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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Zusammenhange zwischen Adipositas und Gelenkerkrankungen

2008 griindete die Bundesregierung ,IN FORM “, eine Initiative flr gesunde
Ernahrung und mehr Bewegung in der Bevolkerung. Der Aktionsplan hat
das Ziel, die Menschen zu einem gesiinderen Lebensstil zu motivieren und
somit die Ausgaben des Gesundheitssystems zu reduzieren. Bislang gibt es
37 Millionen (bergewichtige Bundesbiirger. Ubergewicht und Adipositas
sind eine immer starker werdende gesundheitliche Bedrohung. Vor allem in
den Industrienationen flihrt ein ungesunder Lebensstil zu zahlreichen Wohl-
standserkrankungen wie Diabetes mellitus Typ II, Stoffwechselstérungen
und Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Laut eines Berichts der WHO aus dem
Jahr 2000 ist Adipositas inzwischen zu einem so stark wachsenden Gesund-
heitsrisiko geworden, dass sogar die traditionellen Probleme wie Unterer-
nahrung und Infektionskrankheiten in den Schatten gestellt werden (WHO
2000).

Osteoarthrose ist ebenfalls eine durch Ubergewicht verursachte Erkrankung.
Auf dem ,Joint German Congress of Orthopaedics and Trauma Surgery
der 2006 in Berlin stattfand, wurde eine Metaanalyse publizierter Studien
veroffentlicht, welche die eindeutigen Wechselwirkungen zwischen Adiposi-
tas und der Entstehung degenerativer Gelenkerkrankungen belegt. Dabei
sind nicht nur die Gewicht-tragenden Gelenke wie Hift-, Knie- und Fussge-

lenke betroffen, sondern auch die Hand- und Fingergelenke (Oliveria et al.
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1999). Diese Tatsache lasst darauf schlieBen, dass die Knorpeldegradation
nicht nur durch eine mechanische Uberbelastung bedingt ist. Vielmehr
spielt auch die systemische Freisetzung metabolischer Faktoren eine bedeu-
tende Rolle in der Krankheitsentwicklung.

Das Fettgewebe ist im menschlichen Koérper allgegenwartig. Es dient als
Speicherfett, zur Warmeisolation und als mechanischer Schutz. Studien zei-
gen nun, dass dieses zusatzlich zu den oben genannten Funktionen als im-
munologisches, endokrines und parakrines Organ fungiert. Man geht davon
aus, dass die Fettzellen, auch Adipozyten genannt, ebenfalls in der Lage
sind, sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Molekiile zu produzieren
und freizusetzen. Diese Mediatorproteine werden unter dem Befriff ,Adi-

n

pozytokine “ zusammengefasst (Fantuzzi 2005). Das Zusammenspiel von
Komplementfaktoren, Wachstumsfaktoren und den Adipozytokinen bedingt
eine komplexe Interaktion zwischen dem Fettgewebe und den entziindeten

Gelenken (Ehling et al. 2006).

1.2 Osteoarthrose und rheumatoide Arthritis - Epidemiologie, Pa-

thophysiologie und deren Erscheinungsformen

Osteoarthrose (OA) und rheumatoide Arthritis (RA) gelten als zwei der meist
verbreiteten Gelenkerkrankungen in den Industrienationen. Weltweit leiden
etwa 100 Millionen Menschen unter degenerativ bedingten Rickenschmer-
zen, OA und RA. Der Krankheitsverlauf ist meist progressiv, in fortgeschrit-

tenem Stadium mit starken Schmerzen assoziiert und fuhrt bereits nach we-
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nigen Jahren zu musculoskeletalen FunktionseinbuBen. Dies hat nicht nur
einen groBen Einfluss auf die Sozialstrukturen, sondern bedingt durch die
erhdhte Bevolkerungsmorbiditat, auch einen starken Anstieg der Behand-
lungskosten in den Gesundheitssystemen der westlichen Lander (Hunter et
al. 2014). Momentan betragen diese 200 Milliarden US-Dollar pro Jahr (Ma
et al. 2014).

OA ist eine degenerative Gelenkerkrankung, deren Progression hauptsach-
lich durch den Grad der pathologischen Veranderungen des Gelenkknorpels
bestimmt wird. Durch eine Fehlbelastung des Gelenks kommt es zu einer
Schadigung der Knorpelzellen, die mit einer GefaBeinsprossung aus dem
subchondralen Knochen einhergeht. Ebenso ist eine fortschreitende Kalzifi-
kation des Knorpelgewebes mit Verschiebung der Mineralisierungsfront,
auch Tidemark genannt, festzustellen (Houard et al. 2013). Die Degradation
der hyalinen Knorpelstruktur und die darauf folgende Bildung funktionell
minderwertigen Faserknorpels sowie das Auftreten subchondraler osteo-
phytarer Veranderungen sind typische Kennzeichen fiir den progressiven
Verlauf der OA.

Die Wahrscheinlichkeit, an OA zu erkranken, nimmt mit steigendem Alter zu.
Als haufigste Manifestationsorte der Erkrankung gelten die Knie- und Huft-
gelenke, die Fingergelenke sowie die Gelenke der Lumbosakralregion. Nach
Schatzungsangaben der WHO leiden nach Erreichen des 60. Lebensjahres

9,6 % aller Manner und 18,0 % der Frauen weltweit unter einer symptomati-
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schen OA. 80 % der OA-Patienten klagen Uber Bewegungseinschrankungen,
wahrend 25 % der Erkrankten bereits arbeitsunfahig sind (Woolf und Pfleger
2003). Man unterscheidet die primare, idiopathische Arthrose, die ohne er-
kennbare Ursache und meist durch genetische Faktoren bedingt auftritt,
von der sekundaren Arthrose, welche sich nach Traumata oder aufgrund
von Fehlstellungen, Adipositas und Uberbelastung manifestiert (Lee et al.
1974). Die ersten Symptome sind Anlauf-, Ermidungs- und Belastungs-
schmerzen, gefolgt von Nacht- und Dauerschmerzen sowie Bewegungsein-
schrankungen. Mit fortschreitendem Krankheitsverlauf kommt es dann zu
Gelenksverdickung, Deformierung, Muskelatrophie und Muskelkontrakturen
(Hunter und Felson 2006). Ist das Gelenk entziindet, spricht man von akti-
vierter Arthrose. In diesem Fall ist das Gelenk iberwarmt, oft druckschmerz-
haft und bei auftretendem Gelenkerguss zusatzlich geschwollen.

Die RA ist eine autoimmun bedingte chronische Systemerkrankung, welche
sich in der Regel als Polyarthritis manifestiert. In diesem Fall sind sowohl die
Gelenke als auch das umgebende Gewebe, die Muskeln und die Sehnen be-
troffen (Feldmann et al. 1996). Die Erkrankung tritt gehduft zwischen dem
20. und 40. Lebensjahr auf. Durch die Einwanderung fehlgesteuerter Im-
munzellen in das Knorpelgewebe kommt es zu einem Entziindungsprozess,
der zur Bildung eines Gewebe-Pannus an der Gelenkinnenhaut fiihrt (Chen
et al. 2013). Dieser Tumor-ahnliche Pannus bedingt daraufhin durch die

Freisetzung proteolytischer Enzyme und eine aggressive Gewebeinfiltration
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die Destruktion von Knorpel und Knochen. Das Resultat dieses Entzin-
dungsprozesses sind fortschreitende Gelenksdeformierungen mit einherge-
henden Bewegungsschmerzen. Die diagnostischen Kriterien des American
College of Rheumatology, die fiir ein Vorliegen der Krankheit sprechen, sind
Morgensteifigkeit, Gelenkschwellung, Arthritis der Hand-und/oder Finger-
gelenke, symmetrischer Gelenkbefall, auftretende Rheumaknoten, der
Nachweis von Rheumafaktoren im Serum und gelenknahe Osteoporose o-
der Erosionen im Rontgenbild.

Laut Angaben der WHO liegt die Pravalenz der Erkrankung zur Zeit zwi-
schen 0,3 % und 1,0 %. Menschen aus Industrienationen, insbesondere
Frauen, sind am haufigsten betroffen. Durch den fortschreitenden Krank-
heitsverlauf sind zehn Jahre nach Krankheitsbeginn bereits 50 % der Patien-
ten aufgrund korperlicher FunktionseinbuBen nicht mehr in der Lage, am
Arbeitsleben teilzunehmen. Die Anzahl der Patienten mit RA nimmt mit 5-50

auf 100.000 Neuerkrankungen pro Jahr stetig zu (Scott et al. 2010).

1.3 Veranderungen des Knorpelgewebes im Rahmen von Ge-
lenkerkrankungen

1.3.1 Aufbau und Funktion des Knorpelgewebes

Der Gelenkknorpel ist ein Stitzgewebe. Er besteht meist aus hyalinem
Knorpel, der hauptsachlich aus Kollagen Typ II, IX, XI und einer Interzellu-

larsubstanz gebildet wird. Diese verleiht dem Gewebe eine hohe Druck- und
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Zugfestigkeit (Poole 1997). Zum Schutz der Gelenkflachen liberzieht der Ge-
lenkknorpel die Enden miteinander artikulierender Knochen. Die Oberflache
des Knorpelgewebes ist mit Gelenkflissigkeit (Synovia) bedeckt, die der Er-
nahrung der Knorpelzellen (Chondrozyten) dient und gleichzeitig eine rei-
bungsfreie Beweglichkeit der Gelenke erméglicht (Tamer 2013). Das Knor-
pelgewebe besteht aus einer zellularen Komponente, den Chondrozyten,
die in eine extrazellulare Matrix (ECM) aus Wasser (70 %), Proteoglykanen
und Hyaluronsaure eingebettet sind. In gesundem Zustand ist das Gewebe
frei von Nerven und Gefallen. Aufgrund der Avaskularitat des Knorpelgewe-
bes erhalten die Chondrozyten sowohl Sauerstoff als auch Nahrstoffe lGber
Transporter oder freie Diffusion aus der Gelenkkapsel, der Synovialfliissig-
keit und dem subchondralen Knochen (Villalvilla et al. 2013, Wang et al.
2013). Die Zellen sind an diese hypoxische Umgebung angepasst. Studien
zeigen, dass das hypoxische Milieu sogar protektiv wirkt und im Tierversuch
zu einer geringeren Freisetzung Matrix-abbauender Enzyme fihrt. AuBer-
dem bewirken hypoxische Bedingungen im Vergleich zur Normoxie eine
gesteigerte Produktion von Kollagen II und dem Proteoglykan Aggrecan
(Strobel et al. 2010). Nichtsdestotrotz liegt die Halbwertszeit von Aggrecan
bei 120 Tagen, wahrend die Halbwertszeit des Kollagen II sogar bei 120 Jah-
ren liegt (Houard et al. 2013). Ein Grund fir diese langen Halbwertszeiten ist

der herabgesetzte Stoffwechsel gesunder Chondrozyten, welche, sobald sie
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ausdifferenziert sind, in einen postmitotischen Ruhezustand verfallen
(Nilsson et al. 2007).

Obwohl das Knorpelgewebe eine einfache Struktur aufweist, ist es dennoch
ein sehr komplexes Gewebe, das sich, den verschiedenen Regionen entspre-
chend, durch unterschiedliche Matrixzusammensetzung, Organisation und
Genexpression auszeichnet (Grogan et al. 2014). Das Knorpelgewebe wird in
vier Zonen unterteilt. Die superfizielle Zone besteht aus gekreuzt verlaufen-
den Kollagenfibrillen sowie einem hohen Gehalt an Decorin und einem ent-
sprechend geringeren Gehalt an Aggrecan (Poole et al. 1996). Die Chondro-
zyten dieser Knorpelregion sind klein und abgeflacht (Hunziker et al. 2002).
Darauf folgt die mittlere Zone, in welcher die Kollagenfibrillen etwas dicker
sind und strahlenférmig verlaufen. Die Chondrozyten sind in diesem Bereich
nicht mehr flach, sondern rundlich (Youn et al. 2006). An dritter Stelle liegt
die tiefe, radidare Zone. Auch hier verlaufen die Kollagenfibrillen strahlen-
formig. Die Bundel sind jedoch dicker als zuvor in der mittleren Zone. Sie
umgeben die Chondrozyten, die nicht mehr frei im Gewebe verteilt sind,
sondern in Saulen- oder Nester-Form gruppiert vorliegen (Kouri et al. 1996).
Als letztes folgt die mineralisierte Zone. Diese befindet sich direkt unterhalb
der Tidemark, der Mineralisierungsfront des Knorpels, und oberhalb des
subchondralen Knochens. Die T7idemark bleibt auch nach Verschluss der
Wachstumsfugen bestehen und fungiert fortan als mechanischer Puffer zwi-

schen mineralisiertem und nicht-mineralisiertem Knorpel (Lyons et al. 2006).
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Von der superfiziellen Zone bis hin zur mineralisierten Zone nimmt die Zell-
dichte von oben nach unten hin ab, wahrend der Gehalt an Proteoglykanen
entsprechend ansteigt. Das Kollagennetzwerk der interzellularen Matrix ist
fur die Zugfestigkeit verantwortlich. Die Druckfestigkeit des hyalinen Knor-
pels wird durch den hohen Anteil an Aggrecan gewahrleistet (Poole et al.
2001). Diese raumliche Matrixorganisation ermdglicht die Absorption und
Dampfung auBerer mechanischer Krafteinwirkungen. Trotz allem ist die me-
chanische Last sehr wichtig fiir die Stoffwechselhomoostase, da diese die
Diffusion und Nahrstoffverteilung im Knorpelgewebe anregt. Studien bele-
gen, dass eine langerfristige Immobilisation das Entstehen von Gelenkscha-
den beglnstigt (Buckwalter und Mankin 1998). Im Gegensatz dazu soll Be-
wegung den Proteasenanstieg und einen damit einhergehenden Knor-
pelabbau verhindern.

In-vitro-Experiment zeigte, dass leichte zyklische mechanische Belastung
einer durch IL1 und TNFa induzierten Entziindung mit kataboler Stoffwech-

selantwort der Chondrozyten entgegenwirken kann (Leong et al. 2011).

1.3.2 Subklinische Entziindungen als Ausloser der Knor-
peldegradation

Im Rahmen der Gelenkerkrankungen wird die Krankheitsprogression durch
den Grad der Knorpeldegradation entscheidend beeinflusst. Diese Tatsache

trifft sowohl in Bezug auf die OA als auch hinsichtlich der RA zu. Die Ausl6-
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ser fir diesen Prozess konnen sehr vielfdltig sein, wie zum Beispiel eine ge-
netische Pradisposition, immunologische Prozesse, Traumata, metabolische
Erkrankungen oder der mit dem Alter einhergehende Gelenkverschleil3. Al-
len Faktoren gemeinsam ist jedoch ein Ungleichgewicht im Stoffwechselme-
chanismus der Chondrozyten des betreffenden Gelenkknorpels. Diese Dys-
balance hat eine gesteigerte Expression und eine vermehrte Aktivitat prote-
olytischer Enzyme zur Folge (Nagase und Kashiwagi 2003). Zytokine, Che-
mokine, Adipokine und viele weitere Mediatoren fiihren zur Induktion intra-
zellularer Signalwege, die im Zusammenspiel mit den umgebenden Struktu-
ren zu einer subklinischen lokalen oder systemischen Entziindung fiihren
(Malemud 2010).

Im Verlauf dieser Arbeit wird im Folgenden diskutiert werden, inwiefern die-
se Entziindungsreaktionen fiir den Abbau und die Zerstérung des Gelenk-
knorpels verantwortlich sind.

Wie bereits unter 1.1.1 beschrieben, wurde die OA lange zu den rein dege-
nerativen Gelenkerkrankungen gezahlt. Trotz allem kommt es auch in den
durch OA veranderten Gelenken zu Entziindungsreaktionen (Kobayashi et
al. 2005). Wahrend man im Rahmen der RA von einer immunologisch be-
dingten chronischen Entziindung als Ursache der Gelenkdeformation aus-
geht, fuhrt im Fall der OA eine Reizung des Gelenkknorpels durch mechani-
sche Uberbelastung, oxidativen Stress und andere inflammatorische Media-

toren ebenfalls zu Entziindungsreaktionen (Loeser 2008).
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Im Gegensatz zur RA manifestiert sich die Gelenkentziindung, die im Krank-
heitsverlauf der OA auftritt, in der Regel nicht systemisch. Allgemeine Ent-
ziindungszeichen wie Gelenkschmerz und eine sichtbare Schwellung des
Gelenks sind jedoch vorhanden. Im friihen Krankheitsverlauf ist auch eine
intraartikulare Entzindung im Rahmen einer Synovitis nachzuweisen (Ghosh
und Cheras 2001, Pearle et al. 2007). Es kommt zu einem Anstieg proin-
flammatorischer Zytokine, Chemokine, Adipozytokine und anderer Entziin-
dungsmediatoren in der Synovialflissigkeit der erkrankten Patien

ten. In Bezug auf die RA und die OA ist der Ursprungsort dieser Mediatoren
jedoch unterschiedlich. In der Pathogenese der RA bildet die entziindete
Gelenkkapsel die eigentliche Quelle der Zytokine. Die OA ist zwar auch
durch eine episodische Synovitis gekennzeichnet, doch die Entziindungs-
mediatoren werden in diesem Fall hauptsachlich von den aktivierten Chond-
rozyten selbst produziert (Benito et al. 2005).

Sowohl in RA- als auch in OA-Gewebe kann ein signifikanter Anstieg der
IL1- und der TNFa-Freisetzung gemessen werden. Als Antwort auf diese
proinflammatorischen Zytokine steigern die Chondrozyten die Produktion
von Matrix-abbauenden Proteinasen, Prostaglandin, Stickstoffmonoxid und
weiteren Entziindungsmediatoren (Loeser 2006). Zusatzlich fiihrt eine Hoch-
regulation der NF-kB- sowie der MAPK-Signalwege zu einer vermehrten Ex-
pression proinflammatorischer Gene und Proteine (Berenbaum 2004). IL1,

TNFa und Knorpelgewebe-abbauende Proteinasen wie MMP1, MMP3,

10
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MMP8 und MMP13 lassen sich sowohl in der erkrankten Matrix von OA- als
auch von RA-Gelenken nachweisen (Fraser et al. 2003, Tetlow et al. 2001).

Die zellularen und biochemischen Mechanismen hinter den Krankheitsbil-
dern der OA und der RA sind daher sehr verschieden. Doch in beiden Fallen
bewirkt eine Entziindungsreaktion ein Ungleichgewicht im Knorpelstoff-
wechsel. Der Verlust der Stoffwechselhomdostase veranlasst die vermehrte
Freisetzung proteolytischer Enzyme und fiihrt auf diese Weise zu einer Zer-

storung des Gelenkknorpels.

14 Therapeutische Behandlungsansatze

1.4.1 Bisherige Leitlinientherapie

Sobald die Diagnose der rheumatoiden Arthritis gestellt ist, sollte laut den
Leitlinien zur Behandlung Rheumatoider Arthritis eine Therapie mit klassi-
schen DMARDs eingeleitet werden. Die DMARDs sind eine heterogene
Gruppe an Immunmodulatoren mit unklarem Wirkungsmechanismus und
ausgepragten Nebenwirkungen. Da die Erkrankung zu einer progressiven
Knorpel- und Knochenzerstérung fihrt, bedeutet eine Verzégerung des Be-
handlungsbeginns einen schlechteren Langzeitverlauf. Bei einem GroBteil
der Patienten fuhrt die DMARD-Therapie zur Krankheitsremission oder zu-
mindest zu einer Verminderung der Krankheitsprogression (Lard et al.

2001). Em-
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pfohlene Kombinationspraparate sind Glukokortikoide, Biologika, Analgeti-
ka und Antiphlogistika. Zusatzlich fliihren auch Krankengymnastik, physikali-
sche Therapien und Ergotherapie zu einer Verbesserung der Krankheits-
symptomatik. Schwerste Gelenkveranderungen wie eine zunehmende Knor-
pelzerstorung, einhergehend mit Ruheschmerzen, kénnen auch operativ
versorgt werden. Das Einsetzen einer Endoprothese fiihrt in diesem Fall zur
Schmerzreduktion sowie zur verbesserten Beweglichkeit und Gelenkstabili-
tat. Abgesehen von einer Operation als ultima ratio, hat die Einflihrung ei-
ner frihzeitigen Biologika-Therapie den Krankheitsverlauf der RA bereits
sehr verbessert (Kyburz et al. 2011). Trotz des stetig zunehmenden Einsatzes
dieser Biopharmazeutika ist deren Nebenwirkungsprofil bislang jedoch noch
sehr groB (Codreanu und Damjanov 2015, van Vollenhoven 2009).

Ahnlich wie die RA ist auch die OA eine progressive Erkrankung. Der Krank-
heitsverlauf ist zu Beginn in der Regel asymptomatisch. Da Marker zur Frih-
erkennung fehlen, fiihrt dies dazu, dass die Erkrankung erst in bereits fort-
geschrittenem Stadium durch Bewegungsschmerzen und einen Verlust an
Mobilitat erkannt wird. Laut der Arzneimittelkommission der Deutschen Arz-
teschaft sind die Therapieziele von diesem Zeitpunkt an die Schmerzlinde-
rung, Entzindungsreduktion, Funktionsverbesserung und Verzégerung der
Krankheitsprogression. Die Behandlungsmdglichkeiten bieten eine Kombi-
nation aus allgemeinen MaBnahmen wie Gewichtsreduktion bei Uberge-

wicht, Physiotherapie sowie eine entziindungshemmende Schmerzmedika-
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tion. Keine der genannten TherapiemaBnahmen ist jedoch in der Lage, das
zerstorte Knorpelgewebe adaquat zu regenerieren, sodass auch im Fall der
OA als letzte Option der endoprothetische Gelenkersatz der Goldstandard
ist, um die Gelenkfunktion wieder herzustellen Johnson und Hunter 2014).

Durch die Avaskularitat des hyalinen Knorpels ist dessen eigene Regenerati-
onsfahigkeit sehr begrenzt. Sobald das Gewebe beschadigt ist, wird es ab-
gebaut und durch minderwertigen Faserknorpel ersetzt. Das Ziel therapeuti-
scher Interventionen ist es, eine Regeneration des hyalinen Knorpels zu er-
moglichen bzw. die Bildung eines Gewebes zu induzieren, das dem hyalinen
Knorpel in seinen mechanischen und biologischen Eigenschaften gleichwer-
tig ist. In vivo ist es bislang nicht moéglich, eine Stammzelllinie zur Produkti-
on hyalinen Knorpelgewebes anzuregen (Cucchiarini et al. 2014). Aus die-
sem Grund untersuchen wir eine Art chondrogener Reparatur-Zellen, die in
fortgeschrittenem Krankheitsstadium bereits im Knorpelgewebe von Patien-
ten mit OA bzw. RA vorhanden sind. Wir nennen diese Zellen chondrogene
Progenitorzellen (Schminke und Miosge 2014). Auf deren Erscheinungsform
und Funktion im Knorpelgewebe wird im Laufe dieser Arbeit weiter einge-
gangen werden. Trotz eines enormen Wissenszuwachses auf dem Gebiet
zelluldrer und biologischer Stoffwechselmechanismen ist die Bildung von
funktionellem, hyalinen Knorpelgewebe momentan noch eine grof3e Her-

ausforderung fir die Geweberegeneration (Kuo et al. 2006).
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1.4.2 Chondrogene Progenitorzellen

Chondrogene Progenitorzellen (CPCs) stellen eine besondere Zellpopulation
dar, die wahrend der Untersuchung geschadigten Knorpelgewebes entdeckt
worden ist und sich durch ihren Stammzellcharakter und ein hohes chond-
rogenes Potenzial auszeichnet. Die Zellen finden sich im Reparaturgewebe
des menschlichen Gelenkknorpels in den spaten Stadien der OA sowie im
Knorplelgewebe der Patienten mit fortgeschrittener RA (Koelling et al. 2009,
Schminke und Miosge 2014). In gesundem Knorpelgewebe sind diese Zellen
nicht nachweisbar (Koelling und Miosge 2010). Es wird vermutet, dass die
CPCs im Rahmen der Knorpelschadigung tber die sich bildenden Licken in
der 7idemark und einsprossende Gefalle vom Knochenmark in das Knorpel-
gewebe einwandern (Koelling und Miosge 2009). Nach der Isolation einer
Progenitor-Zellpopulation aus humanem OA-Gewebe gelang es, diese uber
Migrationsversuche, RT-PCR, Immunzytochemie und FACS-Analyse zu cha-
rakterisieren. Trotz eines heterogenen Musters an Oberflaichenmarkern las-
sen sich auf allen Zellen die Stammzellmarker CD29, CD73, CD105 und
STRO-1 nachweisen. Des Weiteren zeigen alle Zellen in vitro sowie ex vivo
ein sehr hohes Migrationspotential, das sie von den Chondrozyten der su-
perfiziellen Knorpelzone deutlich abgrenzt. Zusatzlich ist es liber verschie-
dene Mediatoren maéglich, die CPCs sowohl zu Chondrozyten und Osteo-
blasten als auch zu Adipozyten zu differenzieren. Der Differenzierungspro-
zess zwischen chondrogener und osteoblastarer Zelllinie wird insbesondere
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durch das Zusammenspiel der Transkriptionsfaktoren RUNX2 und SOX9 be-
stimmt. Wird RUNX2 herunterreguliert, fihrt dies zu einem starken Anstieg
des chondrogenen Potenzials. Es kommt zur Uberexpression von SOX9, ein-
hergehend mit einer vermehrten Produktion von Kollagen II und Aggrecan.
Im Umkehrschluss flihrt das Herunterregulieren von SOX9 zu einem Anstei-
gen von RUNX2 mit gleichzeitiger Aktivierung osteoblastarer Stoffwechsel-
prozesse. Wahrend der Untersuchung der CPCs aus dem geschadigten Ge-
lenkknorpel der Patienten mit RA fiel auf, dass diese Zellen stark durch In-
terleukine beeinflusst werden. Die Interleukine stammen vor allem aus dem
entziindeten Gewebe des erkrankten Gelenks. Durch die Entstehung des
inflammatorischen Umgebungsmilieus setzten die CPCs daraufhin vermehrt
Matrix-Metalloproteinasen und proinflammatorische Zytokine frei. Dem
Verlust des chondrogenen Potenzials kann durch die Gabe anti-
inflammatorischer Agenzien entgegengewirkt werden. Dies verdeutlicht die
Bedeutsamkeit der Wirkung inflammatorischer Mediatoren auf die CPCs
(Schminke und Miosge 2014). Somit werden nicht nur neue Einblicke in die
Biologie von Progenitorzellen gewonnen, sondern ebenfalls die Grundbau-
steine flr eine potenzielle regenerative Zell-basierte Therapie der OA und
der RA gelegt. Denn objektiv betrachtet ist es sehr viel effizienter und siche-
rer, bereits im Gewebe vorhandene Zellen zur Regeneration anzuregen, als

exogene Zellpopulationen in das geschadigte Gewebe einzusetzen.

1.5 Das Fettgewebe
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1.5.1 Das Fettgewebe als endokrines Organ

Die Adipozyten des Fettgewebes galten lange Zeit als rein fettspreichernde
Zellen. Innerhalb der letzten Jahre wurde diese Ansicht jedoch revolutio-
niert, sodass dem Fettgewebe inzwischen zusatzlich die Funktion eines en-
dokrinen Organs zugeschrieben wird (Mohamed-Ali et al. 1998). Uber die
Freisetzung sogenannter Adipozytokine, wie zum Beispiel Adiponektin, Lep-
tin, Resistin, sowie IL6 und TNFa greifen die Adipozyten in den menschli-
chen Stoffwechsel ein. Auf diese Weise beeinflussen sie zum Beispiel das
Appetitempfinden, die Glukose-Homeostase und die Insulin-Sensitivitat.
Des Weiteren wird den Adipozytokinen ebenfalls eine entziindungs- und
immunmodulierende Wirkung zugesprochen (Conde et al. 2011, Fiaschi et
al. 2014). In diesem Rahmen scheinen auch Gelenkerkrankungen wie die Os-
teoarthrose und die Rheumatoide Arthritis durch die Fettgewebsmediatoren
beeinflusst zu werden.

Die Adipozytokine werden hauptsachlich aus den Fettgewebszellen freige-
setzt. Sie konnen jedoch auch von den Gelenkzellen selbst, insbesondere
von den Chondrozyten produziert werden, sofern diese durch mechanische
oder inflammatorische Stimuli dazu angeregt werden. Die Interaktion der
Chondrozyten mit den Adipozytokinen, sowohl isoliert als auch in Kombina-
tion mit anderen inflammatorischen Zytokinen, fiihrt zur Freisetzung weite-

rer Entziindungsmediatoren und Knorpel-zerstorender Enzyme. Es kommt
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zu einem Teufelskreis, einhergehend mit einer stetig fortschreitenden Knor-

peldegradation (Houard et al. 2013).

1.5.2 Adiponektin als potentiell anti-inflammatorisches Adipozytokin

Adiponektin ist ein Adipozytokin, das hauptsachlich von ausdifferenzierten
Fettgewebszellen sezerniert wird. Im Gewebe adipdser Patienten kommt es
zu einer verminderten Adiponektinausschiittung, wahrend eine Gewichtsre-
duktion zu einer gesteigerten Adiponektinfreisetzung fuhrt. Im menschli-
chen Blut liegt es mit einer Konzentration von 5-10 pg/ml vor und stellt 0,01
% aller Serumproteine dar (Challa et al. 2010). Adiponektin kann in ver-
schiedenen Isoformen auftreten. Die haufigsten Isoformen im menschlichen
Serum sind die low-molecular-weight- (LMW) und die high-molecular-
weight- (HMW) Varianten. Bislang konnten drei Adiponektinrezeptoren, T-
Cadherin, AdipoR1 und AdipoRz2, identifiziert werden. T-Cadherin ist bislang
vor allem innerhalb von Endothelien beschrieben worden (Parker-Duffen et
al. 2013). AdipoR1 wird hauptsachlich im Skelettmuskel exprimiert, wahrend
AdipoR2 groBtenteils in der Leber zu finden ist. Trotz allem sind beide Re-
zeptoren in vielen weiteren Zelltypen und Geweben wie in den Synovialzel-
len, im Gelenkknorpel und im Knochen koexprimiert. Die Wirkung des Adi-
ponektins wird hauptsachlich tiber die MAPK- und NF-kB-Signalwege ver-
mittelt (Buechler et al. 2010, Koskinen et al. 2011). Entzindungsmediatoren

wie IL6 und TNFa oder auch Glukokortikoide wirken hemmend auf das Adi-
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ponektin, was darauf schlieBen lieBe, dass dieses primar eine anti-
inflammatorische Wirkung hat (Neumann et al. 2011). Die Funktionsweise
des Adiponektins und die Tatsache, ob dieses nun tatsachlich anti-
inflammatorisch oder pro-inflammatorisch wirkt, wird jedoch noch immer

kontrovers diskutiert (Gomez et al. 2009, Korkmaz 2012).

1.5.3 Leptin als pro-inflammatorisches Adipozytokin

Leptin ist ein 16 kDa groBes Protein, das 1994 als eines der ersten Adipozy-
tokine entdeckt wurde und somit einen voéllig neuen Blickwinkel auf die
Funktionen des weillen Fettgewebes eroffnete. Leptin wird durch das obe-
se-Gen kodiert und hauptsachlich von den Zellen des Fettgewebes freige-
setzt (Zhang et al. 1994). Die zirkulierenden Leptinlevel korrelieren direkt
mit dem Anteil des weiBen Korperfettgewebes. Bei auftretender Adipositas
sind diese somit erhoht. Sie werden durch die Nahrungsaufnahme, die Frei-
setzung von Sexualhormonen und Entziindungsmediatoren beeinflusst. Die
Leptin-zugehdrigen Rezeptoren sind die Ob (obese)- Rezeptoren, die
ubiquitar im Gewebe vorkommen. Durch Bindung an diese Rezeptoren wer-
den vor allem JAK- und MAPK-Signalwege aktiviert. In den Kernen des Hy-
pothalamus hemmt Leptin das Auftreten von Hungergefiihlen. AuBerdem
reguliert es den Fettstoffwechsel (Friedman und Halaas 1998). Des Weiteren

hat Leptin auch immunmodulatorische sowie proinflammatorische Eigen-
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schaften und spielt sowohl im Rahmen der RA als auch in Bezug auf die OA

eine bedeutende Rolle (Gomez et al. 2009).

1.6 Entwicklung des Dissertationsthemas

Die Idee fur dieses Projekt entstand im Rahmen der wissenschaftlichen Zu-
sammenarbeit unserer Arbeitsgruppe mit Prof. Dr. Mary B. Goldring vom
Weill Cornell Medical College in New York, USA, sowie durch den Informati-
onsaustausch mit Prof. Dr. Efrat Monsonego-Ornan und Prof. Dr. Arieh Gert-
ler vom Institute of Biochemistry and Nutrition der Hebrew University of
Jerusalem, Rehovot, Israel. Prof. Dr. Mary B. Goldring beschaftigte sich in
einer Arbeitsgruppe mit den im Zusammenhang der OA auftretenden Ent-
ziindungsprozessen und beschrieb Zytokine, Chemokine, Alarmine sowie
Adipozytokine als Ursache fur die Krankheitsprogression (Houard et al.
2013). Auch Prof. Dr. Efrat Monsonego-Ornan und Prof. Dr. Arieh Gertler
untersuchten in verschiedenen Arbeitsgruppen den Zusammenhang zwi-
schen Adipozytokinen und

dem Verhalten von Chondrozyten im Knorpelgewebe. Durch einen In-vitro-
Stimulationsversuch konnte gezeigt werden, dass Adiponektin in der Lage
ist, sowohl die Chondrozyten-Proliferation als auch deren Differenzierung
direkt zu stimulieren (Challa et al. 2010). In einem weiteren Projekt wurde
anhand eines In-vivo-Mausmodells die Leptinwirkung untersucht. Durch die

Gabe eines hochpotenten reversiblen Leptinantagonisten kam es zur Blo-
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ckade der pro-inflammatorischen Leptinwirkung mit einer Reduktion zirku-
lierender entziindungsfordernder Zytokine. Dies wirkte sich sowohl positiv
auf das Korpergewicht als auch auf die Knochenstruktur aus (Solomon et al.

2014).

1.7 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Die Adipozytokine stellen ein bedeutendes Bindeglied zwischen Adipositas,
entziindlichen Stoffwechselerkrankungen und Gelenkschadigungen bei OA
und RA dar.

In dieser Arbeit soll der Adiponektin- und Leptineinfluss auf CPCs unter-
sucht werden. Der Schwerpunkt der Untersuchungen liegt auf der Interakti-
on der CPCs mit zirkulierenden Entziindungsmediatoren. Bedingt durch die-
ses Wissen ermoglichen die Stimulationsversuche neue Einblicke in die Pro-
genitor-Zellbiologie. Das Ziel ist es, in Zukunft moglicherweise die Produkti-
on systemischer und lokaler Adipozytokine kontrollieren bzw. modulieren
zu koénnen. In Anbetracht dieser neuen Erkenntnisse ware man in der Lage,
die fur die Knorpelschadigung verantwortlichen Entziindungsreaktionen zu
reduzieren. Gleichzeitig wiirde man einen Angriffspunkt im Wirkmechanis-
mus der Progenitorzellen schaffen, welcher den Grundbaustein einer poten-

tiellen regenerativen Therapie darstellen kdnnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Medium

DMEM Medium  Gibco by life technologies Corporation

DMEM (1x) + GlutaMax

Paisley, United Kingdom

Nahrmedium DMEM Medium + 20% FCS

cilin/Streptomycin

2.1.2 Puffer und Losungen

SDS - Probenpuffer 3-fach 3,6 g Tris0,3M MG 121,14

9gSDS 9%

22,5 g Glycerin 22,5 %

SDS - Probenpuffer 5-fach 6,05 g Tris 0,5 M MG 121,14

15 g SDS 15 %

37,5 g Glycerin 37,5 %

Laufpuffer 5-fach 30,3gTris0,25M

+ Peni-
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Transferpuffer

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

142,6 g Glycin 1,9 M
50 ml SDS 10 %

mit H2O auf 1l auffillen

6,05 g Tris 25 mM

28,8 g Glycin 192 mM
400 ml Methanol 20 %
mit H20 auf 2 | auffillen

pH 8,3

151gTris0,5M
250 ml H20

mit HCl auf pH 6,8

45,49 1,5 M Tris
250 ml H20

mit HCI auf pH 8,9
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PBS 10%

TBS-T 10-fach

Blocklésung

Farbel6sung

Entfarbel6sung I

81,8 g NaCl

2,0 g KCL

16,0 g NA2HPO4

2,0 g KH2HPO4

mit H20 auf 1l auffillen

pH 7,4

24,2 g Tris 200 mM
876 gNaCl15M
mit H20 auf 1l auffillen

pH 7,4

Milchpulver 5 % in TBS-T

0,1 g Brilliant-Blau R250 0,1 %
50 ml Methanol 50 %
7 ml Essigsaure 7 %
mit H20 auf 100 ml auffillen
50 mL Methanol 50 %
7 mL Essigsaure 7 %

mit H>O auf 100 ml auffillen
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2.1.3 Chemikalien

Acrylamid Rotiphorese Gel 30 Roth

Aluminiumsulfat AppliChem
Ameisensaure Roth
Ammonium-Peroxidsulfat Roth

Brilliant Blau R250 Roth
Bromphenol Blau Roth

DEPEC Sigma-Aldrich
EDTA Roth
Essigsaure AppliChem
Ethanol absolut AppliChem
Glycerin Roth

Glycin AppliChem
HCI Merck
Isopropylalkohol Roth

KCI Merck
KH2HPO4 Merck
Methanol Roth
Milchpulver Roth
Na;HPO4 AppliChem
NaCl Sigma-Aldrich

Karlsruhe, DE

Darmstadt, DE

Karlsruhe, DE

Karlsruhe, DE

Karlsruhe, DE

Karlsruhe, DE

Steinheim, DE

Karlsruhe, DE

Darmstadt, DE

Darmstadt, DE

Karlsruhe, DE

Darmstadt, DE

Darmstadt, DE

Karlsruhe, DE

Darmstadt, DE

Darmstadt, DE

Karlsruhe, DE

Karlsruhe, DE

Darmstadt, DE

Steinheim, DE
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PBS Sigma-Aldrich Steinheim, DE
SDS Roth Karlsruhe, DE
TEMED Roth Karlsruhe, DE
Tris Roth Karlsruhe, DE
Tween Sigma-Aldrich Steinheim, DE
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Steinheim, DE
2.1.4 Reagenziensatze und Kits
Quanti Tect Reverse Transcription Kit Quiagen Venlo, NL
peqGOLD Total RNA Kit peqglab Erlangen, DE
SYBR-Green peqglab Erlangen, DE
PageRuler Thermo Fisher  Waltham, USA
2.1.5 Membranen und Fotochemikalien

Entwicklerlésung Kodak Rorchester, USA

Fixierlésung Kodak Rochester, USA

PVDF-Membran Millipore Darmstadt, DE
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2.1.6  Antikorper

Primar-Antikorper

Mouse Anti-human Adiponectin

PreproTech: ab437p
Herkunft: Maus, IgG, monoklonal
Verdliinnung: 1:250, 1h

Ob (F-3) Leptin AK

Santa Cruz: sc-48408
Herkunft: Maus, IgG, monoklonal
Verdunnung: 1:200, 1h

AdipoR1 (H-40) Adiponektin-Rezeptor AK

Santa Cruz: sc-99183
Herkunft: Kaninchen, IgG, polyklonal
Verdinnung: 1:100, 1h

Ob-R (H-300) Leptin-Rezeptor AK

Santa Cruz: sc-8325
Herkunft: Kaninchen, IgG, polyklonal
Verdinnung: 1:100, 1h

26



Material und Methoden

Sekundar-Antikorper Donkey Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 555

Abcam: ab150074
Herkunft:  Esel, gerichtet gegen Kaninchen,
IgG, polyklonal

Verdinnung: 1:1000, 30-60 min

Goat Anti-Mouse IgG, Alexa Fluor 555

Abcam: ab150114
Herkunft:  Ziege, gerichtet gegen Maus,
IgG, polyklonal

Verdunnung: 1:1000, 30-60 min

2.1.7 Stimulationsproteine

Active human Adiponectin full length protein

Abcam: ab157078
Herkunft;: HEK 293 Zellen, human, rekombinant

Verdinnung: 500 ng/ml

Human Leptin full length protein
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Abcam: ab13987
Herkunft: Aminosauresequenz, human, rekombinant

Verdiinnung: 100 ng/ml

2.1.8 Primerliste

Tabelle 1: Primer, die zur Durchfithrung der PCR verwendet wurden

Zielgen Forward Primer Reverse Primer Annealing
Tomnorature
IL1 ATCAGTACCTCACGGCTGCT CTTCATCTTGGGCAGTCACA 60 °C
TNFa TCCTTCAGACACCCTCAAC GTAGGCCCCAGTGAGTTCTG 63 °C
IL6 CAGCCCTGAGAAAGGAGACAT  AATCTGAGGTGCCCATGCTAC 63 °C
IL10 AGGATCAGCTGGACAACTTGT  GGAGTTCACATGCGCCTTG 58 °C

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivieren von CPCs

Die chondrogenen Progenitorzellen (CPCs) wurden bereits zuvor aus opera-

tiv gewonnenem Gewebe isoliert, durch Transfektion mit hTERT immortali-
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siert und in einem Einfriermedium aus 10 % DMSO, 20 % FBS und 70 %
Nahrmedium (DMEM) in flissigem Stickstoff gelagert.

Das entnommene Patientengewebe wurde anonym entsprechend den Vor-
gaben des Ethikantrages lediglich hinsichtlich Alter, Gewicht und Geschlecht
katalogisiert. Der Ethikantrag ist unter der Nummer 25/12/10 einzusehen.
Die aufgetauten CPCs wurden auf mehrere, mit je 10 ml Nahrmedium ver-
setzte Zellkulturflaschen (75 cm?2) verteilt, um eine ausreichende Zellanzahl
fur die folgenden Versuche heranzuziichten. Alle drei Tage wurden die Zel-
len in den Kulturflaschen mit frischem Nahrmedium (DMEM) versetzt, wel-
ches der Erhaltung des Stoffwechsels und der Vermehrung der Zellen dien-
te.

Bevor das Medium gewechselt wurde, beurteilte man zunachst unter dem
Mikroskop (Carl Zeiss, Gottingen, DE) die Ausbreitung der Zellen am Boden
der Zellkulturflaschen. Bei einer Konfluenz von tber 90 % war es moglich,
dass die CPCs sich in ihren Eigenschaften verandert hatten. Um die
Untersuchungsergebnisse nicht zu verfdlschen, sollte demzufolge eine zu

hohe Konfluenz der Zellen in den Kulturflaschen vermieden werden.

2.2.1.2 Passagieren von CPCs

Bei einer Konfluenz der CPCs von 80-90 % wurden die Zellen geerntet. Dies
erfolgte mit Hilfe des Enzyms Trypsin (PAN Biotech, Aidenbach). Zunachst
musste das Medium aus den Kulturflaschen entfernt werden. Um eventuelle

Rickstande des Mediums zu vermeiden, die die Wirkung des Trypsins ge-
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hemmt hatten, wurden daraufhin die Kulturflaschen zweimal mit PBS-Puffer
gewaschen. Nun konnten 2 ml Trypsin in jede Kulturflaschen pipettiert wer-
den. Durch die Verteilung des Enzyms auf dem Bo-

den der Kulturflaschen konnten die adhdrenten Zellen von der Oberflache
geldst werden. Zur Unterstlitzung der Wirkungsweise des Trypsins wurden
die Kulturflaschen bei 37 °C in den Warmeschrank gestellt. Nach zwei bis
drei Minuten konnte der Abl6sevorgang der Zellen vom Boden der Kultur-
flaschen unter dem Mikroskop kontrolliert werden. Leichtes Klopfen mit der
Hand an die Seitenflachen der Kulturflaschen ermdglichte die Mobilisierung
noch haftender Zellen. Um die Wirkung des Trypsins zu stoppen, wurden
das gleiche Volumen an Medium, wie zuvor Trypsin, auf die Zellen gegeben.
Das Gemisch aus abgeldsten Zellen, Trypsin und Medium konnte daraufhin
in ein 50 ml Falcon-Tube-Rohrchen Uberfihrt werden. Weitere Zellriickstan-
de wurden durch Spllung der Kulturflaschen mit weiteren 2-4 ml Medium
mobilisiert und ebenfalls in das Falcon-Tube-Réhrchen gegeben. Anschlie-
Bend erfolgte eine zehnminitige Zentrifugation dieses Rohrchens bei 1200
rom. Nach der Abnahme des Uberstandes konnte das Zellpellet in 1 ml PBS
resuspendiert werden. Die Nutzung eines Zellometers (Cellometer Auto T
Cell Counter, Nexelcom Bioscience, Lawrence, USA) ermdglichte eine relativ
schnelle Bestimmung der Zellzahl pro ml. AnschlieBend konnten die mit 10
ml frischem Medium befillten Zellkulturflaschen erneut mit 7x104 Zellen

beimpft werden. Die restlichen in PBS resuspendierten Zellen wurden erneut
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10 min bei 1200 rpm zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und das Zell-

pellet bei — 81 °C eingefroren.
2.2.1.3 Zellgewinnung

Die Zellgewinnung glich dem zuvor beschriebenen Passagiervorgang der
Zellen. Im Unterschied zum Passagieren der CPCs wurden die Kulturflaschen
jedoch nicht erneut beimpft. Das aus dem ersten Zentrifugationsschritt ge-
wonnene Zellpellet musste aber ebenfalls in PBS gel6st werden, um die
Zellzahl pro ml im Zellometer bestimmen zu kénnen. Daraufhin wurden die
gelésten Zellen nochmals zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert.
Nach Ablauf dieser Arbeitsschritte konnte das Zellpellet nach Dokumentati-

on von Zellreihe, Zellzahl, Passage und Datum bei — 81 °C verwahrt werden.

2.2.1.4 Zellstimulation

Bevor die Zellen stimuliert werden konnten, wurden diese zunachst bis zu
einer Konfluenz von ungefahr 70 % angeziichtet. Daraufhin erfolgte ein
Mediumwechsel, um in allen Zellkulturflaschen die gleiche Ausgangssituati-
on fir die Stimulationsversuche zu schaffen. Sowohl die OA- als auch die
RA-CPCs wurden anschlieBend mit Adiponektin und Leptin stimuliert. Dabei
erfolgten die Stimulationsversuche jeweils drei Mal, um das Risiko eventuel-

ler Fehlerquellen zu minimieren. Parallel zu den stimulierten Zellen wurde
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jeweils eine Kulturflasche als spatere Kontrollgruppe unbehandelt gelassen.
Pro Versuchsdurchfiihrung ergaben sich somit acht Kulturflaschen. In vier
dieser Flaschen waren OA-CPCs angeziichtet worden und in den anderen
vier Flaschen wuchsen RA-CPCs. Beide Zellreihen wurden mit 500 ng/ml
Adiponektin, bzw. mit 100 pg/ml Leptin stimuliert. Die Stimulation erfolgte
fur 48 Stunden. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Medium verworfen. Die
CPCs konnten als Zellpellet gemaB der unter 2.2.1.3 bereits beschriebenen
Verfahrensweise nach Dokumentation von Zellzahl und Stimulationspara-

metern bei — 81 °C konserviert werden.

2.2.2 Immunfluoreszenz

In der Immunfluoreszenz werden Antigene zu untersuchender Strukturen
durch Antikorper, die an fluoreszierende Farbstoffe, sogenannte Flu-
orochrome, gebunden sind, sichtbar gemacht. Die Fluorochrome werden
mit Licht bestimmter Wellenlangen bestrahlt, um anschlieBend das von die-

sen daraufhin emittierte Licht messen zu konnen.

2.2.2.1 Mikroskopische Darstellung der Inmunfluoresz

Die Untersuchumgsmethode der Immunfluoreszenz wurde in dieser Arbeit
genutzt, um die Adipozytokine Adiponektin und Leptin sowie deren Rezep-
toren in den CPCs nachzuweisen. Alle Versuchsreihen sind exemplarisch je-

weils drei Mal durchgefiihrt worden.
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Im Rahmen der Immunfluoreszenz wurden CPCs aus osteoarthrotischem
und rheumatoid arthritischem Knorpelgewebe verwendet. Fir die Nach-
weisreaktionen war es notwendig, die Zellen, statt in Kulturflaschen, auf ste-
rilen Deckglaschen (DG, Durchmesser: 12 mm) in einer 24-Well-Platte her-
anzuziichten. Die Deckglaschen wurden zuvor mit einer ebenfalls sterilen
Pinzette in die einzelnen Wells gelegt. Pro Well erfolgte daraufhin die Re-
suspension von 1x10% Zellen in 1 ml DMEM, um diese anschlieBend gleich-
maBig auf den Deckglaschen verteilen zu kénnen. Nach zwei- bis dreitagi-
ger Inkubation bei 37 °C im Brutschrank waren die CPCs konfluent auf den
Deckglaschen angewachsen.

Das Nahrmedium konnte abgesaugt werden, und die Deckglaschen wurden
zwei Mal mit je 100 ul PBS pro Well gewaschen. Das Absaugen von Nahr-
medium und PBS erfolgte mittels einer Wasserstrahlpumpe. Zur Vorberei-
tung der weiteren Reaktionsschritte erfolgte die Platzierung der Deckglas-
chen mit Hilfe einer Pinzette auf einem mit Parafilm Gberspannten Plastik-
block. Die Immunreaktion konnte anschlieBend nach folgendem Protokoll

durchgefiihrt werden:

Fixierung 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 2 %-igem Parafor-

maldehyd in PBS, 100 ul pro DG

Waschen zweimal mit PBS, 100 pl pro DG
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Permeabilisierung 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 0,25 %-igem Triton-

X100 in PBS, 100 ul pro DG

Waschen mit PBS, bis das Triton komplett entfernt ist, 100 pl pro
DG
Blocken 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 1 %-igem BSA in

PBS, 100 pl pro DG
Primar-AK den Primar-Antikdrper mit 1 %-igem BSA in PBS verdun-
nen
25-50 pl pro DG, anschlieBend die Zellen 60 Minuten bei
37 °Cin einer feuchten Kammer inkubieren lassen
Waschen zweimal mit PBS, 100 pl pro DG
Sekundar-AK den Sekundar-Antikorper mit 1 %-igem BSA in PBS +
DAPI verdiinnen, 1:1000
25-50 pyl pro DG, anschlieBend die Zellen erneut 60 Minu-
ten bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubieren lassen

Waschen zweimal mit PBS, 100 pl pro DG

Eindeckeln ungefahr 10 pl Fluorescens Mounting Medium (DAKO)
vorsichtig auf einen Objekttrager geben und das DG um-
gekehrt (mit den Zellen nach unten) leicht auf das Ein-
deckmedium driicken, tberschissiges Medium eventuell

absaugen
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Nach Abschluss der Immunreaktion konnten die durch den Sekundar-
Antikorper und

das DAPI fluoreszierenden Zellen auf dem Objekttrager fotografiert werden
(MOLC],

Molecular and Optical Live Cell Imaging). Bei kiihler Lagerung blieb die Flu-

oreszenz der Zellen ungefahr eine Woche lang bestehen.

2.2.3 RNA-Isolation aus priméaren Zellen

Zur Durchfiihrung der RNA-Isolation aus primaren Zellen (1x10° bis 1x107)
wurden diese zunachst trypsiniert und abzentrifugiert. Daraufhin erfolgte

die Durchfiihrung nach folgendem Protokoll:

1. das gewonnene Zellpellet in 400 pl RNA Lysis-Buffer T resuspendieren

2. eine Sdule zur DNA-Entfernung (DNA Removing Column) in ein
Sammelréhrchen stecken und die Zellsuspension auf die Saule pipet-
tieren

3. eine Minute bei 12.000 x g (rcf) zentrifugieren

4. den Durchfluss und das identische Volumen an 70 %-igem Ethanol
vorsichtig auf- und abpipettieren

5. eine Saule zur RNA-Bindung (Perfect Bind RNA) in ein neues Sammel-

rohrchen stecken und das Ethanol-Durchfluss-Gemisch darauf geben
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

eine Minute bei 10.000 x g (rcf) zentrifugieren

den Durchfluss verwerfen

500 ul RNA Wash Buffer I auf die Saule geben und 15 Sekunden bei
10.000 x g (rcf) zentrifugieren

den Durchfluss verwerfen

600 pl des RNA Wash Buffer I auf die Saule geben und erneut 15 Se-
kunden bei 10.000 x g (rcf) zentrifugieren

diesen Schritt einmal wiederholen

das Sammelrohrchen leeren und die Saule im selben Rohrchen zwei
Minuten bei 10.000 x g (rcf) vollstandig trocknen

daraufhin die Saule in ein 1,5 ml E-Cup (Biopun stecken, den Deckel
und die Seite beschriften und 30 bis 50 pl RNAse-freies Wasser direkt
auf die Membran pipettieren, diese dabei jedoch nicht berlihren

eine Minute bei 5.000 x g (rcf) zentrifugieren, der Durchfluss enthalt
nun die RNA

2 ul des Durchflusses im Photometer messen, um den RNA-Gehalt zu

bestimmen

Die gewonnene RNA konnte nun entweder bei — 80 °C aufbewahrt oder di-

rekt in cDNA umgeschrieben werden. Die cDNA bildete anschlieBend das

Ausgangsmaterial fiir die Polymerase-Kettenreaktion.

36



Material und Methoden

2.24 Synthese von cDNA

Um mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion die Genexpression der Zellen
darzustellen, musste die gewonnene mRNA zuvor in cDNA umgeschrieben
werden. Fir diesen Vorgang wurde ein Kit der Firma Peglab genutzt, wel-
ches folgende Substanzen enthielt: einen DNAsen enthaltenden DNA wipe-
out Buffer, ein Rohrchen mit Reverser Transkriptase, einen Reverse Tran-
skriptase Buffer sowie einen vorgefertigten Primermix. Es war wichtig, wah-
rend der Pipettiervorgange stets auf Eis zu arbeiten, um das Zerfallen der
MRNA zu vermeiden. Als Erstes wurde die mRNA zwei Minuten bei 42 °C im
DNA wipeout Buffer inkubiert, um eventuell vorhandene restliche DNA zu
eliminieren. In einem zweiten Schritt konnten dann die Reverse Transkripta-
se, der Transkriptase Buffer und der Primermix hinzugegeben und fir 15
Minuten erneut bei 42 °C inkubiert werden. In diesem Schritt erfolgte die
eigentliche Umschreibung der mRNA zu c¢cDNA. AnschlieBend musste die
Probe fir drei Minuten auf 95 °C erhitzt werden. Dies fiihrte dazu, dass sich
die gebildeten Strange wieder voneinander I6sten und die Reverse Tran-
skriptase inaktiviert wurde. In einem letzten Schritt erfolgte die Verdiinnung
der cDNA enthaltenden Probe mit RNAse-freiem Wasser. Davon ausgehend,
dass das Umschreiben der mRNA in cDNA in einem Verhaltnis von 1:1 statt-
gefunden hatte, wurde der cDNA-Menge entsprechend soviel Wasser hin-
zugegeben, dass die Endkonzentration bei 1 ng/umol lag. Die Probe konnte
nun bei - 20 °C gelagert werden.
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2.2.5 Allgemeines zur PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = Polymerase Chain Reaction) ist ein
kiinstliches Verfahren, um spezielle DNA-Abschnitte zu amplifizieren und
quantifizierbar zu machen. In einem sogenannten Thermocycler wird die
Ausgangs-DNA mit spezifischen Primern, freien Nukleotiden und DNA-
Polymerasen zusammengebracht. Der Thermocycler durchlauft dann auto-
matisch 30-50 Zyklen. Pro Zyklus steigt die Zahl der DNA-Doppelstrange
exponentiell an, sodass nach einer bis zwei Stunden ausreichend Erbgut
vervielfaltigt worden ist. Ein Zyklus besteht aus Denaturierung, Hybridisie-
rung und Polymerisation. Wahrend der Denaturierung wird die DNA auf 90
°C erhitzt. Dieser Prozess fihrt dazu, dass sich die Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen den komplementaren Basen I6sen und die DNA in ihre
Einzelstrange aufgetrennt werden kann. Darauf erfolgt die Hybridisierung.
Die Temperatur wird gesenkt und auf einem Wert gehalten, der die spezifi-
sche Anlagerung der Primer an die DNA ermdglicht. Der letzte Schritt, die
Elongation, erfolgt bei 72 °C und beschreibt die eigentliche Vervielfaltigung
der DNA. Die Tag-Polymerase wandert, von den Primern ausgehend, vom
3 "zum 5 '-Ende die Einzelstrange entlang und fillt die Licken mit freien
komplementaren Nukleotiden auf. Das Produkt der PCR kann dann Uber
eine Agarose-Gelelektrophorese anhand seiner spezifischen GroBe identifi-

ziert werden.

38



Material und Methoden

2.2.5.1 Quantitative RT-PCR

Die Grundlage der quantitativen Real-Time-PCR ist die herkdmmlichen Po-
lymerase-Kettenreaktion. Dieses Verfahren ermdglicht jedoch zusatzlich die
sofortige Quantifizierung der vervielfaltigten Nukleinsdauresequenzen. Das
Prinzip beruht auf dem Einbau des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green in
das gebildete PCR-Produkt. Der SYBR-Green-Farbstoff interkaliert mit der
DNA und fluoresziert bei der Bindung an Doppelstrange sehr viel starker als
bei der Bindung an Einzelstrange. Wahrend die DNA pro Reaktionszyklus
verdoppelt wird, steigt somit auch die Fluoreszenz exponentiell an. Die
Amplifizierung wird gemessen, indem der Thermocycler den Zyklus misst, in
welchem ein zuvor vom Programm festgelegter Floureszenz-Schwellenwert
Uberschritten wird. Diese Zyklusanzahl gibt dann den entsprechenden ct-
Wert (threshold cycle) an. Da die Menge an SYBR-Green proportional zur
Menge der eingesetzten DNA-Molekiile ist, lasst deren Messung Ruck-
schliisse auf die Genexpression zu. Ist der ct-Wert sehr niedrig, zeigt dies,
dass die Fluoreszenz den Schwellenwert sehr friih ibersteigt. Daraus folgt,
dass die mRNA-Menge relativ hoch gewesen sein muss. Im Umkehrschluss
weist ein hoher ct-Wert auf eine niedrige Ausgangs-mRNA-Menge hin. Der
Anstieg des ct-Wertes ist in der langeren Detektionszeit der Fluoreszenz

begriindet.
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2.2.5.2 Protokoll der RT-PCR

Zur Durchfiihrung der Real-Time-PCR erfolgte die Nutzung des KAPA SYBR
FAST Universal Kits von Peqlab. Der entsprechende Primer-Mix aus forward-
und reverse-Primer (je 100 pmol/ pl) wurde mit 10 pmol/ ul eingesetzt. Zu-
nachst musste fiir jede zu untersuchende DNA-Sequenz ein Mastermix aus
dem oben genannten Primer-Mix, SYBR-Green und RNAse-freiem Wasser in
ein 1,5 ml Eppendorf-Cup pipettiert werden. Um eventuelle Ungenauigkei-
ten beim Pipettieren auszugleichen, war es notwendig, jeweils mit einem
zusatzlichen Ansatz zu arbeiten. Der nachfolgenden Tabelle entsprechend
ergaben sich pro Ansatz 8 pl, die dann auf eine PCR-Platte mit 96 Wells auf-
zutragen waren. Danach wurden zusatzlich jeweils 2 pl der zu untersuchen-
den cDNA in die Wells pipettiert, sodass sich insgesamt 10 ul (8 pl Master-

Mix + 2 pyl cDNA) in jedem Well befanden.

Tabelle 2: Pipettierschema des PCR-Master-Mix-Ansatzes

Mastermix pro Well Menge in ul

SYBR-Green 5ul

Primer-Mix (forward, reverse) 2 pl (je 20 pmol)

RNAse freies H20 1yl

Totalvolumen 8 ul

Zu Versuchsbeginn war die 96-Well-Platte mit einem Dichtfilm (Microseal B

Adhesive, Biozym) beklebt worden. Demzufolge mussten die zu benutzen-
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den Wells zunachst mit einem Skalpell freigeschnitten werden, wahrend die
ubrigen verschlossen blieben. Nachdem der Mastermix samt entsprechen-
der cDNA verteilt worden war, wurden die entsprechenden Wells mit Flat
Cap Strips (Biozym) verschlossen. Um sicherzustellen, dass sich die Ansatze
am Boden der einzelnen Wells befanden, erfolgte eine kurze Zentrifugie-
rung der gesamte Platte. AnschlieBend konnte die Well-Platte im Master-

cycler (Eppendorf) platziert, die Realplex-Software am dazugehorigen Com-

pu
Temperatur Zeit Zyklen
Phase p y ter
Initiale Aktivierung 95°C 5 Minuten
auf
Denaturierung 95°C 15 Sekunden
45 x ge
Annealing Primer-spezifisch 15 Sekunden
ru-
fen
un
d

die RT-PCR nach folgendem Protokoll gestartet werden.

Tabelle 3: RT-PCR-Protokoll
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Elongation 72 °C 20 Sekunden

Finale Extension 72°C 10 Minuten

Ann. Temp. -1 °C bis 95 °C 15 Sekunden
in 02 °C Schritte ie & Seliinden

Schmelzkurve

2.2.6 Statistische Auswertung der Genexpressionsanalysen - Pfaffl

Die statistische Auswertung und relative Quantifizierung der RT-PCR-
Ergebnisse erfolgte anhand der 2-22CT -Methode, die 2001 von Michael Wal-
ter Pfaffl beschrieben wurde. Dieses Verfahren ist ein mathematisches Mo-
dell zur Datenanalyse, das durch die Berechnung eines relativen Expressi-
onsverhaltnises eine zuverlassige statistische Auswertung der Expressions-
ergebnisse ermoglicht. Im Rahmen dieser Methode wird zunachst die Ex-
pression der zu untersuchenden Zielgene anhand der Expression eines nicht
regulierten und ubiquitar homogen exprimierten HKGs (Housekeeping-

Genes) normalisiert. Die Ergebnisse der Normalisierung entsprechen den
ACT-Werten. Als HKG wurde in diesem Fall B-2-Microglobulin gewahlt, da

dessen Expression wahrend der PCR-Untersuchungen in allen verwendeten
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DNA-Proben konstant blieb. Die relative Expression des Gens in den zu un-
tersuchenden Proben wurde daraufhin in einem weiteren Schritt auf ein
Kontrollprobenmaterial (nicht stimulierte CPCs aus osteoarthritischem sowie
aus rheumatoid-arthritischem Knorpel) bezogen. Aus diesem Vergleich der
relativen Expression des Zielgens und der relativen Expression des Kontroll-,
bzw. Referenzgens resultieren die AACT-Werte. In einem dritten Schritt lie-
Ben sich anschlieBend mittels der arithmetischen Formel 2-24CT die gesuch-
ten Expressionsunterschiede bestimmen. Das Signifikanzniveau der AACT-
Werte lag bei p < 0,05. Die PCR-Untersuchungen wurden jeweils dreimal

durchgefiihrt, um die Reliabilitat der Ergebnisse garantieren zu kdnnen.

2.2.7 Primerdesign

Einige der in der RT-PCR genutzten Primer wurden zuvor uber die Software
primer3 (www.primer3.ut.ee) designed. Beim Primerdesign war darauf zu
achten, dass die Lange der Primer zwischen 18 und 22 Basenpaaren lag, de-
ren GC-Gehalt groBer als 40 %, jedoch kleiner als 60 % war, forward- und
reverse-Primer in ihrer Annealing Temperatur nicht mehr als 1,0 °C vonei-
nander abwichen und das gebildete Produkt nicht mehr als 200 Basenpaare
betrug. Die designte Sequenz konnte anschlieBend anhand der NCBI Blast
Datenbank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) auf Alignements Uber-
priift werden. Bei 100 %iger Ubereinstimmung mit dem zu untersuchenden

Gen und weniger als 65 % unspezifischer Alignements wurde die designte
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Sequenz zu der Firma Operon Biotechnologie GmbH nach Koéln geschickt.
Dort erfolgte die Synthese der gewtiinschten Primer. Nach dem Eintreffen
der Primer in unserem Labor mussten diese, den Herstellerangaben ent-
sprechend, zunachst in RNAse-freiem Wasser resuspendiert werden, um da-

raufhin bei - 21 °C gelagert werden zu kdnnen.

2.2.7.1 Gradienten-PCR

Die Methode der Gradienten-PCR wurde genutzt, um die spezifische Anne-
aling-Temperatur des forward- und reverse-Primers zu ermitteln.

Die Annealing-Temperatur gibt die Zeitspanne an, wahrend der sich die
Primer an die komplementare DNA-Zielsequenz anlagern. Dieses Verhalten
ist fir die Effizienz der RT-PCR von groB3er Bedeutung. Als Folge einer zu
gering gewahlten Temperatur kommt es zu unspezifischen Bindungen und
unerwiinschter Produktbildung, wahrend zu hohe Temperaturen die Anla-
gerung der Primer verhindern.

Zur Durchfiihrung der Gradienten-PCR wurde fiir jeden Primer und jede
Temperatur ein identischer Ansatz in eine PCR-96-Well-Platte pipettiert. Das
Pipettierschema entsprach dem der RT-PCR. Die Ermittlung der Annealing-
Temperatur erfolgte dann in einem einzigen Untersuchungslauf, indem der
Thermocycler (Mastercycler, Eppendorf) zwischen der linken und der rech-
ten Blockseite eine Temperaturdifferenz generierte. Die durchlaufenen
Temperaturen lagen bei 52 °C, 52,2 °C, 53,1 °C, 54,6 °C, 56,4 °C, 58,5 °C, 60,7

°C, 62,9 °C, 64,9 °C, 66,6 °C, 67,8 °C und 68,5 °C. Nach dem Durchlauf aller
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Reaktionszyklen wurden die einzelnen Schmelzkurven miteinander vergli-
chen, um die Temperatur mit der hochsten Extinktion (einem hohen schlan-
ken Peak in der Schmelzkurve) zu bestimmen. Daraufhin konnte diese Tem-
peratur dann als Annealing-Temperatur flir den neuen Primer festgelegt
werden. Zur Uberpriifung der Primer-Spezifitat wurden nun 20 pl des jewei-
ligen PCR-Produkts, sowie 20 ul des entsprechenden forward-Primers zu
Seglab Laboratories (Gottingen) geschickt, um dieses dort sequenzieren zu
lassen. Nach Erhalt der Sequenzierungsprodukte mussten diese erneut mit
Hilfe des Blasting-Programms unter http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Uberprift werden. Somit wurde sichergestellt, dass die gebildeten PCR-
Produkte auch den gesuchten Gensequenzen entsprachen. Sofern die ab-
schlieBende Kontrolle der Primer zufriedenstellend war, konnten diese fort-

an im Rahmen der PCR-Untersuchungen genutzt werden.
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3 Ergebnisse

Die immunzytochemischen Untersuchungen sowie die Resultate der Stimu-
lationsversuche der CPCs mit Adiponektin und Leptin bilden die Ergebis-
schwerpunkte der vorliegenden Arbeit.

Die immunzytochemischen Nachweisreaktionen von Adiponektin, Leptin
und deren Rezeptoren wurden an CPCs aus osteoarthrotischem (OA) und
rheumatoid arthritischem (RA) Knorpelgewebe durchgefiihrt.

Die durch die Adipozytokinstimulation induzierten Genexpressionsverande-
rungen der Entziindungsmediatoren IL1, IL6, IL10 und TNFa wurden darauf-

hin mittels Polymerase-Kettenreaktion dargestellt.

3.1 Darstellung der immunzytochemischen Untersuchungen

In den CPCs aus osteoarthrotischem Knorpelgewebe werden sowohl der
Adiponektinrezeptor (Abb. 1), als auch der Leptinrezeptor exprimiert (Abb.
3). Adiponektin ist in den OA-CPCs ebenfalls nachweisbar (Abb. 5). Leptin ist
jedoch nicht zu erkennen (Abb. 7).

Die CPCs aus dem Gelenkknorpel von Patienten, die an RA erkrankt sind,
weisen den Adiponektinrezeptor (Abb. 2) sowie den Leptinrezeptor auf
(Abb. 4).

In den RA-CPCs sind zusatzlich sowohl Adiponektin (Abb. 6) als auch Leptin

nachweislich vorhanden (Abb. 8).
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3.1.1 Immunzytochemische Darstellung des Adiponektinrezeptors in
CPCs

Abbildung 1 zeigt die Lokalisation des Adiponektinrezeptors innerhalb der
CPCs aus osteoarthrotisch erkranktem Knorpelgewebe. Der Nachweis der
Rezeptormolekile erfolgte mittels eines roten Fluoreszenzfarbstoffes. Die
Adiponektinrezeptoren sind hauptsachlich perinuklear im Zytoplasma
nachweisbar (A und D). Die Zellkerne wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DAPI markiert, der diese blau erscheinen lasst (C). In der Negativkontrolle ist

keine Fluoreszenz zu erkennen (B).

Abb. 1:

Immunzytochemische Darstellung des Adiponektinrezeptors in CPCs aus OA-

Knorpelgewebe
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Der Messbalken gilt fir alle folgenden Bilder. A: Fluoreszenziibersichtsaufnahme, B: Nega-
tivkontrolle, C: Markierung der Zellkerne mittels DAPI, D: Fluoreszenzmarkierung in roter

Farbe und Uberlagerung mit C.

In Abbildung 2 ist der Adiponektinrezeptor erneut durch einen roten Fluo-
reszenzfarbstoff markiert worden (D). Die CPCs stammen jedoch nicht von
einem Patienten mit OA sondern aus dem Knorpelgewebe eines Patienten
mit RA. Die Verteilung der Rezeptorproteine in den RA-CPCs ist dem zuvor
beschriebenen Lokalisationsmuster innerhalb der OA-CPCs sehr ahnlich. In
dieser Nachweisreaktion sind die Zellkerne ebenfalls mittels des Fluores-
zenzfarbstoffes DAPI markiert worden und erscheinen blau (C). Die Negativ-

kontrolle zeigt keine Fluoreszenz (B).
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Abb. 2:

Immunzytochemische Darstellung des Adiponektinrezeptors in CPCs aus RA-
Knorpelgewebe

Der Messbalken gilt fir alle folgenden Bilder. A: Fluoreszenziibersichtsaufnahme, B: Nega-
tivkontrolle, C: Markierung der Zellkerne mittels DAPI, D: Fluoreszenzmarkierung in roter

Farbe und Uberlagerung mit C.

3.1.2 Immunzytochemische Darstellung des Leptinrezeptors in CPCs

Die folgende Abbildung belegt die Expression des Leptinrezeptors innerhalb
der CPCs aus OA-Knorpelgewebe. Der rote Fluoreszenzfarbstoff zeigt die

markierten Rezeptorproteine. Vergleichbar mit dem Verteilungsmuster des
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Adiponektinrezeptors sind auch die Leptinrezeptoren vornehmlich im Zyto-
plasma lokalisiert. Die Rezeptorproteine weisen eine perinukleare Lokalisati-
on auf (A und D). Die Zellkerne sind durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI

blau markiert (C). In der Negativkontrolle ist keine Fluoreszenz nachweisbar

(B).

Abb. 3:

Immunzytochemische Darstellung des Leptinrezeptors in CPCs aus OA-Knorpelgewebe
Der Messbalken gilt fir alle folgenden Bilder. A: Fluoreszenziibersichtsaufnahme, B: Nega-
tivkontrolle, C: Markierung der Zellkerne mittels DAPI, D: Fluoreszenzmarkierung in roter

Farbe und Uberlagerung mit C.
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In dieser Abbildung ist der Leptinrezeptor innerhalb der CPCs aus dem
Knorpelgewebe von Patienten dargestellt, die an RA leiden. Die Rezeptoren
sind erneut mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die zellinterne
Verteilung der Rezeptormolekiile ist mit der Rezeptorlokalisation in den
CPCs aus OA-Gewebe vergleichbar (A und D). Die Zellkerne sind mittels
DAPI blau markiert (C). In der Negativkontrolle ist keine Fluoreszenz zu se-

hen (B).

Abb. 4:

Immunzytochemische Darstellung des Leptinrezeptors in CPCs aus RA-Knorpelgewebe
Der Messbalken gilt fiir alle folgenden Bilder. A: Fluoreszenziibersichtsaufnahme, B: Nega-
tivkontrolle, C: Markierung der Zellkerne mittels DAPI, D: Fluoreszenzmarkierung in roter

Farbe und Uberlagerung mit C.
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3.1.3 Immunzytochemische Darstellung von Adiponektin in CPCs

Adiponektin ist mittels eines roten Fluoreszenzfarbstoffes markiert worden
(D). Der Nachweis erfolgte an CPCs aus dem Knorpelgewebe von Patienten
mit OA. Verglichen mit ihrem Rezeptorverteilungsmuster weisen die Adi-
ponektinmolekiile jedoch eine veranderte Lokalisation auf. Sie sind weniger
um den Kern zentriert, sondern liegen diffus im Zytoplasma verteilt vor (A
und D). Durch die Markierung mit DAPI erscheinen die Zellkerne blau (C).
Die leichte Fluoreszenz in der Negativkontrolle (B), die durch den Sekun-
darantikorper hervorgerufen wurde, ist bereits von der Fluoreszenz des Adi-

ponectins abgezogen worden (A).
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Abb. 5:

Immunzytochemische Darstellung der Adiponektinmolekiile in CPCs aus OA-
Knorpelgewebe

Der Messbalken gilt fir alle folgenden Bilder. A: Fluoreszenziibersichtsaufnahme, B: Nega-
tivkontrolle, C: Markierung der Zellkerne mittels DAPI, D: Fluoreszenzmarkierung in roter

Farbe und Uberlagerung mit C.

Auch die folgende Abbildung zeigt das durch den Fluoreszenzfarbstoff rot
markierte Adiponektin (D). Die Zellen stammen jedoch aus RA-
Knorpelgewebe. In diesem Fall weist das Adiponektin, wie zuvor in den OA-
CPCs, ein relativ gleichmaBiges zytoplasmatisches Verteilungsmuster auf.

Die Kerne fluoreszieren durch die Markierung mit DAPI blau (C). Die erneut
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aufgetretene leichte Fluoreszenz des Sekundarantikdrpers in der Negativ-
kontrolle (B) wurde ebenfalls bereits von der Fluoreszenz des Adiponektins

in der Ubersichtsaufnahme abgezogen (A).

Abb. 6:

Immunzytochemische Darstellung der Adiponektinmolekiile in CPCs aus RA-
Knorpelgewebe

Der Messbalken gilt fir alle folgenden Bilder. A: Fluoreszenziibersichtsaufnahme, B: Nega-
tivkontrolle, C: Markierung der Zellkerne mittels DAPI, D: Fluoreszenzmarkierung in roter

Farbe und Uberlagerung mit C.
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3.1.4 Immunzytochemische Darstellung von Leptin in CPCs

Die folgende Abbildung zeigt die Fluoreszenziibersichsaufnahme sowie die
zugehodrige Negativkontrolle von Leptin in OA-CPCs. Nach Subtraktion der
Negativkontrolle von der Ubersichtsaufnahme scheint in den OA-CPCs kein
Leptin bzw. keine ausreichende Menge an Leptin vorhanden zu sein. Aus
diesem Grund sind auch keine weiteren Bilder mit DAPI oder rotem Fluores-

zenzfarbstoff aufgenommen worden.

Abb. 7:

Immunzytochemische Darstellung der Leptinmolekiile in CPCs aus OA-Knorpelgewebe
Der Messbalken gilt fiir alle folgenden Bilder. A: Fluoreszenziibersichtsaufnahme, B: Nega-

tivkontrolle.
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Leptin wurde durch die Markierung mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff
sichbar gemacht (D). Durch die Fluoreszenz in der Negativkontrolle (B), die
bereits von der Fluoreszenziibersichtsaufnahme (A) subtrahiert worden ist,
scheint in den CPCs aus RA-Gewebe nur eine sehr geringe Menge an Leptin
vorhanden zu sein. Die Molekdle liegen diffus im Zytoplasma verteilt vor (A

und D). Die Zellkerne sind mittels DAPI blau angefarbt (C).
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Abb. 8:

Immunzytochemische Darstellung der Leptinmolekiile in CPCs aus RA-Knorpelgewebe
Der Messbalken gilt flr alle folgenden Bilder. A: Fluoreszenziibersichtsaufnahme, B: Nega-
tivkontrolle, C: Markierung der Zellkerne mittels DAPI, E: Fluoreszenzmarkierung in roter

Farbe und Uberlagerung mit C.
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3.2 Darstellung der Genexpressionsanalysen

Im Rahmen der Stimulationsversuche wurden sowohl OA-CPCs als auch RA-
CPCs fiir 48 Stunden mit Adiponektin (500 ng/ml) sowie mit Leptin (100
ng/ml) stimuliert. Daraufhin konnten mittels PCR-Untersuchungen Genex-
pressionsveranderungen in den CPCs nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
werden in Form von Diagrammen dargestellt (Abb. 8, 9, 10 und 11).

Auf der x-Achse der Diagramme sind die stimulierten Zellreihen gegen ihre
jeweilige Kontrollgruppe aufgetragen. Die y-Achse gibt das relative mRNA-
Level an. Nach jedem Stimulationsversuch wurden die Genexpressionsver-
anderungen fur IL1, IL6, IL10 und TNFa untersucht.

Die einzelnen Genexpressionsveranderungen sind in den nachfolgenden

Diagrammen genauer dargestellt.
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3.2.1 Kontrolle der RNA-Integritat als Vorbereitung der Gen-
expressionsuntersuchungen

Vor der Untersuchung der Genexpression mittels PCR wurde zunachst die
Qualitat der aus den chondrogenen Progenitorzellen gewonnenen RNA si-
chergestellt. Tragt man die RNA auf ein Agarose-Gel auf, wandern die nega-
tiv geladenen Nukleinsauren im elektrischen Feld Richtung Anode. Durch
die Wanderungseigenschaften ergibt sich ein typisches Verteilungsmuster
der ribosomalen RNA-Banden. Kennzeichnend fiir dieses Muster ist das Auf-
treten der 28S- und der 18S-Banden, die zeigen, dass die untersuchte RNA

intakt ist.

P el > 28S-rRNA
— > 18S-rRNA

5 6 7 8

Abb. 9:

Integritdtskontrolle der RNA, die fiir die folgenden PCR-Untersuchungen verwendet
wurde

Die RNA ist mittels Agarose-Gelelektrophorese sichtbar gemacht worden. 1 bis 8 entspre-
chen der isolierten RNA der zu untersuchenden CPCs. A: RNA der CPCs aus osteoarthroti-
schem Knorpelgewebe, 1: mit Adiponektin stimuliert, 2: Kontrolle zu 2, 3: mit Leptin stimu-
liert, 4: Kontrolle zu 3. B: RNA der CPCs aus rheumatoid arthritischem Knorpelgewebe, 5:

mit Adiponektin stimuliert, 6: Kontrolle zu 5, schwachere Banden, da weniger RNA einge-
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setzt worden ist, 7: mit Leptin stimuliert, 8: Kontrolle zu 7. Intakte RNA ist im Agarose-Gel
durch zwei deutlich getrennte Banden gekennzeichnet, die 28S- und die 18S-Bande ribo-

somaler RNA.
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3.2.2 Genexpressionveranderungen nach Stimulationsversuchen mit
Adiponektin

Die Abbildung zeigt die Genexpressionsveranderungen der osteoarthroti-
schen CPCs nach der Stimulation mit Adiponektin. Im Vergleich zur Kon-
trollgruppe ist die IL10-Expression signifikant erhéht. IL6 und TNFa werden,
mit ihren Kontrollgruppen verglichen, vermindert exprimiert. Die IL1-
Expression scheint geringfligig erhoht zu sein, dieses Ergebnis ist jedoch

nicht signifikant.
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Relative Genexpressionslevel fiir IL1, TNFa, IL6 und IL10 in OA-CPCs nach 48-stiindiger
Stimulation mit Adiponektin

Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an, * = signifikanter Expressionsun-
terschied zum Referenzwert mit p < 0,05.

Die dunkelgrauen Saulen entsprechen dem mRNA-Level einer nicht stimulierten Zellreihe,
die als Kontrollgruppe fungiert, wahrend die hellgrauen Sédulen die Verdnderungen der Ge-

nexpression der stimulierten Zellen darstellen.

Abbildung 11 stellt die Genexpression der RA-CPCs nach der Stimulation
mit Adiponektin dar. Vergleicht man die jeweiligen Ergebnisse mit der Ex-
pression in den entsprechenden Kontrollgruppen, kommt es zu einem Gen-
expressionsanstieg von IL10 und IL6, wahrend die relativen mRNA-Level von

IL1 und TNFa abfallen.
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Abb. 11:

Relative Genexpressionslevel fiir IL1, TNFa, IL6 und IL10 in RA-CPCs nach 48-stiindiger
Stimulation mit Adiponektin

Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an, * = signifikanter Expressionsun-
terschied zum Referenzwert mit p < 0,05.

Die dunkelgrauen Saulen entsprechen dem mRNA-Level einer nicht stimulierten Zellreihe,

die als Kontrollgruppe fungiert, wahrend die hellgrauen Saulen die Veranderungen der Ge-

nexpression der stimulierten Zellen darstellen.

3.2.3 Genexpressionsveranderungen nach Stimulationsversuchen mit
Leptin

In der folgenden Abbildung sind die Genexpressionsveranderungen der OA-

CPCs nach der Stimulation mit Leptin dargestellt. Nach 48 Stunden sind im
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Vergleich zu den Kontrollgruppen ein deutlicher Abfall der IL10-Expression

sowie eine verminderte IL6-Expression erkennbar. Im Gegensatz dazu wer-

den IL1 und TNFa vermehrt exprimiert.
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Abb. 12:

Relative Genexpressionslevel fiir IL1, TNFc, IL6 und IL10 in RA-CPCs nach 48-stiindiger

Stimulation mit Leptin

Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an, * = signifikanter Expressionsun-

terschied zum Referenzwert mit p < 0,05.
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Die dunkelgrauen Saulen entsprechen dem mRNA-Level einer nicht stimulierten Zellreihe,

die als Kontrollgruppe fungiert, wahrend die hellgrauen Sédulen die Verdnderungen der Ge-

nexpression der stimulierten Zellen darstellen.

Abbildung 13 zeigt die Genexpressionsveranderungen der RA-CPCs nach

der Stimulation mit Leptin. Vergleicht man die Genexpression mit den ent-

sprechenden Kontrollgruppen, fuhrt die Leptinstimulation zu einem deutli-

chen Abfall der IL10-Expression, wahrend IL6, IL1 und TNFa vermehrt ex-

primiert werden.
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Relative Genexpressionslevel fiir IL1, TNFa, IL6 und IL10 in RA-CPCs nach 48-stiindiger
Stimulation mit Leptin

Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an, * = signifikanter Expressionsun-
terschied zum Referenzwert mit p < 0,05.

Die dunkelgrauen Saulen entsprechen dem mRNA-Level einer nicht stimulierten Zellreihe,
die als Kontrollgruppe fungiert, wahrend die hellgrauen Séulen die Verdnderungen der Ge-

nexpression der stimulierten Zellen darstellen.
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3.24 Tabellarische Zusammenfassung der Genexpressionsverander-
ungen nach Adipozytokinstimulation

Adiponektin scheint sowohl in OA-CPCs als auch in RA-CPCs hauptsachlich
anti-inflammatorisch zu wirken. Die Stimulation der zwei CPC-Reihen mit
Leptin fluhrt hingegen zur vermehrten Expression pro-inflammatorischer
Mediatoren.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der PCR-Untersuchungen noch

einmal zusammengefasst.

IL1 TNFa IL6 IL10
OA # - - +
Adiponektin
RA - - + +
OA + + - -
Leptin
RA + + + -
+ = Anstieg der Genexpression, - = Abfall der Genexpression, # = Ergebnis nicht signifikant
Tabelle 4:

Uberblick iiber die Genexpressionsverinderungen nach Adipozytokinstimulation
Adiponektin bewirkt sowohl in den OA-CPCs als auch in den RA-CPCs eine verminderte

Expression von TNFa und eine Expressionssteigerung von IL10. Die Stimulation mit Leptin

67



Ergebnisse

bewirkt den gegensatzlichen Effekt. Die Expression von TNFa steigt an, und IL 10 wird ver-
mindert exprimiert. Zusatzlich kommt es zu einer vermehrten Expression von IL1. Die Adi-
ponektinstimulation der RA-CPCs fiihrt zu einem Expressionsabfall von IL1. Das Ergebnis
der Untersuchung der OA-CPCs ist leider nicht signifikant. Betrachtet man den Mediator
IL6, entspricht die Expressionsveranderung unter Adiponektinstimulation dem Ergebnis der
Leptinstimulation. Die IL6-Expression in den OA-CPCs ist vermindert, wahrend es in den

RA-CPCs zu einer Expressionssteigerung kommt.
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4 Diskussion

Seit einigen Jahren wird davon ausgegangen, dass entziindliche Gelenker-
krankungen wie die OA und die RA nicht nur durch intraartikular freigesetz-
te Entziindungsmediatoren gekennzeichnet sind. Zusatzlich zu den klassi-
schen Markern entziindlicher Prozesse steigt nun auch die Bedeutung der
Adipozytokine als Marker fiir Entziindungsgeschehen in diversen Ge-
lenkstrukturen. Adipozytokine sind systemische Botenstoffe, die vom Fett-
gewebe produziert werden (Bluher und Mantzoros 2015). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sind vertretend flir die Botenstoffe, die von den Adi-
pozyten freigesetzt werden, Adiponektin und Leptin genauer betrachtet
worden. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Adipozytokin-
vermittelte Wirkung auf das Stoffwechselverhalten von CPCs. Die CPCs stel-
len eine besondere Zellpopulation mit Stammzellcharakter und einem ho-
hen chondrogenen Potential dar (Koelling und Miosge 2009). Sie finden sich
insbesondere im Reparaturgewebe menschlichen Gelenkknorpels und gel-
ten als mogliche Grundbausteine fiir zukilinftige regenerative Therapien.

Aufgrund der intraartikular herrschenden Entziindungssituation bei vorlie-
gender Gelenkerkrankung kommt es zur progressiven Knorpelzerstorung.
Zusatzlich verlieren auch die CPCs durch die vermehrte Freisetzung proin-
flammatorischer Zytokine ihr Migrationspotential (Joos et al. 2013). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig versucht, die entziindungsmodulie-

rende Wirkung von Adiponectin und Leptin auf CPCs zu beschreiben. Das
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Ziel der Untersuchungen soll ein weiterer Erkenntnisgewinn zur Biologie

dieser Progenitorzellen sein.

4.1 Erorterung der immunzytochemischen Untersuchungen

Anhand der immunzytochemischen Ergebnisse konnte das Vorkommen der
Rezeptoren fiir die Adipozytokine Adiponektin und Leptin in CPCs gezeigt
werden. Die Expression der spezifischen Rezeptoren beider Adipozytokine
erfolgte sowohl in OA- als auch in RA-CPCs (siehe Abb. 1 bis 4). Ziel der Un-
tersuchungen war es, anhand der immunzytochemischen Rezeptornachwei-
se exemplarisch zu zeigen, dass Adiponektin und Leptin Gber Rezeptorpro-
teine die Mdoglichkeit besitzen, mit den CPCs zu interagieren.

In einer zusatzlichen Versuchsreihe wurde daraufhin das Vorkommen der
Proteine Adiponektin und Leptin in CPCs immunzytochemisch untersucht.
Adiponektin konnte in OA- sowie in RA-CPCs nachgewiesen werden (siehe
Abb. 5 und 6), wahrend die Darstellung von Leptin nur innerhalb der RA-
CPCs moglich war (siehe Abb. 8). Diese Ergebnisse sollen beispielhaft ver-
deutlichen, dass Adiponektin und Leptin tatsachlich in den CPCs vorhanden
sind.

Basierend auf dem bisherigen Erkenntnisgewinn ist folglich ein direktes Ein-
greifen der hier untersuchten Adipozytokine in den intra- und interzellula-

ren Stoffwechsel der CPCs moglich.
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4.2 Diskussion der Expression von Adiponektin- und Leptinrezepto-
ren im Knorpelgewebe

Studien belegen, dass die Wirkung von Adiponektin sowohl im humanen als
auch im murinen Gewebe hauptsachlich Gber zwei Rezeptorsubtypen, den
AdipoR1- und den AdipoR2-Rezeptor vermittelt wird (Kadowaki und
Yamauchi 2005). Beide Rezeptoren gehoéren zur Familie der Sieben-
Transmembrandomdénen-Rezeptoren. Sie wirken jedoch  G-Protein-
ungekoppelt (Yamauchi et al. 2003). Des Weiteren konnte auch das Memb-
ranprotein T-Cadherin als potentieller Adiponektinrezeptor identifiziert
werden (Parker-Duffen et al. 2013). Da T-Cadherin bislang jedoch nur inner-
halb von Endothelien nachgewiesen worden ist, wird dieser Rezeptor im
Folgenden nicht weiter beschrieben. Laut Chen et al. erfolgt die Expression
des AdipoR1-Rezeptors vornehmlich im Knorpel- und Knochengewebe so-
wie im Synovium, wahrend der AdipoR2-Rezeptor hauptsachlich in der Le-
ber gezeigt werden konnte (Chen et al. 2006). Im Gegensatz zu dieser Un-
tersuchung sind entsprechend einer Studie von Lago et al. beide Rezep-
torsubtypen in den Chondrozyten des humanen Knorpelgewebes koexpri-
miert (Lago et al. 2008). Die Rezeptoren konnten ebenfalls innerhalb von
Fibroblasten der Synovia aus OA- und RA-Gewebe nachweislich dargestellt
werden (Ehling et al. 2006). Weiteren Diskussionsbedarf bieten die Expressi-
onsveranderungen der Rezeptoren innerhalb von Chondrozyten bei OA-

und RA-Gelenkveranderungen. In diesem Fall wurde im Rahmen der OA ei-
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nerseits eine Abnahme der Rezeptordichte beschrieben (Wang et al. 2014).
Kang et al. berichten andererseits jedoch von einer deutlichen Zunahme der
Rezeptorexpression. So kann im Rahmen der Untersuchung geschadigter
und gesunder Knorpelbereiche, verglichen mit der Zunahme des AdipoR2-
Rezeptors, ein doppelt so starker Anstieg des AdipoR1-Rezeptors nachge-
wiesen werden. Der AdipoR2-Rezeptor zeigte in allen Knorpelschichten eine
gleichmaBige Verteilung, wahrend der AdipoR1-Rezeptor vermehrt in der
superfiziellen Schicht des OA-Knorpelgewebes exprimiert wurde (Kang et al.
2010). Auch im Rahmen der RA konnten Expressionsveranderungen der
Adiponektinrezeptoren beschrieben werden (Zuo et al. 2011). Insbesondere
innerhalb der Fibroblasten der Synovia kam es laut der oben genannten Ar-
beitsgruppe zu einem Anstieg des AdipoR1-Rezeptors. Die bisher gewon-
nenen Erkenntnisse deuten darauf hin, dass dem AdipoR1-Rezeptor beziig-
lich der Progression entzundlicher Gelenkerkrankungen mdglicherweise ei-
ne besondere Bedeutung zukommt. Anhand der immunzytochemischen Un-
tersuchungen der vorliegenden Arbeit gelang es, den AdipoR1-Rezeptor
sowohl innerhalb der OA- als auch in RA-CPCs nachzuweisen. Trotz teils
kontroverser Studienergebnisse bekraftigte die deutliche Rezeptordarstel-
lung in der Immunzytochemie jedoch die Vermutung eines potenziellen Zu-
sammenspiels von CPCs und Adiponektin im Rahmen von Entziindungsge-

schehen bei OA und RA. Inwiefern es aufgrund der Entziindungsreaktionen
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zu einer Regulation der Rezeptordichte kommt, bedarf jedoch noch weiterer

Untersuchungen.

Leptin vermittelt seine Wirkung hauptsachlich tber die Aktivierung der lan-
gen Isoform seiner Rezeptoren (Ob-Rezeptoren). Diese Isoform ist auf dem
diabetes (db) -Gen kodiert und gehort zur Klasse I der Zytokinrezeptor-
Superfamilie (Conde et al. 2013). Die Ob-Rezeptoren werden ubiquitar im
Korper exprimiert. Unter anderem konnten sie laut Presle et al. sowohl im
Blutplasma als auch in der Synovialflissigkeit von Patienten mit OA nach-
gewiesen werden. Im Vergleich der beiden Kompartimente war die Rezepto-
rexpression im Plasma erhoht (Presle et al. 2006). Wahrend der Untersu-
chung humaner Chondrozyten gelang es, die lange und auch eine kurze Iso-
form des Ob-Rezeptors im OA-Knorpelgewebe darzustellen (Figenschau et
al. 2001, Simopoulou et al. 2007). Zusatzlich konnte von Muraoka et al. be-
schrieben werden, dass Fibroblasten aus der Synovia von Patienten mit RA
ebenfalls Ob-Rezeptoren exprimieren (Muraoka et al. 2013). Otvos et al. un-
tersuchten die Ob-Rezeptoren in verschiedenen In-vitro- und In-vivo-
Modellen. Beispielsweise isolierte die Arbeitsgruppe mononukleadre Zellen
aus humanem peripheren Blut und induzierte mittels Leptinstimulation eine
verstarkte Aktivierung des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-
kB. Die Zugabe eines Ob-Rezeptorantagonisten fiihrte daraufhin zu einer

signifikanten Reduktion der Nf-kB-Expression. Des weiteren zeigten Otvos
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et al. anhand von Maus- und Rattenmodellen mit induzierter RA, dass die
subkutane Injektion von Ob-Rezeptorantagonisten den entziindlichen Ge-
lenkbefall und die Krankheitsauspragung deutlich reduzierte. Auf diese Wei-
se wurde innerhalb der dargestellten Studie versucht, mit Hilfe von Rezep-
toragonisten und -antagonisten, den Ob-Rezeptor als potentiellen Ansatz
zur Therapie der RA zu nutzen (Otvos et al. 2011).

Laut der im oberen Abschnitt beschriebenen Literaturangaben gelang dem-
nach bislang lediglich ein Nachweis des Ob-Rezeptors innerhalb von
Chondrozyten aus OA-Gewebe. Da jedoch von Muraoka et al. sowie von Ot-
vos et al. in RA-Modellen eine Leptin-induzierte Wirkung auf die Ge-
lenkstrukturen beschrieben werden konnte, scheint es sehr wahrscheinlich,
dass die Ob-Rezeptoren ebenfalls in den Chondrozyten aus RA-Gewebe ex-
primiert werden. Anhand der vorliegenden immunzytochemischen Untersu-
chungsergebnisse ist es erstmalig gelungen, den Ob-Rezeptor in CPCs aus
OA- und RA-Knorpelgewebe darzustellen.

Eine sich daraus ergebende potentielle Interaktion zwischen den CPCs und
den Adipozytokinen Adiponektin und Leptin soll im Folgenden genauer be-

trachtet werden.

4.3 Diskussion des Vorkommens der Adipozytokine Adiponektin
und Leptin im Knorpelgewebe

Adipozytokine gelten als Mediatorsubstanzen des Fettgewebes und werden
hauptsachlich von ausdifferenzierten Fettgewebezellen produziert. Dem-
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nach steigt die Serumkonzentration der meisten Adipozytokine proportional
zum Grad der Adipositas an (Poonpet und Honsawek 2014). Adiponektin
bildet jedoch eine Ausnahme. Dieses Adipozytokin wird mit zunehmendem
Ubergewicht vermindert ausgeschiittet. Im Serum stellt es bei einem gesun-
den normalgewichtigen Menschen mit 5 bis 10 ug/ml 0,01 % aller Serum-
proteine dar (Challa et al. 2010). Es wird angenommen, dass Adipozytokine
eine bedeutende Rolle in der Entwicklung von Entziindungen spielen
(Thijssen et al. 2014). Aufgrund dieser Erkenntnis ist bereits in mehreren
Studien das Zusammenspiel von zirkulierenden Adipozytokinkonzentratio-
nen und der Progression entziindlicher Gelenkerkrankungen untersucht
worden. Im Rahmen des Krankheitsbildes der OA konnte ein deutlicher An-
stieg der Serumlevel des Adiponektins nachgewiesen werden (de Boer et al.
2012). Diese Studie bestarkt die Vermutung einer entzindungsmodulieren-
den Wirkung von Adiponektin. Betrachtet man die Adiponektinlevel der Se-
ren innerhalb der Untersuchsgruppen, so fallt auf, dass die Adiponektinkon-
zentrationen der Frauen, im Vergleich zu denen der mannlichen Patienten,
im Durchschnitt erhoht sind (Perruccio et al. 2014). In Kombination mit der
Tatsache, das OA im weiblichen Geschlecht vermehrt aufzutreten scheint,
stellt dies eine weitere Bestatigung der oben postulierten Vermutung dar.
Schaffler et al. und Toussirot et al. konnten zeigen, dass Adiponektin sowohl
im Rahmen der OA als auch bei RA nicht nur im Serum vorliegt sondern

ebenfalls in geringen Mengen in der Synovialflissigkeit nachweisbar ist. Die
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zirkulierenden Adiponektinlevel schienen jedoch nicht reprasentativ fir die
Konzentrationen zu sein, die innerhalb der Gelenke vorherrschten (Schaffler
et al. 2003, Toussirot et al. 2007). Aufgrund der beschriebenen Konzentrati-
onsdifferenz des Adiponektins zwischen dem Blutkompartiment und der
Synovialfllssigkeit ergibt sich nun die Frage nach dessen Ursprungsort.
Stellt das Fettgewebe tatsachlich die einzige Produktionsquelle des Adi-
ponektins dar, so musste das Adipozytokin, das laut der immunzytochemi-
schen Ergebnisse dieser Arbeit in den CPCs vorliegt, Gber den Blutkreislauf
und Diffusionsvorgange in das Knorpelgewebe gelangen. Ein moglicher
Grund fur den Konzentrationsunterschied ware das Molekulargewicht des
Adiponektins (28 kDa), das eventuell zu einem eingeschrankten Transport
Uber die Synovialmembran fuhrt (Pajvani et al. 2003). Ein weiterer Erkla-
rungsansatz flir das unterschiedliche Verteilungsmuster des Adiponektins
ware die Annahme einer erhohten Stoffwechelaktivitat im OA-, bzw. RA-
Knorpelgewebe, die mit einem vermehrten metabolischen Verbrauch des
Adiponektins einherginge. Presle et al. konnten anhand der Untersuchung
verschiedener Gelenkstrukturen die Produktion von Adiponektin innerhalb
des Synoviums, des infrapatellaren Fettgewebes, des Meniskus, der Osteo-
phyten sowie im Knorpel- und Knochengewebe darstellen (Presle et al.
2006). Der Nachweis einer intraartikularen Adiponektinsynthese kdnnte da-
rauf hindeuten, dass die CPCs moglicherweise selbst die Fahigkeit besitzen,

Adiponektin zu synthetisieren. Anhand der immunzytochemischen Aufnah-
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men ist jedoch lediglich das Vorhandensein des Adipozytokins innerhalb
der CPCs zu belegen. Auf welchem Weg das Adiponectin in die Zellen ge-
langt ist oder ob es von diesen selbst produziert wird, gilt es, in weiterfiih-

renden Untersuchungen noch zu erforschen.

Leptin gehort ebenfalls zur Gruppe der Adipozytokine und wird hauptsach-
lich durch die Zellen des Fettgewebes produziert (Zhang et al. 1994). Im Ge-
gensatz zur Adiponektinkonzentration nimmt die Leptinfreisetzung jedoch
proportional zum Ubergewicht zu (Considine et al. 1996). Die Frage, ob ein
Anstieg der Leptinlevel im Serum mit einem erhdhten Krankheitsgrad der
OA bzw. der RA einhergeht, wird momentan noch kontrovers diskutiert (Cao
et al. 2014, Massengale et al. 2012, Oner et al. 2014). Die in der Synovialflis-
sigkeit gemessenen Leptinkonzentrationen zeigten sowohl im Rahmen der
OA als auch bei diagnostizierter RA einen deutlichen Anstieg (Lubbeke et al.
2013, Neumann et al. 2011). Vergleicht man die Konzentrationen von Adi-
ponektin und Leptin im Blutplasma und in der Synovialflissigkeit, so weisen
diese ein gegensatzliches Verteilungsmuster auf. Presle et al. konnten
nachweisen, dass die Adiponektinkonzentration im Plasma erhoht ist, wah-
rend Leptin vermehrt in der Gelenkflissigkeit vorliegt (Presle et al. 2006). Ein
moglicher Konzentrationsunterschied von Adiponektin und Leptin in den
CPCs konnte anhand der vorliegenden immunzytochemischen Darstellun-

gen nicht quantifiziert worden. Der Untersuchungsschwerpunkt dieser Ar-
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beit liegt auf dem Nachweis des Vorkommens der Adipozytokine im Knor-
pelgewebe und nicht auf der Bestimmung relativer Proteinmengen. Ahnlich
zu der Adiponektinverteilung zwischen Blutkreislauf und Gelenkgewebe ist
die Leptinkonzentration in der Synovialflissigkeit unabhangig von der zirku-
lierenden Leptinmenge zu bewerten. Auch in diesem Fall stellt sich die Frage
nach dem Produktionsort des Adipozytokins, das mittels Immunzytochemie
in den RA-CPCs dargestellt wurde. In humanen Chondrozyten konnte die
Fahigkeit zur Leptinproduktion bereits nachgewiesen werden (Dumond et
al. 2003). Zudem war es mdglich, eine vermehrte Leptinsynthese der Chond-
rozyten im OA-Knorpelgewebe zu belegen. Es wurde bereits festgestellt,
dass sowohl im Rahmen der OA als auch bei RA Entziindungsreaktionen fur
die Knorpeldegradation verantworlich sind (Fraser et al. 2003, Tetlow et al.
2001). Zusatzlich wird angenommen, dass Adiponektin sowie Leptin eine
entziindungsmodulatorische Wirkung besitzen, die es ihnen ermdglicht, in
den Knorpelstoffwechsel einzugreifen (Neumann et al. 2011, Poonpet und
Honsawek 2014). Basierend auf diesen Tatsachen scheint es durchaus wahr-
scheinlich zu sein, dass CPCs aus RA-Knorpelgewebe ebenso zur Leptinpro-
duktion fahig sind. Anhand der immunzytochemischen Aufnahmen konnte
dies nun erstmalig gezeigt werden.

Das negative Ergebnis der Immunzytochemie zur Leptindetektion in OA-
CPCs wirft jedoch Fragen auf. Dem bisherigen Kenntnisstand entsprechend

ware ein positives Ergebnis zu erwarten gewesen. Eine mogliche Erklarung
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kdnnten Mangel in der Durchfiihrung der immunzytochemischen Reaktio-
nen oder fehlerhaftes Probenmaterial gewesen sein. Da jedoch die gesam-
ten Nachweisversuche von Leptin in OA-CPCs negativ ausfielen, wahrend
die Detektion in RA-CPCs stets erfolgreich war, erscheint dies als unwahr-
scheinlich. Es ist zu vermuten, dass die Leptinkonzentration in den OA-CPCs
so gering war, dass diese durch den verwendeten Antikdrper nicht detek-

tiert werden konnte.

4.4 Diskussion der Stimulationsversuche der CPCs mit Adiponektin
und Leptin

Die Stimulationsversuche, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt wur-
den, bilden die Grundlage fir die Untersuchung des entziindungsmodulato-
rischen Verhaltens der Adipozytokine im OA- und RA-Knorpelgewebe.
Seitdem das Fettgewebe als endokrines Organ identifiziert worden ist, wird
den Adipozytokinen eine immer bedeutendere Rolle in diversen Stoffwech-
selprozessen zugeschrieben (Bluher und Mantzoros 2015). Sowohl Adi-
ponektin als auch Leptin sind bereits vielfach fur Stimulationsversuche ge-
nutzt worden, insbesondere um das entziindungsmodulatorische Verhalten
der beiden Adipozytokine in unterschiedlichen Geweben zu beschreiben.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden CPCs aus OA- und
RA-Knorpelgewebe mit den Adipozytokinen Adiponektin und Leptin stimu-

liert. Diese Stimulationsversuche sind die ersten, die an CPCs durchgefiihrt
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wurden. Im Rahmen der Untersuchung anderer Zellreihen erfolgten jedoch
bereits ahnliche Versuche.

Beispielsweise stimulierten Frommer et al. synoviale Fibroblasten, Lympho-
zyten, Endothelzellen und Chondrozyten aus RA-Gewebe mit Adiponektin,
um dessen Wirkungsweise in den Effektorzellen bezliglich der Entstehung
von Entziindungen genauer zu untersuchen. Die Adiponektinstimulation
erfolgte mit 25 pg/ml tGber 15 Stunden (Frommer et al. 2010). In diesem Fall
wurde die Zellstimulation mit einer sehr hohen Adiponektinkonzentration
durchgefihrt. Lee et al. versuchten mittels eines Stimulationsversuches den
Zusammenhang zwischen Adiponektin und der Endothelzell- und Osteo-
blastenproduktion von IL6, IL8, VEGF und diversen MMPs darzustellen. Die
Arbeitsgruppe stimulierte ihre Zellen tiber 24 Stunden, sowohl unter hypoxi-
schen als auch unter Normalbedingungen. Die Stimulation erfolgte jeweils
mit einer Adiponektinkonzentration von 1 ug/ml und 10 pg/ml (Lee et al.
2014). Im Rahmen eines weiteren Projekts gelang es Challa et al., die In-
vitro-Proliferation und Differenzierung von Chondrozyten direkt zu stimulie-
ren. Fir diesen Versuch wurden ATDC5-Zellen verwendet, eine chondrogene
Zelllinie, die aus der Kultur von Teratomzellen gewonnen wird. Die Stimula-
tion der Chondrozyten erfolgte Gber 24 Stunden, bzw. tber 4, 7, 14 und 21
Tage in DMEM und FCS mit unterschiedlichen Konzentrationen an Adi-
ponektin. Es wurde sowohl mit 0,1 pug/ml als auch mit 0,5 pg/ml und 1

Mug/ml stimuliert (Challa et al. 2010). Die besten Ergebnisse zeigten sich bei
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einer Konzentration von 0,5 pg/ml und einer Inkubationsdauer von weniger
als vier Tagen. Ahnliche Parameter sind auch fiir die Versuchsdurchfiihrung
der vorliegenden Arbeit verwendet worden. Die Stimulation der CPCs er-
folgte Uber 48 Stunden und ebenfalls mit einer Adiponektinkonzentration
von 0,5 pyg/ml. Laut Presle et al. und Staikos et al. liegen die allgemeinen
Serumkonzentrationen von Adiponektin bei Probanden mit OA zwischen 7
Mg/ml und 11 pg/ml. In der Synovialflissigkeit werden Werte von durch-
schnittlich 1 pg/ml bis 2 pg/ml gemessen (Presle et al. 2006, Staikos et al.
2013). In der Annahme, dass die Chondrozyten bzw. die CPCs das Adi-
ponektin aus der Synovialflissigkeit beziehen, scheint die Stimulation mit
einer Adiponektinkonzentration von 0,5 pg/ml durchaus angemessen zu
sein.

Die Wirkunsweise von Leptin und dessen Rolle im Entziindungsgeschehen
des OA- und RA-Gelenkgewebes ist ebenfalls bereits anhand von Stimulati-
onsversuche genauer untersucht worden. Einige dieser Versuche sollen im
Folgenden exemplarisch dargestellt werden. Solomon et al. nutzten bei-
spielsweise ein In-vivo-Mausmodell, um die Stoffwechselmechanismen von
Leptin in Bezug auf das Korpergewicht und die Knochenstruktur zu erfor-
schen. Die Wissenschaftsgruppe injizierte subkutan einen Leptinantagonis-
ten in vier Wochen alte weibliche Mause und beobachtete drei Monate lang
die induzierten Stoffwechsel- und Knochenverdanderungen (Solomon et al.

2014). In einem anderen Projekt erfolgte die Leptinstimulation von Fib-
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roblasten aus OA- und RA-Synovialgewebe (Tong et al. 2008). AuBerdem
wurde versucht, anhand der Stimulation mit Leptin, neue Erkenntnisse be-
zliglich der Veranderungen im Zytoskelett von Chondrozyten zu erlangen
(Liang et al. 2011). Einen weiteren Stimulationsversuch mit einer chondro-
genen Zelllinie fihrten Ohba et al. durch. Diese Arbeitsgruppe stimulierte
Chondrozyten 30 Minuten bis 48 Stunden mit rekombinantem humanem
Leptin (Ohba et al. 2010). Aufgrund der Erfahrungswerte bisheriger Studien
betrug die Stimulationsdauer im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls
48 Stunden. Die Serumkonzentrationen von Leptin aus dem Blut von Pro-
banden mit OA lagen laut Presle et al. und Staikos et al. zwischen 8 ng/ml
und 31 ng/ml, wahrend in der Synovialfliissigkeit derselben Patienten Werte
zwischen 5 ng/ml und 19 ng/ml gemessen wurden (Presle et al. 2006,
Staikos et al. 2013). Verglichen mit den minimalen Leptinkonzentrationen in
der Synovialflissigkeit, waren auch zur Stimulation der CPCs sehr kleine
Mengen an Leptin bendtigt worden. Diese geringen Konzentrationen hatten
jedoch ein exaktes Pipettieren unmoglich gemacht. Demnach wurde im
Rahmen der Stimulationsversuche dieser Arbeit mit einer Leptinkonzentra-
tion von 100 ng/ml gearbeitet. In anderen noch unveroffentlichten Untersu-
chungen sind chondrogene Zellreihen ebenfalls bereits erfolgreich mit ahn-
lichen Mengen an Leptin stimuliert worden (Kontakt mit Prof. Dr. Arieh
Gertler, The Hebrew University of Jerusalem, Institute of Biochemistry, Food

Science and Nutrition, Rehovot, Israel).
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Neben den Stimulationsversuchen, die an bereits ausdifferenzierten Chond-
rozyten oder Fibroblasten der Synovia durchgefiihrt wurden, gibt es bislang
weder Veroffentlichungen zur Stimulation von CPCs mit Adiponektin noch
mit Leptin. Durch ihr hohes Migrations- und Differenzierungspotential sowie
das Muster ihrer Oberflichenmarker weisen die CPCs eine groBe Ahnlichkeit
mit mesenchymalen Stammzellen (MSC) aus dem Knochenmark auf
(Koelling und Miosge 2009). Zur Stimulation von MSCs mit Adipozytokinen
gibt es bereits mehrere Veroffentlichungen (Hess et al. 2005, Lee et al. 2009,
Zhou et al. 2014). Diese und vergleichende Studien lassen vermuten, dass
die Stimulation von CPCs mit Adipozytokinen ebenfalls moglich sein sollte.
Aufgrund der Genexpressionsveranderungen, die in den Stimulationsversu-
chen induziert wurden und im Folgenden diskutiert werden sollen, scheinen
Adiponektin und Leptin das Stoffwechselverhalten der CPCs durchaus zu
beeinflussen. Um jedoch das genaue Ausmal3 der Adipozytokinwirkung auf

die CPCs bestimmen zu konnen, sind noch weitere Studien erforderlich.

4.5 Diskussion der Genexpressionsveranderungen

Nachdem die Untersuchungsergebnisse der qRT-PCR unter Verwendung
der Pfaffl-Methode normalisiert worden waren, gelang es, in den stimulier-
ten CPCs quantifizierbare Unterschiede der Genexpressionslevel nachzuwei-

sen (Pfaffl 2001).
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Fasst man die Messungen der Genexpression in den mit Adiponektin stimu-
lierten CPCs zusammen, so zeigen sich sowohl anti-inflammatorische als
auch pro-inflammatorische Eigenschaften des Adipozytokins im Stoffwech-
sel des geschadigten Knorpelgewebes. Das Ergebnis einer pro-
inflammatorischen Wirkweise ist koharent zu bisherigen Studien von Ouchi
und Walsh, die Adiponektin ebenfalls als entziindungsprotektives Zytokin
beschrieben (Ouchi und Walsh 2007). Innerhalb der Gelenke, insbesondere
im Knorpelgewebe, wird die Rolle von Adiponektin jedoch bislang noch
kontrovers diskutiert (Kang et al. 2010, Krysiak et al. 2012, Yusuf et al. 2011).
Sowohl in den OA- als auch in den RA-CPCs konnte ein Abfall der Genex-
pression von TNFa gemessen werden. Die IL1-Expression in den OA-CPCs
zeigte keine signifikanten Veranderungen, wahrend in den RA-CPCs ein
deutlicheres Absinken der Expressionslevel vermerkt wurde. Vergleichende
Studien zeigen eine inhibierende Wirkung von Adiponektin auf die Genex-
pression von TNFa und IL1 im OA-Gewebe und bestatigen somit den Abfall
der mRNA-Level von TNFa (Lee et al. 2008). Im Gegensatz zu diesen Er-
kenntnissen wurde laut einer weiteren Studie zur Adipozytokinstimulation in
RA-Synovialfibroblasten weder die Expression von IL1 noch von TNFa durch
Adiponektin reguliert (Frommer et al. 2010). Interessanterweise zeigten die
MRNA-Level von IL6 in den OA-CPCs der vorliegenden Immunzytochemie
einen leichten Abfall, wéahrend in den RA-CPCs ein Anstieg vermerkt werden

konnte. Ein Absinken der IL6-Genexpression im OA-Gewebe ist bislang noch
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nicht nachgewiesen worden, wahrend eine durch Adiponektin induzierte
verstarkte IL6-Expression bereits mehrfach beschrieben wurde (Lago et al.
2008, Tang et al. 2007). Aufgrund der pro-inflammatorischen Eigenschaften
von IL6 widerspricht dessen ge-

steigerte Genexpression nach der Zellstimulation der Vermutung, dass Adi-
ponektin im Knorpelgewebe ausschlielich eine entziindungshemmende
Wirkung besitzt. IL10 ist das vierte entzindungsmodulierende Protein, das
im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels qRT-PCR untersucht wurde. Die-
sem anti-inflammatorischen Zytokin wird eine chondroprotektive Rolle im
Knorpelgewebe und in der Synovia von Patienten mit OA zugesprochen
(Jung et al. 2013, Vermeij et al. 2014). Nach der Stimulation mit Adiponektin
zeigten die OA-CPCs sowie die RA-CPCs einen Anstieg der Genexpressions-
level von IL10 (siehe Abb. 9 und 10). Dieses Ergebnis wiirde die oben ge-
nannte Vermutung einer anti-inflammatorischen und knorpelerhaltenden
Wirkung von Adiponektin unterstiitzen. Leider gibt es bislang noch keine
Studien zur Interaktion von Adiponektin und IL10 in CPCs. Innerhalb huma-
ner Makrophagen konnte jedoch bereits ein durch Adiponektin induziertes
Ansteigen der IL10-Genexpression gezeigt werden (Kumada et al. 2004). Da
Chondrozyten nachweislich zur IL10-Produktion fahig sind, deuten die Er-
gebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass CPCs ebenfalls IL10 freisetzen kon-
nen (lannone et al. 2001). Demnach wird die IL10-Produktion der CPCs

durch Adiponektin gesteigert.
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Die Genexpressionsveranderungen, die durch die Stimulation der CPCs mit
Leptin hervorgerufen wurden, sind ebenfalls mittels qRT-PCR quantifiziert
worden. Im Gegensatz zu den anscheinend sowohl pro- als auch anti-
inflammatorischen Eigenschaften von Adiponektin, zeigt Leptin innerhalb
der CPCs hauptsachlich eine pro-inflammatorische Wirkung. Diese entzin-
dungsfordernden Eigenschaften von Leptin und dessen Fahigkeit, immun-
modulatorisch in Stoffwechselvorgange einzugreifen, sind bekannt
(Stofkova 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch
erstmalig, dass Leptin auch mit CPCs aus geschadigtem Gelenkknorpel in-
teragiert und pro-inflammatorisch in deren Stoffwechselprozesse eingreift.
Trotz dieser Tatsache wird in einigen Veroffentlichungen ebenfalls berichtet,
dass Leptin mit einer Reduktion von Knorpelschaden einhergeht (Rho et al.
2009). Durch die Leptinstimulation kommt es sowohl in den OA-CPCs als
auch in den RA-CPCs zu einem Anstieg der Genexpression von IL1. Verglei-
chende Studien belegen die gesteigerte IL1-Expression im Rahmen der OA
(Conde et al. 2013, Simopoulou et al. 2007). Bisher gibt es keine veroffent-
lichten Untersuchungen hinsichtlich der RA zur Leptin-induzierten Expressi-
on von IL1. Die Konzentration dieses pro-inflammatorischen Zytokins ist im
Rahmen der RA erhoht. Zusatzlich wird IL1 eine Schlisselrolle in der Krank-
heitsprogression der RA zugeschrieben (Schiff 2000). Diese Tatsachen unter-

stiitzen das Ergebnis einer verstarkten IL1-Expression in den RA-CPCs. Inte-
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ressanterweise fuhrte die Stimulation der CPCs mit Leptin erneut zu einem
Abfall der IL6-Expression in den OA-CPCs und zu einer verstarkten Genex-
pression von IL6 in den RA-CPCs. Diese Veranderung der mRNA-Level war
bereits nach der Stimulation mit Adiponektin gemessen worden. Studien
von Voulteenaho et al. beschreiben hingegen einen von Leptin hervorgeru-
fenen Expressionsanstieg von IL6 im OA-Knorpelgewebe und geben keine
Auskunft Uber mogliche Expressionsveranderungen im RA-Gewebe
(Vuolteenaho et al. 2009). Bezlglich der Produktion des pro-
inflammatorischen Zytokins TNFa ergaben die gRT-PCR-Untersuchungen
sowohl in den OA-CPCs als auch in den RA-CPCs einen Anstieg der Genex-
pression. Zum aktuellen Zeitpunkt existieren keine veroffentlichten Studien,
die dieses Ergebnis bestatigen konnten. Die Literaturangaben zu Adipositas-
induzierten Entziindungsreaktionen bei Patienten mit RA sind ebenfalls sehr
gering. Tsuchida et al. verglichen die Zytokinkonzentrationen zwischen dem
Gelenkgewebe und der Synovialflissigkeit. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass
innerhalb der Gelenke von Patienten mit symptomatischen Knorpeldefekten
eine 10- bis 100-fach erhéhte Konzentration an pro-inflammatorischen Zy-
tokinen wie IL1, IL6 und TNFa vorliegt (Tsuchida et al. 2014). Dieses Ergeb-
nis deutet darauf hin, dass die Zytokine innerhalb der Gelenke produziert
werden. Untersuchungen zur Wirkungsweise von Leptin zeigten dessen Fa-
higkeit, im Rahmen der RA Monozyten und Makrophagen zur Proliferation

anzuregen und gleichzeitig die Produktion von IL1, IL6 und TNFa zu indu-
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zieren (Stavropoulos-Kalinoglou et al. 2011). AuBerdem ist Leptin ebenfalls
in der Lage, in den Stoffwechsel von Chondrozyten einzugreifen (Otero et
al. 2003). Unter Berlcksichtigung der oben genannten Fakten werden die
bisher beschriebenen Ergebnisse zur Quantifizierung der Genexpressions-
veranderungen weiter belegt. In den Untersuchungen zur Expression des
anti-inflammatorisch wirkenden Zytokins IL10 zeigten die Resultate in den
OA-CPCs sowie in den RA-CPCs eine deutliche Reduktion der IL10-
Expression. Eine Interaktion von Leptin und IL10 ist bislang lediglich inner-
halb von Studien zur Gewichtsreduktion untersucht worden. Diese Studien
beschreiben ein gegensatzliches Verhalten von Leptin und IL10. Ein Anstieg
von Leptin ging stets mit einem Abfall der IL10-Konzentration einher und
umgekehrt (Jung et al. 2008, Phillips et al. 2012). Daraus resultierend bekraf-
tigen diese Ergebisse den Abfall der Expression von IL10, der nach der Sti-

mulation mit Leptin gemessen wurde.

In den Untersuchungen dieser Arbeit induziert Adiponektin sowohl die Ex-
pression  pro-inflammatorischer als auch die Freisetzung anti-
inflammatorischer Signalproteine in den OA- und RA-CPCs. Die Genexpres-
sion von TNFa wird reduziert und die IL10-Expression steigt an. Gleichzeitig
sind die Expressionsveranderungen von IL1 und IL6 jedoch nicht einheitlich.
In der Literatur wird die Wirkungsweise von Adiponektin im Knorpelgewebe

ebenfalls kontrovers diskutiert, obwohl sich eine Tendenz abzeichnet, die
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dem Adipozytokin vermehrt pro-inflammatorische Eigenschaften zuspricht
(Chen et al. 2006, Conde et al. 2013).

Leptin weist gemaB den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
sowohl in den OA-CPCs als auch in den RA-CPCs hauptsachlich pro-
inflammatorische Eigenschaften auf. IL1 und TNFa werden verstarkt expri-
miert, wahrend es zu einem Abfall der IL10-Expression kommt. Diese ent-
ziindungsfordernde Wirkung von Leptin im Rahmen von Gelenkerkrankun-

gen wird auch in der Literatur beschrieben (Toussirot et al. 2007).

4.6 Klinische Relevanz der Ergebnisse und therapeutische Aus-
blicke

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der entziindungsmodaulie-
renden Adipozytokine Adiponektin und Leptin auf humane CPCs untersucht.
Den CPCs wird eine bedeutende Rolle hinsichtlich neuer Therapieoptionen
zugesprochen, die eine zukiinftige Regeneration hyalinen Knorpelgewebes
ermoglichen kénnten. Dies wirde einen groBen Fortschritt in der Behand-
lung von Gelenkerkrankungen wie der OA und der RA darstellen. Dement-
sprechend ist es von besonderem Interesse, die Biologie der Progenitorzel-
len sowie deren Interaktion mit den Botenstoffen im menschlichen Stoff-
wechsel genauer zu erforschen. Die Adipozytokine stellen das metabolische
Bindeglied zwischen entziindlichen Stoffwechselerkrankungen und Gelenk-
schadigungen wie OA und RA dar. Seit der Entdeckung der Adipozytokine
hat sich das Verstandnis hinsichtlich der Funktion des weilen Fettgewebes
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grundlegend verandert. In den letzten Jahren sind bereits viele Studien zur
Identifikation neuer Adipozytokine und ihrer Signalwege durchgefiihrt wor-
den. Resultierend aus den Untersuchungen dieser Arbeit kann Leptin in
CPCs aus geschadigtem Knorpelgewebe die Aufgabe eines pro-
inflammatorischen Zytokins zugewiesen werden, wahrend Adiponektin im
Gelenkknorpel sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Reaktionen her-
vorruft. Wirde es gelingen, die Rolle der Adipozytokine und deren Zusam-
menspiel mit den CPCs im Pathomechanismus der entziindlichen Gelenker-
krankungen genauer zu beschreiben, konnte dies einen moglichen Behand-
lungsansatz flir zukiinftige pharmakologische Therapieoptionen darstellen.
Im Rahmen der RA wird eine anti-TNFa-Therapie bereits erfolgreich einge-
setzt. Zusatzlich stellen die Adipozytokine einen mdglichen Angriffspunkt im
Wirkmechanismus der Progenitorzellen dar, der als Grundbaustein fir die
Entwicklung einer regenerativen Therapie genutzt werden kénnte. Um die-
ses Ziel weiterhin zu verfolgen, misste zunachst die Auswirkung der Ent-
zindungsreaktionen auf das Differenzierungsverhalten der CPCs untersucht
werden. Die genaue Rolle der Interaktion von CPCs und Adipozytokinen im
Pathomechanismus und in der Progression von Gelenkerkrankungen ist
noch zu definieren. Letztendlich stellt die Bildung von mechanisch stabilem
und biologisch intaktem hyalinen Knorpelgewebe zur Heilung von Knorpel-
schaden weiterhin eine groBBe Herausforderung dar. Bevor den Ergebnissen

dieser Arbeit eine klinische Bedeutung zukommen kann, sind noch viele zu-
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kiinftige Studien und groBe Fortschritte zum Verstéandnis der zellbiologi-

schen Zusammenhange im Knorpelgewebe notwendig.
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5 Zusammenfassung

Osteoarthrose und rheumatoide Arthritis gelten als zwei der meist verbrei-
teten Gelenkerkrankungen in den Industrienationen (Reginster und Khaltaev
2002). Der Begriff ,Osteoarthitis “ wird bislang nur im englischsprachigen
Raum genutzt und impliziert das Vorliegen einer Entziindungsreaktion. In-
zwischen ist es eine allgemein anerkannte Tatsache, dass das Krankheitsbild
der OA tatsachlich stets mit einer geringgradigen Gelenkentziindung ein-
hergeht (de Lange-Brokaar et al. 2012). Zusatzlich wird davon ausgegangen,
dass auch Mediatorsubstanzen aus dem Fettgewebe wie Adipozytokine, z.B.
Adiponektin und Leptin, am Entziindungsprozess beteiligt sind (Scotece et
al. 2011). Die RA ist eine autoimmun bedingte chronische Gelenkerkran-
kung. In den durch die RA geschadigten Knorpelbereichen konnten eben-
falls Adipozytokine nachgewiesen werden (Del Prete et al. 2014).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist untersucht worden, inwiefern sich
die Adipozytokine Adiponektin und Leptin auf das Stoffwechselverhalten
von CPCs und damit auf die Knorpeldegradation und eine mdgliche Gewe-
beregeneration im erkrankten Gelenk auswirken. Anhand immunzytochemi-
scher Aufnahmen wurden erstmalig die Rezeptoren fiir Adiponektin und
Leptin in CPCs nachgewiesen und gezeigt, dass auch die beiden Proteine
selbst in den CPCs vorhanden sind. Daraufhin erfolgte die Stimulation der
isolierten Progenitor-Zellen mit den beiden Adipozytokinen, um anschlie-

Bend mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die Expression von IL1, IL6,
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TNFoa und IL10 in den CPCs zu bestimmen. Eine Veranderung in der Inter-
leukin- und TNFa- Expression sollte zeigen, ob das jeweilige Adipozytokin
eine pro- oder eine anti-inflammatorische Zellantwort provoziert. Die Er-
gebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Adiponektin sowohl pro- als auch anti-
inflammatorische Reaktionen im Knorpelgewebe induziert, wahrend sich
Leptin hauptsachlich entziindungsférdernd auf den Stoffwechsel der CPCs
auswirkt. Die CPCs stammten aus dem erkrankten Knorpelgewebe von Pati-
enten mit OA sowie mit RA. Dies ermdglichte einen Vergleich der beiden
Krankheitsbilder hinsichtlich der Adipozytokin-induzierten Entziindungsre-
aktionen. Interessanterweise zeigten sich jedoch keine bedeutsamen er-
krankungsspezifischen Unterschiede in den Adipozytokin-induzierten Gen-

expressionveranderungen der CPCs.
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