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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Die Osteoarthrose (OA; Synonyme sind u.a. Arthrose, Arthrosis deformans, engl.
Osteoarthritis) ist eine fortschreitende degenerative Erkrankung des Gelenks, welche als
Hauptursache fiir Schmerzen und Funktionsstérungen im Alter gilt. Neben der degenerativen
Zerstérung des Gelenkknorpels sind auch angrenzende Areale, wie der subchondrale
Knochen, die Menisci, der Bandapparat, das Synovium, die Gelenkkapsel und die
periartikularen Muskeln betroffen (Loeser et al., 2012). Im Gegensatz zur rheumatoiden
Arthritis ist die Osteoarthrose eine primar nicht-entziindliche Erkrankung die hauptsachlich
an der Wirbelsaule und an den peripheren Gelenken, vor allem den Hand-, Huft- und
Kniegelenken auftritt (S R Goldring and M B Goldring, 2006).

1.1 Das Gelenk

Das Gelenk ist eine Verbindung zwischen Knochen oder Knorpelelementen des Skeletts und
ermdglicht die Bewegung sowie Stabilitdt des menschlichen Kérpers. Gelenke missen
starken DruckstéRen und Zugkraften standhalten und (bertragen diese auf andere
Skelettelemente. Man unterteilt die weit Uber 100 Gelenke im menschlichen Kérper in echte
und unechte Gelenke. Unechte Gelenke (Synarthrosen) sind knorpelige oder bindegewebige
Knochenverbindungen, die keinen Gelenkspalt besitzen und somit eine eingeschrankte
Beweglichkeit aufweisen. Zu ihnen zahlen unter anderem das Sternum und die
Bandscheiben. Im Gegensatz dazu besitzen echte Gelenke (Diarthrosen) einen Gelenkspalt,
welcher die mit Knorpel Uberzogenen Gelenkflachen trennt und somit einen grofReren
Bewegungsradius ermdglicht. Zu den echten Gelenken zahlen unter anderem Kniegelenk,

Huftgelenk, oberes Sprunggelenk sowie die Fingergelenke (Zervos-Kopp, 2013).

1.1.1 Aufbau der Diarthrosen

Ein wichtiges Merkmal der Diarthrosen ist der Gelenkspalt. Der Gelenkspalt trennt die
Gelenkflachen und ist ein Teil der Gelenkhdhle, welche durch eine aus dem Periost
hervorgehende Gelenkkapsel umschlossen wird. Die Gelenkkapsel besteht aus einer
aulBeren Bindegewebsschicht (Membrana fibrosa) und einer innen liegenden, stark
durchbluteten und innervierten Gelenkinnenhaut (Membrana synovialis). Eine wichtige
Funktion der Gelenkinnenhaut ist die Produktion der viskosen und klaren Gelenkflissigkeit
(Synovialflissigkeit), welche unter Druckbelastung zwischen den, mit hyalinem Knorpel
Uberzogenen, Knochenenden einen Gleitfilm bildet und somit flr eine nahezu reibungslose

Bewegung des Gelenks sorgt. Zusatzlich versorgt die Synovialfliissigkeit den Knorpel und

1



EINLEITUNG

die Knorpelzellen mit wichtigen Nahrstoffen, da das Knorpelgewebe selbst keine BlutgefalRe
enthalt. Das Kniegelenk (Abb. 1) st die gelenkige Verbindung zwischen
Oberschenkelknochen (Femur), Schienbein (Tibia) und Kniescheibe (Patella). Die mit
Knorpel bedeckten Gelenkflachen des Knies werden als Kondylen bezeichnet. Neben den
zuvor erwahnten Bestandteilen der Diarthrosen besitzt das Kniegelenk zusatzlich zwei
Menisken, welche fir eine Kontaktflachenvergrolerung sowie den Ausgleich von
Inkongruenzen zwischen den Kondylen sorgen. Die Menisken sind mit der Gelenkkapsel
sowie mit den Seitenbdndern verwachsen. Die Bander (Ligamente) sind faserige
Bindegewebsstrange, welche das Gelenk umgeben und flr dessen Stabilitat sorgen (Zervos-
Kopp, 2013).

Gelenkinnenhaut ___
Gelenkflissigkeit —~
Gelenkhohle ~
Gelenkspalt

Knorpelschicht

Gelenkkapsel

Abb. 1: Anatomischer Aufbau eines gesunden humanen Kniegelenks. Bildquelle: Robert-Koch-Institut
(2013).

1.1.2 Knorpelzusammensetzung

Beim Knorpelgewebe handelt es sich um eine Form des Bindegewebes, welches aus
spezialisierten Zellen (Chondrozyten) und der extrazellularen Matrix (EZM) besteht. Der
humane Knorpel wird in drei Formen unterteilt, welche sich anhand der
Faserzusammensetzung und der Anzahl an vorhandenen Chondrozyten unterscheiden
lassen. Der hyaline Knorpel ist neben dem elastischen- und dem Faser-Knorpel die haufigste
Form des Knorpels im menschlichen Kérper. Er bildet den Gelenkknorpel und ummantelt
somit auch die Kondylen des Kniegelenks. Die Eigenschaften des nur wenige Millimeter
dicken hyalinen Knorpels sind einzigartig, da er Festigkeit und Elastizitat so kombiniert, dass
eine nahezu reibungsfreie Bewegung gewahrleistet ist und er gleichzeitig enormen

Druckkraften standhalten kann (Pearle et al., 2005). Verantwortlich hierflir ist die
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Beschaffenheit der EZM welche zu 70-80% aus Wasser, 3% Zellen und 27%
Strukturproteinen besteht. Die Strukturproteine setzen sich wiederum zu 15% aus
Kollagenen, 9% aus Proteoglykanen und 3% aus nicht-kollagenen Proteinen zusammen
(Aigner und STOVE, 2003). Knorpelgewebe besitzt keine Nervenendigungen, Blut- oder
Lymphgefalle und ist somit abhangig von der Nahrstoffzufuhr aus der Synovialflissigkeit
(Sophia Fox et al., 2009).

1.1.2.1 Chondrozyten

Das Knorpelgewebe enthalt nur einen einzigen Zelltyp, die Chondrozyten. Wie alle Zellen
des Bindegewebes stammen die Chondrozyten vom embryonalen Mesenchym ab (Archer
und Francis-West, 2003). Die runden bzw. polygonalen Zellen machen etwa 3% des
Knorpelvolumens aus und unterscheiden sich je nach Knorpelzone in GréRe, Form und
metabolischer Aktivitat. lhre Aufgabe besteht darin, das metabole Gleichgewicht des
Matrixumbaus aufrecht zu erhalten, indem sie Kollagene, lange Proteoglykane sowie nicht-
kollagene Proteine und matrixabbauende Enzyme synthetisieren. Die Zelle an sich ist
metabolisch sehr aktiv, was man an der groRen Menge an synthetisierenden Organellen
erkennen kann. Da die Chondrozyten jedoch einen geringen Anteil am Gesamtvolumen des
Knorpels ausmachen, ist die metabole Aktivitat des Knorpelgewebes eher gering (Buckwalter
und Mankin, 1998). Aufgrund der fehlenden Nervenzellenden, Blut- und Lymphgefalle wird
das Knorpelgewebe als bradytroph charakterisiert, wodurch die Stoffwechselprozesse
anaerob ablaufen. Bei der Signaltransduktion spielen vor allem Zytokine und
Wachstumsfaktoren, welche Uber die Synovialflissigkeit zu den Zellen gelangen, eine
Ubergeordnete Rolle (Sophia Fox et al., 2009). Zusatzlich verfigen manche Chondrozyten
Uber eine zytoplasmatische Verlangerung, ein sogenanntes Zilium, welches sich in die EZM
streckt und der Zelle ermdglicht, auf auflere mechanische Einflisse zu reagieren (Farnum
und Wilsman, 2011). Die Chondrozyten liegen in der Regel vereinzelt in der EZM vor,
kdnnen aber auch zu Paaren oder Zellsdulen zusammengelagert sein. Hierbei kommt es
jedoch nicht zu interzellularen Kontakten, da jeder Chondrozyt von einer eigenen Matrix
(perizellulare  Mikroumgebung) umgeben wird. Diese funktionelle Einheit des

Knorpelgewebes wird als Chondron bezeichnet (Poole, 1997).

1.1.2.2 Extrazellulére Matrix

Die strukturgebenden Proteine der EZM bestehen aus Kollagenen, Proteoglykanen, nicht-

kollagenen Proteinen und Glykoproteinen. Hierbei machen die Kollagene 60% der
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Trockenmasse aus und sind, bis auf eine erhdhte Konzentration in der Oberflachenzone,
homogen im Knorpelgewebe verteilt. Die Kollagene bestehen aus je drei helikalen
Proteinketten, welche Uber Wasserstoffbriicken umeinander gewunden sind. Sie verleihen
dem Knorpel seine Form und Zugfestigkeit. Der Gelenkknorpel besteht aus den Kollagen
Typen II, VI, IX, X und Xl wobei Kollagen Typ Il 90-95% der gesamten Kollagenmenge
ausmacht und mit den Kollagenen Typ IX und Xl flr die Quervernetzungen der EZM
verantwortlich ist. Kollagen Typ VI umgibt primar die Chondrozyten und sorgt daflr, dass
diese mit der EZM verbunden werden. Kollagen Typ X wird nur in der kalzifizierten Zone des
Gelenkknorpels und in hypertrophen Chondrozyten der Wachstumszone synthetisiert,
weshalb es vermutlich eine Rolle bei der Mineralisierung des Knorpels spielt (Martinek,
2003). Die Proteoglykane machen 25%-35% der Trockenmasse aus und sind die groften
Makromolekiile der EZM. Sie flllen den Raum zwischen den Kollagenfasern aus und sind in
der Lage, groRe Mengen an Wasser zu binden (Nixon et al., 1993). Proteoglykane bestehen
aus einem Kernprotein und einem oder mehreren Glykosaminoglykan-Seitenketten (GAG).
Die GAGs sind lange unverzweigte Polysaccharide, welche aus sich wiederholenden
Disacchariden bestehen. Bei den Disaccharid-Einheiten handelt es sich um einen
Aminozucker, welcher Uber eine 1,3-glykosidische Bindung an eine Uronsaure geknlpft ist.
Die Carboxyl- bzw. Sulfatgruppen der Zucker sorgen fir die starke negative Ladung der
GAGs und somit fur die Hydrophilie der Proteoglykane (Buckwalter und Mankin, 1998). Die
Proteoglykane werden in zwei Hauptgruppen unterteilt. Eine Gruppe bilden die Aggrekane.
Bei den Aggrekanen ist das Kernprotein der Proteoglykan-Monomere Uber ein
Verbindungsprotein (Link Protein) an einen langen Hyaluronsaure-Faden gebunden,
wodurch unterschiedlich grol3e Proteoglykan-Aggregate entstehen. Je nach Anzahl der
Proteoglykan-Monomere kénnen Aggrekane zwischen einigen hundert und 10.000 nm lang
sein (Martinek, 2003). Die zweite Gruppe umfasst die kleinen, nicht-aggregierten
Proteoglykane wie Decorin, Biglycan und Fibromodulin. Decorin und Fibromodulin binden an
Kollagen Typ Il und stabilisieren somit das Kollagennetzwerk, wahrend Biglycan in der
perizellularen Matrix an Kollagen Typ VI gebunden ist (Roughley und E R Lee, 1994).
Hyaliner Knorpel enthalt auch membrangebundene Proteoglykane wie beispielsweise das
Syndecan, welches FGF (Fibroblast growth factor) sowie TGF (Transforming growth factor)
bindet und somit die Aktivitat dieser Zytokine reguliert. Syndecan bindet auch das nicht-
kollagene Protein Fibronektin, welches ebenfalls fir den Zell-Matrix Kontakt zustandig ist (C
B Knudson und W Knudson, 2001). Die nicht-kollagenen Proteine und Glykoproteine
machen 15%-20% der Knorpel-Trockenmasse aus. lhre Funktion liegt darin die Matrix zu
organisieren, stabilisieren und die Chondrozyten mit der EZM zu verbinden. Zusatzlich
binden sie, so wie die Proteoglykane, Wasser. Zu den nicht-kollagenen Proteinen zahlen das

Link protein, das kollagen-bindende Protein Anchorin sowie das Kollagen Typ Il bindende
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Cartilage oligomeric protein (COMP), welches als Marker flr die OA diskutiert wird, da die
Konzentration von COMP in der Synovialflissigkeit und im Serum von OA Patienten erhéht
ist (Kuettner, 1992; Martinek, 2003).

1.1.3 Knorpelstruktur

Obwohl die Funktion und die Strukturelemente in jedem Gelenkknorpel gleich sind variieren
die Gewebedicke, die Zelldichte sowie die Beschaffenheit der EZM innerhalb eines Gelenkes
enorm. Die Morphologie der Chondrozyten, deren Funktion und somit auch die
Beschaffenheit der EZM verandern sich abhangig vom Abstand zur Knorpeloberflache und
zu den Chondrozyten selbst (Buckwalter und Mankin, 1998). Die Einteilung des hyalinen
Knorpels erfolgt in vier Zonen welche nicht klar abgegrenzt sind, sondern ineinander
Ubergehen (Abb. 2): 1) Obere Zone (Superficial tangential zone), 2) Mittlere Zone (Middle
zone), 3) Tiefe Zone (Deep zone) und 4) Kalzifizierte Zone (Calcified zone). Die Obere Zone
besteht aus zwei Schichten und ist die dinnste Zone des Knorpels. Bei der ersten Schicht,
der lamina splendens, handelt es sich um einen Bereich unmittelbar unter der
Knorpeloberflache, welcher 1% der Knorpeldicke ausmacht. Diese Schicht besteht
Uberwiegend aus feinen Kollagenfibrillen und enthalt keine Chondrozyten und nur wenige
Polysaccharide. Direkt unterhalb der lamina splendens befindet sich eine Schicht bestehend
aus abgeflachten ovalen Chondrozyten deren Zellachse parallel zur Oberflache verlauft.
Diese Schicht (auch Tangentialzone genannt) ist reich an parallel zur Oberflache
angeordneten Kollagenfasern und der Anteil an Proteoglykanen ist im Vergleich zu den
anderen Zonen relativ gering. Aulerdem besitzt sie die hochste Konzentration an
Wassermolekllen und an dem Adhasionsprotein Fibronektin (Buckwalter und Mankin, 1998;
Sdder und Aigner, 2011). Die Obere Zone macht etwa 10%-20% der Knorpeldicke aus. Die
parallele Anordnung der Kollagenfasern erhéht die Zugfestigkeit und die Widerstandskraft
gegeniber Scherkraften. In Experimenten bei denen die Obere Zone entfernt wurde, erhdhte
sich die Druckbelastung auf die Tieferen Zonen der EZM. Da die Zerstérung der
Oberflachenzone eines der ersten detektierbaren Anzeichen der OA ist, liegt die Vermutung
nahe, dass Veranderungen in dieser Schicht wahrend der OA einen enormen Einfluss auf
das mechanische Verhalten des Knorpels haben. Zusatzlich geht man davon aus, dass sie
als Barriere zwischen Synovialflissigkeit und Knorpelgewebe dient und somit beispielsweise
das Eindringen von Molekllen des Immunsystems verhindert (Guilak et al., 1994). Die
Mittlere Zone, auch Transitionalzone genannt, macht etwa 40%-60% der Knorpeldicke aus
und besteht aus vereinzelten und rundlichen Chondrozyten. Diese weisen eine erhdhte
Konzentration von synthetisierenden Organellen, wie beispielsweise Mitochondrien,

Endoplasmatisches Retikulum und Golgi Apparat auf, was flr eine starkere
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Stoffwechselaktivitat spricht. Der Anteil an Kollagenfasern und Wasser ist im Vergleich zu
der Oberen Zone reduziert, aber im Gegensatz dazu haben die schrag zur Oberflache
verlaufenden Fasern einen gréReren Durchmesser. Die Proteoglykankonzentration ist in
dieser Schicht erhéht (Buckwalter und Mankin, 1998; Martinek, 2003). In der Tiefen Zone
besitzen die Chondrozyten ebenfalls eine runde Form, bilden jedoch im Vergleich zur
Mittleren Zone kurze und unregelmalige Reihen. Diese Zone macht zwischen 30%-40% der
Knorpeldicke aus und wird auch als Radialzone bezeichnet. Diese Schicht enthalt den
grofRten Proteoglykananteil und die Kollagenfasern mit dem gréRten Durchmesser. Im
Vergleich zu den anderen Zonen ist die Wasserkonzentration am geringsten. Die
Kollagenfasern sind senkrecht zur Oberflache aufgestellt und reichen bis tief in die Tidemark,
eine basophile kalziumreiche Linie, welche als Trennlinie zwischen tiefer Knorpelzone und
kalzifiziertem Knorpel gilt (Buckwalter et al., 1994; Buckwalter und Mankin, 1998; Martinek,

2003). Die Kalzifizierte Zone liegt zwischen der Tidemark und dem subchondralen Knochen.

Die Chondrozyten aus dieser Zone haben ein geringeres Volumen und besitzen eine geringe
Anzahl an synthetisierenden Organellen. Zusatzlich werden die Chondrozyten teilweise
komplett von kalzifiziertem Knorpel umgeben und somit von der Umgebung abgeschirmt,

was flr eine reduzierte metabolische Aktivitat spricht (Buckwalter und Mankin, 1998).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des hyalinen Knorpels. A) Chondrozytenorganisation in den
Knorpelzonen. Abgeflachte ovale Chondrozyten in der Oberen Zone (Supefficial tangential zone;
STZ), vereinzelte runde Chondrozyten in der Mittleren Zone, runde und zu Saulen angeordnete
Chondrozyten in der Tiefen Zone und kleine vereinzelte Chondrozyten in der Kalzifizierten Zone. B)
sagittaler Querschnitt durch den Knorpel und Darstellung der Kollagenfaseranordnung. In der Oberen
Zone sind die Kollagenfasern parallel, in der Mittleren Zone schrag und in der Tiefen Zone senkrecht

zur Oberflache angeordnet. Bildquelle: Buckwalter und Mankin (1998).
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Neben der Einteilung der EZM in Zonen wird der Knorpel in drei unterschiedliche Regionen,
abhangig von der Entfernung zu den Chondrozyten, unterteilt. Ausgehend von der Zelle sind
das die perizellulare-, die territoriale- und die interterritoriale Region. Hierbei sind die
Strukturproteine konzentrisch um die Zelle herum gelagert. Die direkt an die Chondrozyten

angrenzende perizelluldre Matrix ist sehr proteoglykanreich und enthalt ebenfalls nicht-

kollagene Proteine wie beispielsweise das Zellmembran-assoziierte, Kollagen-bindende
Anchorin und das nicht-fibrillare Kollagen Typ VI (Mollenhauer et al., 1984; Poole et al.,
1988; Buckwalter und Mankin, 1998). Kollagen VI scheint durch seine vielseitige Bindung an
weitere Proteine der perizellularen Matrix (Decorin, Fibronektin, Hayaluronsaure und
Fibromodulin) aber auch an Kollagen Typ Il eine Art Bindeglied zwischen den Chondrozyten
und der rigiden interterritorialen Matrix zu sein (Poole et al., 1992). Fibrillare Kollagene sind
hingegen nur wenig vorhanden. Zytoplasmatische Verlangerungen der Chondrozyten,
sogenannte Zilien, ragen in und durch die perizellulare Matrix in die territoriale Region.
Daraus kann man schlieRen, dass dieser Region eine funktionelle Rolle bei der
Signalweiterleitung zuteil wird (Buckwalter und Mankin, 1998; Sophia Fox et al., 2009). Die

etwas dickere territoriale Region ummantelt die perizellulare Region einer einzelnen Zelle

oder einem Zellverband (Zellcluster). Sie besteht Uberwiegend aus dinnen und feinen
Fibrillen, welche meist Uberkreuz verlaufen und die perizellulare Matrix wie eine Art Korb
umhdllen (Guilak und Mow, 2000). Es besteht die Vermutung, dass die territoriale Region die
Chondrozyten vor mechanischem Stress und Belastung schiitzt. Relativ abrupt endet die
verzweigte Struktur der Fibrillen und geht in eine eher parallel organisierte Struktur Uber,
welche abhangig von der Matrixzone unterschiedlich zur Oberflache orientiert ist. Dieser

Bereich wird als interterritoriale Region bezeichnet und enthalt Kollagenfibrillen mit einem

groReren Durchmesser, wodurch sie das groRte Volumen der Knorpelmatrix ausmacht.
Zusatzlich enthalt die interterritoriale Region eine hohe Konzentration an Proteoglykanen
(Kuettner, 1992).

1.1.4 Chondrogenese

Als Chondrogenese wird die Entwicklung des Knorpels aus mesenchymalen Stammzellen
(MSC) bezeichnet. Die Chondrogenese gilt als Vorstufe der endochondralen Ossifikation,
einem Prozess, bei dem das aus hyalinem Knorpel gebildete Primordialskelett zum
Knochenskelett ausgebildet wird. Zusatzlich sind die Chondrogenese und die endochondrale
Ossifikation Prozesse des Knochenwachstums sowie der Knochenheilung. Die
mesenchymalen Stammzellen stammen hierbei aus drei unterschiedlichen embryonalen
Zelllinien: Zellen aus der ektodermalen Neuralleiste (kraniofaziales Skelett), Zellen aus dem
paraxialen Mesoderm (axiales Skelett) und Zellen des lateralen Mesoderm (Extremitaten)

(Olsen et al., 2000). Der Differenzierungsprozess der Chondrogenese beinhaltet mehrere
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Schritte, in denen unterschiedliche Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren,
Adhasionsproteine und Proteine der EZM exprimiert werden. Zu Beginn kommt es zur
Kondensation und zur Proliferation der MSCs. Die kondensierenden MSCs exprimieren die
Kollagene Typ I, lll und V sowie Chodrogenese-induzierende Wachstums- und
Transkriptionsfaktoren (Mary B Goldring, 2012). Der wichtigste Regulator der frihen
Differenzierungsphase ist der Transkriptionsfaktor Sox9 (Wright et al., 1995). Sox9 wird auch
als ,Mastergen” der Knorpelentwicklung bezeichnet und enthalt eine SYR (sex-related region
on Y chromosome)-ahnliche HMG (high mobility group)-Box Domane, anhand welcher der
Transkriptionsfaktor an die DNA binden kann (Wright et al., 1993; Harley und Goodfellow,
1994). Er reguliert die Expression von typischen Knorpelmatrixproteinen wie Kollagen Typ I,
Aggrekan, Kollagen Typ IX und XI und ist ein Repressor der Kollagen Typ X Expression
(Lefebvre et al., 1997; Bell et al., 1997; Bi et al., 1999; Sekiya et al., 2000). Sox9 unterliegt
der Kontrolle des BMP-Signalwegs (Pan et al., 2008). Aus den kondensierenden MSCs
werden Prachondrozyten, welche kontinuierlich die mesenchymalen Marker verlieren und
Matrix- und Adhasionsproteine wie Kollagen Typ Il, N-Cadherin, N-CAM und Tenascin C
exprimieren (Lefebvre und Smits, 2005). Die Adhasionsproteine sorgen fir die Interaktion
der Zellen mit der EZM sowie mit Epithelzellen aus der Umgebung, was nachweislich die
Zusammenlagerung der Zellen vorantreibt (Cancedda et al., 1995). Die Prachondrozyten
beginnen mit der Expression von Sox5 und Sox6, zwei weiteren Transkriptionsfaktoren,
welche mit Sox9 kooperieren und aktiv die Expression von Kollagen Typ |l regulieren
(Lefebvre und Smits, 2005). Zusatzlich sorgt das (Sox-)Trio, welches der Kontrolle von TGF-
3 und BMP unterliegt, fir die Suppression von typischen Markern der hypertrophen
Chondrozyten (lkeda et al., 2004). Aus den Prachondrozyten entwickeln sich zunachst frihe
Chondroblasten und spater die sdulenartigen Chondroblasten, welche sehr stark proliferieren
und Matrixproteine wie die Kollagene Typ I, IX und XI sowie Aggrekan, COMP, Link Protein
und Matrilin 1 exprimieren (Lefebvre und Smits, 2005). Der morphologische Unterschied
zwischen diesen beiden Entwicklungsstufen ist, dass die frihen Chondroblasten eher klein
und rund sind, wohingegen die in Saulen angeordneten Chondroblasten eher abgeflacht
vorliegen. Die Regulation dieser speziellen Anordnung erfolgt Uber unterschiedliche
Signalwege und Molekiile wie beispielsweise FGF, lhh (/ndian hedgehog), BMP und Wnt
(Kronenberg, 2003). Die Chondroblasten entwickeln sich weiter zu prahypertrophen
Chondrozyten, welche neben den zuvor erwahnten Matrixproteinen die Gene flr das kurze,
nicht-fibrillare Kollagen Typ X, das PTHrP (Parathyroid hormon-related Peptide) und dessen
Rezeptor, sowie die Gene des Ihh-Signalwegs exprimieren (Lefebvre und Smits, 2005). Der
Rickkopplungsmechanismus zwischen PTHrP und l|hh reguliert die Proliferation der
Chondrozyten und bestimmt den Eintritt in die hypertrophe Phase (Brochhausen et al.,

2009). Die hypertrophen Chondrozyten vergréfiern ihr Volumen um das 5 bis 10fache und



EINLEITUNG

reduzieren die Expression der frihen Matrixproteine sowie die von PTHrP und Ihh,
wohingegen sie die Expression von Kollagen Typ X, VEGF (Vascular endothelial growth
factor) und Runx2 stark hochregulieren (Lefebvre und Smits, 2005; Brochhausen et al.,
2009). Runx2 ist ein transkriptioneller Aktivator der Kollagen Typ X Synthese (Zheng et al.,
2003). Runx2 wird von PTHrP gehemmt, wohingegen es die Expression von lhh aktiviert
(lwamoto et al, 2003; Yoshida et al, 2004), was eine regulatorische Rolle im
Zusammenhang mit dem RuUckkopplungsmechanismus von PTHrP/Ihh vermuten Iasst
(Lefebvre und Smits, 2005). VEGF ist ein angiogenetischer Faktor, welcher fir die
Einsprossung der BlutgefalRe und somit fiir die Vaskularisation des hypertrophen Knorpels
sorgt (Gerber et al., 1999). Das letzte Entwicklungsstadium der Chondrogenese wird als
terminale Differenzierung bezeichnet. Die Chondrozyten beenden die Expression von
Kollagen Typ X und exprimieren das Matrixabbauende Enzym Matrixmetalloproteinase 13
(MMP-13) sowie die Osteoblastenmarker Osteopontin und die Alkalische Phosphatase.
Runx2 wird ebenfalls weiter synthetisiert und aktiviert direkt die Expression von MMP-13
(Lefebvre und Smits, 2005). Die hypertrophen Chondrozyten induzieren die Mineralisierung
der Region und unterliegen anschlieliend der Apoptose. Die Chondrogenese ist zu diesem
Zeitpunkt abgeschlossen und geht in die endochondrale Ossifikation Uber. Durch die
angelegten Blutgefalle gelangen Osteoklasten und Osteoblasten in die Lakunen der
ehemaligen Chondrozyten und beginnen mit dem Aufbau der Knochenmatrix (Brochhausen
et al., 2009).

1.2 Osteoarthrose

Die Osteoarthrose galt in der Vergangenheit als eine alterspezifische und durch Verschleill
und Abnutzung hervorgerufene Erkrankung des Gelenks. Heutzutage weil3 man, dass es
sich hierbei um eine multifaktorielle Erkrankung handelt, bei der zwar das Alter und die
mechanischen Faktoren eine Ubergeordnete Rolle spielen, aber nicht die einzige Ursache
darstellen. Weitere Risikofaktoren kénnen das weibliche Geschlecht, Ubergewicht,
vorhergehende Verletzungen, Gelenkfehlstellungen sowie genetische Pradispositionen sein
(Hunter und Felson, 2006).

1.2.1 Epidemiologie

Die Osteoarthrose ist die haufigste Gelenkerkrankung weltweit (WHO; World Health
Organization, 2003). Epidemiologische Studien zur Verbreitung der Osteoarthrose variieren
erheblich, da die Statistik haufig auf Selbstangaben beruht, welchen keine kérperlichen oder

radiologischen Untersuchungen zugrunde liegen. Eine Dunkelziffer wird ebenfalls vermutet,
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da nicht jede Person mit Osteoarthrose-typischen Symptomen einen Arzt konsultiert. In der
vorliegenden GEDA- (,Gesundheit in Deutschland Aktuell®) Studie des Robert-Koch-Instituts
von 2010 wurden Osteoarthrose-Patienten nach ihrer Lebenspravalenz und ihrer 12-Monats-
Pravalenz befragt. Bei der Lebenspravalenz stellte sich die Frage nach einer jemals
diagnostizierten Osteoarthrose oder einer degenerativen Gelenkerkrankung, wohingegen es
bei der 12-Monats-Pravalenz um eine aktuell vorliegende Erkrankung ging. Mit diesem
Verfahren sollten die aktiven, schmerzhaften Phasen der schubweise verlaufenden
Osteoarthrose von den latenten, schmerzfreien Phasen separiert werden (RKI, 2013). Das
Ergebnis dieser Studie war, dass von allen Befragten bei 27% der Frauen und 18% der
Manner jemals eine Osteoarthrose arztlich diagnostiziert wurde. Altersgruppenibergreifend
waren immer mehr Frauen als Manner betroffen und die Anzahl der Erkrankungen stieg mit
zunehmendem Alter. Ab dem 65. Lebensjahr waren die Halfte der Frauen (52,9%) und ein
Drittel der Manner (34,8%) betroffen. Die Ergebnisse der 12-Monats-Pravalenz lagen
Altersgruppen-ubergreifend einige Prozentpunkte unterhalb der Lebenspravalenz-Daten. Die
GEDA-Studie von 2012 belegte, dass die Lebenszeitpravalenz bei den Frauen zwischen
2003 und 2012 von 23% auf 28% und bei den Ma&nnern von 16% auf 20% stieg. Es wird
deutlich, dass die Osteoarthrose eine altersassoziierte Erkrankung ist und es aufgrund des
demographischen Wandels immer mehr Menschen geben wird, die unter den Folgen dieser
Erkrankung leiden werden. Zusatzlich sind deutlich mehr Frauen als Manner betroffen, was
auf die menopausale Hormonumstellung zurickgeflhrt wird. Neben den persénlichen
Einschrankungen ist die Zunahme der Krankheitsfalle eine volkswirtschaftliche Belastung.
Zum einen kommt es zu einer gesteigerten Beanspruchung des Gesundheitssystems, und
zum anderen werden durch die Invaliditdt und der damit verbundenen Arbeitsunfahigkeit die
indirekten Kosten erhdht (RKI, 2012).

1.2.2 Pathogenese

Die Osteoarthrose ist primar durch den fortschreitenden Knorpelverlust und die damit
einhergehenden Bewegungseinschrankungen gekennzeichnet. Wo letztendlich der Ursprung
der Erkrankung liegt, wird in den letzten Jahrzehnten kontrovers diskutiert. Neben dem
Knorpel wird der Ursprung im subchondralen Knochen und im Bandapparat vermutet (Felson
und Neogi, 2004; Brandt et al., 2006). Eine weitere Hypothese beschreibt die veranderte
metabolische Aktivitat der Chondrozyten als einen moglichen Ausldser. Unabhangig vom
Ursprung der Erkrankung ist der Ausléser der Osteoarthrose ein Ungleichgewicht zwischen
Belastung und Widerstandskraft des Knorpels. Die Progression der Erkrankung wird in drei
Phasen unterteilt (Martel-Pelletier, 2004). Die erste Phase der Pathogenese erfolgt vom

Patienten meist unbemerkt, da der Knorpel nicht innerviert ist und somit auch keine
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Schmerzrezeptoren besitzt. Diese Phase wird als latente, schmerzfreie Phase bezeichnet
und kann sich Uber mehrere Jahre ziehen (Spector et al., 1992). Zu diesem Zeitpunkt kommt
es zum langsamen Abbau der Proteoglykanschicht. Die Chondrozyten versuchen diesen
Zustand zu kompensieren, indem sie durch vermehrte Proliferation und Ausschittung von
Wachstumsfaktoren die Synthese der Matrixproteine aktivieren. Histopathologisch ist dies
durch eine sogenannte Zellclusterbildung gekennzeichnet (Sulzbacher, 2012). Im weiteren
Verlauf, auch aktivierte Phase genannt, kommt es immer wieder zu Ermidungs- und
Belastungsschmerzen. Diese koénnen spontan oder nach langerer Schonung, wie
beispielsweise Nachtruhe, auftreten. Im Knorpel selber kommt es durch die Reduktion der
Proteoglykanschicht zu einem Ungleichgewicht zwischen internem Quelldruck der
Proteoglykane und der Spannung der Kollagen Typ Il Fasern. Die Konsequenz ist eine
progressive Zerstérung der Kollagenschicht und eine Faserbildung in der Oberflachenzone.
Die Instabilitdt der Oberflachenzone flhrt zur vermehrten Furchenbildung bis in die tiefer
gelegenen Regionen des Knorpels. Proinflammatorische Zytokine werden ausgeschuttet,
welche die Produktion von matrixabbauenden Enzymen aktivieren und die Synthese der
Matrix hemmen. Es kann auch zur Entziindung der Gelenkinnenhaut (Synovialmembran)
kommen, was durch eine Schwellung des Gelenks sowie durch Uberwarmung, Rétung und
Schmerzen gekennzeichnet ist. In der letzten Phase, der dekompensierten Arthrose, sind die
Schmerzen dauerhaft und die Bewegung des Gelenks nahezu vollstandig eingeschrankt. Zu
diesem Zeitpunkt ist der Knorpel weitestgehend abgetragen und die mechanische Last wird
direkt auf den subchondralen Knochen Ubertragen. Der subchondrale Knochen wird
umgebaut, wodurch es zur Verdickung der subchondralen Knochenplatte und der
subartikuldaren Spongiosa kommt, was zur Osteosklerose fiihrt. Der sklerosierte, verhartete
Bereich ist nicht belastungsresistent, wodurch es zum Bruch der Knochenplatte kommen
kann. Blutgefalle wandern in den vergrofRerten kalzifizierten Knorpel ein und flhren zur
Invasion von weiteren Entziindungsmolekilen. Um das Gelenk gegen den Auliendruck zu
stabilisieren, werden Osteophyten ausgebildet, was zu einer Gelenkflachenvergréerung
fuhrt. Die Osteophytenposition ist meist verantwortlich far starke
Bewegungseinschrankungen und fir den Schmerz, der durch den Druck auf Nerven und

umliegendes Gewebe entsteht (Sulzbacher, 2012; Liu-Bryan und Terkeltaub, 2015).

1.2.3 Molekularbiologie der Osteoarthrose

Wie in Kapitel 1.2.2 erlautert, gibt es unterschiedliche Theorien bezliglich des Ursprungs der
Osteoarthrose. Dennoch treten im allgemeinen die ersten pathologischen Veranderungen
an der Gelenkoberflache auf, an der die mechanische Belastung und der Druck am starksten

sind (Loeser et al., 2012). Die Knorpelzellen spielen hierbei eine wesentliche Rolle. Unter

11



EINLEITUNG

gesunden Bedingungen erhalten die Chondrozyten das Geleichgewicht zwischen Matrixauf-
und -abbau. Im Verlauf der OA fangen die Chondrozyten an zu proliferieren und ihr
Expressionsprofil sowie ihre Morphologie zu verandern, was zu einem metabolischen
Ungleichgewicht in Richtung Katabolismus fuhrt (Pelletier et al.,, 2001; Mary B Goldring,
2009). Diese Veranderung wird durch Zytokine und Wachstumsfaktoren wie TNFa (Tumor
necrosis factor), IL-1 (Interleukin 1), IGF-1 (Insulin-like growth factor I), TGF-R (Transforming
growth factor), FGFs (Fibroblast growth factor) und BMPs (Bone marrow protein) verursacht,
welche entweder vom Synovium oder von den Chondrozyten selbst sezerniert werden. Eine
ausfuhrliche Beschreibung der bei der OA involvierten Faktoren wird in den folgenden

Abschnitten dargestellt.

1.2.3.1 Zytokine und katabole Mediatoren

Die Infiltration von mononukledaren Zellen sowie die Uberexpression von pro-
inflammatorischen Mediatoren konnten in der frihen und spaten OA nachgewiesen werden
(Benito et al., 2005). Die pro-inflammatorischen Hauptakteure sind hierbei die Zytokine IL-1R,
TNFa und IL-6. IL-18 und TNFa werden von mononuklearen Zellen, Osteoblasten,
Synoviozyten, aber auch von den Chondrozyten selbst sezerniert, und die Expression ist
wahrend der OA in der Synovialmembran, in der synovialen Flissigkeit, im subchondralen
Knochen sowie im Knorpel erhéht. Man geht davon aus, dass IL-1 fur die Destruktion des
Knorpels verantwortlich ist, wohingegen TNFa die Entziindungskaskade vorantreibt (Kapoor
et al., 2011). Nicht nur die Zytokine selbst, sondern auch ihre spezifischen Rezeptoren wie
IL-1-Rezeptor Typ | und TNFa-Rezeptor 1 (p55) werden von den OA-Chondrozyten starker
exprimiert (Martel-Pelletier et al., 1992). Beide Zytokine zeigten in vorhergehenden Studien
anti-anabole Effekte, indem sie die Synthese von Matrixkomponenten, wie Kollagen Typ I
und Aggrekan sowie Inhibitoren von matrixabbauenden Enzymen (Tissue-inhibitor of
metalloproteinase; TIMP) in den Chondrozyten hemmten (Saklatvala, 1986; M B Goldring et
al., 1994). Zusatzlich sind IL-1 und TNFa verantwortlich flr die Hochregulierung von
matrixabbauenden Enzymen, z. B. den Mitgliedern der MMPs und ADAMTS Familie. Hierzu
gehoéren die maligeblich an der Destruktion des Gelenkknorpels beteiligten MMP-1, MMP-3,
MMP-13 sowie ADAMTS-4. Fir ADAMTS-5 konnte der stimulierende Effekt von IL-113 und
TNFa weder in bovinen noch in humanen Chondrozyten nachgewiesen werden (Kapoor et
al., 2011). Neben den katabolen und anti-anabolen Effekten von IL-1 und TNFa sind sie in
der Lage, die Synthese von weiteren Zytokinen wie beispielsweise IL-6 zu induzieren
(Guerne et al., 1990). Auch die Expression von Entzindungsmediatoren wie der

induzierbaren Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS), welche die Bildung von Stickstoffmonoxid
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(NO) Kkatalysiert, oder die von Phospholipase A2, Cyclooxygenase 2 (COX-2) und
mikrosomalen Prostaglandin E Synthase 1, welche flr die Biosynthese von Prostagladin E,
(PGE_;) verantwortlich sind, ist erhdht. NO und PGE, aktivieren simultan zu den Zytokinen die
MMP-Synthese, inhibieren die Expression von Matrixkomponenten und initiieren die
Apoptose der Chondrozyten (Kapoor et al.,, 2011). Die Signalkaskaden, Gber welche die
Zytokine IL-13 und TNFa primar wirken, sind die c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK) und die
p38-mitogenaktivierten Proteinkinasen sowie der Nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’
of activated B-cells (NFkB) Signalweg (Mary B Goldring et al., 2011). Ein weiterer wichtiger
Stoffwechselweg im Zusammenhang mit der OA ist der Wnt-R-Catenin Signalweg. Es konnte
gezeigt werden, dass im Knorpel von OA Patienten das Whnt-induced signaling protein 1
(WISP-1) erhoéht ist und dass es durch eine Stimulierung der Chondrozyten mit WISP-1 zu
einer Uberexpression von IL-18 kommt (Blom et al., 2009; Geyer et al., 2009). Weitere
Untersuchungen mit dem natirlichen Wnt-Antagonisten Dickkopf-related protein 1 (DKK1),
bei denen die Hochregulierung zu einer reduzierten Progression der OA geflhrt hat,

untermauern diese Ergebnisse (Lane et al., 2007).

1.2.3.2 Matrixmetalloproteinasen

Bei den MMPs handelt es sich um eine Gruppe von zinkabhangigen Endopeptidasen,
welche durch den Abbau der EZM viele physiologische und pathologische Prozesse
regulieren. Der kontrollierte Abbau der EZM ist wichtig bei der embryonalen Entwicklung,
Morphogenese, Reproduktion und beim Umbau von Geweben (Galasso et al., 2012). Die
MMPs werden aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitdt in folgende Gruppen unterteilt:
Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13), Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9), Stromelysine
(MMP-3, MMP-10, MMP-11), Matrilysin (MMP-7), Metalloelastase (MMP-12) und Membran-
Typ Metalloproteinasen (MT-MMP-1, 2, 3 und 4). Als pro-MMPs (Zymogene) sekretiert,
werden die MMPs erst durch die anschlieRende Proteolyse mittels Serinproteinasen oder
andere MMPs aktiviert (Werb, 1997). Die Regulierung der MMPs erfolgt unter anderem Uber
Chemokine und Wachstumsfaktoren.

Bei der Knorpelhomdostase werden im gesunden Gewebe einige Kollagenasen und
Gelatinasen in geringen Mengen sekretiert, wohingegen es wahrend der OA Pathogenese zu
einer starken Erhéhung der mRNA Expression als auch der enzymatischen Aktivitdt von
einigen MMPs wie MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9, 10 und 13 kommt (Jayasuriya und Chen, 2012). Die
prominenteste Matrixmetalloproteinase bezlglich der Gelenkknorpeldegeneration ist
MMP-13 (Mitchell et al., 1996). MMP-13 wird ebenfalls als pro-MMP synthetisiert und
anschlieBend durch die MMPs 2, 3 und 14 aktiviert. Die hochste Substratspezifitat hat
MMP-13 gegenuber Kollagen Typ Il, wodurch das Enzym zu den Haupakteuren bei der
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Destruktion der EZM wahrend der OA gezahlt wird (Mitchell et al., 1996; Reboul et al., 1996;
Wang et al., 2013). Weitere Substrate von MMP-13 sind die Kollagene Typ IlI, IV, IX und X
sowie Aggrekan (Jayasuriya und Chen, 2012). MMP-13 spielt eine wesentliche Rolle bei der
enchondralen Ossifikation, genauer bei der terminalen hypertrophen Differenzierung, bei der
das Enzym Uberwiegend in den prahypertrophen Chondrozyten exprimiert wird und fir die
Expansion der hypertrophen Zone verantwortlich zu sein scheint (Mary B Goldring et al.,
2005; Jayasuriya und Chen, 2012). Im Mausmodell konnte die Kolokalisation von MMP-13
und Kollagen Typ X im frihen OA Stadium nachgewiesen werden (Kamekura et al., 2005).
Eine weitere, zunachst unscheinbare Matrixmetalloproteinase im Bezug auf die OA ist die
Gelatinase MMP-9. MMP-9 spaltet unter anderem die Kollagene Typ IV, V, Xl| sowie
Kollagen Typ | und Il (Okada et al., 1992; Spahn, 2006; Galasso et al., 2012; Bigg et al.,
2007). MMP-9 wird von Osteoklasten, Makrophagen, Trophoblasten, hypocampalen
Neurozyten sowie von migrierenden Keratinozyten exprimiert und normalerweise mit
pulmonalen, myokardialen und neoplastischen Krankheiten in Verbindung gebracht (Galasso
et al., 2012). Im gesunden Knorpelgewebe wird MMP-9 in sehr geringen Mengen exprimiert,
wohingegen die Expression im OA Gewebe erhdht ist. Ein eindeutiger Anstieg der MMP-9
Expression konnte im subchondralen Knochen, in der Spongiosa sowie in den fibrillaren
Arealen des Knorpels nachgewiesen werden (Buckwalter et al., 2007; Hulejova et al., 2007;
Galasso et al., 2012). Durch die erhéhte metabolische Aktivitat in der Spongiosa kann es zu
den OA-spezifischen morphologischen Veranderungen des Gelenks kommen, welche die
Progression der OA vorantreiben. Zusatzlich konnte eine positive Korrelation zwischen der
MMP-9 und der MMP-13 Expression in der OA beobachtet werden, wodurch der Verdacht
besteht, dass MMP-9 fir die Aktivierung von MMP-13 verantwortlich ist (Kyoung Soo Kim et
al., 2012).

1.2.3.3 A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs

Die Aggrekanasen gehéren zur Familie der ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase
with Thrombospondin Motifs) und werden, so wie die MMPs, als Zymogene synthetisiert.
Erst durch die proteolytische Spaltung anhand von Proproteinkonvertasen wie Furin oder
durch einige MMPs, erlangen sie ihre katalytische Aktivitat (Wight, 2005). Die Aggrekanasen
sind die wichtigsten Proteasen beim Aggrekanabbau in der OA, wobei den Aggrekanasen
ADAMTS-4 und ADAMTS-5 eine zentrale Rolle bei der proteolytischen Zerstérung des
arthrotischen Gelenkknorpels zugeschrieben wird, da sie im Vergleich zu anderen
Proteinasen das Aggrekan am effektivsten spalten (Kashiwagi et al., 2004; Gendron et al.,
2007). Im normalen, gesunden Knorpel unterliegt der Aggrekanabbau einer feinen Balance

zwischen den Aggrekanasen und deren Inhibitoren, wie beispielsweise TIMP-3 (Tissue-
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inhibitor of metalloproteinase-3). Bei der OA ist diese Balance in Richtung Katabolismus
verschoben (Verma und Dalal, 2011). Es konnte gezeigt werden, dass ADAMTS-5 Knockout-
Mause vor dem Aggrekanverlust und den hiermit verbundenen Knorpelerosionen der friihen
OA geschitzt sind, wohingegen bei ADAMTS-4 Knockout-Mausen diese Protektion nicht
nachgewiesen werden konnte (Glasson et al., 2004; Stanton et al., 2005; Malfait et al.,
2010). Obwohl nicht bekannt ist, welche der beiden Aggrekanasen flr die Degradation des
humanen Knorpels hauptverantwortlich ist, geht man davon aus, dass die Aggrekanasen
generell den Abbau der Knorpelmatrix initiieren. Zu Beginn der OA wird Aggrekan abgebaut,
wodurch die kollagenen Strukturen freigelegt werden und somit die MMPs leichten Zutritt zu
ihrem spezifischen Substrat haben (Nagase und Kashiwagi, 2003). Wahrend die ADAMTS-4
Expression durch die katabolen Zytokine IL-13 und TNFa, sowie den Wachstumsfaktor
TGF-B reguliert wird, sind die Meinungen beziglich der ADAMTS-5 Regulation kontrovers.
ADAMTS-5 wird im humanen Knorpel konstitutiv exprimiert, und bislang konnte keine
Zytokin-induzierte ADAMTS-5 Synthese nachgewiesen werden (Koshy et al., 2002; Fosang
et al., 2008). Im Tiermodell wiederum wurde nach Stimulierung mit katabolen Zytokinen die
ADAMTS-5 Expression hochreguliert (Fosang et al., 2008).

1.2.3.4 Tissue-Inhibitors of Metalloproteinase

Bei den Tissue-inhibitors of metalloproteinase (TIMP) handelt es sich um endogene
Inhibitoren der MMPs und einigen Mitgliedern der ADAMs und ADAMTS Familien, wodurch
sie wichtige Regulatoren des EZM-Umbaus sind. Bei den Saugetieren sind vier Mitglieder
der TIMPs (TIMP-1 bis 4) bekannt, welche alle 23 der derzeit bekannten MMPs inhibieren
(Brew und Nagase, 2010). Die Spezifitdt fir die unterschiedlichen MMPs variiert stark
innerhalb der TIMPs. Hierbei ist TIMP-3 sehr speziell, da es ein breites Spektrum an MMPs
(MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-13, MMP-14 und MMP-15) aber auch
einige Mitglieder der ADAMs und ADAMTS Familien gehemmt. Hierzu gehéren auch die
Aggrekanasen ADAMTS-4 und ADAMTS-5, was TIMP-3 zu einem zentralen Inhibitor der
Knorpeldegradation macht (Kashiwagi et al., 2001; Gendron et al., 2003; Jonas Jacobsen et
al., 2008). In einer Studie von 2004 wurden die TIMP mRNA Expressionsprofile von
humanen normalen und osteoarthrotischen Knorpelgeweben verglichen. Wahrend TIMP-1
und TIMP-4 im OA Gewebe reduziert exprimiert wurden, konnte ein erhohtes
Expressionslevel von TIMP-3 nachgewiesen werden. TIMP-2 zeigte keine statistisch
signifikanten Expressionsunterschiede (Kevorkian et al., 2004). Im Gegensatz dazu konnten
Morris et al. grélkere Mengen an TIMP-3 aus gesundem Gewebe als aus OA Gewebe

extrahieren. Zusatzlich fanden sie heraus, dass die Stimulierung mit IL-13 die Expression
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von TIMP-3 erniedrigt, wohingegen sie durch die Zugabe von TNFa und TGF-B erhéht wird
(Morris et al., 2010).

1.2.3.5 Anabole Mediatoren und Reparaturprozesse

Wahrend die Zytokine IL-18 und TNFa fir den Abbau der EZM verantwortlich sind, haben
einige Wachstums- bzw. Transkriptionsfaktoren wie Insulin-like growth factor 1 (IGF-1),
TGF- und SOX9 einen positiven Effekt auf die Synthese der Matrixkomponenten (Tyler,
1989; Bell et al., 1997; Blaney Davidson et al., 2007). Bei der Osteoarthrose wird dieser
positive Effekt durch das proinflammatorische Milieu runterreguliert, wodurch der
Matrixaufbau gestort und die Degradation des Knorpels befordert wird (Blanco Garcia, 1999).
In der frihen OA verdickt sich das Gewebe zunachst kurzzeitig, da die hyperproliferativen
Chondrozyten gréliere Mengen an Matrixkomponenten synthetisieren. Dieser fehlgesteuerte
Reparaturprozesses fuhrt jedoch zum Aufweichen des Gewebes, wodurch die Elastizitat des
Knorpels reduziert wird. Folglich sind die Chondrozyten der mechanischen Belastung starker
ausgesetzt und verandern ihre physiologische Funktion (Panula et al., 1998; H Xu et al.,
2003; Maldonado und Nam, 2013). Im weiteren Verlauf wird die verdickte Knorpelmatrix, wie
zuvor beschrieben, enzymatisch abgebaut. Ein weiteres Problem stellt die Synthese von
nicht-chondrogener EZM dar. Die Chondrozyten produzieren nicht mehr hauptsachlich
Kollagen Typ IlI, sondern das normalerweise im subchondralen Knochen vorkommende
Kollagen Typ I. Im Vergleich zu Kollagen Typ Il enthalt Kollagen Typ | weniger Hydroxylysine
und Glycoside, welche die Interaktion mit den Proteoglykanen vermitteln, wodurch die
Integritdt der EZM automatisch geschwacht ist (Gelse, 2003). Neben Kollagen Typ | wird
auch die Expression von Kollagen Typ X stark hochreguliert. Kollagen Typ X ist ein Marker
der hypertrophen Chondrozyten und wird im normalen Knorpel lediglich in der kalzifizierten
Zone exprimiert. In der OA ist Kollagen Typ X irreguldr auf alle Zonen verteilt und
hauptsachlich um die Zellcluster der morphologisch veranderten und proliferierenden

Chondrozyten der faserigen Knorpelschicht lokalisiert (Mark et al., 1992).

1.2.4 Diagnostik

Um die Osteoarthrose diagnostizieren zu kénnen, missen mehrere Verfahren herangezogen
werden. Erst ein Gesamtbild aus Anamnese, klinischem Befund und radiologischen
Aufnahmen lassen eine sichere Diagnose zu. Typische Anzeichen fir eine Osteoarthrose
sind die Verdichtung des Knochens (subchondrale Sklerosierung) sowie die Verschmalerung
des Gelenkspaltes (Abb. 3). Zusatzlich kdénnen ungleichmaliige Gelenkflachen,

Osteophytenbildung und Deformierungen des Gelenks dargestellt werden (Spector et al.,
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1992). Der Schweregrad der Osteoarthrose wird beispielsweise durch die radiologische

Beurteilung nach Kellgren und Lawrence (1957) festgelegt (Tabelle 1):

Abb. 3: Radiologischer Befund eines Patienten mit Coxarthrose am linken Huftgelenk. Wahrend der
Gelenkspalt des rechten Hiiftgelenks noch gut einsehbar ist (linkes Bild; weilter Pfeil), ist auf der
erkrankten linken Seite der Gelenkspalt oberhalb des Hiiftkopfes kaum vorhanden (rechtes Bild;

schwarzer Pfeil).

Tab. 1: Radiologische Beurteilung des Osteoarthrose Schweregrads (Kellgren und
Lawrence, 1957). Dargestellt nach Krukemeyer und Mdllenhoff (Krukemeyer und Moéllenhoff,
2013).

Kellgren und Lawrence Score Systematik

Keine oder fraglich = 0
Osteophyten Eindeutig = 1
Grole =2

Nicht oder fraglich verschmalert = 0
Gelenkspalt Eindeutig verschmalert = 1
Fortgeschritten verschmalert = 2

Aufgehoben = 3

Keine =0

Sklerose Leichte = 1

Leichte mit Zystenbildung = 2
Sklerose mit Zystenbildung = 3

Keine =0
Deformierung Leichte = 1
Deutliche = 2
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Grad des Knorpelschadens (Grad 0 bis Grad 4)

Grad Punkte Beschreibung

0 0 -

1 1-2 Weiche Knorpeloberflache, aber noch keine Schadigung der
Knorpeloberflache

2 3-4 Aufgeraute Knorpeloberflache, leichte Schaden der
Knorpelstruktur, nur oberflachliche Knorpelschichten sind
betroffen

3 5-9 Knorpelschaden mit eindeutigem Knorpelverlust,

Knorpelabbriiche, Schadigung aller Knorpelschichten bis hin zum

Knochen

4 10 Vollstandige Knorpelzerstérung mit freiliegendem Knochen

1.2.5 Therapie

Aufgrund der multifaktoriellen Komplexitat der Osteoarthrose sind die derzeit zur Verfliigung
stehenden Behandlungsstrategien stark limitiert. Es gibt bislang keine Mdglichkeiten die
Progression der Erkrankung langfristig zu stoppen, weswegen vor allem die
Schmerzreduktion und die Funktionserhaltung im Fokus der Arthrosetherapien stehen
(Berenbaum, 2008). Die TherapiemalRnamen werden an den Patienten, je nach persdnlicher
Situation und Krankheitsstadium, angepasst. Ist die Erkrankung noch nicht weit
fortgeschritten, werden konservative Malnahmen empfohlen, welche aus nicht-
pharmakologischen und pharmakologischen Methoden bestehen. Zu den nicht-
pharmakologischen Methoden gehdren Beratungen zur Vorbeugung gelenkbelastender
Verhaltensweisen, funktionserhaltende und die Muskulatur starkende Physiotherapie,
Gewichtsreduktion sowie physikalische Therapien wie Elektrotherapie und Massagen.
Gerade die gezielte und angepasste Bewegung ist sehr wichtig, da dadurch der Knorpel
besser versorgt werden kann. Im fortgeschrittenen Stadium (aktivierte und dekompensierte
Osteoarthrose; 1.2.2) werden schmerz- und entziindungslindernde Medikamente eingesetzt.
Beginnend mit Initialpraparaten wie Paracetamol werden weiterhin nicht-steroidale
Entzindungshemmer (Non-steroidal antiinflammatory drugs; NSAIDs) verwendet. Sind die
Nebenwirkungen der NSAIDs zu grol3 oder wird keine ausreichende Schmerzlinderung
erzielt, wird auf Opioidanalgetika umgestiegen bzw. diese parallel verabreicht. Ist der
Schmerz sehr stark und akut und liegt eine lokale Entziindung mit Gelenkerguss vor, werden
unter Umstanden Glucocorticoide intraartikular injiziert (Hunter und Felson, 2006). Sind die

konservativen Methoden ausgeschopft und die Bewegung des Patienten maligeblich
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eingeschrankt, werden operative Therapiemethoden angewendet. Hierbei wird zwischen
gelenkerhaltenden- und gelenkersetzenden Methoden unterschieden. Die
Gelenkersatzmethode ist die letzte Instanz, wenn es zur totalen Knorpelzerstérung bis hin
zum freiliegenden Knochen kommt. Gelenkerhaltende Methoden werden bei leichter bis
mittelschwerer Osteoarthrose angewendet. Neben arthroskopischen und
knochenmarksstimulierenden Methoden, deren Therapieerfolge i. d. R. von relativ kurzer
Dauer sind, sind die gelenkflachenwiederherstellenden Methoden inzwischen zuverlassig.
Fur die Gelenkflachenwiederherstellung werden entweder Knochen-Knorpelstiicke aus
gesunden Arealen transplantiert (AOT,; autologe osteochondrale Transplantation) oder
alternativ isolierte Chondrozyten auf eine Tragermatrix gebracht und in das defekte Areal
eingesetzt (MACT,; matrixgekoppelte autologe Chondrozytentransplantation). Der hierbei
gebildete Knorpel ist dem hyalinen Knorpel relativ ahnlich wodurch diese Methode
langfristigere Ergebnisse verspricht (Brittberg et al., 1994; Behrens et al., 2006; Kon et al.,
2016).

1.3 Delta/Notch-like EGF-related Receptor (DNER)

Delta/Notch-like EGF-related Receptor (DNER) ist ein Transmembranprotein mit nur einer
Transmembrandomane und zehn extrazellularen EGF (epidermal growth factor)-ahnlichen
Wiederholungen. Auf der zytoplasmatischen Seite besitzt DNER zwei spezifische
Sequenzen, welche flr die basolaterale Sortierung in polarisierten Zellen verantwortlich sind.
Hierbei handelt es sich um ein Tyrosin-basiertes Signal und ein Di-Leucin-Motiv (Rapoport et
al., 1997). Das Membranprotein wurde erstmals 2002 in unterschiedlichen postmitotischen
Neuronen entdeckt (Eiraku et al., 2002). Die Namensgebung erfolgte aufgrund seiner
Sequenzhomologie zum Rezeptor Notch und dessen Liganden Delta, welche bei der
Embryonalentwicklung eine mal3gebliche Rolle spielen. 2005 konnte nachgewiesen werden,
dass DNER ein funktioneller Ligand des Notch-Signalwegs ist und die morphologische
Differenzierung der Bergmann-Glia im Zentralnervensystem (ZNS) reguliert (Eiraku et al.,
2005). Im Gegensatz zu den klassischen Notch-Liganden fehlt DNER das sogenannte DSL
Notch-Bindemotiv. Das Protein bindet an den Notch Rezeptor anhand der ersten beiden
EGF-ahnlichen Wiederholungen und aktiviert den Signalweg Uber eine y-Sekretase
vermittelte S3 Spaltung des Notch-Rezeptors. Die Affinitat zu Notch-1 ist im Vergleich zu
dessen klassischem Liganden Delta-1 reduziert, weshalb eine Interaktion zu weiteren Notch-
Rezeptoren nicht ausgeschlossen ist. Die DNER vermittelte Differenzierung der Bergmann-
Glia wird hierbei sowohl Uber den kanonischen als auch den nicht-kanonischen Notch-
Signalweg induziert (siehe 1.3.1). Beim klassischen, kanonischen Notch-Signalweg bindet im

Anschluss an die y-Sekretase-vermittelte Spaltung von Notch die intrazellulare Doméne
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(NICD) an die CSL Transkriptionsfaktoren und initiiert somit die Transkription der Zielgene.
Der nicht-kanonischen Notch-Signalweg ist CSL-unabhanging und fuhrt Gber die E3
Ubiquitinligase Deltex zur Aktivierung weiterer Proteine und Signalwege (Eiraku et al., 2005).
2012 wurde DNER als Tr-Antigen eines paraneoplastischen Syndroms (PCD; paraneoplastic
cerebellar disorder) identifiziert. Das PCD ist unter anderem eine Begleiterkrankung beim
Hodgkin-Lymphom, bei welchem Autoimmunantikérper (Anti-Tr Antikérper) gegen den
Tumor gebildet werden. Eine Nebenwirkung der Anti-Tr Antikérper ist die Zerstérung
bestimmter Komponenten des ZNS wie beispielsweise der Purkinje-Zellen, welche sehr stark
DNER exprimieren (de Graaff et al., 2012). Eine weitere Rolle scheint DNER bei der
Adipogenese von hAMSCs (Human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells) zu
spielen, da durch den Knockdown von DNER die Differenzierung zu Adipozyten
vorangetrieben werden konnte (Park et al., 2010). Im Kontext der Osteoarthrose konnte eine
erhdhte mRNA Expression von DNER in den starker geschadigten Arealen von humanem
osteoarthrotischem Kniegelenksknorpel im Vergleich zu den weniger ladierten Arealen
nachgewiesen werden (Geyer et al., 2009). In einem murinen Modell wurde der Notch-
Rezeptor in hypertrophen Chondrozyten wahrend der endochondralen Ossifikation
identifiziert, was zu der Hypothese flhrte, dass DNER als Ligand von Notch im
osteoarthrotischen Knorpel an einem unzureichenden Versuch des Matrixumbaus beteiligt
sein kdnnte (Hayes et al., 2003; Geyer et al., 2009).

1.3.1 Notch-Signalweg

Der Notch-Signalweg ist ein stark konservierter Signaltransduktionsweg, der zuerst in der
Taufliege Drosophila melanogaster entdeckt wurde (Morgan, 2014). Benannt wurde der
Signalweg nach dem transmembranen Rezeptor Notch, welcher Uber direkten Zell-Zell-
Kontakt mit seinen Liganden in Verbindung tritt. Es gibt vier bislang bekannte Notch-
Rezeptoren (Notch-1 bis 4) bei Saugern, und alle enthalten multiple EGF-ahnliche
Wiederholungen in der extrazellularen Domane. Bei den Notch-Liganden handelt es sich um
Transmembranproteine aus der Familie der DSL (Delta/Serate/LAG-2) Proteine. Bislang
bekannt sind Delta-like 1, Delta-like 2, Delat-like 3, Jagged-1 und Jagged-2 (Artavanis-
Tsakonas et al.,, 1995; Artavanis-Tsakonas et al, 1999). Der Notch-Signalweg ist
malgeblich an der embryonalen Entwicklung beteiligt und reguliert zusatzlich Prozesse im
ausgewachsenen Gewebe. Er reguliert hierbei Zellproliferation, Zelldifferenzierung sowie die
Apoptose (Borggrefe und Oswald, 2009). Die Signaltransduktion kann Uber zwei parallele
Wege erfolgen: dem kanonischen und dem nicht-kanonischen Notch-Signalweg. Der
kanonische Notch-Signalweg wird durch die Bindung des Notch-Rezeptors an seinen

Liganden aktiviert. Hierbei kommt es anschliellend zu zwei proteolytischen Spaltungen. Bei
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der ersten Spaltung wird durch eine Metalloproteinase der ADAM Familie (A desintigrin and
metalloproteinase) namens TACE (Tumor necrosis factor alpha converting enzyme) die
extrazellulare Doméane von Notch (NECD) entfernt. Die intrazellulare Domane (NICD) wird
anschlieBend anhand eines y-Sekretase-Komplexes von der Zellmembran gelést und
diffundiert in den Zellkern. NICD verbindet sich im Zellkern mit einem Transkriptionsfaktor
aus der CSL (CBF1/RBP-Jk, Su(H) und Lag-1)-Familie und weiteren Co-Faktoren, was
letztendlich zu der Expression der Zielgene fihrt. Zu den Notch-Zielgenen gehoéren
Mitglieder der Tanskriptionsfaktor-Familien Hes (Hairy and enhancer of split) und Hey
(Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif), welche ein basic helix-loop-helix (bHLH)
Motiv enthalten. Der nicht-kanonischen Notch-Signalweg ist ein CSL unabhangiger,
paralleler Signalweg bei dem die NICD mit dem zytoplasmatischen Protein Deltex (E3
Ubiquitinligase) interagiert und unter anderem die Notch-vermittelte Gentranskription
supprimiert (Izon et al., 2002; Zhang et al., 2010; Weber et al., 2014). Des Weiteren konnte
ein Liganden-unabhangiger nicht-kanonischer Notch-Signalweg nachgewiesen werden, bei
dem intrazellulares Notch mit den Proteinen anderer Signalwege, wie beispielsweise dem

Wnt-Signalweg, interagiert (Andersen et al., 2012).

1.3.2 Die Rolle von Notch bei der Chondrogenese und der Osteoarthrose

Der Notch-Signalweg spielt eine wesentliche Rolle bei der embryonalen Entwicklung
unterschiedlicher Gewebe, und somit konnte auch sein Einfluss bei der Entwicklung des
Gelenkknorpels beobachtet werden. Hayes et al., untersuchten 2003 die Expression der
Notch-Rezeptoren sowie deren Liganden wahrend der murinen Gelenkknorpel-Entwicklung
als auch in der Wachstumsfuge. Sie fanden heraus, das Notch-1 wahrend der Entwicklung in
der Knorpeloberflache exprimiert wird, wahrend die postnatale Expression auf die tieferen
Zonen des Knorpels begrenzt ist. Die Expression von Notch-2 und 4 sowie Delta und
Jagged-2 ist wahrend der Entwicklung homogen im Knorpel verteilt und verlagert sich im
Alter ebenfalls auf die tiefer liegenden Regionen. Notch-3 und Jagged-1 werden bei der
Knorpelentwicklung tGberhaupt nicht exprimiert, nur postnatal ist eine Expression in den tiefer
gelegenen Knorpelzonen detektierbar. In der Wachstumsfuge konnten alle Rezeptoren als
auch die Liganden in den hypertrophen Chondrozyten nachgewiesen werden. Hayes et al.,
(2003) schlussfolgerten  daraus, dass der Notch-Signalweg wahrend der
Embryonalentwicklung des Knorpels sowohl bei der Differenzierung als auch bei der
Proliferation beteiligt ist und postnatal sowohl die Reifung der Chondrozyten als auch die
terminale Differenzierung in den tiefer gelegenen Knorpelzonen reguliert.

Eine weitere Studie an humanen mesenchymalen Stammzellen zeigte wahrend der

chondrogenen Differenzierung, dass eine Uberexpression des Notch-Liganden Jagged-1 die
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Chondrogenese hemmt und den Stammzellphdnotyp aufrecht erhalt (Oldershaw et al.,
2008). Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung des Notch-Signalwegs fur
die ersten 14 Tage als auch fir die ersten 5 Tage die Chondrogenese der hMSCs hemmt,
wohingegen eine Blockade des Notch-Signalwegs zwischen Tag 5 und 14 keinen Einfluss
auf die Chondrogense hatte. Somit ist ein An- und Abschalten des Signalwegs essentiell fur
die korrekte chondrogene Differenzierung von MSCs zu Knorpel. Im adulten, gesunden
humanem Knorpelgewebe wurde die Expression von Notch-1 und Delta-like 1 in der
Oberflachenzone, und bei Notch-1 zusatzlich noch in der tiefen Knorpelzone nachgewiesen.
Die immunhistochemische Farbung von Notch-2 wurde in allen Zonen beobachtet, wahrend
Jagged-1 lediglich in den tiefen Zonen nachgewiesen werden konnte. Die Expression von
Notch-3, Notch-4 sowie Jagged-2 konnte in keiner der Knorpelzonen nachgewiesen werden.
Bei Notch-1, Delta-like 1 und Jagged-1 wurde die Expression Uberwiegend in den Kolonie-
bildenden Chpndrozyten identifiziert (Ustunel et al., 2008). Da in der Oberflachenregion des
Knorpels eine Subpopulation von chondrogenen Vorlauferzellen vermutet wird, welche fir
die Klonalitat der Chondrozyten sorgen soll, wird die Funktion des Notch-Signalwegs mit der
Proliferation dieser Vorlauferzellen in Verbindung gebracht (Alsalameh et al., 2004;
Dowthwaite et al., 2004; Williams et al., 2010). Bei der OA verandern sich die Chondrozyten
und verlieren ihren ausdifferenzierten Phé&notyp, wodurch es zur Expression von
unnatirlichen Proteinen der Knorpelmatrix kommt. Hinter dieser Fehlfunktion wird ein
fehlerhafter Reparaturprozess, ausgeldst von den dedifferenzierten Chondrozyten vermutet.
Bei Expressionsuntersuchungen der Notch-Mitglieder in gesundem und OA Knorpel aus
unterschiedlichen pathologischen Stadien zeigte sich, dass sich die Zunahme der Notch-
Mitglieder Expression generell proportional zum Schweregrad der OA verhalt. Im Gegensatz
zu der Studie von Ustunel et al., (2008) konnte die Expression der Notch-Mitglieder als auch
deren Liganden nicht im gesunden Knorpel identifiziert werden, wohingegen mit
gesteigertem Schweregrad der Erkrankung sich die Expression intensivierte. Hierbei waren
die Notch-Mitglieder im frihen OA Stadium an der Oberflache lokalisiert und im spaten
Stadium verteilte sich die Expression auf die tiefer gelegenen Regionen (Mahjoub et al.,
2012).
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1.4 Aquaporin 1

Aquaporine sind transmembrane Wasserkanale, die ubiquitar verbreitet sind und sowohl in
Pflanzen, Mikroorganismen, Invertebraten und Vertebraten vorkommen (Agre et al., 2002).
Ihre Funktion besteht darin, effektiv die Wassermoleklle entlang des osmotischen
Gradienten durch die Lipiddoppelschicht zu leiten, ohne den Protonengradienten zu
zerstéren. 13 humane Aquaporine konnten bislang identifiziert werden. Aquaporine werden
in zwei Gruppen unterteilt. Bei der Gruppe der gewoéhnlichen Aquaporine handelt es sich um
Wasserkanale, die spezifisch fir Wassermolekile permeabel sind, wohingegen die zweite
Gruppe, die Aquaglyceroporine, Glycerin oder Harnstoff passieren lassen (Verkman, 2005;

Hagiwara et al., 2013).

1.4.1 Struktur

Alle Aquaporine weisen eine ahnliche Struktur auf. Anhand von Roéntgenstrukturanalysen
konnten ca. 30 kDa schwere Monomere identifiziert werden, welche aus 6 Membran
durchspannenden o-helicalen Domanen bestehen und dber flinf Schleifen (Loops)
verbunden sind (A bis E). Vier Aquaporin-Monomere liegen immer als Homotetramer in der
Zellmembran vor (Jung et al., 1994). Das am besten untersuchte und als erstes entdeckte
Aquaporin ist Aquaporin 1 (AQP1) (Preston und Agre, 1991). AQP1 ist ein wasserselektives,
269 Aminosauren langes Protein, welches bis zu 3 Milliarden Wassermolekile pro Sekunde
passieren lasst (Zeidel et al., 1992). Die Wasserselektivitat des AQP1 wird durch ein
spezielles Strukturmotiv in den Schleifen B und E verursacht, welches aus den Aminosauren
Asparagin, Prolin und Alanin, auch NPA-Motiv genannt, besteht (Abb. 4). Diese Konstellation
bildet die eigentliche Pore des Aquaporins und ist mit 3 A die engste Stelle des
Wasserkanals (Sanduhrmodell; Hour Glass) (de Groot und Grubmdiller, 2001; de Groot et al.,
2003). Das Molekulargewicht der AQP1 Monomere betragt nicht-glykosyliert 28 kDa und
glykosyliert zwischen 40-60 kDa (Borgnia et al., 1999). Aquaporine arbeiten bidirektional und
ohne Aufwendung von Energie. Aquaporin 1 kann durch Qecksilber-, Gold- oder Silberionen
gehemmt werden, indem diese an ein Cystein, welches im Poreneingang lokalisiert ist,

binden und den Wasserfluss blockieren (Seeliger et al., 2013).
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Abb. 4: Graphische Darstellung der strukturellen Anordnung von AQP1. Die Schleifen B und E,
welche das konservierte NPA Motiv (Asparagin-Prolin-Alanin) enthalten, bilden den eigentlichen

Wasserkanal. Bildquelle: Jung et al., 1994.

1.4.2 Lokalisation

AQP1 wurde als erstes Aquaporin in den Erythrozyten entdeckt und spéater in den
Epithelzellschichten nahezu aller Gewebe sowie in vielen Endothelzellschichten lokalisiert.
Die Verteilung und die relative Expression im gesunden humanen Gewebe wurde 2003
mittels Tissue Microarray (TMA) Technologie von Mobasheri und Marples untersucht. Sie
analysierten 66 unterschiedliche Gewebe des menschlichen Kérpers und konnten zeigen,
dass AQP1 unter anderem sehr stark im Nierenkortex und im hepatobilidren System
exprimiert wird. Eine eher moderate Expression konnte im Hippocampus und den
ependymalen Zellen des ZNS sowie in der Lunge, Blase, im Brustepithel, Synovium und
Gelenkknorpel nachgewiesen werden. In fetalen Membranen, im Nebenhoden und im
lymphatischen Epithel des Herzens konnte nur eine geringe Expression im Vergleich zu den

anderen Geweben nachgewiesen werden.
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1.4.3 Funktion von AQP1

Aquaporine spielen eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung des osmotischen
Gradienten. AQP1 Knockout-Mause zeigten eine gestdrte Absorption von Wasser in den
Nierentubuli, was letztendlich zu einem Defekt bei der Urinkonzentrierung flhrte
(Schnermann et al., 1998). 2005 konnte ein Zusammenhang zwischen der AQP1 Expression
und dem Migrationsverhalten von Endothelzellen in Mausen nachgewiesen werden. Hierbei
zeigten die Endothelzellen von AQP1 Knockout-Mausen ein reduziertes Migrationsverhalten,
was eine Beeintrachtigung der Tumorangiogenese zur Folge hatte (Saadoun,
Papadopoulos, Hara-Chikuma, und Verkman, 2005a). Basierend auf
Zellmigrationsversuchen wurde der Prozess der Migration in die vier Phasen Polarisierung,
Protrusion, Traktion und Retraktion unterteilt. Bei der Fortbewegung kommt es zur
Ausbildung einer Ausstilpung am Leitsaum (Protrusion) in Bewegungsrichtung und zur
Retraktion am hinteren Ende. Die Depolymerisierung der Aktinfilamente sowie der Einstrom
von lonen fihrt zur Erhéhung der zytoplasmatischen Osmolaritdt am Leitsaum der Zellen
und somit zum Einstrom von Wasser durch die Plasmamembran (Saadoun, Papadopoulos,
Hara-Chikuma, und Verkman, 2005b). Da eine erhdhte Expression von AQP1 am Leitsaum
migrierender Zellen nachgewiesen wurde geht man davon aus, dass AQP1 beim Umbau der
Zellmembran fir die Ausstllpung und somit bei der Ausbildung des Lamellipodiums eine
Rolle spielt. Man vermutet, dass es durch den Wassereinstrom zu einer Erhdhung des
hydrostatischen Drucks und somit zur Vergréfierung der Plasmamembran kommt. Durch die
VergrofRerung der Plasmamembran werden die Aktinfilamente verlangert und die Protrusion
stabilisiert (Verkman, 2008). Fir die Organisation des Zytoskeletts werden GerUstproteine
bendtigt, welche eine plasmamembran-assoziierte PDZ-Doméane enthalten, die als
Bindeglied zwischen unterschiedlichen Proteinen fungiert (Craven und Bredt, 1998). Ein
Gerustkomplex, welcher vermehrt in Epithelzellen und Neuronen vorkommt, ist der
heterotrimere CASK/LIN-2, LIN-7 und LIN-10 Komplex (Cohen et al., 1998; Butz et al., 1998;
Kaech et al., 1998; Borg et al., 1998). In Saugetierzellen ist LIN-7 verantwortlich fur die
Rekrutierung von Zelladhasionsmolekilen, Rezeptoren und Signalproteinen, wohingegen
LIN-2 Bindestellen fir Proteine des Zytoskelettes besitzt (Cohen et al., 1998). In der Arbeit
von Monzani von 2009 konnte eine Co-Immunopréazipitation von LIN-7 mit AQP1
nachgewiesen werden. Der Knockdown von AQP1 in humanen Endothelzellen sowie in einer
humanen Melanomzelllinie flhrte zur Repression von LIN-7 und B-Catenin. R-Catenin
schafft eine Verbindung zwischen LIN-7 und dem Zytoskelett Uber das a—Catenin (Abb. 5).
Der Knockdown der AQP1 Expression in den oben genannten Zellen flhrte somit zu einer
fehlerhaften Organisation von F-Aktin Uber den LIN-7/B-Catenin Komplex (Monzani et al.,
2009).
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Die Expression von AQP1 konnte auch in murinen Chondrozyten nachgewiesen werden, wo
der Wasserkanal ebenfalls einen Einfluss auf die Migration, aber auch auf die Adhasion der
Zellen in der Kultur hatte. Die Chondrozyten aus AQP1 Knockout-Mausen zeigten eine um
die Halfte reduzierte Migrationsrate im Vergleich zu den Chondrozyten aus Wildtyp-Mausen.
Zusatzlich konnte eine reduzierte Zelladhasion von AQP1 Knockdown-Chondrozyten

gegeniber Kollagen Il nachgewiesen werden (Liang et al., 2008).

cytoskeleton

p-catein ______— cytoskeleton
a catemn

proteasome

Abb. 5: Hypothetische Interaktion zwischen AQP1 und dem Zytoskelett. A) Interaktion zwischen
AQP1 und LIN-7 und lokale Organisation des Zytoskeletts Uber den LIN-7/3-Catenin/a-Catenin-
Komplex. B) Das Fehlen von AQP1 fihrt zur Destabilisierung des AQP1 vermittelten
LIN-7/R-Catenin/a-Catenin-Komplexes und somit zur Re-organisation des Zytoskelettes und folglich

zu einem reduzierten Migrationsverhalten. Bildquelle: Monzani et al., 2009.

1.4.4 AQP1 in der Osteoarthrose

Eine fehlerhafte Expression von Aquaporinen fluhrt zu Krankheiten wie beispielsweise
Diabetes insipidus und der kongenitalen Katarakt (King et al., 2001). Aber auch ein
Zusammenhang zwischen der Expression von Aquaporinen und osteoartikularen
Erkrankungen konnte beobachtet werden. 2004 wurde die Proteinexpression von AQP1 in
humanem, normalem, osteoarthrotischem sowie rheumatoid arthritischem Gewebe
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass AQP1 in den Chondrozyten, den synovialen
Mikrogefallen sowie den Synoviozyten exprimiert wird. Im Knorpel konnte die AQP1
Expression vor allem in den tiefer gelegenen Zonen nachgewiesen werden. Wahrend keine
Expressionsunterschiede zwischen dem normalem und dem OA Knorpel ermittelt werden
konnten, war die Expression im RA Knorpel erhéht (Trujillo et al., 2004). 2007 wurde die
mRNA Expression von AQP1 und AQP3 in normalem und OA Kiefergelenksknorpel von
Ratten untersucht. Hier konnte kein Unterschied der AQP1 mRNA Expression zwischen
normalem und OA Knorpel nachgewiesen werden, wohingegen die mRNA Expression von

AQP3 im OA Knorpel signifikant erhdht war. Im normalen Knorpel war die Proteinexpression
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von AQP3 in der Oberflichenzone lokalisiert, wohingegen sich die Expression im OA
Frihstadium auf die mittlere und im spateren Verlauf auf die tiefe Zone verlagert hatte (Meng
et al, 2007). In einer Studie von Geyer et al, von 2009 wurden mRNA
Expressionsunterschiede zwischen starker geschadigten und weniger geschadigten Arealen
in humanem OA Knorpel untersucht. Neben finf weiteren Proteinen konnte auch eine
erhdhte Expression von AQP1 in den starker geschadigten Arealen nachgewiesen werden.
Dieser Expressionsunterschied wurde auch auf Proteinebene bestatigt, wobei im Gegensatz
zu vorangegangenen Studien die AQP1 Expression in der Oberfachenzone und dort vor
allem in den starker geschadigten Arealen lokalisiert wurde (Geyer et al., 2009). Anhand der
Ergebnisse wurde geschlussfolgert, dass AQP1 zu den OA-typischen Veradnderungen der

wasserabhangigen Homaoostase der Zellen bzw. der EZM fiihrt.
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1.5 Fragestellung

Um die pathogen veranderte Molekularbiologie des osteoarthrotischen Knorpelgewebes
besser verstehen zu koénnen, wurden basierend auf der vorhergehenden
Genexpressionsanalyse von Geyer et al., (2009), bei der in makroskopisch ladierten
Bereichen des osteoarthrotischen humanen Kniegelenksknorpels neben vier weiteren Genen
(IGFBP-3, DAF, CIF, WISP-1) der Wasserkanal AQP1 und der Notch-Rezeptor-Ligand
DNER in den makroskopisch ladierten Arealen als Uberexprimiert nachgewiesen wurden,

folgende Analysen durchgefihrt:

¢ Uberexpression von AQP1 in kultivierten humanen osteoarthrotischen Chondrozyten
und Analyse von knorpelspezifischen Stoffwechselparametern,

Transkriptionsfaktoren und Geristproteinen

e Untersuchung der Expression des DNER-Proteins in makroskopisch intakten und

ladierten humanen OA Knorpelarealen

e Knockdown und Uberexpression von DNER in kultivierten humanen
osteoarthrotischen und gesunden Chondrozyten und Analyse  von
knorpelspezifischen Stoffwechselparametern, Transkriptionsfaktoren und Mitgliedern

des Notch-Signalwegs

* Untersuchung des Einflusses von DNER auf die in vitro Chondrogenese durch die
Uberexpression von DNER in humanen mesenchymalen Stammzellen und die
Analyse von Stoffwechselparametern, Transkriptionsfaktoren und Mitgliedern des

Notch-Signalwegs auf RNA- und Proteinebene
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2. MATERIAL

2.1 Bakterien

Fur die Transformation von Plasmiden und Klonierungsprodukten wurde der Bakterienstamm
E. coli DH5a (Genotyp: F° ¢$80dlacZAM15 endA1 recA1 hsdR17(rk,mk*) supE44 thi-1

gyrA96(Nal’ relA1 A(lacZYA-argF)U169) verwendet. Der DH5a Stamm (Raleigh et al., 1989)

wurde als Schenkung von der Goethe-Universitat Frankfurt am Main zur Verfligung gestellt.

Die chemische Kompetenz erhielten die Zellen durch die Behandlung mit entsprechenden

Puffern (3.1.1). Kommerzielle, chemisch kompetente DH5a Bakterien wurden von der Firma

Thermo Fisher Scientific in Waltham (USA) (One Shot® MAX Efficiency® DH50™-T1R)

bezogen.

2.2 Chemikalien

Tab. 2: Verwendete Chemikalien.

Bezeichnung

Hersteller

Aceton Roth, Karlsruhe
Acrylamid/Bis-Lésung (40%) Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Agar Difco Laboratories GmbH, Heidelberg

Agarose High Resolution

Roth, Karlsruhe

Alcianblau

Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat

Roth, Karlsruhe

Ampicillin-Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

AMV-Puffer 5x

Promega, Mannheim

Antibiotisch-antimykotische Lésung

(Penicillin, Streptomycin, Amphotericin B)

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Aquatex®

Merck, Darmstadt

Ascorbinsaure

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

BSA (bovines Serum Albumin)

Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid

Roth, Karlsruhe

EDTA (Ethyldiamin-tetraessigsaure)

Roth, Karlsruhe

Entellan®

Merck Millipore, Darmstadt

Eosin Roth, Karlsruhe
Essigsaure Roth, Karlsruhe
Ethanol Roth, Karlsruhe

29



MATERIAL

FCS (fetales Kalberserum)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glucose Roth, Karlsruhe
Glycerin Roth, Karlsruhe
Hamatoxylin Roth, Karlsruhe

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Salzsaure

Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt

Roth, Karlsruhe

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

piperazinyl)-ethansulfonsaure)

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Wasserstoffperoxid (30%)

Roth, Karlsruhe

Isopropanol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Kaliumacetat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ladepuffer 6x, blau-orange

Promega, Mannheim

Magnesiumchlorid

Roth, Karlsruhe

Magnesiumsulfat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Mangan(ll)-chlorid

Roth, Karlsruhe

Methanol

Roth, Karlsruhe

Milchpulver, fettarm

Roth, Karlsruhe

MOPS (3-(N-Morpholino)-

Propansulfonsaure)

Roth, Karlsruhe

NaCl-Lésung 0,9%

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Natriumhydroxid

Roth, Karlsruhe

Nonidet P 40

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

NuPAGE® Transferpuffer 20x

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TissueTek®

Sakura Finetek, Heppenheim

PBS (phosphate buffered saline)

PAA Laboratories GmbH, Colbe

PCR Nukleotid Mix

Roche, Mannheim

Probenpuffer 5x

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Probenpuffer 6x

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Protease-Inhibitor-Cocktail Tablette

(Complete Mini)

Roche, Mannheim

Rubidiumchlorid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

RNasin (RNase Inhibitor)

Promega, Mannheim

RT-PCR Grade Water

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Safranin-O

Roth, Karlsruhe

SDS (sodium dodecyl sulfate/

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

30



MATERIAL

Natriumsulfat)

T4 DNA Ligase New England BiolLabs, Frankfurt/Main
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Roth, Karlsruhe

TGF-R3 Lonza Cologne GmbH, KéIn

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Roth, Karlsruhe

Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trypton Roth, Karlsruhe

Tween-20 Roth, Karlsruhe

Xylol Roth, Karlsruhe

2.3 Materialien

Tab. 3: Verwendete Materialien.

Bezeichnung Hersteller

Blotpapier, extra dick Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Light Cycler Kapillaren (20 pl) Roche Diagnostics, Mannheim
Mikroliter-Pipette Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz
Objekttrager mit Kammern (Lab-Tek I Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Chamber Slide)

Objekttrager (Superfrost® Plus) Menzel Glaser, Braunschweig
Pipettenspitzen Corning B.V. Life Sciences, Niederlande
Reaktionsgefalle (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf AG, Hamburg
Reaktionsgefalie (15 ml, 50 ml) Greiner, Frickenhausen
Reaktionsgefalie fir PCR (Multi® - Roth, Karlsruhe

UltraStripes)

Réntgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL) GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK

Sterilfilter (0,2 ym Filter, nicht-Protein- Corning B.V. Life Sciences, Niederlande
bindend, PF, blau)

Transfermembran (Immobilon-P® PVDF) Merck Millipore, Darmstadt

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cmz) Greiner, Frickenhausen

Zellkulturplatten Polystyrol (6well, 96well) Greiner, Frickenhausen

Zellkulturplatten Polypropylen (96well, V- Greiner, Frickenhausen

Boden)

Zellkulturschale (Cellstar® 100 x 20 mm) Greiner, Frickenhausen
Zellschaber Greiner, Frickenhausen
Zellsieb 70 pym BD Bioscience, Heidelberg
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2.4 Bakterienkultur

Tab. 4: Verwendete Medien flr die Kultivierung, Transformation und Aufbewahrung von E.

coli DH5a..

Bezeichnung

Zusammensetzung

Luria Broth (LB) Medium + Ampicillin

0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) Trypton,
0,05% (w/v) NaCl, autoklavieren, £100 pg/ml

Ampicillin

Super Optimal Broth Medium (SOB)

0,5% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Trypton,
0,058% (w/v) NaCl in dH,O
autoklavieren, 0,12% (w/v) MgSO,4, 0,095%
(w/v) MgCl,

6sen,

LBamp Platten

LB Medium, 1,5% (w/v) Agar

Glycerin-Dauerkultur

2.5 Zellkulturmedien

400 pl 50% (VIv)

Flassigkultur

Glycerin, 600 pl

Tab. 5: Verwendete Zellkulturmedien. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Bezeichnung

Hersteller

DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium),
1g/l Glukose, L-Glutamin

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Ham’s F12, L-Glutamin

PAA Laboratories GmbH, Colbe

MSCGM (Mesenchymal Stem Cell Growth

Medium) - Wachstumsmedium

Lonza Cologne GmbH, KdIn

MSC Differenzierungsmedium

(Chondrogenese)

Lonza Cologne GmbH, KdIn

CBM-Medium (chondrocyte basal medium) -

Wachstumsmedium

Mediensupplementierungen

Lonza Cologne GmbH, KdIn

DMEM/Ham’s F12 (hCH

Wachstumsmedium)

Serumfrei oder mit 10% hitzeinaktiviertem FCS, 1% (v/v)

antibiotisch-antimykotische

Lésung, 1% (v/v) HEPES,

Lagerung bei 4°C

Ham’'s F12

Serumfrei oder mit 10% hitzeinaktiviertem FCS, antibiotisch-

antimykotische Lésung, 1% (v/v) HEPES, Lagerung bei 4°C
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MSCGM (Mesenchymal
Stem Cell Growth Medium)

Die Medienzusatze waren in der Lieferung enthalten: 10%
(v/v) mesenchymal stem cell growth supplement, 2% (v/v) L-
Glutamin, 0,1% (v/v) GA-1000 (Gentamicin, Amphotericin B)

MSC
Differenzierungsmedium

(Chondrogenese)

1% (v/iv) ITS (Insulin, Transferrin, Selenium) + supplement,
1% Ascorbinsaure, 1% (v/v) Pyruvat, 1% (v/v) Prolin, 0,5%
(v/v) Dexamethason, 2% (v/v) L-Glutamin, 0,1% (v/v) GA-
1000 (Gentamicin, Amphotericin B), 0,01 uyg/ml TGF-R3

CBM-Medium (Chondrocyte
Basal Medium)

5% (v/v) FBS, 0,2% (v/v) R*IGF-1 (insulin growth factor),
0,5% (v/v) bFGF (basic fibroblast growth factor), 0,1% (v/v)
0,2% (v/v) 0,1% (v/v) GA-1000

(Gentamicin, Amphotericin B)

Transferrin, Insulin,

2.6 Losungen und Puffer

Tab. 6: Verwendete Lésungen und Puffer. Die Lagerung erfolgte, soweit nicht anders

vermerkt, bei Raumtemperatur.

Bezeichnung

Zusammensetzung

Chondrozytenisolierung aus G

ewebe

Pronase-L6sung

0,2% (w/v) Pronase in Ham’s F12 mit 5% (v/v) FCS ldsen;

steril filtrieren; kurze Lagerung bei 4°C mdglich

Kollagenase Typ 2-Lésung

200 U/ml Kollagenase Typ 2 (Worthington) in Ham’s F12 mit
5% (v/v) FCS I8sen; steril filtrieren; kurze Lagerung bei 4°C

maoglich

Chondrozytenpraparation vor Nukleofektion

Pronase

Arbeitskonzentration: 1 mg/ml Pronase in DMEM/Ham’s F12
(5% FCS); kurze Lagerung bei 4°C mdglich

Kollagenase P-L6ésung

Stammlésung: 1 mg/ml Kollagenase P in DMEM/Ham’s F12
(5% FCS); Arbeitskonzentration: 0,18 U/mL; kurze Lagerung
bei 4°C moglich

Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

RF1-Lésung (fir kompetente
Zellen)

0,78% (w/v) RbCly, 2,4% (w/v) MnCl, x 2H,0, 0,147% (w/v)
Kaliumacetat, 0,07% (w/v) CaCl, x 2H,0, 1,63 M Glycerin;

mit Essigsaure auf pH 5,8 einstellen; autoklavieren

RF2-Lésung (fir kompetente
Zellen)

0,03% (w/v) RbCl,, 0,015% (w/v) MOPS, 0,22% (w/v) CaCl,
x 2H,0, 1,63 M Glycerin; mit NaOH auf pH 6,8 einstellen;

autoklavieren
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Histologische Farbungen

Alcianblau

1% (w/v) Alcianblau in 3% Essigsaure

Eosin-L6sung

1% (w/v) Eosin in dH,O l6ésen, filtrieren und dunkel lagern;

vor Gebrauch einige Tropfen 96%ige Essigséure

Fast-Green-Ldsung

0,001% (w/v) Fast-Green in dH,O

Hamalaun

0,1% (w/v) Hadmatoxylin, 0,02% (w/v) Natriumjodat, 5% (w/v)
Kaliumaluminiumsulfat; vollstandig in dH,O |6sen; 5% (w/v)

Chloralhydrat, 0,1% Ascorbinsaure; filtrieren, dunkel lagern

Milchpulverlésung (5%)

5% (w/v) Milchpulver geldst in 1x PBS

Safranin-O-Lésung

1% (w/v) Safranin-O in dH,0

Weigert'sche-Lésung

Lésung A: 1% (w/v) Hamatoxylin in 95% (v/v) Ethanol

Lésung B: 29% (w/v) Eisen-lll-chlorid-Hexahydrate in dH,O
I6sen. Davon 4 ml in 95 ml dH,0 geben und mit 1 mL konz.
Salzsaure (= 32%, p.a. ISO) versetzen; Beide Lésungen im

Verhaltnis 1:1 mischen und dunkel bis zu 4 Wochen lagern

Plasmid-Isolierung/Auftrennung

Puffer P1

0,3% (w/v) Tris, 0,9% (w/v) Glucose, 0,3% (w/v) EDTA,
0,01% (w/v) RNase; Lagerung bei 4°C

Puffer P2

0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS

Puffer P3

3M Kaliumacetat in 120 ml dH,O I6sen, 23 ml Eisessig, ad
200 ml (pH 4,8 eingestellt); autoklavieren

TAE-Puffer 50x

121 g Tris, 28,6 ml Essigsaure, 50 ml 0,5 mM EDTA (pH8),
ad 500 ml dH,O

Western-Blot

Elektrodenpuffer 10x

3% (wiv) Tris, 14,4% (w/v) Glycin, 1% (w/v) SDS; Lagerung
bei 4°C

Gelpuffer (Trenngel) 1,5 M Tris, mit HCL pH 8,8 einstellen
Gelpuffer (Sammelgel) 1 M Tris mit HCL pH 6,8 einstellen
Lysepuffer 0,6% (w/v) Tris, 1% (v/v) Nonidet P 40 in dH,0 lésen; pro 10

ml Lysepuffer eine Proteaseinhibitor-Tablette frisch zugeben,;

Lagerung bei 4°C

TBS-T-Puffer 1x

0,121% (w/v) Tris, 0,88% (w/v) NaCl, 0,1% (v/v) Tween-20
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2.7 Enzyme

Tab. 7: Verwendete Enzyme.

Bezeichnung

Hersteller

Alkaline Phosphatase (10.000 Units/ml)

New England BiolLabs, Frankfurt/Main

AMV Reverse Transcriptase

Promega, Mannheim

EcoRI Units

New England BiolLabs, Frankfurt/Main

Kollagenase P (1,5 U/mg)

Roche Diagnostics, Mannheim

Kollagenase (Worthington 370 U/mg Lot:
42B13273)

Worthington Biochemical/CellSystems
GmbH, Troisdorf

Kpnl Units

New England BiolLabs, Frankfurt/Main

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

New England BiolLabs, Frankfurt/Main

Pronase (7 Units/mq)

Roche Diagnostics, Mannheim

Tag-Polymerase (Taq PCR Master Mix Kit)

QIAGEN, Hilden

Trypsin/EDTA

PAA Laboratories GmbH, Colbe

T4 DNA Ligase units

New England BiolLabs, Frankfurt/Main

Xhol units

2.8. Plasmide

New England BiolLabs, Frankfurt/Main

Tab. 8: Kommerziell erworbene und eigens konstruierte Plasmide.

Bezeichnung Beschreibung

Hersteller

pGEM-T® Easy

3015 bp, T/A-Klonierungsvektor; bla, lacZa

Promega, Mannheim

pGEM-T® Easy
+ AQP1

TA-Klonierung des 810 bp humanen AQP1-
Fragments in den 3015 bp pGEM-T® Easy
Vektor

Dissertation Dr.
Kramm (2014)

pAQP1

AQP1 exprimierendes Plasmid, Integration des
humanen AQP1-Fragments in den pcDNA 3.1
(+) mittels EcoRI Restriktionsschnittstelle, 5428
bp, CMV Promotor, bla, neo

Vorliegende Arbeit

pDNER

DNER exprimierendes Plasmid, 7431bp, CMV

Promotor, His-Tag (C terminal), bla

QIAGEN, Hilden

pGFP

GFP exprimierendes Plasmid, Integration des
GFP-Fragments in den pcDNA 3.1 (+) mittels
Kpnl und Xhol Restriktionsschnittstellen,
6128bp, CMV Promotor, bla, neo

Vorliegende Arbeit
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2.9 Marker

Tab. 9: Verwendete DNA- und Protein-Marker.

Bezeichnung Hersteller

Lambda DNA/ EcoRI+Hindlll Marker Promega, Mannheim

50 bp Marker Roth, Karlsruhe

100bp Marker Roth, Karlsruhe

peqGOLD Protein Marker 1V Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
2.10 Antikorper

Tab. 10: Primarantikdrper flur immunhisto- und immunzytochemische Farbungen (IHC und

ICC) sowie Western-Blot Analysen (WB).

Bezeichnung Spezifitat Verdinnung Hersteller
3-Aktin Maus anti-human Santa Cruz Biotechnologie,
Monoklonal 1IgG WB 1:200 Texas, USA
sc47778
Aquaporin 1 Maus anti-human Abcam, Cambridge, UK
Monoklonal 1IgG1 ICC 1:100 Ab11023
Kollagen Typ | Maus anti-human Acris Antibodies GmbH,
Monoklonal 1gG1 IHC 1:4000 Herford
AM10043SU-N
Kollagen Typ X | Kaninchen anti-human Life Science Inc., Houston,
Polyklonal 1IgG IHC 1:500 USA
A92156Hu01
Cyclophilin B Kaninchen anti-human Abcam, Cambridge, UK
WB 1:2000
DNER Ziege anti-human IHC 1:4 R&D Systems, Wiesbaden
Polyklonal IgG ICC 1:3 BAF3646
WB 1:500
Sox9 Maus anti-human Abcam, Cambridge, UK
Monoklonal IgG2ak IHC 1:1428 Ab76997
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Tab. 11: Sekundarantikérper flr immunhisto- und immunzytochemische Farbungen (IHC und
ICC) sowie Western-Blot Analysen (WB)

Bezeichnung Spezifitat Verdiinnung Hersteller

Histofine Simple Stain anti-Maus - Nichirei Biosciences,
MAX PO (Multi) anti- anti-Kaninchen Tokyo, Japan
mouse, -rabbit

Histofine Simple Stain anti-Ziege - Nichirei Biosciences,
MAX PO (G) anti-goat Tokyo, Japan
anti-Mouse Ig Ziege anti-Maus WB 1:1000 DAKO, Hamburg
anti-Goat Ig Kaninchen anti-Ziege WB 1:2000 DAKO, Hamburg
anti-Rabbit Ig Ziege anti-Kaninchen WB 1:5000 DAKO, Hamburg

Tab. 12: Verwendete Isotypkontrollen mit Verdlinnung fir die entsprechende

Primarantikérperfarbung

Bezeichnung Verdiinnung Hersteller

Goat IgG DNER IHC 1:40 R&D Systems, Wiesbaden
DNER ICC 1:30 AB-108-C

Mouse IgG1k Collagen type | 1:4000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Aszit M1398

Mouse IgG1k Aquaporin 1 1:25 BD Bioscience, Heidelberg

550878

Mouse IgG2ak

Sox9 1:350

BD Bioscience, Heidelberg
550339

Rabbit IgG

Collagen type X 1:500

Abcam, Cambridge, UK
Ab125938
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2.11 Molekularbiologische Kits

Tab. 13: Verwendete Kits.

Bezeichnung Hersteller

AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) Substrate Kit | Vector laboratories, Burlingame, USA
Amaxa'" Human Chondrocyte Nucleofector Lonza Cologne GmbH, KdIn

Kit

Amaxa'" Human Mesenchymal Stem Cell Lonza Cologne GmbH, KdIn
Nucleofector Kit

BCA Protein Assay Kit (Pierce®) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Flexi Tube Gene Solution for DNER-Kit + QIAGEN, Hilden

AllStars Negative Control siRNA

peqGold Plasmid Miniprep Kit Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
QIAGEN Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden

RNeasy Mini Kit QIAGEN, Hilden

RNase-free DNase Set QIAGEN, Hilden

RNAqueous®-Micro Kit Ambion®/ Life Technologies, Darmstadt
SuperSignal® West Dura Extended Duration Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Substrate

Taq PCR Master Mix Kit QIAGEN, Hilden

Absolute qPCR SYBR Green Capillary Mix Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent | Roche Diagnostics, Mannheim

2.12 Oligonukleotide

Fur das Designen der Oligonukleotide (Primer) wurden ca. 20 bp lange Nukleotidsequenzen
des entsprechenden Gens entweder manuell oder mit Hilfe des Programms ,Primer3“
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/Primer3_www.cgi) ausgewahlt. Um die Primer auf
Dimere und Sekundarstrukturen zu Uberprifen, wurde das Programm ,Beacon Designer®
(http://www.premierbiosoft.com/qpcr) verwendet. Die Spezifitat der Primer-Hybridisierung
wurde anhand des Programms ,BLAST Search® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)
untersucht. Synthetische Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
bezogen und sind in Tabelle 14 mit Angaben zu ihrer Verwendung zusammengestellt. Die

lyophilisierten Primer wurden in ddH,0 geldst (Konzentration: 100 pmol/pul).
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Tab. 14: Verwendete Primer mit optimierten Magnesiumchlorid-Konzentrationen und
Hybridisierungstemperaturen. Annealing-Temperatur (T,), forward (for), reverse (rev).
Bezeichnung Sequenz (5°-3") Verwendung MgCl, | Tn
[mM] | [°C]

h18s (for) cggctaccacatccaagga Amplifikation des

humanen 18s 3 50-
h18s (rev) gctggaattaccgcggcetge Gens 60

(Referenzgen),

real-time PCR
ADAMTS-4-LB28 (for) | tgtgaaaatgtgtgtgtgct Amplifikation des

humanen 4 55
ADAMTS-4-LB29 (rev) | ataatccctcactccctgaa ADAMTS-4 Gens,

real-time PCR
ADAMTS-5-LB30 (for) | aagctttgtgtcacggtagg Amplifikation des

humanen 4 53
ADAMTS-5-LB31 (rev) | tgaccccttaaatgtcctca ADAMTS-5 Gens,

real-time PCR
Aggrekan-LB32 (for) tccctcaccatccectgceta Amplifikation des

humanen 45 57
Aggrekan-LB33 (rev) gcagtgagaccttgtcctga Aggrekan Gens,

real-time PCR
AQP1-LB44 (for) ggtggggaacaaccagacg Amplifikation des

humanen 3 60

AQP1-LB45 (rev)

tacatgagggcacggaagatg

Aquaporin 1 Gens,
real-time PCR

AQP1-810-LB48 (for) tcggcctctctgtagecctt Amplifikation des 3" und des
5’Endes von AQP1 (human) fiir die
AQP1-810-LB49 (rev) aagcccagggcagaaccgat Sequenzierung
3-Catenin-LB62 (for) cgacaccaagaagcagagat Amplifikation des
humanen R-Catenin 3 55
3-Catenin-LB63 (rev) agcctttatcagaggccagt Gens, real-time PCR
BST-2-KF (for) cagaagggctttcaggatgt Amplifikation des
humanen BST-2 3,5 58
BST-2-KF (rev) tgatctctccctcaagcetce Gens, real-time

PCR
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Coll1-LB1 (for) caagatgtgccactctgact Amplifikation des

humanen 3,5 53
Coll1-LB2 (rev) agtctccatgttgcagaaga Kollagen Typ |

Gens, real-time

PCR
Coll10-LB74 (for) gcatgtgaaagggactcatg Amplifikation des

humanen 3 55
Coll10-LB75 (rev) ccacacctggtcattttctg Kollagen Typ X

Gens, real-time

PCR
DNER-MG (for) aaggctatgaaggtcccaact Amplifikation des

humanen DNER 3 55
DNER-MG (rev) ctgagagcgaggcaggattt Gens, real-time PCR
DNERopt-LB76 (for) caagatcgactactgcatcc Amplifikation der

Codon-optimierten 4 55
DNERopt-LB77 (rev) cacgtaacaggtgccattg hDNER Sequenz,

real-time PCR
Hes-1-LB68 (for) aagtgtgctggggaagtacc Amplifikation des

humanen 3 55
Hes-1-LB69 (rev) ttgatctgggtcatgcagtt Hes-1 Gens,

real-time PCR
Hey-1-LB102 (for) acgagaatggaaacttgagttc Amplifikation des

humanen 4.5 57
Hey-1-LB103 (rev) aactccgatagtccatagcaag Hey-1 Gens,

real-time PCR
Jagged-1-LB98 (for) agtcactggcacggttgtag Amplifikation des

humanen 3 55
Jagged-1-LB99 (rev tcgctgtatctgtccacctg Jagged-1 Gens,

real-time PCR
LIN-2-LB54 (for) ctagccgctgtgtcaagtca Amplifikation des

humanen 4 55
LIN-2-LB55 (rev) ttcttccaatacctctttgge LIN-2 Gens,

real-time PCR
LIN-7-LB66 (for) ttgcagcttttgcagctagt Amplifikation des

humanen LIN-7 3 55
LIN-7-LB67 (rev ctectttcctcccatcacat Gens, real-time PCR
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MMP-9-LB24 (for) ccggaccaaggatacagttt Amplifikation des

humanen 3 53
MMP-9-LB25 (rev) cagtgaagcggtacataggg MMP-9 Gens,

real-time PCR
MMP-13-LB26 (for) tctacacctacaccggcaaa Amplifikation des

humanen 3 50
MMP-13-LB27 (rev) ttagggttggggtcttcatc MMP-13 Gens,

real-time PCR
Notch-1 (for) QuantiTect® Primer Assay | Amplifikation des

Hs Notch_1 1 _SG humanen 3,5 60
Notch-1 (rev) Cat. No.: QT00231056 Notch-1 Gens,
QIAGEN, Hilden real-time PCR

Notch-2-LB104 (for) cccccattgtgactttccag Amplifikation des

humanen 4 58
Notch-2-LB105 (rev) gagctacctgcccgtectg Notch-2 Gens,

real-time PCR
pcDNA 3.1 (+) LB60 taatacgactcactataggg Amplifikation der multiple cloning
(for) site von pcDNA 3.1 (+) — forward
pcDNA 3.1( +) LB61 tagaaggcacagtcgagg und reverse flr die Sequenzierung
(rev)
Sox9-LB34 (for) acccgtctacacacagctca Amplifikation des

humanen 45 53
Sox9-LB35 (rev) agggaattctggttggtcct Sox9 Gens,

real-time PCR
SPEN-LB90 (for) gaggggacaacagtacagcac | Amplifikation des

humanen 45 57
SPEN-LB91 (rev) atgctttggttggagtccttt SPEN Gens,

real-time PCR
TIMP-3-LB58 (for) cgtgtacctttcccattgtg Amplifikation des

humanen 4 55
TIMP-3-LB59 (rev) tcccttcaaaaccagtgaca TIMP-3 Gens,

real-time PCR
TRIM22-LB94 (for) gggtggacgtgatgctgaa Amplifikation des

humanen 3 55
TRIM22-LB95 (rev) tcacttgtctctgatccacagaaata | TRIM22 Gens,

real-time PCR
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Fur die cDNA-Synthese wurden random Primer p(DN)s der Firma Roche Diagnostics

verwendet.

2.13 Gerate

Tab. 15: Verwendete Gerate.

Bezeichnung

Hersteller

Amaxa Nucleofector® ||

Lonza Cologne GmbH, KdIn

Biofuge primo R (Heraeus)

Kendro Laborytory Products, Hanau

Biophotometer

Eppendorf AG, Hamburg

Gelelektrophorese Apparatur horizontal

Bio-Rad Laboratories, Minchen

Gelelektrophorese Apparatur vertikal (Mini-
Protean® Tetra Cell)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Inkubationsschittler (Certomat® H)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Kryostat (CM 3050S)

Leica Microsystems, Wetzlar

LC Carousel Centrifuge

Roche Diagnostics, Mannheim

Light Cycler 1.5

Roche Diagnostics, Mannheim

Mikroskop (DM IRB)

Leica Microsystems, Wetzlar

Mikroskopkamera (DC 200)

Leica Microsystems, Wetzlar

Multifuge 3 S-R (Heraeus)

Kendro Laborytory Products, Hanau

Photometer (NanoDrop®)

Peglab Biotechnologie, Erlangen

Réntgenfilmentwickler (Protec® Optimax®)

PROTEC Medizintechnik GmbH & Co. KG,
Oberstenfeld

Sunrise ELISA Reader

Tecan, Crailsheim

Thermocycler (GeneAMP PCR System 9700)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

ThermoStat plus 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge (5417C)

Eppendorf AG, Hamburg

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

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Wasserbad

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel
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2.14 Software

Tab. 16: Verwendete Software.

Software

Verwendungszweck

Hersteller

ApE (A plasmid Editor)

Analyse von Sequenzen,
Klonierungssimulation,

Konstruktion von Plasmidkarten

Biologylabs, Utah, USA

Beacon Designer '

Analyse von SYBR® Green

Primern

Premier Biosoft,
Palo Alto, USA

BLAST Search

Alignment von konstruierten DNA
und Proteinsequenzen mit

Sequenzen einer Datenbank

National Center for
Biotechnology
Information, Bethesda,
USA

Clone Manager

Analyse von Sequenzen,
Klonierungssimulation,

Konstruktion von Plasmidkarten

Scientific& Educational
Software, Cary, USA

IM 1000 Bildverwaltungsprogramm Leica Microsystems,
Wetzlar
ImagedJ Bildverarbeitungsprogramm fir die | National Institute of

densitometrische Bestimmung und

Bildanalyse

Health, Bethesda, USA

Light Cycler Software 3.5

Real-time PCR Analyse

Roche Diagnostics,

Mannheim

Magellan 5

Microtiterplattenreader

Analysesoftware

Tecan, Crailsheim

ND-1000 V3.5.2

NanoDrop Analysesoftware

Peglab Biotechnologie,

Erlangen

Primer3 BioTools

Analyse von Primersequenzen

University of
Massachusetts, USA
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3. METHODEN

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli DH5x

Fur die Aufnahme und anschlielliende Replikation von Plasmid-DNA wurden chemisch
kompetente Bakterien des Stammes E. coli DH5« hergestellt. Hierfir wurden 100 ml
LB-Medium mit einer 5 ml Ubernachtkultur von E. coli DH5x in einem Verhaltnis von 1:200
inokuliert. Es folgte die Inkubation bei 37°C und 150 rpm auf einem Bakterienschiittler bis die
Kultur eine ODgoo von 0,4 bis 0,6 erreichte. Die Kultur wurde anschlie3end in sterile 50 ml
Reaktionsgefalle Uberflhrt und fir 15 min auf Eis inkubiert. Um die Zellen zu sedimentieren,
folgte die Zentrifugation bei 4000 rpm fiir 15 min und 4°C. Der Uberstand wurde dekantiert
und die Bakterien in 20 ml steriler RF1-Lésung resuspendiert. Es folgte eine Inkubation der
Zellsupension flr 1-2 Stunden auf Eis. Im Anschluss wurden die Zellen erneut bei 4000 rpm
fir 15 min und 4°C zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 2 ml steriler RF2-Lésung resuspendiert. Aus der Zellsupension wurden
anschlieBend 100 pL Aliquots hergestellt, welche vor der Lanzeitlagerung bei -80°C

zunachst fur 15 min auf Eis inkubiert wurden.
3.1.2 Transformation von chemisch kompetenten E. coli DH5«x

Fur die Transformation von Plasmid-DNA in E. coli DH5 « mussten Zell- und
Zytoplasmamembran permeabilisiert werden. Hierfir wurden pro Ansatz 100 uL der
chemisch kompetenten Zellen (Punkt 3.1.1) flir 5 min auf Eis aufgetaut. Es folgte die Zugabe
von 0,5 ug Plasmid-DNA (Punkt 3.3.1) oder 2-10 yL eines Ligationsansatzes (Punkt 3.3.5).
Das Zell/DNA-Gemisch wurde fiur 30 min auf Eis inkubiert. Um die Zellen permeabel fir die
Nukleinsauren zu machen, erfolgte ein Hitzeschock von 45 s bei 42°C im Heizblock. Im
Anschluss wurden die Zellen fir 2 min auf Eis gekihlt. Nach der Zugabe von 900 uL SOB-
oder LB-Medium (Punkt 2.4) folgte eine Inkubation der Zellen fir 1,5 Stunden auf einem
Thermoschuttler bei 37°C. Anschlieliend wurden die Zellen fir 1 min bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur (RT) in einer Tischzentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und das Zellsediment in 100 yL SOB- bzw. LB-Medium resuspendiert. Die
transformierten E. coli DH5x Zellen wurden auf LB-Platten mit dem Selektionsmarker
Ampicillin ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Flr die langfristige Lagerung der

Klone wurde 24h nach der Inkubation eine Glycerin-Dauerkultur (Punkt 2.4) angelegt.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Gewebeentnahme und Transport

Die Knorpelexplantate, welche fir die Gewinnung von humanen Chondrozyten als auch fir
die immunhistochemischen Farbungen verwendet wurden, stammten von
Kniegelenksersatzoperationen. Bei den Patienten wurde eine Osteoarthrose im Endstadium
diagnostiziert, wahrend eine rheumatische Erkrankung der Gelenke ausgeschlossen werden
konnte. Die Gewebe wurden von den orthopadischen Abteilungen der Universitatsklinik
GielRen, des Markus-Krankenhauses Frankfurt am Main und der Universitatsklinik
Regensburg zur Verfliigung gestellt. Die Einverstandniserklarungen der Patienten lagen vor.
Die Gewebeentnahmen erfolgten mit Genehmigung der Ethikkommission der jeweiligen
Klinik. Nach Entnahme der Gewebe wurden diese in ein steriles Gefal} Gberfihrt und in
physiologischer Kochsalzldsung gelagert. Der Transport erfolgt in einer gekihlten
Styroporkiste. Die Weiterverarbeitung der Gewebe erfolgte innerhalb eines Zeitraumes von 2

bis max. 24 Stunden nach der Entnahme.

3.2.2 Isolierung und Kultivierung humaner OA Chondrozyten

Fur die Isolierung humaner OA Chondrozyten wurden makroskopisch intakte Knorpelareale
mittels physiologischer Kochsalzlésung von Blutresten befreit. Anschlieend wurde der
intakte Knorpelbereich mit Hilfe eines Skalpells von der Knochenplatte prapariert und in 2 x 5
mm grof3e Stlcke geschnitten. Die Knorpelstiicke wurden in HBSS gewaschen. Zum Verdau
der extrazellularen Matrix wurden die Knorpelstlicke fir 2 Stunden bei 37°C im Wasserbad
unter standigem Schitteln bei ca. 60 rpm in einer 1 mg/ml Pronaselésung (Punkt 2.6)
inkubiert (1 g Knorpel in 10 ml Pronaselésung). Im Anschluss wurden die Knorpelstlicke
dreimal in HBSS gewaschen. Fir eine vollstandige Herauslésung der Chondrozyten aus der
Knorpelmatrix erfolgte ein Kollagenase-Verdau tUber Nacht. Hierfir wurden pro Gramm
Knorpel 10 ml einer 200 U/ml Kollagenase-Losung (Punkt 2.6) hergestellt und die
Gewebestlicke fiur 16-18 Stunden bei 37°C, schittelnd bei 60 rpm inkubiert. Um die
Matrixreste zu entfernen, wurde die Zellsuspension Uber ein 70 uM Zellsieb gegeben und
anschlieRend fur 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die
Zellen in einem adaquaten Volumen an hCH Wachstumsmedium (Punkt 2.5) resuspendiert.
Die Chondrozyten wurden in einer Konzentration von ca. 40.000-50.000 Zellen pro cm?
ausgesat und bei 37°C, 10% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach 24
Stunden wurde das Medium erneuert. Zur Induktion der Kollagen Typ Il Synthese in den

Chondrozyten wurde das Medium mit 17,5 pg/ml einer sterilen Ascorbinsaure-Lésung
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versetzt. Das Medium wurde alle 2-3 Tage erneuert.

3.2.3 Kultivierung von gesunden humanen Chondrozyten

Die gesunden humanen Chondrozyten wurden von der Firma Lonza Cologne GmbH (Kd&In)
bezogen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Zellen in flissigem Stickstoff gelagert.
Das Auftauen der Zellen erfolgte flr 2 min bei 37°C im Wasserbad. Die Zellen wurden in
vorgewarmtem CBM-Wachstumsmedium (2.5) aufgenommen und direkt auf die
Zellkulturflaschen verteilt (10.000 Zellen pro cm?). Die Inkubation der Zellen erfolgte bei
37°C, 10% CO; und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Nach 24 Stunden wurde das Medium
gewechselt. Zur Induktion der Kollagen Typ Il Synthese in den Chondrozyten wurde das
Medium mit 17,5 ug/ml einer sterilen Ascorbinsaure-Lésung versetzt. Das Medium wurde alle

2-3 Tage erneuert.

3.2.4 Kultivierung von humanen mesenchymalen Stammzellen

Die humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) wurden von der Firma Lonza Cologne
GmbH (KélIn) in Passage 2 eingefroren geliefert und entweder im fllissigen Stickstoff bis zur
weiteren Verwendung gelagert oder direkt aufgetaut und kultiviert. Das Wachstumsmedium
(MSCG-Medium) wurde vom Hersteller mitgeliefert und musste vor Gebrauch mit den
entsprechenden Zusatzen (2.5) supplementiert werden. Das Auftauen der Zellen erfolgte fir
1,5 min bei 37°C im Wasserbad. Im Anschluss wurden die Zellen direkt in 5 ml
vortemperiertes Kultivierungsmedium dberfihrt und bei 500 x g fir 5 min und bei RT
zentrifugiert. Anschlielend wurden die Zellen in MSCG-Medium aufgenommen und auf die
Zellkulturflaschen verteilt (empfohlen: 5.000-6.000 Zellen pro cm?). Pro cm? einer
Zellkulturflasche erfolgte die Zugabe von 0,2 — 0,4 MSCG-Medium. Die Inkubation erfolgte
bei 37°C, 10% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Alle 2-3 Tage wurde das Medium

gewechselt.

3.2.5 Passagieren der Zellen

Unter sterilen Bedingungen wurde das gesamte Medium aus der Zellkulturflasche abgesaugt
und die Zellen mit 1 x PBS (hMSCs) oder 1 x HBSS (hCH) gewaschen. Das entsprechende
Volumen an Trypsin/EDTA (3 ml pro 75 cm? - Zellkulturflasche) wurde auf den Zellen verteilt
und diese fir 5 - 8 min bei 37°C inkubiert. Wenn weniger als 90% der Zellen abgel6st waren,
musste die Inkubationszeit um eine weitere Minute verlangert werden. Die Zellen sollten

insgesamt nicht langer als 15 min mit Trypsin inkubieren. Nachdem sich alle Zellen abgeldst
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haben, wurde ein adaquates Volumen an vorgewarmten Medium (Verhaltnis Trypsin/EDTA:
Medium mindestens 1:1) dazugegeben. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von 5 min bei 600
x g und RT. Die Zellen wurden anschlieBend in einem entsprechenden Volumen von
Kultivierungsmedium (hMSC: MSCG-Medium; OA hCH: hCH Wachstumsmedium; hCH:
CBM-Wachstumsmedium) aufgenommen und auf die Zellkulturflaschen verteilt (hMSCs:
5.000-6.000 Zellen pro cm? OA hCH: 40.000-50.000 Zellen pro cm? hCH: 10.000 Zellen pro
cm?). Die Inkubation erfolgt bei 37°C, 10% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit.

3.2.6 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl- und Zellvitalitatsbestimmung erfolgte durch die Verwendung einer Neubauer-
Zahlkammer. Hierfir wurden die Zellen in einer Trypanblau-Lésung im Verhaltnis 1:1
resuspendiert. Die toten Zellen nehmen aufgrund der geschadigten Zellmembran den blauen

Farbstoff auf, wohingegen die lebenden Zellen unter dem Mikroskop farblos erscheinen.

Fur die Zellzahlanalyse werden 10 pL einer Trypanblau/Zelllésung in die Neubauer-
Zahlkammer pipettiert. Die Zahlkammer besteht aus 4 Quadraten, welche nacheinander
ausgezahlt und anschlielend gemittelt werden. Die Gesamtzellzahl wird durch folgende

Formel berechnet:
Zelldichte (Zellen/ml) = Mittelwert der Zellzahl aus den Quadraten x 2 x 10* x ml™
3.2.7 Zelllysate

Die Lyse von Zellen erfolgte durch die Zugabe von 50 -100 yL Lysepuffer (2.6; Tabelle 6) pro
6well. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkulturplatte abgeldst und
das Lysat im Anschluss auf zwei 1,5 ml Reaktionsgefalle verteilt und bei -20 °C bis zur

weiteren Verwendung eingefroren.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Plasmidisolierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde i. d. R. nach dem Protokoll von
Birnboim und Doly durchgeflihrt (Birnboim und Doly, 1979). Zusatzlich wurden kommerzielle
Kits zur Plasmidpraparation mit Aufreinigung Uber Silikat-Membran-Saulen verwendet. Bei

einer anschlieRenden Sequenzierung der Plasmid-DNA erfolgte die Isolierung mittels
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peqGold Plasmid Miniprep Kit (<30 ug). Bei der Isolierung groRer Mengen Plasmid-DNA
(<500 pg) kam das QIAGEN Plasmid Maxi Kit zum Einsatz. Alle verwendeten Methoden zur

Isolierung von Plasmid-DNA basieren auf dem Prinzip der alkalischen Lyse:

Eine 5 ml Ubernachtkultur des entsprechenden E. coli Klons wurde angezogen und am
nachsten Tag in 1,5 ml Reaktionsgefalie verteilt. Die Zellsuspension wurde bei 13.000 rpm in
einer Tischzentrifuge (Eppendorf) fir 1 min und bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Pellet in 200 pL P1-Puffer durch starkes Vortexen vollstandig
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 300 pL P2-Puffer und ein
Durchmischen des Lysates durch vorsichtiges Invertieren (ca. 4 — 6 Mal). Im Anschluss
folgte die schnelle Zugabe von P3-Puffer. Das Lysat wurde erneut vorsichtig invertiert. Nach
anschlieender Inkubation fir 10 min auf Eis wurde das Lysat fir 10 min bei 13.000 rpm und
4°C zentrifugiert. 700 pL des klaren Uberstands wurden in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR
Uberflhrt und mit 600 uL Isopropanol versetzt. Das DNA/Isopropanol - Gemisch wurde fir 10
min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert um die DNA zu féallen. Gewaschen wurde das
daraus resultierende DNA Pellet durch die Zugabe von 500 pL 70% Ethanol. Nach einem
erneuten Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 13.000 rpm und 4°C wurde das Ethanol
verworfen und das Pellet fur 30 min bei 37°C getrocknet. Das DNA-Pellet wurde in 30 uL
dH,O aufgenommen und fir 15 min bei RT schuttelnd inkubiert. Die Konzentration wurde
durch die Absorptionsmessung bei 260 nm anhand eines NanoDrop Lite Spektrometers der
Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bestimmt und die DNA anschlief3end
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

3.3.2 DNA-Verdau mittels Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA-Fragmenten oder Plasmiden wurde anhand von spezifischen
Restriktionsendonukleasen durchgefilhrt. Diese Enzyme sind bakteriellen Ursprungs und
schneiden spezifische DNA-Sequenzen entweder glatt (blunt ends) oder versetzt (sticky
ends). Die generelle Zusammensetzung des Restriktionsansatzes ist Tabelle 17 zu

entnehmen.

Tab. 17: Standard Restriktionsansatz.

DNA 1-2 ug
Restriktionsenzym 0,5 uL
10x BSA 1,5 uL
10x Restriktionspuffer 1,5 uL

ad 15 pL mit dH,0
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Die Inkubation wurde (ber Nacht bei 37°C im Brutschrank durchgefiihrt. Nach dem
Restriktionsverdau kann eine Inaktivierung des Enzyms durch Hitze bei 60-80°C flr 20 min
in einem Heizblock oder Uber eine Aufreinigung des DNA-Fragmentes mittels Gelextraktion
(Punkt 3.3.4) erfolgen.

Werden Plasmide mit nur einem Restriktionsenzym geschnitten, entstehen zwei kompatible
Enden die spontan miteinander re-ligieren kénnen. Um diese Zusammenlagerung zu
vermeiden, wurden 0,5 pL einer alkalischen Phosphatase zum Restriktionsansatz
hinzugegeben und die Plasmid-DNA somit dephosphoryliert. Die alkalische Phosphatase

wurde im Anschluss durch die Auftrennung im Agarosegel inaktiviert.

3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente anhand ihrer molekularen
Grolke in einem 1-2 %igen Agarosegel aufgetrennt. Fir die Herstellung eines 1-2%igen (w/v)
Agarosegels wurde die Agarose im Elektrophoresepuffer (TBE-Puffer) aufgekocht und das
Gel mit Hilfe eines Gelschlittens und einem entsprechendem Kamm (10 oder 16 Geltaschen)
gegossen. Zum Sichtbarmachen der Lauffront sowie zum Beschweren der Proben diente die
Zugabe von 6x Probenpuffer zu den analysierenden Proben. Die konstant angelegte
Spannung lag je nach GelgréRe zwischen 70-100 mV. Fir den Nachweis der DNA-Banden
wurde das Gel anschlieRend fir ca. 20 min in einem Ethidiumbromid-Bad (0,5 ug/ml)
inkubiert und mit Hilfe eines UV-Spektrometers analysiert. Die Groflenbestimmung der DNA-
Fragmente in der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte mit Hilfe von DNA-Markern (Tabelle
2.9)

3.3.4 Gelextraktion

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten flr nachfolgende Anwendungen wurden diese durch
die Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, anschlieBend ausgeschnitten und mittels
QIAquick Gel Extraktion Kit (QIAGEN, Hilden) gemal Herstellerangaben extrahiert:

Pro 100 mg Gel wurden 300 pL QG-Puffer hinzugegeben und die Proben fur 10 min bei
50°C im Heizblock inkubiert. Nach dem vollstandigen Lésen der Agarose wurde die DNA auf
eine Silikat-Membran Saule gegeben und durch die Zentrifugation flr 1 min bei 13.000 rpm
und RT (Tischzentrifuge; Eppendorf) aufgereinigt. Die Elution erfolgte durch die Zugabe von
30 pl dH20 und der Zentrifugation fir 1 min bei 13.000 rpm bei RT. Die Konzentration der
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aufgereinigten DNA wurde durch die Absorptionsmessung bei 260 nm anhand eines

NanoDrop Lite Spektrometers der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bestimmt.
3.3.5 Ligation

Bei einer Ligationsreaktion werden zwei DNA-Fragmente durch die enzymatische Katalyse
einer Ligase verknupft. Das Insert und der Vektor missen zuvor durch entsprechende
Restriktionsenzyme geschnitten werden (Punkt 3.3.2). Hierbei werden entweder glatte
Enden (blunt ends) oder versetze Enden (sticky ends) generiert.

Bei einem standardisiertem Ligationsansatz (Tabelle 18) liegt das molare Verhaltnis von
Insert zu Vektor bei mindestens 3:1, wobei die eingesetzte Plasmid-DNA-Menge
standardmaRig 50 ng betragt. Der Insert-Anteil kann anschliel’end durch folgende Formel

berechnet werden:

50 ng Vektor * bp (Insert) 3
N — Menge Insert [ng]
bp (Vektor) 2

Tab. 18: Komponenten eines standardisierten Ligationsansatzes.

Komponenten Menge

10x T4 DNA Ligase Puffer 2 uL

Vektor DNA 50 ng

Insert DNA Je nach Berechnung
T4 DNA Ligase 1L

nukleasefreies Wasser ad 20 yL

Die Inkubation des Ligationsansatzes erfolgte in einem Thermocycler tber Nacht bei 16°C.

Der Ligationsansatz wurde anschlieRend in E. coli DH5a transformiert (3.1.2).

3.3.6 Sequenzierung

Die Sequenzierungen von DNA-Fragmenten, wurde von der Firma GATC Biotech in Koln

durchgeflhrt und beruht auf dem Prinzip der Kettenabbruchmethode nach Sanger (1977).
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3.3.7 Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Chondrozyten und hMSC-
Pellets

Fur die RNA-Isolierung aus humanen Chondrozyten wurde das RNeasy Mini Kit der Firma
QIAGEN (Hilden) verwendet. Die Zellen wurden zunachst mit HBSS gewaschen. Es folgte
die Zugabe von 400 uL RLT-Puffer pro 6well, um die Zellen zu lysieren. AnschlielRend wurde
das Lysat mit 400 yL 70% Ethanol versetzt und die Zellen mittels Zellschaber vollstandig
abgeldst. Das Lysat wurde auf eine Silikat-Membran-Saule gegeben, die selektiv RNA bindet
und bei 10.000 rpm fiir 15 s zentrifugiert (Tischzentrifuge; Eppendorf). Der Durchfluss wurde
verworfen und die Saule mit 350 uL RW1-Puffer gewaschen. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt bei 10.000 rpm fiur 15 s erfolgte die enzymatische Entfernung von
DNA-Kontaminationen. Hierfir wurden 80 pL einer DNase | Lésung (RNase-free DNase Set;
QIAGEN) auf die S&aule pipettiert und fir 40 min bei RT inkubiert. Nach der DNase |
Behandlung wurden 350 uyL RW1-Waschpuffer auf die Saule gegeben und die Probe bei
10.000 rpm fiur 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule mit 500 L
RPE-Puffer gewaschen. Dieser Vorgang wurde wiederholt und die Probe anschlielend fir 2
min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die Saule fir eine
weitere Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert um das Ethanol vollstdndig zu entfernen. Die
Saule wurde anschlieBend auf ein 1,5 ml Reaktionsgefal} transferiert und die RNA durch die
Zugabe von 50 uL ddH,0O eluiert. Der Ansatz wurde flr 1 min inkubiert und anschlieend fir
2 min bei 8.000 rpm zentrifugiert. Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch die
Absorptionsmessung im NanoDrop Lite Spektrometer. Die RNA-Proben wurden entweder
bei -80 °C gelagert oder direkt durch die reverse Transkription in cDNA (Punkt 3.3.9)

umgewandelt.

Fur die Isolierung der Gesamt-RNA aus den hMSC-Pellets wurde das RNAqueous®-Micro

Kit der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) nach Herstellerangaben verwendet.

3.3.8 Bestimmung von Konzentration und Reinheit von Nukleinsaurelésungen

Die Konzentration von Nukleinsduren in wassrigen Ldsungen wurde photometrisch
(Nanodrop Lite Spektrometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) durch das Messen
der Absorption bei 260 nm ermittelt. Fir eine ODys von 1 wurde fur doppelstrangige DNA
eine Konzentration von 50 pg/ml, fir RNA von 40 ug/ml zugrunde gelegt. Die Reinheit der
Nukleinsaure lield sich aus dem Verhaltnis der ODygg zur OD2go abschéatzen. Bei reinen DNA-
Ldsungen liegt dieser Wert bei 1,8, bei reinen RNA-LAsungen bei 2,0 (Sambrook et al.,
1989). Werte zwischen 1,8 und 2,2 wurden akzeptiert.
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3.3.9 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wurden 100-1000 ng RNA durch die Zugabe einer reversen
Transkriptase in cDNA umgewandelt. Die generelle Zusammensetzung eines 50 ul Ansatzes

ist Tabelle 19 zu entnehmen.

Tab. 19: 50 ul Ansatz einer reversen Transkription.

1x Ansatz Menge

AMV Puffer (5x) 10 yL
dNTP-Mix 4 uL

AMV Polymerase 2 uL

RNase Inhibitor 1L
Hexamer Primer 1L

RNA 100-1000 ng
ddH,0 ad 50 pL

Zunachst wurde 1 pL der Hexamer Primer, mit der RNA gemischt und mit ddH,O auf ein
Reaktionsvolumen von 33 pul aufgeflllt. Der Ansatz wurde flr zwei Minuten bei 70°C im
Thermocycler erhitzt und anschlieBend auf Eis gestellt. Die restlichen Komponenten wurden
zu der jeweiligen Probe pipettiert. Die reverse Transkription fand in einem Thermocycler statt

und wurde mit folgendem Programm durchgefihrt:
Tab. 20: Programm fir die reverse Transkription

1) 25°C, 15 min

2) 37°C,5min

3) 42°C, 60 min

4) 55°C, 30 min

5) optional: 70 °C, 10 min

Bis zur Verwendung der cDNA wurde diese bei -20°C gelagert.
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3.3.10 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ist eine Methode zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten. Die Amplifikation erfolgte durch eine hitzestabile Polymerase. Je nach
Anwendung kamen verschiedene Polymerasen zum Einsatz. Zur Amplifikation von DNA-
Sequenzen wo keine 3°'-5"-Exonuklease-Aktiviat (proofreading Aktivitat) erforderlich war,
QIAGEN) verwendet. Die
Synthesegeschwindigkeit der Tag-Polymerase betragt 2-4 kb/min bei 72°C, und es wird ein

wurde die Tag-Polymerase (Taq PCR Master Mix Kit,
zusatzliches dATP an das 3'-Ende des synthetisierten Strangs angehangt. Die generelle
Zusammensetzung eines 20 ul PCR-Ansatzes mit der Taqg-Polymerase sowie das

Amplifikationsprogramm sind den Tabellen 21 und 22 zu entnehmen.

Tab. 21: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes bei Verwendung der Tag-Polymerase.

1x Ansatz Menge
Taq PCR Master Mix (2x) 10 pl
Primer (10 uM) 0,5 ul
Matrize variabel
ddH,0 ad 20 pL

Bei einer PCR-Reaktion muss die annealing-Temperatur den Primern angepasst werden,
wohingegen die Elongations-Dauer abhangig von der Syntheserate bzw. von der Lange des

zu amplifizierenden Fragments ist.

Tab. 22: Programm der PCR-Reaktion mittels Tag-Polymerase.

PCR Abschnitte Temperatur Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 94 °C 5 min 1x
Denaturierung 94 °C 15-30s
Annealing 48-63 °C 15-60 s 30-35x
Elongation 72 °C variabel
Finale Elongation 72 °C 10 min 1x

4°C % 1x

Zur Amplifikation von Zielgenen fiir anschlieRende Klonierungsversuche wurde die Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase mit proofreading Aktivitdt verwendet. Diese Polymerase
besitzt neben einer 5°-3"-Polymeraseaktivitat zusatzlich eine 3°-5’-Exonukleaseaktivitat,
wodurch falsch eingesetzte Nukleotide erkannt werden kdénnen. Im Gegensatz zu Tag-

Polymerase werden die Amplifikationsprodukte mit blunt-ends (glatten Enden) generiert. Die
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generelle Zusammensetzung eines 20 pl PCR-Ansatzes mit der Phusion® High-Fidelity DNA

Polymerase sowie das Amplifikationsprogram sind den Tabellen 23 und 24 zu entnehmen.

Tab. 23: Zusammensetzung eines PCR Ansatzes bei Verwendung der Phusion® High-

Fidelity DNA Polymerase.

1x Ansatz Menge
Phusion HF Puffer (5x) 10 yL
10 mM dNTPs 1L

10 yM Primer 2,5 uL
Template variabel
Phusion DNA-Polymerase 0,5 uL
ddH,O ad 50 pL

Tab. 24: Programm der PCR-Reaktion mittels Phusion-Polymerase.

PCR Abschnitte Temperatur Dauer Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 98 °C 30s 1x
Denaturierung 98 °C 10s
Annealing variabel 30s 35x
Elongation 72 °C 30s
Finale Elongation 72 °C 10 min 1x

4°C % 1x

Die PCR-Reaktionen erfolgten im Thermocycler der Firma Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA).

3.3.11 Semi-quantitative real-time PCR

Eine Methode zur Analyse der Transkriptmengen bestimmter Gene ist die semi-quantitative
real-time-PCR. Bei der real-time PCR kann durch die Anlagerung eines
Fluoreszenzfarbstoffs an doppelstrangige DNA, die Amplifikationsreaktion wahrend einer
PCR-Reaktion in Echtzeit (real-time) dargestellt werden. In dieser Arbeit wurde der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
verwendet, welcher mit der neu entstandenen doppelstrangigen DNA interkaliert und somit
bei jedem weiteren Zyklus die Fluoreszenzrate erhdht wird. Das Fluoreszenzsignal nimmt
somit proportional zur Anzahl der gebildeten Kopien des Zieltranskriptes zu, wodurch die
relative Templatemenge berechnet werden kann. Die Messung wurde in einem Light Cycler

der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) durchgeflihrt. Die Reaktion ist semi-quantitativ, da
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nicht die absolute DNA-Menge, sondern das Verhaltnis zu einem konstitutiv und ubiquitar
exprimierten Referenzgen (housekeeping gene) bestimmt wird. In der vorliegenden Arbeit
diente die 18s ribosomale RNA als Referenzgen. Die x-fache Expressionsdnderung der
behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen wurde mittels AACt-Methode ermittelt.
Um eine semi-quantitative Aussage Uber die Expression eines gene of interest (GOI) treffen
zu kdénnen, mussen die Primer unter optimalen Bedingungen verwendet werden. Hierbei
spielt nicht nur die annealing-Temperatur, sondern auch die MgCl,-Konzentration im Ansatz
eine wichtige Rolle (3.3.12).

Tab. 25: Real-time PCR Ansatz bei unterschiedlichen MgCl,-Konzentrationen.

MgCl,-Konzentration im 3-4,5mM
Reaktionsansatz

Komponenten: Volumen:
SYBR Green (mit 3 mM MgCly,) 10 pl
Primer forward (10 mM) 0,5 pl
Primer reverse (10 mM) 0,5 pl
MgCl; (25 mM MgCl,) 0-1,2l
H,O 7-58ul
cDNA 2 ul

Pro Light Cycler-Kapillare wurden 18 uL des jeweiligen Ansatzes vorgelegt. Anschliel3end
erfolgte die Zugabe von 2 pL der cDNA (Punkt 3.3.9). Fur die Wasserkontrolle wurden
anstelle der cDNA 2 uL nukleasefreies Wasser (Ambion®) zugegeben. Die Kapillaren
wurden verschlossen, in das Light Cycler-Karussell transferiert und fir einige Sekunden bei
3000 rpm in der Light Cycler-Zentrifuge zentrifugiert. Das Karussell wurde anschlielend in

den Light Cycler eingesetzt und das real-time PCR-Programm (Tabelle 26) gestartet:

Tab. 26: Real-time PCR-Programm mit dem Light Cycler der Firma Roche Diagnostics

(Mannheim).

Temperatur Dauer PCR Abschnitte Zyklenzahl
95°C 15 min Initiale Denaturierung 1 Zyklus
95°C 15s Denaturierung

x°C 25s annealing 35-55 Zyklen
72°C 30s Elongation/Fluoreszenz-Messung

Um die Spezifitat der Primer-Hybridisierung zu ermitteln, wurde eine Schmelzkurvenanalyse

durchgeflhrt. Hierbei wurden am Ende des real-time PCR-Programms die Proben von 50°C
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auf 99°C mit einer Geschwindigkeit von 0,1°C/s kontinuierlich erhitzt. Da jedes DNA-
Fragment eine spezifische Schmelztemperatur besitzt, konnte man anhand der
entstandenen Schmelzkurve das spezifische Fragment von Dimeren oder Nebenprodukten
unterscheiden. Zum Schluss wurde die Temperatur auf 40°C reduziert und das Programm

beendet.

3.3.12 Effizienzoptimierung der Primer fiir die semi-quantitative real-time PCR

Bevor die Primer in einer real time PCR eingesetzt werden kénnen, missen optimale
Bedingungen flr die Reaktion geschaffen werden. Hierzu gehért zum einen die Ermittlung
der spezifischen annealing-Temperatur, als auch die Ermittlung der optimalen
Magnesiumchlorid-lonen Konzentration. Durch das MgCl, wird die Primer/DNA-Bindung
stabilisiert. Zusatzlich ist das MgCl, ein wichtiger Co-Faktor der Tag-Polymerase und sorgt
fur eine effiziente DNA-Synthese. Die optimale Konzentration liegt in der Regel zwischen 2,5
mM und 4,5 mM im Gesamtansatz. Fir die Amplifikation des GOl wurden die Primer so
designt, dass die Produktgrélte zwischen 100 — 200 bp lag. Durch die Verwendung der
Softwareprogramme Primer3, Beacon designer und BLAST (2.14; Tabelle 16) konnten
sowohl Sekundarstrukturen und Dimerisierung weitestgehend ausgeschlossen, und die
Spezifitdt der Primer ermittelt werden. Bei einer effizienten PCR-Reaktion verdoppelte sich
die Produktmenge pro Zyklus (N(n) = Ny x 2"). Um diese Effizienz zu testen, wurde eine
Standardkurve anhand einer Verdinnungsreihe der cDNA erstellt (1:2, 1:4, 1:8 und 1:16).
Die daraus resultierende Steigung der Standardkurve wurde anschlieBend in die folgende

Formel zur Effizienzberechnung eingesetzt:

E=10 (-1/Steigung)

Fur eine optimale Primer-Effizienz muss der daraus resultierende Faktor bei 2+0,5 liegen.

3.3.13 RNA-Integritatsanalyse

Fur die Verwendung von RNA in der real-time PCR oder in Microarray-Analysen ist es
extrem wichtig, dass die RNA Proben nicht degradiert sind. Daher wurde die RNA-Integritat
mit Hilfe des 2100 Bioanalyzer der Firma Agilent Technologies (Santa Clara, USA) Uberprift.
Die Durchfiihrung wurde vom Kompetenzzentrum flr Fluoreszente Bioanalytik der

Universitat Regensburg vorgenommen.
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Die Bioanalyzer-Methode beruht auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese und somit auf
der ladungsabhangigen Trennung von RNA in einem elektrischen Feld. Bei dem 2100
Bioanalyzer werden die Proben mit einer gebrauchsfertigen Lésung versetzt und
anschlieBend in Mikrokapillaren eines chips Uberfuhrt. Die Mikrokapillaren bestehen aus
Glas und sind mit einer Polymermatrix und einem Fluoreszenzfarbstoff geflllt. Neben den
Proben wird ein Standard (RNA-Leiter) mitgefihrt. Wahrend der Analyse wird ein
elektrisches Feld angelegt und die negativ geladene RNA aufgrund des konstanten
Masse/Ladungs-Verhaltnisse und der Polymermatrix der GréRe nach aufgetrennt. Der
Farbstoff interkaliert mit der RNA, und dieser Komplex kann mithilfe der laserinduzierten
Fluoreszenz nachgewiesen werden. Die Visualisierung erfolgt zum einen anhand eines
Lvirtuellen Gelbildes* als auch in einem so genannten Elektropherogramm.

Zur Bestimmung der RNA-Integritat einer Probe wird das Verhaltnis von 28s zu 18s rRNA
ermittelt. Qualitativ hochwertige RNA besitzt je nach Gewebe ein 28s/18s-rRNA-Verhaltnis
von etwa 2:1. Neben diesem Verhaltnis generiert die Software einen sogenannten RIN-Wert
(RNA integrity number). Dieser Wert beruht auf der Abnahme des 28s/18s-rRNA-
Verhaltnisses sowie der Zunahme des Hintergrundsignals, welches durch die Degradation
der RNA verursacht wird. Ein Wert von 10 reprasentierte eine intakte RNA, wohingegen ein

Wert von 1 fir eine komplett degradierte RNA mit schlechter Qualitat steht.

3.3.14 Microarray Technologie

Bei der Microarray Technologie handelt es sich um ein Genchip-Verfahren, bei dem eine
Vielzahl von Gensequenzen parallel identifiziert werden kann. Der Genchip oder Microarray
besteht aus einem ca. 1 cm? groRen Tragermaterial (Glas oder Plastik), welches entweder
mit einzelstrangigen DNA-Fragmenten oder Oligonukleotiden beschichtet ist. Die zu
analysierende Probe wird in einer Prozedur aus mehreren Schritten Biotin-markiert und
anschlieBend auf das Tragermaterial gegeben. Wahrend einer Hybridisierungs-Reaktion
bindet die markierte RNA komplementar an die Oligonukleotide des Microarrays. Die
Visualisierung erfolgt  anhand der Zugabe eines Streptavidin-gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffs, welcher durch die laserinduzierte Aktivierung gemessen werden
kann.

Die Microarray-Analyse wurde von dem Kompetenzzentrum flir Fluoreszente Bioanalytik der
Universitat Regensburg durchgefiihrt. Bei dem verwendeten GeneChip® handelt es sich um
den PrimeView™ Human Gene Expression Array der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA),
mit einem Erfassungsbereich des gesamten humanen Genoms. Er beinhaltet 530.000
Sonden mit Uber 36.000 Transkriptvarianten, welche insgesamt mehr als 20.000 Gene

reprasentieren. Die mRNA Sequenzen des Microarrays stammen aus den Datenbanken
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UniGene database 219, RefSeq version 36 und GenBank®. Die einzusetzende RNA-Menge

muss zwischen 50-500 ng betragen.

3.4 Immunologische Methoden

3.4.1 Gewebepraparation fiirimmunhistochemische Farbungen

Die Knochen-Knorpelplatten, welche aus den Kniegelenkersatzoperationen stammten,
wurden unter sterilen Bedingungen makroskopisch in intakte und beschadigte Areale
unterteilt. Hierbei wurde die Knorpeloberflache zunachst mit physiologischer Kochsalzlésung
von Blutresten befreit und anschlieBend die Farbe als auch die Beschaffenheit der
Knorpeloberflache als Indikator fir die Einteilung in ,beschadigt und ,weniger beschadigt”
bzw. ,intakt® verwendet. Glatter, weildlich gefarbter und elastischer Knorpel wurde als “intakt”
eingestuft. Ein Areal mit faseriger, zerkllfteter Oberflache und gelblicher Verfarbung wurde
als ,beschadigt® deklariert (Geyer et al.,, 2009). Sowohl aus dem intakten als auch
beschadigten Areal wurde jeweils ein ca. 2x3 mm? groRes Stiick Knorpel entnommen und in
OCT TissueTek® eingebettet. Die Gewebestlicke wurden zunachst in flissigem Stickstoff

eingefroren und anschlielRend bei -80 Grad Celsius bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Fur die Analyse der hMSC-Pellets wurden diese mit 1x PBS gewaschen und vorsichtig mit
saugfahigem Papier abgetupft um die Uberschissige FlUssigkeit zu entfernen. Anschlieend

wurden sie direkt in dem OCT TissueTek® eingebettet und bei -80°C eingefroren.
3.4.2 Gefrierschnitte

Aus in OCT TissueTek®-Einfriermedium eingebetteten Gewebestiicken und hMSC-Pellets
wurden mittels Kryostat 5 ym Gewebeschnitte angefertigt. Um die Gewebeschnitte auf dem
Objekttrager zu fixieren, wurden diese fir ca. 10 min an der Luft getrocknet, und
anschlieend fir weitere 10 min in eiskaltem Aceton inkubiert. Nach dem Verdampfen des
Acetons (30 min, RT) wurden die Gewebeschnitte entweder direkt immunhistochemisch
gefarbt oder fir 2 Wochen bei -20°C aufbewahrt.

3.4.3 Herstellung der Antikorperlésungen

Fur die immunhisto- und immunzytochemischen Untersuchungen wurden die
Primarantikérper mit 1x PBS verdinnt und die Gewebeschnitte bzw. die Zellen iber Nacht
bei 4°C in der Antikdrperldsung inkubiert. Die Schnitte und Zellen fir die DNER-
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Antikérperfarbung wurden fir 3h mit dem Primarantikbrper bei RT inkubiert und der

Antikérper in 5% Milchpulverlésung (Punkt 2.6) geldst.

3.4.4 Immunhistochemische Farbung von Geweben

Zur Analyse von humanem OA Knorpel und hMSC-Pellets wurden immunhistochemische
Farbungen durchgeflhrt. Untersucht wurden spezifische Knorpelparameter und ausgewahlte
Proteinkandidaten. Hierflir wurden die Gefrierschnitte fir 5 min in 1x PBS gewaschen und
anschlieRend in einer 5%igen Milchpulverlésung (Punkt 2.6) fir 1 Stunde bei RT und hoher
Luftfeuchtigkeit (feuchte Kammer) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Es folgte die Inkubation mit dem Primarantikérper (2.10; Tabelle 10) fir 3 Stunden bei RT
oder Uber Nacht bei 4°C. Als Isotypkontrolle dienten entsprechende IgG-Antikérper (2.9;
Tabelle 12). Eine Negativkontrolle ohne Primarantikérper sowie eine Reagenzkontrolle ohne
Primar- und Sekundarantikérper wurden ebenfalls mitgefiihrt. Die Kontrollen wurden in
separaten Kivetten behandelt, um eine falsch positive Farbung dieser zu vermeiden. Nach
der Inkubation mit dem Primarantikbrper wurden die Schnitte fir 5 min in 1x PBS
gewaschen. Die Blockierung der endogenen Peroxidasen erfolgte durch die Inkubation in
einer 0,3% (v/v) H,O2/Methanol-Lésung fir 30 min bei 4°C. Nach dem erneuten Waschen in
1x PBS wurde Histofine Simple Stain MAX PO als Sekundarantikérper hinzugegeben und
die Schnitte fir 30 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen der Gewebeschnitte in 1x
PBS erfolgte die Zugabe des AEC-Substrats (Vector Laboratories). Die Detektionsreaktion
wurde mikroskopisch beobachtet und je nach Farbentwicklung innerhalb von 20 min mit
Leitungswasser abgestoppt. Im Anschluss an die immunhistochemische Farbung erfolgte je
nach Bedarf eine Kernfarbung mit Hamatoxylin. Fir die Konservierung der Gewebeschnitte
wurde Eindeckmedium auf Wasserbasis (Aquatex®) verwendet. Die Auswertung der

Farbung erfolgte mikroskopisch.

3.4.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung, welche der Differenzierung von
Gewebestrukturen dient und anhand von zwei verschiedenen Einzelfarbungen durchgefiihrt
wird. Hamatoxylin farbt saure/basophile Strukturen wie beispielsweise DNA blau, wahrend
das Eosin basische Strukturen, wie Proteine des Zytoplasmas, aber auch Kollagene rétlich
farbt.

Bevor die Gewebeschnitte mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt werden konnten, wurden sie

fur 5 min in 1x PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation fir 8 min in einer
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0,1%igen Hamatoxylin-Lésung. Nach erneutem Waschen in 1x PBS wurden die Schnitte fur
8 Minuten in einer 1%igen Eosin-Lésung inkubiert. Nach wiederholtem Waschen in 1x PBS
erfolgte die Entwasserung der Gewebeschnitte durch die Inkubation flr jeweils 5 Minuten in
einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%, 96% und 100%). Zum Klaren wurden die
Schnitte anschlieliend dreimal fir 5 Minuten in Xylol inkubiert. Die Konservierung erfolgte
durch das Eindecken mit Entellan® (Eindeckmedium auf Xylolbasis). Ausgewertet wurden

die Gewebeschnitte anschlieRend mikroskopisch.

3.4.6 Safranin-O/Fast Green-Farbung

Die Safranin-O/Fast Green-Farbung wird zur Darstellung von Knorpelgewebe verwendet und
zeigt den Proteoglykangehalt der Matrix an. Die Proteoglykankonzentration wird absteigend
von rot, orange Uber weild dargestellt, wahrend das Fehlen von Proteoglykanen durch eine
Blaufarbung nachgewiesen werden kann.

Bei der Safranin-O/Fast Green Farbung wurden die Gewebeschnitte zunachst fir 5 min in
einer Weigert'schen Lésung und anschlie3end in einer 0,001% Fast Green L6sung inkubiert.
Zwischen den Farbeschnitten wurde die Uberschissige Farbe durch 3 maliges Waschen mit
dH,O entfernt. Bevor die Gewebeschnitte fur 10 min in einer 1%igen Safranin/O L&sung
inkubiert wurden, musste der Rest der Uberschissigen Farbe durch das Eintauchen der
Schnitte fir 15 s in 1%iger Essigsaure entfernt werden. Vor dem Eindecken wurden die
Schnitte durch eine aufsteigende Ethanolreihe (50%, 70%, 96% und 100%, fir jeweils 5 min)
entwassert. Zum Klaren wurden die Schnitte anschlieBend dreimal fir 5 Minuten in Xylol
inkubiert. Um die Gewebeschnitte zu Konservieren und mikroskopisch auswerten zu kénnen

wurden diese mit Entellan® eingedeckt.

3.4.7 Alcianblau-Farbung

Die Alcianblau-Farbung ermdglicht eine Sichtbarmachung von Proteoglykanen im Knorpel.
Die Farbemethode basiert auf der Fahigkeit des basischen Phtalocyaninfarbstoff eine
elektrostatische Bindung mit den sauren Gruppen von Mucopolysacchariden (Seitenketten
der Proteoglykane) einzugehen, die bei einem niedrigen pH-Wert (pH=2,5) negativ geladen

sind.

In dieser Arbeit wurde zum Farben der Proteoglykane im Knorpel oder in den hMSC-Pellets
ein pH-Wert von 2,5 verwendet. Dieser wurde durch die Inkubation der Gewebeschnitte fiir 3
min in Essigsdure eingestellt. Anschlie®end wurden die Schnitte mit einer 1%igen

Alcianblau-Lésung in 3%iger Essigsdure fir 30 min gefarbt. Nachfolgend wurden die
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Schnitte erneut fur 3 min in 3%iger Essigsaure inkubiert, bevor sie mit dH,O gewaschen
wurden. Nachdem die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 96%, 100%
fur jeweils 5 min) entwassert und 3 mal fir 5 min in Xylol geklart wurden, erfolgte die

Konservierung mittels des Eindeckmediums Entellan®.

3.4.8 TUNEL-Assay

Fur den Nachweis apoptotischer Zellen in den hMSC-Pellets wurde das Apoptosis-Detection
Kit (TACS*XL in situ Kit; R&D Systems) verwendet, welches auf dem TUNEL-Assay Prinzip
(TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) basiert. Bei dem Verfahren wird durch die
terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) ein Bromdesoxyuridintriphosphat (BrdUTP)
an das 3'OH Ende eines Nukleotidfragments eingebaut, welches durch den Bruch der DNA
bei der Apoptose entsteht. Das eingebaute BrdU kann anschliellend durch die Zugabe eines
anti-BrdU Antikérpers, welcher eine Biotinmarkierung besitzt, gebunden werden. Als
sekundarer Antikdper dient HRP-konjugiertes Streptavidin (HRP; engl. horseradish
peroxidase). Der Nachweis des Sekundarantikdrpers erfolgte mit Hilfe des
Detektionsreagenz TACS Blue Label.

Fur den Nachweis der apoptotischen Zellen wurden die Gewebeschnitte zunachst fir 10 min
in 1x PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von 50 yL Cytonin flr 15 min bei 37°C, um die
Zellen permeabel fur die Antikdrper-Reaktion zu machen. Anschlieend wurden die Schnitte
zweimal fir 2 min in dH,O gewaschen. An dieser Stelle erfolgte bei den Schnitten fir die
Positivkontrolle die Zugabe einer im Kit enthaltenen Nuklease-Lésung flir 10 min, welche
dem gewollten Abbau der DNA diente. AnschlieRend wurden alle Gewebeschnitte flir 5 min
in einer Quenching Solution inkubiert, um die endogenen Peroxidasen zu blockieren. Es
folgte die Inkubation in 1x PBS flr eine Minute. Fir die Markierungsreaktion wurden die
Schnitte zunéachst fir 5 min in 1x TdT Labeling Buffer bei RT, und anschlieftend fir 30 min
mit 50 ul Labeling Reaction Mix bei 37°C inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion durch die
Zugabe eines 1x TdT Stop Buffer fur 5 min. Die Schnitte wurden erneut zweimal fir zwei
Minuten in 1x PBS gewaschen bevor 50 pL des anti-BrdU-Antikérpers flir 30 min
hinzugegeben wurden. Vor der Inkubation von 50 ul Streptavidin-HRP Solution fur 10 min
wurden die Gewebeschnitte zweimal fur zwei Minuten in 1x PBS gewaschen. Die
Detektionsreaktion erfolgte durch die Inkubation der Schnitte in 50 ul TACS Blue Label fir 5
min und das Waschen mit dH,O zweimal flr zwei Minuten. Fir die Kernfarbung wurden die
Schnitte fir 30 s — 5 min in Nuclear Fast Red inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte
10x kurz in dH,O eingetaucht und dieser Vorgang einmal wiederholt. Zum Entwassern

wurden die Schnitte zunachst 10 Mal kurz in 95% Ethanol und anschlieRend 10x in 100%
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Ethanol und zum Klaren 20x in Xylol eingetaucht. Die Konservierung der Schnitte erfolgte mit
Hilfe des Eindeckmediums Entellan®. Die Schnitte wurden Uber Nacht im Dunkeln

getrocknet.

3.4.9 Immunzytologische Farbung

Fur die immunzytologische Farbung (ICC) wurden die Zellen auf Glas-Objekttragern mit
aufgesetzten Kammern (Lab Tek Il chamber slides) ausgesat und fir 24 Stunden in
Wachstumsmedium bei 37°C inkubiert. Am Tag der immunzytologischen Farbung wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen in 1x PBS gewaschen und fir 1-2 Stunden in serumfreiem
Medium inkubiert. Die Inkubation im serumfreien Medium sorgte daflir, dass unspezifische
Signale durch die Anlagerung von Serumproteinen dezimiert wurden. Nach erneutem
Waschen in 1x PBS wurden die Zellen in -20°C kaltem Aceton fur 10 min fixiert. Nach dem
Verdampfen des Acetons erfolgte das erneute Waschen mit 1x PBS. Um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Zellen fur 1 Stunde in einer 5%igen
Milchpulverlésung bei erhdhter Luftfeuchtigkeit (feuchte Kammer) inkubiert. Die
anschlieBende Inkubation mit dem Primarantikérper erfolgte entweder fir 3 Stunden bei RT
oder Uber Nacht bei 4°C. Nach einem erneuten Waschschritt von 5 min in 1x PBS erfolgte
die Blockierung endogener Peroxidasen durch eine Inkubation fir 30 min in einer 0,3%igen
H,0O./Methanol-Losung. Nach erneutem Waschen mit 1x PBS wurden die Zellen fir 30 min
mit dem Sekundarantikérper (Histofine Simple Stain MAX PO) inkubiert. Es folgte das
Waschen fir 5 min in 1x PBS und die Zugabe des AEC-Substrats (Vector Laboratories). Die
Detektionsreaktion wurde mikroskopisch beobachtet und je nach Farbentwicklung durch die
Inkubation in 1x PBS flr mindestens 5 min abgestoppt. AnschlieRend wurden die Zellen

entweder mit Hamalaun gefarbt (Kernfarbung) oder direkt mit Aquatex® eingedeckt.

3.4.10 Nachweis von apoptotischen und nekrotischen humanen Chondrozyten

Zum Nachweis apoptotischer humaner OA Chondrozyten wurde das Annexin-V-FLUOS
Staining Kit der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet. Das Verfahren basiert auf
den Eigenschaften von Annexin V und Propidiumiodid. Das mit einem Farbstoff gekoppelte
Annexin V bindet calciumabhangig an das bei der Apoptose nach aullen gestllpte
Phosphatidylserin und ermdglicht somit den Nachweis nekrotischer und apoptotischer Zellen.
Propidiumiodid besitzt fluoreszierende Eigenschaften und ist in der Lage, mit DNA zu
interkalieren. Dies ermdglicht den Nachweis der DNA von permeabilisierten, nekrotischen
Zellen.

Vor Versuchsbeginn wurde das Annexin-V-FLUOS Reagenz stets frisch, entsprechend den

Herstellerangaben, angesetzt. Die Zellen wurden anschieflend fir 5 min in 1x PBS
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gewaschen und mit dem Annexin-V-FLUOS Reagenz versetzt. Direkt im Anschluss an die
Reagenzzugabe wurde ein Deckglas auf die Zellen gelegt und diese fir 10-15 min bei RT
und unter Ausschluss von Licht inkubiert. Die mikroskopische Analyse erfolgte anhand eines
Fluoreszenz-Mikroskops. Fir den Nachweis von Propidiumiodid wurde ein

Wellenlangenbereich von 450-500 nm und flr Annexin V von 515-565 nm eingestellt.

3.4.11 BCA-Proteinbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlédsungen erfolgte mit Hilfe des BCA Protein
Assay Kit (Pierce®) der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Durch die Bindung
der Proteine mit dem BCA kommt es zur Farbreaktion, welche photometrisch bestimmt
werden kann. Anhand einer BSA-Kalibriergerade im Bereich von 0 bis 2 mg/ml kann die
Proteinkonzentration der Proben ermittelt werden. Fir die Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden die Proben unverdinnt bzw. in den Verdlinnungen 1:2 und 1:5
eingesetzt. Die Probenverdinnungen als auch die Proben der BSA-Kalibriergeraden wurden
auf eine 96well Mikrotiterplatte verteilt. Nach Zugabe von 200 uyL BCA-Reagenz pro well
erfolgte die Inkubation der Proben bei 37°C flr 30 min. Nach einer weiteren Inkubation der
Proben fir ca. 15 min bei RT erfolgte die Absorptionsmessung bei 562 nm in einem
Mikrotiterplatten-Reader (Sunrise ELISA Reader).

3.4.12 Western-Blot

Bei der Western-Blot Analyse werden die Proteine in einem diskontinuierlichen
Polyacrylamidgel entsprechend ihrer molekularen Masse unter Spannung aufgetrennt.
Anschlielend werden die Proteine auf eine Membran transferiert und immunologisch
nachgewiesen. Zur GréRenauftrennung wurde i. d. R. ein Trenngel mit einer Acrylamid-
Konzentration von 10% (v/v) eingesetzt. Das Sammelgel war stets 4%ig (v/v). Die

Zusammensetzung der Gellésungen sind Tabelle 27 zu entnehmen.

Tab. 27: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.

5% Sammelgel 10% Trenngel

dH,0 2,7ml 6,9 ml
Acrylamid/Bis-Lésung (40%) 0,67 ml 4 ml

1,5 M Tris pH 8,8 3,8 ml

1M Tris pH 6,8 0,5 ml

SDS (10% [w/v]) 0,04 0,15

APS (10% wi/v) 0,04 0,15

TEMED 0,004 0,009
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Anfertigung der Proben

Die Zelllysate (3.2.7) wurden mit 5x Probenpuffer (Punkt 2.2) ohne [-Mercaptoethanol
versetzt und mit dH,O auf ein Endvolumen von 40 pl aufgeflllt und flr 3 min bei 98°C erhitzt.

Pro Geltasche lag eine Proteinkonzentration von 15 ug vor.

Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinproben erfolgte in einer Gelelektrophorese-Apparatur (Mini-
Protean® Tetra Cell). fir ca. 1,5 - 2 Stunden bei 130 V in 1x Elektrodenpuffer. Zur
GroRRenbestimmung der Proteine wurde der peqGOLD Protein Marker IV mitgeflhrt.

Blotten

Der Proteintransfer vom Gel auf eine Immobilon-P® PVDF Transfermembran erfolgte mit
Hilfe der Trans-Blot® SD-Apparatur (Semi-Dry Transfer Cell). Vor dem Transfer wurde die
Membran fur 10 s in Methanol und anschlieend flir 10 min im NuPage® Transferpuffer
aquilibriert. Auch das Filterpapier wurde kurz in dem Transferpuffer getrankt. Im Anschluss
wurde das Filterpapier auf die Elektrodenplatte der Trans-Blot® SD-Apparatur luftblasenfrei
aufgelegt. Die Transfermembran wurde ebenfalls Iluftblasenfrei auf das Filterpapier
transferiert und das Gel mit den Proben auf der Membran platziert. Abschlielend wurde ein
zweites mit Transferpuffer befeuchtetes Filterpapier oben aufgelegt. Die Trans-Blot® SD-
Apparatur wurde verschlossen und die Proteine fur 1,5 Stunden bei 80 mA auf die Membran

transferiert. Bei zwei Membranen dauerte der Transfer 1,5h bei 120 mA.

Immunreaktion

Vor der Immunreaktion mit dem Primarantikdrper wurden unspezifische Bindungsstellen
durch die Inkubation der Membran in einer 5%igen, gefilterten Milchpulverlésung (Punkt 2.6)
fur 1,5 h bei RT geblockt. Der Antikérper wurde ebenfalls in der Milchpulverlésung verdiinnt
und im Anschluss auf die Membran gegeben. Die Antikdrper-Reaktion erfolgte rotierend Uber
Nacht bei 4°C.

Am néachsten Tag wurde die Membran dreimal fir 15 min in 1x TBS-T-Puffer gewaschen und
anschlieBend mit dem Sekundarantikdrper fir eine Stunde rotierend bei RT inkubiert. Im
Anschluss wurde die Membran erneut dreimal fir 15 min in 1x TBS-T-Puffer gewaschen

bevor das Ergebnis mittels Detektionsreaktion ermittelt werden konnte.
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Um eine semi-quantitative Aussage Uber die Proteinkonzentration treffen zu kénnen, erfolgte
der Nachweis einer Ladekontrolle. Als Ladekontrolle dienten Cyclophilin B und R-Aktin. Die
zuvor verwendete Membran wurde hierfir mindestens eine Stunde in 1x TBS-T-Puffer

gewaschen. Anschlie®end wurde die Immunreaktion wie oben beschrieben durchgefinhrt.

Detektion

Der Protein-Nachweis erfolgte anhand des SuperSignal® West Dura Extended Duration
Substrat Detektions-Kits der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Das
Detektionsreagenz, welches aus den zwei L&sungen SuperSignal® West Dura
Luminol/Enhancer Solution und SuperSignal® West Dura Stable Peroxide Solution besteht,
wurde 1:1 vermischt und die Membran darin fir 2 min inkubiert. AnschlieRend wurde die
Membran in eine Film-Kassette transferiert und ein Rontgenfilm aufgelegt. Entwickelt wurde

der Film in einem Roéntgenfilmentwickler.

3.5 Transfektion von Primarzellen

3.5.1 Transfektion von humanen Chondrozyten

Um die transiente Expression eines bestimmten Gens mit Hilfe eines klnstlichen Vektors zu
erreichen, wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche Transfektions-Systeme untersucht.
Zum einen wurde die Transfektion durch die Zugabe eines Lipidgemisches durchgefiihrt,
welches die Fremd-DNA mit Hilfe der Endozytose in das Zytoplasma einschleusen kann.
Diese Form der Transfektion wird auch als Lipofektion bezeichnet. Zum anderen wurde eine
Methode der Fima Lonza Cologne GmbH verwendet, welche das Verfahren der
Elektroporation mit einer chemischen Reaktion vereint und somit daflr sorgt, dass die DNA
nicht nur durch die Zellmembran, sondern auch in den Zellkern selbst gelangt. Diese
Kombination wird als Nukleofektion bezeichnet und sorgt dafiir, dass durch das aktive
Einschleusen der DNA in den Zellkern eine héhere Effizienz der Transfektion erreicht werden

kann.

3.5.1.1 Lipofektion

In dieser Arbeit wurde fiir die Transfektion von humanen Chondrozyten das X-tremeGENE
HP Transfection Reagent der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet. Das

Reagenz besteht aus einem Gemisch aus unterschiedlichen Lipiden und Lipid-basierten
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Bausteinen, welche mit 80% (v/v) Ethanol versetzt wurden. Die exakte Zusammensetzung

der Lésungen bleibt dem Anwender vorenthalten.

Fur die Transfektion mit dem X-tremeGENE HP Transfection Reagent wurden die Zellen bis
zu einer Konfluenz von 70% - 90 % kultiviert. Hierfir wurden 150.000 Chondrozyten pro
6well ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium abgesaugt und die Zellen kurz mit
HBSS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Zugabevon 2 ml frischem Kulturmedium.
Parallel dazu wurde die zu transfizierende DNA-L6sung hergestellt. Hierflir wurden 90-98 pL
vorgewarmtes, serumfreies Medium in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefald gegeben, so dass
das Endvolumen nach Zugabe der DNA 100 pyL betrug. Die Konzentration der DNA lag
zwischen 2 und 5 ug pro Ansatz. Medium und DNA wurden ordentlich gemischt, bevor das
Transfektionsreagenz ebenfalls dazu gegeben werden konnte. An dieser Stelle war es
wichtig, dass das Transfektionsreagenz bei der Zugabe nicht die Reaktionsgefaltwand
berlhrt. Die in dieser Arbeit verwendete Ratio zwischen Reagenz und ug DNA betrug 3:1.
Die Transfektionsreagenz/DNA-L6sung musste gut gemischt und anschlielend flir ca. 15
min bei RT inkubiert werden. Die 100 uL des Transfektionsreagenz/DNA-Gemisches wurden
anschlieBend zu den Zellen gegeben und durch vorsichtiges Schiitteln der Zellkulturplatte
auf den Zellen verteilt. Die Inkubationszeit betrug 24-72 Stunden bei 37°C, 10% CO; und
95% Luftfeuchtigkeit.

3.5.1.2 Nukleofektion

Fur die Nukleofektion humaner Chondrozyten wurden diese bis zu einer Konfluenz von etwa
90 — 100% in einer Zellkulturflasche kultiviert. Am Tag der Nukleofektion wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit 10ml HBSS pro 75 cm?-Zellkulturflasche gewaschen.
Anschliellend erfolgte die Zugabe einer 1 mg/ml Pronase/Kollagenase-Lésung und die
Inkubation fur 2-3 Stunden bei 37°C, um die Zellen abzuldsen und gleichzeitig die von den
Chondrozyten aufgebaute Matrix abzubauen. Im Anschluss wurden die Zellen durch die
Zentrifugation bei 300 x g fur 10 min geerntet und in 5 ml HBSS resuspendiert. Die sich
anschlieBende Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer (Punkt
3.2.6). Die Zellldsung wurde so verdiinnt, dass die Zellkonzentration 1 x 10° Zellen pro ml
betrug. Je 1 ml der Zelllésung wurde auf 1,5 ml Reaktionsgefalie verteilt und fiir 10 min bei
2000 rpm (Tischzentrifuge; Eppendorf) bei RT zentrifugiert. Parallel dazu wurde die Cell Line
Nucleofector® Solution T mit dem Supplement (Amaxa'™ Human Chondrocyte Nucleofector
Kit der Firma Lonza Cologne GmbH, KéIn) im Verhaltnis 4,5:1 gemischt und bei RT fir 5-10
Minuten inkubiert. Der Uberstand wurde im Anschluss an die Zentrifugation dekantiert und

100 pL der supplementierten Nucleofector® Solution zu jedem Reaktionsgefaly einzeln
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dazugegeben. Die Zellen wurden resuspendiert und die DNA bzw. siRNA dazugegeben. Das
Zell-DNA/siRNA-Gemisch wurde luftblasenfrei in eine fur die Nukleofektion von humanen
Chondrozyten zertifizierte Klvette gegeben. AnschlieRend erfolgte die Nukleofektion in
einem Nucleofector®-Gerat (Programm: U-24 bzw. U-28). Im Anschluss an die Nukleofektion
erfolgte die schnelle Zugabe von 500 pyL Wachstumsmedium (OA hCH: hCH
Wachstumsmedium ; hCH: CBM-Wachstumsmedium) und der Transfer in eine 6well-
Zellkulturplatte, welche 1 ml vorgewarmtes Medium pro 6well enthielt. 24 Stunden nach der
Nukleofektion wurden das Medium und die Zellen, die durch die Nukleofektion zerstort
wurden, abgesaugt und frisches Medium zugegeben. Dieses enthielt zur Induktion der
Kollagen Typ Il Synthese in den Chondrozyten 17,5 ug/ml einer sterilen Ascorbinsaure-

Ldsung.

3.5.2 Nukleofektion von humanen mesenchymalen Stammzellen

Fur die Nukleofektion von Plasmid-DNA in humane mesenchymale Stammzellen wurde das
Amaxa™ Human Mesenchymal Stem Cell Kit der Firma Lonza Cologne GmbH (Kd&In)
verwendet. Hierflir wurden die Zellen mit Hilfe einer Trypsin/EDTA — Lésung fir 5-8 min bei
37°C im Brutschrank von der Zellkulturflasche abgelést und durch die Zentrifugation bei 300
x g fur 10 min geerntet. Resuspendiert wurde das Zellpellet anschlieRend durch die Zugabe
von 1x PBS. Die Zellzahlbestimmung fand mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Punkt
3.2.6) statt. Pro Nukleofektionsansatz wurden 600.000 Zellen bendtigt. Hierfir wurde die
Zellsuspension mit einer Konzentration von 600.000 Zellen pro ml auf 1,5 ml
Reaktionsgefalle verteilt und flr 10 min bei 2000 rpm (Tischzentrifuge, Eppendorf) und RT
zentrifugiert. Das 1x PBS wurde anschlieRend dekantiert. Parallel dazu wurde die Human
MSC Nucleofector® Solution mit dem Supplement (Amaxa™ Human MSC Nucleofector Kit
der Firma Lonza Cologne GmbH, Kdéln) im Verhaltnis 4,5:1 gemischt und bei RT fir 5-10
Minuten inkubiert. Pro Nukleofektionsansatz erfolgte die Zugabe von 100 puL der
supplementierten Nucleofector® Solution und 2 ug Plasmid-DNA. Das Zellsuspension/DNA —
Gemisch wurde in eine zertifizierte Kuvette transferiert und mit Hilfe eines Nucleofector® -
Gerates nukleofiziert (Programm C-17). Anschlielend erfolgte die schnelle Zugabe von 500
ML vortemperiertem Wachstumsmedium, bevor die Zellen in eine 6well-Zellkulturplatte
Uberflhrt wurden. Das 6well enthielt ebenfalls 1 ml vorgewarmtes Medium. Kultiviert wurden
die Zellen fur 24 Stunden bei 37°C, 10% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit bevor sie 24

Stunden spater fiir die Differenzierung verwendet werden konnten.
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3.6 Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen

Fur die chondrogene Differenzierung von hMSCs wurde zunachst das Wachstumsmedium
(MSCG-Medium) abgesaugt und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe
von 500 yL Trypsin/EDTA pro 6well, um die Zellen von der Zellkulturplatte abzulésen.
Nachdem uber 90% der Zellen abgeldst waren, wurde ein aquivalentes Volumen (hier 2 ml)
an vorgewarmtem MSC Differenzierungsmedium (ohne TGF-R3) pro 6well zugegeben und
die Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefal tberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 600 x g und
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen in einem adaquaten
Volumen von MSC Differenzierungsmedium resuspendiert, so dass eine Konzentration von
100.000 Zellen pro 0,1 ml entstand. Jeweils 0,3 ml der Zellsuspension wurden in die
Vertiefungen einer 96well Platte mit V-Boden Uberfihrt und die 96well Platte bei 2000 rpm
(Multifuge 3 S-R, Heraeus) fur 5 min bei RT zentrifugiert. Um das Herausschleudern der
Zellen zu verhindern, wurde der Zentrifugationsschritt durch langsames Bremsen abgestoppt
(Bremse: Stufe 2). Der Uberstand wurde anschlieRend nicht dekantiert, sondern die Platte
bei 37°C, 10% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das
Differenzierungsmedium erneuert. Ein Austausch des Differenzierungsmediums erfolgte alle
2-3 Tage. Hierbei wurden 0,01 ug/ml TGF-R3 immer frisch dazugegeben. Nach 7, 14, 21 und
28 Tagen wurden die Pellets in OCT TissueTek® eingebettet und bei -80°C bis zum

Gebrauch eingefroren.
3.7 Bildanalyse und densitometrische Bestimmung

Um die Expression von Proteinen im Anschluss an eine Western-Blot-Analyse (Punkt 3.4.12)
zu quantifizieren, erfolgte eine densitometrische Bestimmung mit Hilfe des Programmes
Imaged. Fir die Quantifizierung wurden die Bandenintensitdten des Zielproteins und des
Referenzproteins (Ladekontrolle) vermessen und in ein Verhaltnis zueinander gesetzt. Die

Expressionsunterschiede wurde in % angegeben.

Das Programm ImageJ wurde zusatzlich fir die Bildanalyse der immunhistochemischen
Farbungen der hMSC-Pellets verwendet. Hierbei konnte das Programm die spezifische
Antikdrperfarbung der Proteine erkennen und als Rotanteil prozentual wiedergeben. Fir die
Quantifizierung der Proteinexpression wurden je Pellet 3 reprasentative Bereiche ausgesucht
und der Rotanteil der exakt gleich grofRen Areale berechnet. Aus den drei Arealen wurde ein
Mittelwert gebildet und der Standardfehler berechnet. Fir die Bildanalyse der Matrixproteine
wurden hMSC-Pellets ohne Hamalaun-Kernfarbung ausgewahlt, um das Ergebnis nicht zu

verfalschen. Bei intrazellularen Proteinen wurden zur Vereinfachung zellkerngefarbte Pellets
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verwendet. Hierbei wurde nicht wie bei den Matrixproteinen der Rotanteil erfasst, sondern

der Anteil an gefarbten zu ungefarbten Zellen kalkuliert.

3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit Microsoft Excel durchgefihrt. Hierfir wurde
die Student-T-Verteilung gewahlt. Die statistische Signifikanzgrenze lag bei einem p-value
von < 0,05 (*). Irrtumswahrscheinlichkeiten von p < 0,01 wurden als sehr signifikant (**) und

von p < 0,001 (***) als hoch signifikant festgelegt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Untersuchung von AQP1 in humanen OA-Chondrozyten

Neben den bekannten Risikofaktoren der Osteoarthrose wie beispielsweise konstanter
Belastung, Alter und Verletzungen, spielen auch genetische Faktoren eine wesentliche Rolle
(Spector, 2004). Einer dieser Faktoren kénnte der Wasserkanal AQP1 sein, welcher in den
starker geschadigten Arealen eines osteoarthrotischen Kniegelenkknorpels nachgewiesen
wurde (Geyer et al.,, 2009). Um die Rolle dieses Wasserkanals bei der Pathogenese der
Osteoarthrose naher zu untersuchen, wurde in der Dissertationsarbeit von Frau Dr. Kramm
(Kramm, 2014) der Knockdown von AQP1 in isolierten Chondrozyten von Osteoarthrose-
Patienten untersucht. Hierbei konnte kein Einfluss auf typische Stoffwechselparameter des
Knorpels, wie die Kollagen Typen 1, 2 und 9, den Transkriptionsfaktor Sox9 und den
matrixabbauenden Enzymen MMP-13, ADAMTS-4 und 5 nachgewiesen werden. Des
weiteren konnte ebenfalls kein Einfluss auf LIN-2 (hCASK), eines von drei Proteinen des
zytoskelett-assozierten, heterotrimaren Proteinkomplexes ermittelt werden, welcher bei der
AQP1 vermittelten Migration von humanen Melanom- und Endothelzellen eine Rolle spielt
(Monzani et al, 2009). Da nicht alle Chondrozyten eines osteoarthrotischen
Kniegelenkknorpels eine erhdhte Expression von AQP1 aufweisen, sondern lediglich stark
geschadigte Areale, sollte in dieser Arbeit der Einfluss einer Uberexpression von AQP1 auf
die physiologischen Eigenschaften von isolierten, humanen, osteoarthotischen Chondrozyten

untersucht werden.
4.1.1 Klonierung von AQP1

Die humane Sequenz von AQP1 wurde aus isolierten Chondrozyten amplifiziert und in den
Klonierungsvektor pGEM-T Easy mit der TA-Methode kloniert (Abb. 6) (Kramm, 2014). Durch
die Transformation in den E. coli Stamm DHS5 war die Vermehrung der Sequenz und eine

anschlieRende Klonierung in den Uberexpressionsvektor pcDNA 3.1 (+) méglich.
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Abb. 6: Plasmidkarte des pGEM-T Easy Klonierungsvektors mit AQP1 Insert. Die Klonierung der
humanen AQP1-Sequenz in den pGEM-T Easy Vektor erfolgte mittels TA-Klonierung. Der Vektor
besitzt eine Gesamtlange von 3853 Basenpaaren (bp). Die AQP1 Sequenz hat eine Lédnge von 810
bp. MSC: multiple cloning site; lacZ: Gen der -Galaktosidase; ori: origin of replication. Hergestellt

wurde der Vektor von Frau Dr. Kramm (2014).

Um das Protein in den Chondrozyten exprimieren zu kénnen, musste die humane AQP1
Sequenz aus dem pGEM-T Easy in den pcDNA 3.1 (+) kloniert werden. Der pcDNA 3.1 (+)
gehért zu den gangigen Uberexpressionsvektoren von eukaryotischen Zellen. Das Zielgen
wird transient exprimiert und durch den starken CMV (Cytomegalievirus)-Promoter kann eine
hohe Kopienzahl erreicht werden. Fiir die Klonierung der AQP1 Sequenz in den pcDNA 3.1
(+) wurden Insert und Vektor mit dem Restriktionsenzym EcoRI geschnitten und im
Verhaltnis 3:2 (Insert/Vektor) in die Ligationsreaktion eingesetzt. Nach anschliel’iender
Transformation in den E. coli Stamm DH5a wurden insgesamt 40 Klone ausgewahlt und der
Einbau der AQP1 Sequenz nach Plasmid-DNA-Isolierung mittels Restriktionsverdau und
Gelelektrophorese untersucht. Die Plasmid-DNA von 6 Klonen wurden mit den Primern LB60
(for) und LB61 (rev) sequenziert, wovon 2 Klone eine erfolgreiche Ligation aufweisen
konnten. In Abb. 7 ist zum einen die Plasmidkarte des neu konstruierten Vektors pAQP1 als
auch die Nukleotidsequenz mit MSC (multiple cloning site) des pcDNA 3.1 (+) Vektors mit
der AQP1 Sequenz dargestellt. Die Primer LB60 (for) und LB 61 (rev) binden ca. 50

Basenpaare vor und nach den beiden EcoRI Schnittstellen.
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Abb. 7: Ligationsmechanismus der humanen AQP1 Sequenz mit dem pcDNA 3.1 (+) Vektor. A)
Nukleotidsequenz von AQP1 innerhalb der MSC des pcDNA 3.1 (+) Vektors. Das Insert wurde
anhand der EcoRI Schnittstellen in den Vektor kloniert. Mit den Primern LB60 (for) und LB61 (rev),
sowie LB48 (for) und LB49 (rev) ist die Sequenzierung von AQP1 méglich. B) Plasmidkarte des
pcDNA 3.1 (+) mit humanem AQP1 Insert und Bezeichnung des neu konstruierten Vektors als
pAQP1. MSC: multiple cloning site; CMV: Cytomegalievirus; AQP1: Aquaporin 1 Sequenz; ori: origin

of replication, AmpR: Ampicillin-Resistenzgen.
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4.1.2 Uberexpression von AQP1 in humanen OA-Chondrozyten

Um den Einfluss des AQP1 Wasserkanals auf die OA-Chondrozyten untersuchen zu kénnen,
wurden diese in Passage 1 mit 2,5 pg des AQP1-Plasmids (pAQP1) bzw. einem
Kontrollvektor nukleofiziert (Punkt 3.5.1.2) und anschliefiend die mRNA nach 4, 24 und 72
Stunden isoliert. Die Analyse der AQP1 Uberexpression wurde mittels semi-quantitativer
real-time PCR Uberprift (Abb. 8). Nach 4h konnte bei einer Chondrozyten-Population eine
3169fach erhéhte Expression im Vergleich zu den Kontrollvektor-behandelten Zellen (pcDNA
3.1 (+)) nachgewiesen werden, wahrend sie bei einer weiteren Population nach 24h bei
1652fach lag. Nach 72h wurde die AQP1 Expression von drei Populationen gemittelt (n=3).

Die Expression war um das 424+57fache erhoht.

4000
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]
5
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Abb. 8: Semi-quantitative real-ime PCR Analyse der AQP1 Expression in humanen,
osteoarthrotischen Chondrozyten im Zeitverlauf [h]. Die Zellen wurden mit dem AQP1 exprimierenden
pcDNA 3.1 (+) Vektor (pAQP1) oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die mRNA nach 4h, 24h
und 72h isoliert. Nach 4h konnte eine 3169fache und nach 24h eine 1652fache Uberexpression von

AQP1 gemessen werden; (n=1). Nach 72h war die Expressionsrate um 424+57fach erhdht; n=3.

Zur Verifizierung der real-time PCR Analyse und zum Nachweis der Uberexpression von
AQP1 auf Proteinebene wurde eine immunzytochemische Farbung mit den Kkultivierten
Chondrozyten 24h nach der Nukleofektion durchgefiihrt (Abb. 9). Die Zellen, welche mit
pAQP1 nukleofiziert worden sind, wiesen als Marker eine starke Rotfarbung auf, wohingegen
die mit dem Kontrollvektor nukleofizierten Chondrozyten nicht gefarbt waren. Somit konnte
eine Proteiniberexpression von Aquaporin 1 in den pAQP1 nukleofizierten Chondrozyten

nachgewiesen werden.
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Kontrollvektor pAQP1

Abb. 9: Immunzytochemische Farbung von AQP1 in humanen, OA-Chondrozyten 24h nach der
Nukleofektion. Die mit pAQP1 nukleofizierten Zellen wiesen z.T. eine rote AQP1-Farbung auf (rechtes
Bild; schwarzer Pfeil) wohingegen die Kontrollvektor-behandelten Zellen (linkes Bild) nicht gefarbt
waren. Fur die Analyse der AQP1 Proteinexpression wurde ein anti-AQP1 Antikérper verwendet. Die

Zellkerne wurden mit Hamalaun angefarbt. 20fache Vergroferung.
4.1.3 Einfluss der AQP1 Uberexpression auf humane OA-Chondrozyten

Da AQP1 in den starker beschadigten Arealen des Kniegelenkknorpels eine erhdhte
Expression zeigte (Geyer et al., 2009), sollte der Einfluss des Wasserkanals auf typische
Stoffwechselparameter des Knorpels analysiert werden. Hierfir wurden die Chondrozyten
aus dem Knorpel von Kniegelenksersatz-Patienten enthommen, mit 2,5 ug pAQP1 oder dem
Kontrollvektor pcDNA 3.1 (+) nukleofiziert und die mRNA nach 72h isoliert. Die
Expressionsanalyse mittels semi-quantitativer real-time PCR ergab, dass die Uberexpression
von AQP1 keinen Einfluss, sowohl auf die ausgewahlten Stoffwechselparameter als auch auf
LIN-2 (hCASK) (0,024+1,01) und LIN-7 (0,23+0,89) hatte (Abb. 10). Untersucht wurden die
Stoffwechselparameter Kollagen Typ | (-0,07+1,08), Kollagen Typ Il (-0,9£1,05), Kollagen
Typ X (-1,12+0,03), der Transkriptionsfaktor Sox9 (-0,5910,82), die Matrix-abbauenden
Enzyme MMP-9 (-0,28+0,94), ADAMTS-4 (-0,13%£1,48) und ADAMTS-5 (-0,08+0,93), sowie
TIMP-3 (0,21+0,98) als Hemmer der Matrixmetalloproteinasen.
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Abb. 10: Semi-quantitative real-time PCR Analyse unterschiedlicher Stoffwechselparameter aus
humanen, OA-Chondrozyten 72h nach der Uberexpression von AQP1. Der Graph gibt die x-fache
Expressionsanderung der untersuchten Gene an. Es konnten keine signifikanten
Expressionsunterschiede bei allen gemessenen Parametern im Vergleich zum Kontrollansatz

nachgewiesen werden; n=3.

4.2 DNER Expression in humanen osteoarthrotischen Knorpel

Bei der Microarray-Analyse von geschadigten und weniger geschadigten Knorpelarealen von
OA-Patienten, konnte eine verstarkte Expression der DNER mRNA in den geschadigten
Arealen nachgewiesen werden (Geyer et al., 2009). Um die erhdhte Expressionsrate auch
auf Proteinebene nachzuweisen, wurde der Kniegelenksknorpel makroskopisch in
geschadigte und weniger geschadigte Areale unterteilt und anschlieRend

immunhistochemisch mit einem anti-DNER Antikérper untersucht (Punkt 4.2.2).

4.2.1 Histologische Analyse des Knorpels

Anhand der Ubersichtsfarbung mit Eosin/Hamalaun konnte die glatte Oberflache der weniger
geschadigten Knorpelareale und die faserige, zerklliftete Oberflache der geschadigten
Bereiche dargestellt werden (Abb. 11 a-b). Man kann erkennen, dass im intakten Areal die
Chondrozyten homogen Uber die gesamte Knorpeloberflache verteilt sind, wohingegen in
dem geschadigten Areal die Anzahl stark reduziert ist und es bei den noch vorhandenen
Chondrozyten zu der typischen Clusterformation im OA-Gewebe kommt (Mankin et al.,
1971). Das es sich bei beiden Arealen letztendlich um OA-Knorpel handelt, zeigten die
Alcianblau- und Safranin-O-Farbungen (Abb. 11 c-d; e-f). Die Alcianblau-Farbung detektiert
die Glykosaminoglykane (GAG) der Knorpelmatrix. Bei dem weniger geschadigten Areal
wurden der mittlere und der untere Bereich homogen Blau gefarbt, wohingegen die
Oberflache eher weild erschien. Das stark geschadigte Areal wurde im mittleren und unteren
Bereich lediglich punktuell Alcianblau gefarbt. Die stark zerkliftete Oberflache erschien

hingegen véllig farblos. Somit konnte in beiden Arealen ein eindeutiger Abbau der GAGs
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nachgewiesen werden, welcher in dem starker geschadigten Bereich bis in die mittlere und
untere Knorpelschicht reichte. Mit Hilfe der Safranin-O-Farbung wird die Kollagenstruktur des
Knorpels durch eine rot bis orangene Farbung sichtbar. Ahnlich wie bei der Alcianblau-
Farbung wurde der weniger geschadigte Bereich bis auf die Oberflache relativ stark gefarbt,
wohingegen in dem geschadigten Areal kaum noch Kollagene nachzuweisen waren. Nur

noch der unterste Randbereich schien kollagene Strukturen zu enthalten.
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Abb. 11: Histologische Analyse eines makroskopisch geschadigten und weniger geschadigten Areals
aus osteoarthrotischem humanem Kniegelenksknorpel. Das weniger geschadigte Areal (linke Spalte)
wies eine glatte Oberflache (blaue Pfeile), sowie eine relativ homogene Knorpelstruktur auf. Im
geschadigten Bereich des Knorpels (rechte Spalte) waren starke Erosionen (rote Pfeile), vor allem an
der Knorpeloberflache, erkennbar und die Chondrocyten wiesen typische Clusterformationen auf
(schwarze Pfeile). a, b: HE-Farbung; ¢, d: Alcianblau-Farbung; e, f: Safranin-O-Farbung. 10fache

Vergroflerung.
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4.2.2 Immunhistochemische Analyse von DNER

Kniegelenksknorpel von OA-Patienten wurden mit einem anti-DNER Antikorper
immunhistochemisch gefarbt. Wahrend die makroskopisch intakten Areale des Knorpels
entweder keine oder eine eher homogene, Uber die gesamte Flache verteilte, DNER-
Farbung aufwiesen (Abb. 12 a und c), wurden die makroskopisch geschadigten Areale

intensiver und zum Teil auch eher an der Knorpelobeflache gefarbt (Abb. 12 b und d).

a) b)

Abb. 12: Immunhistochemische Farbung von humanem osteoarthrotischem Kniegelenksknorpel
anhand eines anti-DNER Antikdrpers. Dargestellt sind makroskopisch geschadigte (rechte Spalte) und
weniger geschadigte (linke Spalte) Knorpelareale. Die weniger geschadigten Areale wurden entweder
gar nicht oder sehr homogene Uber die gesamte Knorpelflache DNER gefarbt, wohingegen bei den
stark geschadigten Arealen die DNER-Farbung intensiver und Uberwiegend an der Knorpeloberflache

nachweisbar war. a, b sowie ¢, d: unterschiedliche Patienten. 10fache Vergréfierung.
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4.3 Einfluss von DNER auf humane Chondrozyten

Wie in Kapitel 4.2.2 dargestellt, wird die DNER Expression in starker geschadigten Arealen
des OA-Kniegelengsknorpels hochreguliert. Um den Einfluss des Proteins auf den Knorpel
naher untersuchen zu kdnnen, sollte der Einfluss einer Reprimierung bzw. Uberexpression
von DNER in isolierten und kultivierten Chondrozyten analysiert werden. Fir die
Reprimierung wurde ein Pool von siRNAs verwendet, welche spezifisch gegen die DNER
mRNA gerichtet waren (2.11). Die Hochregulierung von DNER erfolgte durch das
kommerziell erworbene Uberexpressionsplasmid pDNER (2.8). Analysiert wurden in beiden
Fallen typische anabole Stoffwechselparameter des Knorpels, wie beispielsweise Kollagen
Typ Il und Aggrekan, katabole Parameter wie, MMP-9, MMP-13, ADAMTS-4 und ADAMTS-5
und Parameter fir den Nachweis von hypertrophem/osteoarthrotischem Knorpel wie,
Kollagen Typ X und Kollagen Typ I. Auch der Transkriptionsfaktor Sox9 sowie Mitglieder des

Notch-Signalwegs wurden naher untersucht.
4.3.1 Knockdown der DNER mRNA Expression in OA-Chondrozyten

Fur den Knockdown der DNER Expression in humanen OA-Chondrozyten wurden diese
nach der Isolierung aus dem Kniegelenkknorpel im Monolayer kultiviert und in Passage 1 mit
der siRNA gegen die spezifische DNER mRNA nukleofiziert. Nach 24, 48 und 96 Stunden
wurde die RNA isoliert und der Knockdown mittels semi-quantitativer real-time PCR
untersucht. Als Kontrolle dienten Zellen, welche lediglich mit einem non-targeting Pool
(NTP), einem Pool bestehend aus nicht-bindenden siRNA Fragmenten, nukleofiziert wurden.
In Abb. 13 ist die prozentuale Reprimierung von DNER im Vergleich zu den NTP
nukleofizierten Kontrollzellen dargestellt. Nach 24h lag die DNER Expressionrate bei
15+0,09%, nach 48h bei 6+0,02% und nach 96h bei 13+0% im Vergleich zu den
Kontrollzellen. Die Reprimierung war zu allen untersuchten Zeitpunkten statistisch signifikant
p<0,001.
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Abb. 13: Semi-quantitative real-time PCR Analyse der DNER Expression in humanen OA-
Chondrozyten nach dem DNER Knockdown. Dargestellt ist die DNER Expression im Zeitverlauf [h].
Der Knockdown wurde mittels Nukleofektion und unter der Verwendung einer spezifischen siRNA
gegen DNER durchgefiihrt. Nach 24h, 48h und 96h konnte eine signifikante Reprimierung von DNER

*kk

im Vergleich zum Kontrollansatz (NTP) nachgewiesen werden. p <0,001; NTP = non-targeting

pool; n=3.

4.3.2 Einfluss des DNER Knockdowns auf den Chondrozytenstoffwechsel

Da die DNER mRNA Expression 48 Stunden nach dem DNER Knockdown mit 6+£0,02%
(4.3.1) im Vergleich zu den NTP behandelten Kontrollzellen am niedrigsten war, sollte der
Einfluss auf die knorpelspezifischen Stoffwechselparameter nach 72 Stunden erfolgen. Es
bestand die Annahme, dass durch die Verzégerung um 24 Stunden der Effekt auf die OA-
Chondrozyten am gréfiten sei. Hierfir wurde die RNA 72h nach der siRNA bzw. NTP
Nukleofektion isoliert und eine semi-quantitative real-time PCR Analyse der x-fachen
Expressionsanderung durchgeflhrt (Abb. 14). Die Analyse ergab, dass es zwischen den
siRNA- und NTP behandelten Proben keine Expressionsunterschiede bei den ausgewahlten
Parametern gab. Analysiert wurden die Parameter Kollagen Typ Il (1,15fach), Sox9
(-1,2fach), Kollagen Typ | (0,84fach), MMP-9 (-1,03fach), ADAMTS-4 (-1,56fach) und
ADAMTS-5 (1,2fach).
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Abb. 14: Semi-quantitative real-time PCR Analyse unterschiedlicher Stoffwechselparameter aus
humanen, OA-Chondrozyten 72h nach dem Knockdown von DNER. Es konnten keine
Expressionsunterschiede bei allen gemessenen Parametern, im Vergleich zum Kontrollansatz

nachgewiesen werden; n=1.

4.3.3 Untersuchung des DNER Knockdowns auf Proteinebene

Da auf Transkriptionsebene keine Veranderungen typischer Stoffwechselparameter nach
Knockdown der DNER mRNA nachgewiesen werden konnten, sollte der Einfluss eines
Knockdowns von DNER auf Proteinebene Uberprift werden. Hierfir wurde zunachst eine
immunzytochemische Farbung 96 Stunden nach der Nukleofektion der DNER siRNA bzw.
der Kontroll-siRNA (NTP) mit einem anti-DNER Antikérper durchgefihrt. Mikroskopisch
konnte kein Unterschied zwischen den siRNA-behandelten und den Kontrollizellen
nachgewiesen werden. Die DNER-Farbung der OA-Chondrozyten war bei beiden Proben
annahernd gleich (Abb. 15).

5 »

NTP siDNER

Abb. 15: Immunzytochemische Farbung von DNER in humanen, OA-Chondrozyten 96h nach dem
Knockdown der DNER mRNA. Fir die Analyse der DNER Proteinexpression wurde ein anti-DNER
Antikérper verwendet. Zwischen den mit siRNA gegen DNER (siDNER) behandelten Zellen (rechtes
Bild; rote Pfeile) und den mit NTP behandelten Kontrolizellen (linkes Bild; blaue Pfeile) konnte kein

Expressionsunterschied nachgewiesen werden. NTP = non-targeting pool. 20fache VergroRerung.
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Um das Ergebnis der immunzytochemischen Farbung zu Uberprifen, welches einen
Knockdown von DNER auf Proteinebene widerlegt, wurde zusatzlich eine Western-Blot
Analyse durchgefiihrt (Abb. 16). Flir die Western-Blot Analyse wurden die Zellen ebenfalls
entweder mit der siRNA gegen DNER (siDNER) oder einem non-targeting pool (NTP)
nukleofiziert. Nach 48 Stunden bzw. nach 6 Tagen wurden Zelllysate der Proben hergestellt.
Fur den Nachweis von DNER wurde derselbe anti-DNER Antikérper wie fir die
immunzytochemische Farbung verwendet. Das DNER Monomer hatte nach Analyse der
Aminosauresequenz ein Molekulargewicht von 78 kDa bzw. abzlglich der Signalsequenz
von 75 kDa. Laut Herstellerangabe ist eine DNER spezifische Bande jedoch bei 150 kDa zu
erwarten. In Abb. 16 ist der Western-Blot der drei verschiedenen Proben (siDNER, NTP und
unbehandelte Zellen) zu den Zeitpunkten 48h und 6d dargestellt. Bei beiden Zeitpunkten
konnte in allen Proben eine DNER spezifische Bande bei 150 kDa nachgewiesen werden.

Als Ladekontrolle wurde ein anti-B-Aktin Antikdrper verwendet, welcher 3-Aktin bei 42 kDa

nachweist.
48h 6d
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sD NTP U siD NTP U
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Abb. 16: Western-Blot Analyse des DNER Knockdowns 48 Stunden und 6 Tage nach der
Nukleofektion. Dargestellt sind die mit einem anti-DNER Antikérper behandelten Zelllysate von
humanen, OA-Chondrozyten. Die Zelllysate wurden aus unbehandelten Zellen (U) und aus Zellen
welche mit siRNA gegen DNER (siD) oder mit einem non-targeting pool (NTP) behandelt wurden,
hergestellt. Eine DNER spezifische Bande konnte bei 150 kDa nachgewiesen werden. Fir die Analyse

des Referenzproteins R-Aktin (42 kDa) wurde ein anti-R-Aktin Antikdrper verwendet.
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Die Unterschiede der DNER-Proteinexpression aus den Proben siDNER, NTP und
unbehandelt wurden densitometrisch bestimmt. Bei der densitometrischen Bestimmung
wurde die Intensitat jeder einzelnen Bande gemessen und mit dem Referenzprotein, in
diesem Fall [-Aktin, in ein Verhaltnis gesetzt. In Abb. 17 sind die DNER
Expressionsunterschiede der einzelnen Proben nach 48h und 6d graphisch dargestellt. Die
NTP behandelten Zellen dienten als Basislinie. Im Vergleich zu den NTP behandelten Zellen
lag die DNER Expression in den siDNER behandelten Zellen nach 48h bei 83% und nach 6d
bei 82%, wohingegen sie bei den unbehandelten Zellen nach 48h bei 48% und nach 6d bei
28% lag.

120 48h 6d
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(0]
o

DNER Expression [%]
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o

I
o

20

NTP siDNER unbehandelt NTP siDNER unbehandelt

Abb. 17: Densitometrische Auswertung des DNER Knockdowns 48 Stunden und 6 Tage nach der
Nukleofektion. Dargestellt sind die Resultate der Western-Blot Analyse unterschiedlicher
Proteinproben bestehend aus unbehandelten Zellen und Zellen welche mit siRNA gegen DNER
(siDNER) oder einem non-targeting pool (NTP) behandelt wurden. Fir die semi-quantitative
Auswertung wurde die DNER Expression mit der 3-Aktin Expression ins Verhaltnis gesetzt. Es konnte
keine signifikante Runterregulierung der DNER Proteinexpression nach Zugabe von siDNER

gemessen werden.

Bei Betrachtung der Western-Blot Analyse fiel auf, dass die DNER Expression nach 6 Tagen
im Vergleich zu 48 Stunden starker zu sein schien (Abb. 16). Selbst bei den unbehandelten
Zellen war die Bande nach 6d intensiver. Aus diesem Grund wurden die jeweiligen Proben
der beiden Zeitpunkte miteinander verglichen (Abb. 18). Nach 6d war die DNER Expression
der NTP Proben mit 190% fast doppelt so hoch wie nach 48h. Die DNER Expression der

siDNER Zellen stieg auf 189% und die unbehandelten Zellen hatten eine Expressionsrate
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von 110% nach 6 Tagen. Somit lasst sich ein eindeutiger Anstieg der DNER Expression im

Zeitverlauf belegen, welcher bei den nukleofizierten Zellen noch eindeutiger ausfiel.

250
200
150
100

50

DNER Expression [%]

NTP 48h NTP 6d siDNER 48h siDNER 6d  unbehandelt 48h unbehandelt 6d

Abb. 18: Densitometrischer Vergleich der DNER Expression nach 48h und 6d in den Proben: NTP,
siDNER und unbehandelt. In allen drei Proben war die DNER Expression nach 6d im Vergleich zu 48h
erhoht. Fir die densitometrische Analyse wurde R-Aktin als Referenzgen verwendet. NTP = non-

targeting pool.
4.3.4 Uberexpression der DNER mRNA in humanen OA-Chondrozyten

Fur die Uberexpression von DNER wurde ein kommerziell erworbenes Plasmid verwendet
(PDNER). Das synthetisch hergestellte Plasmid enthadlt eine Codon-optimierte DNER-
Nukleotidsequenz um eine stabilere mMRNA zu transkribieren und um optimale Ergebnisse
bei der Translation zu erzielen. Bei der Codon-Optimierung wird die Wildtyp-Gensequenz so
modifiziert, dass trotz der unterschiedlichen Nukleotidabfolge, dieselbe Aminosauresequenz
synthetisiert wird. Fiir die Uberexpression von DNER wurden 2,5 pg/ul der Plasmid-DNA in
die humanen OA-Chondrozyten nukleofiziert. Die Analyse der DNER mRNA Uberexpression
wurde nach 4h, 24h, 48h und 72h mittels semi-quantitativer real-time PCR durchgefihrt. Flr
das Designen der DNER-Primer diente die Codon-optimierte DNER-Sequenz als Matrize
(DNERopt). Dies ermdglichte einen spezifischen Nachweis der Codon-optimierten DNER
mRNA. Um die DNER Expressionsrate zu ermitteln, wurden die Act-Werte der mit pDNER
und der Kontrollvektor nukleofizierten Zellen verglichen. Der Act-Wert beschreibt hierbei die
Expression des Zielgens verglichen mit der Expression eines konstitutiv exprimierten
Referenzgens, in diesem Fall 18s. In Abb. 19 ist die Expressionsrate von DNER als 1/Act-
Wert der Proben im Zeitverlauf dargestellt. Man kann erkennen, dass eine Uberexpression
der optimierten DNER Sequenz in allen Proben méglich war. Zum Zeitpunkt 4h konnte die
hochste Expressionsrate im Vergleich zu den anderen Messzeitpunkten nachgewiesen
werden. Hierbei lag der 1/Act bei 0,069. Nach 24h wurde ein 1/Act von 0,061, nach 48h von
0,062 und nach 0,056 gemessen.
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Abb. 19: Semi-quantitative real-time PCR zur Analyse der DNER Expression in humanen, OA-
Chondrozyten nach der Nukleofektion eines DNER exprimierenden Plasmids (pDNER). Dargestellt ist
die DNER Expressionsmessung im Zeitverlauf [h]. Gemessen wurde die relative Menge von Amplifikat
(DNER) zum Referenzgen (18s) angegeben als 1/Act. Die DNER Expression der synthetischen
DNER-Sequenz konnte ab dem Zeitpunkt 4h nachgewiesen werden. Die Expression nahm zwischen
4h und 72h konstant ab; n=3.

4.3.5 Uberexpression des DNER Proteins in humanen OA-Chondrozyten

Um die Uberexpression von DNER im Vergleich zu den Kontrollvektor-nukleofizierten Zellen
auch auf Proteinebene nachweisen zu kdnnen, wurden die Zellen immunzytochemisch
analysiert. Hierfir wurden die Zellen 24h nach der Nukleofektion mit pDNER oder dem
Kontrollvektor auf chamber slides ausgesat und mit einem anti-DNER Antikdrper behandelt.
Wie in Abb. 20 A dargestellt, zeigten einige der pDNER nukleofizierten Zellen eine intensive
spezifische DNER-Farbung, wohingegen die mit dem Kontrollvektor nukleofizierten Zellen
schwacher gefarbt waren. Des Weiteren wurde eine Western-Blot Analyse durchgefiihrt, um
die Uberexpression von DNER quantifizieren zu kénnen (Abb. 20 B). Die densitometrische
Analyse (Abb. 20 C) bestatigt die Uberexpression von DNER in den pDNER nukleofizierten
Zellen, im Vergleich zu den Kontrollvektorzellen, mit einer Expressionsrate von 241%. Die
unbehandelten Zellen wiesen eine Expressionsrate von 85% im Vergleich zu den
Kontrollvektorzellen auf. Als Ladekontrolle wurde ein Cyclophilin B-Antikérper verwendet,

welcher Cycklophilin B bei 21 kDa nachweist.
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Abb. 20: Nachweis der DNER-Proteinexpression in humanen, OA-Chondrozyten 24h nach der
Nukleofektion mit pDNER. Fir die Proteinfarbung wurde ein anti-DNER Antikdrper verwendet. A) Bei
der immunzytochemischen Farbung waren die pDNER behandelten Zellen (rechts; schwarze Pfeile)
intensiver gefarbt als die Kontrollvektor-Zellen (links). B) Durch die Western-Blot Analyse konnte bei
allen drei Proben eine DNER spezifische Bande bei 150 kDa nachgewiesen werden. C) Die
densitometrische Analyse des Western-Blots zeigte einen ca. 2,5fachen Anstieg von DNER nach der
Nukleofektion mit pDNER im Vergleich zu den Kontrollvektor- und unbehandelten Zellen. Als
Referenzprotein wurde Cyclophilin B verwendet (21 kDa). pD: pDNER; KV = Kontrollvektor; U =
unbehandelt; AK = Antikdrper; kDa = Kilodalton.

4.3.6 Einfluss der DNER Uberexpression auf den Chondrozytenstoffwechsel

Nach Verifizierung der DNER Uberexpression sollte der Einfluss der erhéhten DNER
Expression auf humane OA-Chondrozyten untersucht werden. Hierzu wurden die
Chondrozyten mit 2,5 ug/pl von pDNER nukleofiziert und nach 72 Stunden die RNA der

Zellen isoliert. Anschlielend wurde eine semi-quantitative real-time PCR zur Analyse
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(Abb. 21) der anabolen Parameter Kollagen Typ Il (-0,23%£1,17), Aggrekan (-0,3410,85)
sowie der katabolen Parameter MMP-9 (-1,05t1,42), MMP-13 (-1,24+1,33), ADAMTS-4
(0,46£0,77) und ADAMTS-5 (1,27+0,24) durchgefihrt. Untersucht wurden des Weiteren der
Transkriptionsfaktor Sox9 (1,221+0,08), der Matrixmetalloproteinase-Hemmer TIMP-3
(-0,76+1,15), die Marker fir hypertrophe, osteoarthrotische Chondrozyten Kollagen Typ X
(-1,18+0,16) und Kollagen Typ | (0,22+0,97), ein Downstream-Parameter des Notch-
Signalwegs Hes-1 (1,2310,11) sowie R-Catenin (-0,28+-0,97). Die Expressionsanalyse
ergab, dass es zwischen den pDNER-nukleofizierten Zellen und den Kontrollzellen keine

statistisch signifikanten Unterschiede gab.
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Abb. 21: Semi-quantitative real-time PCR zur Analyse unterschiedlicher Stoffwechselparameter aus
humanen, OA-Chondrozyten 72h nach der Uberexpression von DNER. Es konnten keine signifikanten
Expressionsunterschiede zwischen den DNER Uberexprimierenden Zellen und den Kontrollvektor-

behandelten Zellen gemessen werden; n=3.

4.3.7 Microarray-Analyse nach DNER Uberexpression

Nachdem die Uberexpression von DNER keinen Einfluss auf einige wichtige
Stoffwechselparameter des Knorpels in humanen, osteoarthrotischen Chondrozyten zeigte
(4.3.6), wurden anschlieBend humane, gesunde Chondrozyten (Lonza Cologne GmbH, Kd&ln)
untersucht. Neben den zuvor analysierten Parametern sollten auch andere evtl. von DNER
beeinflusste Parameter ausfindig gemacht werden, weshalb diesmal eine vergleichende
Transkriptomanalyse (Microarray-Analyse) durchgefiihrt wurde. Hierflir wurden die Zellen mit
2,5 pg/ul des DNER kodierenden Plasmids (pDNER) nukleofiziert und vor der RNA-
Isolierung fir 48h kultiviert. Um die Uberexpression nachzuweisen wurden eine
immunzytochemische Farbung mit einem anti-DNER Antikdrper durchgefiihrt. Nach 24h
waren einige der mit pDNER nukleofizierten Zellen stark DNER gefarbt, wohingegen die
Kontrollzellen lediglich eine homogene aber schwache Farbung aufweisen konnten
(Abb. 22).
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Abb. 22: Immunzytochemische Farbung von DNER in gesunden, humanen Chondrozyten 24h nach
der Nukleofektion mit pDNER. Fir die Analyse wurde ein anti-DNER Antikérper verwendet. Die
erfolgreiche Uberexpression von DNER war durch die zum Teil sehr intensiv gefarbten Chondrozyten
gekennzeichnet (rechts; schwarze Pfeile). Die mit dem Kontrollvektor behandelten Zellen wiesen eine

schwache homogene DNER-Farbung auf (links). 20fache VergroéRerung.

Nach erfolgreicher Nukleofektion von pDNER sowie dem Nachweis der Uberexpression von
DNER auf Proteinebene, wurde die RNA aus den pDNER und den Kontrollvektor
nukleofizierten Zellen, sowie aus unbehandelten Zellen 48h nach der Nukleofektion isoliert.
Um eine erfolgreiche Genexpressionsanalyse zu gewahrleisten, musste zunachst die RNA-
Qualitdt untersucht werden (Abb. 23). Hierfir diente der sog. RIN-Wert (RNA integrity
number), welcher das Mald der RNA-Integritat aufzeigt, indem er das Verhaltnis von 18s zu
28s rRNA sowie andere Parameter verrechnet. Der RIN-Wert der pDNER-Probe lag bei 8,9.
Der RIN-Werte fur die Kontrollvektor-Probe als auch fiir die Probe der unbehandelten Zellen
lag bei 10.
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Abb. 23: Kapillarelektrophorese zur Uberpriifung der RNA-Integritdt dargestellt in einem
Elektropherogramm. Analysiert wurde die RNA aus humanen, gesunden Chondrozyten 48h nach der
Nukleofektion mit pPDNER (A) oder einem Kontrollvektor (B). Zur weiteren Kontrolle diente eine Probe
mit nicht-nukleofizierten Zellen (unbehandelt; C). Die Auswertung der RIN-Werte fiir die Proben ergab

fur pDNER: 8,9; flr den Kontrollvektor: 10 und unbehandelt: 10. RIN = RNA Integrity Number.
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Neben der Integritdt muss flr eine Microarray-Analyse eine ausreichende Menge an RNA
zur Verfligung stehen (50-500 ng pro Ansatz). Die RNA-Konzentration der Proben wurde
anhand eines NanoDrop Photometers bestimmt. In Tabelle 28 sind die Konzentrationen der
Proben zu Beginn der Untersuchung dargestellt. Die RNA-Konzentration der pDNER
nukleofizierten Zellen betrug insgesamt 0,7 pg, der Kontrollvektorzellen 1,4 ug und der
unbehandelten Zellen 7,7 ug. Fur die komplementare Bindung der RNA-Proben an die
Oligonukleotide der Tragermatrix musste die RNA im Anschluss an die Qualitats- und
Quantitatskontrolle in Biotin-markierte cRNA bzw. antisense RNA (aRNA) umgeschrieben
werden. Hierfir wurde die RNA zunachst mittels reverser Transkription in ds-cDNA
umgeschrieben und anschlieRend mittels in vitro Transkription in aRNA umgewandelt. Die
aRNA-Proben wurden gereinigt und die Quantitdt und Qualitdt erneut Uberprift. Wie in
Tabelle 29 dargestellt waren die Konzentrationen der RNA-Proben nach der Amplifikation um
ein 10-20faches erhdht und die Qualitdt wurde vom Kompetenzzentrum fur Fluoreszente
Bioanalytik der Universitdt Regensburg als ausreichend deklariert. Somit konnten alle drei

Proben fir die Microarray-Analyse verwendet werden.

Tab. 28: Photometrisch ermittelte Konzentrationen der RNA-Proben nach der Isolierung.

Bezeichnung c [Hg/ul] 260/280 ratio V [ul] Mg gesamt
pDNER 0,018 2,09 38 0,7
Kontrollvektor 0,037 2,11 38 1,4
unbehandelt 0,202 2,07 38 7,7

Tab. 29.: RNA-Konzentrationen nach Amplifikation und Biotin-Markierung.

Bezeichnung c [ug/ul] 260/280 ratio V [ul] Mg gesamt Qualitat
pDNER 2,117 1,92 48,5 102,7 ok
Kontrollvektor 2,167 1,92 48,5 105,1 ok
unbehandelt 2,348 1,91 48,5 113,9 ok

Tab. 28. und 29.: Konzentrations- und Qualitdtsbestimmung der RNA-Proben fir die Microarray-
Analyse. Dargestellt sind die analytischen Daten der Proben pDNER, Kontrollvektor und unbehandelt
(nicht-nukleofizierte Zellen). Die Analyse erfolgte anhand eines Nanodrop Spektrometers. 28) RNA-
Proben direkt nach der RNA-Isolierung. 29) Quantitats- sowie Qualitatsbestimmung der Biotin-
markierten aRNA-Proben im Kompetenzzentrum fiir Fluoreszente Bioanalytik der Universitat. Die
Konzentrationen wurden um ein 10-20faches erhéht und Qualitdt wurde vom Kompetenzzentrum als
ok deklariert was bedeutet, dass alle drei Proben flr die Microarray-Analyse verwendet werden

konnten.
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Analysiert wurde das Expressionsprofil der Probe 1: pDNER (pD) vs. Kontrollvektor (pC),
Probe 2: pDNER vs. unbehandelt und Probe 3: Kontrollvektor vs. unbehandelt. In Probe 1
konnten drei Gene des gesamten humanen Genoms nachgewiesen werden, welche nach
der DNER Uberexpression, im Vergleich zu den Kontrollvektor behandelten Zellen,
differentiell exprimiert wurden (Abb. 24; Tabelle 30). Die drei Gene waren SPEN homolog
tramscriptional regulator - SPEN (1,86%0,24), bone marrow stromal cell antigen 2 — BST-2
(-2,2+0,82) und tripartite motif containing 22 — TRIM22 (-2,07+0,1). Bei Betrachtung der
Daten von Probe 2 und 3 konnten zum Teil sehr starke Expressionsunterschiede im
Vergleich zu Probe 1 nachgewiesen werden. Hier lagen die x-fachen
Expressionsunterschiede in Probe 2 bei: SPEN (1,58+0,24), BST-2 (5,9+1,61), TRIM22
(2,45£0,45) und in Probe 3 bei: SPEN (-0,47+0,79). BST-2 (12,82+3,94) und TRIM22
(5,23%£1,18).

A

B

Tab. 30.: Expressionslevel der drei differenziell exprimierten Gene der Microarray-Analyse.

Gen Symbol PDNER vs. PDNER vs. | Kontrollvektor vs.

Kontrollvektor | unbehandelt unbehandelt

SPEN homolog

transcriptional regulator SPEN 1,86+0,24 1,58+0,24 -0,47+0,79

Bone marrow stromal

cell antigen 2 BST-2 -2,2+0,82 5,9+1,61 12,82+3,94

Tripartite motif

containing 22 TRIM22 -2,07+0,1 2,45+0,45 5,23+1,18

Abb. 24: Microarray-Daten differenziell exprimierter Gene aus humanen, gesunden Chondrozyten 48h
nach der DNER Uberexpression. A) Dargestellt sind die Gencluster-Ergebnisse der Vergleichsproben
pDNER vs. Kontrollvektor, pPDNER vs. unbehandelt (nicht-nukleofizierte Zellen) und Kontrollvektor vs.
unbehandelt. Vom gesamten Genom konnten 3 differentiell exprimierte Gene nachgewiesen werden:
SPEN homolog tramscriptional regulator (SPEN), bone marrow stromal cell antigen 2 (BST-2) und

tripartite motif containing 22. (TRIM22) B) Tabelle Gber die Mittelwerte der einzelnen Gencluster.
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Fur die Verifizierung der Microarray-Analyse wurde eine semi-quantitative real-time PCR mit
den selben RNA-Proben wie flr den Microarray durchgeflhrt (Tabelle 31). Verglichen
wurden wie beim Microarray die Proben 1: pDNER vs. Kontrollvektor, 2: pDNER vs.
unbehandelt und 3: Kontrollvektor vs. unbehandelt. Im Vergleich zu den Microarray-Daten
variierte der x-fache Regulationsfakor, wohingegen das Regulierungsprofil (d.h. ob herauf-
oder herunterreguliert) in den meisten Proben gleich blieb. Die Expressionsprofile von BST-2
lielen sich anhand der real-time PCR-Analyse validieren und lagen bei Probe 1 bei -1,77,
Probe 2 bei 11,67 und Probe 3 bei 20,61. Auch bei TRIM22 konnten die im Microarray
gemessenen Expressionsunterschiede in etwa bestatigt werden. Sie lagen in Probe 1
bei -4,79, Probe 2 bei 3,68 und Probe 3 bei 17,63. Im Vergleich zum Microarray, wo SPEN in
Probe 1 zweifach hochreguliert war, konnten bei der real-time PCR-Analyse keine

Expressionsunterschiede in alle drei Proben nachgewiesen werden.

Tab. 31: Validierung der Microarray-Ergebnisse mittels semi-quantitativer real-time PCR.

Analysiert wurden die x-fachen Expressionsanderungen von SPEN, BST-2 und TRIM22.

Gen PDNER vs. PDNER vs. Kontrollvektor vs.
Kontrollvektor unbehandelt unbehandelt
SPEN 1,22 1,23 1,01
BST-2 -1,77 11,67 20,61
TRIM22 -4,79 3,68 17,63

Zusatzlich wurde eine Verifizierung der Microarray-Analyse mit einer weiteren Population von
gesunden humanen Chondrozyten durchgefiihrt (Tabelle 32). Hierfir wurde die mRNA
ebenfalls 48h nach der Nukleofektion mit dem DNER exprimierenden Plasmid (pDNER) oder
dem Kontrollvektor isoliert. Die Ergebnisse der Expressionsanderungen der semi-
quantitativen real-time PCR fur die Proben pDNER vs. Kontrollvektor lagen fir SPEN bei -
1,26, fuir BST-2 bei 1,56 und fiur TRIM22 bei -2,27. Bei TRIM22 konnte somit ebenfalls eine
Runterregulierung, ahnlich wie beim Microarray, nachgewiesen werden, wohingegen die

Expressionsunterschiede von SPEN und BST-2 demnach populationsabhangig waren.

Tab. 32: Expressionsanalyse von SPEN, BST-2 und TRIM22 in einer weiteren Population

von humanen, gesunden Chondrozyten.

Gen PDNER vs. Kontrollvektor
SPEN -1,26
BST-2 1,56
TRIM22 -2-27
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4.4 Analyse der Transfektionsmethode fiir humane Chondrozyten

Bei der Microarray-Analyse wurde deutlich, dass die nukleofizierten Zellen ein stark
differentielles Expressionsprofil im Vergleich zu den nicht-nukleofizierten Zellen aufwiesen
(Abb. 24). Vor allem Apoptose-assozierte Gene wurden bei den nukleofizierten Proben
starker exprimiert (Daten nicht gezeigt). Ein Grund hierflir kdnnte die Nukleofektionsmethode
selbst sein. Um den Einfluss der Nukleofektionsmethode auf die Apoptose bzw. Nekrose der
Zellen zu untersuchen, wurde eine Annexin-V-FLUOS Farbung durchgefiihrt. Hierflir wurden
die Zellen mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert bzw. chemisch transfiziert und
die Zelltodrate nach 72h bestimmt. Als Kontrolle dienten nicht-nukleofizierte/nicht-
transfizierte Zellen. Die Zellen wurden auf 1well chamber slides ausgesat. Bei den zu
transfizierenden Zellen wurden 24 Stunden vor Transfektionsbeginn 130.000 Zellen pro
chamber slide ausgesat, wahrend fir die Nukleofektion ca. 600.000 Zellen pro Ansatz
verwendet wurden. Als Referenz dienten unbehandelte Zellen, welche bei der
Nukleofektionsmethode in geringerer Anzahl ausgesat wurden (300.000 Zellen pro chamber
slide), um eine anschlielende Auszahlung méglich zu machen. Alle Zellen wurden nach der
Transfektion/Nukleofektion flr 72 Stunden bei 37°C, 10% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Pro Probe wurden drei reprasentative Gesichtsfelder gewahlt und zunachst die

Gesamtzellzahl ermittelt.

Die Gesamtzellzahl, die Zahl der Zellen die nach der Versuchsdauer an den Deckglasern
adhariert waren, variierte stark zwischen den transfizierten- und den nukleofizierten Zellen.
Durchschnittlich konnten bei den transfizierten und unbehandelten Zellen ca. 600 Zellen pro
Gesichtsfeld gezahlt werden, wohingegen es bei den nukleofizierten Zellen nur ca. 200
Zellen waren (Tabelle 33). Betrachtet man die Ergebnisse des Apoptose/Nekrose Assays
kann man erkennen, dass die nukleofizierten Zellen durchschnittlich doppelt so viele
apoptotische und nekrotische Zellen im Vergleich zu den chemisch transfizierten Zellen
aufwiesen. Bei den pDNER nukleofizierten Zellen betrug die Zelltodrate nach chemischer
Transfektion 36% und nach Nukleofektion 69%. Bei den mit Kontrollvektor behandelten
Zellen lag die Zelltodrate der transfizierten Zellen bei 43% und bei den nukleofizierten Zellen
bei 67%. Selbst bei den nicht-nukleofizierten (unbehandelt), aber fur die Nukleofektion
vorbereiteten Zellen, war die Zelltodrate um ein Vielfaches hdher als bei den unbehandelten
Chondrozyten, welche fir die Transfektion ausgesat wurden. Hier waren 7% der
unbehandelten Zellen unter Transfektionsbedingungen und 49% der Zellen unter
Nukleofektionsbedingungen apoptotisch bzw. nekrotisch. Zwischen den pDNER- und
Kontrollvektorzellen gab es sowohl bei der Nukleofektion als auch bei der chemischen

Transfektion kaum Unterschiede. Generell lasst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass fir
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die osteoarthrotischen Chondrozyten beide Methoden sehr zytotoxisch sind, die chemische

Transfektion jedoch die schonendere Methode darstellt.

Tab. 33.: Analyse der apoptotischen und nekrotischen Zellen 72h nach Nukleofektion und

chemischer Transfektion der humanen OA-Chondrozyten dargestellt als prozentualer

Gesamtanteil.

Gesamtzellzahl | Apoptotische Nekrotische Tote Zellen

Zellen [%] Zellen [%] ‘ gesamt [%]

Chemische
Transfektion
pDNER 578+12 2342 1343 36
Kontrollvektor 600+40 29+26 14+3 43
unbehandelt 766111 53 242 7
Nukleofektion
pDNER 2461104 41122 28421 69
Kontrollvektor 154+12 39+14 28+20 67
unbehandelt 62570 36+10 1317 49

4.5 Chemische Transfektion von pDNER in humane Chondrozyten

Aufgrund der Erkenntnisse, dass die Nukleofektionsmethode einen ausgepragten zellularen
Stress auf die osteoathrotischen Chondrozyten ausibt und konsekutiv einen deutlichen
Einfluss auf das Expressionsprofil zu haben scheint, sollte der Einfluss von DNER auf die
humanen OA-Chondrozyten mittels chemischer Transfektion ermittelt werden. Fir das
Einschleusen des DNER-Plasmids, wurde das X-tremeGENE HP DNA Transfektionsreagenz
der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde
die RNA isoliert und die DNER Expression mittels semi-quantitativer real-time PCR
bestimmt. Nach 24h wurde DNER um das 53fache, nach 48h um das 49fache und nach 72h
um das 11fache hochreguliert (Abb. 25). Aufgrund der populationsabhangigen
Expressionsschwankungen, waren die Ergebnisse, im Vergleich zu den mit Kontrollvektor-

transfizierten Zellen statistisch nicht signifikant.
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Abb. 25: Semi-quantitative real-time PCR Analyse der DNER Expression in humanen OA-
Chondrozyten im Zeitverlauf. Die Zellen wurden mit einem pDNER oder einem Kontrollvektor
chemisch transfiziert und die Expression nach 24h, 48h und 72h gemessen. Nach 24h war die DNER
Expression mit einer 53fachen Hochregulierung am gréften. Die Expressionsunterschiede waren

statistisch nicht signifikant; n=3.

4.5.1 Uberexpression von DNER auf Proteinebene

Um die Uberexpression von DNER anhand der chemischen Transfektionsmethode auch auf
Proteinebene nachzuweisen, wurde eine Western-Blot Analyse mit einem anti-DNER
Antikdrper durchgefihrt (Abb. 26). Die Proteinlysate der Proben pDNER (pD), Kontrollvektor
(KV) und unbehandelte Zellen (U), wurden 24h, 48h und 72h nach der chemischen
Transfekion hergestellt. Im Western-Blot konnte in allen Lysaten, bis auf die Proben KV und
U nach 72h, eine DNER-spezifische Bande bei 150 kDa nachgewiesen werden (Abb. 26 A).
Anhand der densitometrischen Analyse des Western-Blots, konnte eine konstante Erhéhung
der DNER Expression in den pDNER transfizierten Proben im Vergleich zu den
Kontrollvektor-Proben beobachtet werden (Abb. 26 B). Nach 24h war die DNER Expression
um 377%, nach 48h um 551% und nach 72h um 1912% erhoht. Im Vergleich dazu lag die
DNER Expressionsrate der unbehandelten Zellen nach 24h bei 61%, nach 48h bei 48% und
nach 72h bei 85%.
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Abb. 26: Nachweis der Proteinexpression in humanen, OA-Chondrozyten 24h, 48h und 72h nach der
chemischen Transfektion von pDNER. Verwendet wurde ein anti-DNER Antikérper. A) Der Western-
Blot zeigt eine DNER spezifische Bande bei 150 kDa sowie zwei weitere Banden zwischen ca. 40 und
50 kDa. B) Die densitometrische Analyse des Western-Blots demonstriert eine konstante DNER
Expressionserhéhung im Vergleich zu den Kontrollvektor behandelten Zellen im Zeitverlauf. Das
Expressionslevel zwischen Kontrollvektor- und unbehandelten Zellen war annahernd konstant. Als
Referenzprotein wurde [3-Aktin verwendet. pD: pDNER; KV = Kontrollvektor; U = unbehandelt; AK =
Antikérper; kDa = Kilodalton.
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4.5.2 Einfluss der DNER Uberexpression auf OA-Chondrozyten

In weiteren Experimenten sollten typische Stoffwechselparameter des Knorpels aber auch
Kandidaten des DNER-assoziierten Notch-Signalwegs sowie die in der Microarray-Analyse
nachgewiesenen Parameter nach der Uberexpression von DNER untersucht werden. Hierfiir
wurden die Zellen chemisch mit pDNER oder einem Kontrollvektor transfiziert und nach 72h
Kultivierung die RNA aus den Chondrozyten isoliert. Die Expressionsanalyse der Parameter
erfolgte durch semi-quantitative real-time PCR. In Abb. 27 sind die Ergebnisse der real-time
PCR dargestellt. Die analysierten Parameter waren die Kollagene Typ Il (-1,53+0,18), Typ |
(-1,34+0,21) und Typ X (-0,23+1,29), die Matrix-abbauenden Enzyme MMP-9 (-0,4+0,75),
MMP-13 (0,52+1,34), ADAMTS-4 (-0,07+2,41) und ADAMTS-5 (-0,27+0,8), der
Transkriptionsfaktor Sox9 (0,26+0,81), der Matrixproteinase-Hemmer TIMP-3 (-0,85+1),
Parameter des Notch Signalwegs Hes-1 (-1,71+0,45), Jagged-1 (-0,49+0,82) und die Gene
SPEN (0,24+0,82), BST-2 (1,18+0,09), TRIM22 (2,08+0,5), R-Catenin (-0,5+0,84), sowie das
Glykosaminoglykan Aggrekan (-1,3410,21). Bei allen gemessenen Parametern konnte kein

statistisch signifikanter Expressionsunterschied gemessen werden.
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Abb. 27: Semi-quantitative real-time PCR Analyse unterschiedlicher Stoffwechselparameter aus
humanen, OA-Chondrozyten 72h nach der chemischen Transfektion eines DNER exprimierenden
Gens (pDNER). Es konnten keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen den pDNER Zellen

und den Kontrollvektor behandelten Zellen gemessen werden. n=3.

4.5.3 Einfluss der DNER Uberexpression auf gesunde Chondrozyten

Da die Mdglichkeit bestand, dass die osteoarthrotischen Chondrozyten, wenn auch nur zum
Teil, von Grund auf eine hdéhere DNER Expressionsrate aufweisen, sollte die DNER
Expression mittels chemischer Transfektion ebenfalls in normalen gesunden Chondrozyten
untersucht werden. Hierflir wurden die kommerziell erworbenen Zellen kultiviert, mit pPDNER
oder einem Kontrollvektor transfiziert und nach 72h die RNA aus den Chondrozyten isoliert.
Analysiert wurden mittels semi-quantitativer real-time PCR die Expressionsunterschiede der
Kollagene Typ Il (-1,09), Typ | (-1,2) und Typ X (2,79), der Matrix-abbauenden Enzyme
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MMP-9 (1,15), MMP-13 (-1,16), ADAMTS-4 (-1,13) und ADAMTS-5 (1,32), der
Transkriptionsfaktor Sox9 (1,22), der Matrixproteinasen Hemmer TIMP-3 (-2,64), der
Parameter des Notch Signalwegs Hes-1 (1,04), Hey-1 (1,15), Jagged-1 (1,34) und der Gene
SPEN (-1,54), BST-2 (-1,08), TRIM22 (2,6), 3-Catenin (3,07) sowie das Glykosaminoglykan
Aggrekan (-1,92) (Abb. 28). Bei Betrachtung der Ergebnisse war eine erhéhte Expression
von Kollagen Typ X, R-Catenin und TRIM22, sowie eine leichte Reprimierung von TIMP-3 zu
verzeichnen. Die Expression der Stoffwechselparameter nach der Uberexpression von

DNER wurde einmal bestimmt (n=1).
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Abb. 28: Semi-quantitative real-time PCR Analyse unterschiedlicher Stoffwechselparameter aus
humanen gesunden Chondrozyten 72h nach der chemischen Transfektion von pDNER im Vergleich
zum Kontrollvektor. Bei Kollagen Typ X, B-Catenin und TRIM22 konnte eine erhdéhte Expression
beobachtet werden, wohingegen es zu einer leichten Reprimierung von TIMP-3 kam. Die Ubrigen
untersuchten Parameter zeigten keine Expressionsunterschiede. Die Zellen wurden in Passage 4

transfiziert; n = 1.

4.6 Einfluss von DNER auf die chondrogene Differenzierung

Bei der Untersuchung der Funktion von DNER in humanen Chondrozyten konnten keine
signifikanten Expressionsunterschiede zwischen DNER Uberexprimierenden Zellen und den
Kontrollvektorzellen, sowohl in normalen als auch osteoarthrotischen Chondrozyten
nachgewiesen werden. 2009 wurden im Knorpelgewebe eine Art Reparaturzellen, sog.
knorpelartige Vorlauferzellen, entdeckt (Koelling et al., 2009). Bei diesen Zellen handelt es
sich um Stammzellen, welche in der Lage sind in Chondrozyten-ahnliche Zellen zu
differenzieren. Da DNER vor allem in den ladierten und oberflachlichen Knorpelarealen
exprimiert wird, sollte die Funktion von DNER wahrend der Chondrogenese von humanen

mesenchymalen Stammzellen (hMSC) untersucht werden.

97



ERGEBNISSE

4.6.1 In vitro Chondrogenese humaner mesenchymaler Stammzellen

Bei der in vitro Chondrogenese von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC),
differenzieren die Zellen durch die Zugabe von Wachstumshormonen wie TGF-R3 und
Dexamethason, sowie durch die Erhéhung der Zelldichte zu knorpelartigem Gewebe. Die
Chondrogenese fand in Form von Zell-Pellets statt. Kultiviert wurden die Zell-Pellets 21 Tage
in MSC Differenzierungsmedium (3.6). In Abb. 29 sind immunhistochemische Farbungen der
Pellets nach 7, 14 und 21 Tagen dargestellt. Um den Erfolg der Chondrogenese zu
verifizieren, wurden die Pellet-Schnitte gegen typische Stoffwechselparameter des Knorpels
gefarbt. Untersucht wurde die Expression von Kollagen Typ |, Kollagen Typ Il, Sox9 und
Kollagen Typ X. Nachgewiesen werden konnte eine dem Zeitverlauf angemessene Abnahme
von Kollagen Typ |, eine starke Expression des Transkriptionsfaktors Sox9 zu Beginn der
Chondrogenese, sowie eine konstante Expression des Markers fir hyperthrophe
Chondrozyten, Kollagen Typ X (Ng et al., 1997; Barry, 2001; Bosnakovski et al., 2006;
Kitagawa et al., 2013). Die Expression von Kollagen Typ Il konnte nicht nachgewiesen

werden.

Kollagen Typ | Kollagen Typ Il Sox9 Kollagen Typ X

Tag 21

Abb. 29: Immuhistochemische Farbung von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC)
wahrend der chondrogenen Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Pellets wurden an den Tagen 7,
14 und 21 auf verschiedene Stoffwechselparameter des Knorpels (Kollagen Typ |, Kollagen Typ II,
Sox9 und Kollagen Typ X) untersucht. Die Expressionsabnahme von Kollagen Typ | und Sox9 sowie
die gleichbleibende Expression von Kollagen Typ X konnte im Zeitverlauf nachgewiesen werden. Die
Farbung anhand eines anti-Kollagen Typ Il Antikérpers war nicht erfolgreich. Die Zellen wurden in

Passage 4 differenziert; n = 1.
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Zusatzlich zu den Proteinexpressionsdaten wurde die RNA der Pellets zu den Zeitpunkten 2,
7 und 14 Tage isoliert und eine RNA Expressionsanalyse mittels semi-quanitativer real-time
PCR durchgefihrt (Abb. 30). Obwohl Kollagen Typ Il nicht auf Proteinebene nachgewiesen
werden konnte, war eine Zunahme der RNA ab Tag 14 zu messen. Die Expression von
Kollagen Typ Il war um das 315,17fache, im Vergleich zu dem Zeitpunkt vor der
Differenzierung, erhdéht (Abb.30b). Auch die konstante Abnahme von Kollagen Typ | an Tag
14 (bis -100fach, Abb. 30a) konnte gemessen werden. Die RNA Daten von Sox9 bestatigten
ebenfalls die Zunahme der Expression des Transkriptionsfaktors zu Beginn der
Differenzierung und die konstante Abnahme ab Tag 7 (Abb.30c). Im Vergleich zum Zeitpunkt
vor der Differenzierung wurde Sox9 an Tag 2 um das 5,24fache hochreguliert. An Tag 7 fiel
die Expressionsrate wieder anndhernd auf das Anfangsniveau zurick (1,65fach),
wohingegen das Expressionslevel an Tag 14 sogar unter dem des Zeitpunktes vor der
Differenzierung lag (-2,44fach). Durch die Kombination der RNA-Analyse und der
immunhistochemischen Proteinbestimmung, konnte ein erfolgreicher Verlauf der in vitro

Chondrogenese von humanen mesenchymalen Stammzellen verzeichnet werden.
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Abb. 30: Semi-quantitative real-time PCR der hMSCs wahrend der chondrogenen Differenzierung in
einer Pellet-Kultur. Die Expression von a) Kollagen Typ |,b) Kollagen Typ Il und c) Sox9 wurde 2, 7
und 14 Tage nach Differenzierungsbeginn untersucht. Wahrend die Expression von Kollagen Typ |
und Sox9 ab Tag 2 sank, wurde Kollagen Typ Il ab Tag 7 starker exprimiert. Die Zellen wurden in

Passage 4 differenziert; n=1.
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4.6.2 Uberexpression von DNER wihrend der in vitro Chondrogenese

Um den Einfluss von DNER auf die Differenzierung der hMSCs zu untersuchen, wurden die
Zellen vor Induktion der Chondrogenese entweder mit einem DNER exprimierenden Plasmid
(PDNER) oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. Die nukleofizierten hMSCs wurden 24h in
einer Monolayerkultur mit MSCGM Wachstumsmedium kultiviert, bevor sie zu hMSC-Pellets
zentrifugiert und fur weitere 28 Tage mit MSC Differenzierungsmedium kultiviert worden sind.
Nach 7, 14, 21 und 28 Tagen wurden die Pellets entnommen und in OCT Tissue Tek®
eingefroren. Fir die histologischen Untersuchungen wurden 5 ym dicke Schnitte angefertigt.
Die Auswertung der Farbungen wurde mittels Imaged generiert. Untersucht wurden
insgesamt funf Populationen (Passage 6). Es konnte beobachtet werden, dass einige Pellets
von Tag 28 nekrotische Areale besallen, und somit nicht flr die Analyse verwendet werden
konnten. Die Auswertung der hMSC Differenzierung wurde bis einschlielllich Tag 21

bewertet.

4.6.2.1 Immunhistochemische Farbung von DNER in den hMSC-Pellets

Die immunhistochemische Farbung von DNER erfolgte mit einem humanen anti-DNER
Antikdrper. In Abb. 31 A ist exemplarisch eine immunhistochemische Farbung von DNER in
den hMSC-Pellets im Zeitverlauf dargestellt. Anhand der 40fachen Vergréflerung eines
Pellets (Abb. 31 B; Tag 14 der pDNER nukleofizierten Zellen) ist die starke Rotfarbung als
Marker flr die DNER exprimierenden Zellen zu erkennen. Mittels ImagedJ Bildanalyse konnte
eine Uberexpression von DNER in den DNER nukleofizierten Zellen nachgewiesen werden,
welche an den Tagen 7 und 14 statistisch signifikant war (* p<0,05) (Abb. 32; Tabelle 34).
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Abb. 31: Immuhistochemische Farbung von DNER in den hMSCs, wahrend der chondrogenen

Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor Differenzierungsbeginn entweder mit

pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. A) Nach 7, 14 und 21 Tagen wurden die Pellets mit

einem anti-DNER Antikdrper gefarbt. B) Die 40fache VergroRerung zeigt exemplarisch die stark rot

gefarbten DNER exprimierenden Zellen (schwarze Pfeile).
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Tab. 34: Gesamtzellzahl der DNER Uberexprimierenden Zellen innerhalb der hMSC-Pellets
im Zeitverlauf [d].

Gesamtzellzahl der DNER exprimierende Zellen

Tag pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
7 1945 512 0,017 5

14 1916 2+1 0,038 5

21 1317 4+3 0,291 5

Abb. 32 und Tabelle 34: Bildanalyse der immuhistochemischen Farbung von DNER in den hMSCs,
wahrend der chondrogenen Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn entweder mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. Anhand der
Auswertung von funf Populationen konnte eine signifikant hdhere Menge an DNER exprimierenden
Zellen an den Tagen 7 und 14 in den pDNER-Pellets im Vergleich zu den Kontrollvektor-Pellets
gezahlt werden; * p<0,05.

4.6.2.2 Histologische Analyse der Glykosaminoglykan-Expression

Um den Einfluss von DNER auf die Chondrogenese und somit auf Stoffwechselprodukte der
Knorplematrix zu untersuchen, wurden die pDNER und Kontrollvektor nukleofizierten Pellets
mittels Alcianblau gefarbt. Alcinablau farbt die Glykosaminoglykane (GAGs) der Matrix an.
Abb. 33 A zeigt exemplarisch die histologische Alcianblau-Farbung der Pellets von Tag 7 bis
Tag 21. Wie anhand der reprasentativen Bilder dargestellt, steigt die GAG-Expression
wahrend der Chondrogenese an. Anhand der 40fachen VergréfRerung in Abb. 33 B (Tag 21
der mit Kontrollvektor nukleofizierten Zellen) kann man die blau gefarbten Areale im Detail

erkennen. Die Bildanalyse ergab, dass kein Expressionsunterschied zwischen den pDNER
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und den Kontrollvektor nukleofizierten Pellets nachgewiesen werden konnte (Abb 34; Tabelle
35).

A

Kontrollvektor pDNER

Tag14 =

Abb. 33: Alcianblau-Farbung der hMSCs wahrend der chondrogenen Differenzierung in einer Pellet-

Kultur. Die Zellen wurden 24h vor Differenzierungsbeginn entweder mit pDNER oder einem
Kontrollvektor nukleofiziert. A) Nach 7, 14 und 21 Tagen wurden die Pellets mit Alcianblau angefarbt
um die Glykosaminoglykane (GAG) der Matrix zu detektieren. B) Die 40fache Vergroflerung zeigt

exemplarisch die hellblau gefarbten Areale im Detail (schwarzer Pfeil).
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Tab. 35: Prozentuale Gesamtflache der Alcianblau gefarbten hMSC-Pellets im Zeitverlauf

[d].
Alcianblau-Farbung [%]

Tag pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
7 9+7 8+4 0,789 5
14 1816 1414 0,264 5
21 3919 39411 0,957 5

Abb. 34 und Tabelle 35: Bildanalyse der Alcianblau gefarbten hMSC-Pellets, wahrend der
chondrogenen Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn entweder mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. Bei der
Auswertung von funf Populationen konnten keine signifikanten Unterschiede der GAG-Expression
zwischen den pDNER-Pellets und den Kontrollvektor-Pellets nachgewiesen werden. Bei beiden

Ansatzen erhohte sich die GAG-Sezernierung konstant bis Tag 21.

4.6.2.3 Immunhistochemische Analyse der Kollagen Typ | Expression

Kollagen Typ | ist ein typischer MSC-Marker und wird zu Beginn der Chondrogenese stark
exprimiert. Mit zunehmendem Differenzierungsstadium sollte die Expression von Kollagen
Typ | reduziert werden (4.6.1). Um zu Uberprifen, welchen Einfluss die DNER
Uberexpression auf Kollagen Typ | hat, wurden die Gewebeschnitte mit einem humanen anti-
Kollagen Typ | Antikérper immunhistochemisch gefarbt. In Abb. 35 A ist reprasentativ der
histologische Zeitverlauf einer Population dargestellt. Die 40fache Vergrélierung eines
Pellets (Tag 7 der mit Kontrollvektor nukleofizierten Zellen) zeigt die Kollagen Typ | Farbung
der Matrix im Detail (Abb. 35 B). Bei den Kontrollvektor und pDNER nuklecfizierten Zellen

waren die Pellets von Tag 7 stark Kollagen Typ | gefarbt und die Farbung der Matrix war in
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beiden Proben relativ homogen in den Pellets verteilt. An Tag 14 war die Kollagen Typ |
Expression nicht mehr homogen, sondern intensivierte sich in einigen Pellet-Arealen. An Tag
21 konnte Kollagen Typ | nur noch vereinzelt in kleineren Bereichen der Pellets
nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den Kontrollvektorzellen exprimierten die pDNER
nukleofizierten Zellen an den Tagen 7 und 14 eine geringere Menge an Kollagen Typ |,

wohingegen das Expressionslevel an Tag 21 anndhernd gleich war (Abb. 36; Tabelle 36).
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Abb. 35: Immuhistochemische Farbung von Kollagen Typ | in den hMSCs wahrend der chondrogenen
Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor Differenzierungsbeginn entweder mit
pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. A) Nach 7, 14 und 21 Tagen wurden die Pellets
anhand eines anti-Kollagen Typ | Antikdrpers immunhistochemisch untersucht. B) Die 40fache

VergrofRerung zeigt die rote Kollagen Typ | Farbung der Matrix im Detail (schwarze Pfeile).
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Tab. 36: Prozentuale Gesamtflache der Kollagen Typ | gefarbten hMSC-Pellets im
Zeitverlauf [d].
Kollagen Typ I-Farbung [%]

Tag pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
7 26+7 33411 0,398 5
14 30+10 3716 0,269 5
21 2417 2719 0,421 5

Abb. 36 und Tabelle 36: Bildanalyse der Alcianblau gefarbten hMSC-Pellets, wahrend der
chondrogenen Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn entweder mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. Bei der
Untersuchung von finf Populationen konnte kein signifikanter Unterschied der Kollagen Typ |
Expression zwischen den pDNER-Pellets und den Kontrollvektor-Pellets nachgewiesen werden.

Insgesamt reduzierte sich die Menge an sezerniertem Kollagen Typ | bis Tag 21.

4.6.2.4 Immunhistochemische Analyse der Kollagen Typ X Expression

Kollagen Typ X wird Uberwiegend von Kkalzifizierten Chondrozyten exprimiert und ist ein
Marker fir die Hypertrophie der Zellen (Mayne, 1989). Bei der Chondrogenese von hMSCs
wird Kollagen Typ X in verschiedenen Differenzierungsstadien exprimiert (Barry, 2001). Um
den Einfluss von pDNER auf die Kollagen Typ X Expression zu untersuchen, wurden die
pDNER und die Kontrollvektor nukleofizierten hMSC-Pellets mit einem humanen
anti-Kollagen Typ X Antikérper immunhistochemisch gefarbt. Der reprasentative Zeitverlauf
einer Population ist in Abb. 37 A dargestellt. Die 40fache VergrofRerung eines Pellets (Tag 14
der mit pDNER nukleofizierten Zellen) zeigt die Kollagen Typ X Farbung im Detail
(Abb. 37 B). Wahrend an Tag 7 die Matrix sowohl in den pDNER als auch in den
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Kontrollvektor nukleofizierten Pellets relativ homogen Kollagen Typ X gefarbt war, verteilte
sich die Farbung an den Tagen 14 und 21 eher in den Randbereichen der Pellets. Die
Bildanalyse der beiden Ansatze ergab, dass die DNER Uberexprimierenden Zellen eine
starkere Kollagen Typ X Expression zu allen Zeitpunkten im Vergleich zu den
Kontrollvektorzellen aufweisen konnten (Abb. 38; Tabelle 37). Zusatzlich kann man erkennen
dass bei den Kontrollvektor nukleofizierten Zellen die Farbung konstant von Tag 7 bis Tag 21
anstieg, wohingegen bei den pDNER behandelten Zellen eine maximale Expression an Tag

14 nachgewiesen werden konnte.

Kontrollvektor pDNER

Tag 7

3 i X . o

¥

"
Tag 14
Tag 21
—a:
 —
—

Abb. 37: Immuhistochemische Farbung von Kollagen Typ X in den hMSCs wahrend der
chondrogenen Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn entweder mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. A) Nach 7, 14
und 21 Tagen wurden die Pellets anhand eines anti-Kollagen Typ X Antikdrpers immunhistochemisch
untersucht. B) Die 40fache VergrofRerung zeigt die Kollagen X Farbung der Matrix im Detail (schwarze
Pfeile).
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Tab. 37: Prozentuale Gesamtflache der Kollagen Typ X gefarbten hMSC-Pellets im
Zeitverlauf [d].
Kollagen Typ X-Farbung [%]

Tag pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
7 1515 715 0,114 5

14 2110 1215 0,263 5

21 1714 1315 0,344 5

Abb. 38 und Tabelle 37: Bildanalyse der Kollagen Typ X Farbung in den hMSCs wahrend der
chondrogenen Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn entweder mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. Die Auswertung
von flnf Populationen zeigte wahrend des gesamten Zeitverlaufs eine starkere Kollagen Typ X

Expression in den pDNER-Pellets im Vergleich zu den Kontrollvektor-Pellets.

4.6.2.5 Immunhistochemische Analyse der Sox9 Expression

Der Transkriptionsfaktor Sox9 wird zu Beginn der Chondrogenese stark exprimiert, um die
Expression von typischen Matrixproteinen wie beispielsweise Kollagen Typ Il und Aggrekan
zu initiieren (Lefebvre et al., 1997; Bell et al., 1997; Sekiya et al., 2000). Des Weiteren
supprimiert Sox9 die Hypertrophie der Chondrozyten, weshalb die Expression des
Transkriptionsfaktors gegen Ende der Chondrogenese reduziert wird (Bell et al., 1997;
Lefebvre und Smits, 2005) (4.6.1). Um den Einfluss von pDNER auf die Sox9 Expression zu
untersuchen, wurden die pDNER und die Kontrollvektor nukleofizierten hMSC-Pellets mit
einem humanen anti-Sox9 Antikérper immunhistochemisch gefarbt. Die reprasentative

immunhistochemische Farbung der Pellets von einer Population zeigt, dass es bei den
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Kontrollvektor behandelten Zellen zu einer typischen Abnahme im Zeitverlauf kommt,
wohingegen die DNER Uberexprimierenden Zellen eine Zunahme bis Tag 14 und eine
Runterregulierung bis Tag 21 aufweisen (Abb. 39 A). Die Rotfarbung der Sox9
exprimierenden Zellkerne ist 40fach vergrofRert in Abb. 39 B dargestellt (Tag 7 der mit
Kontrollvektor nukleofizierten Zellen; schwarze Pfeile). Die Expression von Sox9 war in den
pDNER nukleofizierten Zellen an den Tagen 14 und 21 im Vergleich zu den
Kontrollvektorzellen erhéht (Abb. 40; Tabelle 38).

A
Kontrollvektor pDNER
Tag 7
Tag 14
Tag 21
B
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e

Abb. 39: Immuhistochemische Farbung von Sox9 in den hMSCs wahrend der chondrogenen
Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor Differenzierungsbeginn entweder mit
pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. A) Nach 7, 14 und 21 Tagen wurden die Pellets mit
einem anti-Sox9 Antikérper immunhistochemisch gefarbt. B) Die 40fache Vergrélierung zeigt die Sox9

exprimierenden, rétlich gefarbten Zellkerne im Detail (schwarze Pfeile).
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Tab. 38: Gesamtzellzahl der Sox9 gefarbten Zellen innerhalb der hMSC-Pellets im
Zeitverlauf [d].

Gesamtzellzahl der Sox9 exprimierende Zellen

Tag pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
7 32412 34116 0,951 5

14 4619 1718 0,132 5

21 2048 1016 0,075 5

Abb. 40 und Tabelle 38: Bildanalyse der immuhistochemischen Farbung von Sox9 in den hMSCs
wahrend der chondrogenen Differenzierung in einer Pellet-Kultur. Die Zellen wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn entweder mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. Die Auswertung
der Ergebnisse von flnf Populationen zeigte, dass es insgesamt zu einer Reprimierung von Sox9 im
Zeitverlauf kam, die pDNER nukleofizierten Zellen an Tag 14 jedoch eine deutlich héhere Expression

von Sox9 aufweisen konnten.

4.6.2.6 Analyse der Zellapoptose

Die Apoptose der Chondrozyten spielt eine wesentliche Rolle bei der Chondrogenese.
Hierbei induzieren die hypertrophen Chondrozyten die Mineralisierung des Knorpels um
anschlieBend in die Apoptose Uberzugehen und von migrierenden Osteoklasten und
Osteoblasten ersetzt zu werden (Brochhausen et al., 2009). Die Apoptose der Chondrozyten
gehort zusatzlich zu den pathologischen Befunden der OA, weshalb der Einfluss von DNER
auf die Apoptose der Zellen untersucht werden sollte (Horton et al., 2005). Hierflir wurden
die Apoptose-typischen Strangbriiche der DNA innerhalb des Zellkerns anhand eines
sogenannten TUNEL-Assay immunhistochemisch angefarbt. Der reprasentative Zeitverlauf
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von einer hMSC-Population demonstriert eine eher diffuse Verteilung der apoptotischen
Zellen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (Abb. 41 A). In Abb. 41 B sind die blau
angefarbten DNA-Strangbriiche 40fach vergroéRert dargestellt (Tag 21 der mit Kontrollvektor
nukleofizierten Zellen). Die Bildanalyse ergab, dass bei den Kontrollvektorzellen eine
tendenzielle Abnahme der apoptotischen Zellen beobachtet werden konnte, wohingegen die
Anzahl an apoptotischen Zellen in den DNER (berexprimierenden Pellets an Tag 14 am
hochsten war (Abb. 42; Tabelle 39).
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Abb. 41: TUNEL-Assay zur Bestimmung der Anzahl an apoptotischen hMSCs wahrend der
chondrogenen Differenzierung. Die hMSC-Pellets wurden 24h vor Differenzierungsbeginn entweder
mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert. A) Nach 7, 14 und 21 Tagen wurden die Zellkerne
von apoptotischen hMSCs, anhand der im Kit enthaltenen Reagenzien immunhistochemisch
analysiert. B) Die 40fache VergréRerung zeigt deutlich die dunkelblau gefarbte DNA der apoptotischen

Zellen (schwarzen Pfeile)
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Tab. 39: Gesamtzellzahl der apoptotischen Zellen innerhalb der hMSC-Pellets im Zeitverlauf

[d].

Gesamtzellzahl der apoptotischen Zellen

Tag pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
7 7+3 3048 0,107 3
14 1849 1142 0,449 3
21 6+4 1316 0,297 3

Abb. 42 und Tabelle 39: Bildanalyse der apoptotischen hMSCs wahrend der chondrogenen
Differenzierung. Die hMSC-Pellets wurden 24h vor Differenzierungsbeginn entweder mit pPDNER oder
einem Kontrollvektor nukleofiziert. Die Auswertung der Ergebnisse von drei Populationen zeigte, dass
es bei den Kontrollvektor transfizierten Pellets zu einer Abnahme an apoptotischen Zellen kam,

wohingegen bei den pDNER-Pellets die Anzahl an apoptotischen Zellen an Tag 14 am hochsten war.
4.6.3 Uberexpression der DNER mRNA wihrend der in vitro Chondrogenese

Fur die Uberexpression von DNER wurde das DNER exprimierende Plasmid (pDNER) in die
hMSCs nukleofiziert. Das Plasmid wurde mit einer Codon-optimierten Sequenz von DNER
konstruiert (4.3.4) und die Expression dieser veranderten DNA mit den entsprechenden
Primern DNERopt (2.12, Tabelle 14; LB76 und LB77) nachgewiesen. Als Kontrolle dienten
Zellen, welche mit einem Kontrollvektor nukleofiziert worden sind (4.3.4). Da diese Zellen
lediglich DNER mRNA mit WT Sequenz transkribieren, wurde die DNER Expression in
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diesen Zellen mit DNER-WT Primern (2.12, Tabelle 14; DNER-MG for und rev) gemessen.
Verglichen wurde somit die DNER-WT Expression der Kontrollvektorzellen mit der DNERopt
Expression der pDNER Zellen. Wie in Abb. 43 dargestellt, ist 24h nach der Nukleofektion
(Tag 0) die DNER Expression um das 2595+1604fache im Vergleich zu den Kontrollvektor-
Zellen erhdht, wohingegen einen Tag nach Differenzierungsbeginn (Tag 1) die Expression
bei 2159+1940fach lag. Im Zeitverlauf konnte eine kontinuierliche Abnahme der
Expressionsrate beobachtet werden: 2d 250+152fach, 3d 218+177fach, 7d 4fach, 14d 3fach
und 21d 1fach. Fir die Zeitpunkte 0d bis 3d wurden drei Populationen pro Zeitpunkt
kalkuliert, wahrend flr die Zeitpunkte 7d bis 21d lediglich zwei Populationen zur Verfigung

standen.
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Abb. 43: Semi-quantitative real-time PCR Analyse der DNER mRNA Expression in humanen
mesenchymalen Stammzellen nach der Nukleofektion von pDNER und im Verlauf der
Chondrogenese. Die hMSCs wurden 24h vor Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem
Kontrollvektor nukleofiziert und die DNER Expression wahrend der Chondrogenese analysiert. Der
Graph reprasentiert die x-fache Expressionsanderung im Zeitverlauf [d]. Zum Zeitpunkt 0 (24h nach
Nukleofektion und vor Differenzierungsbeginn) war die DNER Expression am hdchsten. Die
Expressionsrate nahm konstant wahrend des Zeitverlaufs ab. Fir die Zeitpunkte 0d bis 3d standen

drei und fur die Zeitpunkte 7d bis 21d zwei Populationen zur Verfligung.

4.6.4 mRNA Expression von chondrogenen Stoffwechselparametern

Um den Einfluss von DNER auf die Chondrogenese von humanen mesenchymalen
Stammzellen zu untersuchen, sollte neben der histologischen Untersuchung auch die mRNA
Expression von unterschiedlichen Kandidatengenen untersucht werden. Hierfir wurden die
Zellen, wie in Kapitel 4.6.2 beschrieben, entweder mit pDNER oder einem Kontrollvektor
nukleofiziert und an den Tagen 0, 1, 2, 3, 7, 14 und 21 die RNA der Pellets isoliert. Der
Zeitpunkt Null beschreibt den Zustand der Zellen 24h nach Nukleofektion und vor der
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Zugabe vom Differenzierungsmedium und Zeitpunkt 1 den Zustand 24h nach
Differenzierungsbeginn (3.6). Die Expressionsanderungen der Kandidatengene von pDNER-
und Kontrollvektor-Pellets wurden zu den Zeitpunkten 1d - 21d jeweils mit dem Zeitpunkt vor
Differenzierungsbeginn (Zeitpunkt 0) verglichen. Es wurde eine semi-quantitative real-time
PCR durchgeflhrt und die x-fachen Expressionsanderungen anhand der delta-delta ct-Werte
berechnet. Als Referenzgen wurde 18s rRNA verwendet. Zwei bis drei Populationen standen
fur die Analyse zur Verflgung. Untersucht wurden typische anabole und katabole
Stoffwechselparameter des Knorpels, sowie Genkandidaten des Notch-Signalwegs, da
DNER als Ligand des Notch-Rezeptors identifiziert werden konnte (Eiraku et al., 2005).
Zusatzlich wurde auch die Expression von R-Catenin untersucht, einem wichtigen Vertreter
des Wnt/R-Catenin-Signalwegs. Der Wnt/BR-Catenin-Signalweg scheint ebenfalls eine
wichtige Rolle in der OA zu spielen, indem die Aktivierung der Signalkaskade eine

Progression der Knorpeldestruktion verursacht (Blom et al., 2009; Geyer et al., 2009).

4.6.4.1 Kollagen Typ | mRNA Expression

Kollagen Typ | ist ein MSC Marker der vor allem zu Beginn der Chondrogenese exprimiert
wird (4.6.1) und dessen Expressionsanderung unter dem Einfluss von DNER untersucht
werden sollte. In Tabelle 40 sind die Kollagen Typ | mRNA Expressionsunterschiede der
Kontrollvektor und der pDNER nukleofizierten hMSC-Pellets von Tag 1 bis Tag 21 nach dem
Differenzierungsbeginn dargestellt. Die graphische Darstellung (Abb. 44) zeigt, dass es im
Vergleich zu dem Zeitpunkt vor Differenzierungsbeginn (Zeitpunkt 0) in beiden
Versuchsansatzen zu einer konstanten Reduktion der Kollagen Typ | Expression bis
einschliel3lich Tag 7 kam. Zu den Zeitpunkten 14d und 21d war das Expressionsniveau

vergleichbar mit dem von Zeitpunkt 0.

Tab. 40: Kollagen Typ | mMRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

Kollagen Typ | mRNA Expression
Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 -240,86 -2,3840,75 0,759 3
2 -5,16+1,56 -5,62+2,79 0,893 3
3 -8,66+3,7 -7,27+2,98 0,785 3
7 -11,46 -14,35 - 2
14 -1,33+1,45 -0,52+1,21 0,691 3
21 -0,75+1,35 -0,22+1,52 0,809 3
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Abb. 44: Vergleich der Transkriptionslevel von Kollagen Typ | in humanen mesenchymalen
Stammzellen im Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder dem Kontrollvektor nukleofiziert und die Kollagen Typ |
Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 24 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Als
Vergleichsprobe diente in beiden Fallen der Zeitpunkt vor Differenzierungsbeginn (Zeitpunkt 0). In
beiden Versuchsansatzen war eine konstante Reduktion der Kollagen Typ | Expression inklusive Tag
7 detektierbar gewesen, wohingegen kein Expressionsunterschied im Vergleich zu dem Zeitpunkt 0 an

den Tagen 14 und 21 beobachtet werden konnte.

4.6.4.2 Kollagen Typ X mRNA Expression

In Tabelle 41 sind die Kollagen Typ X mRNA Expressionsunterschiede der mit pDNER und
Kontrollvektor nukleofizierten hMSC-Pellets zwischen Tag 1 und Tag 21 nach
Differenzierungsbeginn dargestellt. Kollagen Typ X ist ein Marker flr hypertrophe
Chondrozyten und wird sowohl wahrend der Chondrogenese als auch im kalzifizierten
Knorpel stark exprimiert (Martinek, 2003; Lefebvre & Smits, 2005). Sowohl bei den
Kontrollvektor- als auch bei den pDNER nukleofizierten Zellen ist eine Hochregulierung der
Kollagen Typ X mRNA bis einschlie3lich Tag 14 zu beobachten gewesen. An Tag 21 sank
die Expressionsrate in beiden Ansatzen. Zusatzlich konnte eine starkere Kollagen Typ X
Expression in den pDNER nukleofizierten hMSC-Pellets im Vergleich zu den Kontrollvektor-
Pellets bei allen gemessenen Zeitpunkten beobachtet werden. In Abb. 45 ist die Kollagen
Typ X mRNA Expression der beiden Ansatze zu den verschiedenen Zeitpunkten graphisch

dargestellt.
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Tab. 41: Kollagen Typ X mRNA Expression der h(MSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

Kollagen Typ X mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 1,8714,5 0,18%1,92 0,748 3
2 7,14+£1,94 3,4211,6 0,213 3
3 21,3249,71 15,4548,45 0,672 3
7 408,22 347 .4 - 2
14 685,24 561,66 - 2
21 517,22 417,26 - 2
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Abb. 45: Vergleich der Transkriptionslevel von Kollagen Typ X in humanen mesenchymalen
Stammzellen im Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder dem Kontrollvektor nukleofiziert und die Kollagen Typ X
Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Anhand des
Graphen war eine konstante Erhdhung der Kollagen Typ X Expression einschlieRlich Tag 14 zu
beobachten, welche sich an Tag 21 wieder reduzierte. Wahrend des gesamten Zeitverlaufs war die

Kollagen Typ X Expression der pDNER-Pellets im Vergleich zu den Kontrollvektor-Pellets erhoht.

4.6.4.3 MMP-13 mRNA Expression

Wie in Tabelle 42 dargestellt, ergab die Analyse der MMP-13 mRNA Expression einen Tag
nach Differenzierungsbeginn sowohl in den pDNER als auch in den Kontrollvektor
nukleofizierten hMSC-Pellets eine ca. 25fach erhdhte Expression im Vergleich zu dem
Zeitpunkt vor Beginn der Chondrogenese (Tag 0). In den Kontrollvektorzellen nahm diese

Hochregulierung an den Tagen 2 und 3 kontinuierlich ab, wahrend sie bei pDNER an Tag 2
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ebenfalls herunter aber an Tag 3 wieder hochreguliert wurde. In beiden Versuchsansatzen
wurde die MMP-13 mRNA an den Tagen 7 und 14 weiter hochreguliert, wohingegen sie an
Tag 21 wieder abnahm. Zu den Zeitpunkten 2d, 3d, 7d und 21d wurde die MMP-13 mRNA
der pDNER nukleofizierten Zellen starker exprimiert als in den Kontrollvektorzellen. Die

Transkriptionslevel der beiden Versuchsansatze sind graphisch in Abb. 46 dargestelit.

Tab. 42: MMP-13 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

MMP13 mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 25,2412,2 26,55+19,82 0,956 3
2 19,01+8,84 11,17+4,35 0,471 3
3 34,95+32,05 11,56+4,08 0,509 3
7 1180,21 733,63 - 2
14 2402,02 2446,07 - 2
21 2163,5 1617,92 - 2
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Abb. 46: Vergleich der Transkriptionslevel von MMP-13 in humanen mesenchymalen Stammzellen im
Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die MMP-13 mRNA
Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Zwischen Tag
1 und 3 schwankte die MMP-13 Expression bei den Kontrollvektorzellen zwischen 26fach und 11fach
und bei den pDNER-Zellen zwischen 34fach und 19fach. In beiden Ansatzen stieg die MMP-13
Expression bis einschlief3lich Tag 14 und sank an Tag 21. Bis auf die Zeitpunkte 1d und 14d war die
Expression der MMP-13 mRNA in den DNER Uberexprimierenden Zellen héher.
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4.6.4.4 Sox9 mRNA Expression

Im Vergleich zu dem Zeitpunkt vor Differenzierungsbeginn (Zeitpunkt 0) war die mRNA
Expression des Transkriptionsfaktors Sox9 in beiden Versuchsansatzen (Kontrollvektor- und
pDNER-Zellen) an Tag 1 annahernd gleich. Im weiteren Verlauf kam es zu einer konstanten
Reprimierung von Sox9 in den Kontrollvektorzellen bis einschliel3lich Tag 14, wohingegen
die Sox9 Expression an Tag 21 wieder auf das Anfangsniveau hochreguliert wurde. Die
starkste Reprimierung konnte an Tag 14 beobachtet werden. Bei den pDNER nukleofizierten
Zellen erfolgte die Reprimierung der Sox9 mRNA erst ab Tag 3 und zeigte das niedrigste
Niveau an Tag 14. Auch hier ging die Expression an Tag 21 auf das Anfangsniveau von
Zeitpunkt 0 zurtick. Beim Vergleich der beiden Anséatze konnte eine starkere Abnahme der
Sox9 mRNA in den pDNER nukleofizierten Zellen im Vergleich zum Kontrollansatz zu den
Zeitpunkten 7d, 14d und 21d beobachtet werden. Die Expressionsunterschiede liegen

zusammengefasst in Tabelle 43 vor und sind graphisch in Abb. 47 dargestellt.

Tab. 43: Sox9 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

Sox9 mRNA Expression
Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 0,38+0,78 0,5+0,91 0,449 3
2 0,46+0,86 -0,6240,83 0,897 3
3 -0,9340,53 -1,57+1,41 0,959 3
7 -1,68+2,28 -1,5442,05 0,924 3
14 -13,11 -5,33 - 2
21 -0,97+1,79 -0,85%1,15 0,25 3
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Abb. 47: Vergleich der Transkriptionslevel von Sox9 in humanen mesenchymalen Stammzellen im
Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die Sox9 Expression
an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. In beiden
Versuchsansatzen konnte eine konstante Reprimierung der Sox9 mRNA im Zeitverlauf beobachtet
werden mit der starksten Herunterregulierung an Tag 14. An Tag 21 ging das Expressionsniveau in
beiden Versuchsansatzen auf das Anfangsniveau (Zeitpunkt 0) zurlick. Zwischen den Zeitpunkten 7d
und 21d kam es zu einer starkeren Reprimierung der Sox9 mRNA in den pDNER nukleofizierten

Zellen.

4.6.4.5 ADAMTS-4 mRNA Expression

ADAMTS-4 gehdért zu den matrixabbauenden Enzymen und ist neben ADAMTS-5
hauptverantwortlich fir den Aggrekanabbau wahrend der OA-Pathogenese (Malfait et al.,
2002; Sumer et al., 2007). Auch wahrend der in vitro Chondrogenese von humanen
mesenchymalen Stammzellen konnte die Expression der ADAMTS-4 mRNA nachgewiesen
werden. Hierbei wurde eine Uberexpression des Enzyms im Vergleich zum Zeitpunkt vor der
Differenzierung beobachtet (Boeuf et al., 2012). In dieser Arbeit wurde die ADAMTS-4
mRNA Expression wahrend der Chondrogenese in den Kontrollvektor- und DNER
Uberexprimierenden Zellen untersucht. Anhand der Expressionsanalyse (Tabelle 44) konnte
ein konstanter Anstieg der ADAMTS-4 Expression in den Kontrollvektorzellen zu den
Zeitpunkten 1d bis 3d im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Chondrogenese (Zeitpunkt 0)
beobachtet werden. Ab dem Zeitpunkt 7d sank die ADAMTS-4 Expression konstant ab, blieb
allerding bis einschlie3lich Tag 21 oberhalb des Anfangsniveaus von Zeitpunkt 0. Bei den
pDNER nukleofizierten Zellen verhielt es sich sehr dhnlich mit dem Unterschied, dass die

Uberexpression der ADAMTS-4 mRNA bis einschlielich Tag 7 konstant anstieg und erst ab
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Tag 14 wieder herunter reguliert wurde. Wahrend das Expressionslevel von ADMATS-4 in

den Kontrollvektorzellen zwischen den Zeitpunkten 1d und 3d héher war als in den pDNER-

Zellen, konnte eine héhere Expression in den pDNER nukleofizierten Zellen zwischen 7d und

21d nachgewiesen werden. Graphisch sind die Expressionsunterschiede von ADAMTS-4 in

Abb. 48 dargestellt.

Tab. 44: ADAMTS-4 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

ADAMTS-4 mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 2,98+0,82 6,4215,02 0,536 3
2 6,61+4,67 7,49+3,98 0,893 3
3 19,79+12,35 27,4+15,87 0,724 3
7 49,15 25,93 - 2
14 9,25 8,34 - 2
21 5 3,75 - 2
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Abb. 48: Vergleich der Transkriptionslevel von ADAMTS-4 in humanen mesenchymalen Stammzellen

im Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor

Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die ADAMTS-4

Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Bei beiden

Versuchsansatzen kam es wahrend des Zeitverlaufs zunachst zu einem kontinuierlichen Anstieg der

ADAMTS-4 Expression, welche gegen Ende der Chondrogenese bei den Kontrollvektorzellen ab Tag

7 und bei den pDNER-Zellen ab Tag 14 wieder herunter reguliert wurde.

120



ERGEBNISSE

4.6.4.6 ADAMTS-5 mRNA Expression

Da die matrixabbauenden Enzyme ADMATS-4 und ADAMTS-5 eine wesentliche Rolle bei
der Pathogenese der Osteoarthrose spielen und neben der ADAMTS-4 auch die Expression
der ADAMTS-5 mRNA im Verlauf der in vitro Chondrogenese analysiert werden konnte
(Boeuf et al., 2012), wurde das Transkriptionslevel von ADAMTS-5 in Abhangigkeit von
DNER wahrend der Chondrogenese untersucht. Ahnlich wie in der Studie von Boeuf et al.,
(2012) war die ADAMTS-5 mRNA Expression in den Kontrollvektorzellen wahrend des
gesamten Zeitverlaufs konstant herunterreguliert. Bei den pDNER nukleofizierten Zellen
verhielt es sich sehr ahnlich mit dem Unterschied, dass bis auf Zeitpunkt 14 das
Expressionslevel konstant héher war als in den Kontrollvektor behandelten Zellen. Dieser
Expressionsunterschied war zum Zeitpunkt 2d statistisch signifikant (* p<0,05) und zeigte
eine Reprimierung von -3,6+0,49 bei den Kontrollvektorzellen und von -1,9+0,37 bei den
pDNER-Zellen (Tabelle 45). In beiden Ansatzen konnte die starkste Reprimierung der
ADAMTS-5 mRNA Expression an Tag 21 nachgewiesen werden. Graphisch sind die
Transkriptionslevel der pPDNER- und Kontrollvektorzellen in Abb. 49 dargestellt.

Tab. 45: ADAMTS-5 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

ADAMTS-5 mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 -1,99+40,32 -2,9240,82 0,347 3
2 -1,9+0,37 -3,6+0,49 0,049 3
3 -0,76+0,93 -2,9411,47 0,28 3
7 -1,26+1,42 -3,87+0,7 -0,173 3
14 -3,87 -3,23 - 2
21 -5,07 -8,68 - 2
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Abb. 49: Vergleich der Transkriptionslevel von ADAMTS-5 in humanen mesenchymalen Stammzellen
im Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die ADAMTS-5
Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Bei beiden
Versuchsansatzen konnte wahrend der gesamten Chondrogenese eine Herunterregulierung im
Vergleich zum Zeitpunkt vor der Differenzierung nachgewiesen werden, welche an Tag 21 am
starksten war. Hierbei lag die ADAMTS-5 Expression der pDNER-Zellen bis auf den Zeitpunkt 14d
konstant hoher. Ein statistisch signifikanter Expressionsunterschied zwischen den beiden

Versuchsansatzen konnte zum Zeitpunkt 2d nachgewiesen werden (* p<0,05).

4.6.4.7 TIMP-3 mRNA Expression

TIMP-3 ist ein Inhibitor der Matrixmetalloproteinasen sowie der Aggrekanasen ADAMTS-4
und 5, welche bei der Degradierung von Knorpelgewebe eine zentrale Rolle spielen. Bislang
wurde die Expression von TIMP-3 nicht im Verlauf der in vitro Chondrogenese untersucht es
ist jedoch bekannt, dass der Wachstumsfaktor TGF-[3 die Expression von TIMP-3 reguliert
(Leivonen et al., 2013). Um den Einfluss von DNER auf einen der wichtigsten Inhibitoren des
Matrixabbaus zu untersuchen, wurde die TIMP-3 mRNA Expression wahrend der
Chondrogenese in den pDNER nukleofizierten Zellen als auch in den Kontrollvektorzellen
untersucht (Tabelle 46). Bei den Kontrollvektorzellen konnte zwischen Tag 1 bis Tag 3 keine
Expressionsanderung und ab Tag 7 eine leichte Runterregulierung von TIMP-3, im Vergleich
zum Zeitpunkt vor der Chondrogenese nachgewiesen werden. Bei den DNER
Uberexprimierenden Zellen kam es wahrend des gesamten Zeitverlaufs zu einer
kontinuierlichen Reduktion der TIMP-3 mRNA Expression, welche populationsabhangig zu
den Zeitpunkten 14d und 21d sehr stark war. In Abb. 50 sind die Transkriptionslevel der
beiden Ansatze im Zeitverlauf graphisch dargestellit.
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Tab. 46: TIMP-3 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

TIMP-3 mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 -1,52+1,35 -0,3+1,98 0,64 3
2 -1,2£2,75 0,66+2,52 0,644 3
3 -9,11+£12,11 0,7945,97 0,504 3
7 -6,53+6,78 -2,15+2,37 0,575 3
14 -34,75+32,62 -2,31+£1,9 0,377 3
21 -32,1+33,95 -1,8+2,91 0,424 3
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Abb. 50: Vergleich der Transkriptionslevel von TIMP-3 in humanen mesenchymalen Stammzellen im
Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die TIMP-3 Expression
an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. In den Kontrollvektorzellen
konnte eine leichte aber konstante Reduktion der TIMP-3 mRNA ab dem Zeitpunkt 7d beobachtet
werden. In den pDNER nukleofizierten Zellen war die Reduktion ab Tag 1 kontinuierlich und an den

Tagen 14 und 21 populationsabhangig sehr prominent.

4.6.4.8 Notch-1 mRNA Expression

Der Notch-1 Rezeptor der eine groRe Rolle im Verlauf der Chondrogenese spielt sollte
aufgrund seiner bekannten Interaktion mit DNER im ZNS ebenfalls untersucht werden
(Eiraku et al., 2005; Oldershaw und Hardingham, 2010). In Tabelle 47 kann man erkennen,

dass in den Kontrollvektorzellen die mRNA Expression von Notch-1 zu Beginn der
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Chondrogenese leicht erhdht war und diese wahrend des Zeitverlaufs kontinuierlich sank. In
den pDNER nukleofizierten Zellen verhielt es sich dhnlich nur mit dem Unterschied, dass es
zu Beginn der Differenzierung zu keinem messbaren Anstieg der mRNA Expression im
Vergleich zu dem Zeitpunkt vor der Chondrogenese (Zeitpunkt 0) kam. In beiden
Versuchsansatzen konnte zum Zeitpunkt 21d die starkste Reprimierung der Notch-1 mRNA
Expression nachgewiesen werden. Die Expressionsunterschiede zu den unterschiedlichen

Zeitpunkten sind graphisch in Abb. 51 dargestellt.

Tab. 47: Notch-1 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

Notch-1 mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 0,38%1,71 1,93+1,88 0,574 3
2 0,57+0,81 1,3+0,23 0,435 3
3 -0,31+0,88 0,39+1,06 0,639 3
7 -0,69+0,99 -2,37+0,85 0,267 3
14 -0,16 -0,84 - 2
21 -23,81 -19,64 - 2
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Abb. 51: Vergleich der Transkriptionslevel von Notch-1 in humanen mesenchymalen Stammzellen im
DNER. Die hMSCs wurden 24h vor

Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die Notch-1 mRNA

Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von
Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Wahrend bei
den Kontrollvektorzellen die mRNA Expression von Notch-1 zu Beginn der Chondrogenese leicht
erhoht war und diese wahrend des Zeitverlaufs kontinuierlich sank, blieb sie in den pDNER-Zellen in
zu den Zeitpunkten 1d und 2d unverandert und regulierte sich ab dem Zeitpunkt 3d herunter. Die

starkste Reprimierung konnte in beiden Versuchsansatzen an Tag 21 nachgewiesen werden.
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4.6.4.9 Notch-2 mRNA Expression

Auch die Expression des Notch-2 Rezeptors konnte sowohl wahrend der Chondrogenese als
auch im adulten Knorpelgewebe nachgewiesen werden (Oldershaw et al., 2008; Ustunel et
al., 2008). Um eine Interaktion mit DNER wahrend der Chondrogense zu untersuchen, wurde
auch die Expressionsanderung der Notch-2 mRNA in Abhéangigkeit von der DNER
Uberexpression untersucht (Tabelle 48). Im Vergleich zu dem Zeitpunkt vor der
Chondrogenese stieg sowohl bei den Kontrollvektorzellen als auch bei den pDNER Zellen
die Notch-2 mRNA Expression am ersten Tag stark an und sank wahrend des Zeitverlaufs
nahezu auf das Anfangsniveau zuriick. Zum Zeitpunkt 1d konnte populationsabhangig eine
starkere Notch-2 mRNA Expression in den pDNER nukleofizierten Zellen im Vergleich zu
den Kontrollvektorzellen beobachtet werden, wohingegen im restliche Zeitverlauf die
Expressionslevel der beiden Ansatze nahezu identisch waren. In Abb. 52 sind die

Transkriptionslevel der beiden Ansatze graphisch dargestelit.

Tab. 48: Notch-2 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

Notch-2 mRNA Expression
Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 12,71+£10,24 7,14+3,18 0,631 3
2 4,43+2,68 4,14+1,92 0,934 3
3 2,242,33 2,84+1,19 0,82 3
7 N/A N/A - 1
14 1,1 1,38 - 1
21 1,43 1,13 - 1
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Abb. 52: Vergleich der Transkriptionslevel von Notch-2 in humanen mesenchymalen Stammzellen im
Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die Notch-2 mRNA
Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Bei beiden
Ansatzen stieg die Notch-2 Expression eine Tag nach Differenzierungsbeginn und sank im weiteren
Zeitverlauf kontinuierlich auf das Anfangsniveau zuriick. Populationsabhangig war eine starkere
Notch-2 Expression in den pDNER-Zellen zum Zeitpunkt 1d nachgewiesen werden. An Tag 7 konnte

keine Notch-2 mRNA Expression gemessen werden.

4.6.4.10 Jagged-1 mRNA Expression

Die mRNA Expressionsanalyse des Notch-Rezeptor-Liganden Jagged-1 wurde ebenfalls
wahrend der Chondrogenese der hMSCs in den Kontrollvektor- und pDNER exprimierenden
Zellen untersucht (Tabelle 49). Im Vergleich zu dem Zeitpunkt vor Differenzierungsbeginn
konnte in beiden Ansatzen eine konstante Reduktion der Jagged-1 mRNA zu den
Zeitpunkten 1d bis 3d nachgewiesen werden. Ab dem Zeitpunkt 7d nahm die Expression
leicht zu und erreichte an Tag 14 das Anfangsniveau. An Tag 21 konnte erneut in beiden
Ansatze eine leichte Abnahme der Jagged-1 Expression beobachtet werden. Graphisch sind

die Expressionsunterschiede von Jagged-1 in Abb. 53 dargestellt.
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Tab. 49: Jagged-1 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

Jagged-1 mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 -3,06+1,41 -3,45+3,59 0,926 3
2 -3,83+1,42 -3,25+0,91 0,748 3
3 -4,24+2 04 -3,65+1,35 0,821 3
7 -1,96+1,62 -2,31+2,51 0,911 3
14 -0,8 -0,59 - 2
21 -1,53 -3,05 - 2
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Abb. 53: Vergleich der Transkriptionslevel von Jagged-1 in humanen mesenchymalen Stammzellen

im Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor

Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die Jagged-1

Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Bei beiden

Ansatzen konnte eine konstante Reduktion der Jagged-1 mRNA zu den Zeitpunkten 1d bis 3d

beobachtet werden, welche an Tag 7 etwas zunahm und an Tag 14 wieder auf dem Anfangsniveau

war. An Tag 21 war in beiden Ansatzen die Expression der Jagged-1 mRNA erneut leicht erniedrigt.
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4.6.4.11 Hes-1 und Hey-1 mRNA Expression

Hes-1 und Hey-1 sind beide downstream-Parameter des Notch-Signalwegs. Die
differenzielle Expression beider Gene konnte wahrend der Chondrogenese nachgewiesen
werden (Watanabe et al., 2003). Um die Interaktion von DNER mit dem Notch-Rezeptor zu
untersuchen, wurden auch die Zielgene des Notch-Signalwegs unter dem Einfluss der DNER
Uberexpression und wahrend der Chondrogenese untersucht. Bei Betrachtung der real-time
PCR Ergebnisse von Hes-1 (Tabelle 50) fiel auf, dass es in beiden Versuchsansatzen zu
einer leichten Reprimierung der mRNA Expression wahrend des gesamten Zeitverlaufs im
Vergleich zum Zeitpunkt vor der Chondrogenese (Zeitpunkt 0) kam. Das Expressionslevel
schwankte hierbei zu den unterschiedlichen Zeitpunkten wund erreichte einen
populationsabhangigen Tiefpunkt an Tag 21 sowohl in den pDNER- als auch in den
Kontrollvektorzellen. Zum  Zeitpunkt 2d konnte ein  statistisch  signifikanter
Expressionsunterschied von Hes-1 zwischen den DNER Uberexprimierenden Zellen und den
Kontrollvektorzellen nachgewiesen werden (p<0,05). Hierbei war die Expression von Hes-1
in den pDNER-Zellen um den Faktor 0,87 erhdht. In Abb. 54 sind die Transkriptionslevel der

beiden Ansatze im Zeitverlauf graphisch dargestellit.

Tab. 50: Hes-1 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

Hes-1 mRNA Expression
Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 -2,1+0,63 -2,8410,23 0,326 3
2 -1,3840,17 -2,2510,17 0,023 3
3 -0,39+1,04 -3,1942,16 0,308 3
7 -2,31+ -7,09 - 2
14 -2,78 -3,13 - 1
21 -13,46+7,8 -17,89+13,93 0,296 3

Bei der Betrachtung der Ergebnisse von Hey-1 (Tabelle 51) fiel auf, dass die mRNA
Expression in beiden Ansatzen zwischen Tag 1 und Tag 3 leicht runterreguliert wurde. Ab
Tag 7 konnte in den DNER Uberexprimierenden Zellen eine kontinuierlichen Zunahme der
Hey-1 mRNA Expression nachgewiesen werden, wohingegen es in den Kontrollvektorzellen
zwischen Tag 7 und Tag 14 zu einer Zunahme und an Tag 21 zu einer erneuten Abnahme
der Hey-1 Expression kam. Graphisch sind die Hey-1 Expressionslevel der pDNER- und der
Kontrollvektorzellen in Abb. 55 dargestelit.
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Tab. 51: Hey-1 mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

Hey-1 mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 -7,14+4,79 -4,39+1,7 0,618 3
2 -4,96+1,95 -5,09+1,37 0,96 3
3 -11,02+5,21 -20,81+14,69 0,564 3
7 1,27 1,06 - 1
14 7,01 6,23 - 1
21 9,38 2,38 - 1
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Abb. 54: Vergleich der Transkriptionslevel von Hes-1 in humanen mesenchymalen Stammzellen im
Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die Hes-1 Expression
an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Bei Hes-1 wurde im
Vergleich zum Zeitpunkt vor Differenzierungsbeginn in beiden Ansatzen eine leichte und konstante
Reduktion der mRNA Expression zu beobachtet. Hierbei konnte eine statistisch signifikant héhere
Expression der Hes-1 mRNA in den DNER uberexprimierenden Zellen an Tag 2 nachgewiesen

werden; *p<0,05.
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Abb. 55: Vergleich der Transkriptionslevel von Hey-1 in humanen mesenchymalen Stammzellen im
Verlauf der Chondrogenese in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor
Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die Hey-1 Expression
an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Die Analyse der Hey-1
Expression ergab eine konstante Reduktion der mRNA in beiden Ansatzen bis Tag 3, wohingegen sie

ab Tag 7 Uber dem Anfangsniveau lag.

4.6.4.12 3-Catenin mRNA Expression

R-Catenin wurde als Vertreter des Wnt/R-Catenin-Signalwegs ebenfalls untersucht, da
dessen Rolle sowohl bei der OA als auch bei der Interaktion mit dem Notch-Signalweg
gezeigt werden konnte (Blom et al., 2009; Andersen et al., 2012). Bei der 3-Catenin mRNA
Expressionsanalyse (Tabelle 52) fiel auf, dass sowohl in den Kontrollvektorzellen als auch in
den DNER uberexprimierenden Zellen bis auf Tag 21 keine Expressionsunterschiede im
Vergleich zum Zeitpunkt vor der Chondrogenese (Zeitpunkt 0) nachgewiesen werden
konnten. Die Expressionserhdhung der R-Catenin mRNA an Tag 21 war in beiden
Versuchsansatzen annahernd gleich und lag in den Kontrollvektorzellen bei 2,34fach und in
den DNER Uberexprimierenden Zellen bei 2,71fach. Graphisch sind die R-Catenin

Expressionslevel der pDNER- und der Kontrollvektorzellen in Abb. 56 dargestellt.
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Tab. 52: 3-Catenin mRNA Expression der hMSC-Pellets im Zeitverlauf [d].

3-Catenin mRNA Expression

Zeitpunkt [d] pDNER Kontrollvektor p-Werte Populationen
1 -0,55+1,04 0,16%1,33 0,696 3
2 0,52+0,94 0,47+0,79 0,969 3
3 1+1,62 0,73%+1,17 0,897 3
7 1,1 0,68 - 2
14 0,62 -0,001 - 2
21 2,71 2,34 - 2
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Abb. 56: Vergleich der Transkriptionslevel von [3-Catenin in humanen mesenchymalen Stammzellen

im Verlauf der Chondrogenese

in Abhangigkeit von DNER. Die hMSCs wurden 24h vor

Differenzierungsbeginn mit pDNER oder einem Kontrollvektor nukleofiziert und die R-Catenin

Expression an den Tagen 1, 2, 3, 7, 14 und 21 nach Differenzierungsbeginn analysiert. Bei beiden

Ansatzen konnten bis auf Tag 21 keine Expressionsunterschiede im Vergleich zum Zeitpunkt vor der

Chondrogenese (Zeitpunkt 0) nachgewiesen werden. An Tag 21 war die Expression von R-Catenin in

den Kontrollvektorzellen 2,34fach und bei den pDNER nukleofizierten Zellen 2,71fach erhéht.
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5. DISKUSSION

Die Osteoarthrose ist eine primar nicht-entziindliche, langsam verlaufende Erkrankung des
hyalinen Gelenkknorpels, welche zunachst mit der Degeneration des Knorpels beginnt und
sich im Laufe der Progression auf weitere Teile des Gelenks ausdehnt (Loeser et al., 2012).
Urspriinglich galt die OA als Verschleillerkrankung, welche mit dem hdéheren Alter der
Patienten einhergeht. Mittlerweile spricht man von einer multifaktoriellen Erkrankung, deren
Auspragung neben Alter und Verschlei® auch durch das Geschlecht, Ubergewicht und eine
genetische Pradisposition beeinflusst wird (Hunter und Felson, 2006). Die genetischen
Faktoren spielen hierbei eine wesentliche Rolle. Den Beweis liefern unter anderem
epidemiologische Studien, familiare Haufungen als auch Zwillingsstudien, welche
zusammengenommen eine erbliche Komponente von mehr als 50% vermuten lassen
(Spector et al., 1996; Jordan et al., 2004; Kraus et al., 2007). In den letzten Jahren wurden
viele Untersuchungen zur Suche nach Risiko-Allelen, DNA Methylierungsprofilen,
MicroRNA’s und Genexpressionsprofilen zwischen normalen und OA Geweben durchgeflihrt
(D et al., 2009; Y Xu et al., 2012; Delgado-Calle et al., 2012; Panoutsopoulou und Zeggini,
2013). Hierbei sollten Gene nachgewiesen werden, welche auf die zugrundeliegenden
molekularbiologischen Mechanismen der OA schlie3en lassen und somit die therapeutische
Entwicklung vorantreiben (Tsezou, 2014). Es wurden unter anderem vergleichende
Genexpressionsanalysen zwischen Knie- und Huftgelenksknorpel durchgeflihrt, bei denen im
Vergleich zum nicht-arthrotischen Knorpel einige gemeinsame Signalwege identifiziert
werden konnten (Y Xu et al., 2012). Beim Vergleich von hyalinem Knorpel und Osteophyten
fiel auf, dass im hyalinen Knorpel Antagonisten des Wnt- und BMP Signalwegs verstarkt
exprimiert werden, um vermutlich den chondrozytaren Phanotyp aufrecht zu erhalten,
wohingegen in den Osteophyten grofdtenteils Gene exprimiert werden, die bei der
enchondralen Ossifikation eine Rolle spielen (Gelse et al., 2012). Eine differenzielle
Genexpression konnte auch in den entziindeten und nicht-entziindeten Regionen der
Synovialmembran identifiziert werden, welche bei Entzindungsprozessen, dem
Knorpelmetabolismus, dem Wnt-Signalweg und der Angiogenese eine Rolle spielen
(Lambert et al.,, 2013). Aufschliisse Uber das Ungleichgewicht zwischen katabolen und
anabolen Molekilen sowie inflammatorischen Mediatoren in osteoarthrotischem und
gesundem Knorpel konnten ebenfalls durch vergleichende Genexpressionsanalysen
gewonnen werden (Martin et al., 2001; Aigner et al., 2006). Um detaillierte Erkenntnisse Uber
die pathogen veranderte Molekularbiologie wahrend der Knorpeldegeneration zu erhalten,
wurde von Geyer et al., (2009) eine weitere Genexpressionsanalyse durchgefihrt, bei der
makroskopisch ladierte und nicht-ladierte Areale des osteoarthrotischen
Kniegelenksknorpels untersucht wurden. Von den sechs Genkandidaten, welche in den

ladierten Arealen eine erhdhte Expression aufwiesen, wurde in der vorliegenden Arbeit der
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Fokus auf den Wasserkanal Aquaporin 1 sowie auf den Notch-Rezeptor-Liganden DNER
gelegt. Wahrend es zum jetzigen Zeitpunkt bereits Untersuchungen lber die Rolle von
Aquaporin 1 in der Pathogenese der Osteoarthrose gibt (Trujillo et al., 2004; Meng et al.,

2007), wurde DNER in diesem Zusammenhang nie zuvor untersucht.

5.1 Rolle von Aquaporin 1 bei der Pathogenese der Osteoarthrose

Aquaporin 1 ist ein ubiquitar verbreiteter Wasserkanal, welcher im hyalinen Gelenkknorpel im
Vergleich zu anderen menschlichen Geweben, eine moderate Expressionsrate besitzt
(Mobasheri, 2004). Aufgrund seiner Expression im Kniegelenksknorpel wurde AQP1 im
Zusammenhang mit degenerativen Gelenkserkrankungen untersucht. Wahrend keine
Expressionsunterschiede zwischen humanem, normalem und OA Khniegelenksknorpel
nachgewiesen werden konnten, wurde eine erhdhte Expression von AQP1 im RA
Knorpelgewebe beobachtet (Trujillo et al.,, 2004). Die Lokalisation des Wasserkanals
beschrankte sich hierbei vorwiegend auf die Tiefe Zone (Deep zone) des Knorpels. Auch bei
einer experimentell induzierten Osteoarthrose in Ratten konnte keine differenzielle AQP1
Expression zwischen dem osteoarthrotisch veranderten und dem normalen Gewebe
beobachtet werden (Meng et al., 2007). Die von Geyer et al., (2009) durchgeflhrten
Untersuchungen zeigten jedoch, dass es innerhalb des humanen OA Knorpelgewebes in
Abhangigkeit von der Schadigung des Gewebes zu einer unterschiedlichen Regulation von
AQP1 kommt. Hierbei konnte AQP1 ausschlief3lich in der Oberflachenzone und hier vor
allem in den Zellclusterregionen der starker geschadigten Areale nachgewiesen werden
(Geyer et al., 2009). Bestatigt wurde diese Analyse im Rahmen der Dissertationsarbeit von
Frau Dr. Kramm (2014). Meng et al., (2007) und Geyer et al., (2009) stellten die Hypothese
auf, dass durch den veranderten Wasserhaushalt der Chondrozyten ihre Morphologie
verandert und somit die Knorpelhomdostase beeinflusst wird, was zu den wesentlichen
Prozessen der Pathogenese der Osteoarthrose zahlt. Aufgrund dieser Hypothese wurde in
der Arbeit von Frau Dr. Kramm (2014) zunachst der Einfluss einer AQP1-Suppression auf
humane OA Chondrozyten untersucht. Hierbei zeigte sich nach der erfolgreichen
Reprimierung von AQP1 keine Anderung der Expressionsraten typischer
Stoffwechselparameter des Knorpels, darunter anabole Faktoren wie Kollagen Typ I,
Kollagen Typ IX und Sox9 als auch katabole Faktoren wie ADAMTS-4 und 5, MMP-9 und
MMP-13. Da AQP1 Uberwiegend im Leitsaum (Lamellopodium) migrierender Chondrozyten
exprimiert wird (Saadoun, Papadopoulos, Hara-Chikuma, und Verkman, 2005b), wurde
zusatzlich die Expression von Molekilen untersucht, welche mit der Zellmigration in
Zusammenhang stehen. Obwohl die Chondrozyten postnatal als unbeweglich gelten, da ihre

Umgebung, bestehend aus einer Proteoglykan- und Kollagenreichen Matrix, die Zellen
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abschirmt, sind sie in vitro durchaus in der Lage zu migrieren (W Qiu et al., 2000; Morales,
2007). Vorhergehende Untersuchungen an Endothelzellen als auch an Chondrozyten
konnten den Einfluss von AQP1 bei der Zellmigration belegen. Hierbei wurde die
Zellmobilitdt durch die Reprimierung von AQP1 stark reduziert (G M Lee und Loeser, 1999;
Liang et al., 2008; Schwab et al., 2012). In einer weiteren Studie an humanen Endothelzellen
konnte gezeigt werden, dass AQP1 vermutlich die Bewegung durch die Interaktion mit dem
Gerustkomplexprotein LIN-7 initiiert. LIN-7 gehoért zu dem CASKI/LIN-2, LIN-7 und LIN-10
Gerustkomplex, welcher fir die Organisation des Zytoskelettes verantwortlich ist. Es konnte
eine Co-Lokalisation von LIN-7 und AQP1 nachgewiesen werden, durch welche vermutlich
eine Verbindung zum Zytoskelett hergestellt wird (Monzani et al.,, 2009). Auch wenn die
Chondrozyten im Knorpelgewebe als unbeweglich gelten wird angenommen, dass durch das
Abtragen der Knorpelmatrix die Zellen die Maéglichkeit besitzen sich innerhalb des fibrillaren
Gewebes fortzubewegen (Morales, 2007). Kouri et al., (1996) demonstrierten, dass beim
Vergleich von normalem und OA Knorpel die Zellclusterdichte im OA Knorpel zwar erhdht
war, die Gesamtzellzahl jedoch vergleichbar mit der von normalem Knorpel zu sein schien.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass es zu einer Neuanordnung des Zytoskelettes und
zur Ausstllpung von Filopodien bei den Chondrozyten kam. Sie stellten die Hypothese auf,
dass es sich bei der Zellclusterfomation im OA Knorpel nicht zwingend um Zellklone handelt,
sondern dass die Zellen durch den aktiven Prozess der Migration zusammenfinden. Da
AQP1 primar in den Zellclusterregionen des OA Knorpels nachgewiesen werden konnte,
wurde in der Arbeit von Frau Dr. Kramm der Einfluss des AQP1-Knockdowns auf die
Expression von LIN-2 untersucht (Geyer et al., 2009; Dissertation Kramm, 2014). Allerdings
konnte keine Expressionsdnderung des Gerlistkomplexes nach der Reprimierung von AQP1
nachgewiesen werden. Da die Chondrozyten eine Vielzahl an Transportkanalen besitzen,
welche an der Volumenregulation beteiligt sind, ist eine Kompensation des AQP1-
Knockdowns denkbar (Barrett-Jolley, 2010). So konnte z.B. neben AQP1 auch die
Expression von AQP3 in der Oberflachenzone von normalem humanem Knorpel
nachgewiesen werden. Die Lokalisation von AQP3 verlagerte sich zwar im weiteren Verlauf
der Osteoarthrose in die mittleren bis tiefer gelegenen Regionen, dennoch konnte eine
erhdhte Expression des Aquaglyceroporins im OA Gewebe verglichen mit normalem,

gesunden Gewebe nachgewiesen werden (Meng et al., 2007).
5.1.1 Uberexpression von Aquaporin 1 in humanen OA Chondrozyten

Nachdem der Knockdown von AQP1 in der Dissertationsarbeit von Frau Dr. Kramm (2014)
keinen Aufschluss Uber die Funktion von AQP1 in der Pathogenese der Osteoarthrose

geben konnte, sollte in der vorliegenden Arbeit zuséatzlich die Uberexpression von AQP1 in
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den humanen OA Chondrozyten untersucht werden. Neben den zuvor erwahnten anabolen
(Kollagen Typ Il und Sox9) und katabolen (MMP-9, ADAMTS-4, ADAMTS-5)
Stoffwechselparametern der Knorpelmatrix, wurden auch die Marker flir hypertrophes,
osteoarthrotisches Gewebe Kollagen Typ X und Kollagen Typ | sowie der Proteinasehemmer
TIMP-3 untersucht. Wie schon beim Knockdown von AQP1 konnte kein Einfluss der AQP1
Uberexpression auf die untersuchten Stoffwechselprodukte der Knorpelmatrix nachgewiesen
werden. Neben LIN-2 wurde zudem auch die Expression von LIN-7 analysiert. Aber auch die
Expression von LIN-2 und LIN-7 blieb nach der Uberexpression von AQP1 unverandert.
Dass die Uberexpression von AQP1 zu keiner Expressionsveranderung der gemessenen
Parameter gefiihrt hat kdnnte daran liegen, dass die osteoarthrotischen Chondrozyten von
Grund auf eine erhéhte Aquaporinsyntheserate aufweisen und somit die Zellen eine gewisse
Sattigung erreicht haben. Dass weder beim Knockdown noch bei der Uberexpression von
AQP1 die Expression der Gerustkomplexproteine beeinflusst wurde, kdnnte bedeuten, dass
anders als in den Endothelzellen AQP1 mit einem anderen Gerlstproteinkomplex interagiert.
AQP1 kdénnte beispielsweise auch mit LIM-Proteinen interagieren. LIM-Proteine sind
ebenfalls an der Organisation des Zytoskelettes beteiligt und interagieren mit dem Aktin-
Zytoskelett. Die Expression der Gene Fhl1, Fhi2, Lasp1 und Pdlim1, welche fir LIM-Proteine

kodieren konnten auch in humanen Chondrozyten nachgewiesen werden (Joos et al., 2008).

5.2 DNER Expression im osteoarthrotischen Kniegelenksknorpel

Neben AQP1 konnte auch eine erhdhte Expression der DNER mRNA in den starker
geschadigten Arealen des humanen osteoarthrotischen Kniegelenksknorpels nachgewiesen
werden (Geyer et al., 2009). DNER ist ein funktioneller Ligand des Notch-Rezeptors, doch
seine Funktion wurde bisher lediglich im ZNS und in hAMSCs (Human adipose tissue-
derived mesenchymal stem cells) erforscht (Eiraku et al., 2005; Park et al., 2010). Um die
Rolle von DNER in der Pathogenese der Osteoarthrose zu untersuchen, wurde humaner OA
Knorpel einer immunhistochemischen Analyse unterzogen. Der Vergleich von
makroskopisch intakten und makroskopisch geschadigten Arealen (4.2.2) ergab, dass DNER
entweder gar nicht in den intakten Arealen nachgewiesen werden konnte oder aber, dass
eine homogene Verteilung Uber die gesamte Knorpelflache zu beobachten war (4.2.2 a und
c). In den starker geschadigten Arealen wurde insgesamt eine intensivere DNER-Farbung
nachgewiesen, welche Uberwiegend in den mittleren bis oberflachlichen Bereichen auftrat
(4.2.2 b und d). Die unterschiedlichen Expressionsmuster von DNER in den intakten Arealen
waren stark populationsabhangig und deuten auf unterschiedliche Schweregrade der
Erkrankung hin. Um zu demonstrieren, dass es sich selbst bei dem makroskopisch intakten

Knorpelgewebe um  typisches OA Gewebe handelt, wurden histologische
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Ubersichtsfarbungen der Areale durchgefiihrt. Bei Betrachtung der histologischen Farbungen
mit Alcianblau und Safranin-O konnte gezeigt werden, dass es selbst in den makroskopisch
intakten Regionen zu einem minimalen Abbau der Proteoglykan- als auch der
Kollagenschicht kam, welcher ausgepragt in der Oberflachenzone beobachtet werden konnte
(4.2.1). Die intensivere Farbung von DNER in den ladierten Bereichen der Knorpelmatrix
deutet ebenfalls darauf hin, dass DNER mit dem Schweregrad der Erkrankung einhergeht.
Vor allem die Expression in den faserigen, zerklifteten Arealen sowie in den
Chondrozytenclustern scheint die Rolle von DNER in der Pathogenese der OA zu
bestatigen.

Vergleicht man die Expressionen der Notch-Rezeptoren im Knorpelgewebe von OA
Patienten mit den hier vorliegenden Ergebnissen, kdnnen einige Parallelen beobachtet
werden. Auch bei der Analyse der Notch-Rezeptoren 1-4 und deren Liganden Delta-like 1
und Jagged-1 konnte eine proportional zum Schweregrad der OA erhdhte Expression
nachgewiesen werden (Mahjoub et al.,, 2012). Wahrend im gesunden Gewebe keine
Vertreter des Notch-Signalwegs nachgewiesen werden konnten, wurden alle vier Rezeptoren
(Notch 1-4) im frithen OA Stadium in der Oberflachenzone und im spaten OA Stadium in den
tiefer gelegen Regionen exprimiert. Im frithen OA Stadium war lediglich die EZM angefarbt,
wohingegen im Verlauf der OA eine intensive Rezeptorfarbung in den Chondrozytenclustern
beobachtet werden konnte. Bei den Notch-Liganden verhielt es sich sehr &ahnlich. Die
Expression von Delta-like 1 und Jagged-1 konnte weder im gesunden Knorpel als auch im
frihen OA Stadium nachgewiesen werden, wohingegen die Expression beider Liganden in
allen drei Zonen des spaten OA Stadiums ermittelt wurde. In einer weiteren Studie von
Ustunel et al., (2008) konnten selbst in gesundem, humanem Knorpel die Mitglieder des
Notch-Signalwegs nachgewiesen werden. Auch hier wurde die Expression des Notch-1
Rezeptors in der Oberflachenzone des Gewebes beobachtet. Die Knorpeloberflache scheint
eine Schlisselrolle sowohl im gesunden als auch im osteoarthrotischen Gelenkknorpel zu
spielen. In vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass in der Oberflachenzone
des Gelenkknorpels chondrogene Progenitorzellen, sogenannte Vorlauferzellen, lokalisiert
sind (Alsalameh et al., 2004; Dowthwaite et al., 2004; Williams et al., 2010). Alsalameh et al.,
(2004) verglichen in diesem Zusammenhang gesundes mit osteoarthrotisch verandertem
Gewebe und demonstrierten, dass die Anzahl dieser Chondrozyten-Subpopulation im
erkrankten Gewebe hdher war als im gesunden. Sie schlussfolgerten hieraus, dass die
chondrogenen Vorlauferzellen entweder stark proliferieren oder das sie aus den
Nachbarregionen, wie der Synovialmembran oder der Synovialflissigkeit, rekrutiert werden.
Zwei weitere Studien zeigten zusatzlich, dass die Vorlauferzellen den Notch-1 Rezeptor
sowohl in humanem als auch in bovinem Knorpel exprimieren (Dowthwaite et al., 2004;

Williams et al., 2010). Die oberflachliche Lokalisation der Vorlauferzellen im gesundem
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Knorpelgewebe deutet auf mdgliche Reparaturprozesse im Knorpelgewebe hin, welche bei
der Osteoarthrose gestdrt zu sein scheinen und zu den typischen Veranderungen, wie
beispielsweise der Synthese von Faserknorpel und zur Kalzifizierung des Knorpels flihren
(Alsalameh et al., 2004). Moéglicherweise ist das proinflammatorische Milieu verantwortlich
fur diesen fehlerhaften Reparaturprozess, da gezeigt werden konnte, wie IL-1 und TNFa den
Phanotyp der Chondrozyten durch die Inhibierung des Transkriptionsfaktors Sox9 verandern
(Murakami et al., 2000).

Zusammenfassend deutet die verstarkte Expression sowohl der Notch-Mitglieder als auch
von DNER in oberflachlichen Regionen des OA Knorpels auf eine fehlerhafte
Programmierung der dort lokalisierten chondrogenen Vorlauferzellen hin, welche durch das
proinflammatorische Milieu ausgel6st wird. Der genau Zusammenhang zwischen dem Notch-
Signalweg und der Chondrogenese bzw. die Rolle des Signalwegs in den adulten
Chondrozyten ist bis heute unklar und bedarf weiterer Analysen. Um eine Interaktion von
DNER mit den Notch-Rezeptoren im Knorpelgewebe zu bestatigen, misste in weiteren
Studien die Co-Lokalisation dieser Proteine immunhistochemisch analysiert werden.
Zusatzlich ware es moglich den Einfluss von proinflammatorischen Mediatoren auf die
Expression von DNER und der Notch-Rezeptoren in Kkultivierten Chondrozyten zu

untersuchen.

5.3 Der Einfluss von DNER auf humane Chondrozyten

5.3.1 Knockdown von DNER in OA Chondrozyten

Um eine Grundvorstellung von der Rolle DNERs in den Chondrozyten zu erhalten, wurde ein
Knockdown der DNER mRNA in den humanen OA Chondrozyten mittels RNAi-Technologie
vorgenommen (4.3.1). Nach erfolgreichem mRNA Knockdown wurde die Expression
typischer Genkandidaten der Knorpelmatrix, wie beispielsweise Kollagen Typ II, Sox9, MMP-
9, ADAMTS-4 und ADAMTS-5 untersucht. Zusatzlich wurde auch Kollagen Typ | als Marker
fur fibrillares, osteoarthrotisches Gewebe analysiert (4.3.2). Als Ergebnis dieser
Untersuchung konnte keine Beeinflussung der Expression der untersuchten
Stoffwechselparameter in Abhangigkeit von DNER nachgewiesen werden, was auf eine
unzureichende Translationshemmung zurlckzufihren sein kénnte. Aufgrund dessen wurde
der Erfolg des DNER-Knockdowns auf Proteinebene mittels Immunzytochemie und einer
Western-Blot Analyse der Zellen untersucht (4.3.3). Beide Methoden bestatigten, dass die
Translation von DNER durch den Knockdown der mRNA nicht gehemmt werden konnte. Da
es sich bei dem Knockdown mittels RNAi-Technologie um eine transiente Reprimierung der

DNER mRNA handelt, war die Dauer der Reprimierung nicht ausreichend um die Expression
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von DNER auf Translationsebene zu inhibieren. DNER scheint demnach eine langere
Halbwertszeit zu besitzen als flr eine erfolgreiche Inhibierung der Translation des DNER-
Proteins mittels RNAi-Technologie nétig ware.

Park et al., (2010) verwendeten ebenfalls siRNA gegen DNER in hAMSCs um den
Differenzierungsmechanismus, dem die Adipogenese unterliegt, ndher zu untersuchen. Sie
konnten zeigen, dass es nach sieben Tagen zu funktionellen Unterschieden zwischen den
Kontrollzellen und den mit siRNA gegen DNER transfizierten Zellen kam. Der erfolgreiche
Knockdown von DNER auf Proteinebene wurde jedoch nicht dargestellt.

Obwohl in dieser Arbeit der Einfluss von DNER auf bekannte Stoffwechselparameter des
Knorpels nicht nachgewiesen werden konnte, ergab die Western-Blot Analyse (4.3.3) einen
neuen Aspekt. Neben den mit siRNA gegen DNER und NTP nukleofizierten Zellen wurde die
Expression von DNER in unbehandelten Zellen untersucht. Sowohl nach 48 Stunden als
auch nach 6 Tagen war die Expression von DNER in den unbehandelten Zellen um das 40-
50fache im Vergleich zu den nukleofizierten Zellen reduziert. Beim Vergleich der einzelnen
Proben (NTP, siDNER, unbehandelt) zu den Zeitpunkten 48h und 6d fiel zusatzlich auf, dass
es nach sechs Tagen in den Proben NTP und siDNER zu einer Erhéhung der DNER
Expression im Vergleich zum Zeitpunkt 48h kam. Hingegen konnte kein
Expressionsunterschied in den unbehandelten Zellen nachgewiesen werden. Bei den
nukleofizierten Zellen zeigten die Ergebnisse der Western-Blot Analyse also, dass die
Kultivierung in Kombination mit der Nukleofektionsmethode die DNER Expression
stimulierte. Obwohl im Monolayer kultivierte Chondrozyten erwiesenermalien ihren Phanotyp
verandern (Benya et al., 1978), konnte im Fall der unbehandelten Zellen hingegen kein

Einfluss auf die DNER Expression festgestellt werden.

5.3.2 Nukleofektion von pDNER in gesunden und osteoarthrotischen

Chondrozyten

Um die Funktion eines Proteins zu untersuchen, ist es notwendig, sowohl die Reprimierung
als auch die Uberexpression zu Uberprifen. Fiir die Uberexpression von DNER wurde ein
kommerziell erworbenes Plasmid verwendet (pDNER) (4.3.4). Sowohl auf mRNA als auch
auf Proteinebene konnte eine erfolgreiche Uberexpression von DNER nachgewiesen werden
(4.3.4; 4.3.5). Neben den typischen Stoffwechselparametern des Knorpels wie Kollagen Typ
Il, Aggrekan, Sox9, MMP-9, MMP-13, ADAMTS-4, ADAMTS-5 und TIMP-3, wurden sowohl
Kollagen Typ X als Marker fir hypertrophe Chondrozyten, als auch Kollagen Typ | als Marker
fur osteoarthrotische Chondrozyten untersucht. Bei keinem der gemessenen Parameter
konnte 72 Stunden nach erfolgreicher DNER Uberexpression eine differenzielle

Exprimierung nachgewiesen werden. Zusatzlich sollte der Zusammenhang von DNER mit
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dem Notch-Signalweg als auch mit dem Wnt-Signalweg untersucht werden. Hierflir wurde
der Expressionsunterschied eines downstream-Parameters des Notch-Signalwegs, Hes-1,
und des Transkriptionsfaktors der Wnt-Signalkaskade, BR-Catenin, analysiert. Auch hier
konnte kein Expressionsunterschied zwischen den mit pDNER und den Kontrollvektor
nukleofizierten Zellen nachgewiesen werden. Eine mogliche Erklarung hierflr ware, dass die
osteoarthrotischen Chondrozyten generell ein hohes Level an DNER exprimieren und somit
die Zellen bereits ein differentielles Expressionsprofil besitzen. Um dies zu Uberprifen,
wurde die Expression von DNER in humanen gesunden Chondrozyten untersucht. Fir die
Abdeckung eines weiten Spektrums an Zielgenen wurde eine Microarray-Analyse
durchgeflhrt. Die Zellen wurden hierflir ebenfalls mit pPDNER nukleofiziert und die RNA nach
48 Stunden isoliert und untersucht (4.3.7). Die Analyse ergab, dass weder Knorpelmatrix-
assoziierte Gene noch Gene des Notch- bzw. Wnt-Signalwegs auf die Uberexpression von
DNER reagiert haben. Lediglich bei den drei Genen SPEN, BST-2 und TRIM22 konnte ein
Expressionsunterschied nachgewiesen werden (Tabelle 30). Wahrend es bei SPEN zu einer
tendenziell erhéhten Expression in den pDNER nukleofizierten Zellen kam, wurden BST-2
und TRIM22 im Vergleich zu den Kontrollvektorzellen reprimiert.

Bei SPEN handelt es sich um einen hormonell induzierbaren Co-Repressor, welcher
entweder durch die Interaktion mit anderen Repressoren oder durch die Rekrutierung von
Proteinen, die bei der Histondeacetylierung eine Rolle spielen, die Transkription von
Zielgenen reguliert. 2009 konnte in einer Studie von Jin et al., die Regulation von SPEN
durch den Notch-Signalweg in Drosophila melanogaster identifiziert werden. Hierbei
fungierte SPEN als Repressor der Hamatopoese, indem der Stammzellphanotyp erhalten
blieb.

BST-2 wurde in einer Knochenmarks-Zelllinie als auch in einer RA-assoziierten synovialen
Zelllinie entdeckt. BST-2 scheint eine Rolle beim Wachstum und bei der Entwicklung von B-
Zellen zu spielen und wird mit dem Wachstum von Pre-B-Zellen in der RA in Zusammenhang
gebracht (Ishikawa et al., 1995). Zusatzlich konnte eine Co-Lokalisation von BMP-2 mit der
Membrane-type matrix metalloproteinase 1 (MT1-MMP) nachgewiesen werden, welche
wiederum flr die Aktivierung der Matrixmetalloproteinase 2 (MMP-2) verantwortlich ist. Durch
die Interaktion von BST-2 mit der MT1-MMP wurde diese gehemmt, wodurch die Aktivierung
von MMP-2 nicht induziert werden konnte und somit die proteolytische Funktion ausfiel. In
Folge dessen kam es zur Reduktion des Wachstums als auch der Migration in einer Epithel-
und einer Fibrosarkomzelllinie (Gu et al., 2012).

Die Expression von TRIM22 ist Interferon-induziert, und das Protein scheint bei der
antiviralen Immunantwort involviert zu sein. Zusatzlich konnte eine aktuelle Studie zeigen,
dass TRIM22 den nicht-kanonischen NF-kB-Signalweg aktiviert (Hui Qiu et al., 2015). Der
NF-kB-Signalweg ist wesentlich an dem Abbau der EZM wahrend der OA beteiligt, indem er
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die Expression von Zytokinen, Chemokinen, Adhasionsmolekilen und Matrix-abbauenden
Enzymen reguliert (Marcu et al., 2010). Somit konnte beispielsweise die Aktivierung von
ADAMTS-4 und ADAMTS-5 in den OA Chondrozyten nachgewiesen werden (Bondeson et
al., 2008; Kobayashi et al., 2013).

Ob die in den Microarray-Analysen ermittelten Gene tatsachlich im Zusammenhang mit
einer Uberexpression von DNER in den Chondrozyten stehen, sollte anhand einer weiteren
Population von humanen gesunden Chondrozyten analysiert werden. Bei TRIM22 bestatigte
sich die Reprimierung der mRNA in den DNER-Uberexprimierenden Chondrozyten,
wohingegen die Expression von SPEN und BST-2 populationsabhangig war. Ob TRIM22
eine Rolle bei dem NF-xB vermittelten Abbau der EZM spielt, misste in weiteren
Untersuchungen eruiert werden, jedoch konnte kein direkter Einfluss auf matrixabbauende

Enzyme anhand der Microarray-Analyse beobachtet werden.

5.3.3 Einfluss der Transfektionsmethode auf das Transkriptom der

Chondrozyten

Bei der Microarray-Analyse (4.3.7) konnten bis auf TRIM22 keine differenziell exprimierten
Gene zwischen den pDNER und Kontrollvektor nukleofizierten Zellen nachgewiesen werden.
Allerdings fiel auf, dass sowohl beim Vergleich der pPDNER- als auch der Kontrollvektorzellen
mit den unbehandelten Zellen extreme Expressionsunterschiede bei einer Reihe von Genen
beobachtet werden konnten. Vor allem Zellzyklus- und Apoptose-assoziierte Gene wie
beispielsweise Cyclin D2, Cyclin B1, Caspase 1 und TNFSF10 (Tumor necrose factor
(ligand) superfamily, member 10) wurden differenziell exprimiert (Daten nicht gezeigt) (Frank
Jacobsen et al.,, 2006; Cao et al., 2010). Man konnte aber auch bei SPEN, BST-2 und
TRIM22 extrem unterschiedliche Expressionslevel in den unbehandelten Proben im
Vergleich zu den pDNER- und Kontrollvektorzellen beobachten (4.3.7; Tabelle 30). Diese
Unterschiede lieRen auf einen enormen methodischen Einfluss schlie3en, welcher den
Phanotyp und somit auch den Stoffwechsel der Zellen andert.

Bei Primarzellen handelt es sich um relativ schwer transfizierbare Zellen (Gresch, 2004). Die
effektivste Methode mit einer Rate bis nahezu 100% ist die virale Transfektion, welche
aufgrund der langen Prozessierung und der anfallenden Kosten sowie der erhdhten
Sicherheitsbedingungen gerne vermieden wird (Ueblacker et al., 2007). Eine Alternative
bieten lipidbasierte Reagenzien. Der Nachteil dieser chemischen Transfektion ist jedoch,
dass die Fremd-DNA zwar in das Zytoplasma, jedoch nicht in den Zellkern transportiert wird,
was sowohl die Transfektionsdauer erhéht als auch die Effektivitat reduziert (Tae Kyung Kim

und Eberwine, 2010). In der Studie von Madry und Trippel (2000) wurden lipidbasierte
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Transfektionsreagenzien an humanen gesunden und osteoarthrotischen, als auch an
bovinen Chondrozyten untersucht. Als Ergebnis dieser Analyse konnte mit dem effektivsten
lipidbasierten  Transfektionsreagenz (FUGENE 6; Promega, Mannheim) eine
Transfektionsrate fur bovine Chondrozyten von 41%, flr gesunde Chondrozyten von 20,7%
und bei den osteoarthrotischen Chondrozyten von 7,8% erzielt werden. Eine effektivere
Methode bietet hierbei die Nukleofektion, bei der mittels Elektroporation die Fremd-DNA
zunachst in die Zelle eingeschleust und anschliefiend anhand des Transfektionsreagenz in
den Zellkern transportiert wird. Hierbei konnte eine Transfektionsrate von bis zu 80% mit
einer Viabilitdtsrate von ca. 70% in primaren humanen Chondrozyten erreicht werden (Haag
et al., 2009). Auch die in dieser Arbeit ermittelten Daten der Uberexpression von AQP1 und
DNER konnten dies bestatigen (4.1.2; 4.3.4). Die hier vorliegenden Daten der Microarray-
Analyse weisen darauf hin, dass die Auswirkungen der Nukleofektion sehr gravierend flr
Primarzellen sind und vor allem die vorgeschadigten osteoarthrotischen Chondrozyten stark
beeinflusst. Da Uberwiegend Apoptose-assoziierte Gene differenziell exprimiert worden sind,
sollte der Einfluss der Nukleofektionsmethode auf die Zellen im Vergleich zur lipidbasierten
Transfektionsmethode mittels X-tremeGENE HP (Roche Diagnostics, Mannheim) anhand
einer Annexin-V-FLUOS Farbung untersucht werden (4.4). Hierfir wurden die Zellen
entweder mit pDNER oder dem Kontrollvektor nukleofiziert bzw. transfiziert und mit den
unbehandelten Zellen verglichen. Das Ergebnis dieser Analyse war, dass die Transfektion
72h nach Versuchsbeginn keinen Einfluss auf die Adhasion der Zellen hatte, wohingegen bei
den nukloefizierten Zellen lediglich ein Drittel der Zellen gezahlt werden konnte (Tabelle 33).
Bei der Untersuchung der apoptotischen als auch nekrotischen Zellen konnte man eindeutig
erkennen, dass die Zellzahl der apoptotischen als auch nekrotischen Zellen bei der
Nukleofektion um das Doppelte erhdht war. Zusammenfassend ergaben die Ergebnisse,
dass es sich bei der Nukleofektion um eine effektive Methode handelt, um Primarzellen wie
Chondrozyten mit Fremd-DNA zu transfizieren. Sie 16st jedoch zugleich sehr viel mehr
Zellstress aus als die lipidbasierenden Methoden (Frank Jacobsen et al., 2006; Haag et al.,
2009; Cao et al., 2010). Nicht nur die Elektroporation, vielmehr die vorbereitenden
Versuchsschritte, wie beispielsweise der Pronase/Kollagenase-Verdau, scheinen die
veranderten osteoarthrotischen Zellen zu beschadigen und ihr Expressionsprofil zu

verandern.

5.3.4 Lipofektion von PpDNER in gesunden und osteoarthrotischen

Chondrozyten

Um den Einfluss der Transfektionsmethode auf die Chondrozyten zu reduzieren, wurde die

Uberexpression von DNER zusétzlich zur bisherigen Nukleofektion auch mittels chemischer
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Transfektion initiilert. Nach 24h konnte eine erfolgreiche Uberexpression von DNER auf RNA-
Ebene als auch auf Proteinebene nachgewiesen werden (4.5). AnschlieRend wurden
typische Stoffwechselparameter des Knorpels, Mitglieder des Notch- und des Wnt-
Signalwegs als auch die drei Gene der Microarray-Analyse (4.3.7) (SPEN, BST-2, TRIM22)
in humanen OA Chondrozyten nach 72h analysiert. Als Ergebnis dieser Analyse konnte im
Gegensatz zur Nukleofektion eine erhéhte Expression von TRIM22 nach Uberexpression
von DNER in den OA Chondrozyten nachgewiesen werden. Bei allen anderen untersuchten
Parametern kam es zu keiner differenziellen Expression im Vergleich zu den
Kontrollvektorzellen. Um auszuschlieBen, dass die aus osteoarthrotischem Knorpel
stammenden Chondrozyten von vornherein eine erhdhte Expression von DNER besitzen und
somit die Uberexpression keinen Einfluss zeigt, wurden auch hier gesunde humane
Chondrozyten chemisch transfiziert. Im Fall der gesunden humanen Chondrozyten konnte
ebenfalls eine Hochregulierung von TRIM22 verzeichnet werden. Auch Kollagen Typ X und
3-Catenin wurden hochreguliert. Zusatzlich wurde eine tendenzielle Reprimierung von TIMP-
3 beobachtet. Allerdings wurde nur eine Population der kommerziell erworbenen
Chondrozyten untersucht, was einen populationsbedingten Effekt nicht ausschlielen lasst.
Die durchgefliihrten Versuchsansatze demonstrierten, dass DNER keinen eindeutigen
Einfluss auf die kultivierten humanen Chondrozyten, weder bei gesundem noch bei
osteoarthrotischem Ursprung hatte. Da die Uberexpression von DNER in den ladierten
Arealen des osteoarthrotischen Kniegelenksknorpels (4.2.2) weiterhin eine Rolle bei der OA
Pathogenese vermuten lieR, und da seit langerer Zeit das Vorhandensein von
chondrozytaren Vorlauferzellen im Knorpel diskutiert wird, sollte der Einfluss von DNER

wahrend der Chondrogenese von mesenchymalen Stammzellen untersucht werden (4.6).

5.4 Der Einfluss von DNER auf die in vitro Chondrogenese von

humanen mesenchymalen Stammazellen

Obwohl die Pathogenese der Osteoarthrose weiterhin nicht vollstandig geklart ist, scheinen
die Schlusselereignisse einerseits die Expression von matrixabbauenden Enzymen und
andererseits die Neusynthese von veranderter extrazellularer Knorpelmatrix zu sein (Mary B
Goldring und Steven R Goldring, 2007). Da neben den matrixabbauenden Enzymen wie
beispielsweise MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 und ADAMTS-5 auch die Kollagene Typ X und
Typ | verstarkt exprimiert werden, geht man von einer Rekapitulation der enchondralen
Ossifikation aus (Blom et al., 2009). Das Vorhandensein von chondrogenen Vorlauferzellen,
eine Art Subpopulation von Chondrozyten, welche flir die Rekrutierung von weiteren Zellen
als auch fir die Synthese der veranderten Matrix verantwortlich zu sein scheinen,

untermauert diese Hypothese. Diese Vorlauferzellen exprimieren neben typischen
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Stammzellmarkern wie z.B. CD105 und CD166 zuséatzlich Notch-1 (Alsalameh et al., 2004;
Dowthwaite et al., 2004; Williams et al., 2010). Da in der vorliegenden Arbeit kein Einfluss
von DNER auf die adulten Chondrozyten nachgewiesen werden konnte, obwohl DNER in
den ladierten Arealen des osteoarthrotischen Knorpelgewebes hochreguliert wird, wurde der
Einfluss von DNER bei der Chondrogenese von humanen mesenchymalen Stammzellen
untersucht. Hierfir wurden kommerzielle humane mesenchymale Stammzellen mit pDNER
oder dem Kontrollvektor nukleofiziert und anschlielend in vitro mittels Pellet-Kultur
differenziert (4.6.2). Die erfolgreiche DNER Uberexpression konnte sowohl auf RNA- als
auch auf Proteinebene nachgewiesen werden (4.6.2.1; 4.6.3). Im Verlauf der
Chondrogenese (Tag 0 bis Tag 21) wurden typische Stoffwechselparameter des Knorpels
und Mitglieder des Notch-Signalwegs untersucht. Auch die Anzahl von apoptotischen Zellen
wurde in den hMSC-Pellets analysiert. Fir Kollagen Typ I, Kollagen Typ X und Sox9 war
eine Analyse sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene maglich, wohingegen die GAG
Expression als auch der Apoptose-Assay immunhistochemisch und die Expression von
MMP-13, ADAMTS-4 und 5, TIMP-3, Notch-1 und 2, Jagged-1, Hes-1 und 2 sowie [3-
Catenin, aufgrund der hohen Versuchskosten, lediglich auf RNA-Ebene untersucht werden

konnten.

5.4.1 Expressionsanalyse der Strukturproteine wahrend der in vitro

Chondrogenese nach DNER Uberexpression

Um den erfolgreichen Verlauf der Chondrogenese darzustellen, wurde unter anderem die
Glykosaminoglykan (GAG) Expression untersucht. Der konstante Anstieg der
strukturgebenden GAG Expression sollte hierbei Aufschluss auf den Matrixaufbau der
hMSC Pellets geben, was sowohl in den Kontrollvektorzellen als auch in den DNER
Uberexprimierenden Zellen nachgewiesen werden konnte (4.6.2.2). Zwischen den beiden
Ansatzen konnte wiederum kein Expressionsunterschied der GAG-Expression
nachgewiesen werden, was einen Einfluss von DNER auf die GAG Expression ausschlielen
I&sst.

Des Weiteren wurde der Einfluss von DNER auf die Kollagen Typ | Expression untersucht.
Kollagen Typ | gilt als friher Marker der Chondrogenese und wird in vivo im Laufe der
Differenzierung durch die Synthese von Kollagen Typ Il ersetzt. Bei der in vitro
Chondrogenese ist eher eine Co-Expression von Kollagen Typ |, Il sowie Kollagen Typ X im
gesamten Zeitverlauf zu erwarten (Mwale et al., 2006; Karlsson et al., 2007). In einem
Vorversuch der hMSC Pellet-Kultur (4.6.1) konnte jedoch eine erfolgreiche Reprimierung der
Kollagen Typ | Expression nachgewiesen werden, wohingegen in den hMSC-Pellets nach

der Nukleofektion von pDNER oder dem Kontrollvektor eine Reprimierung der Expression
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lediglich zu Beginn mdglich war, welche sich gegen Ende wieder auf das Anfangsniveau
regulierte (4.6.4.1). Auf Proteinebene blieb die Kollagen Typ | Expression wahrend des
gesamten Zeitverlaufs in beiden Ansatzen relativ konstant mit einer Flachenfarbung
zwischen 20-40% (4.6.2.3). Beim Vergleich der DNER Uberexprimierenden Zellen mit den
Kontrollvektorzellen konnte eine tendenziell erniedrigte Kollagen Typ | Expression in den
pDNER nukleofizierten Zellen nachgewiesen werden, welche jedoch populationsabhangig
war. Die niedrigere Expression von Kollagen Typ | in den pDNER Pellets kénnte die Folge
einer Anderung des Expressionsprofils der hMSCs sein. Die Zellen exprimierten
moglicherweise verstarkt andere strukturgebende Proteine wie beispielsweise Kollagen Typ

Il oder X, um den terminalen Phanotyp weiter voran zu treiben (Karlsson et al., 2007).

5.4.2 Einfluss von DNER auf die Hypertrophie der hMSCs wahrend der in vitro

Chondrogenese

Die Expression von Hypertrophie-Markern wie beispielsweise Kollagen Typ X aber auch
MMP-13 und die Alkalische Phosphatase sind eine Begleiterscheinung wahrend der in vitro
Chondrogenese von MSCs, da die Hypertrophie mit der Zellapoptose bzw. der Ossifikation
der Gewebe einhergeht (Mueller und Tuan, 2008). Interessanterweise ist die Expression von
Kollagen Typ X ein primares Event der in vitro Differenzierung, welches schon vor der
Expression von Kollagen Typ |l beobachtet werden kann. Im weiteren Verlauf bleibt die
Expression von Kollagen Typ X entweder konstant oder intensiviert sich im Zeitverlauf
(Barry, 2001; Karlsson et al., 2007; Mueller und Tuan, 2008). Bei der in vitro Chondrogenese
der hMSCs konnte sowohl in den mit Kontrollvektor transfizierten als auch in den DNER
Uberexprimierenden Zellen ein konstanter Anstieg der Kollagen Typ X mRNA beobachtet
werden, welcher ab Tag 7 ca. 400fach, im Vergleich zum Beginn der Chondrogenese, erhéht
war. Zusatzlich war wahrend des gesamten Zeitverlaufs die Kollagen Typ X mRNA
Expression der DNER Uberexprimierenden Zellen deutlich erhéht (4.6.4.2). Dieser Effekt
bestatigte sich auch auf Proteinebene (4.6.2.4). Obwohl in beiden Fallen die Ergebnisse
populationsabhangig waren, konnte durch die deutlich erhéhte Expression von Kollagen Typ
X in den DNER exprimierenden Zellen von einer physiologischen Relevanz ausgegangen
werden. Demnach wiirde DNER die Expression von Kollagen Typ X positiv beeinflussen und
somit die Hypertrophie des Gewebes férdern und folglich den terminalen chondrozytaren
Zelltyp beglnstigen.

Da DNER ein Ligand des Notch-Rezeptors ist, stellt sich die Frage, ob der hypertrophe
Status der Chondrozyten durch den Notch-Signalweg beeinflusst wird. Bei der
Knochenentwicklung in Hihnerembryonen konnte beispielsweise die negative Regulierung

der Differenzierung von prahypertrophen Chondrozyten zu hypertrophen Chondrozyten
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durch den Delta/Notch-Signalweg ermittelt werden (Crowe et al., 1999). Crowe et al., (1999)
stellten fest, dass Delta-1 lediglich in den Kollagen Typ X exprimierenden, hypertrophen
Chondrozyten und der Rezeptor Notch-2 in allen Chondrozytenstadien exprimiert wird. Durch
die retrovirale Uberexpression von Delta-1 kam es zur Entwicklung von verkiirzten
Embryonenknochen. Wahrend prahypertrophe Chondrozyten nachgewiesen werden
konnten, war der Ubergang zu den hypertrophen Chondrozyten nicht moglich. Dass der
Notch-Signalweg bei der terminalen Differenzierung der Chondrozyten eine Rolle spielen
muss, bestatigte das Vorhandensein aller Rezeptoren sowie Liganden in den hypertrophen
Chondrozyten der murinen Wachstumsfuge (Hayes et al., 2003). Die Studie von Oldershaw
et al., (2008) stutzt die Hypothese, dass das Ausschalten des Notch-Signalwegs wahrend
der chondrogenen Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen essenziell
fur die Komplettierung der Chondrogenese ist und die Interaktion von Notch mit seinen
Liganden die Differenzierung negativ reguliert.

Neben Kollagen Typ X wurde in der vorliegenden Arbeit auch MMP-13 als Marker fir die
Hypertrophie der Chondrozyten analysiert (4.6.4.3). Auch hier konnte eine Erhdhung der
MMP-13 mRNA im Verlauf der Chondrogenese nachgewiesen werden, welche an Tag 14
sowohl in den DNER Uberexprimierenden Zellen als auch in den Kontrollvektorzellen mit
einer ca. 2400fachen Uberexpression am starksten war. Beim Vergleich der beiden Ansatze
konnte zusatzlich an den Tagen 2, 3, 7 und 21 ein deutlicher Expressionsunterschied
beobachtet werden. Die DNER Uberexprimierenden Zellen exprimierten teilweise 400-
500fach mehr MMP-13 als die Kontrollvektorzellen. Auch wenn die statistische Signifikanz
nicht erreicht werden konnte, decken sich die Beobachtungen eines hypertrophen Phanotyps
mit der Expression von Kollagen Typ X. Neben dem Vorkommen von Kollagen Typ X und
MMP-13 in den prahypertrophen Chondrozyten, werden beide Proteine in
osteoarthrotischem Knorpel verstarkt exprimiert und liegen co-lokalisiert vor (Mark et al.,
1992; Bau et al., 2002; Mary B Goldring et al., 2005). In der Osteoarthrose induzieren die
Zytokine IL-1 und TNFa die Expression von MMP-13, dessen Hauptsubstrat Kollagen Typ I
ist, und somit die Matrixmetalloproteinase zu den Hauptakteuren der Knorpeldegradation
macht (Mitchell et al., 1996; Vincenti und Brinckerhoff, 2002). Auch die Mitglieder des Notch-
Signalwegs werden sowohl im osteoarthrotischem Knorpel als auch in kultivierten
Chondrozyten exprimiert (Karlsson et al., 2008). Obwohl der Notch-Signalweg als Inhibitor
der Differenzierung von prahypertrophen zu hypertrophen Chondrozyten wahrend der
Chondrogenese gilt, konnte in kultivierten murinen Chondrozyten durch die Inhibierung von
Notch durch DAPT (N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-I-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester) die
Expression von MMP-13 gestoppt werden (Blaise et al., 2009). Man ging davon aus, dass
durch die Aktivierung von Notch der dedifferenzierte Zustand der Zelle aufrechterhalten wird,

indem es zu einer erhéhten proteolytischen Spaltung von Kollagen Typ Il durch MMP-13
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kommt. Da die Synthese von MMP-13 durch IL-13 aktiviert werden kann gingen Blaise et al.,
davon aus, dass es in der OA zum Crosstalk zwischen dem Notch-Signalweg und dem NF-
kB- als auch dem MAPK-Signalweg kommen kdénnte. Hierbei wirde IL-13 den Notch-
Signalweg induzieren, wodurch es zur Synthese von MMP-13 und schlussendlich zum
Abbau von Kollagen Typ Il und zur Dedifferenzierung der Zellen kommt (Blaise et al., 2009;
Borggrefe und Oswald, 2009). Sassi et al., (2014) untersuchten die Rolle von Notch-1 in
kultivierten humanen Chondrozyten und kamen zum selben Resultat, dass die Notch-1
Expression proportional zur Expression von Dedifferenzierungsmarkern wie Kollagen Typ |
und MMP-13 ist. Durch die Hemmung des Notch-1 Rezeptors mittels DAPT konnte dieser
Effekt aufgehoben werden, was zum erneuten Anstieg von Kollagen Typ Il und Aggrekan
und somit zum ausdifferenzierten chondrozytaren Zelltyp flhrte.

Bei der Identifizierung des DNER-Proteins im Zentralnervensystem stellten Eiraku et al.,
(2005) fest, dass DNER sowohl den kanonischen als auch den nicht-kanonischen Notch-
Signalweg (1.3.1) aktiviert. Da DNER in der ladierten Oberflaichenzone des OA Gewebes
primar exprimiert wird, ist eine positive Regulierung des Notch-Signalwegs denkbar, welche
den dedifferenzierten Phanotyp des Gewebes unterstitzt. Dagegen wirde sprechen, dass
es durch die Uberexpression von DNER wahrend der in vitro Chondrogenese zu einer
tendenziellen Erniedrigung der Kollagen Typ | Expression kam (4.6.2.3; 4.6.4.1). Zusatzlich
konnte ein positiver Einfluss auf die MMP-13 (4.6.4.3) als auch auf die Kollagen Typ X
(4.6.2.4; 4.6.4.2) Expression nachgewiesen werden, was flr ein Vorantreiben des
hypertrophen Phanotyps der Chondrozyten spricht. In diesem Fall ist eher von einer
Hemmung des Notch-Signalwegs durch DNER auszugehen. DNER kdénnte beispielsweise
Uber den nicht-kanonischen Signalweg und somit Uber die Aktivierung von Deltex fiir den
hypertrophen Phanotyp verantwortlich sein. Um den Einfluss von DNER auf den Notch-
Signalweg zu Uberprifen, wurden neben den Stoffwechselparametern des Knorpels einige
Mitglieder der Notch-vermittelten Signalkaskade wahrend der in vitro Chondrogenese naher

untersucht.

5.4.3 Einfluss von DNER auf den Notch-Signalweg wahrend der in vitro

Chondrogenese

Der Notch-Signalweg ist ein stark konservierter Signaltransduktionsweg, bei dem der
Rezeptor Notch Uber direkten Zell-Zell Kontakt mit seinen Liganden interagiert. Der Notch-
Signalweg ist maligeblich an Prozessen der embryonalen Entwicklung beteiligt, spielt aber
auch eine wesentliche Rolle im adulten Gewebe, beispielsweise bei der Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und der Apoptose. Die hier vorliegenden Untersuchungen der Notch-1

mRNA wahrend der in vitro Chondrogenese wirden die Hypothese unterstreichen, dass
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DNER einen inhibierenden Effekt auf den Notch-Signalweg zu haben scheint. Wahrend in
den Kontrollvektorzellen, wie erwartet, eine leicht erhdhte Expression von Notch-1 zu Beginn
der Chondrogenese beobachtet wurde, welche im Zeitverlauf kontinuierlich abnahm, konnte
in den DNER Uberexprimierenden Zellen kein Anstieg der mRNA Expression zu Beginn
nachgewiesen werden (4.6.4.8). Neben Notch-1 wurde auch die mRNA Expression des
Notch-2 Rezeptors untersucht (4.6.4.9). Zu Beginn der Chondrogenese konnte eine
Hochregulierung der Notch-2 mRNA Expression beobachtet werden, welche gegen Ende der
Differenzierung auf das Anfangsniveau zurtick sank. Insgesamt lag das Expressionslevel der
Notch-2 mRNA wahrend der Chondrogenese héher als von Notch-1 was sich mit den
Beobachtungen der Studie von Oldershaw et al., (2008) deckte, bei welcher das
Expressionsprofil der Notch- Rezeptoren und Liganden untersucht und anschlielend
herausgefunden wurde, dass durch die Uberexpression des Notch-Liganden Jagged-1 die
Chondrogenese der hMSCs gehemmt wird. Beim Vergleich der beiden Versuchsansatze
pDNER- und Kontrollvektorzellen konnte eine populationsabhangig erhéhte Expression des
Notch-2 Rezeptors in den DNER Uberexprimierenden Zellen zum Zeitpunkt 1d beobachtet
werden, wohingegen im weiteren Zeitverlauf keine Unterschiede nachgewiesen werden
konnten. DNER kénnte somit theoretisch eine duale Rolle innerhalb der chondrogenen
Differenzierung spielen, indem es Uber Deltex die Expression des Notch-1 Rezeptors
reprimiert und somit die Expression von Kollagen Typ X vorantreibt und andererseits durch
die Aktivierung des Notch-2 Rezeptors die Expression der MMP-13 mRNA erhéht. Ob Notch-
2 generell einen Einfluss auf die MMP-13 Expression hat wurde zum jetzigen Zeitpunkt noch
nicht untersucht. Es ist lediglich bekannt, dass MMP-13 eine vermeintliche CSL-
Bindedoméne in der Promotorregion besitzt, durch welche der Notch-Signalweg einen
Einfluss auf die Synthese haben kdnnte (Blaise et al., 2009). Auch in dieser Arbeit wurde die
Expression des Notch-Liganden Jagged-1 untersucht (4.6.4.10). Im Gegensatz zu der Studie
von Oldershaw et al., (2008) konnte sowohl in den DNER Uberexprimierenden Zellen als
auch in den Kontrollvektorzellen eine Reduktion der Jagged-1 mRNA im Vergleich zum
Zeitpunkt vor der Chondrogenese nachgewiesen werden. Einen Expressionsunterschied gab
es hierbei zwischen den beiden Versuchsansatzen pDNER- und Kontrollvektorzellen nicht.
Interessanterweise war ein Nachweis von Jagged-1 auch wahrend der murinen
Knochenentwicklung nicht mdglich (Hayes et al., 2003), was eventuell methodisch bedingt

sein konnte.

Um den Einfluss von DNER auf den kanonischen Notch-Signalweg naher zu uberprifen,
wurden zusatzlich die Zielgene Hes-1 und Hey-1 wahrend der chondrogenen Differenzierung
untersucht (4.6.4.11). Hes-1 wurde im Verlauf der in vivo Chondrogenese hochreguliert,

wohingegen die Expression von Hey-1 auf einem niedrigen Level verblieb (Karlsson et al.,
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2007). Auch in der vorliegenden Arbeit blieb die Expression von Hes-1 auf einem sehr
niedrigem Niveau im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Chondrogenese. Gegen Ende der
chondrogenen Differenzierung kam es sogar zu einer Reprimierung der Hes-1 mRNA
Expression. Insgesamt konnte kein Unterschied zwischen den DNER und Kontrollvektor
behandelten Zellen nachgewiesen werden, lediglich zum Zeitpunkt 2d wurde die Hes-1
mMmRNA Expression den DNER Uberexprimierenden Zellen leicht hochreguliert. Obwohl der
Expressionsunterschied statistisch signifikant war, muss bei einem Expressionsunterschied
um den Faktor zwei eine physiologische Relevanz kritisch diskutiert werden. Die Expression
von Hey-1 war sehr stark populationsabhangig, lag aber zu Beginn der Chondrogenese in
beiden Ansatzen unter dem Niveau im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Differenzierung. Erst
ab Tag 7 stieg die Expression in beiden Ansatzen wieder leicht an. Das sowohl Hes-1 als
auch Hey-1 ab Beginn der Chondrogenese kontinuierlich herunter reguliert wurden, hing
vermutlich damit zusammen, dass die beiden, durch Notch aktivierten Repressoren, die
Expression von Kollagen Typ Il und Aggrekan regulieren (Grogan et al., 2008). Beide
Proteine binden an eine N-Box Domane, eine regulatorische Sequenz, welche sich in der
Sox9 Enhancer-Bindestelle befindet und im ersten Intron des Kollagen Typ Il Gens lokalisiert
ist. Durch die Uberexpression von Hes-1 und Hey-1 wird die Expression der beiden
wichtigsten Matrixkomponenten (Kollagen Typ II, Aggrekan) des Knorpels reprimiert, was
eine Runterregulierung dieser beiden Repressoren innerhalb der Chondrogenese
unabdingbar macht. Die Studie von Fujimaki et al., (2006) bestatigt die vorliegenden Daten
indem sie zeigten, dass durch die Inhibierung der y-Sekretase, welche fir die Spaltung des
Notch Rezeptors und somit fir die Signaltransduktion verantwortlich ist, die Expression von
Sox9 und Kollagen Typ Il wahrend der Differenzierung erhéht wurde. Das gegen Ende der
Chondrogenese die Expression von Hey-1 wieder anstieg, kbénnte zum einen
populationsbedingt oder aber auch methodisch bedingt sein. Eine weitere Hypothese ware,
dass die Reduktion der Kollagen Typ Il Expression mit dem hypertrophen Phanotyp der

Zellen gegen Ende der Chondrogenese in Zusammenhang steht.

5.4.4 Einfluss von DNER auf Transkriptionsfaktoren wahrend der in vitro

Chondrogenese

Sox9, einer der vermutlich wichtigsten Regulatoren der friilhen Differenzierungsphase, wird
primar in den kondensierenden als auch in den Prachondrozyten exprimiert (Wright et al.,
1995; Lefebvre et al., 1997). Neben der positiven regulatorischen Eigenschaft gegeniber
Kollagen Typ Il und Aggrekan, ist Sox9 mit Sox5 und Sox6 verantwortlich fir die
Suppression von hypertrophen Markern (Lefebvre und Smits, 2005). Dies ist auch der Grund

weshalb die Sox9 Expression zu Beginn der Chondrogenese erhéht ist und wahrenddessen
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kontinuierlich sinkt. Diese Beobachtung konnte auch in der vorliegenden Arbeit anhand der
in vitro Chondrogenese von humanen MSCs bestatigt werden (4.6.1) (Kulyk et al., 2000;
Lefebvre und Smits, 2005). Auch nach der Nukleofektion von pDNER bzw. dem
Kontrollvektor war eine kontinuierliche Reduktion der Sox9 mRNA wahrend der
Chondrogenese zu beobachten. Obwohl auf mRNA Ebene keine Expressionsunterschiede
zwischen den beiden Ansatzen erkennbar waren (4.6.4.4), lagen die Expressionslevel auf
Proteineben weit auseinander (4.6.2.5). Die Analyse ergab, dass die mit Kontrollvektor
behandelten Zellen auch auf Proteinebene die Sox9 Synthese kontinuierlich reduzierten,
wohingegen es bei den pDNER behandelten Zellen zwischen Tag 7 und 14 zunachst zu
einer 2,7fachen Erhéhung im Vergleich zu den Kontrollzellen kam. Da sowohl die Kollagen
Typ X als auch die MMP-13 Expression der DNER Uberexprimierenden Zellen ab dem
Zeitpunkt 7d erhéht war, kénnte man anhand der vorliegenden Daten von einem
kompensatorischen Effekt der hMSCs ausgehen, bei welchem die Zellen Sox9 und somit
auch die Synthese von Kollagen Typ Il und Aggrekan hoch regulieren. Dieser musste jedoch
durch weitere Untersuchungen Uberprift werden.

Eine weitere Mdglichkeit wie DNER die Chondrogenese beeinflussen kdnnte ist Uber die
Interaktion mit B-Catenin. Die Signaltransduktion anhand des Wnt/R-Catenin-Signalwegs ist
ein wesentlicher Prozess der embryonalen Entwicklung. Innerhalb der Chondrogenese
scheint der Wnt/3-Catenin-Signalweg fir die saulenférmige Anordnung der Chondroblasten
verantwortlich zu sein (Kronenberg, 2003). Unter anderem reguliert der Wnt/3-Catenin-
Signalweg die Expression von WISP-1, einem Zielgen, welches die chondrogene
Differenzierung hemmt und im osteoarthrotischen Gewebe hochreguliert wird (French et al.,
2004; Geyer et al, 2009). Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulierung von
Chondrozyten mit WISP-1 zu einer erhéhten Expression von IL-1R fihrt und eine Hemmung
des Wnt/R-Catenin-Signalwegs die Progression der OA inhibiert (Blom et al., 2009).
Zusatzlich scheint es einen Crosstalk zwischen dem Notch- und dem Wnt/3-Catenin-
Signalweg zu geben, welcher Uber den kanonischen Notch-Signalweg synergistisch oder
Uber einen Liganden-unabhangigen nicht-kanonischen Notch-Signalweg antagonistisch
interagiert. Beim nicht-kanonischen Signalweg geht intrazellulares Notch direkt eine
Interaktion mit den Proteinen des Wnt/3-Catenin-Signalwegs ein (Andersen et al., 2012). Die
Analyse der B-Catenin mRNA Expression wahrend der in vitro Chondrogenese in den
pDNER und den Kontrollvektorzellen ergab, das in beiden Ansatze die Expression konstant
im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Differenzierung blieb. Lediglich an Tag 21 konnte eine
leichte Erhdhung der [3-Catenin mRNA Expression in beiden Ansatzen beobachtet werden.
Da durch die Analyse der mRNA Expression keine Hinweise auf die Rolle von [3-Catenin
wahrend der Differenzierung gegeben werden konnten, ware in diesem Zusammenhang die

Untersuchung der Proteinexpression von Bedeutung. R-Catenin wird in den Zellen durch
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einen Multienzymkomplex gebunden und kann anschlief3end ubiquitiniert und im Proteasom
abgebaut werden. Bindet jedoch der extrazellulare Wachstumsfaktor Wnt an den Wnt-
Rezeptor wird der Abbau von [3-Catenin unterbrochen, wodurch das Protein in der Zelle
angereichert werden kann und durch das Binden an Transkriptionsfaktoren die Transkription
von Zielgenen induziert (Cadigan und Nusse, 1997). In diesem Zusammenhang ware die
Analyse der R-Cateninanreicherung wahrend der chondrogenen Differenzierung und nach

der DNER Uberexpression sehr hilfreich.

5.4.5 Einfluss von DNER auf die Apoptose der hMSCs wahrend der in vitro

Chondrogenese

DNER scheint nach der bisherigen Ergebnislage einen Einfluss auf die Hypertrophie des
Knorpelgewebes zu haben. Am Ende der chondrogenen Differenzierung induzieren die
hypertrophen Chondrozyten die Mineralisierung des Gewebes und unterliegen im Anschluss
der Apoptose um den migrierenden Osteoblasten den Raum fir den Knochenaufbau zu
geben (Lefebvre und Smits, 2005). Zusatzlich gehért die Apoptose der Chondrozyten zu den
pathologischen Befunden der OA (Horton et al., 2005). Da die Chondrozyten aufgrund der
Uberexpression von DNER mehr Kollagen Typ X und MMP-13 exprimieren, sollte auch die
Zelltodrate der hMSC-Pellets untersucht werden (4.6.2.6). In den Kontrollvektorzellen konnte
im Zeitverlauf (Tag 7 bis 21) eine Abnahme der apoptotischen Zellen beobachtet werden.
Hingegen war die Apoptoserate in den DNER Uberexprimierenden Zellen zu Beginn der
Chondrogenese geringer und erreichte ihr Maximum an Tag 14. Das tendenziell in beiden
Ansatzen die Anzahl an apoptotischen Zellen im Verlauf der Differenzierung abnahm, ist
vermutlich methodisch bedingt. Wie schon anhand der humanen Chondrozyten gezeigt
wurde (3.4.10), unterliegen die Zellen einem enormen Stress durch die Methode (Cao et al.,
2010). In der Studie von Grogan et al., (2008) bei der die Rolle des Notch-Signalwegs
untersucht worden ist, wurden die Zellen zunachst 4 Tage nach der Nukleofektion kultiviert,
bevor sie in die Pellet-Kultur gebracht wurden. Diese Vorgehensweise wurde vermutlich
gewahlt, um den Zellen nach dem Stress Zeit zur Regeneration zu geben. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Zellen 24h nach der Nukleofektion kultiviert um den Effekt
von DNER auf die hMSCs direkt untersuchen zu kénnen. Aus diesem Grund regenerierten
sich die hMSCs vermutlich innerhalb der Pellet-Kultur was wiederum zu der Abnahme der
apoptotischen Zellen im Zeitverlauf fihrte. Geht man nicht von einem methodischen Effekt
aus und betrachtet den Anstieg der Apoptoserate zu Beginn der Chondrogenese in den
DNER Uberexprimierenden Zellen kénnte man davon ausgehen, dass diese durch die
steigende Hypertrophie des Gewebes bedingt wird (Lefebvre und Smits, 2005). Das sich die

Zellen bis Tag 21 wieder zu regenerieren scheinen, liegt gegebenenfalls an der Abnahme
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der Hypertrophie-Marker. Vergleicht man die Ergebnisse von Kollagen Typ X sowohl auf
mRNA als auch auf Proteinebene (4.6.2.4; 4.6.4.2) fallt auf, dass zum Zeitpunkt 21d die
Expression innerhalb der Pellets wieder abnahm. Auch bei der Expression von MMP-13
konnte eine Reprimierung der mRNA an Tag 21 im Vergleich zu Tag 14 nachgewiesen
werden (4.6.4.3).

5.4.6 Einfluss von DNER auf Enzyme der extrazellularen Matrix und deren

Gegenspieler wahrend der in vitro Chondrogenese

Neben der Analyse der Strukturproteine, welche als Marker flr einen erfolgreichen Aufbau
der Knorpelmatrix dienten, als auch der Marker fir hypertrophes Gewebes, sollten die
matrixabbauenden Enzyme ADAMTS-4, ADAMTS-5 und deren Gegenspieler TIMP-3 auf
mRNA Ebene untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von
ADAMTS-4 im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Chondrogenese zunachst kontinuierlich
anstieg um dann bis Tag 21 wieder langsam abzuflachen (4.6.4.5). Das Expressionsprofil
war in beiden Ansatzen annahernd gleich mit dem Unterschied, dass die Kontrollvektorzellen
an Tag 3 und die DNER Uberexprimierenden Zellen an Tag 7 ihr Maximum erreicht haben.
Die Hochregulierung von ADAMTS-4 wahrend der in vitro Chondrogenese deckt sich mit den
Ergebnissen von Boeuf et al., (2012). Sie vermuteten, dass die Hochregulierung von
ADAMTS-4 mit dem hypertrophen Phéanotyp in Verbindung steht, da Runx2 neben den
typischen Hypertrophie-Markern wie Kollagen Typ X und MMP-13 auch die Expression von
ADAMTS-5 hochreguliert (Thirunavukkarasu et al., 2007; Solomon et al., 2008). Zusatzlich
konnte die Expression von ADAMTS-4 in der hypertrophen Zone der Wachstumsfuge von
Ratten nachgewiesen werden, was auf eine Rolle der Aggrekanasen bei der Mineralisierung
des Knorpels vermuten lasst (Mitani et al., 2006). Da die starkste Expression von ADAMTS-4
in den DNER Uberexprimierenden Zellen an Tag 7 nachgewiesen werden konnte und diese
zusatzlich doppelt so hoch war wie in den Kontrollvektorzellen, kénnte das den Einfluss von
DNER auf die Hypertrophie der Zellen unterstreichen. Auch das Expressionsprofil von
ADAMTS-5 deckte sich mit den Daten von Boeuf et al., (2012), da in beiden Ansatzen
lediglich eine Reprimierung im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Differenzierung
nachgewiesen werden konnte (4.6.4.6). Der Vergleich zwischen den pDNER und den
Kontrollvektorzellen ergab, dass in den DNER {berexprimierenden Zellen das
Expressionslevel von ADAMTS-5 bis auf Tag 14 insgesamt hdher lag. Dieser
Expressionsunterschied war an Tag 2 statistisch signifikant. Das DNER einen geringeren
Einfluss auf die ADAMTS-5 als auf die ADAMTS-4 Expression zeigt liegt vermutlich daran,
dass die beiden Aggrekanasen unterschiedlichen Regulationsmechanismen unterliegen.
Wahrend die ADAMTS-4 Expression durch die katabolen Zytokine IL-13 und TNFa, sowie
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den Wachstumsfaktor TGF- reguliert wird, konnte fur ADAMTS-5 sowohl eine konstitutive
Expression in humanem Knorpel als auch eine Zytokin induzierte Expression in den Spezies
Maus und Rind nachgewiesen werden (Koshy et al., 2002; Fosang et al., 2008). Dennoch
kdnnte das hohere Expressionslevel von ADAMTS-5 in den DNER Uberexprimierenden
Zellen im Zusammenhang mit der Hypertrophie des Gewebes stehen. Interessanterweise
untermauern auch die Ergebnisse der TIMP-3 Expression das destruktive Verhalten der
DNER Uuberexprimierenden Zellen. Bei TIMP-3 handelt es sich um einen Inhibitor der MMPs
als auch von einigen Mitgliedern der ADAMs und ADAMTS Familien. Innerhalb der vier
bislang bekannten Mitglieder der TIMPs (TIMP-1 bis 4) besitzt TIMP-3 das breiteste
Wirkungsspektrum (Gendron et al., 2003). Die TIMP-3 Expression nahm sowohl in den
Kontrollvektorzellen als auch in den pDNER Zellen kontinuierlich ab, mit dem Unterschied,
dass populationsabhangig eine starke Reprimierung der TIMP-3 Expression bei den pDNER

Zellen im Vergleich zu den Kontrollvektorzellen nachgewiesen werden konnte (4.6.4.7).

5.5 Diskussion der Methodik

Wie schon zuvor in Kapitel 5.3.3 erlautert wurde, konnte der deutliche Einfluss der
Transfektionsmethode auch in den hMSCs beobachtet werden. Vor dem eigentlichen
Versuchsbeginn wurde eine standardisierte in vifro Chondrogenese mit den kauflich
erworbenen humanen MSCs nach Herstellerangaben (Lonza Cologne GmbH, Koéin)
durchgeflhrt (4.6.1). Die Zellen wurden in Passage 2 geliefert und in Passage 4 mittels MSC
Differenzierungsmedium (2.5), welches TGF-R3 und Dexamethason enthielt, differenziert.
Eingesetzt wurden wie vom Hersteller empfohlen 250.000 Zellen pro Ansatz. Wie zu
erwarten, kam es zur Reduktion von Kollagen Typ | und Sox9, wohingegen die Expression
von Kollagen Typ X relativ konstant blieb. Kollagen Typ Il wurde auf mMRNA Ebene sehr stark
hochreguliert, konnte auf Proteinebene allerdings nicht nachgewiesen werden, da - wie sich
zu spaterem Zeitpunkt herausstellte - der Antikdrper nicht geeignet war. Dennoch konnte
anhand der vorliegenden Daten von einer erfolgreichen Chondrogenese ausgegangen
werden. Die Form der hMSC-Pellets war rund bis oval und die Zellen relativ homogen
verteilt. Im Vergleich zur standardisierten in vitro Chondrogenese der hMSCs mussten fir die
Nukleofektion der Plasmide mehr Zellen eingesetzt werden. Aufgrund der Beobachtungen
bei der Nukleofektion der humanen osteoarthrotischen Chondrozyten (4.4), bei welcher zum
Teil 70% tote Zellen pro Ansatz nachgewiesen werden konnten, wurden bei der
Differenzierung der hMSCs 300.000 Zellen pro Ansatz verwendet. Eine Reduktion der
Zellzahl fihrte dazu, dass sich keine hMSC-Pellets ausbilden konnten und lediglich tote
Zellen aufzufinden waren. Die Erhdhung der Zellzahl pro Ansatz fihrte zu einem weiteren

Problem. Um eine ausreichende Zellzahl fiir den Zeitverlauf von urspriinglich 28 Tagen
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gewabhrleisten zu kdnnen, mussten die Zellen um eine weitere Passage kultiviert werden. Ein
weiterer Passagierungsschritt kam hinzu, da die Zellen nach der Nukleofektion flr 24
Stunden ruhen sollten, bevor sie durch die Zentrifugation in einer 96well Platte flir die Pellet-
Formierung komprimiert wurden. Vom Hersteller ist eine Verwendung der Zellen bis Passage
5 empfohlen, was hier aufgrund der Zellzahimenge nicht eingehalten werden konnte und die
Zellen somit in Passage 6 differenziert wurden. Es ist zu vermuten, dass dies der Grund flr
die zum Teil nekrotischen Areale der Pellets des Zeitpunktes 28d war, weshalb diese nicht in

die Analyse mit einbezogen werden konnten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Osteoarthrose handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung, deren
Pathogenese mit der Degeneration des hyalinen Gelenkknorpels beginnt und sich wahrend
des Verlaufs auf weitere Teile des Gelenks ausbreitet. Neben dem altersbedingten
GelenkverschleiR sind Gelenkfehlstellungen, vorhergehende Verletzungen, Ubergewicht, das
weibliche Geschlecht aber auch genetische Faktoren wesentliche Risikofaktoren (Spector,
2004; Hunter und Felson, 2006). Die Osteoarthrose stellt weltweit ein immer starkeres
Okonomisches Problem dar, da der demographische Wandel die Anzahl der an
Osteoarthrose erkrankten Patienten erhéht, jedoch die Krankheit bis heute nicht heilbar ist.
Die TherapiemalRnahmen beschranken sich auf Schmerzreduktion und Erhalt der
Beweglichkeit, was in der Spatphase der Erkrankung meist mit dem Ersatz des betroffenen
Gelenks einhergeht (Bloom et al., 2008). Um die Symptome der Erkrankung zuklnftig besser
therapieren zu kénnen bzw. um den Erhalt des Gelenks zu ermdglichen, missen die
zugrundeliegenden molekularbiologischen Prozesse wahrend der Pathogenese besser
verstanden werden.

Um weitere Erkenntnisse Uber die pathogen veranderte Molekularbiologie wahrend der
Knorpeldegeneration zu erlangen, wurde in der vorhergehenden Arbeit von Geyer et al.,
(2009) eine vergleichende Genexpressionsanalyse makroskopisch ladierter und nicht-
ladierter Areale des osteoarthrotischen humanen Kniegelenkknorpels durchgefiihrt. Neben
vier weiteren Genen (IGFBP-3, WISP-1, DAF, CIF) konnte eine Uberexpression des
Wasserkanals AQP1 als auch des Notch-Liganden DNER in den makroskopisch ladierten

Bereichen beobachtet werden.

Darauf aufbauend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass der
Notch-Rezeptor-Ligand DNER auch auf Proteinebene eine erhéhte Expressionsrate in den
starker ladierten Knorpelarealen im Vergleich zu den weniger ladierten Bereichen aufweist.
Die erhéhte Expression war Uberwiegend in der Oberflachenzone zu beobachten, wo in
vorhergehenden Studien chondrozytare Vorlauferzellen lokalisiert werden konnten, welche
neben einem erhdhten Migrations- und Proliferationsverhalten auch eine erhdhte
Expressionsrate des Rezeptors Notch aufwiesen (Alsalameh et al., 2004; Dowthwaite et al.,
2004). Um den Einfluss von DNER auf den Kniegelenksknorpel untersuchen zu kdnnen,
wurde DNER in kultivierten humanen osteoarthrotischen und gesunden Chondrozyten
Uberexprimiert und der Einfluss auf unterschiedliche Stoffwechselparameter, aber auch auf
Mitglieder des Notch-Signalwegs untersucht. Die Uberexpression von DNER zeigte keinen
Einfluss auf die adulten Chondrozyten, was eine Expression von DNER in den

chondrozytaren Vorlauferzellen vermuten lie. Da diese Progenitorzellen in der Lage sind, zu
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Chondrozyten-ahnlichen Zellen zu differenzieren, wurde die Funktion von DNER innerhalb
der in vitro Chondrogenese untersucht. Hierflir wurden humane mesenchymale Stammzellen
mit einem DNER U(Uberexprimierenden Plasmid nukleofiziert und die Expression
unterschiedlicher Stoffwechselparameter, Transkriptionsfaktoren und Mitglieder des Notch-
Signalwegs analysiert. Dies ergab, dass DNER die Hypertrophie des Gewebes begiinstigte,
indem es zu einer deutlichen Uberexpression der Hypertrophie-Marker Kollagen Typ X und
von MMP13 in den DNER exprimierenden Zellen, sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene kam. Unterstrichen wurde dies durch die erhéhte Expression der
Aggrekanasen ADAMTS-4 und ADAMTS-5, welche ebenfalls mit dem hypertrophen
Phanotyp in Verbindung stehen (Thirunavukkarasu et al., 2007; Solomon et al., 2008). Die
DNER-Uberexprimierenden Zellen zeigten auch eine hoéhere Apoptoserate und eine
Reprimierung des MMP- und Aggrekanasehemmers TIMP-3. Ob der Einfluss von DNER
durch die Interaktion mit dem Rezeptor Notch einhergeht, misste in weiteren Studien naher
untersucht werden, da in den DNER Uberexprimierenden Zellen der Rezeptor Notch-1 leicht

reprimiert und im Gegensatz dazu der Rezeptor Notch-2 leicht hochreguliert wurde.

Obwohl AQP1 ebenfalls in der Oberflaichenzone des osteoarthrotischen Knorpels
nachgewiesen wurde, konnte der Einfluss von AQP1 auf die Expression unterschiedlicher
Stoffwechselparameter und Transkriptionsfakoren aber auch auf GerUstproteine, welche mit
dem Migrationsverhalten der Zellen in Verbindung stehen, nicht gezeigt werden. Da die
Chondrozyten eine Vielzahl an Transportkanalen besitzen, welche an der Volumenregulation
beteiligt sind, ist eine Kompensation des AQP1-Effektes als Ursache hierfir denkbar
(Barrett-Jolley, 2010).
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7. SUMMARY

Osteoarthritis is a multifactorial joint disease which is based on the degeneration of the
hyaline cartilage but also affecting other parts of the joint. Beside the age-related
degeneration of the joint, other causes including previous injuries, overweight, female gender
and genetic factors are key risk factors (Spector, 2004; Hunter and Felson, 2006).
Osteoarthritis represents a substantial economic problem due to the demographic change
and the associated increasing number of patients to be expected in the future. The disease is
still incurable, and the therapeutical options are limited to pain relief and to the maintenance
of physical mobility (Bloom et al., 2008). To avoid joint replacement surgery and treatment
options of the osteoarthritic symptoms, the underlying pathogenic processes have to be

better understood.

In the previous work of Geyer et al., (2009) a differential gene expression analysis of
macroscopically intact versus affected human OA articular cartilage samples was performed.
It was found that beside four other genes (IGFBP-3, WISP-1, DAF, CIF) the genes for the
water channel AQP1 and the notch-receptor-ligand DNER were upregulated in the affected

areas.

Based on the previous results we could show for the first time that the DNER protein is
overexpressed in the superficial zone of the macroscopically affected articular cartilage. Next
we overexpressed DNER in cultured osteoarthritic and normal human chondrocytes and
analysed the influence on specific cartllage metabolic parameters and members of the notch-
signaling pathway. Because there were no measurable effects on mature chondrocytes we
assumed that DNER could be expressed in mesenchymal progenitor cells located in the
superficial zone of the articular cartilage. These cells differentiate to chondrocyte-like cells
and have a high potential for migration and proliferation. Additionally Dowthwaite et al.,
(2004) showed that these progenitor cells overexpress Notch-1.

To investigate the role of DNER on these chondrocyte-like cells, we overexpressed DNER in
human mesenchymal stem cells and measured matbolic- and transcription factors and
members of the notch-signaling during in vitro chondrogensis. The result of the experiment
was that DNER favored the hypertrophic phenotype of the tissue by upregulating collagen
type X and MMP13. The results were supported by the upregulation of the aggrecanases
ADAMTS—4 and ADAMTS-5, which are known to be associated with the hypertrophic
phenotype (Thirunavukkarasu et al., 2007; Solomon et al., 2008). The DNER expressing
cells also showed a higher rate of apoptosis and a reduction of the main MMP- and

aggrecanase inhibitor TIMP-3. If DNER interacts with the receptor Notch has to be examined

156



SUMMARY

in further studies, since there was only a slight downregulation of Notch-1 and an

upregulation of Notch-2 in the DNER-expressing cells.
Although AQP1 was expressed in the superficial zone of the articular cartilage of OA

patients, we could not observe any influence on metabolic parameters, transcription factors

or on structure proteins known for a role on cell migration.
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9.1 Abkilirzungsverzeichnis

AEC 3-amino-9-ethylcarbazole

AMV avian myeloblastosis virus

APS Amoniumperoxodisulfat

AQP Aquaporin

BMP bone morphogenetic protein

bp Basenpaare

BSA bovines Serum Albumin

CASK calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase
CMmv Cytomegalovirus

CFlI complement factor |

Coll Kollagen Typ

COX Cyclooxygenase

ct cycle treshold

DAF decay accelerating factor, CD55
dH,O destilliertes Wasser

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNER Delta/Notch like EGF-related receptor
cDNA complementary DNA

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF epidermal groth factor

EZM extrazelluldre Matrix

FCS fetales Kélberserum

FGF fibroblast growth factor

for forward

g Gramm sowie Erdbschleunigung
GAG Glykosaminoglykan

GFP green fluorescent protein

h Stunde

HBSS Hank's Balanced Salt Solution

HE Hamatoxylin-Eosin

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
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g

IGF
IGFBP
IHC

IPTG
kDa
LB

mA

mM

mm

min

MMP
MT-MMP

Mg

I

ng

nm
nmol
NPA
OA
oD
PBS
PCR
PVDF
gRT-PCR
RA

rev

RF
mRNA
siRNA
rem
RT

SDS
SOX

Immunglobulin

insulin-like growth factor
insulin-like growth factor binding protein
Immunhistochemie
Interleukin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kilodalton

Luria broth

molar; Molekilgewicht
Miliampere

Milimolar

Milimeter

Minute
Matrix-Metalloproteinase
membrane-type MMP
Mikrogramm

Mikroliter

Nanogramm

Nanometer

Nanomol
Asparagin-Prolin-Alanin
Osteoarthritis

optische Dichte
phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion
Polyvinylidenfluorid
quantitative real-time PCR
Rheumatoide Arthritis
reward

Regulationsfaktor
messenger RNA

small interfering RNA
rotations per minute
Reverse Transkriptase
Sekunde

SodiumDodecyl Sulfate/Natriumlaurylsulfat

sex determining region Y (SRY)- box
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SRY

Ta

TAE
TBST
TEMED
TGF
TIMP
TMA
TNF
TNFSF10
Tris

U

Vv
VEGF
WB
WISP
ZNS

sex determining region of Y
annealing Temperatur
Tris-Acetat-EDTA

tris buffered saline with tween
Tetramethylethylendiamin
transforming growth factor

tissue inhibitors of metalloproteinase
tissue microarray analysis
Tumornekrosefaktor

tumor necrose factor (ligand) superfamily, member 10
Tris(hydroxymethyl-aminomethan)
Unit

Volt

vascular endothelial growth factor
Western Blot

Wht-induced signaling protein

Zentralnervensystem
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