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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Osteoarthrose

Die Osteoarthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung weltweit (Woolf & Pfleger, 2003;
WHO, 2003). In Deutschland sind nahezu 50 % aller Frauen und knapp 30 % aller
Manner nach dem 65. Lebensjahr von der Erkrankung betroffen (Robert Koch-Institut
(Hrsg)). Die am haufigsten befallenen Gelenke sind Hand, Knie- und Huftgelenke
sowie die Wirbelséule (Goldring & Goldring, 2007). Grundsatzlich kann die Erkrankung
an jedem Gelenk auftreten (Hunter & Felson, 2006).

Die Osteoarthrose zeigt eine multifaktorielle Pathogenese. Die haufigsten bekannten
Risikofaktoren, die zur Krankheitsentstehung fiihren sind: zunehmendes Lebensalter,
weibliches  Geschlecht, erlittene  Gelenktraumata, Ubergewicht, genetische
Pradisposition und mechanische Einflisse, wie z. B. Gelenkfehlstellungen (Loeser et
al., 2012a). Es entstehen charakteristische Veranderungen am Gelenk wie
fortschreitender Knorpelverlust, subchondrale Knochenverdnderungen (Sklerosierung,
Zystenbildung) und Osteophytenbildung. Dartiber hinaus zeigt sich eine unterschiedlich
stark ausgepragte Entziindung der Gelenkinnenhaut, des Synoviums (Hunter, 2011). In
den pathologischen Prozess der Krankheitsentwicklung sind alle Gelenkstrukturen mit
einbezogen (Abb. 1). Die pathologischen Veranderungen bedingen die Entstehung von
Schmerzen und konnen zu Gelenkdeformitdt bis hin zum Funktionsverlust des

betroffenen Gelenkes filhren (Loeser et al., 2012a).
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Abb. 1: Das Organsystem Gelenk: Schema eines Kniegelenkes mit Darstellung der bei
Osteoarthrose  beeintrachtigten Gewebe. Entsprechend der Theorie, dass
Osteoarthrose eine Erkrankung des gesamten Gelenkes ist (Hunter, 2011).

Die Stutzpfeiler der derzeitigen medizinischen Behandlungsmdglichkeiten (Abb. 2)
umfassen konservative MalRnahmen wie physikalische Therapie, Patientenschulung,
Gewichtsreduktion und ein ausreichendes Mall an korperlicher Aktivitat. Die
medikamentdse Therapie dient vor allem dem Schmerzmanagement, der Erhaltung der
Funktionalitdt der betroffenen Gelenke und der Mobilitdt des Patienten (Hunter &
Felson, 2006). Medikamente, die den Krankheitsverlauf positiv modifizieren, stehen
kaum zur Verfigung bzw. sind in ihrer Wirkung umestritten. So steht hdufig am Ende der
Behandlungskette auch heute noch die chirurgische Intervention, vorrangig der
kinstliche Gelenkersatz. Alternative Methoden, die der
Gelenkflachenwiederherstellung dienen, wie z. B. verschiedene Verfahren der
autologen Zell- und Gewebetransplantationen sowie Versuche mit Hilfe von
Spenderzellen das schadhafte Gewebe in vitro zu rekonstruieren (Tissue-Engineering),
um es anschlieBend zu (re-)implantieren, sind derzeit noch einigen Limitationen

unterworfen bzw. befinden sich in der Erforschung und Erprobung.
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Abb. 2: Beispiel fir einen Behandlungsalgorithmus im Management von Patienten mit
Osteoarthrose. Modifiziert gemall den Rickmeldungen von Patienten und den
Praferenzen klinisch tatiger Arzte: Hervorgehoben ist der Einsatz nicht-
pharmakologischer Behandlungsmdoglichkeiten an erster Stelle in der Therapie (Hunter
& Felson, 2006).

Das statistische Bundesamt hat die Ausgaben fir Arthroseerkrankungen im Jahr 2008
auf 7,62 Milliarden Euro beziffert. Zunehmendes Lebensalter und Adipositas gelten als
starke Risikofaktoren fur die Entwicklung der Osteoarthrose (Robert Koch-Institut
(Hrsg)). Vor dem Hintergrund der derzeitigen demografischen Entwicklung sowie der
steigenden Pravalenz der Adipositas stellt der Umgang mit der Erkrankung und ihren
Folgen eine gesamtgesellschaftliche Herausforderung dar. Neben der Pravention
gewinnt somit ein verbessertes Verstandnis der Pathogenese an Bedeutung,
insbesondere durch Erforschung der Krankheitsprozesse auf molekularbiologischer

Ebene.

1.2  Aufbau des hyalinen Gelenkknorpels

Der hyaline Knorpel leitet sich aus dem embryonalen Bindegewebe (Mesenchym) ab
und ist die haufigste Knorpelart im menschlichen Korper (Schiebler et al., 1984). Das
hyaline Knorpelgewebe von Gelenken besteht mit 60-80 % zum grofdten Teil aus
Wasser (Dijkgraaf et al., 1995). Die einzige zellulare Einheit im Knorpelgewebe bilden

die von extrazellularer Matrix (EZM) umgebenen Chondrozyten.
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Die Besonderheiten des Knorpelgewebes sind Druckelastizitdt und die Fahigkeit,
Gewicht zu tragen. Gesunder, glatter hyaliner Gelenkknorpel Uberzieht die knéchernen
Enden von Diarthrosen und ermoglicht ein mdoglichst reibungsarmes Gleiten der
artikulierenden Skelettteile gegeneinander. Der Knorpel enthalt keine Nervenfasern,
keine Blut- oder Lymphgefalie (Schiebler et al., 1984). Die Schmerzwahrnehmung in
Gelenken erfolgt Uber Nervenfaserendigungen in der Synovialmembran, der
Gelenkkapsel, den Muskeln und dem subchondralen Knochen. Die Erndhrung des
bradythrophen Knorpelgewebes wird durch Diffusion von Nahrstoffen aus der
Synovialmembran und dem subchondralen Knochen gewahrleistet. Die
Stoffwechselendprodukte werden ebenfalls durch Diffusion entfernt (Dijkgraaf et al.,
1995). Die Diffusionsvorgange werden durch physiologische Knorpelkompression, also
durch Bewegung unterstitzt (O'Hara et al.,, 1990). Demzufolge fuhrt die
Immobilisierung eines Gelenkes zu einer verschlechterten Versorgungssituation des
Knorpelgewebes mit entsprechenden Auswirkungen auf das gesamte Gelenk als

Organsystem (Dijkgraaf et al., 1995).

1.2.1 Chondrozyten

Der zellulare Anteil am Knorpelvolumen betragt nur etwa 2-3 % (Stockwell, 1967). Die
funktionelle Einheit des Knorpels ist das Chondron. Es besteht aus einem oder
mehreren Chondrozyten, die von einem gemeinsamen perizellularen Saum aus EZM
umgeben sind. Die Organisation der Chondrozyten in Chondronen trégt zur Elastizitat
des Gewebes bei und dient dem Schutz der Zellen vor mechanischer Belastung
(Tackmann & Tackmann, 2006). An die perizellulare Matrix der Chondrone schlief3t
sich die zellassoziierte territoriale Matrix an. Der Raum zwischen den territorialen
Matrizes wird als interterritoriale Matrix bezeichnet. Die EZM wird von den
Chondrozyten selbst synthetisiert. Die Zellen besitzen die fur die Matrixsynthese
notigen Zellorganellen, wie endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat, und
zeigen eine erstaunlich hohe metabolische Aktivitat. Aufgrund der geringen Zelldichte
im Knorpel gilt das Gewebe dennoch als bradytroph (Buckwalter & Mankin, 1998). Die
von den Chondrozyten synthetisierte EZM ist rigide, so dass die Zellen im adulten
Knorpel als ortsgebunden angesehen werden. Mit Erreichen der Skelettreife stellen die
Chondrozyten auch ihre mitotische Aktivitat nahezu vollstéandig ein (Séder & Aigner,
2011).
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Abb. 3: Darstellung eines Gelenkknorpelfragmentes (Buckwalter & Martin, 1995).

Einige Chondrozyten verfigen uber Zilien, die in die EZM hineinragen und als
mechanisch-chemische Sensoren dienen (Muhammad et al., 2012). Einen direkten
Zellkontakt zwischen den Chondrozyten gibt es im adulten Knorpel nicht. Die

Kommunikation zwischen Zellen findet Uber die EZM statt (Kuettner, 1992).

1.2.2 Zusammensetzung der EZM

Die EZM setzt sich aus Kollagenen, Proteoglykanen wund nichtkollagenen
Glykoproteinen zusammen. Den quantitativ grof3ten Anteil an Proteinen stellen
Kollagene und Proteoglykane. Die Kollagene bilden ein Netzwerk, welches fir die
Zugfestigkeit der Knorpelmatrix verantwortlich ist. Die Proteoglykane (hauptséchlich
Aggrekan) sind fir die osmotischen und elastischen Fahigkeiten des Knorpelgewebes

von grof3er Bedeutung (Gentili & Cancedda, 2009).

Die Kollagene machen im Gelenkknorpel ca. 50 % des Trockengewichtes aus
(Kuettner, 1992). Alle Kollagenmolekuile bestehen aus drei Polypeptidketten. Weiterhin
charakteristisch fur die Struktur aller Kollagene ist das Vorhandensein von
stabférmigen Segmenten mit sog. tripelhelikaler Anordnung: Die Kollagensuperhelix
entsteht aus drei linksgéngigen helikalen Strangen, die sich rechtsgangig umeinander
winden. Die tripelhelikalen Abschnitten unterscheiden sich z. B. in ihrer Lange und
bedingen somit die verschiedenen biologischen Eigenschaften der Kollagene (Loffler et
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al., 2003). Die Kollagenfamilie besteht aus uber 20 Mitgliedern, die aufgrund ihrer
Strukturmerkmale in verschiedene Gruppen eingeteilt werden (Myllyharju & Kivirikko,
2004). Die zur Gruppe der fibrillenbildenden Kollagene gehérenden Kollagentypen |, I
und Il stellen alleine schon 90 % aller bekannten Korperkollagene (Loéffler, 2005). Im
hyalinen  Gelenkknorpel sind folgende Kollagengruppen von Bedeutung:
fibrillenbildende, mikrofibrillare, fibrillenassoziierte, hexagonale Netze bildende sowie
transmembrane Kollagene (Gelse et al.,, 2003). Fur den hyalinen Gelenkknorpel
spezifisch sind die Kollagentypen I, VI, IX, X und XI (Buckwalter & Mankin, 1998). Im
adulten Knorpel betragt der Anteil des fibrillenbildenden Kollagens Typ Il nahezu 90 %.
Damit ist dieser Kollagentyp durch die arkadenartige Anordnung seiner Fasern
malfigeblich fur die Zugfestigkeit und Formgebung des Knorpelgewebes verantwortlich
(Kuettner, 1992).

— i T PTICT | WO § 'S SIS 2 % RISt 7 o g |

Abb. 4: Schematische Darstellung des Verlaufes der Kollagenfibrillen im
Gelenkknorpel. Die Kollagenfibrillen ziehen vom subchondralen Knochengewebe
(punktiert) senkrecht in die Zone des mineralisierten Knorpels (IV) und weiter in die
Radiarzone (lll), um dann im Bereich der Ubergangszone (Il) nach bogenférmigem
Verlauf in die Tangentialfaserzone (I) einzuminden. Der Pfeil weist auf die Tidemark,
der Grenzlinie zwischen nichtkalzifiziertem und Kkalzifiziertem Knorpel (friher:

Grenzlinie nach Bennighoff) (Tillmann et al., 1987).
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Kollagen Typ IX (fibrillenassoziiertes Kollagen) bindet kovalent an die Kollagen Typ II-
Fibrillen und wirkt so als interfibrillares Konnektormolekil (van der Rest, M & Mayne,
1988; Kuettner, 1992). Die Gerustkonstruktion aus Kollagen Typ II und IX wird weiter
durch die laterale Anlagerung von Kollagen Typ Xl stabilisiert. Kollagen Typ XI
(fibrillenbildendes Kollagen) kontrolliert zudem das diametrale Wachstum der
Kollagenfasern (Blaschke et al., 2000). Die Vernetzung der Kollagene 11, 1X, XI bildet
eine wichtige Grundlage fir die besonderen Eigenschaften des Knorpelgewebes.
Kollagen Typ VI (mikrofibrillares Kollagen) spielt eine Rolle bei der Anheftung der
Chondrozyten an die umgebende Matrix. Kollagen Typ X (hexagonale Netze bildendes
Kollagen) findet sich in den kalzifizierenden Knorpelbereichen und wird wahrend der
fetalen Skelettentwicklung (enchondrale Ossifikation) von den hypertrophen

Chondrozyten der hyalinen Knorpelmatrize gebildet (Buckwalter & Mankin, 1998)

Mutationen in den fir die Kollagene codierenden Genen rufen Erkrankungen hervor,
die unter anderem auch die Gelenkfunktionalitdt beeinflussen: Osteogenesis
imperfecta, das Stickler-Syndrom (Kollagen Typ Il u. Xl), das Ehlers-Danlos-Syndrom
(Kollagen Typ I-Defekt) und Chondrodysplasien (Kollagen Typ lI-Defekt). Es sind auch
genetisch bedingte Arthroseformen bekannt. So flihren Mutationen im COL2A1-Gen
z. B. zur primér generalisierten Osteoarthrose (PGOA) (Loffler et al., 2003; Soder &
Aigner, 2011).

Den Raum zwischen den Kollagenfasern fiillen die Proteoglykane aus. Sie machen
20-40 % des Trockengewichtes der EZM des Knorpels aus. Proteoglykane sind
Makromolekiile die aus einem zentralen Protein (Core-Protein) bestehen, an welches
viele Glykosaminoglykan-Ketten angeheftet sind. Glykosaminoglykane (GAGs) sind
stark hydrophil und kénnen gro3e Wassermengen binden (Alberts et al., 2005). Das
Proteoglykan Aggrekan nimmt eine zentrale Stellung im hyalinen Knorpel ein. Es ist
Uber ein sogenanntes Link-Protein mit Hyaluronsédure (HS) verbunden. Zusammen
bilden sie sehr gro3e Aggregate. Diese Aggregate kdnnen hohe osmotische Driicke
erzeugen und begrinden die Fahigkeit des Knorpels anzuschwellen. Es kommt zur
Ausbildung eines hydratisierten Gels (Loffler et al.,, 2003). Aus dem Zusammenspiel
von Proteoglykanen, Hyaluronséaure und Kollagenfasern entsteht ein faserverstarktes
Gel, eine viskoelastische Matrix, die starken Druckkraften widerstehen kann (Loffler et
al., 2003; Alberts et al., 2005). Neben Aggrekan gibt es weitere Proteoglykane, wie
Decorin, Biglykan und Fibromodulin. Sie gehdren zur Gruppe der kleinen leucinreichen
Proteoglykane, die die Kollagenfibrillenbildung regulieren. Membrangebundene
Proteoglykane, z. B. Syndecane, fungieren als Co-Rezeptoren flr Wachstumsfaktoren
(FGF, TGF-R) oder fur die Zelladhasion (Loffler et al.,, 2003). Andere Glykoproteine

7
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wirken haufig als Verbindungsproteine (Linker-Proteine) und vermitteln die Anheftung
der EZM-Komponenten untereinander (z. B. Fibronektin) oder an die Chondrozyten
(z. B. die Matriline). Das Glykoprotein COMP (cartilage oligomeric protein) greift in die
Fibrillogenese ein und beeinflusst die Organisation der Kollagenfibrillen. Auf diese
Weise leistet es einen essentiellen Beitrag zur Gewebeformierung und -funktion
(Rosenberg et al., 1998; Halasz et al., 2007).

COLLAGEN XI

COLLAGEN IX i T

MATRILIN-3 comp

HYALURONAN

T LINK PROTEIN \/ M'\

———— O Y

Fo) AGGRECAN CORE PROTEIN fo)

Abb. 5: Die Abbildung zeigt Kollagen-Komponenten (Kollagen Typ Il, IX und XI) einer
Knorpelfibrille (oben) und die Verbindung zwischen der Fibrille und den nichtkollagenen
Komponenten des Knorpels, wie Matrilin-3, COMP und den Komplexen aus Aggrekan,

Link-Protein und Hyaluronsaure (unten) (Reginato & Olsen, 2002).

1.2.3 Die Knorpelmatrix im dynamischen Gleichgewicht

Die Komponenten der EZM werden von den Chondrozyten synthetisiert und in den

Extrazellularraum sezerniert. Die Chondrozyten Gibernehmen auch die Organisation der

8
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Makromolekiile im Gewebe. Sie sorgen fir ein Gleichgewicht zwischen Matrixsynthese
und -abbau unter physiologischen Bedingungen und erhalten so die Integritat des
Gewebes (Aigner & Stove, 2003). Diese fein aufeinander abgestimmten Prozesse
funktionieren im Sinne einer positiven Rickkopplung zwischen dem extrazellularen
Raum und den Chondrozyten (Buckwalter & Mankin, 1998). Hierzu erhalten die Zellen
auf verschiedenen Wegen Signale tUber die Zusammensetzung der EZM, z. B. uber
mechanische Reize, geldste Botenstoffe oder aber Uber die Interaktion mit den
Matrixbestandteilen. Die Interaktion mit den Matrixbestandteilen wird Uber
membranstandige Rezeptoren vermittelt (Abramson & Attur, 2009). Die grofRte
Rezeptorfamilie fur Molekile der EZM sind die Integrine. Nach erfolgter Rezeptor-
Matrixadhasion, z. B. mit Hilfe von Matrilinen, werden die Signale intrazellular mit
Unterstiitzung von Linker-Proteinen weiter gegeben. Daraufhin wird das Zytoskelett
organisiert und verschiedene Signalwege aktiviert. Auf diese Weise hat die EZM
Einfluss auf Zellfunktion, Zelladhasion, Zelldifferenzierung, Zellproliferation und
Zellmigration (Loffler et al., 2003).

Damit die Knorpelmatrix intakt bleibt, missen sich anabole und katabole Prozesse die
Waage halten. Die anabolen Prozesse werden durch verschiedene
Wachstumsfaktoren, wie z. B. TGF-R (Transforming Growth Factor-R), VEGF (Vascular
endothelial growth factor), IGF (Insulin-like Growth Factor), BMP (Bone Morphogenetic
Protein) sowie durch Wachstumshormone, wie beispielsweise Parathormon, stimuliert
(Goldring, 2012). Sie fordern die de-novo Synthese der Matrixbestandteile. Die
katabolen Prozesse werden hauptséchlich durch das Zytokin IL-1(3 (Interleukin-13) und
andere proinflammatorische Zytokine wie TNF-a (Tumornekrosefaktor a) gesteuert. Sie
hemmen die anabolen und fordern die katabolen Prozesse, unter anderem die
Synthese von proteolytischen Enzymen, die den Abbau der Matrixbestandteile
bewirken (Kapoor et al, 2011). Zu diesen Enzymen gehoren die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) und die Aggrekanasen. Die MMPs arbeiten zinkabhéngig
und weisen eine hohe Substratspezifitdt auf. Die Sezernierung der meisten MMPs in
den Extrazellularraum erfolgt in einer inaktiven Form (Pro-Enzym). Die Enzyme werden
extrazellular durch proteolytische Spaltung aktiviert (Loffler et al., 2003). Tabelle 1 gibt

einen Uberblick (iber die knorpelspezifischen MMPs und ihre Substrate.
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Tab. 1: Matrix-Metalloproteinasen der Knorpelmatrix und ihre Substrate. Modifizierte
tabellarische Darstellung nach (Loffler et al., 2003; Spahn, 2006)

Enzym Substrate

MMP-1 Kollagen Typ I, II, lll, VII, X, Pro-MMP-2 u. 9

MMP-2 Kollagen Typ |, IV, V, X, Aggrekan, Link-Protein

MMP-3 Kollagene u. nichtkollagene EZM-Proteine, Pro-MMP-1, -8, -9, -13,

Inaktivierung von Protease-Inhibitoren

MMP-7 EZM-Proteine, Pro-MMP-1, -2, u. -9
MMP-8 Kollagen Typ I, II, 1ll, Aggrekan
MMP-9 Kollagen Typ IV, V, Xl, Aggrekan, Link-Protein

MMP-10 s. MMP-3

MMP-12 Fibronektin

MMP-13 Kollagen Typ I, II, 11l, Aggrekan

MMP-14 Kollagen Typ I, II, 1ll, Fibronektin, Proteoglykane

Die wichtigsten Aggrekanasen im Knorpelgewebe sind ADAMTS-4 und ADAMTS-5. lhr
proteolytisches Substrat ist Aggrekan (Wang et al.,, 2011). ADAMTS steht fir a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs. Die Aktivitat von
ADAMTS-4 und ADAMTS-5 sowie der MMPs wird durch die TIMPs (Tissue inhibitors of

metalloproteinase) gehemmt (Nagase & Kashiwagi, 2003).

1.2.4 Einblick in molekularbiologische Prozesse der Osteoarthroseentstehung

Bei Schéadigung der Knorpelmatrix, infolge der unter 1.1 benannten Risikofaktoren,
steigern die Chondrozyten ihren Stoffwechsel, um die Integritat der EZM
aufrechtzuerhalten. In ihrem Kompensationsbemihen verandern sich die

Chondrozyten phanotypisch. Sie proliferieren und lagern sich zu Zellkomplexen, sog.
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Chondrozytenclustern, zusammen (Sdder & Aigner, 2011). Die Reparaturfahigkeit der
Chondrozyten ist jedoch begrenzt (Eyre, 2004). Uberwiegen die katabolen Prozesse
kommt es durch die proteolytischen Prozesse zum Matrixverlust (Kuettner, 1992).
Durch den Matrixverlust werden die Kollagenfasern demaskiert (Fibrillisation) und
mikroskopisch als sogenannte Asbestfasern sichtbar (Kihnel, 2002).

Die katabolen Prozesse, die den Matrixabbau bedingen, werden hauptsachlich durch
die proinflammatorischen Zytokine IL-18 und TNF-a gesteuert. Diese Zytokine werden
von Synovialzellen, Chondrozyten, Monozyten und Osteoblasten des betroffenen
Gelenkes synthetisiert (Kapoor et al.,, 2011). TNF-a unterdriickt die Bildung von
Proteoglykanen, Link-Protein und Kollagen Typ Il in den Chondrozyten und stimuliert
die Sezernierung der MMPs-1, -3 und -13 (Saklatvala, 1986; Lefebvre et al., 1990;
Reboul et al., 1996). IL1-B supprimiert die Bildung von Kollagen Typ Il und Aggrekan
und férdert die Sezernierung von MMP-1, -3, -9 und -13 (Lefebvre et al., 1990; Mohtai
et al., 1993; Reboul et al., 1996; Stove et al., 2000; Chadijichristos et al., 2003). TNF-a
und IL-1 induzieren die Produktion von IL-6 sowie weiterer katabol wirksamer
Zytokine und Chemokine (Guerne et al., 1990). IL-6 arbeitet synergistisch mit IL-113
hinsichtlich der Unterdriickung der Kollagen Typ lI-Expression und der Synthese von
MMPs (Rowan et al., 2001).

Die Kollagen Typ lI-Synthese, ein mdglicher Reparaturversuch der Chondrozyten, wird
supprimiert, indem TNF-a und IL-13 die Expression des Transkriptionsfaktors SOX9
hemmen (Murakami et al., 2000). SOX-Transkriptionsfaktoren sind wahrend der fetalen
Skelettentwicklung entscheidend fir die Differenzierung der Chondrozyten aus
mesenchymalen Vorlauferzellen (lkeda et al., 2005). SOX9 initiiert in diesem
Entwicklungsprozess die Transkription von Kollagen Typ Il durch Bindung an das
codierende Gen COL2AL1 (Bell et al., 1997; Lefebvre et al., 1997). SOX9 wird auch als
.,master gene“ der Chondrogenese bezeichnet, da es nicht nur fir die Expression von
Kollagen Typ Il, sondern auch fir die Expression der Kollagen Typen IX und XI sowie
von Aggrecan und COMP von entscheidender Bedeutung ist (Murakami et al., 2000;
Wong & Carter, 2003). Mutationen im SOX9-Gen fuhren z. B. zum Syndrom der
kampomelen Dysplasie, einer Erkrankung, bei der es unter anderem zur Auspragung
diverser Skelettfehlbildungen und zu Stérungen in der Entwicklung und Ausreifung der
geschlechtsspezifischen Merkmale kommt (Foster et al., 1994). Die Expression von
SOX9 ist nachweislich deutlich verringert in arthrotisch verdndertem humanem
Knorpelgewebe (Haag et al., 2008). Einerseits kommt es also durch den Einfluss der
pro-inflammatorischen Zytokine zur Hemmung der Neusynthese knorpelspezifischer

Kollagene, wie Kollagen Typ Il, IX und Xl. Andererseits férdern diese Zytokine die
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Bildung knorpelunspezifischer Kollagene, wie Kollagen Typ I, Il und V, welche als
chondrozytare Dedifferenzierungsmarker bekannt sind (Sandell & Aigner, 2001). Als
weiterer Dedifferenzierungsmarker konnte das in der tiefen, Kkalzifizierenden
Knorpelzone (Radialzone; orientierend siehe Abb. 4) exprimierte Kollagen Typ X
geeignet sein. Kollagen Typ X ist als Marker fur hypertrophe Knorpelzellen in der
Embryonalentwicklung beschrieben worden (Reichenberger et al., 1991) und wird bei
Osteoarthrose vermehrt gebildet (Reichenberger et al., 1991; Kuettner, 1992; Aigner et
al., 1993; Girkontaite et al., 1996).

Den ausgepragtesten Anteil am Matrixabbau hat MMP-13. Zum einen wird die
Expression von MMP-13 durch IL-13 und TNF-a stark hochreguliert, zum anderen ist
das bevorzugte Substrat der Metalloproteinase Kollagen Typ Il, das Hauptkollagen des
Knorpelgewebes (Tetlow et al., 2001; Kn&uper et al., 1996; Abramson & Attur, 2009).

ADAMTS-4 und ADAMTS-5 sind die bestimmenden Enzyme des Aggrekanabbaus
(Wang et al.,, 2011). ADAMTS-5 ist sowohl im normalen als auch im degenerativ
veranderten Knorpelgewebe aktiv (Bondeson et al, 2006). Interessanterweise
scheinen ADAMTS-5-Knockout-Mause (jedoch nicht ADAMTS-4-Knockout-Mause) mit
chirurgisch induzierter Gelenkinstabilitat vor Knorpelerosionen geschitzt zu sein
(Glasson et al., 2004; Glasson et al.,, 2005). Auf die Aktivierung der Aggrekanase
ADAMTS-5 haben die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a nachweislich
keinen Einfluss, wahrend die Synthese der Aggrekanase ADAMTS-4 durch die beiden
Zytokine induziert wird (Bondeson et al., 2006).

Dem proteolytischen Abbau der EZM entgegensteuern kdnnen die TIMPs. Wieder sind
es IL-113 und TGF-q, die im Sinne der katabolen Prozesse modulierend wirken und die
Synthese der TIMPs unterdriicken, so dass im Knorpelgewebe von OA-Patienten
quantitativ und in ihrer Aktivitat die MMPs Uberwiegen (Dean et al.,, 1989; Blanco
Garcia, F J, 1999; Huang et al., 2011).

IL-1R und TNF-a stimulieren die Produktion weiterer Entziindungsmediatoren, wie z. B.
Stickstoffmonoxid (NO). NO fordert die Aktivierung und Synthese von MMPs, inhibiert
die Bildung von Makromolekilen der EZM und die Bildung von IL-1Ra als IL-1-
Rezeptorantagonisten. NO spielt auch eine Rolle in der Apoptose von Chondrozyten
und induziert die Synthese der katabolen Entziindungsmediatoren Cyclooxygenase 2
(COX-2) und Prostaglandin E, (Martel-Pelletier et al., 2008). Die Aktivierung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) durch die Zytokine IL-113

und TNF-a tragt ebenfalls zur Schadigung des Knorpelgewebes bei.
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Abb. 6: Chondrozytenaktivierung infolge einer traumatischen Knorpelverletzung. Ein
Knorpeltrauma induziert chondrozytaren und synovialen Stress, welcher zur
Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen und Mediatoren wie IL-13, TNF-a
und VEGF fuhrt. Diese Zytokine induzieren katabole Reaktionen im Knorpel, wie
Inhibierung der Synthese Knorpel spezifischer EZM, Hochregulierung von nicht
spezifischen EZM-Komponenten wie Kollagen Typ I, Induktion von inflammatorischen
Downstream-Mediatoren und kataboler Enzyme wie MMPs und Aggrekanasen sowie
eine ansteigende chondrozytare Apoptoserate (Schulze-Tanzil, 2009).

Ein wichtiger Gegenspieler von IL-1 in gesundem Knorpel ist der Wachstumsfaktor
TGF-3. TGF-R fordert die Produktion von Kollagen Typ Il, Aggrekan und TIMPs und
hemmt die Tatigkeit der MMPs und die Synthese von Aggrekanasen. Der
Wachstumsfaktor ist zudem in der Lage, die Transkription des IL-1 Rezeptors und die
Bindungsaktivitat des Zytokins an seinen Rezeptor zu inhibieren (Redini et al., 1988;
Rédini et al, 1993). Daruberhinaus kann TGF-B die Synthese des IL-1
Rezeptorantagonisten IL-1Ra induzieren. Dieses Wechselspiel zwischen Zytokin und
Wachstumsfaktor dient der Knorpelhomdostase (Pujol et al., 2008). Bei der Erkrankung
Osteoarthrose verlieren die Chondrozyten zunehmend die Fahigkeit den TGF- Typ Il
Rezeptor zu exprimieren und werden gegeniber dem Wachstumsfaktor unempfindlich.
Dieser Expressions- und Wirkungsverlust ist wiederum IL-18 zu verdanken (Baugé et
al., 2007).
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1.2.5 Periostin

Ein ahnliches Wechselspiel zwischen TGF-3 und IL-1B scheint es beziglich des EZM-
Proteins Periostin zu geben. Periostin ist ein 90 kDa grof3es Protein, welches
urspriinglich als ein durch TGF-R induzierbarer Osteoblasten stimmulierender Faktor
entdeckt wurde. Periostin galt dementsprechend als von Osteoblasten sezerniertes
Protein, wichtig fur Zellmigration und -adhasion in der Skelettentwicklung (Horiuchi et
al., 1999). Periostin wurde spater ebenfalls in Chondrozyten und im Knorpelgewebe
wahrend der fetalen Skelettentwicklung nachgewiesen (Blumer, Michael J F et al.,
2006; Emans et al., 2007; Zhu et al, 2008). Aufgrund seiner Expression in
kollagenreichem Bindegewebe wurde vermutet, dass Periostin eine Rolle in der
Kollagenfibrillogenese spielt (Borg & Markwald, 2007). Tatséchlich konnte dies
bezlglich Kollagen Typ | bestétigt werden. Periostin kann die Kollagen Typ |
Fibrillogenese uber eine direkte Interaktion mit dem Kollagen regulieren und so z. B. im
Rahmen der Wundheilung zur Restitution des Gewebes beitragen (Norris et al., 2007;
Hamilton, 2008). Dartber hinaus wird Periostin unter einigen pathologischen
Bedingungen exprimiert. Hierzu gehdren kardiovaskulare Erkrankungen (z. B.
Herzinfarkt), onkologischen Erkrankungen (z. B. Prostatakarzinom), fibrotische
Prozesse (z. B. bei Asthma bronchiale) aber auch die Frakturheilung (Nakazawa et al.,
2004; Hamilton, 2008; Rani et al., 2009). Neuere Forschungsergebnisse legen nahe,
dass Periostin zudem eine Rolle in der Pathogenese der Osteoarthrose spielt. Es
konnte gezeigt werden, dass die Expression von Periostin im Knorpelgewebe von
Patienten mit fortgeschrittener Osteoarthrose deutlich erhdéht war, im Vergleich zur
nicht erkrankten Kontrollgruppe (Karlsson et al., 2010; Attur et al., 2011). Desweiteren
konnte in isolierten Chondrozyten aus erkranktem Gewebe die Transkription von
Periostin mittels TGF-R signifikant stimuliert und durch Zugabe der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-18 und TNF-a gehemmt werden. Die gleiche
Forschungsgruppe vermutete auf der Grundlage von Experimenten mit
mesenchymalen Stammzellen, dass Periostin durch Induktion von MMP-13 am
Matrixabbau beteiligt sein konnte (Attur et al., 2011). Ein &hnlicher Zusammenhang
zwischen Periostin und der Induktion von MMPs wurde bereits im Zusammenhang mit
kardio-valvularen Erkrankungen geschildert (Hakuno et al., 2010). Die Studie von
Rousseau et. al beschreibt eine gegenlaufige Entwicklung von Periostin im Serum und
der Krankheitsprogression von Osteoarthrose bei postmenopausalen Frauen. Die

Ergebnisse der Follow-up Studie wurden dahingehend interpretiert, dass ein Anstieg
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des Serum-Periostins mit einer geringeren Krankheitsprogression einhergeht
(Rousseau et al., 2013).

Die Klarung der Funktion von Periostin flr die Erkrankung Osteoarthrose bedarf
weiterer Untersuchungen. Dies gilt ebenso fir das Rollenverstandnis des
Wasserkanals Aquaporin 1 in der Pathogenese der Osteoarthrose.

1.3  Aquaporin 1

Aquaporin 1 (AQP1) war der erste entdeckte und in seiner Funktion identifizierte
Wasserkanal (Denker et al., 1988; Preston et al., 1992). Seit seiner Erstbeschreibung
in humanen Erythrozyten konnten tber 200 weitere Aquaporine in Pflanzen, Bakterien,
Tieren und Menschen identifiziert werden (Agre et al., 2002). AQPL1 ist bis dato einer

von 13 bekannten humanen Aquaporinen (Verkman, 2011).

1.3.1 Struktur

Die humanen Aquaporine bilden eine Gruppe Kkleiner Transmembranproteine
(ca. 30 kDa/Monomer), deren Monomere sich in Zellmembranen zu Tetrameren
zusammenlagern (Verbavatz et al.,, 1993). Sie werden in primar wasser-selektive
Kanale (AQP1-5 und 8) und in Aquaglyceroproteine (AQP3, 7 und 9) eingeteilt.
Aquaglyceroproteine sind in der Lage neben Wasser Glycerol sowie andere kleine
Molekile zu transportieren (Agre et al., 2002). Die Lokalisationen und Funktionen von
AQP10-13 sind noch ungeklart (Verkman, 2011).

Ein AQP1-Monomer besteht aus 269 Aminosauren und kann als nicht-glykosylierte
Variante (28 kDa) oder als deren glykolysierte Isoform (35-60 kDa) vorliegen (Denker
et al., 1988; Preston and Agre, 1991). Ein Monomer enthalt sechs a-helicale Doméanen,
welche die Membran durchspannen und Uber finf Schleifen (Loops, A-E) miteinander
verbunden sind (Jung et al., 1994). In den Schleifen B und C befinden sich zwei
charakteristische sequenzhomologe Strukturmotive (Wistow et al., 1991). Hierbei

handelt es sich um hochkonservierte Aminosauresequenzen (englisch: NPA motifs),
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die sich aus den drei Aminosauren Asparagin, Prolin und Alanin zusammensetzen.
Vermutungen, dass diese Sequenzhomologe fur die Formgebung der Aquaporin-
Monomere in Gestalt einer Sanduhr verantwortlich sind und so jedes Monomer einen
zentralen porenartigen Wasserkanal bildet, wurden durch elektronenkristallografische
und elektronenmikroskopische Untersuchungen bestétigt (Jung et al., 1994; Cheng et
al.,, 1997; Walz et al, 1997). Die ersten dreidimensionalen Atommodelle zur
Aquaporinstruktur verdeutlichten, dass diese besonderen Aminosauresequenzen
neben der Formgebung auch die Stabilitat und Wasserselektivitat der Kanédle bedingen
(Ren et al., 2000; Murata et al., 2000; Ren et al., 2001).

extracellular

lipid
bilayer

intracellular

hourglass

HOOC

Abb. 7: Sanduhr-Modell von Aquaporin 1. Die Anordnung der Schleifen B und E mit
den hochkonservierten NPA motifs formen einen Weg fur Wasser durch eine

Aquaporin-Untereinheit (Jung et al., 1994).

Es konnte gezeigt werden, dass die zentrale Wasserpore an ihrer engsten Stelle einen

Durchmesser von nur 0,3 Nanometern aufweist und durch den Aufbau eines
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elektrische Feldes fur neutrale Wassermolekdle, nicht aber fir Protonen passierbar ist
(Murata et al., 2000). Bis zu drei Milliarden Wassermolekile (ein Molekil nach dem
anderen) kénnen so pro Monomer und pro Sekunde, angetrieben durch osmotische
Gradienten uber den Zellmembranen, transportiert werden (Zeidel et al., 1992). Ein
Monomer bildet dabei einen in beide Richtungen arbeitenden Wasserkanal. Jeder
Wasserkanal agiert autonom, unabhangig von seiner Einbettung in eine tetramerische
Gesamtstruktur (Verkman & Mitra, 2000).

Dass AQP1 nicht nur fur Wasser sondern auch fur Gase, wie z.B. CO, oder fir
Kationen durchlassig sein soll, ist immer wieder Gegenstand verschiedener
wissenschaftlicher Arbeiten (Cooper & Boron, 1998; Anthony et al., 2000). Da
diesbezuglich eine abschlielende Eischatzung fehlt, erfolgte die Erwahnung dieser
Forschungsansatze der Vollstandigkeit halber.

B Water

Extracellular

Membrane

Cytoplasmic

Abb. 8: Struktur der Agquaporin-Monomere und tetramerische Anordnung in
Zellmembranen. (A) Kristalline Struktur eines Aquaporin-Monomers mit den geneigten
a-helicalen Doménen (beziffert mit 1-6), die die Wasserpore umgeben. Die
konservierten NPA motifs sind angedeuted. (B) Die tetramerische Anordnung von
Aquaporin 1 in der Membran, so dass jedes Monomer eine Wasserpore enthalt
(Verkman, 2005).
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1.3.2 Lokalisation

AQP1 wird in den Plasmamembranen von Epithel- und Endothelzellen von Menschen
und Saugetieren exprimiert. Mittels Microarray-Analytik (TMA, tissue microarray
analysis) wurde AQP1 in 60 von 66 untersuchten, nicht pathologisch veranderten,
humanen Geweben in unterschiedlich starker Auspragung identifiziert (Mobasheri &
Marples, 2004). Am haufigsten konnte AQP1 beispielsweise im Plexus choroideus und
im Nierengewebe nachgewiesen werden. Eine vergleichsweise moderate
Expressionshaufigkeit zeigte sich im Lungengewebe, in der Harnblase sowie im
hyalinen Gelenkknorpel. Im Fettgewebe der Brust und einigen ovariellen Strukturen
konnte hingegen kein AQP1 detektiert werden.

1.3.3 Funktionen

Aquaporine dienen der osmotischen Regulation, indem sie Wasserfluss durch
Zellmembranen entlang eines osmotischen Gradienten ermdglichen, aber gleichzeitig
einen Konzentrationsausgleich durch lonen- und Protonenstréme verhindern. Das
existentielle Membranpotential kann so aufrecht erhalten werden (de Groot et al.,
2003).

Aufgrund seiner Wassertransport-Funktion ist AQPL1 in viele physiologische Prozesse,
wie der epithelialen Flissigkeitssekretion (z.B. glandular, ciliér, cerebellar etc.) oder der
Urinkonzentrierung in den Nieren, involviert (Verkman, 2008). Untersuchungen an
AQP1-Knockout-Mausen zeigten, dass die Blockade des Gens bei den Tieren unter
anderem zu einer polyurischen Symptomatik, aber auch zur Kataraktentstehung fiihren
konnte (Ma et al., 1998; Ruiz-Ederra & Verkman, 2006). Eine seltene, beim Menschen
bekannte Aguaporinopathie beruht auf der chromosomalen Nachbarschaft des AQP1-
Gens mit dem Colton Blutgruppen-Antigen. Die Betroffenen, denen das Colton
Blutgruppenantigen homozygot fehlte, wiesen Mutationen im AQP1-Gen auf, mit der
Folge, dass AQP1-Proteine gar nicht oder in nur stark verminderter Anzahl synthetisiert
wurden. Die Patienten waren bezuglich ihrer Nierenfunktion ph&notypisch unaufféllig.
Wurde ihnen aber Wasser vorenthalten, entwickelten sie eine manifeste

Urinkonzentrierungsstorung (King et al., 2001).
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Dass AQP1 ebenfalls eine Rolle in der Zellmigration spielt, wurde im Zusammenhang
mit Untersuchungen an AQP1-Knockout-Mausen bekannt. Bei den Mausen wurde ein
deutlich verzogertes Tumorwachstum mit einer verringerten Tumorvaskularisation
festgestellt. AnschlieRende Versuche mit murinen aortalen Endothelzellen zeigten,
dass AQP1 deren Migration forderte und somit auch die Angiogenese. Die
Forschungsgruppe konnte dartberhinaus an nicht-endothelialen, mit AQP1
transfizierten Zellen (die natirlicherweise nicht Uber AQP1-Wasserkanale verflgen)
demonstrieren, dass AQPl1 und AQP4 deren Migrationsverhalten stimulieren.
Basierend auf diesen Erkenntnissen postulierten die Forscher, dass Aquaporine eine
wichtige Rolle in der Zellmigration und somit auch in der Angiogenese, der
Wundheilung, der Tumorausbreitung und Organregeneration spielen (Saadoun et al.,
2005).

Fur verschiedene Aquaporine konnte eine Beeinflussung des Migrationsverhaltens
unterschiedlicher Zelltypen nachgewiesen werden (Schwab et al., 2012). Bezlglich
AQP1 gelang dieser Nachweis ebenfalls an murinen Chondrozyten (Liang et al., 2008).
Uber welche Mechanismen Aquaporine die Zellbewegung beeinflussen ist Gegenstand
verschiedener Modelle und noch nicht eindeutig geklart (Loitto et al., 2009;
Papadopoulos et al., 2008). Voraussetzung fir die Migration von Zellen sind transiente
Membranausstilpungen, wie z. B. die Ausbildung von Lamellipodien (Zellfortsatzen)
(Alberts et al., 2005). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Aquaporine verstarkt
im Leitsaum (leading edge) von Lamellipodien migrierender Zellen auftreten und es in
dieser Zellregion zu einem verstarkten Wassereinstrom kommt (Saadoun et al., 2005;
Huebert et al, 2010). Die Lamellipodienbildung geht mit einer veranderten
Organisation des Zytoskeletts, vornehmlich der Aktinfilamente, einher (Alberts et al.,
2005). FiOr die Organisation des Zytoskeletts sind Gerlstproteine in der
Plasmamembran verantwortlich, die eine oder mehrere Proteininteraktionsdomanen
(sog. PDZ-Doménen) enthalten. Neben der Organisation des Zytoskeletts sind
Gerdustproteine an einer Vielzahl von lebensnotwendigen zellularen Prozessen beteiligt.
Sie konnen z. B. Zell-Zell-Kontakte vermitteln, Rezeptoren, lonenkandle und
Signalmolekiile akquirieren und sind essentiell zur Schaffung und Aufrechterhaltung
der Zellpolaritdt (Pawson & Nash, 2003; Feng et al., 2005; Funke et al., 2005). Ein
bekanntes Geristprotein epithelialer und neuronaler Zellen ist ein heterotrimerer
Komplex, der die PDZ-Domanen Lin-2 (auch CSAK), Lin-7 und Lin-10 enthalt (Butz et
al., 1998; Kaech et al.,, 1998). Eine mit humanen Melanom- und Endothelzellen
durchgefuhrte Studie konnte zeigen, dass AQP1 uber die Interaktion mit der PDZ-

Doméne Lin-7 und im Folgenden Uber das Verbindungsprotein R-Catenin die
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Zytoskelettorganisation beeinflusst. Die Zellen, in denen die AQP1-Expression
unterdrickt wurde, verloren die Fahigkeit ihr Zytoskelett zu organisieren und somit
auch die Fahigkeit zu migrieren (Monzani et al., 2009). Die PDZ-Doméne Lin-2 verfugt
via spezifischer Verbindungsproteine ebenfalls Uber die Fahigkeit mit dem Zytoskelett
zu interagieren (Cohen et al., 1998). Daruberhinaus konnten die Autoren zeigen, dass
Lin-2 an einen Syndecan-Rezeptor in der Plasmamembran bindet. Syndecane sind
Proteoglykane, die wie bereits unter 1.2.2 erwéhnt als extrazellulare Matrix-Rezeptoren

fungieren.

Eine weitere Funktion scheint AQP1 im Bereich der Schmerzwahrnehmung zu haben,
wie Untersuchungen an dorsalen Spinalganglien implizieren (Zhang & Verkman, 2010).

1.3.4 Aquaporin 1 und Osteoarthrose

Das Vorhandensein sowie das Expressionsmuster von AQP1 (vorwiegend Radialzone;
orientierend siehe Abb. 4) im pathologisch nicht verdnderten humanen hyalinen
Gelenkknorpel wurde, wie von Mobasheri und Marples 2004 beschrieben, durch eine
weitere methodisch ahnliche Studie (TMA, Immunhistochemie) bestatigt (Trujillo et al.,
2004). Die Verfasser dieser Studie verglichen dariiber hinaus die Gewebeproben aus
dem sog. normalen hyalinen Knorpel (n=3), mit Gewebeproben von Patienten mit
Osteoarthritis (n=3) und Rheumatoider Arthritis (RA, n=3). Es konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Expression von AQP1l zwischen normalem und
arthrotischen Knorpelgewebe festgestellt werden. Allerdings wurde in der
Immunfluoreszenz eine chondrozytare Hochregulation von AQP1 in den

Gewebeproben der RA-Patienten sichtbar.

Bei Ratten wurde die Genexpression von AQP1 und AQP3 nach experimentell
induzierter Osteoarthrose des Kiefergelenkes gemessen (Meng et al., 2007). Die
Ergebnisse der quantitativen Real-time PCR besagten, dass die mRNA von AQP3 im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne experimentell induzierte Osteoarthrose stark

hochreguliert war, die mRNA von AQP1 jedoch nicht.

Dass AQP1 eine Rolle in der Osteoarthrose spielt, legt eine 2009 veroffentlichte Studie
nahe, in der mit humanem Knorpelgewebe von Patienten mit gesicherter
Osteoarthrose gearbeitet wurde. Die Gewebegewinnung erfolgte im Zuge der

endoprothetischen Kniegelenksversorgung. Das intraoperativ entnommene Gewebe
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wurde makroskopisch in intakte und geschadigte Areale eingeteilt. Die aus beiden
Arealen isolierte RNA wurde nach ihrer Umschreibung in cDNA auf Genchips
(Affymetrix, Microarray-Analyse) aufgetragen und die Genexpression verglichen. Die
Genchipanalyse zeigte 411 differentiell regulierte Gene. Nach Validierung der
Ergebnisse mittels quantitativer Real-time PCR (qQRT-PCR) waren insgesamt sechs
Gene in den geschadigten Knorpelarealen aller Patienten (n=5) hochreguliert. Dabei
handelte es sich neben AQP1 um IGFBP-3 (Insuline-like growth factor binding protein
3), WISP-1 (Wnt-induced signaling protein 1), DAF (Decay accelerating factor, CD55),
CFI (Complement factor I) und DNER (Delta/Notch like EGF-related receptor). Parallel
angefertigte immunhistologische Gewebepraparate zeigten eine verstarkte Expression
von AQP1 in den oberflachlichen Bereichen (Tangentialzone; orientierend siehe
Abb. 4) der geschadigten Knorpelareale (Geyer et al., 2009). Die erhobenen Befunde
wurden auf immunhistologischer Ebene untermauert (Hagiwara et al., 2013). Eine
weitere Microarray-Analyse in welcher die Genexpression von Patienten mit
Osteoarthrose des Kniegelenkes mit dem Expressionsprofii von gesunden
Gewebespendern verglichen wurde, konnte eine 39,8 fache Hochregulation von AQP1
in dem pathologisch veréandertem Gewebe nachweisen (Karlsson et al., 2010).

14 Fragestellung der Dissertationsarbeit

Die Osteoarthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung des Menschen. Sie geht mit
erheblichen EinbuRen beziiglich der Lebensqualitat fiir den einzelnen Betroffenen und
enormen soziobkonomischen Auswirkungen fiir die Gesellschaft einher. Die
Erkrankung ist Folge eines multifaktoriellen Geschehens und erfasst das gesamte
Organsystem Gelenk. Es kommt zur Freisetzung von Entzindungsmediatoren aus
Synovialzellen, Makrophagen und Chondrozyten. Eine Schlisselrolle in der
Pathogenese der Osteoarthrose nehmen die proinflammatorischen Zytokine IL-13 und
TNF-a ein. Sie wirken hemmend auf anabole Prozesse und fuhren so zu einer
sinkenden Synthese knorpelspezifischer Matrixproteine wie Kollagen Typ II, IX und
Aggrekan. Gleichzeitig kommt es zur verstarkten Bildung knorpelunspezifischer
Kollagene (Kollagen Typ I, Il und V). Zudem werden katabole Vorgange gefdrdert,
indem die Synthese und Sekretion matrixabbauender Enzyme (MMP-1, -2, -8, -9, -13
und ADAMTS-4, -5) sowie weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren (COX-2)
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Einleitung

induziert wird. Letztendlich kommt es zur Stérung des sensiblen Gleichgewichtes

zwischen Matrixsynthese und —abbau zugunsten der katabolen Prozesse.

Da Genexpressionsanalysen darauf hindeuteten, dass der Wasserkanal AQP1 eine
Rolle in der Pathogenese der Osteoarthrose spielen kénnte war es Ziel dieser Arbeit,
molekulare zellbiologische Abldufe im humanen, arthrotisch veranderten
Gelenkknorpel zu differenzieren, um die Funktion von AQP1l im Krankheitsverlauf
konkretisieren zu kdnnen. Hierzu sollte das AQP1-Gen in humanen Chondrozyten
sowohl Uberexprimiert als auch herunterreguliert werden, um die Auswirkungen auf
ausgewahlte anabole und katabole Parameter des chondrozytaren Stoffwechsels

sowie weiterer Parameter quantifizieren und analysieren zu kénnen.

Folgende Fragestellungen sollten geklart werden:

- Welche Auswirkungen hat ein AQP1-Knockdown auf die Synthese der anabolen
Stoffwechselparameter Kollagen Typ I, I und IX sowie die katabolen
Stoffwechselparameter MMP-9, MMP-13, ADAMTS-4 und ADAMTS-5?

- Welche Auswirkungen hat die Uberexpression von AQP1 auf die o. g.
ausgewahlten Parameter des anabolen und katabolen Stoffwechsels?

- Welchen Einfluss haben der Knockdown oder die Uberexpression von AQP1 auf
die Synthese von Lin-2 als zellularem Bestandteil von Gerustproteinen, auf

Periostin als Protein der EZM und auf den Transkriptionsfaktor SOX9?

Die generierten Daten sollten zu einem verbesserten Verstandnis der Pathogenese der
Osteoarthrose beitragen. Langfristig konnten sich aus der Klarung der Rolle von AQP1
im Laufe der Erkrankung mogliche neue Therapieansatze ergeben, auf deren Basis

positiv modulierend in das Krankheitsgeschehen eingegriffen werden kann.
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Material

2 Material

2.1 Verwendete Gewebe

2.1.1 Humanes Knorpelgewebe

Als Grundlage fir die Durchfihrung der experimentellen Untersuchungen diente
arthrotisch verandertes, humanes Knorpelgewebe. Das Gewebe wurde intraoperativ im
Zuge elektiv geplanter Kniegelenksoperationen entnommen. Nach der
Gewebeentnahme erfolgten die weitere Gewebepréaparation und die Durchfihrung der
studienspezifischen  Experimente in der Abteilung fur rheumatologische
Grundlagenforschung des Lehrstuhls Rheumatologie an der Kerckhoff-Klinik in Bad
Nauheim. Die Entnahme des Gewebes wurde mit Zustimmung der Ethikkommissionen
der Universitaten GieRen und Regensburg ausgefihrt. Das schriftliche Einverstéandnis
fir die Entnahme des Knorpelgewebes und dessen weitere Verwendung fur
experimentelle Zwecke lag vor und wurde dokumentiert. Es wurden Gewebe von 19
Patienten verwendet. Zwei Patienten mussten retrospektiv aufgrund der nachtraglich
klinisch gestellten Hauptdiagnose ,Rheumatoide Arthritis® aus der Studie

ausgeschlossen werden.

2.1.2 Murines Nierengewebe

Zerkleinertes Nierengewebe von Mausen wurde aufgrund seines hohen
Aquaporingehaltes als Material zur Durchfihrung von Positivkontrollen im Western Blot
eingesetzt. Das fur experimentelle Forschungszwecke freigegebene Gewebe wurde

aus dem o. g. rheumatologischen Forschunglabor zur Verfiigung gestellt.
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2.2 Chemikalien

Tab. 2: Verwendete Chemikalien

Material

Bezeichnung

Hersteller

5x HF-Puffer

New England BioLabs, Frankfurt/Main

2-Mercaptoethanol

Merck-Schuchardt OHG, Hohenbrunn

100 bp-DNA-Leiter

Roth, Karlsruhe

Acrylamid-LOsung 30 %

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Agar

Difco Laboratories GmbH, Heidelberg

Agarose High Resolution

Roth, Karlsruhe

Alkaline Phosphatase, Kalber intestinal

New England BioLabs, Frankfurt/Main

Ampicillin-Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

AMV-Puffer 5x

Promega, Mannheim

Antibiotisch-Antimykotische Ldsung

PAA Laboratories, Colbe

APS (Amoniumperoxodisulfat)

Roth, Karlsruhe

Aquatex®

Merck, Darmstadt

Ascorbinsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Brillant Blau R 250

Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BSA (bovines Serum Albumin)

Roth, Karlsruhe

CAPS (N-cyclohexyl-3-aminopropan-
sulfonséure)

Roth, Karlsruhe

EDTA (Ethyldiamin-tetraessigsaure)

Roth, Karlsruhe

Entellan®

Merck Chemicals, Darmstadt

Eosin

Roth, Karlsruhe

FCS (fetales Kéalberserum)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hamatoxylin

Roth, Karlsruhe

HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfondure)

PAA Laboratories, Coélbe

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)

Roth, Karlsruhe

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ladepuffer 6x, blau-orange

Promega, Mannheim

Lambda DNA/EcoRI + Hinlll Markers

Promega, Mannheim

Milchpulver, fettarm

Roth, Karlsruhe
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Material

Bezeichnung

Hersteller

MOPS (3-(N-Morpholino)-
Propansulfonsaure)

Roth, Karlsruhe

NaCl-Lésung 0,9 %

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline)

PAA Laboratories, Colbe

PCR Nukleotid Mix

Roche, Mannheim

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories, PAA Coélbe

peqGOLD Protein Marker IV

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Protease-Inhibitor-Cocktail Tablette
(Complete Mini)

Roche Diagnostik, Mannheim

RNase-freies dH,O

Applied Biosystems, Darmstadt

RNasin (RNase Inhibitor)

Promega, Mannheim

SDS (SodiumDodecyl
Sulfate/Natriumlaurylsulfat)

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

T4 DNA Ligase

New England BioLabs, Frankfurt/Main

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Roth, Karlsruhe

Tissue-Tek® OCT™

Sakura, Staufen

Tris (Tris(hydroxymethyl-aminomethan)

Roth, Karlsruhe

Trypanblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-
galactopyranosid)

Roth, Karlsruhe

Zitronensaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Die tabellarisch nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Roth, Karlsruhe

bezogen.
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2.3 Medien

Tab. 3: Verwendete Medien

Bezeichnung Zusammensetzung

LB (Luria broth) - Flussigmedium: 1,5 g Hefeextrakt, 3 g Trypton, 0,15 g NaCl in
Medium 300 ml dH,0O lésen, autoklavieren, 100 pg/ml Ampicillin zugeben;
festes Medium (LB-Agarplatte): Zugabe von 4,5 g Agar vor der
Autoklavierung; Lagerung bei 4°C

SOB-Medium 2 gTrypton, 0,5 g Hefeextrakt, 10 mM NacCl in 100 ml dH,0O lésen,
autoklavieren, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4 zugeben; Lagerung
bei —20°C

Zellkulturmedium 500 ml DMEM/Ham's F12, 10% hitzeinaktiviertes FCS,
1 % Penicillin, 1 % Streptomycin; Lagerung bei 4°C

Die gebrauchsfertigen Medien Ham's F12 und DMEM/Ham's F12 wurden von PAA

Laboratories, Célbe bezogen.
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2.4

Material

Lésungen und Puffer

Tab. 4: Verwendete Losungen und Puffer. Die Lagerung erfolgte, soweit nicht
abweichend vermerkt, bei Raumtemperatur.

Bezeichnung

Zusammensetzung

CAPS-Puffer 10x

22,1 g CAPS, 0,5 g SDS in 900 ml in dH,O lésen, mit 2 N
NaOH einen pH von 11,0 einstellen, auf 27000 ml mit dH,O
auffullen

CAPS-Puffer 1x + 10%
Methanol (Transferpuffer)

400 ml dH,0O, 50 ml CAPS-Puffer 10fach und 50 ml
Methanol ineinander l6sen

Elektrodenpuffer 10x

30,3 gTris-Base, 144,0 g Glycin, 10 g SDS in 1000 ml

(Laufpuffer) dH,0 l6sen; Lagerung bei 4°C

Coomassie Blau 25 % Methanol, 10 % Essigsaure, Losungsmittel dH,O
Entfarbeldsung

Coomassie Blau 0,25 % Brillant Blau R 250, 40 % Methanol,
Farbeldsung 8 % Essigsaure, Losungsmittel dH,O; steril filtrieren;

Lagerung bei 4°C

Eosin-Lésung

10 g Eosin in 1 1 dH,0 ldsen, filtrieren und bis zum
Gebrauch dunkel lagern; vor Gebrauch einige Tropfen
96 %ige Essigsaure zugeben

Hamalaun

1 g Hamatoxylin, 0,2 g Natriumjodat, 50 g
Kaliumaluminiumsulfat, in 1 | dH,O vollstandig l16sen; 50 g
Chloralhydrat und 1 g Zitronensaure zugeben, filtrieren; bis
zum Gebrauch dunkel lagern

Protein-Lysepuffer

0,05 M Tris und 1 % Nonidet P40 in dH,O l6sen; pro 10 ml
Lysepuffer eine Proteaseinhibitor-Tablette; Lagerung bei
4°C

SDS-Ladepuffer 6x

100 ml Tris 1 M (pH 6,8), 48 g SDS, 200 ml Glycerin,
50 mg Bromphenolblau, 100 ml 3-Mercaptoethanol
(14,7 M) ineinander l6sen; Lagerung bei 4°C

TAE-Puffer 1x

40 mM Tris, 20 mM Eisessig und 1 mM EDTA in dH,O
I6sen; pH 8,0

TBST-Puffer 1x

1,21 g Tris-Base, 8,77 g NaCl, 1,0 g Tween-20 in 1000 ml
dH,O l6sen

Tris-Puffer 1 M (pH 6,8)

121,14 g Tris in 800 ml ddH,0O l6sen, mit HCI pH von 6,8
einstellen, mit H,O auf 1000 ml auffullen

Herstellung chemisch kompetenter Zellen

RF1-L6sung 50 mM RbCI,, 20 mM MnCl, x 2H,0, 15 mM KAc, 5 mM
CacCl, x 2H,0, 1,63 M Glycerin, mit Essigsaure pH von 5,8
einstellen; autoklavieren

RF2-L6sung 2 mM RDbCl,, 0,4 mM MOPS, 15 mM CaCl, x 2H,0, 1,63 M

Glycerin, mit NaOH pH von 6,8 einstellen; autoklavieren

27




Material

Bezeichnung

Zusammensetzung

Plasmidminipraparation

P1-Puffer 5 ml Glukose (1 M), 2,5 ml Tris-HCI (1 M/pH 8), 2 ml EDTA
(0,5 M/pH 8) mit H,O auf 100 ml auffillen und pro ml 10 pl
RNase zugeben; Lagerung bei 4°C

P2-Puffer 20 mlI NaOH (1 M), 10 ml SDS 10 % mit H,O auf 100 ml
auffullen

P3-Puffer 29,44 g Kaliumacetat in 60 ml H,O losen, 11,5 ml

konzentrierte Essigsaure zugeben, mit H,O auf 100 ml

Gesamtvolumen auffullen; autoklavieren

Zellisolierung aus Gewebe

Pronaseverdaul6sung

0,2 % Pronase (Roche) in Ham's F12 mit 5 % FCS und je
1 % Penicillin, Streptomycin und Amphotericin B l6sen;
steril filtrieren; Lagerung bei 4°C

Kollagenaseverdaulésung

200 U/ml Kollagenase Typ 2 (Worthington) in Ham's F12
mit 5 % FCS und je 1 % Penicillin, Streptomycin und
Amphotericin B l6sen; steril filtrieren; Lagerung bei 4°C

Enzymatische Ablésung vo

n Zellen aus Zellkulturflaschen

Pronaseverdaulsung

1 mg/ml Pronase (Roche) in der Halfte des berechneten
Gesamtvolumens l6sen und steril filtrieren, Loésungsmittel
ist serumfreies DMEM/Ham's F12; die zweite Halfte des
Gesamtvolumens in Form von DMEM/Ham's F12 mit 10 %
FCS zugeben; Endkonzentration: 1 mg/ml Pronase und
5 % FCS; Lagerung bei 4°C

Kollagenaseverdaultsung

Stammldosung: 1 mg/ml Kollagenase P (1,5 U/mg) in
serumfreien DMEM/Ham's F12 I6sen, steril filtrieren; von
der Stammldsung benétigtes Volumen mit 0,18 U/ml
entnehmen und mit serumfreien DMEM/Ham's F12 auf die
Halfte des berechneten Gesamtvolumens auffiillen; die
zweite Halfte des Gesamtvolumens in Form von
DMEM/Ham's F12 mit 10 % FCS zugeben;
Endkonzentration: 0,18 U/ml Kollagenase P und 5 % FCS;
Lagerung bei 4°C
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2.5  Anwendungspakete (Kits)

Material

Tab. 5: Immunologische und molekularbiologische Kits

Bezeichnung

Hersteller

AEC Substrate Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Amaxa™ Human Chondrocyte
Nucleofactor Kit

Lonza Cologne GmbH, Kdin

BCA Protein Assay Kit (Pierce®)

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Flexi Tube Gene Solution for AQP1-Kit +
AllStars Negative Control siRNA

QIAGEN GmbH, Hilden

peqGold Plasmid Miniprep Kit

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

QIAGEN® Maxi Prep. Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit (50)

QIAGEN GmbH, Hilden

QuantiTect SYBR Green PCR Kit

QIAGEN GmbH, Hilden

RNeasy Mini Kits

QIAGEN GmbH, Hilden

SuperSignal® West Dura Extended
Duration Substrate

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

29




2.6 Verbrauchsmaterialien

Tab. 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Bezeichnung

Hersteller

Blotpapier, extra dick

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Deckglaser 20 x 20 mm

Roth, Karlsruhe

Einfrierrohrchen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Gewebekulturplatten (6 Well, 96 Well)

Greiner bio-one, Frickenhausen

LightCycler Kapillaren (20pl)

Roche, Mannheim

Objekttrager (Superfrost® Plus)

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Objekttrager, gekammert (Lab-Tek I
Chamber Slide)

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

Pipettenspitzen, verschiedene GréRRen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Reaktionsgefaflie (15 ml, 50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

ReaktionsgefaRe fur PCR (Multi®-
UltraStripes)

Roth, Karlsruhe

Rontgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL)

GE Helathcare Limited, Buckinghamshire,
UK

Skalpell

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Spritzenvorsatzfilter (0,2 pm)

Corning Incorporated, Corning, NY

Transfermembran (Immobilion-P® PVDF)

Merck, Darmstadt

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturschalen (Cellstar® 100 x 20 mm)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellschaber

Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellsieb 70 um

BD Bioscienes, Heidelberg
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2.7  Antikorper

Material

Tab. 7: Primarantikorper fur Immunhistochemie (IHC) und Western Blot (WB)

Bezeichnung Spezifitat Verdiinnung Hersteller
Anti-Aquaporin 1 Maus anti-human IHC 1:100 Abcam,
Antikorper Cambridge, UK

WB 1:1000
Anti- Hase anti-human IHC 1:8000 Abcam,
Periostinantikrper Cambridge, UK
Alpha-1 type Il Maus anti-human IHC 1:100 Acris Antibodies
Collagenantikérper GmbH, Herford
Anti-Cyclophilin B Hase anti-human WB 1:2000 Abcam,
Antikorper Cambridge, UK

Tab. 8: Sekundéarantikdrper fur IHC und WB

Bezeichnung Spezifitat Verdinnung Hersteller
Histofine Simple anti-Maus, anti- IHC - keine - Nichirei
Stain MAX PO Hase Biosciences Inc.,
(Multi) Anti-mouse, - Tokyo, Japan
rabbit
Anti-Mouse Ziege anti-Maus WB 1:1000 DAKO, Hamburg
Immunglobulins
Anti-Rabbit Ziege anti-Hase WB 1:5000 DAKO, Hamburg
Immunglobulins

Tab. 9: Isotypkontrollen fur IHC

Bezeichnung Verdinnung Hersteller
Mouse IgG1, k Isotype 1:400 BD Biosciences,
Control Heidelberg
Rabbit IgG monoclonal 1:8000 Abcam, Cambridge, UK
Isotype Control
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2.8 Enzyme

Tab. 10: Verwendete Enzyme

Material

Enzym

Hersteller

AMV-Polymerase

Promega, Mannheim

Kollagenase Typ 2 (370 U/mg)

Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, NJ, USA

Kollagenase P

Roche Diagnostics, Mannheim

Phusion®High-Fidelity DNA Polymerase

New England BioLabs, Frankfur/Main

Pronase

Roche Diagnostics, Mannheim

Restriktionsenzyme

EcoRl
EcoRV
Ncol-HF™

Notl-HF"

New England BioLabs, Frankfurt/Main

T4 DNA Ligase

New England BioLabs, Frankfurt/Main

Taq DNA Polymerase with ThermoPol® ||
(Mg-free) Buffer

New England BioLabs, Frankfurt/Main
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2.9 Bakterien

Die Transformationen wurden in chemisch kompetente Escherichia coli (E. coli)
Bakterien vom Stamm DH5a vorgenommen. Solche Bakterien (OneShot® MAX
Efficiency® DH5a™-T1%) wurden einerseits von der Firma Invitrogen AG, Carlsbad
(USA) bezogen. Zuséatzlich wurde ein als Schenkung der Johann Wolfgang Goethe-
Universitat, Frankfurt/Main, zur Verfugung gestellter DH5a Stamm verwendet (Raleigh
et al., 1989). Die chemische Kompetenz dieses Stammes wurde im institutseigenen

Labor erzeugt.

2.10 Plasmide

Tab. 11: Verwendete Plasmide*

Bezeichnung Herkunft

pPQE-TriSystem QIAGEN GmbH, Hilden
pBlueScript KS Il (+) Max-Planck-Institut, Bad Nauheim
pGEM®-TEasy Vector Promega, Mannheim

*Alle verwendeten Plasmide tragen ein Resistenzgen fur das Antibiotikum Ampicillin.
Die Plasmide pBlueScript KS Il (+) und pGEM®-TEasy Vector verfiigen Uber das

R-Galaktosidase-Gen lacZ.
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2.11 Oligonukleotide

Das Entwerfen spezifisch bindender Oligonukleotide (Primerdesign) erfolgte in
Zusammenarbeit mit Frau Lucija Berninger, Diplom-Biologin und Frau Anna Balkenhol,
biologisch-technische Assistentin in unserer Arbeitsgruppe. Genutzt wurde hierzu das
Software-Programm Beacon Designer™, der Firma Premier Biosoft, Palo Alto (USA).
Die anschlielRende Spezifitatskontrolle wurde mittels BLAST®

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) durchgefuhrt. Bezogen wurden die Oligonukleotide

(Primer) von der Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen.

Tab. 12: Verwendete Oligonukleotide, nach Verfahren aufgeschliisselt. Mit Angabe der
Schmelztemperatur (Tmpcy).

Bezeichnung/Verfahren Sequenz 5 — 3 T
gRT-PCR

ADAMTS4-LB28 (for) tgtgaaaatgtgtgtgtgct 53
ADAMTS4-LB29 (rev) ataatccctcactccctgaa 52
ADAMTS5-LB30 (for) aagctttgtgtcacggtagg 55
ADAMTS5-LB31 (rev) tgaccccttaaatgtcctca 53
Aggrecan-LB32 (for) tccctcaccatcccctgcta 59
Aggrecan-LB33 (rev) gcagtgagaccttgtcctga 56
AQP1-LB44 (for) ggtggggaacaaccagacg 50
AQP1-LB45 (rev) tacatgagggcacggaagatg 49
Coll1-LB1 (for) caagatgtgccactctgact 56
Coll1-LB2 (rev) agtctccatgttgcagaaga 54
Coll2-LB13 (for) ctcctggagcatctggagac 56
Coll2-LB14 (rev) accacgatcacccttgactc 56
Coll9-3-LB18 (for) aagggagaccagggtattgc 56
Coll9-3-LB19 (rev) tcgactgccagactctcctt 57
Lin-2-LB54 (for) cccaccctcgagtagttgaa 56
Lin-2-LB55 (rev) caaaagaggagaccagctgc 56
MMP9-LB24 (for) ccggaccaaggatacagttt 54
MMP9-LB25 (rev) cagtgaagcggtacataggg 55
MMP13-LB26 (for) tctacacctacaccggcaaa 56
MMP13-LB27 (rev) ttagggttggggtcttcatc 53
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Bezeichnung/Verfahren Sequenz 5 — 3 Ty
gRT-PCR

Periostin-LB46 (for) ggattctgatatccgtagag 49
Periostin-LB47 (rev) gccccaaattgttatacat 47
Sox9-LB34 (for) acccgtctacacacagctca 58
Sox9-LB35 (rev) agggaattctggttggtcct 55
AQP1-Amplifikation in PCR

AQP1-LB42 (for) aaaccatgggccaccatggccagcgag 71
AQP1-LB43 (rev) tttgcggccgcctatttgggcttcatctce 71
Schnittstellentberprifung im AQP1-Fragment: Ncol (for), Notl (rev)
AQP1-810-LB48 (for) tcggcctctctgtagecctt 59
AQP1-810-LB49 (rev) aagcccagggcagaaccgat 60
Polylinkeramplifikation von pGEM-T Easy Vektor

pUC/M13 (for) cgccagggttttcccagtcacgac 64
pUC/M13 (rev) tcacacaggaaacagctatgac 55

Fur die cDNA-Synthese wurde der Random Hexamer Primer p(dN)s der Firma Roche,

Mannheim eingesetzt.
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2.12 Gerate

Tab. 13: Verwendete Gerate

Material

Gerate

Hersteller

Amaxa Nucleofactor® Il

Amaxa GmbH Biotechnologie, KoIn

Biofuge primo R (Heraeus)

Kendro Laboratory Products, Hanau

BioPhotometer

Eppendorf AG, Hamburg

Brutschrank (C150)

Binder GmbH, Tuttlingen

Brutschrank (Heraeus Typ B20)

Kendro Laboratory Products, Hanau

Horizontale Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Inkubationsschiittler (Certomat® H)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

LC Carousel Centrifuge

Roche Diagnostics, Mannheim

Light Cycler 1.5

Roche Diagnostics, Mannheim

Kryostat (Leica CM 3050S)

Leica Microsystems, Nussloch

Mikroskop (Axiovert 200)

Carl Zeiss Microlmaging, Hamburg

Mikroskop (DM IRB)

Leica Microsytems, Wetzlar

Mikroskopkamera (DC 200)

Leica Microsytems, Wetzlar

Multifuge 3 S-R (Heraeus)

Kendro Laboratory Products, Hanau

Neubauer-Zahlkammer

Superior, Marienfeld

Photometer (NanoDrop®)

Peqlab Biotechnologie, Erlangen

Rontgenfilmentwickler (Protec® Optimax®)

PROTEC Medizintechnik GmbH & Co.
KG, Oberstenfeld

Rotationsschuttler (Unimax1011)

Heidolph Instruments, Schwabach

Sunrise ELISA Reader

Tecan, Crailsheim

Thermocycler (GeneAMP PCR System
9700)

PE Applied Biosystems, Foster City,
Californien, USA

ThermoStat plus 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge (5417C)

Eppendorf AG, Hamburg

Trans-Blot® SD (Semi-Dry Transfer Cell)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

UV-Transilluminator GVM20

Syngene Europe, Cambridge, UK

Vertikale Gelelektrophoresekammer (Mini-

Protean® Tetra Cell)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
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2.13 Computerprogramme

Tab. 14: Verwendete Computerprogramme

Bezeichnung Hersteller

Beacon Designer™ Premier Biosoft, Palo Alto, USA

Clone Manager Scientific & Educational Software, Cary,
USA

GraphPad Prism® 3.0 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

IM 1000 Leica Microsystems, Wetzlar

LightCycler Software 3.5 Roche Diagnostics, Mannheim

Magellan 5 Tecan, Crailsheim

ND-1000 V3.5.2 Peglab Biotechnologie, Erlangen
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3 Methoden

3.1  Zellbiologische Methoden

3.1.1 Gewebeentnahme

Im Zuge operativer endoprothetischer Kniegelenksversorgungen von Patienten mit
Osteoarthrose erfolgte die Gewebeentnahme in den orthopadischen Fachabteilungen
der Universitatskliniken Gielzen und Regensburg sowie dem Markus-Krankenhaus in
Frankfurt am Main. Intraoperativ wurden die Knochen-Knorpelplatten des Tibiaplateaus
und der Femurkondylen abgetragen, in physiologische Kochsalzlésung Uberfiihrt und
umgehend in das Labor an der Kerckhoff-Klinik zur weiteren Bearbeitung versandt. Die

erforderlichen Voten der zustandigen Ethikkommissionen und die

Einverstandniserklarungen der Patienten lagen vor (2.1.1).

Abb. 9: Resezierte Kniegelenksanteile nach Ankunft im Labor und vor der

Weiterverarbeitung. a Femurkondyle. b Korrespondierendes Tibiaplateau.
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3.1.2 Kryokonservierung

Im Labor wurde unter sterilen Kautelen mit Hilfe eines Skalpells das Knorpelgewebe
von den kndchernen Anteilen des Resektats geldst und mehrfach in Hank's Balanced
Salt Solution (HBSS) gewaschen. Das fur die Immunhistochemie vorgesehene
Gewebematerial wurde nach makroskopischen Gesichtspunkten in stark geschadigte
und weniger stark geschadigte Areale unterteilt (Geyer et al., 2009). Das Gewebe
wurde mit dem Skalpell in ca.7x2x7 mm kleine Stilicke geschnitten. Von jedem
Patienten wurden zwei Gewebeproben gewonnen: Eine Probe aus einem stark
geschadigten und eine Probe aus einem weniger stark geschéadigten Bereich wurden
jeweils in ein kryoprotektives Einbettmedium (Tissue-Tek®) tberfiihrt und in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren. Die weitere Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.1.3 Chondrozytenisolierung

Die Knorpelzellen wurden aus ihrem Gewebsverband enzymatisch herausgelost. Fir
diesen enzymatischen Verdauvorgang wurden Gewebeproben aus makroskopisch
moglichst gering geschadigten Knorpelarealen ausgewéhlt. Zur Berechnung der
benétigen Verdauldsungen, jeweils 10 ml pro einem Gramm Knorpel, wurde das
Gewicht des zerkleinerten Knorpelgewebes bestimmt. Der enzymatische Abbau wurde
mit einer Pronaselésung der Konzentration 0,02 g/ml (Tab. 4) begonnen. Das Gewebe
wurde in der Pronaseldsung fir 2 h bei 37°C und 60 rpm auf einem Zellkultur-Schdttler
inkubiert. AnschlieRend wurde das Gewebe mehrfach mit HBSS gewaschen und in 200
U/ml Kollagenase Typ 2-Ldsung (Tab. 4) bei 37°C und 60 rpm tber Nacht auf einem
Zellkultur-Schittler inkubiert. Die entstandene Knorpelzellsuspension wurde Uber ein
Zellsieb (Porenweite 70 um) gegeben, um unzureichend verdaute Gewebeanteile zu
entfernen. Die gereinigte Zellsuspension wurde fur 10 min. bei 300 g zentrifugiert und
der Uberstand entfernt. Die Knorpelzellen wurden in Zellkulturmedium (Tab. 3)
resuspendiert, gezahlt und je nach Menge in 25 cm? bzw. 75 cm? Zellkulturflaschen
ausgesét. In eine 75 cm? Zellkulturflasche wurden ca. drei Millionen Chondrozyten

transferiert.
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3.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Anzahl vitaler Chondrozyten wurde nach Trypanblau-Farbung in der Neubauer-
Zahlkammer ermittelt. Hierzu wurden die Zellsuspension und Trypanblau im Verhaltnis
1:1 versetzt und in die Zahlkammer Ubertragen. Die vitalen Zellen erscheinen unter
dem Mikroskop weil3, da ihre Zellmembran intakt ist und sie die Farbelésung nicht
aufnehmen. Die Zahlung der vitalen Zellen erfolgte quadrantenweise. Ilhre

Gesamtzellzahl wurde anschlie3end wie folgt berechnet:

Summe der Zellzahl aller Quadrate : 4 = Mittelwert der Zellzahl pro Quadrat

Mittelwert der Zellzahl pro Quadrat x 10* = Zellen pro ml

3.1.5 Chondrozytenkultivierung als Monolayer

Die in Zellkulturflaschen transferierten Knorpelzellen adharieren an der Oberflache des
Flaschenbodens und bilden eine konfluente einlagige Schicht (Monolayer) aus. Zur
Optimierung der Wachstumsbedingungen und zur Entfernung nicht adharenter Zellen
sowie von Zelltrimmern wurden die Chondrozyten nach 24 h mit HBSS gewaschen
und ein Mediumwechsel unter Zugabe von Ascorbinsaure (0,0175 mg/ml)
durchgefihrt. Bis zum Erreichen von 90 % Konfluenz, ca. 7 bis 10 Tage nach der
Zellisolierung, erfolgte alle 48 bis 72 h ein erneuter Mediumwechsel. Die
Zellkultivierung fand unter konstanten Bedingungen bei 37°C, einem 5 % CO,-Anteil in

der umgebenden Atmosphéare und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % statt.

3.1.6 Transfektion der Chondrozyten

Transfektion bezeichnet in der Molekularbiologie das Einbringen fremden genetischen
Materials (DNA, RNA) in eukaryotische Zellen. Es wird zwischen transienter und
stabiler Transfektion unterschieden. Bei der transienten Transfektion wird die fremde
DNA Kkurzzeitig in den Zellkern aufgenommen, erzeugt transiente Gen-
Expressionsprodukte bzw. unterdrickt deren Bildung und wird innerhalb weniger

Stunden bis Tage wieder abgebaut. Von einer stabilen Transfektion wird gesprochen,
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wenn ein konstanter Einbau der Fremd-DNA in das Genom der Zielzelle erreicht
werden konnte. Das Einschleusen von small interfering RNA (SiRNA) ermdglicht die
gezielte Unterdrickung der Expression eines Gens (Knockdown). Die Abschaltung
eines genau definierten Gens erlaubt, Riickschliisse auf dessen Funktion zu ziehen. Im
Gegenzug kann durch die Transfektion eines entsprechend préparierten Plasmids die
Uberexpression eines Gens eingeleitet werden. Das effektivste Transfektionsverfahren
fir Chondrozyten ist die Elektroporation. Bei der Elektroporation wird durch die Abgabe
eines kurzen elektrischen Impulses ein temporarer Permeabilitatsanstieg der
Zellmembran erreicht. Das einzuschleusende Material kann so in das Zytoplasma der
Zelle und von dort mittels Diffusion in den Zellkern gelangen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde mit dem Amaxa™ Human Chondrozyte Nucleofactor Kit (Tab. 5) gearbeitet.
Dieses Verfahren wird als Nukleofektion bezeichnet und erreicht eine hohere
Transfektionsrate durch Nutzung spezifischer Pufferlésungen (Nucleofactor Solution) in
Verbindung mit der Elektroporation. Die Pufferldsungen ermdglichen den aktiven

Transport des transfizierten Materials aus dem Zytoplasma in den Zellkern.

Nach Erreichen von 90 % Konfluenz in der Monolayerkultur und vor Beginn der
Zelldedifferenzierung wurden die Chondrozyten fir die Nukleofektion mit siRNA
vorbereitet. Die Chondrozyten wurden mit HBSS gewaschen und enzymatisch von den
Zellkulturoberfache abgeldst. Fir eine Flasche mit 75 cm? wurden jeweils 5 ml
Pronase- und Kollagenaseverdauldsung (Tab. 4) hergestellt. Die Pronaseverdaulésung
enthielt 1 mg/ml Pronase und die Kollagenaseverdauldsung 0,18 U/ml Kollagenase P.
Nach Zugabe der enzymatischen Losungen und Inkubation unter den bereits
genannten Zellkulturbedingungen wurde der Lésungsprozess der Zellen in
ca. 20-minttigen Abstanden unter dem Mikroskop beobachtet. Nach Lésung der
maximal beobachtbaren Zellzahl vom Flaschenboden nach ca. 3 h wurde die
Zellsuspension in ein Reaktionsgefald uberfuhrt. Die Zellen wurden bei 300 g fir
10 min. abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen in HBSS
resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Pro Transfektionsansatz wurde eine Million
Zellen in 1 ml HBSS gelost. AnschlieRend wurde die Zellsuspension gleichmafig auf
ReaktionsgefalRe (1,5 ml) verteilt und fur 10 min. bei 2000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt. Jedes Zellpellet wurde in 100ul Nucleofactor Solution
resuspendiert. Zur Nukleofektion wurden 2 pl (200 nmol) siRNA zugesetzt. Fir jeden
siRNA-Transfektionsansatz wurde eine Kontrolltransfektion mit 10 pl (200 nmol)
AllStars Negative Control siRNA (Tab. 5) durchgefiihrt. Nach Uberfiilhrung des
Ansatzvolumens in  eine  Elektroporationskiivette wurde diese in das

Nukleofektionsgerdt (Amaxa) eingesetzt und das Programm U-24 gestartet.
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AnschlieRend erfolgten die ziigige Zugabe von 500 pl Zellkulturmedium und der
Transfer der Zellsuspension in 6 well Gewebekulturplatten (fir quantitative Real-Time
PCR und Western Blot) bzw. auf gekammerte Objekttrager, sog. Chamber Slides (fur
Immunzytochemie), in denen sich bereits 1 ml des auf 37°C vorgewarmten Mediums
befand. Die Kultivierung der nukleofizierten Zellen erfolgte analog zur
Chondrozytenkultivierung im Monolayer.

3.2 Immunologische Methoden

3.2.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Die fur die Immunhistochemie gewonnenen, eingebetteten und bei -80°C gelagerten
Gewebeproben wurden im Kryostat bei -21°C geschnitten. Die 8 um dicken
Gewebeschnitte wurden auf Objekttrager Ubertragen und in -20°C kaltem Aceton fir 10
min. fixiert. Nach einer ca. 30 minltiger Trocknungsphase unter dem Abzug wurden die
Gewebeschnitte direkt der Hamatoxylin-Eosin-Farbung bzw. der
immunhistochemischen Farbung zugefihrt. Fir jeden Patienten wurden Schnittreihen

aus stark und weniger stark ladierten Knorpelarealen angefertigt.

3.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Férbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) dient der histologischen Unterscheidung
verschiedener Gewebe- und Zellstrukturen. Hamatoxylin farbt basophile Strukturen,
wie den Zellkern, blau und Eosin azidophile Strukturen, wie die Plasmaproteine, rotlich.
Um die unterschiedlichen Strukturen in den angefertigten Gewebeschnitten sichtbar zu
machen, wurden diese zunachst fur 10 min. in 0,1 % Hamatoxylin-Lésung inkubiert und
in H,O gewaschen. Die Gegenfarbung mit 1% Eosin-Losung verlief analog.
AnschlieBend wurden die Schnitte zur Entwésserung fur jeweils 5 min. in einer
Ethanolreihe mit aufsteigender Konzentration (50 %, 70 %, 96 %, 100 %), inkubiert.

Nach der Entwasserung wurden die Schnitte dreimal fur jeweils 5 min. in Xylol
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getaucht. Zur Konservierung wurden die Gewebeschnitte mit Eindeckmittel (Entellan®)
und einem Deckglaschen versehen. Die mikroskopische Analyse und Dokumentation
erfolgte innerhalb der ndchsten ein bis drei Tage nach vollstdndiger Trocknung der
Praparate.

3.2.3 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen und immunzytochemischen Farbungen beruhen auf dem
Prinzip der Antigen-Antikdrper-Kopplung. An das nachzuweisende Protein (Antigen)
bindet ein spezifischer Antikorper (Priméarantikorper). Der Priméarantikorper oder ein
nachgeschalteter Antikdrper (Sekundar-, Tertiar- etc. Antikdrper) sind mit einem Enzym
konjugiert. Nach entsprechender Substratzugabe reagiert das Enzym mit dem
Reagenz unter Bildung eines Farbstoffes. Die Farbstoffbildung visualisiert und

lokalisiert die immunhistochemische Reaktion.

Zum Nachweis von AQPl1 und Periostin in den Gefrierschnitten wurden
immunhistochemische Farbungen vorgenommen. Die Objekttrdger mit den
Gefrierschnitten wurden 5 min. in PBS gewassert. AnschlieBend erfolgte zur
Blockierung unspezifischer Bindungen deren Inkubation mit
5 % Magermilchpulverlésung (Losungsmittel PBS) bei hoher Luftfeuchtigkeit (feuchte
Kammer) und Raumtemperatur fiir 1 h. Uber Nacht (ca. 20 h) wurde die Inkubation mit
den priméren Antikorpern (Tab. 7) bei 4°C durchgefuhrt. Der Inkubation folgte eine
dreimalige Waschung der Praparate fir jeweils 5 min. in PBS und das Blocken der
endogenen Peroxidasen fir 30 min. bei 4°C mit 0,6 % methanolischer
Wasserstoffperoxid-Lésung. Nach erneuter dreimaliger Waschung der Praparate fir
5 min. in PBS wurde die Inkubation mit dem Sekund&rantikdrper Histofine fir 30 min.
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer durchgefuhrt. Nochmals wurde ein
dreimaliger 5 minitiger Waschschritt eingeschoben. Um unspezifische Bindungen zu
erkennen, wurden entsprechende Isotypkontrollen (Tab. 9) mitgefihrt. Dem gleichen
Ziel sowie dem Ausschluss von Kreuzreaktivitaten diente als Negativkontrolle die
alleinige Inkubation mit dem Sekundarantikdrper (Tab. 8). Die Inkubation mit einem
priméren Antikbrper gegen Kollagen II sollte den ordnungsgeméafRen Ablauf der
Farbungsreaktion anzeigen und somit als Positivkontrolle dienen. Als Reagenzkontrolle
wurde weder mit einem Primar- noch mit einem Sekundarantikorper inkubiert. Mit Hilfe

des AEC Substrate Kit (Tab. 5) wurde die Entwicklerlésung nach Herstellerangaben
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angesetzt, auf die Praparate pipettiert und die Farbentwicklung unter dem Mikroskop
beobachtet. Je nach Farbentwicklung, spatestens aber nach 20 min., wurde die
Farbreaktion mit PBS gestoppt. Hierzu wurden die Préparate mindestens 5 min. in PBS
belassen. Zur Konservierung wurden die Préparate mit Aquatex® eingedeckelt. Die
mikroskopische Beurteilung und Dokumentation erfolgte analog zu den HE gefarbten
Gewebeschnitten.

3.2.4 Immunzytochemie

Das Transfektionsergebnis wurde mittels Immunzytochemie sichtbar gemacht. Jedem
mit SiRNA gegen AQP1 nukleofizierten Zellansatz war als Negativkontrolle ein mit
AllStar-RNA nukleofizierter Ansatz zugeordnet (3.1.6). Die auf Chamber Slides
ausgesaten nukleofizierten Chondrozyten wurden am ersten Tag nach der
Nukleofektion und zur Verlaufsbheobachtung zu weiteren unterschiedlichen Zeitpunkten
(Tag 3 bis Tag 7) angefarbt. Hierzu wurden die Objekttrager nach Entfernung des
Mediums und des Kammeraufsatzes fir 5 min. in PBS gewaschen und fir 10 min. in
—20 °C kaltes Aceton uberfiihrt. Die weitere Durchflihrung entspricht dem Ablauf der
immunhistologischen Farbung gegen AQPL1. Lediglich die Waschschritte mit PBS
wurden von drei Waschungen a 5 min., auf eine 5 minttige Waschung begrenzt. Nach
dem Abstoppen der Farbung in PBS wurden die Objekttrager zur Darstellung der
Kernmorphologie fir 5 s in Hamalaun getaucht. Nach Waschung in Leitungswasser
folgte das Eindeckeln mit Aquatex®. Die fotografische Dokumentation zeigt die
nukleofizierten  Zellen vor, wahrend und direkt nach Abschluss der

immunzytochemischen Farbung.
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3.3 Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Bakterienkultivierung

Die Bakterien wurden in flissigem oder auf festem LB-Medium (Tab. 3) kultiviert oder

als Glycerin-Dauerkultur gelagert.

Selektiertes Bakterienmaterial wurde initial als Flussigkultur angelegt und hierzu von
der LB-Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze abgenommen und einschliel3lich der
Pipettenspitze in 2-10 ml LB-Medium transferiert. Uber Nacht wurde diese Kultur bei
37°C auf einem Schdttler inkubiert. Sollte die Bakteriendichte erhéht werden, wurden
200 pl von der Ubernachtkultur abgenommen und in 100 ml LB-Medium uberfihrt.
Dieser Kulturansatz wurde ebenfalls tber Nacht bei 37°C auf einem Schdttler inkubiert.

Die Kultivierung auf festem LB-Medium diente lediglich dem Zwischenschritt der
Transformation (3.3.3). Zur Herstellung einer solchen LB-Agarplatte wurde das noch
warme fliissige Medium in sterile Zellkulturschalen gegossen. Nach dem Trocknen und

Auskuhlen konnten die Platten bei 4°C fir ca. 4 Wochen gelagert werden.

Zur dauerhaften Lagerung von Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt. Fir ihre
Herstellung wurden 1600 pl einer Flussigkultur und 400 pl 100 % Glycerin in ein
Einfrierréhrchen Uberfihrt und bei —80°C gelagert. Fir die erneute Anlage einer
Flassigkultur wurde mit einer sterilen Pipettenspitze Uber die gefrorenen Bakterien
gestrichen, um die Pipettenspitze anschlieBend fir die Beimpfung in fllissiges

LB-Medium abzuwerfen.

3.3.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Die Fahigkeit von Zellen, DNA aus ihrer Umgebung aufzunehmen, wird als Kompetenz
bezeichnet. Einige Bakterienarten besitzen eine natirliche Kompetenz zur Aufnahme
von Fremd-DNA. Kunstliche Kompetenz kann durch chemische oder elektrische
Vorbehandlung erreicht werden. Die hierzu einsetzbaren Verfahren erhthen die

Permeabilitat der Zellmembran und steigern somit die Aufnahmefahigkeit der Zellen.
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Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli vom Stamm DH5a wurden 100 ml
LB-Medium mit 5 ml einer LB-Ubernachtkultur von E. coli beimpft. Der Kulturansatz
wurde bei 37°C und 150 rpm auf einem Schiittler inkubiert, bis bei 600 nm eine
Optische Dichte (ODggo) von 0,4 — 0,6 im BioPhotometer gemessen werden konnte.
War die gewiunschte ODgy erreicht, wurde die Kultur gleichmalig auf zwei
ReaktionsgefalRe (50 ml) verteilt und fir 15 min. auf Eis inkubiert. Anschlielend
wurden die Ansétze fur 15 min. bei 4°C und 4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand
entfernt und die Zellen in 10 ml RF1-Lésung (Tab. 4) pro Ansatz resuspendiert. Die
Zellsuspensionen wurden fur 1-2 h auf Eis inkubiert und erneut fir 15 min. bei 4°C und
4000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Zellsediment wurde nach Entfernung des
Uberstandes mit 2 ml RF2-Lésung (Tab. 4) pro Ansatz versetzt und fur 15 min. auf Eis
inkubiert. Die nun chemisch kompetenten Zellen wurden abschlieRend aliquotiert

(100 pl in 1,5 ml Reaktionsgefaflie) und bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert.

3.3.3 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Transformation ist die Aufnahme fremden genetischen Materials in Bakterien.
Voraussetzung fir die Transformierbarkeit von Bakterien ist deren Kompetenz. Als
Vektoren fur Fremd-DNA werden Plasmide eingesetzt. Plasmide sind ringférmige
DNA-Molekile, die unabhangig vom Bakteriengenom in hoher Kopienzahl vervielfaltigt
werden kénnen. Plasmide tragen haufig Selektionsmarker, Genabschnitte, die z. B. fir
eine Antibiotikaresistenz oder eine Enzymreaktion kodieren. Hieraus ergeben sich

verschiedene Mdglichkeiten zur Kontrolle einer erfolgreichen Transformation.

Fur einen Transformationsansatz auf Basis der Antibiotikaresistenz wurden 100 pl
chemisch kompetenter E. coli DH5a-Zellen auf Eis aufgetaut und nach Zugabe von
1-10 pl Plasmid-DNA (Tab. 11) mit Kodierung fur Ampicillin-Resistenz fir 30 min. auf
Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien fur 45 s einem Hitzeschock von 42°C
ausgesetzt. AnschlieBend wurden dem Ansatz 1 ml SOB-Medium zugegeben und
dieser fur 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugieren des Ansatzes fir 5 min. bei
13.000 rpm wurde der groRte Teil des Uberstandes verworfen. Mit dem verbliebenen
Uberstand wurde das Sediment resuspendiert und auf einer ampicillinhaltigen
LB-Agarplatte (Tab. 3) ausplattiert. Danach erfolgte die Inkubation bei 37°C uber
Nacht. Die so selektierten Bakterienkolonien wurden zur weiteren Kultivierung in

flussiges LB-Medium uberfihrt.
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Als weitere Mdoglichkeit zum Nachweis potentiell transformierter Bakterien auf Basis
einer Enzymreaktion konnte bei zwei der verwendeten Plasmide das sog. Blau-Weil3-
Screening genutzt werden. Diese Plasmide besitzen eine Gensequenz (lacZ), die fur
das Enzym [-Galactosidase codiert. Durch Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) wird die Expression der 3-Galactosidase induziert werden.
Das Enzym kann 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-galactopyranosid (X-Gal)
hydrolysieren. Ein Abbauprodukt dieser Reaktion reagiert mit Luftsauerstoff unter
Bildung eines blauen Farbstoffes. Kinstlich hergestellte Plasmide tragen in der
enzymkodierenden Plasmidsequenz einen sogenannten Polylinker (auch Multiple
Cloning Site). Wird Fremd-DNA in die Polylinker-Region eingeflgt, ist die Gensequenz
der 3-Galactosidase unterbrochen. Das Enzym kann nicht mehr exprimiert und X-Gal
nicht mehr gespalten werden. Erfolgreich transformierte Bakterienkolonien, die ein
Plasmid mit Fremd-DNA enthalten, erscheinen weil3. Transformierte Bakterienkolonien
mit unverandertem Plasmid erscheinen blau. Hierzu wurden die ampicillinhaltigen

LB-Agarplatten zusatzlich mit X-Gal in Verbindung mit IPTG prapariert.

34 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Plasmidisolierung

Die Plasmid-DNA kann aus Bakterien wieder separiert werden. Voraussetzung ist der
alkalische Zellaufschluss und die Entfernung der restlichen Zellbestandteile. Die DNA
kann nach der Zelllyse entweder durch direkte Fallung oder unter Verwendung von
DNA-bindender Matrix (Trenns&ulen) isoliert werden. In Abh&ngigkeit von den
Ausgangsmengen wurde die Plasmidisolierung als Mini- bzw. Maxipraparation

durchgefunhrt.

Fiur die Plasmid-Minipraparation nach dem Prinzip der direkten Fallung wurden 4 mi
Ubernachtkulturen auf 2 bis 3 ReaktionsgefaRe verteilt und 1 min. bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet durch Vortexen in
200 pl P1-Puffer (Tab. 4) resuspendiert. Zu der entstandenen trilben Losung wurden
300 pl P2-Puffer (Tab. 4) zugegeben. Die Mischung musste durch vorsichtiges

Schwenken erreicht werden, da zu diesem Zeitpunkt die Trennung von chromosomaler
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Bakterien-DNA und Plasmid-DNA erfolgte. Zu starke Scherkrafte konnten zu
chromosomalen Bruchsticken und somit zu Verunreinigungen fuhren. Erschien die
Ldsung klar, wurde sie vorsichtig mit 300 pl P3-Puffer gemischt und fiir 10 min. auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurden die Ansatze fur 10 min. bei 4°C und 13000 rpm
zentrifugiert und 700 pl des Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt. Zur
Fallung wurden 600 pl Isopropanol zugegeben und die Ansatze erneut fir 10 min. bei
4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das
Zellpellet mit 500 ul Ethanol (70 %) gewaschen und unter den vorherigen Bedingungen
zentrifugiert. Der EthanolUberstand wurde vollstandig abgenommen und das Pellet fur
30 min. bei 37°C getrocknet. Die Losung des Pellets erfolgte nach Zugabe von 30 pl

dH,O fur 30 min. bei Raumtemperatur.

Der verbesserten Aufreinigung der Plasmid-DNA diente die Verwendung des Miniprep®

Kit bzw. Maxi Prep.® Kit (Tab. 5). Beide Anwendungspakete arbeiten unter
Verwendung von Trennsaulen und wurden den Herstellerangaben entsprechend
gehandhabt.

Die Analyse der Plasmidlésungen erfolgte im NanoDrop®-Photometer und durch
Elektrophorese in 1,5 % Agarosegel.

3.4.2 RNA-Isolierung

Fur die Isolierung von RNA aus kultivierten Chondrozyten (nukleofizierte und nicht
nukleofizierte Zellen) wurde das RNeasy Mini Kits eingesetzt. Zur Vorbereitung wurden
die Zellen mit PBS gewaschen. Mit dem im Kit enthaltenen Puffer wurden die Zellen
lysiert. Das Lysat wurde in ein Trennsaulensystem auf Silika-Gel-Membranen
Ubertragen, an welche die RNA binden konnte. Durch mehrere Waschschritte wurde
die RNA gereinigt und am Ende eluiert. Die exakte Durchfiihrung erfolgte entsprechend
den Herstellerangaben. Die gewonnene RNA wurde bei -80°C gelagert oder im

unmittelbaren Anschluss an die Isolierung in cDNA umgeschrieben.
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3.4.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription dient dem Umschreiben von RNA in cDNA. Die hohe
Anfangstemperatur von 70°C ermdglicht das Aufschmelzen der RNA-
Sekundarstrukturen. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur kénnen zuféllig bindende
Hexamer-Primer an der RNA hybridisieren. Eine Reverse Transkriptase (RT)
synthetisiert mit Hilfe von Nukleotiden anhand der RNA-Vorlage die cDNA (Extension).
Die unspezifische Primerbindung ist die Voraussetzung dafir, dass alle RNA-Bereiche

in der cDNA vertreten sind.

Fur einen ReaktionsAnsatz wurden 1-3 pg RNA zusammen mit 1 pl RNase-Inhibitor in
dH,O (RNase frei) ad 50 yl Gesamtvolumen geldst und fir 2 min. bei 70°C inkubiert.

Die anschlie3ende Lagerung auf Eis erfolgte bis zur Zugabe des folgenden Ansatzes:

Reagenz Menge
AMV-Puffer 5x 10 pl
PCR Nukleotid Mix 3-5 ul
AMV-Polymerase (RT) 2 ul
Random Hexamer Primer p(dN)e 1u

Die Reverse Transkription erfolgte im Thermocycler bei folgendem Programm:

Phase Temperatur Zeit
Primer Annealing 25°C 15 min.
Zwischenschritt 37°C 5 min.
Extension 42°C 60 min.
Extension 55°C 30 min.
Inaktivierung der AMV-Polymerase 72°C 10 min.

Die cDNA wurde bei —20°C gelagert.
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3.4.4 Polymerase-Kettenreaktion

Das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die gezielte
Vervielfaltigung bestimmter DNA-Sequenzen. Der DNA-Doppelstrang wird durch hohe
Temperaturen denaturiert. An die entstandenen Einzelstrange kénnen nach rascher
Abkihlung spezifische Primer binden. Die Primer kennzeichnen den zu
amplifizierenden Bereich. Durch die Zugabe von Nukleotiden und einer DNA-
Polymerase werden die Einzelstrange zu jeweils zwei Doppelstrangen komplementiert
(Elongation). Die Reaktionszyklen kénnen mehrmals wiederholt und somit hohe

Replikationsraten erreicht werden.

Zur Amplifikation von AQP1-Fragmenten aus cDNA wurde folgender Reaktionsansatz
(50 pl) hergestellt:

Reagenz Menge
5x HF Puffer 10 pl

PCR Nucleotid Mix (10 mM) 1l

Forward Primer (10 uM) 2,5 pl
Reverse Primer (10 uM) 2,5ul
DNA-Vorlage 2-16ul
Phusion®-Polymerase 0,5 ul
dH,O ad 50 pl

Pipettiert wurde in ein auf Eis gekuhltes PCR-Reaktionsgefal3. Als letztes Reagenz
wurde die Polymerase hinzugegeben. Die Amplifizierung erfolgte in 40 Zyklen im

Thermocycler bei folgendem Programm:
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Phase Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98°C 30s
Denaturierung 98°C 10s
Primer Anneling 65°C 30s
Elongation 72°C 40 s
Finale Elongation 72°C 10 min.

Die Fragmentkontrolle wurde im Anschluss mittels Elektrophorese in 1,5 % Agarosegel
durchgefihrt. Die nach Eluierung aus dem Gel gewonnen AQP1-Fragmente wurden
direkt der Ligation (3.4.7) zugefihrt oder bis zum weiteren Gebrauch bei —20°C

gelagert.

3.4.5 Quantitative Real-Time PCR

Das Verfahren der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) mittels LightCycler wurde
zur Quantifizierung der aus nukleofizierten Chondrozyten isolierten RNA, die zuvor in
cDNA umgeschrieben wurde, eingesetzt. Verwendet wurde das Quanti Tect SYBR
Green Kit. Die gRT-PCR beruht auf dem Prinzip der PCR und erméglicht zuséatzlich die
Quantifizierung der DNA mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen. Als
Fluoreszenzfarbstoff diente SYBR Green, das spezifisch an doppelstrangige DNA
bindet (interkaliert). Mit der Zunahme der PCR-Produkte wahrend eines Zyklus
nehmen auch die Fluoreszenzsignale zu. Die Messung der Fluoreszenzsignale wird
wahrend eines PCR-Zyklus in Echtzeit (,Real Time®) durchgeflihrt. Die Menge der
PCR-Produkte steigt von Zyklus zu Zyklus an. Die Fluoreszenz entwickelt sich

proportional.

Zur Gewabhrleistung der relativen Quantifizierung wurde als Referenzgen 18s rRNA
eingesetzt und als paralleler Ansatz mitgefiihrt. Die vom LightCycler ermittelten
Messwerte (C-Werte) gingen in die Berechnung nach der AAC.-Methode ein. Die
LightCycler-Software kann so unterschiedliche Expressionen als x-fache Anderung
bzw. Regulation angeben. Die der Berechnung zugrunde liegende Formel lautet:
2-AACt

= x-fache Anderung. Als Referenz nimmt das LightCycler—Programm einen

Regulationsfaktor (RF) von 1 an. Bevor Messungen stattfinden konnten, die eine
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relative Quantifizierung ermdglichen, mussten die Bedingungen fiir alle Primerpaare

optimiert und an das Referenzgen angepasst werden. Fir eine relative Quantifizierung

unter optimalen Bedingungen wurde ein Effizienzbereich von 2 £ 0,05 ermittelt.

Fur die Messungen wurde pro LightCycler-Kapillare folgender 20 pl gqRT-PCR Ansatz

hergestellt:

Reagenz
SYBR Green
cDNA

Forward Primer
Reverse Primer
MgCl,

dH,0O

Menge
10 pl
2ul

0,5
0,5 ul
3-4 mM

ad 20 pl

Nach dem Transfer der Ansétze in die Kapillaren wurden diese verschlossen und in

das LightCycler-Karussel eingesetzt und zentrifugiert. Die Messungen erfolgten im

LightCycler innerhalb von 40 Zyklen bei folgendem Programm:

Phase

Initiale Denaturierung
Denaturierung

Primer Anneling

Elongation

Temperatur
95°C
95°C
s. Tab. 12

72°C

Zeit

5 min.

5s

20s

30s
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3.4.6 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau dient dem Schneiden von DNA an bestimmten Positionen mit
Hilfe von Restriktionsendonukleasen. Die Methode wurde eingesetzt zur Restriktion
von DNA-Fragmenten aus der PCR, von Plasmid-DNA nach Isolierung, zur
Linearisierung von Plasmiden und nach Ligationen als Erfolgskontrolle. Die
eingesetzten Restriktionsenzyme (Tab. 10) erkennen und schneiden an spezifischen
Basensequenzen. Schneidet das Enzym gerade, entstehen glatte Enden (blunt ends).
Erfolgt der Schnitt versetzt, entstehen klebrige, kohasive Enden (sticky ends). Die
spezifischen Schnittstellen eines kinstlich hergestellten Plasmids liegen in der
Polylinker-Region.

Grundlage fir alle Restriktionen war folgender 15 ul Ansatz:

Reagenz Menge

DNA 0,5-1,0 g
Restriktionsenzym 0,5 ul pro Enzym
10 x BSA 1,5 pl

Puffer Nr. 4 1,5 pl

dH,O ad 15 ul

Der Restriktionsansatz wurde uber Nacht fur ca. 16-18 h bei 37°C inkubiert. Wenn
erforderlich (entsprechend den Herstellerangaben), wurde die Enzymaktivitat
anschlie@end durch Hitzeinaktivierung unterbrochen. Die Auswertung erfolgte

wiederum mittels Elektrophorese in 1,5 % Agarosegel.
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3.4.7 Ligation

Die Ligation ermdglicht die Verbindung von DNA-Fragment und Plasmid.
Voraussetzung ist die Linearisierung des zirkularen Vektors (Plasmid) im
Restriktionsverdau. Das DNA-Fragment wird mit den gleichen Restriktionsenzymen
geschnitten. Es entstehen komplementare Enden, die sich im Idealfall aneinander
lagern. Kohésive Enden fugen sich leichter zusammen als glatte Enden. Mit Hilfe einer
DNA-Ligase werden die Enden des Plasmids und des DNA-Fragmentes miteinander
verknipft. Es kommt zu Ausbildung von Phosphodiester-Bindungen. Nicht alle
Plasmide nehmen das DNA-Fragment auf. Ein Grund kann die vorzeitige SchlielRung
(Autoligation) des Plasmids sein. Zur Autoligation kann es nur bei Plasmiden mit
glatten Enden kommen. Die Zugabe von alkalischer Phosphatase verhindert die
Autoligation der Plasmidenden, indem sie die 5 -Enden des Vektors dephosphoryliert.
Die Effektivitat der Ligation kann so gesteigert werden.

Es wurden 0,5 pl alkalische Phosphatase entweder dem Ligations- oder bereits dem
Restriktionsansatz zugegeben. Fur die Ligation wurde T4 DNA Ligase (Tab. 2)
verwendet. Die Ansatzpraparierung erfolgte nach Herstellerangaben. Der Ansatz

wurde Uber Nacht bei 16°C inkubiert und anschlieRend transformiert.

Eine weitere Mdoglichkeit Vektor und DNA-Fragment zu verbinden, stellt die
TA-Klonierung dar. TA-Plasmide sind linearisiert und besitzen an ihrem 3 -Ende einen
Thymidiniberhang. Der Baseniiberhang wirkt @hnlich den kohasiven Enden. Eine
Ligase verknupft die Enden. Die Restriktion von DNA-Fragment und Plasmid ist nicht
notig. Das Verfahren lasst allerdings keine gezielte Orientierung des DNA-Fragments
im Plasmid zu. Die Wahrscheinlichkeit der gewiinschten Genexpression liegt
demzufolge bei ca. 50 %. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Ligation das
PGEM®-T Easy Vektor System der Firma Promega verwendet. Die Ligation wurde nach
dem Protokoll des Herstellers durchgefihrt. Im Anschluss erfolgte die Transformation

zur Vervielfaltigung (Klonierung) des DNA-Fragments.
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3.4.8 Agarose-Gelelektrophorese

DNA ist durch die enthaltenen Phosphatgruppen natirlicherweise negativ geladen.
Aufgrund dieser Eigenschaft wandern DNA-Fragmente im elektrischen Feld der
Elektrophoresekammer zur Anode. Aufgetragen auf ein Agarosegel, welches als
molekulares Sieb wirkt, erfolgt in der Kammer die Auftrennung der Fragmente nach
GroRe und Ladung in Banden. Zur Abschatzung der FragmentgroRe diente ein
mitgefuhrter Standard. Das Verfahren wurde zur GréRenbestimmung der amplifizierten
DNA-Fragmente nach PCR, der Plasmid-DNA nach Isolation, zur
Konzentrationsbestimmung sowie als Erfolgskontrolle von Plasmidrestriktionen
eingesetzt. Die Proben wurden auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Fir die
Gelherstellung und Fragmentauftrennung in isotonischer Pufferlésung wurde
TAE-Puffer (Tab. 4) verwendet. Die Proben wurden mit 3-5 pl Ladepuffer 6x (Tab. 2)
versetzt. Der Probenlauf erfolgte unter einer konstanten Spannung von 80 V. Als
GrolRenstandard wurde je nach erwarteter FragmentgrofRe eine 100 bp DNA-Leiter
oder der Lambda DNA/EcoRI + Hindlll Marker (Tab. 2) mitgefiihrt. Das Gel wurde mit
Ethidiumbromid geféarbt, die Banden mittels UV-Licht (254 nm) visualisiert und das
Ergebnis fotografisch dokumentiert. Die Banden wurden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und die DNA-Fragmente aus dem Gel extrahiert. Die Extraktion wurde
mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (50) (Tab. 5) gemafR Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die Konzentration der eluierten DNA konnte photometrisch (NanoDrop®)

bestimmt und die DNA flr weitere Versuche verwendet werden.

3.4.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen der DNA-Fragmente wurden von der Firma GATC Biotech in

Kdln, basierend auf der Kettenabbruchmethode nach Frederick Sanger, durchgefiihrt.
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3.5 Proteinchemische Methoden

3.5.1 Zellpraparation und Zelllyse

Fur den AQP1-Nachweis im Western Blot wurden Proteinlysate von nicht-transfizierten
(unbehandelten) sowie von mit siRNA (fur AQP1 und AllStars Negative Control)
nukleofizierten Chondrozyten hergestellt und deren Proteinkonzentration bestimmt. Zur
Vorbereitung wurde das Zellkulturmedium entfernt, die Zellen mit HBSS gewaschen
und 100 pl Protein-Lysepuffer (Tab. 4) je well einer 6-Well-Gewebekulturplatte hinzu
gegeben. Die Pufferlésung wurde mehrfach resuspendiert und gleichmafig tber dem
Flaschenboden verteilt. Mittels Zellschaber wurde tber den Flaschenboden gewischt,
das entstandene Lysat aufgenommen und aliquotiert (a 50 pl). Die Lysatlagerung
erfolgte bei -20°C.

3.5.2 Quantitative Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsaure-Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration im Zelllysat wurde mit dem BCA Protein
Assay Kit nach Pierce® (Tab. 5) gearbeitet. Die Proteinbestimmungsmethode beruht
auf der quantitativen Reaktion von Kupferionen mit Proteinen, die nach Zugabe von
Bicinchoninsdure (BCA) violett erscheinen. Die Absorption des entstandenen
Farbkomplexes kann photometrisch gemessen werden. Auf diese Weise wird das

Gesamtprotein quantifiziert, eine Differenzierung der Proteine ist nicht moglich.

Fur die Erstellung einer Eichgeraden wurde BSA (0 bis 2 mg/ml) verwendet. Von dem
Proteinlysat wurde mit Lysepuffer eine Verdinnungsreihe in den Konzentrationen 1:1,
1:5 und 1:10 angefertigt. Jeweils 25 pl der unterschiedlich konzentrierten Proteinlysat-
und BSA-LOsung wurden pro well einer Mikrotiterplatte (96 Well) pipettiert und 200 pl
Working Reagent zugegeben. Nach kurzem Mischen (ca. 30 s) durch kreisende
Bewegungen auf einer festen Unterlage erfolgte die Inkubation bei 37°C fir 30 min..
AnschlieRend wurde die Mikrotiterplatte fir 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die
photometrische Messung erfolgte danach bei einer Wellenlange von 562 nm mit dem
Sunrise ELISA Reader.
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3.5.3 Proteinauftrennung mittels SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proteinlysate wurde das Verfahren der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) nach Laemmli (1970) eingesetzt. Die Methode erlaubt die
Proteinauftrennung allein nach deren Molekulargewicht (M). Um dies zu erreichen wird
sowohl dem Gel als auch dem Laufpuffer SDS zugegeben. SDS denaturiert die
Proteine und Uberzieht sie mit einer einheitlichen positiven Ladung. Im elektrischen
Feld kdnnen die entstandenen Proteinuntereinheiten unabhangig von ihrer Form und
Ladung zur positiv geladenen Anode wandern. Die Zugabe von reduzierenden Thiolen
(z. B. B-Mercaptoethanol) zum Ladepuffer fordert die Denaturierung der Proteine durch
das Aufbrechen von Disulfidbriicken. Die Methode der diskontinuierlichen SDS-PAGE
beinhaltet die Herstellung eines zwei-teiligen Polyacrylamidgels. Das obere
pH-neutrale, weitporige Sammelgel dient der Konzentrierung der Proteine. Im unteren
engporigen Trenngel mit basischen pH erfolgt deren eigentliche Separation. Die
Kombination der Gele ermdglicht schéarfere Proteinbanden.

Die Herstellung des zweiteiligen Gels erfolgte anhand der folgenden
Pipettierschemata:

Sammelgel 5 % Trenngel 12 %

Ansatzvolumen: 4 ml Ansatzvolumen: 15 ml

Reagenz Menge Reagenz Menge
H,O 2,7 ml H,O 4,9 ml
Acrylamid-Lésung 30 % 0,67 ml Acrylamid-L6sung 30 % 6,0 mi
TRIS 1,0 M (pH = 6,8) 0,5 ml TRIS 1,5 M (pH = 8,8) 3,8 ml
SDS 10 % 0,04 ml SDS 10 % 0,15 ml
APS 10 % 0,04 ml APS 10 % 0,15 ml
TEMED 0,004 ml TEMED 0,006 ml

Nach Uberfiihrung des fertigen Gels in eine vertikale Gelelektrophoresekammer, wurde
diese mit 1 % Laufpuffer aufgefillt. Die Proteinlysate wurden im Verhaltnis 6:1 mit
SDS-Ladepuffer (x6) versetzt und fir 5 min. bei 95°C denaturiert. Als Positivprobe
wurde eine ebenso behandelte Lysatprobe murinen Nierengewebes mitgeftihrt. Pro

Geltasche wurden 60-80 pl aufgeladen und fiir 2-3 h eine Spannung von 80-120 V
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angelegt. Als GroRenstandard wurde der peqGOLD Protein Marker IV mitgefihrt,
geeignet fir eine GroRenbestimmung von 17-170 kDa. Die Analyse der Gele konnte
anschlie3end im Western Blot und mittels Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung erfolgen.

Abb. 10: Zur Durchfihrung der SDS-PAGE verwendete Apparaturen. Links: Vertikale

Gelelektrophoreskammer mit beladenem Gel. Rechts: Spannungsquelle.

3.5.4 Western Blot

Diese Methode ermdglicht den Nachweis von Proteinen mit Hilfe von Antikdrpern.
Hierzu muissen die Proteine zunachst mittels SDS—PAGE aufgetrennt werden. Im
Anschluss koénnen sie von dem Polyacrylamidgel auf eine geeignete Membran
Ubertragen (blotting) und mit spezifisch-bindenden Primar- und Sekundarantikérpern
inkubiert werden. An den Sekundarantikérper ist ein Enzym gekoppelt, welches unter
Zugabe einer sog. Entwicklerlosung eine chemische Reaktion dahingehend
katalysieren kann, dass es zur Freisetzung von Licht als chemische Lumineszenz
kommt. Dieses Licht ist in der Lage einen Rontgenfilm zu belichten. Unter Einsatz
dieser Technik kénnen die gesuchten Proteine als dunkle Banden auf dem Rontgenfilm

visualisiert werden.
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Zur Durchfihrung des Western Blots wurde zunéchst eine der GroRe des Gels
entsprechende Trdgermembran zugeschnitten. Gewahlt wurde eine PVDF
(Polyvinylidenfluorid)-Membran. Die PVDF-Membran (Immobilion-P® PVDF) wurde zur
Aktivierung fur ca. 10 s in Methanol gelegt. AnschlieBend wurde die Membran fir
insgesamt 10 min. in CAPS-Puffer (Transferpuffer 1x) auf einem geeigneten
Rollenmischer geschwenkt. Gleichzeitig wurden zwei dicke Blotpapiere in CAPS-Puffer
getrankt. FUr den Proteintransfer nach dem semi-dry-Verfahren wurde mit der Trans-
Blot® SD-Kammer gearbeitet. Die Schichtung der vorbereiteten Komponenten in der
Kammer erfolgte von unten (Anode) nach oben (Kathode) in folgender Reihenfolge: ein
dickes Blotpapier, PVDF-Membran, Gel, zweites dickes Blotpapier. Durch vorsichtiges
Rollen mit einem Reaktionsgefal3 (15 ml) wurden eventuell entstandene Luftblasen
entfernt. Das folgende Blotting in der Kammer erfolgte bei 60 mA fir ca. 1h. Die PVDF-
Membran wurde im unmittelbaren Anschluss orientierend markiert und der
Antikodrperdetektion zugefiihrt. Das Polyacrylamid-Gel wurde mit Coomassie-Brilliant-

Blau eingefarbt.

Nach dem Blotting wurde die PVDF-Membran in ein Reaktionsgefal3 (50 ml) tberfihrt.
Es folgten die Blockierung unspezifischer Bindungen, durch die Zugabe von 5 %
Milchpulverlésung (5 ml) und die Inkubation fir 1 h und 30 min. bei Raumtemperatur
auf einem Rollenmischer. Die Herstellung der hierzu und im weiteren Verlauf
verwendeten Milchpulverldsung erfolgte durch Losung des Milchpulvers in TBST-Puffer
mit anschlielBender Filtration. Nach Entfernung der Milchpulverlésung wurde die PVDF-
Membran mit dem gewiinschten Priméarantikbrper (Tab. 6) Uber Nacht bei 4°C auf
einem Rollenmischer inkubiert. Als Tragermedium fur alle im Zuge des Western Blots
verwendeten Antikorper dienten 5 ml der 5 % Milchpulverlésung mit einer im
Folgenden gesondert erwahnten Ausnahme. Nach der Inkubation mit dem
Primarantikbrper wurde die PVDF-Membran dreimal fir jeweils 15 min. mit TBST-
Puffer gewaschen und danach mit dem entsprechenden Sekundarantikdrper bei
Raumtemperatur auf einem Rollenmischer inkubiert. AnschlieRend wurde die PVDF-
Membran wie zuvor mit TBST-Puffer gewaschen. Nach der Waschung wurde die
PVDF-Membran vorsichtig auf eine Folie gelegt und mit 1 ml Entwicklerlésung
(SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate) gleichméaRig benetzt. Die Folie
wurde luftblasenfrei verschlossen und die Membran 2-3 min. inkubiert. Danach wurde
die abgetropfte Membran in einer neuen Folie luftblasen und -faltenfrei verpackt, ein
Rontgenfilm aufgelegt und exponiert. Die Belichtungszeit variierte von 2 s bis 20 min.

Die Entwicklung der verwendeten Rontgenfilme erfolgte mit Hilfe eines entsprechenden
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Geréates (Protec® Optimax®). Das Ergebnis wurde analysiert und durch Scannen der

Filme digitalisiert.

Ein Western Blot kann nacheinander mit verschiedenen Antikérpern inkubiert und
entwickelt werden, da die Proteine fest an die PVDF-Membran binden. Diese
Eigenschaft ermoglicht weitere Proteinnachweise, unter anderem zur Generierung von
Ladekontrollen. Mit Hilfe wvon Ladekontrollantikérpern kann die gleichmaRige
Proteinbeladung der verschiedenen Bahnen eines Gels kontrolliert werden. Auf diese
Weise wird ein Vergleich der Proteinexpression zwischen den verschiedenen Proben
moglich. Als Ladekontrollprotein fur den AQP1-Western Blot wurde Cyclophilin B
gewahlt. Fir den Nachweis des Ladekontrollproteins wurde die Membran zun&chst
mehrfach (3-5 mal fur jeweils 15 min.) mit TBST-Puffer gewaschen. Nach dem
anschlieenden Abblocken der Membran mit Milchpulverlésung wurde die
Antikodrperdetektion (wie zuvor beschrieben) mit einem Cyclophilin B-Antikorper
(Tab. 6) durchgefihrt. Fir den passenden Sekundarantikérper (Tab. 7) wurde
abweichend von den sonst verwendeten Antikdrpern eine 10 % Milchpulverlésung

(ebenfalls filtriert) als Tragermedium eingesetzt.

3.5.5 Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung

Die Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung ermdglicht die unspezifische Farbung von
Proteinen. Hierzu wurde das Polyacrylamidgel unter leichtem Schiitteln fiir ca. 20 min
in die Farbeldésung (Tab. 4) gelegt. Anschlielend wurde es fir mehrere Stunden,
erneut unter leichtem Schitteln, in Entfarbelosung (Tab. 4) inkubiert. Die
Entfarbeldsung wurde mehrfach gewechselt, bis die sichtbaren Proteinbanden gut zu
differenzieren waren. Das Farbeergebnis wurde digital fotografiert und das Gel

verworfen.
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3.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der in der gqRT-PCR gewonnenen Werte erfolgte mit Hilfe
der Statistiksoftware GraphPad® Prism Version 3.0 (Tab. 14). Bei Normalverteilung der
Werte wurde der t-Test flr unpaarige angewendet. Bei nicht-normaler Verteilung der
Werte wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test eine non-parametrische Varianzanalyse
(ANOVA) in Verbindung mit Dunn’s Multiple Comparsion post-hoc Test durchgefihrt.
Das Konfidenzintervall zur Wiederlegung der Nullhypothese wurde auf 95 % mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % bei p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistochemische Expressionsanalysen

4.1.1 Aquaporin 1

Die Analyse der angefertigten Gefrierschnitte zeigte in den HE gefarbten Praparaten

die typischen Veradnderungen des arthrotischen Knorpels (Abb. 11): Vermehrte
Zelldichte, Clusterbildung (Pfeile in Abb. 11b), Rissformationen (Soéder & Aigner,
2011).

Abb. 11: Orientierende Primarfarbung mit Hamatoxilin-Eosin zur Darstellung der
unterschiedlich betroffenen Knorpelareale eines Operationspraparates (Vergr. 10x).
a Praparat aus makroskopisch nicht bzw. gering geschadigtem Bereich. b Praparat aus

makroskopisch stark geschadigtem Areal.

In der Immunhistochemie konnte eine ausgepragtere chondrozytare AQP1-Expression
in der oberen Zone (Tangentialzone; orientierend s. Abb. 4) des starker geschéadigten
Knorpelareals im Vergleich zu einem weniger geschadigten Bereich nachgewiesen
werden (Abb. 12). Dieses Ergebnis unterstreicht die in gleicher Weise erhobenen
Befunde (Geyer et al., 2009; Hagiwara et al., 2013).
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Abb. 12:
dargestellten Operationsresektates (Vergr. 10x)

Ergebnisse

2

Immunhistochemische Farbung gegen AQP1 (rot) des in Abb. 11
a Geringe Signalauspragung von

AQP1 im Gesamtpraparat. b Starke AQP1-Expression in der Tangentialzone mit

AusschnittsvergréRerung.

4.1.2 Periostin

In den gegen Periostin gefarbten Praparaten zeigte sich eine eher gleichbleibende

Signalfrequenz bzw. eine Tendenz zu deren Abnahme in den stérker geschéadigten

Knorpelarealen (Abb. 13).
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Abb. 13: Immunhistologische Farbungen gegen Periostin. Die in horizontaler Reihe
einander gegenuber gestellten Préparate entstammen einem Operationsresektat
(Vergr. 10x). a Makroskopisch gering geschadigtes Areal. b Makroskopisch stark

geschadigter Bereich.

4.2  Analyse des Knockdowns von Aquaporin 1

Der Transfektions- bzw. Nukleofektionserfolg sollte auf Proteinebene in der
Immunzytologie sowie im Western Blot und auf RNA-Ebene in der gRT-PCR erbracht
werden. Die gRT-PCR diente desweiteren der Analyse des AQP1-Knockdowns bzgl.

seiner quantitativen Auswirkungen auf die Expression verschiedener Gene der EZM.

4.2.1 Der Knockdown in der Immunzytologie

Am ersten Tag nach der Nukleofektion zeigte die immunzytologische Féarbung der
Chondrozyten eine deutliche Signalverminderung in den mit siRNA gegen AQP1
nukleofizierten Zellen. Die als Kontrolle mit AllStars Negative Control siRNA
transfizierten Chondrozyten derselben Population exprimierten im Vergleich sichtbar
mehr AQP1 (Abb. 14). Der Erfolg der Nukleofektion und somit des Knockdowns des

fur AQP1 codierenden Gens waren visuell nachvollziehbar.
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Abb. 14: Immunzytologische Farbung der Chondrozyten auf AQP1 einen Tag nach der
Nukleofektion. a, c, e Mit SIRNA gegen AQP1 nukleofizierte Zellen. b, d, f Zugeordnete
Kontrollen: Mit AllStars Negative Control siRNA nukleofizierte Zellen. a, b Nach AEC-
Farbung. c, d, e, f Nach Hamalaun-Gegenfarbung. (Vergr. a, b, c, d 10x, e, f 40x).
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Die folgenden immunzytologischen Farbungen, Tag 3 bis 7 nach der Nukleofektion,
zeigten grundsatzlich ein Angleichen der Signalintensitaten im zeitlichen Verlauf (Abb.
15 u. 16). Allerdings kam es in den mit siRNA gegen AQP1 nukleofizierten Zellen am
dritten Tag zunachst noch kurzzeitig zu einer Anhebung der Signalstéarke, passend
zum Mechanismus einer transienten Transfektion (3.1.6) wahrend die Signalstarke in
den zugeordneten Kontrollen stetig abnahm.
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A N5 ,.,(5

Abb. 15: Immunzytochemische Farbung gegen AQP1 am dritten Tag nach der
Nukleofektion. a, ¢, e, g Mit siRNA gegen AQP1 nukleofizierte Zellen. b, d, f, h
Zugeordnete Kontrollen: Mit AllStars Negative Control siRNA nuklecfizierte Zellen. a, b
Nach AEC-Farbung. c, d, e, f, g, h Nach Hamalaun-Gegenfarbung. (Vergr. a, b, e, f
20x, ¢, d 10x, g, h 40x).

7. Tag nach Nukleofektion
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Abb. 16: Immunzytochemische Féarbung gegen AQP1 am siebten Tag nach

Nukleofektion. a, c, e, g Mit siRNA gegen AQP1 nukleofizierte Zellen. b, d, f, h
Zugeordnete Kontrollen: Mit AllStars Negative Control siRNA nukleofizierte Zellen. a, b

Nach AEC-Farbung. c, d, e, f, g, h Nach Hamalaun-Gegenfarbung. (Vergr. a, e, f 20x,
b, c, d 10x, g, h 40x).
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4.2.2 Western Blot-Analyse

Im Western Blot wurden Proteinlysate von Chondrozyten derselben Zellpopulation
untersucht. Hierzu wurden Proteinlysate gewonnen, zum einen aus Chondrozyten zwei
Tage nach deren Nukleofektion, zum anderen aus Chondrozyten, die nicht nukleofiziert
und zwischenzeitlich weiter kultiviert worden waren. Die Proteinmenge der einzelnen
auf das SDS-Gel aufgetragenen Lysatproben betrug jeweils 15 ug. Die Proteinbande
fur AQP1 wurde aufgrund der Angaben des Antikérper-Herstellers bei ca. 32,2 kDa
erwartet. Flr das angegebene Molekulargewicht gelang im Western Blot nach 1 min.
Belichtungszeit fur keine der untersuchten Proben ein Proteinnachweis. Lediglich fur
die mitgefuhrte Positivkontrolle (murines Nierengewebe, Proteinmenge = 20 pg) konnte

eine Proteinbande bei ca. 70 kDa visualisiert werden (Abb. 17).

4-6
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Abb. 17: AQP1-Nachweis im Western Blot nach 1 min. Belichtungszeit. x Bande =
Protein-Leiter peqGOLD Protein Marker IV (Tab. 2); Probenlaufnummerierung:
1 = nicht nukleofizierte Chondrozyten, 2 = mit siRNA gegen AQP1 nukleofizierte
Chondrozyten, 3 = mit AllStars Negative Control siRNA nukleofizierte Chondrozyten,
4-6 = mitgefuhrte Proben eines anderen Experimentes, 7 = erneute Markerauftragung

(s. x-Bande), 8 = freie Geltasche, 9 = murines Nierengewebe.
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Es wurde eine Reihe von Belichtungsversuchen in unterschiedlich groR3en zeitlichen
Abstanden durchgefuhrt. Nach ca. 7 min. konnte fur das murine Nierengewebe eine
weitere schwacher ausgepragte Bande in Hohe des urspringlich fur AQP1 erwarteten
Molekulargewichtes (ca. 32,2 kDa) zur Darstellung gebracht werden (Abb. 18).

X 1 2 3 46 7 8 9
v 2R 2 / y—‘—\ \ A / \ A
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Abb. 18: AQP1-Nachweis im Western Blot nach 7 min. Belichtungszeit. Zur
Probenlaufnummerierung s. Abb. 17.; Pfeilmarkierung: Weitere Proteinbande fir das
Gewebe murinen Ursprungs. Die Bandenhohe liegt im vom Hersteller des verwendeten

AQP1-Antikdrpers angegebenen Bereich.

Die Coomassie-Brillant-Blau-Farbung des zugehdrigen SDS-Polyacrylamidgels konnte
zeigen, dass eine Proteindbertragung von dem Gel auf die PVDF-Membran in der
Transferkammer stattgefunden hatte. Vor allem der Transfer in der fur die Darstellung
des AQP1-Proteins notwendigen GroRenordnung (25-35 kDa) war anhand des
eingefarbten Gels gut nach zu vollziehen (Abb. 19).
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M (kDa) X 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 19: Coomassie-Brillant-Blau-Farbung des SDS-Polyacrylamidgels nach dem

Proteintransfer auf die PVDF-Membran. Zur Probenlaufnummerierung s. Abb. 17.

Die als Ladekontrolle durchgefiihrte Antikdrperdetektion mit Cyclophilin B (21 kDa) war
ebenfalls erfolgreich. Die Proteinbanden konnten dargestellt werden und zeigten visuell

eine annahernd gleichmafRige Beladung der Gelbahnen fir die Proben 1, 2, 3 u. 9.

M (kDa)

70 ——
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Abb. 20: Ladekontrolle mit Cyclophilin B im Western Blot. Zur
Probenlaufnummerierung s. Abb. 17.
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Die Ergebniskonstellation des Western Blots legt nahe, dass die eingesetzte

Proteinmenge fur den Nachweis von AQP1 zu gering war.

4.2.3 Der Knockdown von Aquaporin 1 in der gRT-PCR und seine Auswirkungen auf

die Expression ausgewahlter chondrozytarer Stoffwechselparameter

Am 2. bis 3. Tag nach der Nukleofektion wurde die RNA aus den Chondrozyten isoliert.
Nach anschlieRender cDNA-Gewinnung in der reversen Tanskription erfolgte die
relative Quantifizierung in der Real-Time PCR. Die fur AQP1 ermittelten Werte
(Mittelwert = 0,24) zeigten eine signifikante Reduzierung der Genexpression um 76 %
gegeniuber dem vorgegebenen Regulationsfaktor (RF=1), der durch das Programm der
gRT-PCR als Referenz definiert war (p < 0,001). Der AQP1-Knockdown auf RNA-
Ebene war also erfolgreich (Abb. 21).

a p 100
5] n=8 S 751
e
2 :
E 504
37 p<0.0001 S
2_ o | c
¥ 25-
0_

SIAQP1

x-fache Anderung

Abb. 21: AQP1-Knockdown nach relativer Quantifizierung in der RT-PCR.
a: Darstellung als x-fache Anderung gegen den Regulationsfaktor (RF); b: prozentuale

Darstellung. (n: Patientenzahl).
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Fur die im Zuge des AQP1-Knockdowns erhobenen Stoffwechselparameter ergaben
sich aufgrund der zu stark ausgepragten Standardabweichungen keine statistisch

signifikanten Veranderungen in ihrer Expression (Abb. 22).

[ anabole Parameter
I katabole Parameter
] weitere Parameter

p=n.s.vs.RF

1 T
1] L

MMP13 SOX9 Lin-2 Periostin

Coll9

Coll2

Colll

x-fache Anderung
<

Abb. 22: Regulation verschiedener chondrozytarer Stoffwechselparameter infolge des
AQP1-Knockdowns. Colll n = 8; Coll2 n = 8; Coll9 n = 5; ADAMTS4 n = 3; ADAMTS5
n=7%7 MMP9 n =8 MMP13 n = 4; SOX9 n= 5; Lin-2 n = 6; Periostin n = 1.
(n: Patientenzahl; Coll: Kollagen Typ, RF: Regulationsfaktor).

Nach dem erfolgreichen Knockdown von AQP1 wurden im zeitlichen Verlauf nach und
nach weitere Parameter in der gRT-PCR untersucht, um mogliche sekundére zellulare
Auswirkungen des AQP1-Knockdowns aufzuzeigen. Die unterschiedlichen
Patientenzahlen fur die aufgefihrten Einzelparameter resultieren zum Teil aus zu
geringer Menge an untersuchbarem Spendergewebe. Es lag bei maximal acht
Patienten ausreichend Knorpelgewebe vor. Ein weiterer Grund war die Varianz in der
cDNA-Gewinnung aus den verwendeten Gewebeproben, die durch die individuellen

Eigenschaften der verschiedenen Spenderproben bestimmt wurde.
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4.3 Uberexpression von Aquaporin 1

Parallel zu den Untersuchungen zum Knockdown von AQP1 wurde versucht, ein
System fir dessen Uberexpression zu etablieren. Hierzu musste zun&chst das
AQP1-Fragment mittels PCR amplifiziert und danach in einen Vektor (Plasmid)
transformiert werden. Dieser kann dann wiederum zur Vervielfaltigung in ein
Expressionssystem (E. coli) eingeschleust werden. Ist die Vervielfaltigung (Klonierung)
gelungen, koénnen die Chondrozyten mit dem Plasmid mittels Elektroporation
transfiziert werden. Die transfizierten Zellen erhalten so die Mdéglichkeit, vermehrt
AQP1-Kandle auszubilden. AnschlieRend kann das Transfektionsergebnis mit Hilfe der
bereits im Zusammenhang mit dem Knockdown dargesteliten Methoden
(Immunzytologie, gRT-PCR, Western Blot) auf verschiedenen Ebenen analysiert

werden.

Daruber hinaus ermdglicht die erfolgreiche Klonierung eines DNA-Fragments mit Hilfe
eines Vektors die Vermehrung der DNA in grof3er Zahl. Diese hohen DNA-Mengen
konnen fur die Durchfihrung weiterer Experimente genutzt werden. Zudem zeichnet
sich die auf diese Art und Weise gewonnene DNA durch hohe Stabilitaét und einen
unkomplizierten Umgang aus. Ist es gelungen, einen Klon zu generieren, kann dieser

immer wieder vervielfaltigt werden.

4.3.1 Amplifizierung von Aquaporin 1 in der PCR

Nach der RNA-Isolierung aus kultivierten Chondrozyten und dem anschlieRenden
Umschreiben der RNA in cDNA mittels reverser Transkription, wurde versucht das
AQP1-Fragment in der PCR zu generieren. Um die spatere Klonierung des Fragments
in einen Expressionsvektor zu ermoglichen, wurden Primer mit kinstlichen
Schnittstellen sowie Start- und Stop-Codons designt. Es wurden Schnittstellen fir die
Enzyme Ncol und Notl in die Primer AQP1-LB42 (for) und AQP1-LB43 (rev) (Abb. 23)
eingefligt, da der fur die Klonierung vorgesehene Vektor Uber entsprechende
Schnittstellen verfugt. Die in Abb. 23 markierte Kozak-Sequenz bezeichnet eine haufig
in unmittelbarer N&he des Startcodons vorkommende Basenfolge in mMRNA
eukaryotischer Zellen. Die Kozak-Sequenz wird von den Ribosomen erkannt und ist fur

den Start der Translation und somit letztlich fur die Proteinbiosynthese bedeutsam.
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AQP1-LB42 (for) 5-AAA CCATGG GCC ACC ATG GCC AGC GAG-3

Ncol Kozak Start

AQP1-LB43 (rev) 5-TTT GCG GCC GCC TATTTG GGC TTC ATC TCC-3°

Komplementar: 5-AAA CGC CGG CGG ATA AAC CCG AAG TAG AGG-3°
Notl Stopp

Abb. 23 Darstellung der Primer fur die Amplifizierung von AQP1 in der PCR.

Schnittstellen fur Ncol: griin; Schnittstelle fir Notl: blau

Nach Testung verschiedener cDNA-Konzentrationen zur Verwendung in der PCR und
Optimierung der Thermocycler-Bedingungen (Temperatur-, Zeiteinstellungen), erfolgte
die elektrophoretische Auftrennung der gewonnenen DNA-Fragmente. Das DNA-
Fragment aus der dem AQP1 gréf3enentsprechenden Bande (ca. 810 bp) wurde der
Sequenzierung zugefuhrt (Abb. 24).

bp

21226 ——
5.148-3.530 |

2.027-1.375 —]

947
831 —

567-125 ——

Abb. 24: Analyse des PCR-Amplifikats nach Auftrennung in der Gelelektrophorese
(Agarosegel 1,5 %). Links und rechts des mit dem Pfeil markierten Amplifikats: DNA-
Leiter Lambda DNA/EcoRI und Hinll Marker (Tab. 2)
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4.3.2 Sequenzierung des PCR-Produktes

Nach Isolierung und Aufreinigung des 810 bp groRen Amplifikats aus dem Agarosegel
mittels QIAquick Gel Extraction Kit (50) erfolgte dessen weitestgehende
Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech. Das Sequenzierungsergebnis

(Abb. 25) verifizierte das gewonnene Fragment als AQP1 ohne Mutationen.

AQP1-LB42 (for)

BQP1 variant 101 ccetgecageatggecagegagttcaagaagaagetettctogagggeagtagtygee-gagttcctggecacgaccetetttgtetteateageategy
SeqlB42 1 ngtggtggcccgagttectggecacgaceetetttgtetteateageategy
SeqlB43

AQP1 variant 200 ttctgecctgggettcaaatacceggtggggaacaaccagacggeggtecaggacaacgtgaaggtgtegetggecttegggetgageategecacyety
SeqlB42 54 ttetgeectgggettcaaatacceggtggggaacaaccagacggeggtecaggacaacgtyaagatgtegetggecttegygetyageategecacgety
SeqlB43

AQP1 variant 300 gcgeagagtgtgggccacatcageggegeccacctcaacceggetgteacactggggetgctgeteagetgecagateageatettecgtgeeeteatgt
SeqLB42 154 gegragagtgtgggccacatcagegyegeccaccteaacceqgetgteacactggggetgctgeteagetgecagatcageatettecgtgeceteatgt
SeqLB43

nQPl variant 400 acatcategcccagtgegtgggggecategtegecacegecatecteteaggeateacetectecctgactgggaactegettggecgeaatgacctyge
SeqLB42 254 acatcategeecagtgegtgggggecategtegecacegecatecteteaggeateacetectecctgactgggaactegettggeegeaatgacctgge
SeqLB43 405 gggaactcgcttggeegeaatgacctgge

nQPl variant 500 tgatggtgtgaactcgggecagggectgggeategagatcategggaceetecagetggtgetatoegtgctggetactaccgaccggaggeaecgtyac
SeqlBd2 354 tgatgotgtoaactegggecagggectgggeategagateategggacectecagetggtgctatgegtgctygetactaccgaccggaggegeegtgac
5eqlBd3 376 tgatggtgtgaactegggccagggectgggeategagateategggacectecagetggtgetatgegtgetygetactaccgaccggaggegeegtgac

BQP1 variant 600 cttggtggctcagecececttgecateggectetetgtageccttggacacctectggetattgactacactggetgtgggattaaccetgeteggtect
SeqlB42 454 cttggtggctcagecececttgecateggectetetgtageccttggacacctectggetattgactacactggetgtgggattaaccetgeteggtect
SeqlB43 276 cttggtggcteageeccecttgecateggectetetgtageecttggacacctectggetatigactacactggetgtgggattaaccetgeteggtect

AQP1 variant 700 ttggctcegegytgatcacacacaacttcageaaccactogattttetoggtogogceatteategggogageectygetytacteatetacqacttcat
SeqlBd2 554 ttggctecgeggtoateacacacaactteageaaccactggattttetogotaggaccatteateggaguageectagetgtacteatetacgactteat
SeqLB43 176 ttggctecgeggtoateacacacaactteageaaccactggattttetggtgoygccatteategggogageectqgetgtacteatetacgactteat

BQP1 variant  B00 cctggecccacgeageagtgacctcacagaccgegtqaaggtytygaccageggecaggtagaggagtatgacctggatgcegacyacatcaacteragy
SeqlLBd2 654 cctgnnee
SeqlR43 76 cctggecccacgcageagtyaceteacagacegeatyaaggtatygaccagegyccaggtggaggagtatgaccty

LoPl variant 900 gtggacatgeageccaaatageagoagtetqgeccyogcatccacytaggngycagyogcadngIcagocqialnuagagoageyataaaatecatacty
| |

SeqLB42
SeqLB43
AQP1-LB43 (rev)

Abb. 25: Sequenzierungsergebnis des PCR-Amplifikats mit den Primern AQP1-LB42
(for) und AQP1-LB43 (rev). Griine Markierung: AQP1-Fragment.
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4.3.3 Klonierungsverlauf mit verschiedenen Vektoren

Nach erfolgreicher Amplifikation des AQP1-Fragmentes in der PCR konnte versucht
werden, das Fragment Uber die Zwischenschritte der Restriktion und Ligation in E. coli-

Bakterien zu transformieren.

4.3.3.1 Klonierungsversuch mit dem pQE-TriSystem

Xmal
EcoICRI
Sacl
BamHI
EcoRlI
Bglll
Ascl
Sbfl
Pstl
BspMI
Acc65I
Kpnl

N
5000

) 1000 -
pmpicilin pQE Trisystem MCS @
5766 bps
/4000

. 2000
~

BstBI
|: Notl
ag

Bst11071
Pmll

Abb. 26: Vektorkarte des pQE-TriSystems mit Markierung der verwendeten

Schnittstellen.

Die initialen Klonierungsversuche erfolgten mit dem pQE-TriSystem, da dieses System
innerhalb der Forschungsgruppe bereits etabliert war. Die in der PCR gewonnenen
AQP1-Fragmente und der pQE-Vektor, der Uber die passenden Schnittstellen verfugt,
wurden mit den Restriktionsendonukleasen Notl-HF™ und Ncol-HF™ geschnitten. Die
verwendeten Enzyme erzeugen sog. klebrige Enden (sticky ends), Uber die
anschlie3end die Ligation von Vektor und DNA ermoglicht wird. Anschlie3end erfolgte

die Transformation des Ligationsansatzes in chemisch kompetente E. coli-Bakterien
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(Stamm DH5a). Die Ausplattierung der transformierten Bakterien wurde auf
ampicillinhaltigen LB-Agarplatten vorgenommen, da der pQE-Vektor die entsprechende
Resistenz als Selektionsmarker tragt. Allerdings konnte nach Transformation mit dem
Ligationsansatz keine Resistenz erzeugt und kein Wachstum nachgewiesen werden.
Auch nach Testung verschiedener Konzentrationen und Verhaltnisse der variablen
Reagenzien in den Ansétzen fir die Restriktion (0,5-1,0 ug DNA), die Ligation (molares
Verhaltnis von Vektor zu DNA 1:3, 1:5, 1:10) und die Transformation (1-10 ul Plasmid-
DNA) zeigten die Transformationsversuche keinen Erfolg. Die Kontrolle des
Restriktionsansatzes durch Auftragung auf ein 1,5 % Agarosegel verdeutlichte, dass
die Restriktionsendonukleasen den Vektor korrekt schnitten (Abb. 27). Die bei der
Transformation mitgefihrten Kontrollen demonstrierten, dass die Transformation des
pQE-Vektors ohne DNA-Insert in die E. coli-Bakterien gelungen war. Aus diesen
Kontrollen ergab sich aber, dass die Ligation von AQP1-Fragment und Vektor

fehlgeschlagen sein musste.

<«r

bp

. b - "
21.226
5.148-3.530 —|:

2.027-1.904 —|:

1.584 3
1375

947 ——

831 —— O
564-125 ~——

Abb. 27: Restriktionsanalyse des pQE-Vektors. x-Bande: DNA-Leiter (s. Abb. 24);
Probenlaufnummerierung: 1 = ungeschnittener Vektor; 2 = Vektor geschnitten mit Notl;
3 = Vektor geschnitten mit Ncol; 4 = leere Geltasche; 5 = Vektor geschnitten mit Notl

und Ncol.
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Der Vektor verfiigte tber die richtigen Schnittstellen. Zur Uberprifung der
Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen am amplifizierten AQP1-Fragment
wurden neue Primer AQP1-810-LB48 (for) und AQP1-810-LB49 (rev) (Tab. 12)
designt. Das Sequenzierungsergebnis (Abb. 28) veranschaulichte, dass die fir die
Restriktion mit Notl und Ncol notwendigen Schnittstellen am AQP1-Fragment nicht
vorhanden waren. Somit konnten in der Restriktion keine klebrigen Enden am

Fragment erzeugt werden, um anschlieBend Fragment und Vektor zu ligieren.

Start AQP1-810-LB49 (rev)

M
AQP1 variant 101 cectgccageatggccagegagttcaagaagaagetettctggagggcagtagtogecgagttectygecacgaceetetttgtetteateageatogyt
02112012 RQP
8eq02112013 49 atggccagegagttcaagaagaagetettctggagggcagtggtnneeg

BQP1 variant 201 tetgecctgggettcaaataccoyytoggyaacaaccagacylcytccagyacaacytyaagytytegctygecttcyggctgagcatcyccacyctyy
02112012 RQP
8eq02112013

AQP1 variant 301 cgcagagtotgggecacatcagegyegeccaccteaacceggetyteacactggggetactycteagetoecagateageatettecgtyeccteatata
02112012 RQP
8eq02112013

BQPl variant 401 catcatcgcccagtgcgtaguggecategtcaccaccqecatectetcaggeatcacctectacctgactgggaactegettageagcaatgacctygct
02112012 RQP
8eq02112013

AQP1 variant 501 gatggtotoaactegggecagggectoggeategagatcategguaccetecagetygtoctatgegtyctogetactaccgaccygaggegeegtyace

02112012 BQP —emmmmmmeeem
$eq02L12013 e AQP1-810-LB48 (for)

l |

BQP1 variant 801 ttggtggcteagecceecttgecateggectetcetgtageecttggacacctectggetattgactacactggetgtgggattaaceetgeteggtectt
02112012 RQP 1 accctgcteggtectt
5eq02112013

BQP1 variant 701 tggctccgeggtgatcacacacaactteageaaccactggattttcetgggtgggoccattcategyggoageectqgetgtactcatetacgactteate
02112012 RQP 17 tggcteennggtgatcacacacaactteagcaaccactggattttctggatggggecattcateggggyagecctygetytacteatetacgacttcate
Seq02112013

BQP1 variant 801 ctggccccacgcageagtaaccteacagaccaegtyaagatytygaccageggecagotggagyagtataacetggatgccyacacatcaactecagyy
02112012 agp 117 ctggceccacgcageagtgaccteacagaceqegtgaaggtytggaccageggecagytgoaggagtatgacctggatgecgacqacatcaactecaggq
Seql2112013

BQP1 variant 901 togagatgaageccaaatagaaggogtctggccegggeatecacytaggyogcagaggcagyygcgaucadagyoaggaoagggotyaaatecatactyt
02112012 QP 217 tggagatgaagcceaaa
Seql2112013 t1

Stopp
Abb.28: Sequenzierungsergebnis zur Schnittstellentberpriufung fur Ncol (5-CCA

TGG-3") und Notl (5-GCG GCC GCC-3") am AQP1-Fragment. Grine Markierung:
AQP1-Fragment.
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4.3.3.2 Zwischenklonierung in pBlueScript KS 11 (+)

Am AQP1-Fragment konnten keine klebrigen Enden fur die Ligation erzeugt werden.
Eine weniger effektive Alternative stellt die Ligation mit glatten Enden (blunt ends) dar.

Als Vektor fur diese Option wurde im folgenden Ansatz pBlueScript KS Il (+) gewahlt.

i\

500

pBlueScript Il KS (+) "%
2961 bps

Pvull

BamHI
Smal
Pstl

EcoRV
n

Apal Clal
Asp718I Sall

Xhol

~
2500

2000
-~

1000 - plac

Pvull

Abb. 29: Vektorkarte von pBlueScript KS Il (+) mit Markierung der verwendeten
Schnittstelle.

pBlueScript KS Il (+) ist ein bekannter kommerziell erwerblicher Vektor zur
vereinfachten Klonierung und Sequenzierung. Zusatzlich zur Ampicillin-Resistenz
bietet er u. a. Uber die enthaltene lacZ-Gensequenz die Mdglichkeit, im Rahmen eines
Blau-Weil3-Screenings direkt die gelungene Ligation nachzuweisen (3.3.3). Dieser
Vektor kann allerdings nicht in eukaryotische Zellen eingebracht werden, da er nicht
Uber den hierzu nétigen spezifischen Promotor verfligt. Trotz seiner guten

Vektoreigenschaften ist er damit lediglich als Zwischenvektor geeignet.

Der Vektor wurde zunachst mit der Restriktionsendonuklease EcoRV (Tab. 10)
verdaut. Dem Restriktions- bzw. dem Ligationsansatz wurde alkalische Phosphatase
zugegeben, um einer méglichen Autoligation des Vektors vorzubeugen. Erneut wurden

in den Restriktions-, Ligations- und Transformationsansétzen verschiedene
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Konzentrationen und Verhdltnisse getestet (4.3.3.1). Die Transformationsansatze
wurden auf ampicillinhaltige, fir das Blau-Weiss-Screening mit IPTG und X-Gal
(Tab. 2) praparierte LB-Agarplatten ausplattiert und bei 37°C tber Nacht inkubiert. Die
Klonierungsversuche blieben erfolglos. Die analog zu den Klonierungsversuchen mit
dem pQE-TriSystem durchgefiihrten Kontrollen zeigten die Funktionsfahigkeit aller
Komponenten und angewandter Verfahren, bis auf die Ligation. Wieder war es zu
keiner Verbindung von Fragment und Vektor gekommen. Eine mégliche Intereferenz
von IPTG und X-Gal wurde durch eine mitgeflihrte Kontrolle, LB-Agarplatte ohne

entsprechende Préparation, ausgeschlossen.

4.3.3.3 TA-Klonierung mit dem pGEM®-T Easy Vector

Eine weitere Option ist die TA-Klonierung (3.4.7). Bei dieser Methode liegt der Vektor
in linearisierter Form mit einem Thymidinnukleotid-Uberhang am 3'Ende vor. Der
Uberhang ermoglicht den Einbau des Fragments nach dem Prinzip der sticky-end-
Ligation, wenn das anzuhédngende DNA-Fragment am 3’Ende Uber einen Adenosin-
Uberhang verfiigt. Fir die TA-Klonierung wurde als passendes Vektorsystem der
pGEM®-T Easy Vektor gewahlt. Das fir die Ligation mit dem Vektor notwendige
3’Ende am DNA-Fragment kann bereits wahrend der Amplifizierung in der PCR durch
die Verwendung einer entsprechenden thermostabilen DNA-Polymerase erzeugt
werden. Die zur Amplifizierung des AQP1-Fragments genutzte Phusion®High-Fidelity
DNA Polymerase (Tab. 10) produziert glatte Enden. Sie wurde dennoch zur
Generierung des AQP1-Fragments in der PCR genutzt, da sich ihr Gebrauch im
Vergleich zu anderen Polymerasen als am effektivsten erwies. Durch eine
Modifizierungsprozedur konnte die Adenylierung (A-tailing) des AQP1-Fragments im
Anschluss an die PCR erfolgen. Die Adenylierung wurde nach den Angaben des
Vektorherstellers unter Verwendung einer Taq DNA Polymerase (Tab. 10)
durchgefuhrt. Nach der Adenylierung erfolgte die Ligation des modifizierten AQP1-
Fragments mit dem pGEM®-T Easy Vektor.
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Abb. 30: Vektorkarte von pGEM®-T Easy.
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Die Ligation wurde ebenfalls nach den Angaben des Vektorherstellers ausgefihrt. Zur

Optimierung der Ligationsbedingungen wurde die fur die Ligation benétigte Menge des

AQP1-Fragments wie folgt kalkuliert:

Vektor (ng) x DNA-Fragment (bp) x Verhéltnis DNA-Fragment : Vektor = DNA-Fragment in ng

Vektor (bp)

Gewahlt wurde ein 5:1 Verhaltnis von DNA-Fragment zu Vektor. Das Ligationsprodukt

wurde in den E. coli-Stamm DH5a transformiert und wiederum auf ampicillinhaltige, far

die Durchfihrung des Blau-Weiss-Screenings praparierte, LB-Agarplatten ausplattiert

und bei 37°C dber Nacht inkubiert. Es konnten unter Nutzung des Blau-Weiss-

Screenings zur Selektion 30 Klone (weil3) von den LB-Agarplatten abgetragen werden.

Das Abtragen moglichst vieler Klone ist notwendig, da bei dieser Technik eine Ligation

des Inserts mit dem Vektor auch in umgekehrter Leserichtung mdglich ist. Somit

reduziert sich die Wahrscheinlichkeit auf 50 % der mdglichen Expression des

gewilnschten Gens.
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Abb.31: Blau-Weiss-Screening von transformierten E. coli DH5a. Pfeilmarkierung:
weile (erwiinschte) Klone; Methode: TA-Klonierung; Vektor: pGEM®-T Easy; DNA-
Fragment: AQP1; Medium: ampicillinhaltige LB-Agarplatte mit X-Gal und IPTG.

Es wurden 30 Flussigkulturen (je 5 ml) angelegt und Uber Nacht inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Plasmid-Minipréparation nach dem Prinzip der direkten
Fallung (3.4.1). Nach Restriktion der gewonnen Plasmid-DNA mit Notl, wurden die 30
Proben auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen und in der Gelelektrophorese
aufgetrennt (Abb. 32 a, b).

83



Ergebnisse

X 1 234567 8910111213141516

bp
21.226 ——

5.148-3.530-

2.027-1.357

947 ——
831 —

567-125 —

bp

212263530 =
2.027-1.357{ 2

47
831 — .
567-125 — [ .

Abb. 32 a, b Restriktionsanalyse der isolierten Plasmid-DNA. x-Bande: DNA-Leiter
(s. Abb. 24); Nummerierung 1-30: Probenauftragung. Erlauterung: Die ersten 10
Banden in Abb. 32 a sind einem anderen Experiment zu zuordnen. b Pfeil oben:
pGEM®-T Easy Vektor; Pfeil unten: generiertes Fragment.

Die Abb. 32 b zeigt bei Proben-Nummer 20 den linearisierten pGEM®-T Easy Vektor
bei ca. 3000 bp (oberer Pfeil) und ein durch die Restriktion entstandenes zw. 831-
947 bp groRRes Fragment (unterer Pfeil). Um ein deutlicheres Ergebnis zu erreichen,
wurde die Plasmid-DNA dieses Klons in einer hoheren Menge erneut einer
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Restriktionsanalyse mit dem Enzym EcoRI unterzogen. Der pGEM®-T Easy Vektor
verfligt hierzu Uber zwei geeignete Schnittstellen in Fragmentnahe. Die Auswertung in

der Agarose-Gelelektrophorese bestatigte das zuvor erhaltene Ergebnis (Abb. 33).

bp

21226 ——

5.145-3.530 —|

2.027-1.375 —

947 —
831 ——
564-125 —

Abb. 33: Plasmid-DNA nach Restriktion mit EcoRI in 1,5 % Agarosegel. x-Bande:
DNA-Leiter (s. Abb. 24); Pfeil oben: pPGEM®-T Easy Vector bei ca. 3000 bp; Pfeil
unten: Generiertes Fragment.

Die Plasmid-DNA dieses Klons wurde noch einmal in E. coli vom Stamm DH5a
transformiert und ausplattiert. Im Folgenden konnten zwei Klone von der LB-Agarplatte
abgetragen werden, von denen jeweils 5 ml Ubernachtkulturen angelegt wurden. Von
den Ubernachtkulturen wurden Dauerkulturen erstellt. Zudem wurde aus den
Ubernachtkulturen Material fir die Plasmid-Isolierung (3.4.1) entnommen. Die Plasmid-
Isolierung wurde mit dem peqGold Plasmid Miniprep Kit (Tab. 5) durchgefuhrt.
AnschlieRend erfolgte die Sequenzierung der Plasmid-DNA durch die Firma GATC
Biotech, mit den durch den Hersteller des pGEM®-T Easy Vektor empfohlenen Primern
pUC/M13 (for) und pUC/M13 (rev) (Tab. 12). Die Sequenzierung erbrachte das
gewiinschte Ergebnis (Abb. 34). Das AQP1-Fragment war in den pGEM®-T Easy

Vektor eingefligt worden und die Klonierung somit erfolgreich.
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r-pGEM+AQPL 2101 gctggeaagtgtageggteacgctgegegtaaccaceacacccgeegegettaatgogecgetacagggegegiccaticoccattcagactacacaa
AQPL aus p6E 1 PUC/M13 (for)

BQP1 aus pGE

—
r-pGEM+RQPL 2201 gttgggaagggegatcggtgcgggectettcgetattacgecagetggegaaagggggatgtgctygcaaggegattaagttgggtaacgecagggtitic
AQP1 aus pGE 13 gt
LQP1 aus pGE 1092 ttnenceagetggcgaaaggoggatgtgctycaaggegattaagttgogtaacgecagggtttnn

r-pGEM+AQPL 2301 ccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattgtaatacgacteactata---gggegaattgggeccgacgtegeatgeteceggecgecatgge

AQP1 aus pGE L cntnantngggcgaattgggcecgacgtegeatgeteccggnnnnnatgge

AQP1 aus pGE 1027 ccagtcacggegttgl AQPl'LB42 (fOI’) ctata---gggcgaattgggcecgacgtegeatgeteeccggecgeeatyge
| >

r-pGEM+AQPL 2398 ggccgegggaattcgattaaaccatgggecaccatggecagegagttcaagaagaagetettetggagggeagtggtggecgagticetggecacgacee

AQP1 aus pGE 76 ggcegegggaattogattaaaccatgggecaccatggecagegagticaagaagaagetetictggagggeagtggtggecgagttectggecacgacee

AQP1 aus pGE 930 ggecgegggaattegattaaaccatgggecaccatggecagegagttcaagaagaagetettctggagggeagtggtggecgagttcctggecacgacee

r-pGEM+AQPL 2498 tctttgtctteatcageateggtictgecctgggettcaaatacceggtggggaacaaccagacggeggtecaggacaacgtgaaggtygtegetggectt

AQPL aus pGE 176 tctttgtety cccggtggggaacaaccagacggcggtccaggacaacgtyaaggtytegetggectt
AQP1 aus pGE 830 tctttgtetl AQPl-LB49 (rev) ccecggtggggaacaaccagacggcggtecaggacaacgtgaaggtgtegetggectt

r-pGEM+AQPL 2598 cgggctgagcatcgecacgetggegcagagtgtgggccacatcageggegeccacctcaacceggetyteacactggggetgetgcteagetgccagate
AQP1 aus pGE 276 cgggetgageategecacgetggegeagagtgtgggecacateageggegeccaccteaacceggetgtcacactggggetgetycteagetgecagate
AQP1 aus p6E 730 cgggctgageatcgecacgetggegcagagtgtyggecacateageggegeccaccteaacceggetygteacactggggetgctgcteagetyecagate

r-pGEMtAQP1 2698 agcatcttcegtgecctcatgtacatcategeecagtgegtgggggecategtegecacegecatecteteaggeateacctecteectgactgggaact
AQP1 aus pGE 376 agcatcttocgtgeccteatgtacatcatogeccagtgegtgggggecategtegecacegecatecteteaggeatcacctectecctgactgggaact
AQP1 aus pGE 630 agcatcttecgtgeccteatgtacatcategeecagtgegtgggggecategtegecacegecatecteteaggeatcacctectecctgactgggaact

r-pGEMtAQPL 2798 cgcttggecgeaatgacctggetgatggtytgaactegggecagggectgggeategagateategggaceetecagetggtyetatgegtgetggetac

AQP1 aus pGE 476 cgcttggccgeaatgacctggetgatogtytgaacte _ _ ctggtgctatgegtgctggetac
AQP1 aus pGE 530 cgcttggecgeaatgacctggetgatogtgtgaacte AQPl 810-LB48 (fOI') ctggtgctatgegtgctggetac

r-pGEM+AQP] 2898 taccgaccggaggegecgtgaccttggtggetcageceecettgecateggectetetgtageccttggacacctectggetattgactacactggetgt
AQP1 aus pGE 576 taccgaccggaggegecgtgacctiggtggeteagecececttgocateggectotetgtageectiggacacctectggetatigactacactggetat
AQP1 aus pGE 430 taccgaccggaggegecgtgaccttggtggeteageeceecttgecateggectetetgtageecttggacacetectggetattgactacactggetyt

r-DpEEMAQPL 2998 ggoattaaccctgeteggtectttogetocgeggtgateacacacaacttcageaaccactggattttctgggtygggccattcategggggagecctgg
AQP1 aus pGE 676 gggattaaccctgcteggtectttggetecgeggtyatcacacacaacttcageaaccactggatttictgggtgggecaticategggggageectag
AQP1 aus pGE 330 gggattaaccctgcteggtectttggeteegeggtgatcacacacaacttcageaaccactggattttetgggtggggecatteategggggageectyg

r-DEEM+AQPL 3098 ctgtactcatctacgacttcatectaaccocacocagcatoaccicacasaccgeatgaaggtgtggaccageggecaggtggaggagtatgacctgga

AQP1 aus pGE 776 ctgtactcatctacgacttcy AQPl-LB43 (rev) tgaaggtgtggaccageggecaggtggaggagtatgacctgga
AQP1 aus pGE 230 ctgtactcatctacgacttcy tgaaggtgtggaccageggccaggtggaggagtatgacctaga

d
[ I

r-DEEMAQPL 3198 tgccgacgacatcaactecagggtggagatgaageccaaataggeggccgeaaaaatcactagtgaaticgeggecgectycaggtcgaccatatgggag
AQP1 aus pGE 876 tgecgacgacatcaactccagggtggagatgaageccaaataggeggccgcaaaaatcactagtgaattegeggeegectycaggtegaccatatgggag
APl aus pGE 130 tgccgacgacatcaactccagggtggagatgaageccaaataggeggecgeaaaaateactagtgaaticgeggeecgectgeaggtegnnnatatgggag

BQP1 aus pGE 876 tgccgacgacatcaactccagggtggagatgaageccaaataggeggecgeaaaaateactagtas DUC/M13 (rev) gag
BQP1 aus pGE 130 tgccgacgacatcaactccagggtggagatgaageccaaataggeggecgcanaaatcactagtgabeeoygygergeoryeaggeogmmeeoeyggag

r-pGEMtAQP1 3298 agctcccaacgegttggatgcatagettgagtattctatagtgtcacctaaatagettggegtaateatggteatagetgtttectgtgtgaaattgtta
RQP1 aus peE 976 agctcccaacgegttggatgcatagettgagtattctatagtgteacctaaatagettggegtaatcatggteatagctnnttcectgngtgaaattgtta
LQP1 aus pGE 30 agcteecaacgegttggatgeatagentng

r-pGEMtAQPL 3398 tccgetcacaattccacacaacatacgagecggaageataaagtgtaaagectgggytycctaatgagtoagetaacteacattaattgegttgegetea
BQP1 aus pGE 1076 tecgetcacaattccacanaacatacgnnecggaagcatananngtaaagectggggtocctaatgagtoagetaac
BQP1 aus pGE

Abb. 34: Sequenzierungsergebnis der aus dem Vektor pGEM®-T Easy isolierten
Plasmid-DNA. Griine Markierung: AQP1-Fragment.
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PGEM-T Easy + AQP1

1000 __

3853 bps

Abb. 35: Vektorkarte von pGEM®-T Easy ligiert mit dem AQP1-Fragment.

Die Gewinnung des pGEM®-T Easy als Zwischenvektor erleichtert die Generierung
eines endgiiltigen Expressionsvektors. Folglich wurde mit der Erarbeitung dieses
Klonierungskonstrukts (Abb. 35) die Basis fur eine anschlieRende, erfolgreiche

Uberexpression des AQP1-Fragments in humanen Chondrozyten geschaffen.
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5 Diskussion

5.1 Basisuntersuchungen — Histologie und Immunhistochemie

Zielsetzung dieser Arbeit war es, mittels zellbiologischer und molekularbiologischer
Analysemethoden, die Prasenz und Funktion von AQP1 in der Pathogenese der
Osteoarthrose zu untersuchen. Zunachst erfolgte zur Veranschaulichung der
experimentellen Ausgangssituation die Anfertigung histologischer Gewebepréparate.
Die Praparate wurden zum Teil der HE-Farbung zugefihrt, dienten aber auch dem
immunhistochemischen  Nachweis von AQP1l. Die HE-Praparate zeigten
arthrosetypische Veranderungen des Knorpelgewebes (4.1.1, Abb. 11). AQP1 konnte
verstarkt in den starker geschadigten Knorpelarealen nachgewiesen werden, mit
Lokalisation in der Tangentialzone (Abb. 12). Gleichlautende Befunde wurden bereits
zuvor sowie parallel zur Erstellung dieser Arbeit erhoben und publiziert (Geyer et al.,
2009; Hagiwara et al., 2013). Im gesunden hyalinen Knorpelgewebe des Menschen
hingegen wurde eine vorrangige Expression von AQP1 in der tiefer gelegenen

Radialzone beschrieben (Mobasheri & Marples, 2004).

5.1.1 Aquaporin 1 und Zellmigration

Typischerweise ist die Zelldichte in den oberen Zonen arthrotisch verénderten
Knorpelgewebes erhoht. Dies ist auch in den fir diese Arbeit angefertigten
histologischen Praparaten sichtbar (Abb. 11b). Die erhohte Zelldensitat wird mit
Proliferation oder mit Zelldislokalisation in Folge des zunehmenden Matrixverlustes
begrindet. Chondrozyten im adulten Knorpelgewebe gelten als unbeweglich, da sie
durch die von ihnen selbst synthetisierte, rigide Matrix als lokal fixiert angesehen
werden (Soder & Aigner, 2011). Chondrozytare Migration ist in der
Embryonalentwicklung essentiell. Sie bewirkt im Rahmen der enchondralen
Ossifikation die sdulenartige Anordnung der Chondrozyten in der Wachstumsplatte
(Dodds, 1930; Aszodi et al., 2003; Morales, 2007).
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An explantierten Knochen-Knorpelstiicken des Hift-und Kniegelenkes, prapariert mit
einem tiefen zentralen Einschnitt, konnte elektronenmikroskopisch beobachtet werden,
wie die Zellintensitat im ,Verletzungsbereich® im zeitlichen Verlauf zunahm. Diese
Ausrichtung der Chondrozyten entlang der Rander der kinstlich herbeigefiihrten
Wunde war mit Anderungen der Zellmorphologie verbunden. Die Zellen flachten ab, es
kam zur Polarisation des Aktin-Zytoskeletts und zur Ausbildung von
Membranausstilpungen, welche mit den Kollagenfibrillen interagierten, die parallel zur
Schnittkante verliefen. Die Chondrozyten scheinen die Kollagenfasern als eine Art
Leitschiene zu benutzen, um zum Defekt zu gelangen (Lyman J.R. et al., 2012).
Weitere Studien berichten von einer auswarts gerichteten Bewegung von
Chondrozyten humaner Knorpelexplantate in Kultur (Qiu et al., 2000; Lu et al., 2006).
Voraussetzung fur die Zellbewegung in allen zuvor angeflhrten Studien waren
Beeintrachtigungen bzw. Stérungen des Kollagennetzwerkes. Ubertragt man die aus
den Studien gewonnenen Erkenntnisse auf die Erkrankung Osteoarthrose, ist es
vorstellbar, dass die Veranderung und Verletzung der Knorpelmatrix, zu der es im
Verlaufe der Erkrankung kommt, die chondrozytéare Migration in vivo bewirken kdnnte
(Morales, 2007).

Die chondrozytare Migration kdnnte auch die histologisch sichtbar erhohte
Zellintensitat in den geschadigten Knorpelarealen erklaren. Dass AQP1 zusammen mit
verschiedenen Membrantransportern an der Regulation des Zellvolumens beteiligt ist,
wurde vielfach beschrieben (Schwab et al., 2012). AuRerdem beeinflussen AQP1 und
weitere Aquaporine das Migrationsverhalten verschiedener Zelltypen, auch das von
isolierten Chondrozyten (Liang et al., 2008; Schwab et al., 2012). Die Bewegung von
Zellen ist an die transiente Ausbildung von Membranausstilpungen (Lamellipodien) in
deren Leitsaum gebunden. Es konnte beobachtet werden, dass AQP1 verstarkt im
Leitsaum migrierender Zellen exprimiert wird (Saadoun et al., 2005). Dies gilt auch fur
einige weitere in die Zellmigration involvierte Transporter, wie dem Na'/H'- oder dem
CI'/HCO ;-Transporter. (Schwab et al.,, 2012). Ein Model zur volumenabh&ngigen
Zellmigration stellt die Abb. 36 vor.
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Abb. 36: Volumenénderungen wahrend der Zellbewegung. Zellmigration ist ein
kontinuierlicher Zyklus von Membranausstilpung (Protrusion) im Leitsaum und
Retraktion am gegeniberligendem Zellpol. Diesem kann eine isoosmotische
Volumenzunahme im Leitsaum (Zitationen s. Quellenangabe) und eine isoosmotisch
Volumenabnahme am anderen Ende zu Grunde liegen. Das Modell basiert auf
gemessenen Volumenanderungen migrierender Zellen und dem subzellularen
Vorkommen relevanter lonenkandle und Aquaporine. Die molekulare Natur des hier
dargestellten mechanosensitiven Ca?"-Kanals ist noch unklar. Das Schema illustriert,
wie die verschiedenen Transportsysteme wahrend der Zellmigration kooperieren
(Schwab et al., 2012).
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Die Ausbildung von Membranausstilpungen geht immer mit Ver&nderungen der
Zytoskelettorganisation einher (Alberts et al., 2005). Fir AQP1 ist die Beeinflussung
des Migrationsverhaltenes von humanen Melanom- und Endothelzellen via Interaktion
mit Lin-7, als Bestandteil eines heterotrimeren Proteinkomplexes des Zytoskeletts,
beschrieben worden. Fur eine Beeinflussung der chondrozytéaren Migration im
Zusammenhang mit Osteoarthrose, wirde die ausgepréagte Signalintensitat von AQP1
in der oberflachlichen Tangentialzone der starker ladierten Knorpelareale sprechen.
Neben Lin-7 enthalt der erwahnte Proteinkomplex noch die Interaktionsdomanen Lin-2
und Lin-10. Ob es ebenfalls zu einer Beeinflussung von Lin-2 durch AQP1 kommt,

sollte im Zuge dieser Arbeit untersucht werden.

Die mittels Immunhistochemie visualisierte verstarkte Expression von AQP1 in den
gelenkflachennahen Knorpelzonen sowie die durch Genchip-Analyse nachgewiesene
Hochregulation des AQP1-Gens in Gewebespenden von Patienten mit Osteoarthrose
sind Indikatoren fur dessen Bedeutung in der Pathogenese dieser Erkrankung (Geyer
et al., 2009; Karlsson et al., 2010; Hagiwara et al., 2013). Welche Rolle AQPL1 hierbei
z.B. in Bezug auf die Zellmigration zukommt, sollten die anschlieRenden
Untersuchungen zum Knockdown und zur Uberexpression von AQP1 auf zellularer

Ebene verdeutlichen.

5.2 Periostin

Parallel zu den AQP1 bezogenen Arbeiten wurde mit der Durchfihrung von
experimentellen Untersuchungen begonnen, die die Funktion von Periostin (1.2.5) im
Krankheitsverlauf der Osteoarthrose charakterisieren sollten. Hierzu wurden von den
Knorpelgewebepréaparaten zunéchst immunhistochemische Farbungen angefertigt
(Abb. 13). Die Farbungen zeigten, eine nahezu gleichbleibende Signalintensitét in den
gering und in den stark geschadigten Bereichen eines Gewebepraparates, mit einer
leichten Tendenz zur Abnahme der Expressionshaufigkeit in den mehr geschadigten
Arealen. Die Signale konnten, wie bei AQP1, in der oberflachlichen Tangentialzone

nachgewiesen werden.

Eine Microarray-Analyse, die die humane Genexpression von Patienten mit

Osteoarthrose des Kniegelenkes mit dem Expressionsprofii von gesunden
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Gewebespendern verglich, konnte eine 130-fache Hochregulation von Periostin fir das
pathologisch veranderte Gewebe feststellen. Die Patienten mit Osteoarthrose mussten
sich, ebenso wie die Gewebespender zur Erstellung dieser Dissertationsarbeit, einer
Operation zum kunstlichen Ersatz des Kniegelenkes unterziehen (Karlsson et al.,
2010). Die eher stabile Signalhaufigkeit wvon Periostin in den eigenen
immunhistochemischen Praparaten konnte somit bedeuten, dass Periostin im Laufe
der Erkrankung ein gewisses Expressionsmaximum erreicht, welches mit
zunehmendem Krankheitsprogress nicht mehr gesteigert werden kann. Interessant ist,
dass trotz einer mehr als dreifach erhéhten Expressionssteigerung von Periostin
(130,1) im Vergleich zu AQP1 (39,8) in der zuvor erwahnten Microarray-Analyse,
AQP1 in den immunhistochemischen Préaparaten der starker geschadigten
Knorpelareale insgesamt haufiger nachweisbar war (Abb. 12 u. 13). Dies kann durch
individuelle Gewebeeigenschaften aber auch durch das methodische Vorgehen
begriindet sein. Die Expression von AQP1l scheint, zumindest im Vergleich zu

Periostin, zum Ende der Erkrankung noch einmal deutlich hochreguliert zu werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten desweiteren die Auswirkungen des Knockdowns von
AQP1 auf Periostin betrachtet werden (5.3.2). Um die Rolle von Periostin in der
Pathogenese der Osteoarthrose zu klaren, bedarf es weiterer Untersuchungen. Hierzu
wurden im Rahmen des Forschungsprojektes weiterfiihrende experimentelle Versuche
von Frau Diplombiologin Lucija Berninger geplant und durchgefiihrt. Die Darstellung
der generierten Ergebnisse wird im Rahmen ihrer Dissertationsarbeit erfolgen, auf die

hiermit verwiesen wird.

5.3 Ergebnisanalyse zum Knockdown von Aquaporin 1

Grundsatzlich gelten Chondrozyten und besonders humane Chondrozyten als schwer
transfizierbar. Die Transfektionsrate von Chondrozyten, gewonnen aus arthrotisch
verédndertem Gewebe wie es auch im vorliegenden Fall verwendet wurde, fallt dabei
noch einmal deutlich geringer aus (Madry & Trippel, 2000; Qureshi et al., 2008). Mit
Hilfe des Amaxa Nukleofektionssytems und der entsprechenden siRNA konnten die
isolierten Chondrozyten erfolgreich transfiziert und der signifikante Knockdown von
AQP1 auf RNA-Ebene mit Hilfe der gRT-PCR (Abb. 21) und auf Proteinebene mittels

Immunzytologie (Abb. 14) nachgewiesen werden.
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5.3.1 AQP1im Western Blot

Der Nachweis von AQP1 auf Proteinebene im Western Blot gelang jedoch weder fur
die unbehandelten, noch fir die nukleofizierten Chondrozyten (Abb. 17 u. 18). Je
Probe konnten hierbei max. 15 pg Gesamtproteinmenge eingesetzt werden. Als
Positivkontrolle diente murines Nierengewebe mit einer Gesamtproteinmenge von
20 ug. Fur das murine Gewebe konnte zunachst eine sehr starke Bande bei 55-70 kDa
visualisiert werden (Abb. 17). Nach Verlangerung der Belichtungszeit wurde eine
weitere schmalere Bande im Bereich des fir AQP1 erwarteten Molekulargewichtes von
ca. 32,2 kDa sichtbar (Abb. 18). Nach Ricksprache mit dem Hersteller des
verwendeten AQP1-Antikorpers sind bisher keine Kreuzreaktivititen mit anderen
Aquaporinen aufgetreten. Daher ist anzunehmen, dass die deutlich starker
ausgepragte Bande auf den Nachweis einer glykosylierten Form von AQP1 zuriick zu
fihren ist. Bereits bei der Entdeckung und Erstbeschreibung von AQP1 wurde
zwischen nicht-glykosyliertem und glykosyliertem AQP1 (35-60 kDa) unterschieden
(Denker et al., 1988). AQP1 verfugt Uber verschiedene Glykosylierungsstellen. Die
Annahme, dass es sich im vorliegenden Fall um eine glykosylierte Form von AQP1
handelt, wird durch weitere, zu spateren Zeitpunkten erstellte Publikationen gestitzt
(Devuyst et al., 1998; Pandey et al., 2010). Die Glykosylierung von Aguaporinen spielt
unter anderem eine Rolle bei der Faltung des Proteins und ist wichtig flr deren
Expression an der Zelloberfliche (Hendriks et al., 2004; Buck & Skach, 2005).
Zusammenfassend zeigen die Abb. 17 u. 18, dass die aus den Chondrozyten
gewonnene Proteinmenge zu gering fiir den Nachweis von AQP1 war. Somit ist fir
einen erfolgreichen Nachweis von AQP1 im Western Blot zu Uberlegen, wie die
Proteinmenge erhdht werden konnte. Mdoglich ware die Steigerung der
Proteinkonzentration  durch  eine  verstarkte  Selektion von  geeigneten
Chondrozytenpopulationen mittels  Vitalitdtsbestimmung (3.1.4) sowie durch
Proteinfallung. Voraussetzung hierfir ist die Generierung einer ausreichend grof3en
Menge humanen arthrotisch verdnderten Knorpelgewebes. Denkbar ware auch die
Testung weiterer AQP1-Antikbrper verschiedener Hersteller. Alle erwdhnten

Mafnahmen setzen eine entsprechend gré3ere Materialmenge voraus.
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5.3.2 Parameteranalyse

Um die Auswirkungen des AQP1-Knockdowns auf den Zellstoffwechsel zu
untersuchen, wurden in ihrer Funktion fur das Knorpelgewebe bereits bekannte
Stoffwechselparameter ausgewahlt (1.2.2-1.2.4). Fir diese Stoffwechselparameter
ergab sich zwar im einzelnen, nicht aber fir die Gesamtheit der Proben, eine
signifikante Anderung gegeniiber den Kontrollen nach Auswertung mittels qRT-PCR.
Eine Tendenz zur Hochregulation ist fir MMP-13, als bekanntermal3en aktivstes
Enzym im Rahmen des erkrankungsbedingten Kollagenabbaus, erkennbar (Abb. 22 u.
1.2.4).

Es ist nicht auszuschlie3en, dass sich der Knockdown von AQP1 auf andere, an dieser
Stelle nicht einbezogene bzw. erfasste Stoffwechselparameter, auswirkt. Diesbezlglich
konnte eine Vielzahl von weiteren Faktoren untersucht werden, wie z. B. verschiedene
Kollagene und MMP's, TIMP‘s, COMP etc. (1.2.2-1.2.4). Um mehrere Parameter
gleichzeitig erfassen zu kdnnen, ware zwar die Durchfiihrung einer Microarray-Analyse

geeignet. Hierflr wéaren aber auch deutlich mehr Ressourcen notwendig.

Fur den Transkriptionsfaktor SOX9 und die Proteininteraktionsdoméne Lin-2 konnten
ebenfalls keine signifikanten Expressionsmuster im Zuge des Knockdowns von AQP1

ermittelt werden.

Die Hochregulation von Periostin bei n=1, vor allem in Zusammenschau mit den fir die
anderen untersuchten Parameter erhobenen Messdaten, bietet ebenfalls keine

Grundlage fir eine veritable Hypothesenbildung.

5.3.3 Kompensation des Knockdowns

Die Kompensation des Knockdowns von AQP1 durch andere am Wassertransport
beteiligte Kanale ware ebenfalls eine Erklarung fur die erhaltenen Messergebnisse. So
wird neben AQP1 auch AQP3 als Aquaglyceroprotein im gesunden hyalinen
Gelenkknorpel exprimiert. AQP1 und AQP3 zeigen diesbeziiglich nicht nur die gleiche
Lokalisation im Gewebe (vorwiegend Radialzone; orientierend siehe Abb. 4) sondern
auch eine sehr ahnliche Expressionshaufigkeit (Mobasheri & Marples, 2004; Mobasheri

et al., 2005). Im krankheitsbedingt verandertem Gewebe wurde AQP3 in der tiefen
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Radialzone, der Ubergangszone, sowie der oberflachlichen Tangentialzone
immunhistochemisch  nachgewiesen, wéhrend AQP1 Uberwiegend in der
Tangentialzone exprimiert wurde (Geyer et al., 2009; Hagiwara et al., 2013). Es ware
vorstellbar, dass infolge des Knockdowns von AQP1, AQP3 und verschiedene
lonenkanéle zusammen agieren, um das fir die Zellen essentielle Membranpotential
aufrecht zu erhalten. Denn wie bei anderen Zellen auch, wird bei Chondrozyten das
Membranpotential ebenfalls durch ein Gleichgewicht von positivem und negativem
lonenfluss durch die Zellmembran bestimmt. Der lonenfluss wiederum wird durch
lonenkandle kontrolliert (Hodgkin & Huxley, 1952). Diese Kanale sind eingebettet in die
Zellmembran und verfligen Uber zentrale Wasserporen, die sich auf unterschiedliche
Reize (mechanisch, chemisch, spannungsabhangig) hin 6ffnen (Loffler et al., 2003).
Chondrozyten verfugen uber eine Vielzahl von Kanélen (Abb. 37), die an ihrer

Volumenregulation beteiligt sind und die Auswirkungen des AQP1-Knockdowns

mdglicherweise kompensieren (Barrett-Jolley et al., 2010; Lewis et al., 2011).

Chondrocyte
gl it

Abb. 37: Ubersicht zu chondrozytaren Kanalen. K(Ca), Kalziumaktivierte Kaliumkanéale
mit hoher Leitfahigkeit (BK) und niedriger Leitfahigkeit (SK); AQP, Aquaporinkanal;
CIC, Chloridkanal; ENaC, epithelialer Natriumkanal; KATP, ATP abhéngiger
Kaliumkanal; Kv, spannungsabhéngiger Kaliumkanal; NMDA-Rezeptor, N-methyl D-
aspartate; TRP, transient receptor potential channel; VGCC, spannungsabhangiger

Kalziumkanal; VGSC, spannungsabhéangiger Natriumkanal (Barrett-Jolley et al., 2010).
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5.3.4 Zellstress durch Nukleofektion

Der Knockdown von AQP1 konnte mit Hilfe des Amaxa Nukleofektions-Systems
erfolgreich durchgefihrt und anschliel3end mittels gRT-PCR sowie
immunzytochemisch verifiziert werden. In wieweit die Nukleofektionsprozedur selbst
die Zellviabilitat und somit den Stoffwechsel der Chondrozyten beeinflusst hat, ist
unklar. Diesbezligliche Publikationen sind kaum vorhanden. Verschiedene
Untersuchungen an Chondrozyten beschreiben die Effizienz des Verfahrens bzgl. des
schnellen zeitlichen Eintritts der gewtinschten Genexpression (innerhalb von 24 h) und
der Anzahl der nukleofizierten Zellen (> 70 %) (Hamm et al., 2002; Gresch et al., 2004;
Welter et al., 2004; Haag et al., 2009). Fur die Transfektion mittels Lipofektion werden
beispielsweise nur Transfektionsraten bis 27 % beschrieben (Madry and Trippel, 2000;
Gresch et al, 2004). Virale Transfektionsmethoden erreichen die hdchsten
Transfektionsraten (bis zu 100 %), sind jedoch an einen ungleich héheren Labor- und
Kostenaufwand sowie an starke Sicherheitsauflagen gebunden (Doherty et al., 1998;
(Ueblacker et al., 2007; Haag et al., 2009). Eine vergleichende Studie bzgl. Lipofektion
und Nukleofektion an humanen Keratinozyten und Fibroblasten beschreibt die
schneller eintretende und hohere transgene Expressionsrate nach Nukleofektion. Die
Zytotoxizitat der Methode ist allerdings ebenfalls starker ausgepragt. Zudem stellte die
Studie eine hohere Proliferationsrate und eine geringere Beeinflussung der
Zellmorphologie auf Seiten der Lipofektion fest (Jacobsen et al.,, 2006). Die
Nukleofektion mittels des Amaxa-Systems inkludiert die Verwendung eines
Elektroporationsgeréates (3.1.6). Es ist anzunehmen, dass die Abgabe von elektrischen
Impulsen zur Einschleusung der Fremd-DNA eine gewisse ,Belastung® fur die
behandelten Zellen darstellt. Anhand der immunzytologischen Verlaufsbeobachtung
(4.2.1) konnte fur die mit AllStars Negative Control siRNA nukleofizierten Zellen eine
stetige Abnahme der Signalintensitdt von AQP1 festgestellt werden (Tag 1-7). Dies
deutet auf eine abnehmende Zellvitalitat hin, eventuell beeinflusst durch die

Nukleofektion. Letztlich ist die Nukleofektion aber die deutlich effizientere Methode.

Alternativ wurden auch andere, z. B. chemische Blockademdglichkeiten des AQP1-
Kanals in Erwdgung gezogen. Da AQP1 im Zusammenhang mit verschiedenen
Erkrankungen steht (1.3.3) und somit eine interessante pharmakologische
Interventionsmoglichkeit darstellt, sind hierzu einige Forschungsansétze bekannt. Bis
dato fehlt es jedoch an (eindeutig) spezifischen AQP1-Antagonisten, die fir den

experimentellen und praktischen erkrankungsbezogenen Einsatz geeignet sind (Xiang
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et al., 2004; Yang et al., 2006; Gao et al., 2006; Sggaard & Zeuthen, 2008; Seeliger et
al., 2013).

5.3.5 Analyse der Populationsvarianzen - Limitationen

Das Verstandnis physiologischer sowie pathophysiologischer Ablaufe und
Wechselbeziehungen im Gelenkknorpel beruht hauptséchlich auf tierexperimentellen
Untersuchungen. Forschungsmodelle humanen Ursprungs sind selten (Goldring &
Goldring, 2007). In dieser Arbeit wird humanes Knorpelgewebe verwendet. Dies
begrindet zugleich eine wichtige Limitation: die Generierung einer ausreichenden
Materialmenge eines bereits pathologisch verdnderten Gewebes. Fir den Knockdown
von AQP1 konnten 8 Spenderproben von Patienten mit diagnostizierter und
chirurgischerseits interventionsbedirftiger Osteoarthrose untersucht werden. Die
Spender waren zwischen 59 und 75 Jahren alt, vier ménnlichen Geschlechts, mit
unterschiedlichen Begleiterkrankungen und daraus resultierender Medikation. Mégliche
Einflussfaktoren, die zur vorliegenden Ergebniskonstellation gefiihrt haben kdnnten,

sollen im Folgenden diskutiert werden.

Grunderkrankung (primére Gonarthrose) sowie Entnahmezeitpunkt (intraoperativ, zum
Zwecke einer endoprothetischen Versorgung) der Gewebeproben stimmten Uberein.
Die Inspektion der explantierten und fir diese Studie verwendeten Knochen-
Knorpelplatten zeigten jedoch nicht nur unterschiedlich stark geschadigte Areale an
einem Explantat selbst, sondern auch einen unterschiedlich stark ausgepragten
Knorpelverlust zwischen den verschiedenen Explantaten bis hin zur Knochenglatze.
Die Diagnose ,primdre Gonarthrose“ war bei allen Gewebespendern medizinisch
gesichert und die Indikation zum kunstlichen Gelenkersatz arztlicherseits gestellt
worden. Die Diagnose- und Indikationsstellung zur operativen Versorgung stiitzt sich
unter anderem auf die Erhebung einer krankheitsspezifischen Schmerzsymptomatik,
von charakteristischen Funktionseinschrankungen und typischen radiologischen
Veranderungen, wobei Schmerzwahrnehmung und der radiologische Befund nicht
unbedingt miteinander korrelieren (Peat et al., 2006). Einer Studie zu Folge hatte nur
ca. die Halfte der untersuchten Probanden mit radiologisch manifester Osteoarthrose
auch Schmerzen im Kniegelenk und nur etwa zwei Drittel der Probanden mit
anhaltenden Knieschmerzen auch radiologisch nachweisbare Gelenkverdnderungen

(Hannan et al., 2000). Die Schmerzwahrnehmung ist grundsatzlich individuell und wird
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auch im Falle der Osteoarthrose von verschiedenen, z. B. psychosozialen, Faktoren
beeinflusst (Dieppe & Lohmander, 2005). Die Indikationsstellung zur
endoprothetischen Versorgung ist somit mafgeblich von subjektiven, individuellen
Faktoren beeinflusst. Dies wirde auch den beobachteten unterschiedlich stark
ausgepragten Knorpelabrieb an den fir diese Arbeit verwendeten OP-Préparaten
erklaren.  Aufgrund des ungleichen Knorpelabriebs wurden divergierende
Ausgangsmengen an Knorpelgewebe (2,3 g-4,59) je Explantat gewonnen, mit
Schwankungen beziglich der Zellanzahl (pro g Knorpel: 764.000-5.061.000;
insgesamt: 2.675.000-20.750.000) und der Zellvitalitat (92,3-98,6 %) der isolierbaren

und fir den Knockdown eingesetzten Chondrozyten.

Einfluss auf Anzahl und Vitalitédt der Chondrozyten hat auch das Alter der Spender. So
wurde bei den untersuchten Gewebeproben die Tendenz sichtbar, dass mit
zunehmendem Alter die Anzahl der isolierbaren Chondrozyten sowie deren Vitalitat
sank (z. B.: Patient 60 Jahre: 4,3 g Knorpel, 4.227.000 Mio. Zellen pro g Knorpel,
18.175.000 Zellen insgesamt, Vitalitdit 98 % vs. Patient 75 Jahre: 2,3 g Knorpel,
1.174.000 Zellen pro g Knorpel, 2.700.000 Zellen insgesamt, Vitalitdt 92,3 %). Die
Osteoarthrose ist eine altersassozierte Erkrankung (WHO, 2003). Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch unzureichend geklart. Vermutet werden
kumulative Einfliisse durch andauernde mechanische Knorpelbelastung, altersbedingte
Matrixveranderungen, eine zunehmende Apoptoserate aller Gelenkzellen,
mitochondriale Degeneration sowie die Einflussnahme durch Alterungsprozesse der
Chondrozyten (Aigner & Richter, 2012). Bekannt ist, dass die synthetische Aktivitat der
Chondrozyten mit zunehmendem Alter nachlasst. Dies kann unter anderem darauf
zurickgefihrt werden, dass die alternden/gealterten Chondrozyten weniger
Rezeptoren fur die Bindung von Wachstumsfaktoren exprimieren (Martin et al., 1997).
Microarray-Analysen konnten Unterschiede in der Genexpression von Mausen
verschiedenen Alters mit experimentell induzierter Osteoarthrose aufzeigen. Diese
Genanalyse hat auch eine unterschiedlich starke, altersabhangige Expression von
Genen (z. B. ADAMTS-5, MMP-13, Kollagen Typ IX und Periostin) herausgearbeitet,
deren Genprodukte im Zuge des AQP1-Knockdowns fir die Erstellung dieser

Dissertationsarbeit untersucht wurden (Loeser et al., 2012b).

Letztlich  verdeutlichen diese  Forschungsergebnisse, dass Chondrozyten
altersabhangig reagieren und mit zunehmenden Alter Fahigkeiten zur
Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase verlieren (Loeser, 2009; Aigner & Richter,
2012). Grundlage fur diese Dissertation war die Arbeit mit alternden/gealterten Zellen,

die aus pathologisch verdndertem Gewebe stammen, welches von Patienten
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entnommen wurde, deren Erkrankung sich nach medizinischen Gesichtspunkten im
Endstadium befand. Diese Zellen sind in ihren metabolischen Fahigkeiten zuséatzlich
eingeschrankt, was die ermittelten Werte in Folge des AQP1-Knockdowns beinflusst
haben konnte.

Die bisher erorterten sowie weitere Einflussfaktoren, wie das Geschlecht und die damit
verbundenen hormonellen Einflisse oder Fettstoffwechsel und Gewicht, die zur
Entwicklung einer Osteoarthrose beitragen, kdnnen in ihrer Bedeutung fir die Gewebe-
und Zellvitalitdt an dieser Stelle nicht abschlieRend bewertet werden. lhre Vielzahl,
Vielfaltigkeit sowie ihre moglichen Wechselspiele verdeutlichen die Komplexitat dieser
multifaktoriellen Erkrankung und die damit verbundenen Erschwernisse bzgl. der
notwendigen Forschungsarbeiten mit daraus resultierenden Behandlungsoptionen. Im
vorliegenden Fall kénnte die Erhohung der Probenanzahl und die daraufhin mdgliche
Aufnahme von weiteren Auswabhlkriterien zum Ausschlul3 oder zur Gruppenbildung
(z. B. mit Unterteilung nach Alter und Geschlecht) zur Schaffung eines ausreichend
groRen, homogenen Genpools beitragen, um valide Messergebnisse zu erzielen. Auch
eine differenziertere histologische Betrachtung und Einstufung der Gewebepréparate
beispielsweise mit Hilfe des Mankin-Scores, wirde voraussichtlich Einfluss auf die
Ergebniskonstellation nehmen (Aigner & Sdder, 2008). Darliberhinaus wére es wichtig,
nicht nur die unterschiedlich geschadigten Knorpelareale in einem Gelenk zu
betrachten, sondern eine altersentsprechende Kontrollgruppe von Menschen ohne
Osteoarthroseanzeichen (klinisch, makroskopisch sowie mikroskopisch) gegeniiber zu
stellen (Aigner et al., 2006; Karlsson et al.,, 2010). Diese MalRnahmen erfordern die
Generierung einer ausreichend grof3en Materialmenge humanen Ursprungs sowie

einen entsprechenden materiellen, wie personellen Aufwand.

5.4  Uberexpression

Die Uberexpression von Membranproteinen stellt eine groRe Herausforderung fiir die
Forschung dar. 20-30 % aller Gene in Pro- und Eukaryonten codieren fir
Membranproteine, die wiederum eine Vielzahl von Funktionen austben. lhre
Bedeutung wird durch die Tatsache unterstrichen, dass ca. 50 % aller Medikamente
auf die Beeinflussung ihrer Funktionen ausgerichtet sind. Die Uberexpression von

Membranproteinen zur Durchfiihrung funktioneller und struktureller Studien gestaltet
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sich allerdings oftmals schwierig. Die Grinde hierflr sind nicht immer eindeutig zu
eruieren, aber sicherlich auch auf die Komplexitat der Proteinbiosynthese
zurickzufiihren. Zu Problemen kann es beispielsweise bei der Verteilung des
synthetisierten Proteins auf das Zielkompartiment (Proteinadressierung), bei dessen
Einbau in die Plasmamembran oder dessen korrekter Faltung kommen (Drew et al.,
2003; Wagner et al., 2006; Nyblom et al., 2007).

5.4.1 Amplifizierung und Ligation

Vorrausetzung fur eine gelungene Uberexpression ist zunachst die Generierung des zu
klonierenden DNA-Fragmentes. Hierzu erfolgte die Isolierung von RNA aus den
kultivierten Chondrozyten und deren Umschreiben in cDNA mittels reverser
Transkription. Die gewonnene cDNA diente als Template fiir die Amplifizierung des
AQP1-Fragmentes in der PCR. Bevor mit der Amplifizierung begonnen werden konnte
wurden Primer designt, die das AQP1-Fragment mit den entsprechenden Schnittstellen
am 5°- und 3'-Ende fiir die Ligation mit dem gewlinschten Vektor (pQE-Trisystem)
versehen sollten. Angestrebt wurde die Ligation mit kohédsiven Enden (sticky ends,
3.4.6 u. 3.4.7), als sehr effektives Verfahren (Hirsch-Kauffmann, 1987). Das AQP1-
Fragment konnte in der PCR amplifiziert werden. Wie bereits im Ergebnisteil dargestellt
gelang die Ligation mit dem Vektor, der nachweislich tiber die passenden Schnittstellen
verfigte und dessen Autoligation durch die Zugabe von alkaliner Phosphatase
vorgebeugt wurde, nicht. Nach erneutem Primerdesign zur Uberprifung der
Fragmentschnittstellen, war im Sequenzierungsergebnis ersichtlich, dass das
amplifizierte AQP1-Fragment nicht Gber die erwarteten Schnittstellen verfugte. Warum
in der PCR die gewiinschten Uberhange nicht erzeugt werden konnten ist unklar. Fir
das Primer-Design wurden alle grundlegenden Uberlegungen, wie beispielsweise eine
angemessene Schmelztemperatur und Anpassung der Annealing-Temperatur in der
PCR oder aber auch zur Vermeidung einer moglichen Primer-Dimerisierung oder
Sekundarstrukturbildung (Hairpins), einbezogen und mittels entsprechender Software
erstellt und Gberpruft (2.11). Beeintrachtigungen des Amplifizierungsvorganges durch

die verwendeten Materialien und Geréate konnten ebenfalls nicht determiniert werden.

Nachdem die Ligation durch die fehlenden Uberhdnge am AQP1-Fragment (koh&sive
Enden) nicht moglich war, wurde die im Vergleich etwas weniger -effektive

Ligationsvariante mit glatten Enden (blunt ends) versucht (Hirsch-Kauffmann, 1987).
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Die Ligation des Fragmentes mit glatten Enden war weder mit dem bis dato
verwendeten Vektor (pQE-Trisystem), noch mit einem Klonierungsprozesse
vereinfachenden Zwischenvektor (pBlueScript KS 1l (+)) erfolgreich. Erst mit Hilfe eines
weiteren Verfahrens (TA-Klonierung, 3.4.7) und eines weiteren hierzu geeigneten
Vektors (pGEM®-T Easy) gelang die Ligation. Zuvor waren mégliche negative
Einflussnahmen auf die Ligation durch verwendete Materialien (Ligase, Puffer etc.),
Konzentrationen und angewendete Verfahren immer wieder ausgeschlossen worden.
Stérungen durch die einzufigende DNA sind ebenfalls méglich. Beispielsweise lassen
sich groBe DNA-Fragmente (> 3000-5000 bp) schlechter in Vektoren ligieren als
kleinere Fragmente (Milhardt, 2009). Aber auch diese Mdglichkeit ist in Bezug auf das
AQP1-Fragment mit einer urspringlichen Grof3e von 810 bp und einer geringen
GroRRenzunahme durch das Anfligen von Basenuberhangen fur die Durchfiihrung der

jeweiligen Ligationsvariante als eher unwahrscheinlich anzusehen.

5.4.2 Transformation

Das erhaltene Ligationsprodukt (Plasmid) sollte zur Vervielfaltigung in chemisch-
kompetente E. coli DH5a-Bakterien transformiert werden. Diese E. coli-Bakterien
werden zur Klonierung wegen ihrer hohen biologischen Aktivitat und anspruchslosen
Haltung eingesetzt. Darliberhinaus ermdglichte der hier verwendete Bakterienstamm
die Durchfihrung des Blau-Weiss-Screenings (3.3.3). Die chemische Kompetenz der
Bakterien als Voraussetzung fur die Transformation war bei den kéauflich erworbenen
Bakterien bereits durch den Hersteller induziert worden. Bei den aus einer Schenkung
erhaltenen E. coli DH5a-Bakterien wurde die chemische Kompetenz (basierend auf der
Verwendung von Calciumchlorid) im eigenen Labor erzeugt (3.3.2). Zur Anwendung
gebracht, unterschieden sich die Bakterien verschiedenen Ursprungs bezuglich ihrer
Kompetenz, Aktivitat und Vitalitat nicht. Die Transformation erfolgte nach einem
standardisierten Protokoll. Dieses schlief3t auch den Hitzeschock der Bakterien ein, der
die Aufnahme des Ligationsproduktes erleichtern soll (Froger & Hall, 2007). Wie im
Ergebnisteil dargestellt, enthielt nach der Transformation nur einer von 30
abgetragenen und bereits mittels Blau-Weiss-Screening selektierten Klone die
gewiinschte Plasmid-DNA. Diese Plasmid-DNA wurde zur Vervielfaltigung erneut in E.
coli-Bakterien vom Stamm DH5a transformiert. Im Folgenden konnten nur zwei
entsprechende Klone gewonnen werden, von denen anschlieRend Dauerkulturen

angelegt wurden. Die Transformationseffizienz war unter Verwendung einer
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herkdbmmlichen, bekannten Methode und eines zuvor vielfach eingesetzten und
standardisierten Protokolls sehr gering. Es ist trotzdem nicht auszuschlie3en, dass die
Transformationsmethode im vorliegenden Fall besonders wachstumseinschrankend fur
die verwendeten E. coli-Bakterien war. Eventuell Gbt aber auch die Kombination aus
eingesetzter Transformationsmetode und der einzuschleusenden Plasmid-DNA einen
entsprechend negativen Einfluss auf die Vitalitdt der Bakterien aus. Mdglicherweise
wird die eingebrachte DNA als fremd erkannt und verstarkt den Stress fur die
Bakterien. Die Aktivierung von proteolytischen Systemen kdnnte die Folge sein, wie sie
bei E. coli-Bakterien beobachtet werden konnte, in deren Zellmembran selbst die

Uberexpression von Membranproteinen induziert werden sollte.

Urséachlich fur den erschwerten Klonierungsverlauf kénnte auch ein unzureichender
Verschluss des eingeschleusten Vektors sein. E. coli-Bakterien regulieren ihren
Wasserhaushalt ebenfalls mit Hilfe von Aquaporinen. Das bakterielle AQPZ wird
hierbei als Gegenstiick des humanen AQP1 angesehen und beschrieben. Die beiden
Wasserkandle weisen eine weitreichende strukturelle und auch gewisse funktionelle
Ahnlichkeit auf (Borgnia et al., 1999; Calamita, 2000). Es ware also vorstellbar, dass es
aufgrund einer ,Vektorllcke® zu einer, die Zellvitalitét stérenden, Expression von AQP1

in den hier verwendeten E. coli-Bakterien gekommen ist.

Insgesamt konnte aber ein Klonierungsmodell fir AQP1 als Basis fir dessen spatere
Uberexpression in humanen Chondrozyten generiert werden. Aufbauend auf diesem
Resultat wurden die weiteren Arbeiten zur Realisierung der Uberexpression von Frau
Diplombiologin Lucija Berninger Ubernommen. Die Ergebnisdarstellung wird im

Rahmen ihrer Dissertationsarbeit erfolgen.

5.5 Schlussfolgerungen

Die experimentelle Arbeit mit humanen Chondrozyten und besonders mit
Chondrozyten aus arthrotisch ver&ndertem Gewebe ist schwierig und unterliegt, wie
auch im vorliegenden Fall, verschiednen Limitationen (Aigner & Richter, 2012).
Weitergehende Untersuchungen sind jedoch fur die Erkrankten selbst und aufgrund
der gesamtgesellschaftlichen, krankheitsbedingten Auswirkungen notwendig. Diese

Arbeit leistet somit einen Beitrag zur Vereinfachung und Verbesserung der
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experimentellen Methodik und lasst in Bezug auf die zu erwartenden Ergebnisse der
Uberexpression noch Spielraum fur die tatsachliche Rolle von AQP1 in der
Pathogenese der Osteoarthrose. Die Osteoarthrose ist, allein aufgrund ihrer
multifaktoriellen Genese, eine sehr komplexe Erkrankung. Die kausale Behandlung ist
entscheidend. Dies setzt Forschungen zum verbesserten Verstindnis der
Pathogenese voraus. Da es keine einfachen Losungs- bzw. Behandlungsansatze gibt,
kommt der Pravention und auch der Einbeziehung konservativer MalRhahmen
(Bewegungsschulung, Physiotherapie, Gewichtsreduktion, etc.) besondere Bedeutung
zu. Dies vor allem, da diese Mal3hahmen in ihrem Potential bis dato nur unzureichend
genutzt werden (Hunter & Felson, 2006; Hunter, 2011).
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6 Zusammenfassung

Die Osteoarthrose ist die Gelenkerkrankung mit der weltweit héchsten Pravalenz. Das
Krankheitsbild weist eine multifaktorielle Genese auf und tritt in verstarktem Malf3e mit
zunehmendem Lebensalter auf. Die therapeutischen MalRnahmen beschrédnken sich
Uberwiegend auf den Einsatz antiphlogistisch und analgetisch wirksamer Medikamente
sowie chirurgischer Interventionsmoglichkeiten bis hin zum endoprothetischen
Gelenkersatz. Aufgrund der demographischen Entwicklung bedarf es weiterer, den
Erkrankungsverlauf positiv. modulierender Therapieansatze, um die zunehmenden
soziobkonomischen Herausforderungen zu bewaéltigen. Dies setzt ein verbessertes

Verstandnis der Pathogenese der Erkrankung Osteoarthrose voraus.

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Wasserkanals AQP1 im humanen arthrotisch
veranderten Knorpelgewebe auf zellularer und molekularbiologischer Ebene zu
untersuchen. Zur Durchfihrung der Untersuchungen wurden Chondrozyten aus
Spenderpraparaten von Patienten mit Osteoarthrose des Kniegelenkes isoliert. Im
Folgenden wurden die Chondrozyten mittels RNA-Interferenz-Technologie (RNAI)
nukleofiziert, um das fir AQP1 codierende Gen herunter zu regulieren (Knockdown).
Der erfolgreiche Knockdown konnte auf RNA-Ebene durch den Einsatz der gRT-PCR
und auf Proteinebene in der Immunzytologie verifiziert werden. AnschlieBend wurden
die Auswirkungen des Knockdowns auf bekannte Indikatoren des anabolen (Kollagen
Typ I, Il und IX) sowie katabolen (MMP-9, MMP-13, ADAMTS-4, und ADAMTS-5)
chondrozytaren Stoffwechsels und auf weitere Parameter (Lin-2, Periostin, SOX9) mit
Hilfe der gRT-PCR untersucht. Die Ergebnisse zeigten keine statistische Signifikanz.
Unter anderem waren die Populationsvarianzen zu stark ausgepragt. Die
Untersuchung eines homogeneren Genpools und von Vergleichspraparaten
knorpelgesunder Gewebespender, unter Berlcksichtigung weiterer zellspezifischer
Parameter konnte eindeutigere Ergebnisse erméglichen. Die Realisierung unterliegt

jedoch einigen Limitationen (Materialmenge, personeller sowie materieller Aufwand).

Parallel zu den Untersuchungen zum Knockdown von AQP1 wurde mit den Arbeiten
zur Etablierung eines Uberexpressionsmodells des Gens in den verwendeten humanen
Chondrozyten begonnen. Nach der RNA-Isolierung aus den Chondrozyten und
Gewinnung von cDNA mittels reverser Transkription, konnte das AQP1-Fragment in

der PCR erfolgreich amplifiziert werden. AnschlieBend gelang es, nach Testung
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verschiedener Ligationsvarianten und Vektoren, mit der TA-Klonierung das AQP1-
Fragment in den Vektor pGEM®-T Easy einzufiigen und in E. coli-Bakterien zu
transformieren. Somit wurde im Rahmen dieser Arbeit der Grundstein fir
weiterfilhrende Untersuchungen mit dem Ziel der Uberexpression von AQP1 in
humanen Chondrozyten und der Beobachtung seiner Auswirkungen gelegt.
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Summary

Osteoarthritis (OA) is the most prevalent joint disease worldwide. The pathogenesis of
OA is multifactorial and strongly associated with increasing age. The treatment options
are still limited to the pharmacological management of pain and inflammation and to
surgical interventions including joint replacement surgery, respectively. There is a need
for disease-modifying drugs to manage the increasing societal impact of OA
considering the demographic transition. The keypoint is a better understanding of OA
pathogenesis.

The aim of this work was to evaluate the role of the water transporting channel
Aquaporin 1 (AQP1) in the pathogenesis of human OA. Experimental studies were
performed applying molecular biological methods. Chondrocytes isolated from cartilage
tissues of patients suffering from OA of the knee were nucleofected for silencing the
gene expression of AQP1 (knockdown) by means of RNA interference technology
(RNAI). After verification of a successful knockdown by real-time quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) at the RNA-level and by immunocytochemistry at
the protein-level the implications for anabolic (Collagen Type I, Il and 1X) and catabolic
(MMP-9, MMP-13, ADAMTS-4, und ADAMTS-5) parameters of cellular metabolism as
well as for related molecules (Lin-2, Periostin, SOX9) were analyzed by using gPCR.
Unfortunately, statistical analysis detected no significant changes with respect to all
expression levels. This result could be predominantly due to the marked variance of the
study population. Creating a more homogeneous gene pool of patients with OA
matched with tissues of healthy donors and observing a broader spectrum of biological
parameters might be necessary to obtain a more specific OA pattern. The
implemention, however, is limited by several factors e.g. the shortage of human

cartilage tissue, manpower and material costs.

Simultaneously to the AQP1 knockdown analysis and to persue an alternative strategy,
experiments have been conducted to establish an AQP1 overexpression model in
human chondrocytes. After isolating RNA of the chondrocytes and assembling cDNA
by reverse transcription, it was possible to amplify the AQP1 DNA-fragment using
polymerase chain reaction (PCR). In a next step, different ligation methods and vectors
have been tested. Applying TA-cloning and using the pGEM®-T Easy Vector the
transformation of the AQP1 fragment into E. coli bacteria was successful. Thus, the

basis for further investigations regarding AQP1 overexpression was created.
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7 Abkirzungsverzeichnis

ADAMTS
AEC
AMV
APS
AQP
BMP
Bp
BSA
CAPS
CASK
CFl
Coll
COMP
COX
ct

DAF
dH,0O
ddH,O
DMEM
DNER
cDNA
E. coli
EGF
EZM
FCS
FGF

for

a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs
3-amino-9-ethylcarbazole

avian myeloblastosis virus
Amoniumperoxodisulfat

Aquaporin

bone morphogenetic protein

Basenpaare

bovines Serum Albumin
N-cyclohexyl-3-aminopropan-sulfonséure
calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase
complement factor |

Kollagen Typ

cartilage oligomeric protein
Cyclooxygenase

cycle treshold

decay accelerating factor, CD55
destilliertes Wasser

doppelt destilliertes Wasser

Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
delta/notch like EGF-related receptor
complementary DNA

Escherichia coli

epidermal groth factor

extrazellulare Matrix

fetales Kélberserum

fibroblast growth factor

forward

1.: Zentrifugenbeschleunigung; 2.: Gewichtseinheit: Gramm
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GAG

HBSS
HE
HS

IGF
IGFBP
IHC

IL-1Ra
IPTG
kDa
LB

mA
mM
mm
min.
MMP
Mg

pl

ng
nm
nmol
NPA
n.s.
OA
oD
PBS

Abklrzungsverzeichnis

Glykosaminoglykan

Stunde

Hank's Balanced Salt Solution
Hamatoxylin-Eosin
Hyaluronsaure

Immunglobulin

insulin-like growth factor
insulin-like growth factor binding protein
Immunhistochemie

Interleukin

Interleukin-1 Rezeptorantagonist
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kilodalton

Luria broth

molar; Molekilgewicht
Miliampere

Milimolar

Milimeter

Minute

Matrix-Metalloproteinase
Mikrogramm

Mikroliter

GroRRe der Grundgesamtheit
Nanogramm

Nanometer

Nanomol
asparagine-proline-alanine

nicht signifikant

Osteoarthritis

optische Dichte

phosphate buffered saline
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PCR
PDZ-Domane
PGOA
PVDF
gRT-PCR
RA

rev

RF
MRNA
SiRNA
rpm

ROS

RT

SDS
SOX
TAE
TBST
TEMED
TGF
TIMP
TMA
TNF

Tris

VEGF
Vergr.
WB

WISP
X-Gal

Abklrzungsverzeichnis

Polymerasekettenreaktion
Proteininteraktionsdoméane

primar generalisierte Osteoarthrose
Polyvinylidenfluorid

guantitative Real-time PCR
rheumatoide Arthritis

reward

Regulationsfaktor

messenger RNA

small interfering RNA

rotations per minute, Umdrehungen pro Minute
reactive oxygen species

Reverse Transkriptase

Sekunde

SodiumDodecyl Sulfate/Natriumlaurylsulfat
sex determining region Y (SRY)- box
Tris-Acetat-EDTA

Tris buffered saline with tween
Tetramethylethylendiamin
transforming growth factor

tissue inhibitors of metalloproteinase
tissue microarray analysis
Tumornekrosefaktor
Tris(hydroxymethyl-aminomethan)
Unit

Volt

vascular endothelial growth factor
Vergrof3erung

Western Blot

Whnt-induced signaling protein

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-galactopyranosid
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