MMP3 und MMP17 nicht jedoch MMP14 und MMP15 lassen 

sich durch die IL17-Stimulation in ihrer Synthese beeinflussen (s. 4.2.3). Die Untersuchung 

weiterer MMPs auf ihr Verhalten hinsichtlich der IL17-Stimulation könnte hier weiter 

vielversprechende Ergebnisse liefern. 

 

5.6 Beteiligung von NFº B im Signaltransduktionsweg von IL17 

In dieser Arbeit konnte an chondrogenen Vorläuferzellen gezeigt werden, dass durch IL17-

Stimulation die NFº B-Konzentration in chondrogenen Vorläuferzellen signifikant ansteigt (s. 

4.2.4). Es wird schon lange vermutet, dass NFº B eine zentrale Rolle in der Modulation von 

entzündlichen Prozessen in der rheumatoiden Arthritis zukommt. Die Zahl der durch NFkB 

beeinflußten Gene, die Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, zelluläre Liganden und 

Adhäsionsmoleküle kodieren, wächst stetig an (Muller-Ladner et al. 2002). Viele dieser Gene, 

bei deren Translation NFº B eine Rolle spielt, wie z.B. TNF± und IL1 spielen in der 

Pathologie der rheumatoiden Arthritis eine zentrale Rolle (Jue et al. 1999; Muller-Ladner et 

al. 2002). So konnte für Fibroblasten in der rheumatoiden Arthritis gezeigt werden, dass 

NFº B essentiell an der Expression von IL6 beteiligt ist (Georganas et al. 2000). Dies wurde 

erneut von Hwangs et al. bestätigt und zudem durch Blockung von NFº B in den Zellen 

demonstriert, dass die durch IL17-Stimulation induzierte IL6-Expression auf NFº B 
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angewiesen ist (Hwang et al. 2004). Der Zusammenhang der IL17-Stimulation und deren 

induzierte Gen-Expressionen über NFº B konnte auch für Chondrozyten gezeigt werden 

(Shalom-Barak et al. 1998). In dieser Arbeit konnte nun nachgewiesen werden, dass IL17 die 

NFº B mRNA-Konzentration in den chondrogenen Vorläuferzellen signifikant erhöht (s. 

4.2.4). Die IL17-Stimulation führte neben dem Anstieg der NFº B-mRNA-Konzentration auch 

zu einem Anstieg der IL6-Konzentration in den chondrogenen Vorläuferzellen. Das lässt 

vermuten, dass IL17 über den Transkriptionsfaktor NFº B die Erhöhung der IL6-

Konzentration herbeiführt, denn es scheint klar, dass NFº B als Transkriptionsfaktor von IL6 

fungiert (Hwang et al. 2004). Dieser Zusammenhang ist jedoch wahrscheinlich auch von 

anderen Transkriptionsfaktoren abhängig und ist daher noch nicht abschließend geklärt, so 

dass weitere Versuche z.B. in Form von NFº B-Inhibitionsversuchen, dieses weiterhin 

untersuchen könnten.  

In der rheumatoiden Arthritis führt IL17 an chondrogenen Vorläuferzellen auch über die 

Erhöhung der NFº B-Konzentration, die wiederum für die vermehrte Freisetzung vieler 

anderer proinflammatorischer Mediatoren in der rheumatoiden Arthritis verantwortlich ist, zu 

einem Fortschreiten der Erkrankung. Ob NFº B auch einen Einfluss auf die Expression der 

MMP3 besitzt, kann ebenfalls vermutet werden, da beide Konzentrationen durch die IL17-

Stimulation signifikant ansteigen. Hierfür finden sich jedoch noch keine Ergebnisse in der 

bisherigen Forschung.  

 

5.7 IL17-Antikörper blocken die IL6 induzierende Wirkung von IL17 auf 
chondrogene Vorläuferzellen 

Alle oben genannten Ergebnisse lassen eine zentrale Rolle von IL17 in der rheumatoiden 

Arthritis vermuten. IL17 steigerte in den chondrogenen Vorläuferzellen die Synthese von 

NFkB, IL6, MMP3 und MMP17 (s. 4.2), die alle auf ihre Weise Einfluss auf das Fortschreiten 

der rheumatoiden Arthritis nehmen. Teilweise drücken sich diese Effekte auch in Synergien 

mit anderen proinflammatorischen Zytokinen wie z.B. TNF± aus (Van Bezooijen et al. 2002).  

Neue Einblicke in die T-Zell-Biologie stellen die Untergruppen der T-Helferzellen und deren 

Zytokine als mögliche zukünftige Therapieansatzpunkte zur Bekämpfung von autoimmun-

entzündlichen Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis, dar (Steward-Tharp et al. 2010). 

Unter diesen Zellen befinden sich unter anderem die Th17-Zellen. Es ist daher nicht 

verwunderlich, dass über einen zukünftigen Therapieansatz mit dem Ziel der Blockung von 

IL17 in der Behandlung der rheumatoiden Arthritis nachgedacht wird (Ivanov and Linden 

2009; van den Berg and Miossec 2009; Sarkar and Fox 2010). 
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In dieser Arbeit konnte hierzu gezeigt werden, dass sich der induzierende Effekt von IL17 auf 

die IL6-Synthese in den chondrogenen Vorläuferzellen durch einen IL17-Antikörper 

signifikant hemmen lässt (s. 4.5). Da IL6 einen proinflammatorischen Einfluss auf die 

rheumatoide Arthritis nimmt (Alonzi et al. 1998; Nakashima et al. 2000; Souza et al. 2008), 

mag die Blockung von IL17 somit einen vielversprechenden Therapieansatz für diese 

Erkrankung darstellen. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen diese These jedenfalls. 

Erste Ergebnisse einer klinischen Studie, in der bereits IL17-Antikörper zur Behandlung der 

rheumatoiden Arthritis eingesetzt wurden, lieferten bereits erste Erkenntnisse (Genovese et al. 

2010). Ob IL17-Antikörper als Ersatzmedikation bei nicht ansprechender Anti-TNF± 

Therapie oder in Synergie mit Ihnen zukünftig in der rheumatoiden Arthritis eingesetzt 

werden können, bleibt jedoch noch abzuwarten. Es gilt, dies in den nächsten Jahren 

herauszufinden. 
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5.8 Klinische Relevanz 

Diese Arbeit befasst sich anhand von Synthese- und IL17-Stimulationsversuchen mit den 

möglichen Wirkungen chondrogener Vorläuferzellen an der rheumatoider Arthritis. Dabei 

konnten Hinweise auf eine mögliche proinflammatorische Wirkung von IL17 herausgestellt 

werden. Dies mag zunächst Konzepte in der Therapie der rheumatoiden Arthritis aufzeigen. 

Die spezifische Therapie der rheumatoiden Arthritis besteht aktuell aus einer Basistherapie 

mit DMARD und deren wichtigsten Vertreter Methotrexat (MTX) und eventuellen 

Kombination mit einem Biological, das gegen proinflammatorische Zytokine wie IL1, IL6 

oder TNF± gerichtet ist (Smolen et al. 2010). Ziel ist jeweils die Remission der Erkrankung 

zu erreichen. 

Es hat sich dabei herausgestellt, dass eine frühzeitige intensivierte Behandeln den größten 

langfristigen Erfolg zeigt. So sollte MTX schon zu Beginn einer gesicherten Erkrankung 

eingesetzt werden, wenn nötig in Kombination mit einem Glukokortikoid oder mit einem 

weiteren DMARD wie z.B. mit Leflunomid und Sulfasalazin. Als nächste Therapiestufe wird 

die Kombination von Methotrexat mit dem Biological TNF±-Antikörper empfohlen (Smolen 

et al. 2010). Da die TNF±-Antikörper Therapie in der rheumatoiden Arthritis bei vielen 

Patienten nicht ausreichend anspricht (Du Pan et al. 2009) ist nach neuen Ersatzpräparaten 

Ausschau gehalten worden. So fanden IL6-Rezeptor-Antikörper sowie CD20-Antikörper 

ihren Weg in die Therapie der rheumatoiden Arthritis. 

IL17 scheint zukünftig nun ein weiteres vielversprechendes Angriffsziel in der rheumatoiden 

Arthritis darzustellen (Ivanov and Linden 2009; van den Berg and Miossec 2009; Sarkar and 

Fox 2010). So zeigten sich auch in Tierversuchen positive Therapieergebnisse mit der IL17-

Antikörperbehandlung in einem Model der rheumatoiden Arthritis (Lubberts et al. 2004; Chao 

et al. 2010). Wegen der schon bekannten Wirkungen von IL17 auf die Zellen in der 

rheumatoiden Arthritis wurde dann dieses Therapiekonzept auf klinischen Studien übertragen. 

LY2439821, ein monoklonaler humanisierter IL17-Antikörper, zeigte in einer Phase-1-

klinischen-Untersuchung, einer placebokontrollierten doppel-blind Studie, bereits erste 

Ergebnisse (Genovese et al. 2010). Diese Arbeit unterstürzt ein solches Therapiekonzept, 

denn auch hier konnte gezeigt werden, dass IL17 in chondrogenen Vorläuferzellen von 

Patienten mit rheumatoider Arthritis inflammatorische Mediatoren zu verstärken vermag (s. 

4.2). Außerdem konnte in vitro die Wirkung von IL17 auf die IL6-Synthese in chondrogene 

Vorläuferzellen durch IL17-Antikörper effektiv geblockt werden (s. 4.5). 

So könnten die IL17-Antikörper, über die Unterdrückung der induzierten IL6-Synthese, die 

durch IL6 induzierte Th17-Zell Differenzierung ausschalten und so den Krankheitsverlauf in 
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der rheumatischen Arthritis schon im Ansatz hemmen. Der Einsatz von IL17-Antikörpern in 

der rheumatoiden Arthritis könnte somit eine Therapiealternative darstellen, die sich in den 

nächsten Jahren noch weiter unter Beweis stellen muss.  

Da IL17 die Konzentration von IL6 und MMP3 erhöht, könnten diese Moleküle mögliche 

Marker für eine erfolgreiche IL17-Therapie darstellen. In der rheumatoiden Arthritis sind 

Markermoleküle wie Rheumafaktor und Antikörper gegen citrullinierte Proteine schon länger 

etabliert (Funovits et al. 2010; Mok et al. 2010). MMP3 scheint nun ebenfalls als 

Markermoleküle speziell für das radiologischen Fortschreiten der rheumatoiden Arthritis zu 

stehen (Yamanaka et al. 2000; Mamehara et al. 2010; Houseman et al. 2012), so dass MMP3 

in Zukunft, eventuell mit den alt bewährten Markern in der Therapieverlaufskontrolle Einsatz 

finden könnte. In dieser Arbeit konnte dazu gezeigt werden, dass auch die chondrogenen 

Vorläuferzellen der Patienten mit rheumatoider Arthritis diese Metalloproteinase MMP3 

synthetisieren (s. 4.2). Die gewonnen Zellen stammten von Patienten, deren Erkrankung 

bereits so weit fortgeschritten war, dass sie sich eine Knieersatzoperation unterziehen 

mussten. MMP3 hätte sich auch hier als Marker für starke Knochenschäden in der 

rheumatoiden Arthritis angeboten. 

Chondrogene Vorläuferzellen vermögen in erkranktes Knorpelgewebe einzuwandern, um dort 

eventuell eine Knorpelregeneration auf niedrigem Niveau zu induzieren. Hinweise auf 

mögliche Mechanismen für diese Migrationsfähigkeit der chondrogenen Vorläuferzellen über 

die membranständigen MMPs, MMP14, MMP15 und MMP17, konnte durch diese Arbeit 

gewonnen werden. Könnte man diesen Effekt verstärken oder die Differenzierung eben dieser 

Zellen in intakte Chondrozyten induzieren, könnten diese Zellen Ziele kommender 

Therapiekonzepte darstellen. 
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6 Zusammenfassung 

Diese Arbeit untersuchte die Rolle der chondrogenen Vorläuferzellen in der rheumatoiden 

Arthritis. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass chondrogene Vorläuferzellen 

proinflammatorische Zytokine wie IL6, NFº B und IL1 synthetisieren. Weiter konnte gezeigt 

werden, dass die Matrix-Metalloproteinasen MMP3, MMP14, MMP15, MMP17 sowie 

Aggrecan, TIMP3, MAPK1 und ADAMTS-S-5 in diesen Zellen exprimiert werden. Dabei 

kommen den Mediatoren IL6, IL1 und MMP3 und somit auch den chondrogenen 

Vorläuferzellen proinflammatorische Wirkungen in der rheumatoiden Arthritis zu. Die 

membranständigen Matrix-Metalloproteinasen MMP14, MMP15 und MMP17 scheinen 

hingeben eher die Migration der chondrogenen Vorläuferzellen zu unterstützen. 

Der Einfluss von IL17 auf die Expression dieser Mediatoren wurde untersucht und zeigte eine 

Steigerung der Syntheserate für IL6, MMP3 und MMP17 sowie für den Transkriptionsfaktor 

NFkB. Außerdem vermag IL17 die generelle Zellproliferation der chondrogenen 

Vorläuferzellen im Besonderen in den ersten drei Tagen der Zellkultur zu stören. Somit wurde 

erneut gezeigt, dass IL17 in der Pathologie der rheumatoiden Arthritis eine zentrale 

proinflammatorische Wirkung zukommt. Hierbei scheinen nun auch die chondrogenen 

Vorläuferzellen besonders durch die Stimulation mit IL17 beteiligt zu sein. 

Antikörperversuche zur Blockung des IL17-Effekts auf chondrogene Vorläuferzellen zeigten 

einen verminderten Effekt der IL17-Stimulation auf die IL6-Synthese und unterstützen die 

Möglichkeit eines Einsatzes von IL17-Antikörpern in der Therapie der rheumatoiden 

Arthritis. Eventuell lassen sich zukünftig die chondrogenen Vorläuferzellen durch ihr 

mögliches Regenerationspotential in Therapiekonzepte der rheumatoiden Arthritis sowie der 

Behandlung von Knorpelschäden integrieren. Dies sollte Anlass zu weiterer Forschung auf 

diesem Gebiet sein. 
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