Aus der Poliklinik fiir Zahnérztliche Prothetik
Prof. Dr. R. Biirgers
im Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

der Medizinischen Fakultit der Universitiat Gottingen

Der Einfluss der Wachstumsfaktoren TGF-33 und EGF sowie des
Matrixmolekiils Biglycan auf die Gene SOX9 und RUNX2 in

chondrogenen Progenitorzellen

INAUGURAL — DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat der
Georg-August-Universitat zu Goéttingen

vorgelegt von
Stefan Schimmel

aus Rinteln

Gottingen 2016



Dekan:

1. Berichterstatter:
II. Berichterstatter:
III. Berichterstatter:

Tag der miindlichen Priifung:

Prof. Dr. rer. nat. H. K. Kroemer

Prof. Dr. med. N. Miosge

Prof. Dr. med. Dr. med. dent. K. G. Wiese
Prof. Dr. mult. T. Meyer

22.09.2016



Inhaltsverzeichnis I
Inhaltsverzeichnis

|[Abbildungsverzeichnis| v
(labellenverzeichnis| \
|[Abkurzungsverzeichnis| Vi
(1 Einleitung| 1
(1.1 Das Knorpelgewebe| . . . . . . . . ... ... o oo 1
[L2 Osteoarthritis] . . . . . . ... ... . 5
(1.2.1 Therapienmoglichkeiten von Osteoarthritis|. . . . . . .. .. ... ... ... 8
[1.2.2  Die Rolle von chondrogenen Progenitorzellen| . . . . . . ... ... ... .. 11
(1.3 SOX9 und RUNX?2 als Meditoren der Osteochondrogenese| . . . . . . . . .. 14
131 SOXO| . . . e 14
132 RUNXDZ . . . . e e 14
(1.4 Der TGF-[3-Rezeptor und sein Ligand TGF-33| . . . .. ... ... ..... 17
(1.4.1 DerRezeptor] . . .. ... .. . .. 17
(1.4.2  Die Liganden und Signalkaskaden| . . . . . . ... .. ... ... ...... 17
(1.4.3 Die Rolletm Knorpel| . . . . ... ... ... ... ... ... ..., 17
(1.5 Biglycan|. . . . . . .. 20
(1.5.1 Autbau, Funktion und Rolle im Knorpel . . . . . ... ... ... ... ... 20
(1.6 Der EGF-Rezeptor und sein Ligand EGF . . . . ... ... ... ... .... 22
(1.6.1 DerRezeptor] . . .. ... .. . .. ... 22
[1.6.2 Die Liganden und Signalkaskaden| . . . . . ... .. ... ... ....... 22
(1.6.3 Die Rolletim Knorpel . . . .. ... ... .. .. ... 0000 23
(1.7 Fragestellung| . . . . . .. ... .. ... .. ... 25
2__Material und Methodenl 26
[2.1 Gewebeprobenund Zellen| . . . . ... .. ... ... L. 26
22  Zellkultur . . . . . oL 26
R21 Zellisolationl . . . . . . . . . . 27
[2.2.2  Algmatkultur] . . . . ... ... 27
[2.2.3  Stimulation mit Signalmolekilen| . . . . . . . ... ... 0000 28
2.3 siRNA-Knockdown| . . . . . .. ... .. . 29
24  Real-tmePCRI . . ... ... .. 30
[2.4.1 Primerdesign| . . . . . . ... .. 30
RAZ Prmen . . . . oo 33
2.4.3 cDNA-Synthese| . . . . . . .. . .. .. .. ... 33
2.4.4  Durchfihrungder PCR| . . . . . . ... ... ... ... ... ... ..., 34
[2.4.5 Bestimmung des relativen mRNA-Gehaltes|] . . . .. ... ... ... .. .. 35




Inhaltsverzeichnis II

[2.5 Proteinbestimmung| . . . . . . ... ... ... L 36

J. -Pagel . .. 36
252 WesternBlot]. . . . . . ... 38
[2.5.3 Bestimmung des relativen Proteinniveaus| . . . . .. ..o 41
[2.6 HE-Farbung| . . . . . . . . . . 42
277 Immunhistochemiel . . . . .. ... .. ... o 43
[2.8 Immuncytochemie|. . . . . . ... ... ... oo 45
3 Ergebnisse| 46
(3.1 Rezeptornachweis| . . . . . . . . . ... L o 46
[3.1.1 TGF-[33-Rezeptor| . . . . . . . . . . . ... ... 46
[3.1.2 EGEF-Rezeptor| . . . . . .. .. .. 49
[3.2 Nachweis der Signalmolekiile]. . . . . .. ... ... ... .. ... ..... 51
[3.2.1 TGF-[33 im gesunden und kranken Knorpel . . . . . .. ... ... ..... 51
[3.2.2  Biglycan im gesunden und kranken Knorpel . . . . . . ... ... ... ... 52
[3.2.3  EGF 1im gesunden und kranken Knorpel| . . . . ... .. ... ... .. ... 53
(3.3 TGF-[33 Einfluss die Synthese von Biglycan| . . . . . ... ... ... .... 54
[3.3.1 Einfluss von TGF-[33 auf das Biglycan-mRNA-Level . . . . ... ... ... 54
(3.3.2  Einfluss von TGF-[53 auf die Biglycan Proteinexpression| . . . . . . .. ... 55
[3.4  Biglycan Einfluss auf die EGF-Rezeptor Synthese| . . . . . .. ... .. ... 56
[3.5 TGF-[33 und EGF Einfluss auf die Expression von SOX9 und RUNX?2| . . . . 57
[3.5.1 Einfluss von TGF-[33 auf die SOX9- und RUNX2-mRNA|. . . .. ... ... 57
3.5.2 Einfluss von EGF auf die SOX9- und RUNX2-mRNA| 58
[3.5.3  Einfluss von TGF-[33 und EGF auf das Proteinniveau von SOX9 und RUNX2| 60
[3.6 Knockdown des EGF-Rezeptors| . . . .. ... ... ... ... ....... 62
4 __Diskussion| 63
4.1 Welchen Einfluss hat die Stimulation mit TGF-[33 auf die Expression von BGN? 63
4.1.1 Die Expression des TGF-[3-Rezeptors| . . . . . ... ... ... ... .... 63
4.1.2  Die Expression von TGF-53| . . . ... ... ... .. ... ... ... ... 64

4.1.3 Der Einfluss der Stimulation von CPCs durch TGF-[33 auf die BGN-Synthese| 64
4.2 Welchen Einfluss haben Anderungen der BGN-Expression auf die des EGF- |

| Rezeptors?|. . . . . . . . e 65
4.2.1 Die Expressionvon BGN| . . . . .. ... ... o 0oL 65
4.2.2  Die Expression des EGF-Rezeptors|. . . . . ... ... ... ... ... .. 65
4.2.3 Die Expressionvon EGF . . . ... ... ... ... . 0 0000 66
4.2.4  Der Einfluss von BGN auf den EGF-Rezeptor{ . . . . . . . ... ... .... 66

4.3 Wie wirkt sich eine Stimulation mit TGF-(53 und EGF auf die Expression von |
[ SOXOund RUNXZ aus? . . . . . . . . . i e e 67




Inhaltsverzeichnis 11T

4.4 Fazit und Ausblick: Die Mediatoren TGF-[33, EGF und BGN als mogliche |

[ Kausalkette in der Regeneration von OA| . . . . . . . . ... ... ... ... 68
[ Zusammenfassung| 70
71

6 Literaturverzeichnis



Abbildungsverzeichnis v

Abbildungsverzeichnis

(1 Der gesunde Knorpel| . . . . . . ... ... ... o 0oL 1
[2 Schematische Darstellung des gesunden Gelenkes| . . . . . . ... ... .. 2
[3 Hauptbestandteile der extrazellularen Matrix|. . . . . . .. ... ... ... 4
41 Osteoarthritischer Knorpel] . . . . . .. .. ... ... ... .. ..... 5
> Schematische Darstellung der Veranderungen be1t OA| . . . . . . . . . . .. 7
(6 Grundlegende therapeutische Optionen be1 Osteoarthritis| . . . . . . . . .. 8
[/ Konzept der chondrogenen Progenitorzellen| . . . . . . ... .. ... ... 11
(3 OA Knorpel und chondrogene Progenitorzellen| . . . . . . ... ... ... 13
9 Schematische Darstellung der[SOX9 Regulation| . . . . . . ... ... ... 15
(10 Schematische Darstellung der RUNX2/Regulation|. . . . . . ... ... .. 16
(11 TGF--Ligandenund Ziele| . . . . . . . ... ... ... ... ... .... 19
(12 Interaktion von Biglycan mit der TGF-3-Famile| . . . . . . ... ... .. 21
(13 Ubersicht des EGF-Signalweges| . . . . . . . . . ... .. .. ....... 24
(14 Schmelzkurve am Beispiel des TGF-Rezeptors| . . . . ... ... ... .. 31
(15 Beispiel fiir die Sequenzierung eines PCR Produktes| . . . . ... ... .. 32
(16 gPCR des TGF-[5-Rezeptors| . . . . ... ... ... .. . ......... 46
(1’7 Immunhistochemischer und Immunfluoreszenz Nachweis des TGF-[5-Rezeptors| 48
(18 gPCR des EGF-Rezeptors|. . . . . . ... ... ... .. ... ....... 49
(19 Immunhistochemischer und Immunfluoreszenz Nachweis des EGF-Rezeptors| 50
20 Immunhistochemischer Nachweis von TGF-[33[ . . . . ... ... .. ... 51
21 Immunhistochemischer Nachweis von Biglycan| . . . . . . . ... ... .. 52
22 Immunhistochemischer Nachweis von EGH . . .. . ... ... ... ... 53
23 gPCR von BGN nach TGF-33 Stimulation|. . . . . .. ... ... ..... 54
24  WB von BGN nach TGF-{33 Stimulation|. . . . . . . ... ... ...... 55
25 WB des EGF-Rezeptors nach BGN Knockdown| . . . . . . ... ... ... 56
26 gPCR von SOX9 und RUNX?2 nach TGF-53 Stimulation| . . . . . .. ... 57
27 gPCR von SOX9 nach EGF Stumulation| . . . . .. .. ... ... ... .. 58
28  gPCR von RUNX?2 nach EGF Stimulation| . . . . . ... ... . ... ... 58
29 Einfluss von TGF-[53 und EGF auf das Proteinniveau von SOX9 und RUNX2| 60
30 Quantifizierung der Western Blot Ergebnisse fur SOX9| . . . . .. ... .. 61
31 Quantifizierung der Western Blot Ergebnisse fur RUNX2 . . . . . ... .. 61
[32  siRNA-Knockdown des EGF-Rezeptors| . . . .. ... ... ... ... .. 62
[33  Die Mediatoren als mogliche Kausalkette in der Regeneration von OA| . . . 69




Tabellenverzeichnis A\

Tabellenverzeichnis

(1 Biologischer Prozesse und mogliche Therapieansiatze von OA| . . . . . . . 10
[2 TGF-3-Ligandenund Zaele| . . . . . . . ... ... ... .. ... ..... 19
B Prmem . - . o o o e e e e e e e 33
2] Antikorper Western Blot| . . . . . ... oo 39
[5 Antikorper Immunhistologie| . . . . . ... oL o oo 44
(6 Antikorper Immuncytochemie| . . . . . . ... o000 45
[/ gPCR des TGF-[3-Rezeptors| . . . . . ... ... ... ... ........ 47
(3 gPCR des EGF-Rezeptors|. . . . . .. ... ... ... ... .. 49

influss von auf die - -mRNA|. . ... ... .. .... 59




Abkiirzungsverzeichnis VI

Abklrzungsverzeichnis

ADAMTS
Akt
BGN
BMP
CCDh
CD
CPC
CPC241ht
DDR-2
DMEM
DNA
EDTA
EGF
EGFR
ERK
EZM
FGF
GDF
GRB2
HEPES
HGF
HIF
HKG
HMG
hTERT
ICC
IHC
JNK
MMP
mRNA
MSC
NCBI
OA

p38
PCR
p-ERK
PI3K
p-SMAD

A Disintegrin And Metalloproteinase With Thrombospondin Motifs
Proteinkinase B

Biglycan

Bone Morphogenetic Protein
Cleidokraniale Dysplasie

Cluster of Differentiation

chondrogene Progenitorzelle
immortalisierte chondrogenene Progenitorzellen
Discoidin Domain-Containing Receptor 2
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonukleinsdure
Ethylendiamintetraacetat

Epidermal Growth Factor

EGF-Rezeptor

Extracellular-signal Regulated Kinase
extrazelluldre Matrix

Fibroblast Growth Factor

Growth Differentiation Factor

Growth Factor Receptor-bound Protein 2
Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsiure
Hepatocyte Growth Factor
Hypoxie-induzierter Faktor

Haushaltsgen

High Mobility Group

Human Telomerase Reverse Transcriptase
Immuncytochemie

Immunhistochemie

c-Jun N-terminale Kinase
Matrix-Metalloprotease

messenger RNA

mesenchymale Progenitorzellen

National Center for Biotechnology Information
Osteoarthritis

p38-mitogenaktivierte Proteinkinase
Polymerase-Kettenreaktion
phosphoryliertes ERK
Phosphoinositid-3-Kinase
phosphoryliertes SMAD



Abkiirzungsverzeichnis VII

PTH
qPCR
RAS
RNA
RUNX2
SDS-Page
siRNA
SLRP
SMAD
SOS
SOX9
TEP
TGF
TGFR
™
TNF
VEGF

Parathormon

quantitative real-time PCR

Rat Sarcoma Protoonkogen
Ribonukleinsédure

Runt-Related Transcription Factor 2
Polyacrylamidgelelektrophorese

Small interfering RNA

Small Leucine-rich Proteoglycan

Small Body Size Mothers Against Decapentaplegic
Son of Sevenless

SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9
Totalendoprothese

Transforming Growth Factor
TGF-Rezeptor

Tidemark

Tumornekrosefaktor

Vascular Endothelial Growth Factor



1 Einleitung 1

1 Einleitung

Osteoarthritis ist eine degenerative Erkrankung des Knorpels, deren Pathogenese und Be-
handlung nach wie vor Gegenstand der Forschung sind und deren Erforschung eine immer
groflere Relevanz bekommt. Es soll deshalb zunéchst die physiologische Beschaffenheit des
Knorpelgewebes beschrieben werden, um darauf die Mechanismen und pathologischen Er-
eignisse zu beschreiben, die zur Destruktion des Gewebes und letztendlich zum Krankheits-
bild der Osteoarthritis fithren. Darauf folgend werden die momentanen Behandlungsmog-
lichkeiten der Erkrankung und die potentielle Bedeutung von chondrogenen Progenitorzellen
als regenerativer Ansatz skizziert. Es wird auf die Molekiile und Rezeptoren eingegangen,

die fiir diese Arbeit relevant sind und die zu bearbeitende Fragestellung erldutert.

1.1 Das Knorpelgewebe

Der menschliche Knorpel ist gekennzeichnet durch seine geringe Anzahl an Zellen, die
Chondrozyten, die eine vergleichsweise groBe extrazellulire Matrix (EZM)) bilden. In den
Diathrosen des Menschen bildet hyaliner Knorpel die Gelenksflichen und sorgt mit Wider-
standskraft und gleichzeitiger Verformbarkeit fiir eine flieBende Bewegung der Extremitéten.
Speziell im Kniegelenk, der Articulatio genus, miissen die Knochen enormen Druckkriften

standhalten, die an den hyalinen Knorpel besondere Anspriiche stellen (Poole|1997).

Tangentialzone

Ubergangszone

g o

Radiarzone
—— Tidemark
Mineralisierte Zone

— ———Subchondraler Knochen

A B

Abbildung 1: Der gesunde Knorpel

Makroskopie und Mikroskopie des Kniegelenks. A: Schematischer Schnitt durch das Kniegelenk; modifiziert
nach |Gray| (1918), Abbildung von http://www.bartleby.com/107/93.html. Im Knie bilden das Femur und die
Tibia den kndchernen Anteil des Gelenkes. Dieser wird durch einen Uberzug aus hyalinem Knorpel geschiitzt.
B: Ubersicht zum mikroskopischen Aufbau des hyalinen Knorpels. HE-Firbung Tibiaplateu Mensch, 10 x.
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Die Articulatio genus besteht aus einem Gelenkspalt, der durch Tibia und Femur gebildet
wird. Auf dem Knochen setzt der hyaline Knorpel als Uberzug auf. Die Diathrosen werden
durch Bindegewebsstrukturen, die die Gelenkkapsel bilden, gestiitzt und zusammengehalten.
Diese wird von einer Membran, der Synovialmembran, ausgekleidet. Sie besteht aus einer
Membrana synovialis, deren Funktion vor allem in der Bildung von Synovialfliissigkeit be-
steht, einem Dialysat des Blutplasmas, das den Knorpel erndhrt und mit Sauerstoff versorgt.
AuBerdem wird sie aus einer Membrana fibrosa gebildet, die aus straffem Bindegewebe be-
steht und in den Knochen und die Sehnen des Gelenkknorpels einstrahlt, um eine zusitzliche
Stabilitit zu gewéhrleisten. Eine Besonderheit im Kniegelenk sind die beiden Menisken, die
sich keilformig zwischen das artikulierende Gelenk schieben, um die Druckkrifte zu ver-
teilen, ein Gleiten der Gelenke zu ermdglichen und den Knorpel zu entlasten (Makris et al.

2011).

Druckkrafte

Superfiziale Zone |

Ubergangszone

Radiarzone

Tidemark =

Mineralisierte

Zone
® ® e
Subchondraler @ L P @ e o
Knochen @
@ ¢ e
@

Abbildung 2: Schematische Darstellung des gesunden Gelenkes

Der hyaline Knorpel wird in verschiedene Schichten unterteilt. Die superfiziale Zone oder tangentiale Zone
mit quer angeordneten Chondrozyten. Die Intermedizirzone oder Ubergangszone, in der die Chondrozyten eher
sparlich und rundlich-sphérisch imponieren. Die Radidrzone mit sdaulenformigen Chondrozyten und die darun-
ter liegende mineralisierte Zone, getrennt vom oberen Bereich durch die Ml Durch die spezielle Anordnung
konnen Druckkrifte effizient abgefedert werden. Die Chondrozyten leben in einer sauerstoffarmen Umgebung.
Der O,-Gehalt ist in den inneren Schichten des Knorpels am geringsten, versorgt werden die Chondrozyten
durch die Blutgefifle (in rot), die in die kalzifizierte Zone einsprieSen und durch die Synovialfliissigkeit per
Diffusion. Nervenfasern sind erst unterhalb des hyalinen Knorpels zu finden (griin). Abbildung modifiziert

nach [Houard et al. m, S. 2.
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Der hyaline Knorpel selbst entsteht wihrend der Embryonalentwicklung als Derivat des Me-
soderms. Er stellt die einzige Knorpelform dar, die wihrend dieser Entwicklung entsteht und
wihrend des Alters bestehen bleibt. Mikroskopisch ldsst sich der Knorpel in verschiedene
Schichten einteilen: Eine oberfldchliche Schicht, die Tangentialzone, die durch abgeflachte,
diskusédhnliche Chondrozyten gekennzeichnet ist. In dieser Schicht bilden Kollagenfassern
dicht gepackte arkadenférmige Biindel. In der mittlere Schicht, der Uberganszone, impo-
nieren die Chondrozyten eher rundlich-sphirisch und die Kollagene bilden einen Ubergang
zwischen der oberflachlichen Schicht und der tiefen Schicht, der Radidrzone. In der Radiér-
zone ordnen sich die rundlichen Chondrozyten zu Siulen an und bilden mit dem strahlenfor-
mig angeordneten Kollagen und der proteoglykanreichen [EZM| den Boden des Knorpels auf
dem subchondralen Knochen. Der hyaline Knorpel beginnt zu kalzifizieren und geht in den
Knochen iiber, wobei er lediglich durch eine diinne Membran, der Tidemark (TM]), von dem
dariiberliegenden Gewebe getrennt wird S.[[Jund S. [2; [Poole
1997).

Die Chondrozyten sind in eine avaskulére, alymphatische und anervale Matrix eingebettet,
die im adulten Knorpel vor allem aus Wasser (70 %), Kollagenen (50 % der Trockemas-
se), Proteoglykanen und nichtkollagenen Proteinen sowie Glykoproteinen besteht (Kuettner
1992). Haupt- und strukturbildendes Molekiil der [EZM]ist mit 50 % das fribrilldre Kollagen
I1, das aus drei ineinander verdrehten Polypeptidketten als Prokollagen entsteht und sich nach
Modifikation arkadenformig im Knorpel ausbreitet. Es sorgt mit Untersiitzung der Kollagene
IX, X, XTI und VI sowie den proteoglykandhnlichen Molekiilen Fibromodulin und Decorin,
denen mehr eine Signal- und Verkniipfungsfunktion zugeordnet wird, fiir eine stabile Matrix
und ist damit strukturbildendes und charakteristisches Merkmal fiir den gesunden Knorpel
(Tesche und Miosge|2005). Eine weitere wichtige Gruppe neben den Kollagenen sind Pro-
teoglykane wie Aggrecan und die Glykosaminoglykane wie Hyaluronsédure, die mit ihren
Zucker- und negativen Seitenketten (u.a. Phosphatresten) fiir die hohe Wasserbindungsfihig-
keit des Knorpels zustindig sind und wie eine Art Gelpolster dynamisch Druckbelastungen
abfangen (Roughley 2006)). In dieser Matrix eingebettet machen Chondrozyten mit ca. 5 %
Anteil im Gewebe nur einen geringen Anteil aus. Im hyalinen Knorpel liegen sie vereinzelt
oder in Gruppen (Chondrone) vor, die als funktionelle Einheiten fiir den Erhalt der
zustédndig sind (Kuettner]|1992).
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Abbildung 3: Hauptbestandteile der extrazelluldren Matrix

Die Hauptstrukturen der Knorpelmatrix. Die Stabilitit wird vor alle durch Kollagen II und seine Hauptverbin-
dungsproteine Kollagen IX/ XI, Decorin und Fibromodulin gegeben, die Flexibilitit durch das wasserbindende
Proteoglykan Aggrecan und Hyaluronsduren sowie Biglycan. Modifiziert nach [Kuettner| (1992), S. 158.
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1.2 Osteoarthritis

Osteoarthritis (QOA)) ist eine chronische Erkrankung, die durch entziindliche und degenerative
Prozesse an menschlichen Gelenken gekennzeichnet ist. Typische Symptome der Patienten
sind Schmerzen, Schwellungen und Motilitdtsstorungen, einhergehend mit Veridnderungen
in der Gelenkbeschaffenheit. Einer der Hauptentstehungsorte fiir die OA ist das Kniegelenk.
Es kommt dort zur Fibrillisierung des Knorpels, zum Verlust der hyalinen Knorpelschicht
und zum Umbau der Matrix (Abbildung 4). OA stellt damit den Endpunkt verschiedener
pathologischer Prozesse dar (Guilak et al.|2004]).

Im Verlauf der Erkrankung verliert der Knorpel an Integritit, und es entstehen immer mehr
Funktionseinschriankungen. Hierbei spielen mechanische Belastung, Alter sowie genetische
Préadispositionen als typische Ausloser dieser Krankheit, deren genauer Mechanismus noch
nicht vollstindig aufgedeckt ist, eine entscheidene Rolle (Goldring und Goldring|2007; Loe-
ser et al.2012). Die OA ist eine der hiufigsten Gelenkserkrankungen im Alter und konnte
im Jahr 2020 die vierthdufigste Erkrankung sein, die den Menschen in seiner Bewegung ein-
schriankt (Koelling et al.[2009)).

Tl |
g,
¢ 3 O} W@

Abbildung 4: Osteoarthritischer Knorpel

Mikroskopie des Kniegelenks. A: Osteoarthritischer Knorpel, HE-Féarbung Tibiaplateu Mensch, 10 X. B: Aus-
schnitt aus der Tangentialzone des Knorpels. Stark degenerierte Oberfliche, HE-Fiarbung Tibiaplateu Mensch,
40 x. C: Ausschnitt im Bereich um die MMl Hier fillt die fiir typische Verdopplung der [TM] mit starker
Kalzifizierung des umliegenden Gewebes auf (Pfeile), HE-Firbung Tibiaplateu Mensch, 40 x.
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Im gesunden hyalinen Knorpel des Menschen zeigen sich Chondrozyten als ruhende und
stoffwechselarme Zellen. Die ersten Verdnderungen, die zur Degeneration der Knorpelmatrix
fiihren, zeigen sich in einer Aktivierung der Chondrozyten, welche unter anderem durch
Mechanorezeptoren ausgelost wird. Diese fangen an zu proliferieren, Cluster zu bilden und
steigern die Produktion von Enzymen, die die Matrix angreifen (Houard et al.|2013)).

Dies geschieht in den frithen Phasen der OA zunidchst an den Oberflaichen an denen die
Belastung am grof3ten ist. Die aktivierten Chondrozyten beginnen Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) und (A Disintegrin And Metalloproteinase With Thrombospondin Mo-
tifs) zu bilden. MMP}F3 und [ADAMTS}HS greifen als Aggrecanasen vor allem Aggrecan an.
Es kommt zur Ausschiittung von[MMPH13, welches sehr effizient Kollagen II angreift. Durch
diese Mechanismen kann das native Kollagen II, welches normalerweise keinen Kontakt zu
den Chondrozyten hat, mit diesen interagieren. Es bindet an den [DDR-2}Rezeptor (Discoi-
din Domain-Containing Receptor 2) und es kommt zur weiteren MMP}-13-Ausschiittung. Es
entstehen viele Matrixdegenerationsprodukte, die in einer Feedbackreaktion die Desktrukti-
on des Knorpels weiter eintreiben. Zusammen mit anderen ausgeschiitteten Mediatoren wie
z.B. [HIE- 2« (Hypoxie-induzierter Faktor-2cc) oder (Tumornekrosefaktor o) kommt
es zur vermehrten Ausschiittung von proinflammatorischen Substanzen, Chemokinen und
zur weiteren Matrixdegeneration S. [7; |Goldring und Goldring|2007; [Loeser
et al.|[2012).

In der frithen Phase der OA wird dies noch durch eine gesteigerte Sekretion von Kolla-
gen II kompensiert. Die Chondrozyten unterliegen jedoch im Verlauf einem phinotypischen
Wechsel und zeigen sich morphologisch in einer fibroblastendhnlichen Form bzw. stellen
eine eigene Subpopulation von Zellen dar, die sich aus chondrogenen Vorliduferzellen entwi-
ckelt haben konnten (Tesche und Miosge|[20035; Koelling et al.|2009). Andere Chondrozyten
z.B. weisen einen eher runden Phinotyp auf und formen sich zu Clustern in der Matrix
(Miosge et al.|[1998). Es kommt in den spiteren Phasen zu einer vermehrten Sekretion von
Kollagen I und III, welche den Hauptstrukturbildner Kollagen II ablosen und die Desintegri-
tit des Knorpels fordern (Poole|1999; [Tesche und Miosge|2005). Auerdem kommt es zur
Ausschiittung von proinflammatorischen und katabolen Enzymen wie Interleukinen, Pros-
taglandinen, Bone Morphogenic Proteinen (BMPs) und des Transforming Growth Factor-f
(TGF-B) (Guilak et al.[2004; |Goldring und Goldring|2007). Es zeigt sich eine Anderungen
des Vorkommens der Proteoglykane Biglycan (BGN) und Perlecan. Diese Proteoglykane be-
finden sich hauptsichlich in der perizelluldren Matrix der Chondrozyten (Tesche und Miosge
2003)). Perlecan interagiert mit den Chondrozyten und ist dabei in die Regulation der Diffe-
renzierung beteiligt und interagiert mit verschiedensten Matrixmolekiilen (Bock et al.[ 2001}
Tesche und Miosge| 2005). befindet sich vor allem in der Radialzone des Knorpels
und kann dort als Zeichen eines moglichen Regenerationsversuches gewertet werden. Das
Molekiil kann in den meisten Bindegeweben gefunden werden. Es ist dort als Strukturbild-
ner bzw. auch als Signalmolekiil vertreten und wird in einem der spéteren Kapitel genauer
beschrieben (Tesche und Miosge|2005; Nastase et al.[2012).
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Zusammenfassend kommt es in der Initialphase der OA durch angeborene Faktoren, me-
chanische Verletzungen oder dem hohen Lebensalter zur Aktivierung von stressinduzierten
Signalwegen. Durch wiederholte Einfliisse beginnt die frithe Phase der OA. Sie ist gekenn-
zeichnet durch Proliferation und Clusterformation von Chondrozyten. Es kommt zu ersten
Degenerationen und zu weiteren Zytokinausschiittungen. Im Verlauf entstehen dann in den

spidten Formen der OA erste Apoptosezeichen, es kommt zur Hypertrophie der Chondrozy-

ten, die Kollagentypen verdndern sich und es entstehen Osteophyten sowie erste Tidemark-

duplikate (Loeser et al.[|2012).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Verinderungen bei OA

Es kommt im OA-Knorpel zur Degeneration der Matrix. Die Chondrozyten unterliegen einem phinotypischen
Wechsel und werden aktiv. Sie exprimieren verschiedene Faktoren und Rezeptoren wie Zytokine, Chemokine,
Alarmine, DAMPs (Damage-associated molecular pattern molecules) und Adipokine. Aulerdem kommt zu
es Verdnderungen im subchondralen Knochen und zur GeféBeinsprieBung (rot). Der Knorpel gelangt in einen
Teufelskreis, der zusétzlich durch Inflammation in der Synovia und durch Makrophagen sowie Fibroblasten
verstirkt wird. Abbildung modifiziert nachlmm (]m[), S. 4.
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1.2.1 Therapienmdglichkeiten von Osteoarthritis

Die Therapie der[OAlist, wie bei den meisten Erkrankungen, von dem Progress der Krankheit
abhingig. Entscheidend fiir die therapeutischen Optionen ist, neben der klinischen Manifes-
tation, die sich in den Symptomen #duflert, auch die Konstitution des Patienten, die durch
Komorbiditéiten beeinflusst wird (Lohmander und Roos|2007)).

Schwere OA OP
A Knieersatz,
Osteotomie

Nicht-chirurgisch
NSAID's, Physiotherapie,
Ergotherapie,...

Leichte OA

Pravention, Selbsthilfe
Schulungen, Lifestyle-Anderungen, Gewichts-
reduktion, einfache Schmerzmittel, topische
Medikamente

e Anzahl der Patienten —5

Abbildung 6: Grundlegende therapeutische Optionen bei Osteoarthritis

In Behandlung der OA steht zunéchst die praventive Therapie im Vordergrund. Durch konservative Ma3nahme
konnen erste Leiden verhindert bzw. gebessert werden. Erst in den schwerern Phasen der OA soll mit spezifi-
scheren Medikamenten eingegriffen werden bzw., als Ultima ratio, ein operatives Vorgehen eingeleitet werden.
Abbildung modfiziert nach Lohmander und Roos|(2007), S 2083.

Die heutige therapeutische Breite in der Behandlung erstreckt sich von priaventiven Maf3-
nahmen bzw. unterstiitzenden Manahmen wie Gewichtsreduktion und Lebensstildnderun-
gen bis hin zur Operation als Ultima Ratio (Abbildung 6)). Ein GroBteil der OA-Patienten
fallt mit starkem Ubergewicht und mangelnder Bewegung auf. Natiirlich ist es primires Ziel
der medizinischen Betreuung hier einzugreifen, gerade wenn die Symptome noch nicht sehr
ausgeprigt sind und sich durch diese ,,Basis“-Mallnahmen ein Fortschreiten der Krankheit
aufhalten bzw. verhindern ldsst. Die Patienten miissen auf ihre Verhaltensweisen geschult
werden und lernen sich, durch entsprechende Bewegungstherapie, wieder moderat in den
Alltag zu integrieren (Roddy und Doherty|2006).

Unterstiitzt werden kann dies bei leichten Schmerzen durch leichte Analgetika wie z.B. Pa-
racetamol. Erst in den schwereren Verlaufsformen sollte dann, durch z.B. nicht-steroidale
Entziindungshemmer (NSAIDs), eingegriffen werden oder durch intraartikulare Injektionen
versucht werden eine Schmerzlinderung zu erreichen. Ist der Prozess der Erkrankung nicht
mehr aufzuhalten und sind die Symptome stark ausgeprigt, ist eine Operation des Kniegelen-
kes als Moglichkeit in Betracht zu ziehen. Hierbei spielen Alter, Komorbiditit und vor allem

der Leidensdruck des Patienten eine groBe Rolle in der Indikationsfindung. Minimalinva-
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siv ist es z.B. moglich intraartikuldr Lésionen zu setzen, um den Knorpel zur Proliferation
und Differenzierung anzuregen. Dies ist meist nur bedingt von Erfolg gekront, da es le-
diglich zum Ersatz des hyalinen Knorpels durch fibrotisches Material kommt. Die bisher
einzige Moglichkeit mit dauerhaftem Erfolg bei der Behandlung von OA ist deshalb die
Totalendoprothese (TEP), bei der das Gelenk durch Prothesen ersetzt wird (Lohmander und
Roos|[2007; Muhammad et al.|2013)).

Es ist deshalb von groBem Interesse weitere Therapieoptionen zu entwickeln und neue Mog-
lichkeiten zur Behandlung zu finden. Neben dem Nutzen von Zelltransplantationen und Dif-
ferenzierung von Zellen mit regenerativer Kapazitit (ndheres im folgenden Kapitel), soll
die nachfolgende Tabelle einen Uberblick iiber mogliche Ziele einer zukiinftigen Therapie

geben.
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Tabelle 1: Biologischer Prozesse und mogliche Therapieansitze von OA

Biologischer Prozess \ Mogliche Mediatoren \ Mogliche Therapieansitze

Matrixdegeneration MMP 1,3,9 und 13; Proteaseinhibitoren, TIMPs,
4 und 5, Cathepsin K, Serin- | Antizytokintherapie, TLR-
Proteasen (HTRA-1) unter | Inhibition, MAP-Kinase-

Einfluss von 1IL-1,6,7,8,17,18 | Inhibitoren, NF-kB-Inhibitoren,
und OSM; Chemokine (IL-8, | Lipoxygenase- und COX-
GRO«, GROy, RANTESm | Inhibitoren

MCP-1), S100 Proteine, TGF-«,
Matrixfragmente,  Leukotriene,
Prostaglandine

Reduzierte Matrixrepara- | Reduzierte Aktivitit von IGF-1, | Wachstumsfaktoren, Caspase-
tur und Zelltod TGFp3, BMP7 (OP-1), FGF-18 | Inhibitoren Antioxidantien,
sowie HMGB-2 und Autophagy; | iNOS-Inhibitoren

Reaktive Sauerstoft- und Nitro-
genspezies

Hypertrophie von Chon- | RUNX2, HIF-2«, Wnt/B- | PTH, Calzitonin, Phospho-
drozyten, Kalzifizierung, | catenin, IL-8, Transglutaminase, | zitrate, TLR- und NLRP3-

Sklerosierung des sub- | nicht-organische Phosphate, | Inhibitoren, Wnt- oder BMP-

chondralen Knochens TLRs, NLRP3, Reduktion von | Antagonisten, Bisphosphonate
Sclerostin, BMPs und IGF-1 oder Anti-RANKL

Osteophytenbildung TGF-3, BMP2 Moglicherweise  stabilisieren

diese Mediatoren das Gelenk,
deshalb sollte hier keine direkte
Therapie erfolgen

Knochenverinderungen RANKL, VEGF Bisphosphonate  und  anti-
RANKL
Synovitis IL-1p, TNF«, IL-17, IL-15,IL-7, | Antizytokine, TLR-
CCL19, MCP-1, MIP-13 Antagonisten, Komplement-
Inhibitoren

MMPs = Matrix-Metalloproteinase; ILs = Interleukine; OSM = Oncostatin M; GRO = Growth-Related
Oncogene; MCP-1 = Monocyte Chemotactic Protein 1; TGF = Transforming Growth Factor; TIMPs = Tissue
Inhibitor Of Metalloproteinases; TLR = Toll-Like-Rezeptor; IGF = Insulin Like Growth Factor; BMP =
Bone Morphogenic Protein; OP-1 = Steogenic Protein 1; FGF-18 = Fibroblast Growth Factor 18; HMGB2
= High Mobility Group Box Protein 2; iNOS = inducible Nitric Oxide Synthetase; RUNX2 = Runt-Related
Transcription Factor 2; HIF-2a = Hypoxia-Inducible Factor 2oc; PTH = Parathormon; VEGF = Vascular
Endothelial Growth Factor; TNFx = Tumor Necrosis Factor «; MIP-13 = Macrophage Inflammatory Protein
1. Tabelle modifiziert Loeser et al.|(2012), S. 1703.
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1.2.2 Die Rolle von chondrogenen Progenitorzellen

Fasst man die bisherigen Aspekte der Behandlung der|[OA|zusammen, stellt sich heraus, dass
es moglich ist die Krankheit durch medikamentdse und therapeutische Behandlung in ihrem
Progress zu verlangsamen. Es ist aber bisher noch nicht gelungen einen Ansatz zu finden, der
abgesehen von Knieersatzoperationen, kurativ ist und die Destruktion des Knorpels stoppt
bzw. sogar umkehren kann (Lohmander und Roos|2007).

Die wenigen Moglichkeiten des Gelenkes sich selbst zu regenerieren und vor allem bei der
einen Reparaturmechanismus zu induzieren, werden hédufig von den destruktiven Ei-
genschaften der Krankheit iiberschattet. Ein mogliches Ziel von zukiinftigen Therapie ist es
deshalb genau hier einzugreifen und dies zu dndern (Goldring et al.[|2006).

Neben Chondrozyten existieren im hyalinen Knorpel verschiedene Subpopulationen von
Zellen, die erst vor einigen Jahren beschrieben worden sind. Es konnte gezeigt werden,
dass einige dieser Zellen pluripotente Eigenschaften besitzen und sich in verschiedenste Ge-
webetypen wie z.B. Myozyten, Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten differenzieren
konnen. Es besteht also die Vermutung, dass diese Zellen moglicherweise physiologisch
den Knorpel regenerieren. Diese Vorlauferzellen werden als mesenchymale Progenitorzel-
len (MSCs) bezeichnet (Alsalameh et al. 2004 |[Fickert et al. 2004} |Koelling et al. 2009)).

Chondrozyt

@ |:CD =P Kollagen Typ Il

po

9

Osteochrondro- CPC

%
%
progenitor Zelle <§ == Kollagen Typ |

Fibrochondrozyt

Abbildung 7: Konzept der chondrogenen Progenitorzellen

Durch entsprechende Stimmulation lassen sich CPCs, die selbst aus osteochrondrogenen Progenitorzellen her-
vorgehen, in Chrondrozyten (durch vermehrte Expression von SOX9) oder in fibrochondrozytire Richtung
differenzieren (durch vermehrte Expression von RUNX?2). Modifiziert nachMuhammad et al.[(2013), S. 5.

Die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. med. Miosge an der Universitidtsmedizin Gottingen
konnte zeigen, dass neben den oben genannten MSCs noch eine weitere Population vom
Knorpel beherbergt wird. Diese sogenannten chondrogenen Progenitorzellen (CPCs) haben
ebenfalls multipotente Eigenschaften und lassen sich in chondrogene, adipozytére und osteo-
gene Richtung differenzieren, sind aber im Gegensatz zu den MSC auf die osteochondrogene
Linie festgelegt. Im Vergleich zu den MSCs sind diese jedoch leichter zu kultivieren, leichter
aus dem Knorpel zu gewinnen und ein vielversprechenderes Ziel einer moglichen Interven-
tion (Koelling et al.2009; Muhammad et al.|2013|).
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Eine entscheidene Rolle hierbei spielen die Gene (SRY (Sex Determining Region Y)-
Box 9) und (Runt-Related Transcription Factor 2). Erstmalig konnte durch die Ar-
beitsgruppe gezeigt werden, dass diese Gene fiir die Differenzierung der CPCs notwendig
sind und dass eine Uberexpression von dazu fiihren kann, dass sich diese zu Chon-
drozyten entwickeln kénnen und Kollagen II bilden. AuBerdem zeigte sich, dass eine Uber-
expression von RUNX2 dazu fiihrt, dass sich die Zellen in eine fibrochondrozytire Form
differenzieren und Kollagen Typ I bilden S. [IT). Gerade bzw. auch noch in
den spiten Phasen der finden sich zwischen den fribrokartildren Knorpelstrukturen je-
ne CPCs mit migratorischem Potential (Tesche und Miosge 2005; [Sandell| 2007; Koelling
et al.|[2009). Diese Zellen lassen sich durch Komponenten der [EZM] in eine chondrogene
Richtung beeinflussen und sind in der Lage in defektes Knorpelgewebe einzuwandern. Sie
tragen Oberflachenantigene, die typisch fiir mesenchymale Zellen sind (Cluster of Differen-
tiation (CDJ): 44, 73, 105) und Marker, die fiir ihre Eigenschaft als Progenitorzellen sprechen
(z.B. STRO-1). Es stellt sich die Frage, ob es moglich ist, genau diese im Knorpel verblei-
benden Zellen, in vivo zu stimulieren und sie durch chondrogene Differenzierung zu einer

Reparatur des Knorpels anzuregen (Koelling et al. 2009; Gerter et al.|2012).
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Abbildung 8: OA Knorpel und chondrogene Progenitorzellen

A: Gewebeprobe aus spiter Phase der OA. Zerstorte Oberfliche, der Pfeil markiert die TMl Es kommt zu
Einbriichen in der TM und zum EinsprieBen von BlutgefiBen. B: Zellen, die die[[Mlinfiltrieren (1-3). C: Zellen,
die aus einer Gewebeprobe ausmigrieren. D: Reduktion der Passagenverdopplung als Zeichen der Zellalterung
E: STRO-1 und CD29 positive CPCs F: Verschiedene [CPC| Klone. Abbildung modifiziert nach

@p, S.325.
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1.3 SOX9 und RUNX2 als Meditoren der Osteochondrogenese

Das Verhiltnis zwischen den Transkriptionsfaktoren und spielt in der osteo-
chondralen Entwicklung eine wichtige Rolle. Durch Erh6hung der SOX9-Aktivitit lassen
sich Zellen in eine chondrogene Richtigung differenzieren, die unter anderem die Steigerung
der Kollagenexpression sowie verschiedener EZM-Produkte wie Aggrecan beinhaltet (Ber-
nard et al. 2003} |[Eames et al.[2004; Muhammad et al. 2013). RUNX2 fiihrt dagegen eher zu
einer osteogenen Differenzierung, die den Abbau des Knorpels und dessen EZM-Produkten

zu knochernen Strukturen beinhaltet (Karsenty| 2000).

1.3.1 SOX9

ist ein Transkriptionsfaktor, der zur SOX (Sry-related high mobility group box)-
Gruppe gehort. Er spielt eine wichtige Rolle in der frithen sexuellen Entwicklung von Séu-
getieren und ist auerdem ein entscheidender Akteur in der Chondrogenese (Bernard et al.
2003; Tkegami et al.|201 1)). Mutationen im[SOXO9|Gen fiihren z.B. zur Campomelen-Dysplasie,
einer Erkrankung bei der es zu verschiedenen Dysfunktionen im Skelettsystem und zu Schi-
den am Knorpel kommt (Coustry et al.|2010).

Die verschiedenen Mitglieder der SOX-Familie werden durch ihre (High Mobility
Group)-Bindungsdoménen charakterisiert. Sie ist in der Lage [DNAlSequenzen zu binden
und Zellfunktionen zu modulieren - unter anderem die Differenzierung von Zellen in eine
chondrogene Richtung. Diese Differenzierung wird durch Wnt/ 3-catenin-Signalwege und
BMP/ TGF-3-Signalwege induziert und gesteuert. Im Mausmodel ist in chondro-
genen Zellen stirker exprimiert, wihrend es in den osteogenen Zellen nicht zu finden ist.
Es zeigt sich dort auBerdem eine Verringerung der [SOX9IAktivitit durch Inaktivierung der
BMP-Rezeptoren. Im Huhn fiihrt eine Stimulation mit TGF-[3 zu eine Induktion der Chon-
drogenese wihrend der embryonalen Entwicklung (Kawakami et al.2000).

Als DNA-Bindungsprotein ist [SOX9 in der Lage als Enhancer, also Verstéirker der Genex-
pression zu wirken. Durch wird unter anderem die Expression verschiedener Kolla-

gene (II, IX, XI, Col2al, Col9 und Coll1a2) gesteigert und es kommt zu einer erhohten
Expression von Aggrecan S.[I5} Bernard et al|2003).

1.3.2 RUNX2

RUNX2 ist ein Transkriptionsfaktor, der ebenfalls an DNA-Sequenzen binden kann. Er ist
essentiell fiir die mesenchymale Kondensation und fiir die osteogene Differenzierung der
Zellen. In der embryonalen Entwicklung fungiert RUNX2 als Mediator der chondrogenen
Hypertrophie, der Vaskularisierung und des Abbaus von Knorpel sowie der Umwandlung
zum Knochen (Karsenty|2000).

Das Protein interagiert mit der [EZM|und kann durch Integrine iiber MAP-Kinasen (Mitogen

Activated Protein Kinasen) stimuliert werden. Durch diese Stimulation tritt es in Interaktion
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der [SOX9 Regulation

Darstellung der SOX9 Doménen und der ihrer Funktionen. In griin sind die positiven Regulatoren (PKA = Pro-
teinkinase A; SUMO = Small Ubiquitin-related Modifier), in rot die negativen Regulatoren dargestellt (cGKII
= Cyclic GMP kinase 1I; UB = Ubiquitin). Wichtige molekulare Domine von SOX9 ist die HMG-Box und
die Transaktivierungsdominen. SOX9 bindet an verschiedenen DNA-Strukturen bzw. kann mit verschiedenen
Proteinen interagieren und 16st damit eine Differenzierung der Zellen sowie eine gesteigerte Produktion von
Kollagenen und Aggrecan aus. Abbildung in Anlehnung an |Kawakami et al.| (2006)), S. 726 und ergénzt nach
Bernard et al.| (2003)).

mit Kollagenen und kann Osteoblasten beeinfluBen (Xiao et al. [2000). Ein Funktionsver-
lust in diesem Protein zeigt sich unter anderem in skeletalen Fehlbildung und kann sich als
Cleidokraniale Dysplasie (CCD)) manifestieren (Quack et al.[1999).

Der Transkriptionsfaktor selbst ist nuklder positioniert und ist Ziel von verschiedenen Si-
gnalkaskaden. Es existieren iiber 12 verschiedene Isoformen, die durch zwei Promotorre-
gionen und unterschiedliche SpleiB3-Varianten entstehen. Es wird durch MAP-Kinasen, Ace-
tyltransferasen und Ligasen posttranslational modifiziert. RUNX2 wird durch BMP/ TGF-
B-Signalwege, den Fibroblast Growth Factor (EGH), Parathormon (PTH)), Integrinen und
Steroidhormonen beeinflut. Neben einer DNA-Bindungsregion trigt RUNX2 eine Akti-
vierungsregion und eine Supressionsregion, die unter anderem die Expression von
(Small Body Size Mothers Against Decapentaplegic)-Proteinen reguliert.

SMAD-Proteine werden durch BMP und TGF-{3 phosphoryliert und binden zusammen mit
dem Koaktivator SMAD4 an Rezeptorkomplexen. Es kommt zu einer Aktivierung von SMADI,
-5 und -8 durch BMP bzw. im Falle einer Stimulation durch TGF-3 von SMAD2 und -3
(weiteres s. nidchstes Kapitel). Die Auswirkungen auf die Zelle wird durch ihre genetische
Ausstattung bestimmt. So ermoglicht RUNX?2 eine gezielte Entwicklung und Differenzie-

rung der Zelle, insbesondere in eine osteogene Richtung S. [16}, [Schroeder
et al.|2005).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der RUNX2| Regulation

Es existieren verschiedene funktionelle Dominen von RUNX2. Je nach Proteininteraktion, ist RUNX?2 in der
Lage an der DNA zu binden und durch seine Aktivierungsdominen bzw. seine Repressordominen die Genex-
pression und damit die Zellfunktion zu steuern. Bindet BMP an seinen Rezeptor, kommt es via SMADI, -5, -8
zu einer osteogenen Differenzierung von z.B. mesenchymalen Zellen. TGF-f3 16st via SMAD?2, -3 einen gegen-
teiligen Effekt aus. SMAD4 dient beiden Signalwegen als Kofaktor. Die MAPK phosphoryliert RUNX?2 und
ermdglicht damit erst die Bindung der SMAD-Proteine. Abbildung in Anlehnung an [Schroeder et al. (2005)),
S. 214.
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1.4 Der TGF-[3-Rezeptor und sein Ligand TGF-33

Die Liganden der TGF-{3-Familie und ihre Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der
Entwicklung und Differenzierung von Zellen, insbesondere in der Entwicklung von Chron-
drozyten und in der Strukturierung der [EZM| Im Folgenden werden die Subtypen dieser

Familie vorgestellt und ihre Relevanz sowie Rolle in der Pathogenese der OA erldutert.

1.4.1 Der Rezeptor

Die TGF-3-Rezeptorfamilie besteht aus zwei Subfamilien: Der TGF-[3/ Activin/ Nodal-Familie
und der BMP/ GDF-Familie. Sie unterscheiden sich jeweils durch ihre spezifische Sequenz
und auch durch unterschiedliche Signalwege voneinander (Shi2003). TGF-3-Liganden, die
zur TGF-3/ Activin/ Nodal-Familie gehoren, binden mit einer hohen Affinitit an TGF-[3-
Rezeptoren vom Typ II und einer geringeren Affinitit am Typ I. Es kommt bei Aktivierung
zu einer Dimerisierung beider Rezeptoren, die mit ihren Serin-Threonin-Kinase-Dominen
eine Phosphorylierung von u.a. SMAD-Proteinen, insbesondere SMAD 2,-3 und -4, aus-

16sen. Diese konnen wiederum mit dem Zellkern interagieren und dort die Genexpression

modulieren und Tabelle 2, S.[I9} Massague und Chen|(2000); [Shi (2003))).

1.4.2 Die Liganden und Signalkaskaden

Die TGF-{3-Liganden spielen eine kritische Rolle bei Entwicklung, Proliferation, Migration,
Apoptose sowie Matrixumbauprozessen. Speziell die drei Isoformen des TGF-3 (TGF-f31,
TGF-32, TGF-3) dhneln sich zwar in ihrer Struktur, fithren jedoch sehr spezifische Funk-
tionen aus. TGF-f3 entsteht als homodimeres pro-TGF-f3 in der Zelle. Es wird im Golgi-
Netzwerk modifziert und sezerniert. In der [EZM]| wird es durch Transglutaminasen an Pro-
teine gebunden, kann bei Bedarf dissoziieren und seine biologischen Funktionen erfiillen.
Dieses ,,latente” TGF-3 kann durch verschiedene Prozesse wie z.B. Hitze, Alkalisierung,
Ansduerung oder auch Proteolysen und Protein-Protein-Interaktionen aktiviert werden (z.B.
durch MMP}2,-9,-13,-14). Es kommt iiber den Rezeptorkomplex zu einer Aktivierung von
SMAD?2 und -3, welche an SMAD4 binden und sich im Zellkern anreichern (Finnson et al.
2011).

AuBerdem sind, neben diesem ,klassischen Signalweg, noch andere Signalwege bekannt,
die entweder direkt oder im Sinne einer Kostimmulation aktiviert werden. So wird neben des
SMAD-Signalweges auch die Aktivierung des MAP-Kinase Signalweges iiber[ERK] [p38|und
[INK]sowie des Signalweges beschrieben, die teilweise durch Phosphorylierungen
aktiviert oder inaktiviert werden (Mu et al.[|2012).

1.4.3 Die Rolle im Knorpel

Im Knorpel aktiviert TGF-[3 vor allem die Signalwege, die mit Entwicklung und Differenzie-

rung assoziiert sind. TGF-f3 stimuliert die Proliferation und die Differenzierung von Chon-
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drozyten sowie die chondrogene Kondensation (Goldring et al. 2006).

Es konnte im Mausexperiment gezeigt werden, dass ein Blockade von TGF-3 zu einem
osteoarthritischen Phénotyp fiithren kann. Es zeigt sich parallel dazu, dass die Expression
von TGF-(1-3) in OA-induzierten Mausen erniedrigt ist (Blaney Davidson et al.[2006). Im
menschlichen OA-Knorpel wird je nach Quelle von einer Erh6hung der TGF-{3-Expression
(Pombo-Suarez et al.2009) bzw. von einer Erniedrigung der Expression gesprochen (Shen
et al.|2014). Es zeigt sich, dass die Anderungen des Niveaus einen moglich Beitrag zur ab-
normen Knorpelfunktion in der OA haben konnte und TGF-3 eine mogliche Rolle in der
Pathogenese spielt. Der Signalweg trigt mit seinen protektiven Funktionen zum einen zur
Regeneration des Gewebes im menschlichen Organismus bei, zum anderen werden hier je-
doch auch katabole Vorgédnge aktiviert, die zu einer Destruktion fithren konnen. So wird iiber
den klassichen SMAD2-Weg eher ein Anstieg der Matrixproduktion beobachtet, aber auch
gleichzeitig ein Progress von Fibrose und Osteophytenbildung. TGF-f3 und seine Subtypen
spielen eine Rolle im Pathomechanismus der OA, es ist jedoch noch unklar, an welchem
Punkt es zu einer Disregulation der protektiven Mechanismen kommt. Eine weitere Analyse
seitens der Forschung steht hier noch offen und ein Nutzen in der moglichen Therapie ist
noch nicht abzusehen (Loeser et al.|2012; Bush und Beier 2013). TGF-{3 ist in der Lage an
verschiedenen Zelltypen die SOX9-Expression zu steigern und RUNX?2 zu senken. Dadurch
ist es auch in der Lage, die Expression von EZM-Produkten wie Kollagen II zu steigern. Eine
Uberexpression von TGF-(33 fiihrte in dentalen Stammzellen zu einer vermehrten Kollagen
IT und SOX9 Expression. Ein Defizit im Rezeptor fiihrt bei Chondrozyten zu einer Hochre-
gulation von RUNX2, MMP13 und ADAMTS-5 durch einen Wechsel der pro-chondrogenen
SMAD?2/3 Signalwege zu SMAD1/5 (Miyanishi et al.[ 2006} Park et al.[2012; Rizk und Rabie
2013;[Shen et al.|[2013; Muhammad et al.|2014).

TGF-33 ist auBerdem ein potenter Aktivator der Proteoglykansynthese. Er modifiziert die
Struktur der Proteine und hat Einfluss auf Elemente der Glykosaminoglykanketten des Mo-
lekiiles (Burch et al. 2010). Es konnte, unter anderem an Osteoblasten, gezeigt werden,
dass die Stimulation mit Mediatoren der TGF-[3-Familie einen Einfluss auf die Expression
von hat. Innerhalb der ersten 218 Basenpaare des BGNFPromotors gibt es eine TGF-f3
sensible Region, die verschiedene Bindungstellen fiir den Specificity Protein 1 (Spl) Tran-
skriptionsfaktor triagt. So kommt es an einigen Zellen zu einer vermehrten BGNFSekretion
durch Simulation mit dem Wachstumsfaktor (Heegaard et al. 2004; Honardoust et al. [ 2008]).
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Abbildung 11: TGF-3-Liganden und Ziele

Allgemeine und vereinfachte Ubersicht iiber die TGF-B-SMAD-Signalkaskade. Bindet ein Mitglied der TGF-
[3-Superfamilie an seinen Rezeptoren, kommt es, durch Heterodimerisierung, zur Rezeptorkomplexbildung.
Durch diese konnen SMAD-Proteine phosphoryliert werden und ihre Funktion im Zellkern aufnehmen. Abbil-
dung in Anlehnung an|{Massague und Chen|(2000), S. 628.

Tabelle 2: TGF-3-Liganden und Ziele

’Ligand \ Rezeptor 11 \ Rezeptor | \ SMAD ‘CO—SMAD

TGF-B | TGFR Typ 1 | TGFR Typ 1 | SMAD2
Activin | ActR-II ActR-IB. | SMAD3 | SMAD4
Nodal | ActR-IIB ALK7?

BMP2 | BMPR-II | BMPRIA | SMADI

BMP7 | ActR-IIIl | BMPR-IB | SMAD5 | SMAD4
GDF5 | ActR-IIBII | ALKII | SMADS

Die Tabelle gibt die verschiedenen Liganden der TGF-[{3-Superfamilie wieder, diese wird in eine TGF-
[3/ Activin/ Nodal-Familie und eine BMP/ GDF-Familie unterteilt. Die Liganden binden zunéchst mit dem Re-
zeptor Typ II, welcher darauf mit dem Rezeptor Typ I einen Komplex bildet. Es folgt die Aktivierung der
SMAD-Proteine durch Phosphorylierung und, zusammen mit den Co-SMAD-Proteinen, zu einer Interaktion
mit dem Zellkern. = TGF-Rezeptor; ActR = Activinrezeptor; ALK7 = Activin-A-Rezeptor; ALK1 =
Activin Receptor-Like Kinase; GDF = Growth Differentiation Factor. Abbildung in Anlehnung an [Massague
und Chen|(2000), S. 628.
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1.5 Biglycan

Biglycan (BGN) ist ein Proteoglykan, das ubiquitér in fast allen Bindegeweben vorkommit,
und speziell im Knorpelgewebe verschiedensten Aufgaben nachkommt. In diesem Kapitel
soll deshalb kurz iiber die Grundstuktur des Proteins gesprochen und darauf aufbauend die

nidhere Bedeutung im Knorpel skizziert werden.

1.5.1 Aufbau, Funktion und Rolle im Knorpel

Das Proteoglykan besteht aus einem ca. 42 kDa groen Kernprotein mit einem ho-
hen Leucin-Anteil (Small Leucine-rich Proteoglycan, SLRP) und wird, durch ein oder zwei
Glykosaminoglykanketten, auf ein Gewicht von ca.180-200 kDa ergénzt. wird als Vor-
laufermolekiil von der Zelle synthetisiert und bekommt seine native Form durch Abspaltung
eines N-Peptides iiber Signalkaskaden, die durch BMP1 aktiviert werden. In den Bindegewe-
ben spielt es, neben der Interaktion mit matrixbildenden Komponenten, eine Rolle innerhalb
des Immunsystems. reguliert biologische Prozesse, wie die Funktionalitit von Mus-
keln und die Stabilitdt von Synapsen, hat jedoch auch Auswirkungen auf die Regulation der
Osteogenese (Nastase et al.|2012).

[BGNlinteragiert mit den Komponenten der [EZM| Es sind eine starke Assoziation mit Kolla-
gen II und mit anderen Kollagenen, wie Kollagen I, VI, XII und XIV, sowie Fibronektin und
Elastin beschrieben (Vynios et al. 2001} [Roughley 2006).

Eine weitere wichtige Funktion, die SLRPs zugeschrieben wird, ist die Interaktion mit Mit-
gliedern der TGF-{3-Familie (Embree et al. 2010) sowie verschiedenen anderen Mediatoren,
wie dem Epidermal Growth Factor (EGF) und TNFx (Roughley|[2006). Es ist in der La-
ge, die Aktivitdt der Substanzen zu steigern, indem es als eine Art molekulare Klammer
fungiert, und so eine stiarke Bindung zu dem Rezeptor ermoglicht bzw. selbst als Aktivator
von Rezeptoren dienen kann (Abbildung 12] 2TfIacob und Cs-Szabo| (2010); Nastase et al.
(2012)).

Es ist bekannt, dass Proteoglykane in der Pathophysiologie der OA beteiligt sind. Durch
den Matrixumbau und die degenerativen Prozesse kommt es in spiten Phasen zu einem ver-
dnderten Gehalt an und auch anderen Proteoglykanen, wie Decorin, in der So
zeigen BGNlund Fibromodulin defiziente M#use einen osteoarthrischen Phianotyp und einen
Anstieg von kollagenen Abbauprodukten (Bock et al. 2001} [acob und Cs-Szabo 2010).

In Chondrozyten konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation mit die Expression des
EGF-Rezeptors iiber ERK1/2- und PI3K-Signalkaskaden erhéhen kann (Iacob und Cs-Szabo
2010). Durch Autoregulation zeigt eine Stimulation mit EGF dagegen eine Erniedrigung der
Konzentration innerhalb der Chondrozyten. Beide Molekiile scheinen sich an dieser
Stelle bestimmte Abschnitte der Signalkaskaden zu teilen, um sich gegenseitig zu regulieren
und die Homoostase der EZM aufrecht zu erhalten (lacob und Cs-Szabo|2010).

In Osteoblasten konnte diese Verkniipfung ebenfalls gezeigt werden, hier fiihrt in As-

soziation mit BMP4 zu einer Steigerung der RUNX2-Konzentration und damit zu einer Os-
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teoblastendifferenzierung, wodurch die Aufgabe des als Mediator, zwischen Wachs-
tumsfaktor und Rezeptor unterstrichen wird (Chen et al.2004). Anderungen in der
Konzentration fithren im Mausmodel zur Osteoporose und es konnte gezeigt werden, dass
SLRPs einen Einfluss auf die EGF-Rezeptorexpression haben. Insbesondere Decorin, ein
weiteres Proteoglykan, das eng mit assosziiert ist, hat hier eine Rolle in der Rezeptor-
modulation. Decorin wird in der [OA] vermehrt ausgeschiittet und fiihrt zu einer gesteigerten
EGF-Rezeptorproduktion (Moscatello et al. 1998} [lozzo et al.|1999; Bock et al. 2001} Gotte
et al.[[2004).

v/s,, BGN :
/ /’/@ Osteoprogenitorzelle
/
\ ‘9 \
/7 BMP- TGF-B
\ Rezeptorkomplex Rezeptorkomplex

|® @
....... _...‘ ‘ \

~ Zielgene

‘_—/

4

Osteogene Differenzierung

ag

Knochenbildung

Abbildung 12: Interaktion von Biglycan mit der TGF-3-Familie

Die Interaktion ist hier am Beispiel der osteoprogenitor Zelle dargestellt. BGNlist in der Lage den BMP/ TGF-
[3-Signalweg zu verstirken. Es fungiert als eine Art "molekulare Klammeriind kann durch Interaktion mit den
Rezeptoren z.B. die osteogene Differenzierung, vor allem iiber den BMP-Signalweg, unterstiitzen. Abbildung
in Anlehnung an |Nastase et al.|(2012), S. 968.
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1.6 Der EGF-Rezeptor und sein Ligand EGF

Der Epidermal Growth Factor (EGF) und sein Rezeptor spielen, dhnlich wie die Liganden
und Rezeptoren der TGF-3-Familie, eine Rolle in der Proliferierung und Differenzierung
von Zellen. Sie werden im OA-Knorpel bei inflammatorischen Prozessen freigesetzt und
tragen ihren Teil zur Umstrukturierung der Matrix bei, weshalb hier im Nachfolgenden die

Grundfunktionen, Signalwege und die Rolle im Knorpel dargestellt werden sollen.

1.6.1 Der Rezeptor

Der EGF-Rezeptor (EGFR oder auch HER-1 bzw. ErB-1) ist ein 170 kDa schweres trans-
membranes Glykoprotein. Er gehort zu der Klasse der Tyrosinkinasen, welche ihre intrazel-
luldren Kaskaden durch Autophosphorylierung regulieren und eine Unterklasse der erbB-
Familie bilden. Durch den [EGE-Rezeptor werden das Zellproliferations-, Differenzierungs-
sowie das Migrationsverhalten von Zellen gesteuert und moduliert. Seine tiberméBige Akti-
vierung bzw. Expression wird, im medizinischen Kontext, eng mit der Entstehung von Tumo-
ren assoziiert. So findet sich eine EGFR-Uberexpression im Zusammenhang mit Brustkrebs,
Bronchialkarzinomen, Nierenkrebs, Ovarialkrebs und Kolonkarzinomen, weshalb Tyrosin-
kinaseinhibitoren, wie z.B. das Erlotinib bei bestimmten Bronchialkarzinomen, ihren Einzug
in deren medikamentdse Behandlung finden (Carpenter und Cohenl|[1979; Herbst|[2004; |Zeng
und Harris|2014)).

1.6.2 Die Liganden und Signalkaskaden

Bindet ein entsprechender Ligand an den Rezeptor, bilden sich dimere Rezeptorkomple-
xe und es kommt zu Autophosphorylierungen. Dabei wird iiber einen (Growth Fac-
tor Receptor-bound Protein 2)/SOS| (Son of Sevenless)-Komplex das Adaptermolekiil
(Rat Sarcoma Protoonkogen) aktiviert, ein kleines G-Protein, das durch Austausch von GDP
mit GTP seine Funktion aufnimmt. Es kommt zu einer Signalkaskade iiber den MAPK-
Signalweg, die letztendlich im Zellkern endet und dort - je nach Zelltyp - verschiedene
Funktionen steuert, wie z.B. Reparaturmechanismen, Zellzyklus und Zelltod (Apoptose),
Adhésion von Zellen, Wachstum, Migration und Differenzierung S.[24} Yar-
den und Slikowski2001; Herbst 2004} Zeng und Harris 2014).

Einer der wichtigste Liganden des [EGH-Rezeptors ist das gleichnamige ein 53 Ami-
nosduren grofles Protein, mit ca. 6-8 kDa (Carpenter und Cohen|[1979). Der Ligand kommt
ubiquitir in verschiedenen Korperfliissigkeiten und Geweben vor. Er wird in akuten Wunden
vermehrt sezerniert und sorgt dort fiir eine Revaskularisierung. tragt im Epithelgewebe
dazu bei, dass - moglicherweise iiber eine SOX9-Kaskade - die Regeneration des Gewebe
gefordert wird und es zu einer Migration bzw. Differenzierung von MSCs kommt. AuBBerdem
ist es in der Lage die Rekrutierung von anderen Wachstumsfaktoren, wie Vascular Endothe-
lial Growth Factor (NEGE) und Hepatocyte Growth Factor (HGE), zu fordern (Ling et al.
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2011} |Zeng und Harris|2014).

Eine Verbindung iiber den klassischen MAP-Kinase-Weg scheint einen moglichen gemein-
samen Signalweg, zwischen den Molekiilen der EGF-Familie und der TGF-[3-Familie, dar-
zustellen (Stern et al.[2012). Eine Stimulation mit EGF fiihrt iiber ERK1/2 zu einer erhGhten
SOX9-Expression, die entsprechend der Grundfunktion von SOX9 zu einer chondrogenen
Differenzierung fithren konnte (Ling et al.|2011). In anderen Geweben wird ebenfalls ein po-
sitiver Einfluss des EGF-Rezeptors auf die SOX9-Expression beschrieben. Die Stimulation
des Rezeptors erhoht die SOX9-Expression in den Pankreaszellen iiber NFATCI1-Proteine
(Chen et al.|2015)). AuBerdem wird ein Zusammenhang zwischen der SOX9-Expression und
der Intensitit des EGF-Rezeptor-Signalweges durch Autoregulation beschrieben (Grimont
et al. 2014). Ein hoher RUNX2-Level ist dagegen in der Lage, die Expression von EGF
und der nachfolgenden Signalkaskaden wie ERK1/2 und Akt zu inaktivieren, wihrend EGF
wiederum in der Lage ist, die RUNX2-Expression zu senken, um damit die osteogene Dif-
ferenzierung zu verhindern (Lee et al.|2014; Tandon et al.[|2014)). Abhéngig von der Dosis
fiihrt EGF jedoch auch zu gegenteiligen Effekten: So wird es in Zusammenhang mit BMP4
als Gegenspieler der chondrogenen Differenzierung beschrieben und 16st in der Knorpelent-
wicklung eine Reduktion von Kollagen II und SOX9 aus (Nonaka et al.[[1999).

1.6.3 Die Rolle im Knorpel

wird bei entziindlichen Prozessen im Knorpel durch die Synovia verstérkt freigesetzt
und ist dort in die inflammatorischen Prozesse involviert. Es erhoht die Expression von Pros-
taglandin E, sowie der Cyclooxygenase-2 (Nah et al.|2009). In der osteogenen Differenzie-
rung konnte gezeigt werden, dass iiber die Aktivierung des Rezeptors eine Inhibition der os-
teoblastiren Transkriptionsfaktoren RUNX?2 und Osterix ausgeldst wird (Zhu et al.[2011). Im
Tiermodel zeigt sich im[EGH-Rezeptor-Knockout eine deutlich stirkere Knorpelbildung iiber
den Gelenken, die als regenerativer Ansatz aufgefasst werden kann (Shepard et al. 2013)).
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Abbildung 13: Ubersicht des EGF-Signalweges

Bindet ein Ligand an den EGF-Rezeptor bildet sich ein homodimerer Komplex, der iiber einen MAPK-
Kinaseweg eine Reaktion im Zellkern auslost. Andere Signalwege sind bekannt, hier aber nicht dargestellt.

Nach|Yarden und Slikowskil qmp; Herbst qzmq); Ling et al. qzmp
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1.7 Fragestellung

Die Bedeutung der regenerativen Methoden in der Medizin nimmt immer mehr zu. Die Ma-
nipulation von Rezeptoren und Signalmolekiilen im menschlichen Korper ist ein wichtiger
Schritt in diese Richtung. In dieser Arbeit soll der Schwerpunkt auf die Stimulation der CPCs
durch die Signalmolekiile TGF-33 und EGF gesetzt sowie eine Assoziation der Signalwege
mit dem Matrixmolekiil gezeigt werden.

Die Forschungsgruppe Ling, S. et al. beschrieb 2011 eine EGFR-ERK-SOX9-Kaskade im
Urogenitaltrakt, die eine mogliche Regenerationsquelle gegen Verdnderungen im Gewebe
darstellt. Durch Stimulation des EGF-Rezeptors konnte eine Steigerung der SOX9-Expression
in den Zellen erreicht werden (Ling et al.[2011). Da eine Anderung der SOX9-Expression an
CPCs deren chondrogene Differenzierung einleiten konnte (Muhammad et al. [2013)), ist es
ein Ziel der Arbeit zu zeigen, dass die von Ling, S. et al. beschriebene EGFR-SOX9-Kaskade
auch bei den CPCs existiert. Es stellt sich die Frage, ob der EGF-Rezeptor an chondrogenen
Progenitorzellen vorhanden ist und welche Faktoren Auswirkungen auf den EGF-Rezeptor
an haben konnten. Wie von lacob et al. 2010 bereits beschrieben, konnte die vermehrte
Synthese nicht nur Chondrozyten dazu stimulieren den EGF-Rezeptor zu exprimieren (lacob
und Cs-Szabo|2010), sondern eine dhnliche Wirkung an den CPCs haben. Da es auBBerdem
eine Verbindung zwischen BGN und TGF-33 (Heegaard et al.|2004) sowie von TGF-33 und
SOX9 zu geben scheint (Kawakami et al.|2006), soll auch die Auswirkung dieser Molekiile
auf die CPCs untersucht werden und moglicherweise ein Zusammenhang innerhalb der Pa-

thogenese der OA hergestellt werden.

Zusammengefasst sollen in dieser Arbeit deshalb drei Teilfragestellungen bearbeiten werden:

1. Welchen Einfluss hat die Stimulation mit TGF-33 auf die Expression von
2. Welchen Einfluss haben Anderungen derBGNIExpression auf die des EGF-Rezeptors?

3. Wie wirkt sich eine Stimulation mit TGF-33 und EGF auf die Expression von SOX9
und RUNX?2 aus?

Um diese Fragestellungen zu beantworten, wurden zum einen histologische Préparate aus
menschlichen Knorpelgeweben angefertigt sowie Stimulation bzw. Inhibitionsversuche mit
den Mediatoren TGF-33, und EGF an Zellen durchgefiihrt. Diese wurden iiber klas-
sische Methoden auf Ebene der Transkription iiber Polymerase-Ketten-Reaktion und auf

Translationsebene iiber immunologische Methoden wie den Western Blot untersucht.
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2 Material und Methoden

Im Nachfolgenden sind die Materialien und Methoden gelistet, die fiir diese Arbeit verwen-
det wurden. Es folgt nach einer kurzen Ubersicht zu der Methode, eine Liste der verwendeten
Materialien sowie Beschreibung der allgemeinen Vorgehensweise. Abweichungen und Be-
sonderheiten bei einzelnen Versuchen finden sich in den jeweiligen Kapiteln im Ergebnisteil
der Arbeit.

2.1 Gewebeproben und Zellen

Die verwendeten Gewebeproben entsprechen den Bestimmungen der Ethik-Kommission der
Medizinischen Fakultit der Georg-August-Universitit Gottingen (Antrag 25/12/10). Zur Ge-
winnung von Zellen aus dem menschlichen Knorpel wurden Resektate genutzt, die bei ei-
ner Operation am Kniegelenk entstanden sind und uns aus dem Krankenhaus Neu-Mariahilf
(Humboldtalle 10-12, 37073 Gottingen) dankbarerweise zur Verfiigung gestellt wurden. Die
Patienten wurden einer totalen Kniegelenks-endoprothese-Operation unterzogen, bei der das
Gelenk vollstindig entfernt wird und durch ein kiinstliches Kniegelenk ersetzt wird. Die
Patienten wurden tiber die Weiterverwendung des Materials aufgeklart und haben ihre Ein-
verstindniserkldrung abgegeben. Die Proben wurden bis zur Bearbeitung unter sterilen Be-
dingungen bei 4°C in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) maximal 1-2 Tage
gelagert. Fiir die Stimulationsversuche in der Arbeit wurden immortalisierte chondrogenene
Progenitorzellen (CPC24Tht) verwendetet (Isolation s. unten). Die Zellen wurden mit einer
humanen Telomerase reversen Transkriptase (WTERT)) transfiziert und in verschiedenen Pas-
sagen (Teilungsraten) auf ihre [CPClspezifische Charakterisierung getestet (Koelling et al.
2009; Muhammad et al.|2014)). Fiir die Immortalisierung wurde ein S2-Labor in der Abtei-
lung Hamatologie und Onkologie der Universititsmedizin Gottingen unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. med. Gerald Wulf zur Verfiigung gestellt. Die Immortalisierung wurde dan-
kenswerterweise von Christa Bode aus der der AG orale Biologie und Geweberegeneration

der Universitit Gottingen unter Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Miosge durchgefiihrt.

2.2 Zellkultur

Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO,-Begasung im Brutschrank gehalten. Es wur-
den 75-cm?-Zellkulturflaschen genutzt, die mit jeweils 10 ml DMEM gefiillt wurden. Das
DMEM wurde zusétzlich mit einem Antibiotikum (Gentamycin) und 10 % fetalem Kélber-
serum (FCS) versetzt (in der Kombination im Folgenden als Medium bezeichnet). Das Me-
dium wurde alle 2-3 Tage gewechselt, und es wurde ausschlielich unter einer Sterilbank

gearbeitet, um mogliche Kontaminationen zu verhindern.
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2.2.1 Zellisolation

Fiir die Isolation von Chondrozyten aus humanem Knorpel wurde verschiedene Kollagen-
asen genutzt, um diese aus ihrer Matrix zu 16sen und kultivieren zu konnen.

Materialien:
— Kollagenase Typ I 160 units/ ml (Gibco Best.-Nr. 17100-017)
— Kollagenase Typ II 600 units/ ml (Sigma Best.-Nr. C6885-1G)

Die Knorpelproben wurden zunéchst in makroskopisch gesunde und makroskopische kran-
ke Bereiche unterteilt. Die gesunden Bereiche des Tibiaplateaus bzw. des Femurs imponier-
ten durch eine milchig glatt glinzende, eher derbe Oberflache, die keine Anzeichen einer
Beschidigung aufwiesen. Als kranke Bereiche wurden die ausgewihlt, die sich durch eine
matte, raue und eher weiche Oberfliche zeigten und visuell schon beschidigt schienen. Aus
den Knorpelstellen wurden mit einem Skalpell 5-10 mm?® groBe Chips entfernt und in eine
sterile 25 ml Flasche gegeben. Die Kollagenasen wurden in Zellmedium geldst und iiber ein
0,2 um Sieb steril filtriert. Zu den Proben wurden ca. 10 ml dieser Losung hinzugeben und
diese fiir ca. 6 Stunden im Brutschrank aufbewahrt bzw. verdaut. Dabei wurde die Suspen-
sion vorsichtig mit einem Magnetriihrer in Bewegung gehalten. Dann wurde die Suspension
tiber ein 40 pm Sieb abfiltriert, um grobe Partikel abzufangen und bei 1400 rpm Zentrifugiert
(Eppendorf 5810). Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in Medium resuspendiert und
gezihlt. Es wurden jeweils 5 - 10* Zellen in einer 75-cm?-Kulturflasche weiter kultiviert. Fiir
die Isolation der CPCs wurden ebenfalls 5-10 mm? groBe Chips aus dem Knorpelbereichen
entfernt. Die Chips wurden direkt in den Kulturflaschen verteilt, ohne einen vorherigen Ver-
dau durch Kollagenasen. Der Boden war dabei so bedeckt, dass pro 5-10 mm? ein Chip war.
Die Proben wurden danach im Brutschrank belassen. Nach 10-14 Tagen waren genug CPCs
aus den Proben auf den Boden der Kulturflasche gewandert und das Medium wurde gewech-

selt sowie die Chips entfernt.

2.2.2 Alginatkultur

Die Stimulationsversuche wurden in einer 3D-Alginat-Umgebung durchgefiihrt, um den Zel-
len eine moglichst physiologische Umgebung zu schaffen und eventuelle Einfliisse durch die
Oberflache der Kulturflaschen zu minimieren (De Ceuninck et al.|[2004).

Materialien:
— 0,15 mol/1 Natriumchlorid (NaCl)
— 102 mmol/1 Calciumchlorid (CaCl,)
— 1,2 % Alginat (Keltone LV FMC 8132419)

Das Alginat wurde in 0,15 mol/1 NaCl bei 37°C im Wasserbad gelost. Die Zellen wurden ge-
erntet und abzentrifugiert (Eppendorfzentrifuge 5415R: 1800 rpm (300 g) 10 min). In einer



2 Material und Methoden 28

6-Well-Platte wurden je 3 ml der CaCl,-Losung vorgelegt und das Zellpellet in der Alginat-
16sung resuspendiert. Dann wurde die Zellsuspension aufgenommen und vorsichtig 4 30 pl
tropfenweise in die 6-Wellplatten gegeben, sodass sich kleine Kugeln bildeten. Diese Kugeln
wurden zum auspolymerisieren 10 Minuten in der Losung belassen, es wurden 8 Kugeln in
jedes Well gegeben. Die CaCl,-Losung wurde entfernt, die Alginatkugeln einmal mit Medi-
um gewaschen und dann mit je 3 ml Medium kultiviert. Um die Zellen fiir den Western Blot
oder die RNAHsolation (siehe unten) aufzubereiten, wurden diese aus dem Alginat gelost

und als Zellpellet bei -80°C eingefroren. Materialien:

— HEPES-EDTA-Puffer: 10 mM Hydroxyethylpiperazinylethan
-sulfonsiure (HEPES))
55 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTAI)
pH 7.4

— Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS): 137 mmol/1 Natriumchlorid
2,7 mmol/1 Kaliumchlorid
10 mmol/ 1 Dinatriumhydrogenphosphat
2 mmol/1 Kaliumdihydrogenphosphat
pH 7.4

Das Medium wurde von den Zellen entfernt, die Alginatkugeln mit PBS gereinigt und die
Kugeln im HEPES-EDTA-Puffer vorsichtig geschwenkt, bis die Kugeln gelost waren. Die
Suspension wurde in der Eppendorfzentrifuge 5415R fiir 10 min bei 1800 rpm zentrifugiert,

der Uberstand entfernt und das Zellpellett bei -80° eingefroren oder direkt weiterverarbeitet.

2.2.3 Stimulation mit Signalmolekiilen

Die Stimulationsversuche wurden in 3D-Alginat-Kulturen durchgefiihrt (siehe oben). Wenn
nicht anders angegeben, wurden die Versuche jeweils dreimal durchgefiihrt (n=3). Nachdem
die Zellen 2 Tage zum Akklimatisieren unbehandelt in Kultur gehalten wurden, wurden sie
entweder mit TGF-33 oder EGF stimuliert.

Materialien:
— 2ng/ml TGF-B33 (Sigma, Best. Nr. T 5425)
— 10ng/ ml hEGF (BD Science, Best.-Nr. 354052)

Zu den 6-Well-Platten wurden die entsprechenden Signalmolekiile, in den angegebenen Kon-
zentrationen, in das Medium gegeben. Zum Ernten oder zur weiteren Stimulation der Zel-
len wurden diese vorher fiir ca. 5 Minuten mit PBS gewaschen und weiterverarbeitet (siehe

oben).
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2.3 siRNA-Knockdown

Sogenannte small interfering RNA ermoglicht es, bestimmte Molekiile oder Pro-
teine in Zellen herunterzufahren (Knockdown). Die siRNA interkaliert mit der und
sorgt fiir thren Abbau, d.h. es wird weniger des Zielproteins synthetisiert. Die hier durchge-
fiihrten Transfektionen zédhlen zu den Transienten, da die siRNA mit der Zeit abgebaut wird
und sich die Konzentration, z.B. durch Zellteilung, verringert (Fellmann und Lowe [2014).
Die Versuche wurden jeweils dreimal durchgefiihrt (n=3).

Materialien:

10 umol/ ml EGFR siRNA (Santa Cruz, Best. Nr. sc-29301)

10 umol/ ml BGN siRNA (OriGENE, Best. Nr. SR300431) 1

Human MSC Nucleofector Kit (Lonza, Best. Nr. VAPE-1001)

Nucleofector’ II (Amaxa Biosystems /Lonza)

Die siRNA wurde entsprechend den Herstellerangaben behandelt und aufbereitet. Die Zellen
wurden fiir die Transfektion zu 5 - 10° Zelle in 1,5 ml E-Cups iiberfiihrt und mit 90 pl Trans-
fektionsreagenz und 20 pl Supplement I resuspendiert. Die siRNA wurde hinzugegeben, die
Suspension eine Elektroporationskiivette iiberfiihrt und mit dem Programm U-23 im Nucle-
ofector II die eigentliche Transfektion durchgefiihrt. Die Zellen wurden in DMEM (mit 10 %
FCS/ohne Antibiotikum) aufgenommen und auf einer 6 Well Platte inkubiert. Am nichsten
Tag erfolgte ein Wechsel mit Medium. Die Zellen wurden nach entsprechenden Zeitriumen

geerntet und fiir weitere Experimente bei -80°C eingefroren.
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2.4 Real-time PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, die es ermoglicht, spezifische Nu-
kleotidsequenzen exponentiell zu vervielféltigen. Sie dient unter anderem als Nachweis fiir
mRNA und kann zur Quantifizierung verschiedener Transkripte benutzt werden. Hierzu wird
die mRNA zunichst in eine stabilere DNA-Form umgeschrieben und mit einer Poly-
merase (z.B. der Tag-Polymerase) sowie komplementédren Oligonukleotiden (Primern), die
das Transkript des Interesses umschlieBen, durch mehrere Zyklen dupliziert. Wihrend der
Zyklen kann durch einen interkalierenden Farbstoff (z.B. SYBR-Green) ein Fluoreszenzsi-
gnal gemessen werden, welches Riickschliisse auf die Konzentration der Replikate zuldsst
und durch AAct-Normalisierung (Pfafil 2001) eine Beurteilung des relativen mRNA-Levels
von verschiedenen Proben ermoglicht. Die PCR-Zyklen besteht aus 3 Grundschritten: Dem
Denaturieren, bei dem Doppelstriange aufgelost werden, dem Anlagern der Primer an die
DNA-Striange (Annealing) und der Kettenverldngerung, bei der die Polymerase neue Strén-
ge synthetisiert. Es entstehen dabei 2 n Produkte, wobei n der Anzahl der Zyklen entspricht
(Heid et al.[1996).

2.4.1 Primerdesign

Alle Primer wurden mit Hilfe der Software Primer3web 4.0.0 (Untergasser et al. 2012;
Koressaar und Remm|2007)) designt und durch die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
synthetisiert. Dazu wurden die mRNA-Sequenzen der Proteine (Nachzulesen z.B. bei dem
National Center for Biotechnologie and Information unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
in die Primer3web Software kopiert und die spezifischsten Sequenzen ausgewihlt. Die Pri-
mer wurden in destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 5 pmol/ pul gelost und mit

Hilfe einer Gradienten-PCR die optimale Annealing-Temperatur bestimmt.
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Materialien:
— Platinum SYBR gqPCR SuperMIX UDG (Invitrogen, USA)
— Primer (Eurofins MWG GmbH, Deutschland), 5 pmol/ pl

Zur Messung am Eppendorf Realplex? S (Eppendorf, Deutschland) wurde die cDNA mit
Platinum SYBR versetzt und der entsprechende Primer-Mix hinzugefiigt.

Master-Mix fiir 1 Ansatz: 5 ul SYBR-green
4 ul Primer-Mix
1 ul cDNA

Der Ansatz wurde in eine 96-Well Platte 4 10 ul und pro Primer 4 5 Reihen pipettiert. Am
Eppendorf Realplex wurde die SYBR-Green Intensitit durch einen 520 nm Filter bestimmt.
Das PCR-Programm lief 45 Zyklen und wurde durch eine Schmelzkurve verifiziert.

PCR Programm:
Initiale Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 20s
Anlagerung Gradient von 45°C-63°C 155
Verlidngerung 72°C 20s

-l FdT (%)

56 58 60 62 B4 66 &8 70 [rs T4 76 78 20 a2 24 86 88 S0 92 94
Temperature [*C]

Threshold: 33%

Abbildung 14: Schmelzkurve am Beispiel des TGF-Rezeptors

Die optimale Schmelztemperatur bzw. Annealing-Temperatur lag bei der Reihe in der die
Intensitidt der Flureszenz am stirksten war. Die Reagenzien wurden entnommen und die
Produkte bei der Firma SeqlLab (Géttingen) analysiert und sequenziert. Es wurde aufler-
dem darauf geachtet, dass sich nur ein Produkt bildet, das heif3t jeweils nur eine spezifische

Schmelzkurve zu erkennen ist.
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@ 4629_ups_3.5 [dna]

g gg e g o9eQ

Abbildung 15: Beispiel fiir die Sequenzierung eines PCR Produktes

Die Sequenzierungen wurden mit dem Programm UGENE (Version 1.13

http://ugene.unipro.ru/) tiberpriift und die Sequenz in der NCBI-Bibliothek verifiziert.

Das Produkt der Primer fiir den TGF-Rezeptors ergab folgende Sequenz:

TGCAACGTGTCCTCCCCACAGCCGTTTGACTGAAGGCTGCTCTGGAGACCTAGAG
TAAAACGGCTGATGGAAGTTGTG

Diese 78 Nukleotide stimmten zu 99 % mit den folgenden mRNA-Sequenzen iiberein:
Homo sapiens tgf, beta receptor 1 (TGFBR1), transcript variant 2 (NM_001130916.1)
Homo sapiens tgf, beta receptor 1 (TGFBR1), transcript variant 1 (NM_004612.2)

Das Produkt der Primer fiir Biglycan ergab folgende Sequenz:

ANGGCGTGAATGGAGGANTNCTTTGCTACTCCAAGCTGTACAGGCTGGGCCTAGG
CCACAACCAGATCAGGATGATCGAGAACGGGAGCCTGAGCTTCCTGCCCACCCTC
CGGGAGCTCCACTTGGACAACAACAAGTTGGCCAGGGTGCCCTCAGGGCTCCCA
GACCTCAAGCTCCTCCAGGTGGTCTATCTGCACTCCAACAACATCATTA

Diese 213 Nukleotide stimmten zu 98 % mit den folgenden mRNA-Sequenzen iiberein:
Homo sapiens biglycan (BGN)(NM_001711.4)
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2.4.2 Primer
Tabelle 3: Primer
’ Primer \ Sequenzen (Vorwirts/ Riickwiirts) \ Annealing \ Accesion ‘
[32-Mikro- TGC TGT CTC CAT GTT TGA TGT ATCT 61 °C NM_004048
globulin TCT CTG CTC CCC ACCTCT AA
TGF-33- AAC CTG CTC TCC TGC TTG CT 60 °C NM_004612.2
Rezeptor 1* CTC CCT TCC ACC TCT AAT GAC TGA
Biglycan* AAT GAA CTC CAC CTA GAC CAC AA 53 °C NM_001711
GAT GTT GTT GGA GTG CAG ATA GAC
EGF-Rezeptor | CGA CAG CTA TGA GAT GGA GGA 60 °C NM_005228.3
GAT CCA GAG GAG GAG TAT GTG TG
SOX9 CAG GCTTTG CGA TTT AAG GA 60 °C 746629
CCG TTT TAA GGC TCA AGG TG
RUNX2 TTC CAG ACC AGC AGC ACT C 63 °C NM_004348
CAG CGT CAACACCATCATT

Die mit einem Asterisk markierten Primer wurden im Rahmen dieser Arbeit angefertigt. Alle anderen Pri-
mer wurden von Mitarbeitern der AG orale Biologie und Geweberegeneration der Universitit Gottingen unter
Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Miosge designt, das Produkt sequenziert und fiir diese Arbeit iibernommen.

2.4.3 cDNA-Synthese

RNA-Isolation aus primiren Zellen/ Gewebe

Materialien:
— QIAshredder (QIAGEN N.V, Niederlande)
— RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN N.V, Niederlande)

Zur Isolation von Zellen aus der Zellkultur wurden diese mit Trypsin abgelost und bei 300 g
zehn Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Zellpellet
mit 350 ul RLT-Puffer und 3,5 ul 3-Mercaptoethanol versetzt, kurz gevortext und bei Raum-
temperatur zwei Minuten inkubiert. Die Probe wurde auf eine QIAshredder Séule geben und
zwel Minuten bei voller Geschwindigkeit abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde zu gleichen
Teilen mit 70 % Ethanol versetzt und in eine RNeasy-Séule iiberfiihrt und bei 8000 g fiir 30
Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und zur Siaule 700 ul RW 1-Puffer
gegeben, es erfolgte erneut eine Zentrifugation bei 8000 g fiir 30 Sekunden. Der Durchfluss
wurde verworfen und insgesamt zweimal mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen, unter 8000 g
30 Sekunden abzentrifugiert und und eine Minute bei voller Geschwindigkeit getrocknet.
Danach wurde die Séule in eine Biopur 1,5 ml Eppendorf-Cup gegeben und mit 30 ul RNA-
se freiem Wasser versetzt. Nach fiinf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde eine
Minute bei voller Geschwindigkeit abzentrifugiert und der mRNA-Gehalt im Photometer
(Nanodrop 1000, Thermo Scientific) gemessen.



2 Material und Methoden 34

Umschreiben von mRNA in cDNA

Materialien:
— Quanti Tect Reverse Transciption Kit (Quiagen)

Zum Umschreiben der mRNA in cDNA wurde das Quanti Tect Reverse Transciption Kit von
Quiagen benutzt. 200 ng der mRNA wurden zu 2 ul gDNA wipe out Puffer gegeben und auf
14 ul mit RNAse freiem Wasser aufgefiillt. Es erfolgten eine Inkubation fiir zwei Minuten bei
42°C und danach der Zusatz von 4 ul RT-Transkriptionspuffer 5 X, je 1 ul RT-Transkriptase
sowie Primer-Mix. Die Probe wurde 15 Minuten bei 42°C inkubiert und dann drei Minuten
bei 95°C. Geht man von einer Umschreibung der mRNA zu cDNA im Verhiltnis eins zu eins
aus, wurden durch Zugabe von 180 pl RNAse freiem Wasser eine Konzentration von 1 ng/ pl

synthetisiert.

2.4.4 Durchfiihrung der PCR

Materialien:
— Platinum SYBR gqPCR SuperMIX UDG (Invitrogen, USA)
— Primer (Eurofins MWG GmbH, Deutschland), 5 pmol/ ul

Zur Messung am Eppendorf Realplex?> S (Eppendorf, Deutschland) wurde die cDNA mit

Platinum SYBR versetzt und der entsprechende Primer-Mix hinzugefiigt.

Master-Mix fiir 1 Ansatz: 5 ul SYBR-green
4 ul Primer-Mix)
1 ul cDNA

Der Ansatz wurde in eine 96-Well Platte 4 10 ul und pro Primer & 3 Wells pipettiert. Am
Eppendorf Realplex wurde die SYBR-Green Intensitidt durch einen 520 nm Filter bestimmt.

Das PCR-Programm lief 40 Zyklen und wurde durch eine Schmelzkurve verifiziert.

PCR Programm:
Initiale Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 20s
Anlagerung s. Primertabelle 20s

Verldngerung 72°C 20s
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2.4.5 Bestimmung des relativen mRNA-Gehaltes

Zur Bestimmungen der mRNA-Expression in den Zellen wurde die relative Quantifizierung
nach Pfaffl eingesetzt (Pfaftl|2001) und die entsprechenden Ct-Werte anhand von Haushaltsgene
(HKG) normalisiert.

Diese Methode ist eine AAct-Methode und es gilt:

Effizienz (Zlel gen)ACt Zielgen (HKG-Probe)

Ratio = Effizienz (Kontrollgen)ACt Kontrolle (HKG-Probe)

Um das relative mRNA-Level der Proben zu messen, wurde neben dem Ct-Werten des Gens,
welches betrachtet werden sollte (Zielgen), auch ein Haushaltsgen bestimmt bzw. gemes-
sen. Haushaltsgene sind Gene, von denen man annimmt, dass sie in den Zellen gleichmiBig
und konstant produziert werden. Sie dienen in der Berechnung nach Pfaffl als Referenzpunkt
fiir das Zielgen. Die Primereffizienz beschreibt, wie stark ein Primer in seiner Effektivitit
von der theoretischen Verdopplung in einem PCR-Zyklus abweicht. Die Primereflizienz des
HKG wurde mit anndhernd 2 bestimmt. Pro Zyklus sollte die mRNA also verdoppelt wer-
den, deshalb wurde dieser Wert in den Berechnungen als n = 2 gesetzt. Es wurden pro Gen
und Versuch dreimal drei Ct-Werte an verschiedenen Tagen gemessen und von den neun
Werten maximal drei Werte verworfen, um die Standardabweichung der Ct-Werte unter 0,5

zu halten.
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2.5 Proteinbestimmung

Zur Visualisierung der Proteinexpressionverinderungen in den Experimenten wurden
und Western Blot verwendet. Die Hauptthese dieser Arbeit wurde zusitzlich durch Quantifi-
zierung mit dem Analyseprogramm ImageJ unterstiitzt.

Die SDS-Page ist ein Verfahren bei dem die Proteine einer Probe via Natriumlaurylsulfat
(SDS), einem anionischem Tensid, denaturiert und in ihrer Ladung angeglichen werden.
Die denaturierten Proben werden auf ein Gel aufgetragen und, unter Anlegen einer Gleich-
spannung, in ihre molekularen GroB3en aufgetrennt. Im Western Blot werden diese Proteine
auf eine Membran iibertragen und dann durch eine proteinspezifische Antigen-Antikorper-
Reaktion sichtbar gemacht (Blancher und Jones|2001)).

2.5.1 SDS-Page

Materialien:

Polyacrylamid-Gel:

— Trenngelpuffer: 1,5 mol/l Trisaminomethan (TRIS)
pH 8,9
— Sammelgelpufter: 0,5 mol/l Trisaminomethan (TRIS)
pH 6,8
— SDS 10 % Natriumdodecylsulfat
— Rotiphorese® Gel 30 (ROTH) Acrylamid (30 %), Bisacrylamid (0,8 %)
— APS Ammonium peroxodisulfat (10 %)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Elektrophorese:
— Laufpuffer: 0,5 mol/l TRIS
0,38 mol/l Glycerin
0,1 % Natriumdodecylsulfat
pH 8,7
— Probenpuffer (3 X): 0,3 mol/l TRIS
0,24 mol/l Glycerin
9 % Natriumdodecylsulfat
— Sammelgel (5 %): 1,25 ml Sammelgelpuffer

50 ul 10 % SDS
0,8 ml Acrylamid
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2,7ml H,O
0,2ml APS

— Laufpuffer: 0,5 mol/l TRIS
0,38 mol/I Glycerin
0,1 % Natriumdodecylsulfat
pH 8,7

— Probenpuffer (3x): 0,3 mol/l TRIS
0,24 mol/l Glycerin
9 % Natriumdodecylsulfat

— Sammelgel (5 %): 1,25 ml Sammelgelpuffer
50 ul 10 % SDS
5 ul TEMED
0,8 ml Acrylamid
2,7ml H,O
0,2 ml APS

— Trenngel (8 %): 1,4 ml Trenngelpuffer
55 ul 10 % SDS
5 ul TEMED
1,48 ml Acrylamid
2,36 ml H,O
0,25 ml APS

Zur Herstellung der Polyacrylamid-Gele wurde zunichst das Trenngel zusammenpipettiert,
es wurden achtprozentige und zehnprozentige Gele benutzt. Das Trenngel wurde zwischen
die gereinigten Glasplatten (Ohrenplatte und Platte mit Spacer) auf eine Hohe von 6 cm ge-
gossen und vorsichtig mit 100 % Ethanol iiberschichtet, um eine gleichmifBige Oberfliche
zu erhalten und die Polymerisation zu gewéhrleisten. Danach wurde das Sammelgel herge-
stellt und tiber das Trenngel gegossen, nachdem der Ethanol entfernt wurde. Es wurde ein 10
zackiger Kamm fiir die Probentaschen eingesetzt und das Gel fiir mindestens 2 Stunden aus-
polymerisiert. Die Platten wurden in eine Elektrophoresekammer (Nachbau Biometra Kam-
mer) gesetzt und diese mit Laufpuffer aufgefiillt. Die Proben wurden mit dem Probenpufter
(3 x) versetzt, kriftig gevortext und bei 95°C mindestens fiinf Minuten denaturiert. Danach
wurden sie direkt auf das Elektrophoresegel aufgetragen. Als Proteinleiter wurde die Ther-
mo Pierce #26616 (SM0671) Fermentas PageRuler Prestained Protein Ladder benutzt. Die
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Proteine wurden bei 10-15mA im Sammelgel konzentriert und danach bei 20-30 mA im

Trenngel aufgetrennt.

2.5.2 Western Blot

Materialien:
Blot:
— Transferpuffer: 0,25 mol/1 TRIS
0,192 mol/1 Glycerin
20 % Methanol
pH 8,3
— Transfermembran PVDF Immobilon-P bzw. Millipore
— Filterpapier GB 40 Blotting-Papier B004, 580 x 600 mm
Féarbung der Transfermembran:
— Firbelosung: 0,1 % Coomassie brillant blue R
50 % Methanol

7 %Essigsidure

Entférber I: 50 % Methanol

7 %Essigsidure

Entférber 1I: 90 % Methanol
10 %Essigsdure
Immunreaktion:

— TBS-T: 0,02 mol/1 TRIS
0,15 mol/1 NaCl
0,5 % Tween 20
pH 7.4

— Blocklosung: 5 % Magermilchpulver in TBS-T

— Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
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Tabelle 4: Antikorper Western Blot

’ Epitop \ Art \ Verdiinnung \ Firma/ Best.-Nr. ‘
SOX9 Monoklonal IgG aus | 1:2000 Abnova/
Maus
AS 400-509 BGN (H-150):s¢-33788
RUNX2 Polyklonal IgG aus | 1:2000 Abcam/
Kaninchen
AS 300-400 ab23981
p-ERK Monoklonal IgG aus | 1:500 Santa Cruz/
Maus
Region p-Tyr 204 p-ERK (E-4):s¢c-7383
BGN Polyklonal IgG aus | 1:1000 Santa Cruz/
Kaninchen
AS 131-280 BGN (H-150):s¢-33788
P-SMAD2 Polyklonal IgG aus | 1:1000 Cell Signaling Technology/
Kaninchen
C-Terminus #3101
EGFR Polyklonal IgG aus | 1:1000 Santa Cruz/
Kaninchen
C-Terminus EGFR (1005):s¢c-03

Das Polyacrylamid-Gel wurde aus der Elektrophoresekammer vorsichtig entfernt und zwi-
schen je 3 Filterpapieren bzw. 3 Filterpapieren und der Transfermembran in der Western Blot
Kassette fixiert. Die Transfermembran wurde mit 100 % Methanol fiir 15 Sekunden aktiviert,
Transfermembran und Filterpapier wurden dann fiir mindesten 15 Minuten in Transferpuffer
eingeweicht. Die Blot Kassette wurde in die Blotkammer gesteckt und das Gel unter Was-
serkiihlung fiir 90-120 Minuten bei 350 mA geblottet. Die Transfermembran wurde nach
dem Blotten zur Kontrolle mit Coomasie gefirbt und die Proteine durch Entfarbung (Entfar-
ber I/II unter Sicht) sichtbar gemacht. Die Membran wurde einmal mit TBS-T gewaschen
und danach eine Stunde mit 5 % Milchpulver/ TBS-T geblockt. Nach einer Stunde wurde
die Blocklosung entsprechend der Herstellerangaben mit dem priméren Antikorper in 5 %
Milchpulver/TBS-T ersetzt. Die Membran wurde dann iiber Nacht bei 4°C im Kiihlraum
geschwenkt (mit Ausnahme von «-Tubulin, hier wurde die Reaktion eine Stunde bei Raum-
temperatur durchgefiihrt). Am nichsten Tag wurde die Membran fiinfmal fiinf Minuten mit
TBS-T gewaschen und der sekundidre Antikorper auf die Membran gegeben.

Sekundir Antikorper in 5 % Milchpulver/ TBS-T:

— Anti-Rabbit IgG-Peroxidase (Sigma A0545) Verdiinnung 1:100 000
— Anti-Mouse IgG-Peroxidase (Sigma A9917) Verdiinnung 1:40 000
— Anti-Goat IgG-Peroxidase (DAKO P044801-2) Verdiinnung 1:3000

Nach einer Stunde Inkubation wurde die Blotmembran wieder fiinfmal fiinf Minuten mit

TBS-T gewaschen und danach der Antikorper mit einer Detektionslosung nachgewiesen. Bei
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starken Reaktionen wurde das ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (Amersham,
England) benutzt. Nach fiinf Minuten wurde die Membran vorsichtig in eine Rontgenkassette

gelegt und in einer Dunkelkammer unter Rotlicht entwickelt.
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2.5.3 Bestimmung des relativen Proteinniveaus

Zur Bestimmung des relativen Proteinniveaus wurde das Programm Image] (Ver. 1.07) be-
nutzt. Die Western Blots wurden anhand ihrer Grauwerte ausgemessen und mit Hilfe von
o-Tubulin als Ladungskontrolle quantifiziert (Tan und Ng|2008}; (Gassmann et al.[2009). Es
wurde darauf geachtet, dass die Blots eine moglichst geringe Belichtungszeit hatten, damit
ein moglicher Unterschied deutlich wird. Die Western Blot Filme wurden mit einem Durch-
lichtscanner (mit 600 dpi) aufgenommen und die einzelnen Banden in ImageJ markiert. Das
Programm stellt eine Kurve der Grauwerte in Relation zur Hintergrund dar. Die absoluten
Werte des Integrals unter dieser Kurve dienten zum Berechnen der relativen Proteinniveaus.
Es gilt:

. Grauwert der Probe Grauwert der Kontrolle
Ratio =

Grauwert «-Tubulin der Probe : Grauwert oc-Tubulin der Kontrolle
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2.6 HE-Farbung

Die in Paraffin eingebetteten Priparate wurden dankbarerweise von der AG Orale Biologie
und Geweberegeneration der Universitidt Gottingen unter Leitung von Herrn Prof. Dr. med.
Miosge zur Verfiigung gestellt. Sie wurden in einer stirke von 5-7 pm geschnitten und iiber
Nacht auf einem Objekttriger bei 37°C getrocknet. Von jeweils drei Proben wurde ein repri-
sentativer Schnitt fiir diese Arbeit als Abbildung aufbereitet (n=3).

Materialien:
— Hiamalaun (nach Meyer) (Merck, Best. Nr.: 1.09249)
— Eosin Y 0,01 % (ApplChem, Best. Nr.: A0822.0025)
Durchfiihrung:

— Entparaffinieren: 2 -10 Minuten in Xylol
5 Minuten 100 % Ethanol
5 Minuten 90 % Ethanol
5 Minuten 80 % Ethanol
5 Minuten 60 % Ethanol
5 Minuten 50 % Ethanol
5 Minuten Aqua Dest.

— Himalaun-Firbung: 6 Minuten in Hamalaun (1:4 verdiinnt)

10 Minuten unter flieBendem Wasser blduen

— Eosin-Féarbung: 5 Minuten in Eosin (0,1 %, mit einigen Tropfen

Essigsdure versetzt)

— Dehydrieren: 5 Minuten Aqua Dest.
5 Minuten 50 % Ethanol
5 Minuten 60 % Ethanol
5 Minuten 80 % Ethanol
5 Minuten 90 % Ethanol
5 Minuten 100 % Ethanol
2 - 10 Minuten in Xylol

Die Schnitte wurden wie oben Aufgezihlt in die verschiedenen Substanzen gegeben und

dann mit einem Deckgldschen unter Verwendung von Eukitt-Kleber eingedeckelt.
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2.7 Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie (THC) konnen Antigene auf histologischen Schnitten nach-
gewiesen werden. Die Antigenen werden durch enzymatische Vorbehandlung freigelegt und
konnen dann durch eine Antigen-Antikorper-Enzym-Reaktion farblich dargestellt werden. In
dieser Arbeit wurde ein alkalische Phosphatase Polymersystem genutzt, dass einen rotlichen
Farbumschlag an gebundenen Antikorpern auslost. In der Immuncytochemie (ICC) wird ein
dhnliches Verfahren genutzt. Hier ist der sekundédre Antikorper in der Lage durch ein Fluo-
reszenssignal sichtbar gemacht zu werden (Ramos-Vara und Miller|2014)). Von jeweils drei
Proben wurde eine THC fiir diese Arbeit als Abbildung aufbereitet (n=3).

Die in Paraffin eingebetteten Priparate wurden dankbarerweise von der AG Orale Biologie
und Geweberegeneration der Universitidt Gottingen unter Leitung von Herrn Prof. Dr. med.
Miosge zur Verfiigung gestellt. Sie wurden in einer Stirke von 5-7 um geschnitten und fiir
mindestens drei Tage auf einem Objekttriger bei 37°C getrocknet.

Materialen:

— TBS-T: 0,20 mol/1 TRIS
0,15 mol/1 NaCl
0,5 % Tween 20
pH 7,4

— Universal-Block (Diag. BioSystems, Best.Nr.: KO49B AUTO)

ProTaq Antigen-Enhancer (BioCyc, Best.-Nr.: 401602092)

Protease 24

Hyaluronidase (Sigma, Best.-Nr.: H-3506)

Chondroitinase (Sigma, Best.-Nr.: C2905-10UN)

— HiDef Amplifier for Mouse and Rabbit (CellMarque, Best.-Nr.: K0679)

HiDef Polymer Detector (CellMarque, Best. Nr.: 9620-21)

Die Schnitte wurden zunichst wie in dem Kapitel HE-Fiarbung beschrieben entparaffiniert.
Dann wurden sie 10 min in TBS-Puffer gewaschsen und vorsichtig um das Priparat her-
um getrocknet. Auf das Priparat wurden ca. 50 ul Universalblock gegeben und dieses fiir
30 min in einer feuchten Kammer belassen. Es wurde drei mal drei Minuten mit TBS-T ge-
waschen. Dann wurden die Antigene mit einer 60°C warmen ProTaq-Losung demaskiert und
die Schnitte noch einmal wie zuvor gewaschen. Darauf wurden die Schnitte fiir 3 Minuten
mit Protease24 behandelt, gewaschen und fiir 10 Minuten mit BSA/ TBS versetzt. Dann wur-
de der primdre Antikorper (1:100) auf den Schnitt gegeben und dieser iiber Nacht inkubiert.
Am nichsten Tag wurden die Schnitte drei mal drei Minuten mit TBS-T gewaschen. Der se-

kundire Antikoper (HiDef Amplifier) wurde fiir je 10 Minuten 4 50 pl hinzugefiigt. Wieder
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wurde wie oben gewaschen. Dann kam die HiDef-Polymer-Losung auf den Schnitt. Wasch-
schritt. Es wurde mit ca. 100ul Chromogen fiir ca. 6 Minuten gefédrbt. Dann noch einmal
fiir 10 Minuten in TBS-T gewaschen und wie oben in der HE-Féarbung ab Blduen bis Einde-
ckeln vorgegangen. Es wurde von jeweils drei Proben eine ICC als Abbildung fiir die Arbeit

aufbereitet.
Tabelle 5: Antikorper Immunhistologie
’ Epitop Art \ Verdiinnung \ Firma/ Best.-Nr.
EGFR Polyklonal IgG aus | 1:100 Santa Cruz/
Kaninchen
C-Terminus EGFR (1005):sc-03
TGFBRI1 Polyklonal IgG aus | 1:100 Santa Cruz
Kaninchen
C-terminale Domine TGFBR1 (V-22):5¢-398
EGF Polyklonal IgG aus | 1:100 Santa Cruz
Kaninchen
Aminosduren 971-1023 EGF (Z-12):5¢-275
TGF-33 Polyklonal IgG aus | 1:100 Santa Cruz
Kaninchen
C-Terminus TGFb3 (V):sc-82
BGN Polyklonal IgG aus | 1:100 Santa Cruz
Kaninchen
Aminosduren 131-280 BGN (H-150):5¢-33788
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2.8 Immuncytochemie

Materialien:
— Paraformaldehyd 2 9% Paraformaldehyd bei 70°C in PBS gelost
— Triton X-100 0,25 % Triton X-100 in PBS gelost
— Bovine Serum Albumin (BSA) 1 % BSA in PBS gelost
Tabelle 6: Antikorper Immuncytochemie
’ Epitop Art Verdiinnung \ Firma ‘
EGFR Polyklonal IgG aus | 1:100 Santa Cruz/
Kaninchen
C-Terminus EGFR (1005):sc-03
TGFBR1 Polyklonal IgG aus | 1:100 Santa Cruz
Kaninchen
C-terminale Doméne TGFBR1 (V-22):s¢-398

Die Zellen wurden am Vortag auf ein steriles Deckglidschen in einer 12-Wellplatte ausgesiit.
Das Deckglidschen wurde entfernt und auf einer mit Parafilm iiberzogenen Box gelegt und
die Zellen auf dem Glas mit PBS gewaschen. Nach Entfernung des Waschmediums wurden
die Zellen mit Paraformaldehyd/PBS 15 Minuten fixiert. Es wurde zweimal mit PBS gewa-
schen und die Zellmembran durch Triton X-100 permeabilisiert, um danach fiir 15 Minuten
mit BSA/PBS zu blocken. Nach hinzufiigen des priméren Antikorper in BSA/PBS in der
Verdiinnung entsprechend der Herstellerangaben wurden die Zellen auf den Deckglidschen
bei 37°C in einer feuchten Kammer fiir 60 Minuten inkubiert. Es wurde zweimal mit PBS
gewaschen und dann der sekundére Antikorper in BSA/ PBS gelost und mit DAPI (1:1000)

bei 37°C 30-60 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert.
— Sekundédrantikorper (DAKO, Flourescenz Mounting Medium, Best.-Nr.: 830232)

Es wurde erneut zweimal mit PBS gewaschen und das Deckglidschen mit Fluorescens Moun-
ting Medium (DAKO) eingedeckelt. Die Priparate wurden unter UV-Licht abfotografiert.
Die DAPI Kernfiarbung und die Antikorperfirbung wurden mit Photoshop (Adobe, CS6)
ibereinander gelegt. Von jeweils drei Proben wurde eine ICC fiir diese Arbeit als Abbildung
aufbereitet (n=3).
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3 Ergebnisse

Die hier folgenden Ergebnisse sollen eine Verbindung zwischen dem TGF-33 und dem [EGH
sowie dem Matrixmolekiil BGN]| zeigen. Deshalb werden zunéchst die Nachweise der zuge-
horigen Rezeptoren sowie Mediatoren innerhalb des Systems und anschlieBend Ergebnisse

der Stimulations- bzw. Inhibitionsversuche dargestellt.

3.1 Rezeptornachweis

Um zu untersuchen, ob die Wachstumsfaktoren TGF-33 und EGF an CPCs eine Rolle spie-
len und dort binden koénnen, wurden CPCs und Chondrozyten fiir die quantitative real-time
PCR (qPCR)) aufgearbeitet. Es wurden histologische Priparate angefertigt, die die entspre-
chenden Rezeptoren im Knorpelgewebe nachweisen und es wurde mit Hilfe von Immunfluo-

reszenzen gezeigt, dass diese auch an den chondrogenen Vorlduferzellen vorhanden sind.

3.1.1 TGF-[33-Rezeptor
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Abbildung 16: qPCR des TGF-{3-Rezeptors

Es wurden Verschiedene Zelltypen aus dem Kniegelenk kultiviert und fiir die qPCR aufbereitet. CC-H: Chon-
drozyten aus makroskopisch gesunden Bereichen; CC-D: Chondrozyten aus makroskopisch geschéddigten Be-
reichen; CPC: Chondrogene Vorliuferzellen. Die Daten wurden nach|Pfaffl normalisiert, als HKG diente
[32-Mikroglobulin. Die Fehlerbalken bedeuten + Standardabweichung aus n=3.
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In der qPCR wurden Chondrozyten aus geschiddigten Knorpelbereichen und den CPCs in
Bezug zu Chondrozyten aus makroskopisch gesunden gesetzt. Die Chondrozyten aus den
gesunden Bereichen wurden als Referenzpunkt mit 1 gleichgesetzt. Die hier folgende Tabelle

zeigt die Ergebnisse der Normalisierung der qPCR nach Pfaffl| (2001).

Tabelle 7: qPCR des TGF-[3-Rezeptors

’ Zelltyp \ relatives mRNA-Level \ Standardabweichung ‘

CC-H 1 -
CC-D 1,11 + 0,28
CPC 2,37 +0,68

Es wurden Verschiedene Zelltypen aus dem Kniegelenk kultiviert und fiir die qPCR aufbereitet. CC-H: Chon-
drozyten aus makroskopisch gesunden Bereichen; CC-D: Chondrozyten aus makroskopisch geschidigten Be-
reichen; CPC: Chondrogene Vorlduferzellen. Die Daten wurden nach|Pfaffl{(2001)) normalisiert, als HKG diente
[32-Mikroglobulin. Standardabweichung aus n=3.
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Abbildung 17: Immunhistochemischer und Immunfluoreszenz Nachweis des TGF-[3-Rezeptors

A-C: Immunhistochemie des TGF-3-Rezeptors auf defektem Knorpelgewebe mit Himalaun-Gegenféirbung;
A: Bereich aus der Knorpeloberfliche, 40 x; B: Bereich aus der Knorpelknochengrenze mit charakteristischer
Verdopplung der Grenzmark (Pfeil), 40 X; C: Einzelne Chondrozyten. Es fillt die fiir Oberflichenrezeptoren
typische ringformige Farbung der Zellen auf (Pfeil), 100 x; D: Immunfluoreszenz an chondrogenen Vorlzdufer-
zellen. Die Kerne (blau) wurden mit DAPI gefirbt, die Rezeptoren zeigen sich hier griin, 60 X.

Sowohl die Schnitte aus makroskopisch gesunden Bereichen des Knorpels (hier nicht ge-
zeigt) als auch die aus den kranken Bereichen zeigten sich positiv fiir den TGF-3-Rezeptor
A-C). Im Fluoreszenzmikroskop war eine deutliche und homogene Anfir-
bung an der Zellmembran der CPCs und damit eine positive Reaktion fiir den TGF-[3-

Rezeptor zu erkennen D).



3 Ergebnisse 49

3.1.2 EGF-Rezeptor
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Abbildung 18: qPCR des EGF-Rezeptors

Es wurden Verschiedene Zelltypen aus dem Kniegelenk kultiviert und fiir die qPCR aufbereitet. CC-H: Chon-
drozyten aus makroskopisch gesunden Bereichen; CC-D: Chondrozyten aus makroskopisch geschiddigten Be-
reichen; CPC: Chondrogene Vorlduferzellen. Die Daten wurden nach Pfaffl (2001) normalisiert, als HKG diente
[32-Mikroglobulin. Die Fehlerbalken bedeuten + Standardabweichung aus n=3.*P<0,05.

In der qPCR wurden Chondrozyten aus geschéddigten Knorpelbereichen und den CPCs in
Bezug zu Chondrozyten aus makroskopisch gesunden gesetzt. Die Chondrozyten aus den
gesunden Bereichen wurden als Referenzpunkt mit 1 gleichgesetzt. Die hier folgende Tabelle
zeigt die Ergebnisse der Normalisierung der qPCR nach Pfafil| (2001).

Tabelle 8: qPCR des EGF-Rezeptors

’ Zelltyp \ relatives mRNA-Level | Standardabweichung ‘

CC-H 1 -
CC-D 0,57 +0,19
CPC 0,18 +0,02

Es wurden Verschiedene Zelltypen aus dem Kniegelenk kultiviert und fiir die qPCR aufbereitet. CC-H: Chon-
drozyten aus makroskopisch gesunden Bereichen; CC-D: Chondrozyten aus makroskopisch geschédigten Be-
reichen; CPC: Chondrogene Vorliduferzellen. Die Daten wurden nach Pfaffl| (2001)) normalisiert, als HKG diente
[32-Mikroglobulin. Standardabweichung aus n=3.
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Abbildung 19: Immunhistochemischer und Immunfluoreszenz Nachweis des EGF-Rezeptors

Immunhistochemie des EGF-Rezeptors auf defektem Knorpelgewebe; A: Oberflachlicher Bereich. Die Rezep-
tor positiven Zellen (Pfeil) zeigen einen auffallend roten Saum, 40 X; B: Knorpelknochengrenze mit charakteris-
tischer Verdopplung der Grenzmark (Pfeil); C: Einzelne Chondrozyten. Es fillt die fiir Oberflichenrezeptoren
typische ringformige Fiarbung der Zellen auf (Pfeil). Chondron gebildet aus zwei Chondrozyten (Asterisk),
100 x; D: Immunfluoreszenz an CPCs. Die Kerne (blau) wurden mit DAPI gefirbt, die Rezeptoren zeigen sich
hier rot, 60 x

Wie auch beim Nachweis des TGF-[3-Rezeptors waren die Immunhistochemien fiir den
EGF-Rezeptor positiv A-C). Im Fluoreszenzmikroskop war eine deutliche

Reaktion der CPCs zu erkennen, die sich in paranukleédren Bereichen zu konzentrieren scheint

(Abbildung 19|D).
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3.2 Nachweis der Signalmolekiile

Im nidchsten Schritt wurde durch histologische Methoden untersucht, ob die Mediatoren
TGF-3, BGN und EGF im Knorpelgewebe vorhanden sind. Sie wurden zwischen makro-

skopisch gesunden Knorpelproben und Proben aus geschidigten Bereichen verglichen.

3.2.1 TGF-33 im gesunden und kranken Knorpel
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Abbildung 20: Immunhistochemischer Nachweis von TGF-(33

A: Knorpelprobe aus einem makroskopisch gesunden Bereich, 10 x; B: Probe aus einem makroskopisch kran-
ken Bereich, 10 x; C: Probe aus der Tangentialzone im krankem Bereich, 40 X; D: Probe aus der Knorpelkno-
chengrenzen im kranken Bereich, 40 x. TZ: Tangentialzone, UZ: Ubergangzone, R: Radizrzone, MZ: Minera-
lisierte Zone.

Im Vergleich zwischen den makroskopisch gesunden und kranken Bereichen zeigte sich im
Falle von TGF-[33, dass die Immunreaktion vor allem in den makroskopisch kranken Berei-
chen stirker positiv war. Die Reaktionen waren fiir den Wachstumsfaktor in der zentralen
Zone des kranken Knorpels am deutlichsten, wihrend die tangentiale Schicht und der Be-
reich um die Grenzmark in beiden Priparaten schwiéchere Reaktionen zeigten
A und B). Des Weiteren konnte man in den histologischen Schnitten erkennen, dass TGF-

(33 sowohl auBerhalb der Zellen als auch in bzw. an den Zellen selbst deutlich positiv war

(ABbildung 20/C und D).
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3.2.2 Biglycan im gesunden und kranken Knorpel

Abbildung 21: Immunhistochemischer Nachweis von Biglycan

A: Knorpelprobe aus einem makroskopisch gesunden Bereich, 10 x; B: Probe aus krankem Bereich, 10 x.
A: Starke Firbung innerhalb der Tangentialzone bis zur Uberganszone, schwache Immunreaktion an der Su-
perfizialschicht (Pfeil). B: Inhomogene Bereiche (Asterisk) und stark degenerierter Oberfliche (Pfeil). TZ:
Tangentialzone, UZ: Ubergangzone, R: Radiidrzone, MZ: Mineralisierte Zone.

In der Immunhistochemie zeigte sich im Vergleich zum makroskopisch kranken Knorpel
eine starke positive Farbreaktion zwischen der Tangentialzone und der Ubergangszone. Die

Knorpelproben aus dem erkrankten Bereich stellten sich sehr heterogen dar.
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3.2.3 EGF im gesunden und kranken Knorpel
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Abbildung 22: Immunhistochemischer Nachweis von EGF

A: Knorpelprobe aus einem makroskopisch gesunden Bereich, 10 x; B: Probe aus krankem Bereich, 10 X;
C: Probe aus krankem Bereich, Tangentialzone, 40 x; D: Probe aus krankem Bereich, Knorpelknochengren-
ze, 40x. A: Stark positive Firbung innerhalb der Tangentialzone bis zur Ubergangszone, schwache positive
Firbung an der Superfizialschicht (Pfeil). B: Schwiichere positive Firbung des Priiparates zwischen Ubergang-
zone und mineralisierter Zone. Stark degenerierter, jedoch stark angefirbte positive Oberfliche (Pfeil). In D
GefiBeinsprossung (Pfeil).TA: Tangentialzone, TR: Ubergangzone, R: Radizirzone, MZ: Mineralisierte Zone

In den Immunhistochemien fiir EGF zeigte sich im Vergleich am gesunden Knorpel eine
schwache Reaktion im superfizialen Bereich A Pfeil) und eine starke Re-
aktion zwischen der Tangentialzone und der Ubergangszone. Die Knorpelproben aus den
erkrankten Bereichen stellten sich sehr heterogen dar. Neben der degenerierten Oberflédche,
die stark positiv war, wies der Knorpel in der Ubergangszone schwach positive Bereiche auf.

Vor allem in der Radidrzone war die Immunreaktion nur schwach ausgeprigt.
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3.3 TGF-33 Einfluss die Synthese von Biglycan

Um zu untersuchen, ob der Wachstumsfaktor TGF-33 einen Einfluss auf die Synthese des
Matrixmolekiils[BGN| hat, wurden immortalisierte [CPC24Thtl zunichst von der 2D-Kultur in
eine 3D-Alginat-Kultur iiberfiihrt. Die Alginatkultur dient dazu den Zellen eine Umgebung
zu schaffen, die dem Physiologischen eher entspricht und die Einfliisse durch Adhision am
Boden der Zellkulturflaschen verhindert. Die Zellen wurden fiir mindestens drei Tage un-
behandelt in der 3D-Kultur gehalten, um den Zellen die Moglichkeit zu geben sich an die

Umgebung zu akklimatisieren, und wurden dann mit dem Wachstumsfaktor stimuliert.

3.3.1 Einfluss von TGF-33 auf das Biglycan-mRNA-Level
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Abbildung 23: qPCR von BGN nach TGF-33 Stimulation

Die [CPC24T1htl wurden mit 2ng TGF-3 /ml pro Tag iiber 3 Tage stimuliert. Diese wurden nach 24, 48 bzw.
72 Stunden geerntet und fiir die PCR aufbereitet. Die Daten wurden nach Pfaffl (2001) normalisiert, als HKG
diente 32-Mikroglobulin. Die Fehlerbalken bedeuten + Standardabweichung aus n=3."P<0,05.

Die Zellen wurden mit 2 ng TGF-(33/ml pro Tag stimuliert und zusammen mit der jeweiligen
Kontrolle nach 24, 48 bzw. 72 Stunden geerntet. Aus dem Zellpellet wurde die mRNA isoliert
und zur Quantifizierung in der PCR zu cDNA umgeschrieben. Es stellte sich heraus, dass im
Vergleich zur Kontrolle die BGNIFmRNA nach 24 h mit dem 1,08 (SD +0,07) fachen Niveau
anndhernd gleich geblieben war. Nach 48 h konnte ein 4,3 (SD +0,41) faches mRNA-Level
und nach 72 h sogar ein 14,62 (SD + 0,27) faches Level gemessen werden.
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3.3.2 Einfluss von TGF-[33 auf die Biglycan Proteinexpression
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Abbildung 24: WB von BGN nach TGF-33 Stimulation

Die wurden fiir 4 Wochen unbehandelt in Alginat kultiviert. Danach wurden sie fiir 7 Tage mit 2 ng
TGF-{33 ml behandelt. Im Western Blot wurde die Kontrolle (K) im Vergleich zu den behandelten Zellen (7 d)
aufgetragen. Als Ladungskontrolle wurde o-Tubulin benutzt. Das Experiment wurde mit n=1 durchgefiihrt.

Um das erhohte BGN-mRNA-Level auch auf Proteinebene zu zeigen, wurden die
in eine Alginatkultur tiberfithrt und 4 Wochen unbehandelt kultiviert. Danach wurde das
Medium fiir eine Woche jeweils mit 2 ng TGF-33/ml pro Tag versetzt. Die Zellen wurden
darauthin geerntet und fiir den Western Blot aufbereitet. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte
sich in der behandelten Zelllinie eine deutliche Erhohung der Proteinexpression des
im Bereich von 180 bis 200 kDa. Der Western Blot zeigt in das typische ,,ver-
schmierte Bild eines Glykosaminoglykans .
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3.4 Biglycan Einfluss auf die EGF-Rezeptor Synthese
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Abbildung 25: WB des EGF-Rezeptors nach BGN Knockdown

Die Zellen wurden mit siRNA transfiziert und fiir 3 Tage in 2D-Kultur gehalten. Am Wirkungsvollsten
war im Western Blot die siRNA-Variante B (In der Abbildung dargestellt). BGN war nicht mehr nachweisbar
und es zeigte sich eine deutliche Reduktion des EGF-Rezeptors. Ladungskontrolle war «-Tubulin. Die Abbil-
dung zeigt einen reprisentativen Western Blot aus n=3.

Der Einfluss von auf die Synthese des EGF-Rezeptors konnte durch einen siRNA-
Knockdown gezeigt werden. Die wurden mit verschiedenen siRNA-Varianten
transfiziert und fiir 3 Tage in Kultur gehalten. Als Kontrolle dienten die unbehandelten Zel-
len. Zusitzlich wurde mit einem GFP-Label die Effektivitiit der Transfektion iiberpriift (diese
Zellen wurden jedoch nicht weiter verwendet). Danach wurden die Zellen geerntet und fiir
den Western Blot aufbereitet. Dort zeigte sich, dass die Variante B der siRNA die Expression
von am Wirkungsvollsten verhindert und dass in dieser Zelllinie auch die Expression
des EGF-Rezeptors im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle deutlich erniedrigt war (Ab-]
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3.5 TGF-33 und EGF Einfluss auf die Expression von SOX9 und
RUNX2

Im Weiteren sollte untersucht werden, ob der Wachstumsfaktor TGF-33 und der Wachs-

tumsfaktor EGF einen Einfluss auf die Expression der chondrogenen bzw. osteogenen Dif-
ferenzierungsgene SOX9 und RUNX?2 hat. Dafiir wurden die [CPC241ht in eine 3D-Kultur
iberfiihrt und fiir gPCR und Western Blot aufbereitet.

3.5.1 Einfluss von TGF-33 auf die SOX9- und RUNX2-mRNA
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Abbildung 26: qPCR von SOX9 und RUNX2 nach TGF-33 Stimulation

Die Zellen fiir 3 Tage in 3D-Kultur gehalten und dann mit 2 ng TGF- 33/ ml behandelt. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen geerntet und fiir die qPCR aufbereitet. Die Daten wurden nach Pfaffl (2001) normalisiert, als HKG
diente 32-Mikroglobulin. Die Fehlerbalken bedeuten + Standardabweichung aus n=3."P<0,05.

24 Stunden nach Stimulation mit TGF-33 wurden die Zellen geerntet und fiir die qPCR
aufbereitet. Es zeigte sich in der stimulierten Zellreihe eine Erhohung des relativen SOX9-
mRNA-Levels um 3,56 (SD = 0,37) und des RUNX2-Levels um 1,36 (SD = 0,11).
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3.5.2 Einfluss von EGF auf die SOX9- und RUNX2-mRNA
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Abbildung 27: qPCR von SOX9 nach EGF Stimulation

Die Zellen fiir 3 Tage in 3D-Kultur gehalten und dann mit 10, 20 und 40 ng EGF/ ml behandelt. Nach 24 Stun-
den wurden die Zellen geerntet und fiir die qPCR aufbereitet. Die Daten wurden nach Pfaffl (2001) normalisiert,
als HKG diente 32-Mikroglobulin. Die Fehlerbalken bedeuten + Standardabweichung aus n=3. *P<0,05.
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Abbildung 28: qPCR von RUNX2 nach EGF Stimulation

Die Zellen fiir 3 Tage in 3D-Kultur gehalten und dann mit 10, 20 und 40 ng EGF/ ml behandelt. Nach 24 Stun-
den wurden die Zellen geerntet und fiir die qPCR aufbereitet. Die Daten wurden nach Pfaffl (2001) normalisiert,
als HKG diente [32-Mikroglobulin. Die Fehlerbalken bedeuten + Standardabweichung aus n=3. *P<0,05.

24 Stunden nach Stimulation wurden die Zellen geerntet und fiir die qPCR aufbereitet. Die
nachfolgende Tabelle zeigt die Resultate der gPCR. Um die optimale Konzentration zu finden
wurde der Quotient aus SOX9 und RUNX?2 gebildet, um so die stirkste Erhohung von SOX9
im Verhiltnis zur stiarksten RUNX2-Verminderung zu finden.
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Tabelle 9: Einfluss von EGF auf die SOX9-/ RUNX2-mRNA

| EGF [ng /ml] | rel. SOX9-Level | SD | rel. RUNX2-Level | SD [ SOX9:RUNX2

10 2,86 + 0,37 1,24 + 0,14 2,30
20 4,17 + 0,44 3,02 + 0,23 1,38
40 2,08 + 0,39 0,90 + 0.09 2,31

Die Zellen fiir 3 Tage in 3D-Kultur gehalten und dann mit 10, 20 und 40 ng EGF/ ml behandelt. Nach 24 Stun-
den wurden die Zellen geerntet und fiir die qPCR aufbereitet. Die Daten wurden nach Pfaffl (2001) normalisiert,
als HKG diente (32-Mikroglobulin. SD: Standardabweichung aus n=3. Es wurde der Quotient aus SOX9- und
RUNX2-Expression gebildet.

Da die optimale Konzentration einmal bei 10 ng EGF (SOX9 : RUNX2 Quotient = 2,3) und
bei 40 ng (SOX9 : RUNX2 Quotient = 2,31) annidhernd gleich lag, wurde mit 10 ng EGF/ ml

weitergearbeitet.



3 Ergebnisse 60

3.5.3 Einfluss von TGF-33 und EGF auf das Proteinniveau von SOX9 und RUNX2
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Abbildung 29: Einfluss von TGF-33 und EGF auf das Proteinniveau von SOX9 und RUNX2

Die wurden 3 Tage in Alginat kultiviert. Danach wurden sie mit 2 ng TGF-f3/ml oder 10 ng EGF
behandelt. Die mit TGF-33 und EGF stimulierten Zellen wurden nach 24 Stunden geerntet. Au3erdem wur-
den einige der EGF stimulierten Zellen zusitzliche mit 10 ng EGF versetzt und 4 Stunden spéter geerntet
(EGF+4h). Im Western Blot wurde die Kontrolle (K) im Vergleich zu den behandelten Zellen (TGF-£33, EGF
und EGF+4 h) aufgetragen. Es wurden die Proteine SOX9, RUNX2, p-SMAD2 und p-ERK nachgewiesen. Als
Ladungskontrolle wurde o-Tubulin benutzt. Die Abbildung zeigt einen repréisentativen Western Blot aus n=3.

Die wurden 3 Tage in Alginat kultiviert. Danach wurden sie mit 2 ng TGF-33/ ml
oder 10 ng EGF behandelt. Die mit TGF-33 und EGF stimulierten Zellen wurden nach 24
Stunden geerntet. AuBerdem wurden einige der EGF-stimulierten Zellen zusétzliche mit
10 ng EGF versetzt und 4 Stunden spiter geerntet (EGF+4h)

Im Western Blot zeigte sich, dass durch Stimulation mit 2 ng TGF-3/ml zu einer stirkeren
SOX9-Expression kam. Die RUNX2-Expression blieb unverdndert. Aulerdem stieg sowohl
die phosphorylierte Form der Extracellular-signal Regulated Kinase (p-ERK)) als auch die
der SMAD-Proteine in ihrer Expression an.

In der EGF stimulierten Reihe konnte ebenfalls ein (etwas schwicherer Anstieg) von SOX9
gezeigt werden. p-ERK und RUNX?2 sind unveridndert. Es zeigte sich kein Einfluss von
EGF auf das p-SMAD. Den stirksten Anstieg von SOX9 und die grof3te Verminderung der
RUNX?2-Expression stellte sich in den EGF-stimulierten Zellen dar, die noch zusitzliche 4
Stunden stimuliert wurden (EGF+4h). p-SMAD war nicht nachzuweisen, dafiir aber war das

Protein p-ERK im Vergleich zu den anderen Gruppen stidrker vertreten (Abbildung 29).
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Fiir die SOX9- und RUNX2-Expression der TGF-33 und EGF+ Versuchsreihen wurde dar-
aufhin noch eine Densitometrie durchgefiihrt, das heifit die Schwirzung der Fotomembran
im Western Blot wurde anhand ihrer Grauwerte ausgemessen und zur Quantifizierung be-
nutzt. Dafiir wurden die Versuche zusétzlich dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt.
In der TGF-33-Reihe wurde dabei eine 2,22 (SD +0,41) fach hohere SOX9 Intensitit und
ein mit 0,97 (SD + 0,048) anndhernd gleiches RUNX?2-Niveau gemessen. In der EGF+-Reihe
konnte sogar eine 3,01 (SD +0,44) fache SOX9 Intensitit und eine auf 0,53 (SD +0,06)
gefallene RUNX?2 Intensitit gemessen werden (Abbildung 30[und [Abbildung 31)).
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Abbildung 30: Quantifizierung der Western Blot Ergebnisse fiir SOX9
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Abbildung 31: Quantifizierung der Western Blot Ergebnisse fiir RUNX?2

Die[Abbildung 30jund|Abbildung 31|zeigen die Ergebnisse der Quantifizierung mit ImageJ. Die Kontrolle wur-
de gleich eins gesetzt. Es wurden die SOX9- und RUNX2-Expressionen aus drei unabhidngigen Experimenten
bestimmt. Gezeigt ist das Ergebnis fiir die Zellen, die fiir 24 Stunden mit 2 ng TGF-{33 und fiir 24 Stunden und
noch einmal zusétzlich fiir 4 Stunden mit 10 ng EGF stimuliert wurden (EGF+4h). Die Fehlerbalken bedeuten
+ Standardabweichung aus n=3."P<0,05.
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3.6 Knockdown des EGF-Rezeptors

EGFR
‘ % _ 170 kDa
- -

SOX9 - - 70 kDa

RUNX2 - F - 57 kDa

O-TUDUIIN [ s-- 55 kDa

K 72h

Abbildung 32: siRNA-Knockdown des EGF-Rezeptors

Die Zellen wurden mit einer EGF-Rezeptor siRNA transfiziert und fiir 3 Tage in 2D-Kultur gehalten. Diese
wurden daraufthin nach 24, 48 und 72 Stunden geerntet und fiir den Western Blot aufbereitet. Die Abbildung
zeigt das Ergebnis nach 72 Stunden. Es wurde der EGF-Rezeptor und die Proteine SOX9 und RUNX2 nachge-
wiesen. Als Ladungskontrolle wurde «-Tubulin. Die Abbildung zeigt einen repridsentativen Western Blot aus
n=3.

Um den Einfluss des EGF-Rezeptors auf die Proteine SOX9 und RUNX2 zu untersuchen,
wurde dieser via siRNA an den in seiner Expression gehemmt. Im Western Blot
zeigte sich, dass das Proteinniveau des EGF-Rezeptors fiir 72 Stunden stark vermindert war.
Es war nach 72 Stunden kein SOX9 mehr nachweisbar, wobei das RUNX2-Niveau im Expe-
riment konstant blieb.
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4 Diskussion

Der erste Teil der Diskussion soll sich mit der Frage beschéftigen, wie die Verteilung des
TGF--Rezeptors und des TGF-33 in der OA und an den CPCs sein konnte. Aulerdem
soll der Einfluss der Stimulation von CPCs mit TGF-33 auf die Expression von erldu-
tert. Im zweiten Teil soll daraufhin die Frage nach einer Verkniipfung zwischen und
der Expression des EGF-Rezeptors bearbeitet werden. Im dritten Teil soll der Einfluss der
Wachstumsfaktoren TGF-(33 und EGF auf die Transkriptionsfaktoren SOX9 und RUNX2
diskutiert werden. AbschlieBend sollen die Teilergebnisse zu einer gemeinsamen Hypothese

zusammengefasst und ein Ausblick fiir deren klinische Relevanz gegeben werden.

4.1 Welchen Einfluss hat die Stimulation mit TGF-33 auf die
Expression von BGN?

4.1.1 Die Expression des TGF-[3-Rezeptors

Der TGF-{3-Rezeptor wird in der OA, sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene,
vermindert exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass ein Defizit in der Rezeptorexpression
in vivo an Méusen zu einem OA-Phénotyp fiithrt (Goldring et al.|[2006; |[Finnson et al. [ 2011).
In der [qPCR| (Abbildung 16] S.[46|und [Abbildung 17| A-C, S.[48)) zeigte sich, dass die TGF-
[3-Rezeptor-mRNA in Chondrozyten der gesunden sowie makroskopisch kranken Proben
gebildet wird, obwohl hier, im Gegensatz zu Goldring et al.|(2006) und Finnson et al.|(2011),
kein signifikanter Unterschied festzustellen war. Dies konnte daran gelegen haben, dass es in

der Zellkultur nach einiger Zeit wieder zum Angleichen der Expressionsaktivitdt ggkommen
sein konnte, da die Zellen aus dem osteoarthritischen Umfeld genommen wurden. In der IHC
konnte der Rezeptor am Knorpelgewebe nachgewiesen werden, speziell die Chondrozyten

zeigten sich deutlich positiv fiir den Rezeptor an der Zellmembran D, S.[@48).
Es fillt auf, dass sich auch Zellen im Zwischenraum, der fiir Osteoarthritis typischen Ti-

demarkdublikation, positiv fiir den TGF-3-Rezeptor zeigten B, S.48)). Dies
konnte dafiir sprechen, dass diese Zellen moglicherweise einmigriert sein konnten. Der Hy-
pothese folgend, dass chondrogene Progenitorzellen ebenfalls Migrationspotential zeigen,
konnten es die CPCs sein, die sich in den defekten Knorpel vorarbeiten. Dies wiirde da-
zu passen, dass sich in den CPCs eine tendenziell erhohte TGF-[3-Rezeptorexpression auf
mRNA-Ebene, im Vergleich zum gesunden und kranken Knorpel, zeigte. AuBerdem konn-

te in der ICC erstmalig gezeigt werden, dass auch die CPCs positiv fiir den Rezeptor sind,

dieser auf Proteinebene in den Zellen gebildet und exprimiert wird S. @6
Abbildung 17]D. S. ).

An dieser Stelle miisste jedoch parallel eine weitere Bestimmung der Progenitorcharakteris-
tika durch z.B. CD44, CD73, CD105 und STRO-1 in der IHC erfolgen, um sicherzustellen,
dass es sich bei diese Zellen tatsdchlich um CPCs handelt und um diese sicher von den

Chondrozyten zu differenzieren (Koelling et al.| (2009)).
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4.1.2 Die Expression von TGF-33

In den THC fiir TGF-[33 zeigte sich, im Vergleich zwischen den Knorpelproben aus gesunden
und kranken Bereichen, dass TGF-33 im kranken Knorpel vermehrt gebildet wird und sich
im Bereich der zerstorten Knorpeloberflache zu sammeln scheint S.[51). Die
Sekretion von TGF-33 wird, je nach Autor, in der als reduziert oder vermehrt beschrie-
ben. Je nach Stadium der OA und nach Betrachtungsweise, werden diesem Molekiil katabole
sowie anabole Vorgidnge zugeschrieben, sodass die Rolle und Verteilung von TGF-33 im Pa-
thomechanismus der OA noch zur Diskussion steht (Goldring et al.[2006; |[Finnson et al.|[2011;
Bush und Beier|2013; Shen et al.|2014). So konnte im Mausmodel gezeigt werden, dass die
Expression von TGF-33 in der OA reduziert ist (Blaney Davidson et al.[|2006), in einigen
anderen Studien jedoch gezeigt werden, dass die TGF-(33-Expression in der menschlichen
OA sowie in einigen Mausmodellen erhoht ist (Pombo-Suarez et al.|2009). Die Ergebnisse in
der THC sprechen in dieser Arbeit eher fiir eine vermehrte Bildung von TGF-33 im kranken
Knorpel. Eine Beurteilung iiber eine stirke oder schwichere Expression ist durch die IHC
jedoch nur eingeschriankt moglich. Durch minimale Unterschiede in der Expositionsdauer
der Substanzen, insbesondere der Chromogenfarbung, kann in der durchgefiihrten Form nur
eine qualitative Aussage gemacht werden (Taylor2015).

Bedingt durch die eingeschrinkte quantitative Aussagekraft der IHC, ist die wichtige Quint-
essenz der diskutierten TGF-3-Rezeptor-Expression aus 4.1.1 und der TGF-(33-Expression
aus diesem Abschnitt deshalb eher, dass der TGF-3-Rezeptor an den CPCs vorhanden ist
und TGF-33 eine Rolle in der Interaktion mit dem Rezeptor im Knorpel spielt. Es besteht
deshalb die Moglichkeit die CPCs durch diesen zu stimulieren. Sowohl Rezeptor als auch
Mediator sind in den betrachteten Geweben vorhanden und es konnte erstmalig ein Rezep-
tornachweis an den CPCs gezeigt werden, sodass die weiteren in vitro Ergebnisse auch in

vivo eine Relevanz haben konnten.

4.1.3 Der Einfluss der Stimulation von CPCs durch TGF-33 auf die BGN-Synthese

Durch Stimulation der CPCs mit TGF-33 konnte in der erstmalig gezeigt werden,
dass auch CPCs mit einem Anstieg der BGNFmRNA reagieren (Osman et al.|[2013). Die
CPCs zeigten nach drei Tagen Stimulation ein 4,3 fach erhohtes und damit deutlich hoheres
[BGNFMRNA-Niveau im Vergleich zur Kontrolle S.[54).

Problematisch an der [qPCR]ist, dass diese selbst nur bedingt Riickschliisse auf das endgiil-
tige Proteinniveau der Zellen zulédsst. Durch siRNA kann es innerhalb der Translation des
Proteins zu Interferenzen kommen, da die Zelle in der Lage ist, die Produktion auf letzter
Ebene zu stoppen (Siomi und Siomi|2009). Deshalb wurde zusitzlich zur [JPCR]der Western
Blot als Methode genutzt, um zu zeigen, dass es auch zur Bildung von des fertigen
Molekiils kommt. Es zeigte sich, dass nach sieben Tagen Stimulation der CPCs mit TGF-33

eine deutlich breitere Bande im Western Blot zu erkennen war und es dementsprechend mehr

BGNI produziert wurde S.[55).
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4.2 Welchen Einfluss haben Anderungen der BGN-Expression auf
die des EGF-Rezeptors?

4.2.1 Die Expression von BGN

wird in den spiten Phasen der[OAl vermehrt produziert. Es zeigt sich, dass es vor allem
im menschlichen Knie vermehrt gebildet wird und es sich hauptsédchlich in der EZM der
Chondrozyten nachweisen ldsst. Auerdem konnte gezeigt werden, dass BGN-defiziente-
Mause einen OA-Phinotyp ausbilden (Bock et al.[2001}; lacob und Cs-Szabo|2010). In der
IHC-Firbung konnte gezeigt werden, dass es im stark deformierten Knorpel zumindest zu
einer Umverteilung von kam, eine quantitative Aussage war auch hier nicht moglich.
Wihrend im gesunden Knorpel eher in der Tangentialzone zu finden war, stellte sich

im kranken Knorpel ein eher heterogenes Bild dar, bei dem sich BGN in allen Zonen des

Knorpels nachweisen lies S.[52).

4.2.2 Die Expression des EGF-Rezeptors

Der EGF-Rezeptor wird an Chondrozyten gebildet und scheint, zumindest in Fibroblasten,
die Tendenz zu zeigen, altersabhingig, vermindert exprimiert zu werden (lacob und Cs-
Szabo|[2010). In der IHC zeigte sich ebenfalls, dass Chondrozyten fiir den EGF-Rezeptor
positiv sind. Die Chondrone sind an der Zellmembran fiir den Rezeptor positiv. AuBBerdem
tragen ebenfalls Zellen im Zwischenbereich der Tidemarkdublikation den Rezeptor (Abbil
A-C, S.[50). Entsprechen der Angabe von Tacob und Cs-Szabo| (2010), zeigten die
Chondozyten aus dem kranken Bereichen, im Vergleich zu denen aus den gesunden Be-
reichen, eine tendenziell erniedrigte Rezeptorexpression auf mRNA-Ebene. In den CPCs

konnte ein noch schwicheres mRNA-Niveau nachgewiesen werden S. 9.
Interessanterweise zeigte es sich, dass sich der EGF-Rezeptor in der ICC an bestimmten

Bereichen der Zellmembran zu konzentrieren scheint D, S.[50). Wichtig an
dieser Stelle ist, dass der EGF-Rezeptor in der Lage ist, durch verschiedene Stimulanzen wie
EGF, TGF-a, Amphiregulin, Epiregulin oder Neuregulin2, internalisiert zu werden. Dies
bedeutet, dass der Rezeptor endosomal abgebaut werden kann, um dessen Aktivitit zu ver-
mindern. Der so in Vesikel gepackte Rezeptor kann entweder erneut an die Zellmembran
geschleust zu werden, um seine Funktion wieder aufzunehmen, oder kann auch ubiqutiniert
und iiber das Lysosom abgebaut werden. In einigen Fillen werden dadurch bestimmte Si-
gnalwege erst aktiviert, da z.B. die Abbauprodukte des Rezeptors ebenfalls intrazelluldre
Kaskaden auslosen konnen. Wihrend z.B. EGF Konzentrations- und pH-Abhéngig die Ak-
tivitdt des Rezeptors im Sinne einer negativen Feedbackschleife reduzieren kann, konnen
durch z.B. TGF-« die endosomal verpackten Rezeptoren mobilisieren werden und ihre Ak-
tivitdt wieder aufnehmen (Roepstorft et al.|(2009); Sorkin und Duex|(2010); Henriksen et al.
(2013); Sangrar et al. (2014)). Dies konnte zum einen das Bild in der ICC erkldren, zum

anderen jedoch auch dafiir sprechen, dass sich der Rezeptor an den CPCs eher in einem Ru-
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hestadium befindet. Er konnte internalisiert sein und dadurch das niedrige mRNA-Niveau

erklaren.

4.2.3 Die Expression von EGF

In der IHC fiir EGF zeigte sich, im Vergleich zwischen Knorpelproben aus gesunden und
kranken Bereichen, dass der Mediator im kranken Knorpel, im Bereich der Ubergangszone,
eher schwicher nachgewiesen werden konnte und er sich im Bereich der zerstorten Knorpe-
loberfliche zu sammeln schien (Abbildung 22]A-B, S.[53). Dies passt zu der Annahme, dass
ein Defizit im Rezeptor zu einem OA-Phédnotyp im Mausmodel fithren kann (Zhang et al.
2014)). In der rheumatoiden Arthritis wird dagegen vermehrt EGF freigesetzt und dort als
Triggerfaktor fiir die entziindlichen Prozesse bezeichnet (Nah et al.2009). Zum einen lassen
sich die beiden Erkrankungen jedoch nur bedingt vergleichen, zum anderen lassen sich auch
hier die Schwierigkeiten in der Quantifizierung von IHC-Féarbungen anfiihren. Genau wie im
Fall des TGF-[3-Rezeptors und des TGF-3, ist auch eher die qualitativen Aussagen der IHC
wichtiger. Der EGF-Rezeptor ist an den CPCs vorhanden und eine Stimulation mit EGF ist
moglich.

4.2.4 Der Einfluss von BGN auf den EGF-Rezeptor

Durch siRNA-Interferenz konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine Verbindung zwischen
und dem EGF-Rezeptor an CPCs besteht. Durch Knockout des BGNIMolekiils in CP-
Cs konnte gezeigt werden, dass es zu einer Herunterregulation des EGF-Rezeptors kommt
S.[56). Der durchTacob und Cs-Szabo|(2010) beschriebene Einfluss des EGF
auf dieBGN}FSynthese, scheint auch bei den CPCs zu bestehen. Etwas eingeschrinkt sind die
Ergebnisse jedoch dadurch, dass durch den Einsatz von siRNA keine Unterscheidung zwi-
schen internen und externen Prozessen gemacht werden kann. Die erniedrigte Expression
des EGF-Rezeptors konnte durch geringere BGNFKonzentration im Medium der Knockout-
Zellen hervorgerufen worden sein. Die BGNFmRNA oder BGN}Vorstufen konnten - im Sin-
ne einer Crosstalk-Interaktionen zwischen verschieden Signalwegen - aber auch, ohne dass
es zum fertigen Protein gekommen ist, Prozesse innerhalb der Zelle selbst beeinflussen. Ein
Gegenversuch durch Stimulation mit in der Zellkultur wie es bei [lacob und Cs-Szabo
(2010) durchgefiihrt wurde bzw. eine Konzentrationsmessung im Medium steht an dieser

Stelle noch aus.
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4.3 Wie wirkt sich eine Stimulation mit TGF-33 und EGF auf die
Expression von SOX9 und RUNX2 aus?

TGF-33 ist in der Lage an verschiedenen Zelltypen die SOX9-Expression zu steigern und
die RUNX2-Expression zu senken (Park et al.|2012; Rizk und Rabie|2013; Muhammad et al.
2014). In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass es an CPCs durch Stimulation
mit TGF-33 ebenfalls zu einer Erhohung der SOX9-Expression kommt, die mit einer er-
hohten p-SMAD?2- und p-ERK1/2-Expression verbunden ist (Finnson et al. 2011} Mu et al.
2012). In der gPCR zeigte sich durch Stimulation mit TGF-{3, dass es zu einem starken
Anstieg der SOX9-mRNA-Expression bei leichtem Anstieg der RUNX2-mRNA-Expression
kam S. [57). Wie bereits erwihnt, lasst dies nur bedingt Riickschliisse auf
das Proteinniveau in der Zelle zu, es wurden deshalb auch hier die Ergebnisse im Western
Blot verifiziert. Die durch TGF-[3 stimulierten Zellen zeigten eine mehr als zweifach hohere
SOX9-Expression, bei unverdndertem RUNX2-Niveau, im Western Blot. Es zeigte sich au-
Berdem, dass es zu einer Aktivierung der p-SMAD2- und p-ERK1/2-Signalwege kam und
damit eine Assoziation zwischen TGF-[33 und diesen auch an den CPCs bestehen konnte

S. [60} [Abbildung 30 und [Abbildung 31} S.[61).

Durch Stimulation mit EGF kam es an den CPCs ebenfalls zum Anstieg des SOX9-Niveaus.

In der gPCR zeigte sich eine optimale EGF-Konzentration zur Stimulation bei 10 ng/ ul. Hier
zeigte sich ein Anstieg der SOX9-mRNA-Expression, bei leicht erhohter, jedoch nicht signi-
fikanter, RUNX2-mRNA-Expression. Interessanterweise 16sten hohere Konzentration auch
ein Anstieg von RUNX2 aus. Es kam ab 40 ng/ pl zu einem Abfall der mRNA-Expression
beider Molekiile, welcher sich am ehesten im Sinne eines negativen Feedbacks erkldren l1dsst
S. [58). Im Western Blot kam es zu einer fast dreifach hoheren Expressi-
on in den Versuchsgruppen, die zweimal mit EGF stimuliert und nach 28 Stunden geerntet
wurden. Das RUNX2-Niveau sank ab und es kam zum Anstieg des p-ERK1/2. Es war kein
Einfluss auf p-SMAD?2 zu erkennen S.[60; [Abbildung 30| und [Abbildung 31}
S. [6I). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die von Ling et al|(2011) beschriebene
EGFR-ERK-SOX9-Achse auch an den CPCs besteht und die Aussage bestitigen, dass die
RUNX2-Expression durch die von SOX9 beeinflusst wird (Ling et al. 2011} Cheng und Ge-
never|2010). Zusitzlich konnte an den CPCs gezeigt werden, dass es durch Knockdown des
EGF-Rezeptors zu einem Abfall der SOX9-Expression kam, wobei hier das RUNX2-Niveau
unverindert zu bleiben schien. S.[62).

Nimmt man die in der Literatur bisher beschriebenen Verbindungen der Signalwege von

TGF-3 und EGF und ihren Rezeptoren zur Hilfe, dann lésst sich so die Hypothese formen,
dass beide Wachstumsfaktoren an den CPCs in der Lage sind die SOX9-Expression zu er-
hohen und die von RUNX2 zu verringern. Da in beiden Signalwegen eine ERK1/2-Kaskade
beschrieben ist, lidsst dies die Vermutung zu, dass hier eine Konvergenz der beiden Wege
besteht. Damit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die CPCs, wie sie von |[Koelling et al.
(2009) beschrieben wurde, nicht nur fiir TGF-33 und EGF sensibel sind, sondern diese auch
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in der Lage sein konnten die Transkriptionsfaktoren SOX9 und RUNX2 zu beeinflussen.

4.4 Fazit und Ausblick: Die Mediatoren TGF-33, EGF und BGN als
mogliche Kausalkette in der Regeneration von OA

Fasst man die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen, lisst sich folgende Gesamthypothese
herleiten: Durch Stress am Knorpelgewebe, speziell an den Chondrozyten, werden diese aus
ihrer Ruhephase gebracht und werden aktiv. Die Zellen selbst versuchen die Homdostase
innerhalb ihrer Matrix aufrecht zu erhalten und produzieren Wachstumsfaktoren wie TGF-
(33 und EGF sowie EZM Komponenten wie Dadurch sind sie in der Lage, zum einen
die Struktur des Gewebes aufrecht zu erhalten und zum anderen Zellen zu rekrutieren, die
mogliche Defekte reparieren konnen. Eine Zellpopulation, die dieses leisten konnte, wéren
die CPCs. Diese konnten durch ihr Migrationspotential in das Gewebe einwandern und dort
durch endogene oder exogene Mediatoren, wie die in der Arbeit beschrieben Molekiile TGF-
33, EGF und angeregt werden sich in Chondrozyten zu differenzieren, die die EZM
aufrechterhalten. Kommt es zur Stimulation der Zelle mit TGF-33, wird der erste Schritt
in Richtung chondrogene Differenzierung gesetzt, der zusétzlich durch die besonderen Ei-
genschaften des Molekiiles ergdnzt wird. Dieses konnte, als molekulare Klammer, die
Funktion des TGF-33 verstirken und zusétzlich einen weiteren Rezeptor rekrutieren, den
EGF-Rezeptor. Wird dieser durch EGF oder auch[BGN]aktiviert, kommt es zu einer gemein-
samen Aktivierung von p-ERK durch den TGF-3-Rezeptor und dem EGF-Rezeptor. Die-
se sorgen fiir eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors SOX9 sowie eine Supression des
Transkriptionsfaktors RUNX2 und leiten somit die weitere chondrogene Differenzierung der
Zelle ein. Da das Produkt einer Storung der Homdoostase darstellt, liegt die Vermutung
nahe, dass innerhalb dieses hypothetischen Signalweges bzw. Reparaturweges eine mogli-
che Ursache fiir deren Entstehung liegen konnte. Betrachtet man z.B. die unterschiedlichen
Expressionsmuster des Molekiils TGF-{3 in der OA, lisst dies die Uberlegung zu, dass die
Chondrozyten, eventuell aufgrund von Umwelteinfliissen bzw. genetischen Defekten, nicht
mehr in der Lage sind TGF-f3 ausreichend zu produzieren, oder Zellen durch einen Rezep-
tordefekt nicht mehr auf das TGF-[3 reagieren, weil diesen die entsprechende Rezeptordichte
fehlt. Es kommt so zu einen Einbruch innerhalb des potentiellen Reparaturmechanismus und
somit zur Degeneration des Knorpels. Dem entsprechend lassen sich alle Etappen dieser
Kausalkette abfahren, da jegliche Stérung in der Gewebshomdostase und dessen Reparatur
einen Schritt in Richtung OA darstellt, jedoch auch ein mogliches Ziel einer potentiellen
Therapie seien konnte.

Letztendlich steht bis zur kausalen Therapie der OA jedoch noch ein weiter Weg an. Na-
tirlich miissen die Ergebnisse dieser Arbeit noch weiter verifiziert werden. Ein endgiiltiger
Nachweis der Differenzierung der CPCs steht noch aus. Es konnte noch der Nachweis wei-
terer Marker wie z.B. Kollagen II als Zeichen des chondrogenen Charakters erfolgen. Falls

es tatsdchlich moglich ist, iiber die beschrieben Kaskaden, die Zellen zu Differenzierung,
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miissen vor allem die Signalwege und deren Konvergenz noch weiter entschliisselt werden.
Da zwar die Molekiile, die in der dieser Arbeit Verwendung fanden, in gewisser Weise sehr
spezifisch sind, Wachstumsfaktoren jedoch ubiquitér in den Geweben vorkommen, hitte eine
Therapie mit den nativen Molekiilen wohl eher ein hohes Nebenwirkungs- bzw. Risikoprofil.
Trotzdem konnte der hier beschriebene Ansatz einen moglichen Hinweis auf eine medika-
mentdse Therapie bieten. Wenn spezifisch in die Signalwegen eingegriffen werden kann,
konnte es in Zukunft moglich sein den Patienten eine Operation zu ersparen und die Rege-

neration des Knorpels zu verstéirken.

Stress, OA TGF-3 EGF BGN

Chondrozyt l
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Abbildung 33: Die Mediatoren als mogliche Kausalkette in der Regeneration von OA

Hypothetischer Reparaturmechanismus im Knorpelgewebe. Durch duBere Einfliisse werden die Chondrozyten
aktiv und zur Produktion von Wachstumsfaktoren und EZM-Elementen angeregt. Diese konnen einwandernde
CPCs stimulieren und haben eventuell einen Einfluss auf deren Differenzierung in eine chondrogene Richtung.
Durch eine potentielle Konvergenz der beiden Signalwege des TGF-[3 und des EGF-Rezeptors kommt es so zu
einer Anderung der SOX9- und RUNX2-Expression. [BGNIkonnte hierbei, zum einen die Rolle als molekulare
Klammer zur Festigung der Rezeptor-Mediator-Bindung dienen, konnte zum anderen aber auch selbst als Me-
diator aktiv werden, und z.B. das Expressionsniveau des EGF-Rezeptors erhohen, um die Differenzierung der
Zellen zu verstidrken.
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5 Zusammenfassung

Die Pathogenese der Osteoarthritis (OA) ist immer noch Gegenstand der aktuellen For-
schung, die schon einige Details in der Entstehung des Krankheitsbildes aufgedeckt hat,
bei vielen Aspekten jedoch noch in den Anfingen steckt. So besteht auch heutzutage der
Endpunkt der [DAlTherapie meist in der Entfernung des Gelenkes mit anschlieBendem Ein-
satz von kiinstlichen Prothesen. Moderne Forschungsmethoden und Ansitze verlassen dieses
Feld jedoch immer mehr. Der Fokus der zukiinftigen Medizin geht in Richtung personalisier-
ter und damit spezifischerer Therapie des Patienten. Einen moglichen Ansatz bieten Zellen,
die Gewebe im regenerative Potentiale entfalten konnen. Eine dieser Zellgruppen wurden als
chondrogene Progenitorzellen (CPCs) identifiziert. Diese Vorlduferzellen sind moglicher-
weise in der Lage, in das Gewebe zu migrieren und sich dort zu knorpeleigenen Zellen zu
differenzieren, den Chondrozyten. Gesteuert wird dieser Vorgang durch die Transkriptions-
faktoren SOX9 und RUNX?2. Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, dass CPCs durch den
Wachstumsfaktor EGF in eine chondrogene Richtung differenzieren lassen, indem sie die
Expression des Faktors SOX9 erhohen und die des Faktors RUNX?2 erniedrigen. Au3erdem
sollte die Assoziation des Matrixmolekiiles BGN mit dem Wachstumsfaktor EGF gezeigt
werden und zusitzlich der Einfluss des Wachstumsfaktors TGF-(33 auf dieses System. Mit
Hilfe von gPCR und Western Blot wurde nicht nur gezeigt, dass TGF-33, EGF und
eine Rolle in der Pathogenese der OA haben und eine Rolle im degenerativen Knorpel
spielen, sondern es wurde auch erstmalig gezeigt, dass sowohl EGF als auch TGF-33 da-
zu in der Lage sein konnten, die chondrogene Differenzierung der CPCs einzuleiten. Durch
Stimulation der CPCs mit EGF oder TGF-[33 kam es an den Zellen zu einer erh6hten SOX9-
Expression bei gleichbleibender bzw. erniedrigter RUNX?2-Expression. Es zeigte sich, dass
TGF-33 die BGN-Expression an CPCs steigern kann und BGN wiederum einen Einfluss auf
die Expression des EGF-Rezeptors an CPCs hat. Durch Knockout von BGN kam es zu einer
heruntergesetzten Expression des EGF-Rezeptors an CPCs. Dadurch konnte die Hypothese
aufgestellt werden, dass die Verbindung der Molekiile TGF-33, BGN und EGF moglicher-
weise einen Mechanismus zur Differenzierung der CPCs und somit einen potentiellen Re-
paraturmechanismus am Knorpel darstellen. Durch den OA-induzierten Stress konnte es zur
Ausschiittung von TGF-33 kommen, welches wiederum die Induktion des Matrixmolekiils
BGN auslost. BGN ist in der Lage, die Expression des EGF-Rezeptors zu erhéhen, um da-
mit die Empfindlichkeit fiir das Molekiil EGF zu steigern. Zusammen mit TGF-33 konnten
beide Molekiile die chondrogene Differenzierung einleiten. Den Molekiilen scheint damit
eine besondere Rolle zuzukommen, die iiber die Entwicklung des Knorpels bzw. dessen rei-
ne Homoostase hinausgeht und diese somit zu einem Thema weiterer Forschungen gemacht

werden sollten.
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