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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Geweberegeneration bei Osteoarthrose (OA) des Knie- und Kiefergelenks ist eines der
Hauptforschungsgebiete der Arbeitsgruppe ,,Orale Biologie und Geweberegeneration”. Vor
allem die Entdeckung und Isolierung der chondrogenen Progenitorzellen (CPC) aus osteo-
arthritisch verandertem Knorpel im spaten Stadium der Arthrose bietet neue Ansatzpunkte
fur die Entwicklung einer zellbiologischen Therapie (Koelling et al. 2009). Verschiedene Ex-
perimente sollen zur Aufklarung der molekularen Pathomechanismen der OA beitragen und

Moglichkeiten eroffnen, das chondrogene Potenzial der CPCs positiv zu beeinflussen.

Gegenstand der folgenden Arbeit ist der Einfluss des von JanRen (Janssen et al. 2021) und
Christa Bode durchgefiihrten Knockouts des Proteins ras-related protein Rab-5C (Rab5c) so-
wie die Hemmung des Fibronektinrezeptors Integrin a5p1 (ITGA5) auf die Ciliogenese und

Migration der CPCs.

Im Folgenden wird zunichst ein kurzer Uberblick Gber das bisher gesammelte Wissen tiber
die Zusammensetzung des Gelenkknorpels, die Pathologie der OA, den aktuellen Stand der

Forschung Uber die CPCs und das primére Cilium sowie die Bedeutung von ITGAS gegeben.

1.1  Der Gelenkknorpel

Die Kenntnis lGber die Zusammensetzung des Gelenkknorpels ist wichtig, um das Krankheits-
bild der OA zu verstehen. Man unterscheidet drei im menschlichen Kérper vorkommende
Knorpelarten: hyaliner, elastischer und Faserknorpel. Sie unterscheiden sich in ihrer Zusam-

mensetzung und ihren biomechanischen Eigenschaften (Morris et al. 2003).

Der Gelenkknorpel, der die meisten Gelenkflachen bekleidet, besteht aus hyalinem Knorpel
(Kuettner 1992). Er setzt sich hauptsachlich aus extrazelluldrer Matrix (EZM) und Wasser
zusammen. Er besitzt weder Nervenfasern noch Blut- oder Lymphgefalie. Die zelluldren Be-
standteile des Knorpels bilden die gewebsspezifischen Zellen: die Chondrozyten. Diese sind
nicht Gber Zell-Zell-Kontakte miteinander verbunden, sondern kommunizieren Uber die
EZM. Sie sind an der Entstehung, der Aufrechterhaltung sowie an Reparaturmechanismen

der EZM beteiligt. Die EZM ist aus Wasser (70 %), Kollagen (90 % Kollagen Typ I, 10 % Kol-
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lagen Typ IX, X, Xl und VI), Glykoproteinen und wasserbindenden Proteoglykanen, v.a. Agg-
recan zusammengesetzt (Kuettner 1992; Buckwalter und Mankin 1998). Diese Bestandteile
sind Grundlage der biomechanischen Eigenschaften des hyalinen Knorpels (Moérgelin et al.
1995). Sie tragen dazu bei, Wasser innerhalb der EZM zu speichern. (Fox et al. 2009) Dadurch
ist es moglich, Druckbelastungen durch den Austritt von Wasser geringfligig zu kompensie-
ren und den Ausgangszustand des hyalinen Knorpels bei Druckentlastung wiederherzustel-
len. Die Druckelastizitat fihrt weiter zu einer gleichmaRigen Kraftlbertragung auf subchond-
rale Knochenanteile (Huber et al. 2000). Fir die Zugfestigkeit des Knorpelgewebes bilden die
Kollagenanteile ein straffes Netzwerk. AuBerdem ist es dem Gewebe so moglich, den Druck

der in der EZM eingebetteten Proteoglykane auszugleichen (Knudson und Knudson 2001).

Die Chondrozyten sind, wie schon erwahnt, unter anderem an der Reparatur der EZM betei-
ligt. Dabei hat jeder Chondrozyt sein eigenes Mikroumfeld, fir dessen Aufrechterhaltung
und Regeneration er verantwortlich ist. Um das hyaline Knorpelgewebe zu erhalten, missen
mechanisch und chemisch optimale Bedingungen aufrechterhalten werden. Durch das be-
grenzte Proliferationspotential der Chondrozyten ist die natlrliche intrinsische Heilungska-

pazitat des Knorpels allerdings stark limitiert (Fox et al. 2009).

1.2 OAim hyalinen Gelenkknorpel

Als OA wird eine degenerative, nicht entzlindliche Erkrankung eines Gelenks bezeichnet, die
vor allem Hand, Knie, Hufte oder die Wirbelsaule betrifft. Sie ist die am haufigsten vorkom-
mende Gelenkkrankheit und betrifft laut dem Robert-Koch-Institut ab dem 65. Lebensjahr

etwa 50 % der Frauen und ein Drittel der Manner in Deutschland (Fuchs et al. 2017).

Die Ursache der Erkrankung ist multifaktoriell. Neben genetischen und Umweltfaktoren
zahlt dazu vor allem auch jahrelange Uber- oder Fehlbelastung z.B. durch Ubergewicht, an-
geborene, nicht behobene Fehlstellungen oder Folgen eines Unfalls (Nuki 1999; Palazzo et
al. 2016). Die daraus resultierenden osteoarthritischen Veranderungen fihren in Gelenken
zur Degeneration des dort vorkommenden hyalinen Knorpels vom Kollagen Typ Il und zur
Bildung von Kollagen Typ | (Koelling et al. 2009). Es kommt zum Verlust der Gleitfdhigkeit
und stoRdampfenden Funktion des hyalinen Gelenkknorpels. Je nach Stadium geht diese

Degeneration anfanglich mit Belastungsschmerz und kleineren Einschrankungen, im spéaten
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Stadium jedoch auch mit Ruheschmerz und teilweise totaler Mobilitatsblockade einher

(Hunter et al. 2008).

Bisher gibt es kein Therapieverfahren, mit dem dieser pathologische Prozess eingedammt
oder womdglich das Knorpelmaterial wieder vollstandig regeneriert werden kann, sondern
lediglich physikalische oder invasive Methoden (Buckwalter und Mankin 1998; De Bari
2015).

1.3 Chondrogene Progenitorzellen

Die chondrogenen Progenitorzellen (CPC) wurden erstmals als eigene Zelllinie in osteoarth-
ritisch verandertem Knorpel in spaten Stadien der OA von Koelling et al. (2009) identifiziert.
Ihnen konnten charakteristische, stammzelldhnliche Eigenschaften zugeordnet werden.
Dazu zdhlen vor allem ihre hohe Zellteilungsrate, ihre Multipotenz in Verbindung mit sehr
hohem Differenzierungspotenzial und ihre betrachtliche Migrationsfahigkeit. (Koelling et al.
2009) Durch ihr hohes migratorisches Potenzial konnen die CPCs bis in die EZM eindringen
und weisen gegenlber herkdmmlichen Chondrozyten eine héhere Aktivitat auf (Schminke
und Miosge 2014). Weiter lieRen sie sich durch cluster of differentiation (CD)-Markern von
Knochenzellen und Chondrozyten abgrenzen. CPCs sind Teil der natirlichen Regenerations-
mechanismen im erkrankten Knorpelgewebe. Allerdings synthetisieren sie im Gegensatz zu
Chondrozyten primar Kollagen Typ |, statt des im gesunden Gelenkknorpel vorkommenden-
den Kollagen Typ Il. Dadurch entsteht ein narbenartiges Ersatzgewebe, das die physiologi-

sche Funktion des Knorpels beeintrachtigt (Tesche und Miosge 2005).

Allerdings konnte in einem Experiment, bei dem die CPCs in eine 3D-Kultur Gberfihrt wur-
den, beobachtet werden, dass die Moglichkeit besteht, die Synthese von Kollagen Typ Il zu
erhohen. Bereits nach drei Wochen zeigte sich eine Veranderung der Zellen mit Chondrozy-
ten-ahnlichem Phanotyp und einem hohen Level an messenger Ribonukleinsdure (mRNA)
und Protein fir Kollagen Il. Die Faser-Bildung und die Synthese von Kollagen Il konnten noch

durch die Zugabe chondrogener Mediatoren verstarkt werden (Koelling et al. 2009).

Hierbei spielen vor allem die Transkriptionsfaktoren runt-related transcription factor 2

(RUNX2) und sex determining region Y-box 9 (SOX9) eine Rolle. Durch die Herabregulation
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von RUNX2 in vitro kommt es zu einer Steigerung der SOX9 Expression, einer erhdhten Pro-
duktion von Kollagen Typ Il und Aggrecan und somit zum Aufbau einer hyalinen extrazellu-

laren Matrix (Koelling und Miosge 2010).

Um eine Steigerung des chondrogenen Potenzials zu erreichen, wurden durch Jerome
JanRen (Janssen et al. 2021) die Auswirkungen durch den Knockout von RUNX2 untersucht.
Dabei wurde festgestellt, dass SOX9 auf Proteinebene nicht erhdéht wurde, allerdings die Ex-
pression von Kollagen Typ | und Il verringert war. Daraus wurde geschlossen, dass statt des
Knockouts fir therapeutische Zwecke eine Herabregulation von RUNX2 zielfiihrend sein
konnte. Als potenzieller Interaktionspartner wurde das Rab5c identifiziert. Zur Feststellung
der Veranderungen in Bezug auf Vitalitdt oder Synthese der Extrazellularen Matrix (EZM)
wurde Rab5c zundchst in CPCs ausgeknockt, die anschliefend in Form von Alginatkugeln in
Hauttaschen von Mausen transplantiert wurden. Sowohl in vitro als auch in vivo wurde die
Bildung von Chondrozytenklastern, die Ablagerung von Kollagen Typ | und Il in der EZM so-
wie die Expression von Aggrecan nachgewiesen. Durch quantitative Analysen der
CPC 241 hT Rab5c KO lie8 sich eine Erhéhung des chondrogenen Potenzials und die positive
Beeinflussung der Expression wichtiger chondrogener Marker feststellen, wahrend die Ex-
pression aller mit der Chondrogenese assoziierten Gene nicht schwerwiegend verandert
wurden (Janssen et al. 2021). Dies bietet einen vielversprechenden Ansatz fir die erfolgrei-

che Manipulation der durch OA veranderten CPCs.

Um ihr regeneratives Potenzial maximal auszuschopfen, missen die CPCs pathologische Ver-
dnderungen der EZM durch OA erkennen und darauf entsprechend reagieren. Dabei ist das
primare Cilium der wichtigste Sensor der Zellen. Im osteoarthritischem Knorpel sind mehr
cilientragende Chondrozyten zu finden als in physiologischem Knorpelgewebe (McGlashan
et al. 2008). Die genauen Hintergriinde und Ursachen dessen missen noch geklart werden.
Allerdings geben diese vielversprechenden Erkenntnisse Grund zur Hoffnung, durch die Er-
forschung der genauen Mechanismen der CPCs und deren priméren Ciliums zur Entwicklung
einer regenerativen, non-invasiven Therapie gegen Osteoarthritis nutzen zu koénnen

(Koelling et al. 2009; Muhammad et al. 2012).
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1.4 Das primare Cilium
Beim priméren Cilium handelt es sich um eine Zellorganelle, die in nahezu allen Kérperzellen
von Wirbeltieren vorkommt (Singla und Reiter 2006; Valente et al. 2014). Es gibt in der Regel

nur ein primares Cilium pro Zelle (Paridaen et al. 2013).

Man differenziert motile von nicht-motilen Cilien, wobei das primare Cilium den letzteren
zuzuordnen ist. Sie unterscheiden sich sowohl in ihren Funktionen als auch im strukturellen
Aufbau. Beide bestehen aus einem Basalkorper mit einem daran befindlichen Axonem aus
einem Mikrotubuligerist, welches aus neun kreisformig angeordneten Mikrotubuli Paaren
besteht. Bei motilen - sekundaren - Cilien befindet sich in deren Zentrum ein weiteres Mikro-
tubuli Paar, das bei primaren Cilien nicht vorhanden ist. Diese Anordnung bezeichnet man
als ,9x2+2bzw. ,,9 x 2 + 0“ Struktur. Jedes Axonem ist von einer Ciliarmembran umge-
ben, die spezifische Rezeptoren und lonenkanale enthalt (Satir et al. 2010). Der Basalkorper
fungiert nicht nur als Anker fir das primére Cilium, das sich von dort ausgehend in den ext-
razellularen Raum erstreckt, sondern auch als Vorlage fir die Ciliogenese (Muhammad et al.

2012).

Das primare Cilium ist Gegensatz zu anderen Zellorganellen nicht zu jeder Zeit des Zellzyklus
vorhanden, sondern nur zwischen zwei mitotischen Teilungen — in der Interphase (Omran
und Olbrich 2010). Bei Eintritt in den ndchsten Mitosezyklus wird das primére Cilium resor-
biert und auf den neu entstandenen Tochterzellen wieder gebildet (Satir et al. 2010). Dabei
wird das primare Cilium der Mutterzelle asymmetrisch nur an eine der beiden Tochterzellen
vererbt, die dadurch schneller als die andere Tochterzelle in der Lage ist, das primére Cilium

wieder auszubilden (Paridaen et al. 2013).

Nachdem dem priméren Cilium Gber lange Zeit in der Forschung keine besondere Funktion
zugesprochen wurde, wird ihm nach neueren Daten neben wichtigen sensorischen Funktio-
nen auch eine wichtige Rolle in der Kontrolle von Zellproliferation und entwicklungsbestim-
menden Signalwegen zugeordnet (Seeley und Nachury 2010). Dysfunktionen oder Fehlbil-
dungen primarer Cilien sind Ursache verschiedener organischer Missbildungen oder Dys-
funktionen, sogenannter Ciliopathien. Dazu zahlen z.B. zystische Nierenerkrankungen, men-

tale Retardierungen oder skelettale Defekte (Omran und Olbrich 2010; Sharma et al. 2011).
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Durch die Verwendung von Antikdrpern gegen acetyliertes a-Tubulin konnten primaren Ci-
lien auch auf der Oberflache von chondrogenen Progenitorzellen in osteoarthritisch veran-
dertem Gelenkknorpel nachgewiesen werden (Muhammad et al. 2012). Es konnte bereits
gezeigt werden, dass das primére Cilium sowohl zahlreiche Zellsignale aus der extrazellula-
ren Matrix (EZM) empfangt, als auch diese an die Zelle weiterleiten kann (Poole et al. 1985;
Singla und Reiter 2006). Diese auf der primaren Cilienmembran befindlichen EZM-Rezepto-
ren und die Cilienmembran selber spielen auch eine zentrale Rolle in der Pathogenese von
OA (McGlashan et al. 2008; Kinumatsu et al. 2011; Chang et al. 2012). AuRerdem konnten
auf primaren Cilien von Chondrozyten Integrine lokalisiert werden, wahrend wiederum In-
tegrin-abhéngige Signalkaskaden in Chondrozyten selbst stattfinden (McGlashan et al. 2006;
Ruhlen und Marberry 2014).

Eine groRe Bedeutung fir das primare Cilium hat das intraflagellare Transportsystem (IFT).
Da im priméaren Cilium selbst keine Proteine synthetisiert werden konnen, ist es fir dessen
Bildung und Aufrechterhaltung essentiell. Dieses System leitet die Bewegung der IFT-Kom-
plexe durch molekulare Motorproteine entlang des cilidren Axonems in bidirektionaler Rich-
tung. Dabei transportiert Kinesin Il die Proteine in anterograder Richtung und Dynein Il in
retrograder Richtung. Die cilidren Proteine werden so gezielt in den Basalkorper eingebracht
und von dort durch den IFT-Komplex zum distalen Ende befordert (Muhammad et al. 2012).
Ein wesentlicher Bestandteil des Prozesses ist das Intraflagellare Transportprotein 88
(IFT88), dessen Fehlen zum Verlust des priméaren Ciliums fiihren kann (Murcia et al. 2000).
Weiter konnte gezeigt werden, dass Chondrozyten ohne IFT88 in ihrem Migrationspotenzial
beeinflusst werden® und dies zu einer frithen OA durch Knorpeldegeneration beitragt

(Thompson et al. 2014).

1.5 Der Fibronektinrezeptor Integrin 531
Integrine sind heterodimere Adhasionsrezeptoren. Sie bestehen aus zwei nichtkovalent ge-
bundenen Transmembranglykoproteinen: die a- und B-Untereinheiten. Sie sind sowohl fir

die gegenseitige Bindung der Zellen und die Zell-Zellmatrix-Bindung verantwortlich als auch

! Diese Information verdanke ich Herrn Prof. Nicolai Miosge, der mir am 06.01.2020 den Zugriff auf mit Frau
Prof. Efrat Monsonego-Ornan gemeinsame, bisher unveroffentlichte Forschungsergebnisse gewahrte.
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flr die Interaktion zwischen dem Zytoskelett und der EZM und induzieren intrazellulare Sig-

nalkaskaden (Alberts et al. 2002; Pulai et al. 2002; Olivares-Navarrete et al. 2015).

Beim Integrin a5B1 (ITGA5) handelt es sich um einen Fibronektinrezeptor, der unter ande-
rem in Mesenchymalen Stammzellen und artikuldren Chondrozyten vorkommt
(Garciadiego-Cazares 2004; Veevers-Lowe et al. 2011). Ihm wird die Beteiligung an der Ge-
lenkentwicklung und an der Matrixproduktion zugeschrieben (Zhang et al. 1993;

Garciadiego-Cazares 2004).

Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von ITGAS zu einer verminderten Produktion
der im arthritisch veranderten Knorpel vorkommenden Prokollagene | und Il fihrt, wohin-
gegen Prokollagen Typ Il und Aggrecan weiter exprimiert wurden. So kdnnte die Dedifferen-
zierung von Chondrozyten durch die ITGA5 Hemmung vermindert oder verhindert werden
und zu einer Verbesserung der EZM fihren (Tanaka et al. 2013). Des Weiteren ist Integrin
a5B1 auch an der Migration von Zellen beteiligt. Dies konnte unter anderem bereits an re-
tinalen Pigmentepithelzellen (Chen et al. 2010) sowie bei humanen Pulpa-Stammzellen
nachgewiesen werden (Xu et al. 2015). In beiden Fallen konnte eine verminderte Migration
durch die Hemmung bzw. ein Knockout von ITGA5 beobachtet werden (Chen et al. 2010; Xu

et al. 2015).

1.6 Fragestellung dieser Dissertation

In der folgenden Arbeit sollen drei wesentliche Fragen untersucht und beantwortet werden:

1. Ist das primare Cilium in CPCs nach dem Knockout von Rab5c noch existent?

2. Ist das primare Cilium in CPCs nach dem Knockout von Rab5c und der Hemmung von
ITGAS noch existent?

3. Wird die Migration der CPCs und der Knockout-Zellen durch das Rab5c Knockout die

Hemmung von ITGAS beeinflusst?

Der Knockout von Rab5c bei CPCs stellt einen vielversprechenden Ansatz dar, um zuklnftige
Therapieverfahren gegen OA zu entwickeln (Janssen et al. 2021). Das primére Cilium ist es-
sentiell fir die physiologische Zellentwicklung und Steuerung fir die Zelle lebenswichtiger
Prozesse (Seeley und Nachury 2010). Eine gestorte Ciliogenese oder die Abwesenheit des

primaren Ciliums infolge des Knockouts ware also ein limitierender Faktor in Bezug auf die
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zuklnftige therapeutische Nutzung der CPC 241 hT Rab5c KO. Die Existenz des primaren Cili-
ums nach dem Knockout von Rab5c wird im Folgenden durch Versuche auf unterschiedlicher

zelluldrer Ebene bewiesen.

DarUber hinaus wird der Einfluss auf die Ciliogenese durch die Hemmung von ITGAS in den
CPC 241 hT Rab5c KO beschrieben. Dafir wurden die CPCs erstmals mit dem ITGAS Rezep-
torantagonist trifluoroacetate salt 161 (ATN 161) behandelt. ATN 161 ist ein ITGA5 Antago-
nist, bei dem bisher die Hemmung der Angiogenese und des Wachstums von Lebermetasta-
sen beobachtet werden konnte (Wang et al. 2011). Zuletzt wird die Migration der CPCs nach

dem Knockout sowie nach der ITGA5 Hemmung untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen zur Erforschung der CPCs nach dem Knockout von Rab5c
bei und bieten einen Ansatz, in Zukunft weitere Rickschllisse auf cilienabhangige Prozesse
in den CPCs ziehen zu kénnen. Weiter kdnnen diese Erkenntnisse im Rahmen der Weiter-

entwicklung verschiedener zellbiologischer Therapieverfahren gegen OA genutzt werden.
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2 Material
2.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Geréte

Gerat

Bezeichnung, Hersteller, Ort, Land

Blot-Scanner
Blot-Transferkammer
Elektrophoresekammer
Herafreeze -86 °C

Inkubator

Kamera Nikon D90
Lumineszenz-Scanner
Mikroskop (fir Objekttrager)
Mikroskop (fur Zellkultur)
Nanodrop

Software Lumineszenz-Scanner
Software Gel-Scanner
Software Thermocycler
Software Zellometer
Stempel

Thermocycler comfort
Thermomixer

Wasserbad

Wippe

Zellometer
Zentrifuge

Zentrifuge

#9000F Mark I, Canon, Krefeld, D

PerfektBlue, peqlab, Erlangen, D

Nachbau, wissenschaftliches Labor UMG, Gottingen, D
HerasafeTM KS12, Thermo Fisher, Waltham, USA

C200 # 13946, Labotect Labor-Technik-Gottingen GmbH, Ros-
dorf, D

D90, Nikon, Disseldorf, D

C-DiGit, LI-COR, Bad Homburg, D

#415500-0004-000, Carl Zeiss, Jena, D

Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss, Jena, D

TM 1000 Spectrophotometer, 7, Waltham, USA
Imagel Studio Digits

Canon Scan 1J

Mastercycler ep gradient S realpex 2

Cellometer Auto

Eigenbau (Wissenschaftliches Labor, UMG, Gottingen)
Mastercycler #4345 epgradient s, Eppendorf, Hamburg, D
#5000-1012, Eppendorf AG, Hamburg, D

#TW12 GB, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, D

Duomax 1030 #543-32205-00-3, Heidolph instruments,

Schwabach, D
Cellometer Auto T4, Nexcelom, Lawrence MA, USA
#58100011535, Eppendorf, Hamburg, D

#5426 no.: 0015772, Eppendorf AG, Hamburg, D
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2.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller, Ort, Land
Aceton Roth, Karlsruhe, D
Acrylamid Roth, Karlsruhe, D

Annealing Puffer
B-Mercaptoethanol
Blockingreagenz

Bovines Serumalbumin (BSA)
DAPI

Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium (DMEM)

Essigsaure 100 %

Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS)
Gentamycin

4 x Laemmli Puffer
Magermilchpulver
Methanol

Mowiol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

PageRuler PRestained Protein
LAdder

Paraformaldehyd
PegGOLD Universal Agarose

Phosphatgepufferte Kochsalzlo-
sung (PBS)

Tetramethylethylendiam (TE-
MED)

Tris-(hydroxymethyl)-aminome-
than (Tris)

Trypsin

Promega, Fitchburg, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
MACS Miltenyi Biotec, Berg. Gladbach, D
Sigma Aldrich, Steinheim, D

KPL, Gaithersburg, USA

Gibco, Paisley, UK

AppliChem, Darmstadt, D
Chemosolute, Renningen, D

Gibco, Paisley, UK

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Bio-Rad, Hercules, USA

AppliCHem, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Hoechst, Frankfurt-Hoechst, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma Aldrich, Steinheim, D

Thermo Fisher, Waltham, USA

Roth, Karlsruhe, D
peqglab, Erlangen, D

Sigma Aldrich, Steinheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

PAN Biotech, Aidenbach, D
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Chemikalien

Hersteller, Ort, Land

WesternBright ~ Chemilumines-
zenz Substrat Sirius

WesternSure Pen

Xylol

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, D

LI-CORE, Lincoln NE, USA

Roth, Karlsruhe, D

2.3 Kits

Tabelle 3: Verwendete Kits

Kit

Bezeichnung, Hersteller, Ort, Land

Biozym cDNA Synthesis Kit
KAPA SYBR FAST Universal
PegGOLD Total RNA Kit

Biozym, Oldendorf, D
peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D
peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

Quanti-Tect-Reverse-Transkription-Kit Qiagen GmbH, Hilden, D

WesternBright™ Sirius
WesternBright™ ECL

Biozym, Oldendorf, D
Biozym, Oldendorf, D
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2.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Bezeichnung, Hersteller, Ort, Land

15ml-Falcon-Tube-Rdhrchen
50ml-Falcon-Tube-Réhrchen
24-Well Platte
96-Well-PCR-Platte
Einmal-Skalpell

Flasche (25cm?)

Flasche (75cm?)

Mowiol

Objekttrager

PVDF-Membran
Safe-Lock Tube
Schutzfolie

ThinCert®, 0,4um

Sarstedt, Nimbrecht, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Starlab, Hamburg, D

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olendorf, D
Dahlhausen & Co. GmbH, Kdln, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Hoechst, Frankfurt-Hoechst, D

Labsolute Th. Geyer GmbH & Co. KG, Rennin-
gen, D

Merck KGaA Millipore, Darmstadt, D
Eppendorf AG, Hamburg, D
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D

2.5 Sonstiges

Tabelle 5: Sonstige verwendete Materialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller, Ort, Land

Coomassie-Blau-Farbung
hTERT, Lentivirus-Genexpressions-Vektor
Protein-GroRRenstandard (Western Blot)

SDS-PAGE-GrolRenmarker

Roth, Karlsruhe, D
amsbio, Abingdon, GB
Thermo Fisher, Bremen, D

Fermentas, Waltham, USA
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3 Methoden

Die folgenden Versuchsmethoden sind bereits allgemein erprobt und wurden nach einem
Standardprotokoll verrichtet. Alle Versuche wurden mit den Zellreihen CPC 241 hT und

CPC 241 hT Rab5c KO jeweils dreimal zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt.

3.1 Probengewinnung und Isolierung von chondrogenen
Progenitorzellen

Far die nachfolgenden Versuche wurden humane chondrogene Progenitorzellen (CPCs) ver-
wendet, die aus osteoarthritisch verandertem hyalinem Knieknorpel isoliert wurden. Die
Proben stammen aus dem Kniegelenk eines Patienten, der sich bereits im spaten Stadium
der OA befand. Die Probenentnahme erfolgte im Lehrkrankenhaus Neu-Mariahilf. Bevor die
Proben an die Universitatsmedizin Gottingen Ubergeben wurden, wurden die Patientenda-
ten entsprechend des Ethikantrags vom 25.12.2010 anonymisiert. Bei der Zelllinie
CPC 241 hT handelt es sich um eine immortalisierte Zellinie von CPCs. Dies geschah durch
lentiviralen Gentransfer mit dem Gen fir humane Telomerase Reverse Transkriptase
(hTERT) und wurde von Frau Christa Bode durchgefiihrt. Bei der Zelllinie
CPC 241 hT Rab5c KO wurde der Knockout des Proteins Rab5c im Rahmen seiner Masterar-

beit von Jerome JanfBen vorgenommen.

3.2 Kultivierung und Passagierung von CPCs

Die immortalisierten Zellen wurden im Inkubator bei 37 °C + 5 % CO + Luftgemisch im Kulti-
vierungsmedium aufbewahrt. Das Medium wurde alle drei bis vier Tage gewechselt. Vor je-
dem Mediumwechsel oder Passagierung wurden die Zellen mikroskopisch kontrolliert, um
Qualitat und Quantitat zu Uberprifen. Bei einer Konfluenz von 85 % wurden die Zellen mit

Trypsin (PAN Biotech, Aidenbach, DE) unter der Sterilbank geerntet.

Im ersten Schritt wurde das Medium in ein Auffangbehaltnis abgeschittet, bevor die Fla-
schen zwei Mal mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) gewaschen wurden, um das
Medium zu entfernen. Um die noch adharenten Zellen vom Flaschenboden zu I6sen wurde
jede Flasche mit 2 ml Trypsin versetzt und fir maximal finf Minuten im Brutschrank inku-

biert. Wahrend der Inkubationszeit wurden 50 ml-Réhrchen vorbereitet und mit Dulbecco’s
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Modified Eagle’s Medium (DMEM) + 10 % fetal calf serum (FCS) befillt. Hierbei war zu be-
achten, dass Trypsin mit der dquivalenten Menge DMEM + 10 % FCS abgestoppt wird. Da-
nach wurden die Flaschen zweimal mit 2 —3 mlI DMEM + 10 % FCS gewaschen und ebenfalls
in die Rohrchen gegeben. Nach diesem Schritt wurden die Réhrchen fir zehn Minuten bei

300 g zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgeschiittet und das Zellpellet in 1 ml PBS

resuspendiert.

AnschlieBend wurden 20 ul der Zellsuspension in eine Zdhlkammer gegeben und mit einem
Zellometer  (Cellometer Auto T4  Cell Counter) die Zellzahl bestimmt.
Zur Zéhlung der Zellzahl pro 1 ml PBS wurden je 20 pl entnommen, auf Zdhlkammern aufge-

tragen und mithilfe eines Zellometers bestimmt.

Zur weiteren Kultivierung wurden 10 ml DMEM + 10 % FCS pro Zellkulturflasche vorgelegt
und eine entsprechende Menge von Zellen dazugegeben. Zur Dokumentierung wurden die

Flaschen mit Datum, ausgesater Zellzahl und der neuen Passage beschriftet.

Die Ubrigen Zellen wurden auf Eppendorf-Cups (E-Cups) aufgeteilt, erneut abzentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit Datum, Passage und Zellzahl versehen und bei

- 80 °C eingefroren.

3.3 ITGA5-Hemmung der CPCs mit ATN 161

Neben dem Einfluss des Knockouts von Rab5c auf die Ciliogenese sollte im Rahmen dieser
Arbeit auch die Wirkung durch eine zusatzliche Hemmung von ITGA5 untersucht werden.
Dazu wurde ein Teil der Zellinie CPC 241 hT als auch der Linie CPC 241 hT Rab5c KO mit
ATN 161 behandelt. Zundchst wurden je 1 x 10° ausgesat und zwei Tage bei 37 °C in
DMEM + 10 % FCS inkubiert, um eine Anhaftung der Zellen zu gewahrleisten und eine vor-

zeitige Destruktion durch die Hemmung zu vermeiden.

Es wurden verschiedene Konzentrationen und Inkubationszeiten angewendet (s. 1.5) und

die Wirksamkeit durch eine Immuncytochemie (ICC) validiert. (s.4.2.1.1)

Als effektiv zeigte sich die Zugabe von 30 ul des zuvor geldsten Hemmstoffs in
10 ml DMEM + 10 % FCS und eine Inkubation von 72 h, bei einem Mediumwechsel mit er-

neuter Impfung durch ATN 161 nach 48 h. Nach abgeschlossener Inkubationszeit wurden
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die Zellen geerntet, als Pellets bei - 80 °C eingefroren und fir die folgenden Versuche ver-

wendet.

Tabelle 6: Verwendeter ITGA5-Rezeptorantagonist

Produktname Firma/Nummer Konzentration
ATN 161 Tocris/6058 1:333
3.4 QgPCR

3.4.1 Allgemeines

Durch die quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) kénnen spezifische
Gensequenzen innerhalb vorhandener aus den Zellproben gewonnenen RNA quantitativ an-
hand von Fluoreszenzmessungen verglichen werden. Hierflir muss zuerst aus den zu unter-
suchenden Zellen mRNA isoliert und zu complementary Desoxyribonukleinsaure (cDNA) um-

geschrieben werden.

Die cDNA durchlauft dann zusammen mit einem spezifischen Primer-Mix, Desoxy-Nukleo-
sidtriphosphat (dNTP), H,O und dem interkalierenden DNA-Farbstoff SYBR-Green drei, sich

wiederholende Phasen in einem Thermocycler (Mastercycler Realpex?, Eppendorf).

Die erste Phase ist die Denaturierung, bei der die DNA bei 95 °C in ihre Einzelstrénge aufge-
spalten wird. Im Anschluss erfolgt das Annealing. Hierbei lagert sich der Primer bei einer fir
ihn spezifischen Temperatur an die DNA an. Die letzte Phase bildet die DNA-Synthese, bei
der die Tag-Polymerase bei 72 °C neue DNA-Doppelstrange amplifiziert und die Bindung des
SYBR-Green an die Doppelstrange erfolgt. Dieser Zyklus wird zwischen 30- und 40-mal

durchlaufen.

Bei der Tag-Polymerase handelt es sich um eine aus dem Bakterium Thermus aquaticus ge-
wonnene DNA-Polymerase, die besonders thermostabil ist und deren Arbeitsoptimum bei

72 °C liegt.

Der DNA-Farbstoff SYBR-Green bindet an die gebildeten Doppelstrange und steigt somit pro-
portional zu deren Synthese an. Dadurch kann wahrend der gPCR ein Fluoreszenzsignal in
Echtzeit gemessen werden. Dieses lasst allerdings keine Rlckschlisse auf die Menge der

Ziel-DNA wahrend der Zyklen gebildet wurde, sondern bestimmt viel mehr, wann durch das
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Signal ein bestimmter Schwellenwert (Ct-Wert, cycle threshold = Schwellenwert-Zyklus)
Uberschritten wird. Dieser Ct-Wert wiederum gibt Aufschluss (ber die Menge an Ziel-DNA,
die sich in der Probe befindet. Je hdher die Menge an DNA des Zielgens, umso weniger Zyk-
len werden bendtigt, bis dieser Schwellenwert erstmals erreicht wird. Umgekehrt werden

mehr Zyklen benotigt, je weniger Ziel-DNA vorhanden ist, womit der Ct-Wert steigt.

Um zu verifizieren, dass die Amplifikation spezifisch fiir die Ziel-DNA erfolgt ist, wird am Ende
der gPCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Dabei wird Temperatur im Thermocyc-
ler sukzessive erhoht bis eine fir das Amplifikat spezifische Temperatur erreicht ist und die
Doppelstrange aufgeschmolzen werden. Durch die Trennung der beiden Strange wird das
zuvor eingelagerte SYBR-Green freigesetzt und eine Abnahme des Fluoreszenzfarbstoffs de-
tektiert. Der charakteristische Verlauf der Schmelzkurve gibt Auskunft Gber die Spezifitat der

Ziel-DNA.

3.4.2 mRNA-Isolation

Die Isolation der mMRNA wurde mit dem peqGOLD Total RNA Kit (peqglab) durchgefiihrt. Dafur
wurde zundchst ein zuvor bei - 80 °C eingefrorenes Zellpellet auf Eis liegend aufgetaut. Da-
nach wurde dieses zur vollstandigen Lyse mit 400 ul RNA Lysis Buffer T resuspendiert, auf
ein 2 ml-collection-tube in einer DNA Removing Column Uberfihrt und bei 12 000 g flr eine
Minute zentrifugiert. Die nicht mehr bendtigte DNA und Ubrige Bestandteile der Probe be-
fanden sich danach in der DNA Removing Column und wurden verworfen. Der Durchfluss
wurde, dquivalent zur Menge an Lysis Buffer T, mit 400 ul 70 %igem Ethanol versetzt. Das
gesamte Lysat wurde anschlieRend auf eine sich in einem neuen 2 ml-collection-tube befind-
liche PerfectBind RNA Column Ubertragen und fir eine Minute bei 10 000 g zentrifugiert. Die
RNA wurde dabei an die Silikatmembran der PerfectBind RNA Column gebunden. Um die
Reinheit der RNA zu gewahrleisten, wurden drei Waschschritte durchgefihrt, zwischen de-
nen die Column jeweils fir 15 Sekunden bei 10 000 g zentrifugiert wurde. Daflir wurden zwei
unterschiedliche Waschpuffer verwendet. Der jeweilig entstandene Durchfluss wurde ver-

worfen.
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Tabelle 7: Waschschritte mRNA Isolation

1. Waschschritt 2. Waschschritt 3. Waschschritt

500 pl RNA Waschpuffer | 600 pl RNA Waschpuffer I Wiederholung Schritt 2
(Puffer Konzentrat + 4 Volu-

men 100 %igen Ethanols)

Im Anschluss folgte ein Trocknungsschritt, bei dem das Ganze fir zwei Minuten bei

10 000 g zentrifugiert wurde.

Um die RNA von der Silikatmembran zu eluieren, wurde die PerfectBind RNA Column in ein
1,5 ml-Ribonuklease (RNase)-freies-Cup umgesetzt und 30 pl RNase-freiem Wasser direkt
auf die Membran pipettiert. Nach dreiminitiger Inkubation bei Raumtemperatur folgte das
erneute Zentrifugieren flr eine Minute allerdings bei 5 000 g. Aufgrund der Instabilitat der
RNA wurde das Cup sofort auf Eis gelagert, bevor die Messung der RNA-Konzentration mit-

hilfe des Nanodrops 1000 Spectrophotometers durchgefihrt wurde.

3.4.3 Umschreibung von mRNA in cDNA

Die Umschreibung von mRNA zu cDNA erfolgte wie auch die RNA Isolation mit Hilfe eines
Kits. Hierbei wurde das cDNA Synthesis Kit (Biozym) verwendet. Der gesamte Prozess wurde
nach wie vor auf Eis durchgefiihrt, um einer Destruktion der mRNA vorzubeugen. Aullerdem
wurden wahrend der Umschreibung RNase freie Handschuhe getragen und ein RNase -
freies Cup benutzt, um eine Kontamination zu vermeiden. Bei dieser Methode geht man

davon aus, dass die mRNA im Verhaltnis 1:1 zu cDNA umgesetzt wurde.

Zunachst wurde ein Mastermix aus dNTP Mix, RNase Inhibitor, einem Hexamer Primer, 5x
cDNA Synthese Puffer, Reverse Transkriptase und PCR Grade Water hergestellt. Nach Zufi-
gen des Mastermix zur mRNA wurde das Gemisch zunachst fir zehn Minuten bei 30 °C und
im Anschluss fir 30 Minuten bei 55 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der Enzyme wurde die
MRNA mit dem Mastermix anschliefend fir finf Minuten bei 95 °C erhitzt. Zuletzt wurde
die Probe mit PCR Grade Water auf eine Endkonzentration von 1 ng cDNA/ul aufgefillt. Im

Anschluss konnte die cDNA direkt fir gPCR verwendet oder bei - 20 °C gelagert.
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Tabelle 8: Bestandteile Biozym cDNA Synthesis Kit

Bestandteil Menge Finale Konzentration
dNTP Mix (10 mM pro) 2 ul 1 mM (pro dNTP)
RNase Inhibitor 0.5 ul 1U/ul
Hexamer Primer (25 uM) 1 ul 1.25 uM
5x cDNA Synthese Puffer 4 pl 1x
MRNA Template 50 — 500 pl -
Reverse Transkriptase 1 10 U/ul
PCR Grade Water Variabel -
Gesamtvolumen 20 pl -

3.4.4 Protokoll der gPCR

Die gPCR wurde nach dem Protokoll des KAPA SYBR Fast qPCR Kit Master Mix Universal
(peqlab KK4602) durchgefiihrt. Hiernach wurde zunachst ein Primer-Mix hergestellt, der im
Anschluss Teil des Mastermix sein wird. Daflr wurden 20 pl des forward Primers und die
dquivalente Menge des reverse Primers zu 160 ul H;O hinzugeflgt und grindlich durch-

mischt.

Die Menge der jeweiligen Bestandteile des Mastermix wurden nach Anzahl der Proben be-
rechnet, wobei stets ein zusatzlicher Ansatz einberechnet wurde, um etwaigen Pipettierfeh-
lern vorzubeugen. Der Mastermix bestand aus SYBR-green, dem Primer-Mix und RNase
freiem H,O und wurde in ein 0,5 ml Cup pipettiert, gemischt und kurz abzentrifugiert (Ep-

pendorf-Zentrifuge 5819). Die Menge fir einen Ansatz ist der Tabelle 10 zu entnehmen.

Um die PCR durchzufihren wurden 96-Well-PCR-Platten verwendet. In jedes Well wurden
9 ul des Mastermix und 1 pl der entsprechenden cDNA Probe hineinpipettiert. Dabei werden
immer drei Wells pro Probe beschickt. Im Anschluss wurden die mit den Proben gefiillten
Wells mit verschlossen und bei 1000 rpm fir ca. 30 Sekunden zentrifugiert, um zu gewahr-

leisten, dass sich alle Ansdtze am Boden der Wells abgesetzt haben.

Die Platte wurde anschliefend in den Thermocycler eingesetzt und die PCR gestartet.
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Tabelle 9: Temperaturprotokoll der PCR (30 Zyklen)

Schritt Dauer Temperatur
Initiale Aktivierung 2 min 95 °C
Denaturierung 15 sec/Zyklus 95 °C

Annealing 30 sec/Zyklus Primer-abhangig
Elongation 60 sec/Zyklus 72°C

Finale Elongation 2 min 72 °C

Je Primer und Probe werden insgesamt drei mal drei Versuche an unterschiedlichen Tagen

durchgeftihrt, sodass insgesamt neun Ct-Werte pro Ziel-Gen vorliegen.

Tabelle 10: Zusammensetzung Master-Mix PCR

Bestandteil Menge
SYBR-green 5 ul
Primer-Mix 2 ul

20 pl forward
+ 20 pl reverse
+160 pl H,0
H,O 2 ul

Gesamtmenge 9 ul

3.4.5 Verwendete Proben und Primer

Fir jeden Primer und jede der vier Zelllinien (s. Kapitel 2.2 und 2.3) wurden je drei Durch-
gdnge mit drei Proben an drei unterschiedlichen Tagen durchgefihrt. Somit ergaben sich

pro Zelllinie und Primer insgesamt neun Ergebnisse.
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Tabelle 11: Verwendete Primer

Zielgen Forward Primer Reverse Primer Annealing-Temp.

ITGAS AGACATACTT- GAAACTCTCCAAAAT-  53°C
GAAGGGCCA GCAA

IFT88 GAATGGCTAAT- TCCCAAAATT- 63 °C
GCAGGTGGT GGGTGTCAAT

B2m TGCTGTCTCCATGTTT- TCTCTGCTCCCCAC- 61 °C
GATGTATCT CTCTAA

3.4.6 Statistische Auswertung nach Pfaffl

Zur Auswertung der PCR wurden die Ergebnisse der jeweiligen Primer ins Verhaltnis zu dem
Housekeeping-Gen beta 2 microglobulin (B2M) gesetzt und somit nach Pfaffl (2001) norma-
lisiert. Als Referenz- oder Housekeeping-Gene werden Gene verwendet, die konstant expri-
miert werden, unabhdngig von Zelltyp, Stadium des Zellzyklus oder anderen duReren Um-
standen. Die Berechnung des Signifikanzlevels und des Expressionsunterschieds erfolgte mit

Hilfe einer auf der unten stehenden Formel basierenden Computersoftware (Pfaffl 2001).

Eine Normalisierung ist notwendig, um eventuelle Ungenauigkeiten beim Pipettieren oder

andere Anwendungsfehler auszugleichen.

(EZielgen)ACPZielgen(MW Kontrolle—-MW Behandlung)

R =

(ERefe‘renzgen)ACPReferenden(MW Kontrolle—MW Behandlung)

3.5 Western Blot

3.5.1 Allgemeines

Beim Western Blot handelt es sich um eine biochemische Methode zum gezielten, spezifi-
schen Nachweis von Proteinen auf einer Tragermembran. Dabei werden die gesuchten Pro-
teine zunachst auf ein diskontinuierliches Gel aufgetragen und durch Anlegen elektrischer
Spannung nach ihrem Molekulargewicht aufgeteilt. Die auf dem Gel befindlichen Proteine

werden danach auf die entsprechende Tragermembran transferiert und angefarbt. Fir die
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folgenden Versuche wurde dafiir eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran verwendet. Im
nachsten Schritt werden die Proteine mit je einem primaren und sekundaren Antikorper
nacheinander inkubiert und temporar angefarbt. Der spezifische Nachweis erfolgt durch das
Scannen der PVDF-Membran auf einem speziellen Scanner (C-Digit von LI-COR) und dem
Programm Image Studio Digits, mit dem auch die Auswertung der folgenden Blots durchge-

fuhrt wurde.

Die einzelnen Schritte werden im Folgenden detailliert erlautert.

3.5.2 Herstellung der Polyacrylamid-Gele nach Laemmli

Fir die diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-

PAGE) mussten zunachst Gele hergestellt werden, die sich aus einem Trenn- und einem Sam-
melgel zusammensetzen. Dabei unterschieden sich Trenn- und Sammelgel in ihrer Glycin-
Konzentration und dem pH-Wert. Fir die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden
Gele mit einer 10 %igen Acrylamidkonzentration hergestellt. Die Konzentration bestimmt

die Porengrofie bei der Vernetzung des Gels.

Zuerst wurden Glasplatten (je eine Ohrenplatte und eine Platte mit Spacern) mit 100 % Etha-
nol (AppliChem, Darmstadt, DE) gereinigt, um eventuelle Verunreinigungen der Gele zu ver-
meiden. Zwischen die Platten wurde eine Gummidichtung gelegt und beide Platten mit
Klammern befestigt. Um die Dichtigkeit zu testen, wurde H,O oder Ethanol in den entstan-
denen Zwischenraum geschiittet. Bei austretender FlUssigkeit wurden die Platten neu fixiert
und der Test wiederholt. Sobald beide Platten richtig abgedichtet waren, wurde im Abstand
von 6 cm vom unteren Plattenrand eine parallele Linie gezogen, um die spatere Grenze zwi-

schen Trenn- und Sammelgel zu markieren.

Im Anschluss wurden zuerst die Bestandteile des Trenngels (s. Tabelle 12) zusammen pipet-
tiert, vorsichtig gemischt und zwischen die Glasplatten bis zur Markierung gegossen. Um
eine klare, gerade Grenze zwischen den Gelkomponenten herzustellen, wurde das Trenngel

mit 100 % Ethanol Uberschichtet, das nach der Polymerisation wieder abgegossen wurde.

Zur Herstellung des Sammelgels wurden ebenfalls die jeweiligen Bestandteile

(s.
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Tabelle 13) zusammen pipettiert, gemischt und oberhalb des Trenngels bis zum oberen Rand
der Glasplatten eingeftllt. Um die Taschen fir die spateren Proben zu formen, wurden

Kdmme mit zehn Zinken eingesetzt.

Nach der Polymerisation des Sammelgels wurden die Kimme gezogen, die Klammern und

Dichtungsgummis entfernt und die Taschenbdden aulRen markiert.

Die Aufbewahrung der Gele ist zwischen feuchtem Papier fiir maximal zwei Wochen im Kihl-

schrank moglich.

Tabelle 12: Zusammensetzung 10 %iges Trenngel

Bestandteile Menge
Trenngelpuffer 1,4 ml
- 1,5MTris
- pH 8,9 mit HCI
10 % SDS in H,0 55 ul
TEMED 5l
Acrylamid 1,85 ml

- 30 % Acrylamid
- 0,8 % Bisacrylamid

H.0 2,0 ml
Gesamt 5,3 ml
+ 10 % Ammoniumperoxidsulfat (APS) 0,25 ml

- 1g/10mlH0
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Tabelle 13: Zusammensetzung 5 %iges Sammelgel

Bestandteile Menge flr 2 Gele
Sammelgelpuffer 1,25 ml
- 0,5MTris
- pH 6,8 mit HC
10 % SDS in H,0 50 ul
TEMED 5 ul
Acrylamid 0,8 ml
H,O 2,7 ml
Gesamt 4,8 ml
+ 10 % APS 0,2 ml

3.5.3 Vorbereiten der Proteinproben

Flr die SDS-PAGE wurden zunachst Zellpellets, die zuvor bei - 80 °C eingefroren waren, bei
Raumtemperatur aufgetaut. Pro Tasche wurden 2 x 10> Zellen mit 25 pl dreifach kon-
zentriertem Probenpuffer (s. Tabelle 14) resuspendiert, gevortext und fur finf Minuten bei
95 °C denaturiert. Das zuvor im 9:1 Verhaltnis zum Probenpuffer zugefigte
B-Mercaptoethanol spaltete die Disulfidbriicken. Das SDS lagerte sich an die Proteine an und
bewirkte so eine zur Masse proportionale Negativ-Ladung, sodass die Proteine nach ihrer

GroRe aufgetrennt werden konnten.

Tabelle 14: Dreifach konzentrierter SDS-Probenpuffer

Bestandteile Menge
0,3 M TRIS (MG 121, 14) 3,68

9 % SDS (Sodiumdodecylsulfate) 9g
22,5 % Glycerin 22,5¢g

vor SDS-Zugabe mit HCl auf pH 6,7 einstellen und mit 100 ml H,O auffillen

3.5.4 SDS-PAGE

Waéhrend die Proben im Heizblock denaturiert wurden, wurde ein Nachbau der Biometra

Elektrophoresekammer vorbereitet und die untere Kammer mit 1 x Laufpuffer (s. Tabelle
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15) befullt. Dann wurden die Gele vorsichtig hineingestellt und mit Klammern befestigt. Da-
bei war besonders zu beachten, dass sich keine Luftblasen unter dem Gel bildeten, um spa-
ter einen gleichmaRigen Stromfluss zu gewahrleisten. Danach wurde auch in die obere Kam-

mer bis zum oberen Rand der Geltaschen mit 1 x Laufpuffer eingefullt.

Die denaturierten Proben wurden in die jeweiligen Taschen der Gele pipettiert. In jede Ta-
sche wurden 25 pl pipettiert, was einer ungefahren Zellzahl von 2 x 10° entsprach. Zur Gro-
RBenbestimmung der Proteine wurde pro Gel eine Proteinleiter (Page Ruler™, Prestained

Protein Ladder, Thermo Scientific, #26616) mit aufgetragen.

Tabelle 15: Zusammensetzung 5 x Laufpuffer

Bestandteile Menge
0,25 M Tris (MG 121, 14) 30,3 g
1,9 M Glycine (MG 75,07) 142,6¢g
0,5 % SDS (10 %) 50 ml

+ H20 auf 1000 ml auffillen
fur 1x Laufpuffer 800 ml H20 + 200 ml 5x Laufpuffer

Danach wurde an die Kammer Strom angelegt. Die Proben wurden im Sammelgel zwischen
10 und 15mA pro Gel konzentriert, bevor die Auftrennung der Proteine im
Trenngel bei 20 — 25 mA pro Gel erfolgte. Nach der Elektrophorese wurden die Gele aus den
Glasplatten herausgetrennt und konnten nun fir den eigentlichen Immunblot verwendet

werden.

3.5.5 Immunblot — Western Blot

Der Immunblot wurde als Nass-Blot durchgefiihrt. Daflir wurden zunachst pro Gel sechs Fil-
terpapiere und eine Transfermembran zugeschnitten, sodass sie die Rander der Gele um
wenige mm Uberragten. Filterpapiere und Schwdamme wurden dann fiir mindestens 15 Mi-

nuten in kalten Transferpuffer (s. Tabelle 16) eingelegt.

Die Transfermembran wurde fir 15 Sekunden in Methanol aktiviert und ebenfalls flir min-
destens 15 Minuten in Transferpuffer gelegt. Um das Gelsandwich zusammen zu bauen

wurde eine Schale mit Transferpuffer geftllt und die Blotkassette hineingelegt. Darauf posi-
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tionierte man einen Schwamm auf die rote Seite der Kassette, darauf drei getrankte Filter-
papiere und eine Transfermembran. Auf diese wurde das Gel gelegt. Um Luftblasen zu ver-
meiden, wurde eine Pasteurpipette zum herausrollen der Blasen verwendet. Das Gel wurde
danach mit den Gbrigen drei Filterpapieren und dem zweiten Schwamm abgedeckt und die

Kassette geschlossen. Zur Fixierung wurden zwei Gummibander Gber Kreuz gespannt.

Der Tank wurde anschlieRend bis zur Halfte mit Transferpuffer gefillt und die Kassette ein-
gesetzt. Dabei war die Farbkodierung zu beachten, sodass die rote Seite der Kassette mit
der Membran zur Anode und das Gel, das sich auf der schwarzen Kassettenseite befand, zur
Katode zeigte. Danach wurde der Puffertank bis zur oberen Kante der Elektrodenplatten
aufgeflllt und ein Magnetstdabchen in den Tank gegeben, der wahrend des Laufes rihren
konnte und das Kihlwasser angeschlossen. Beides diente dazu, eine gleichmaRige Tempe-
ratur und lonenkonzentration zu gewéahrleisten. Der Blot wurde bei einer konstanten Strom-

starke von 350 mA fiir 90 Minuten durchgefihrt.

Tabelle 16: Zusammensetzung 1 x Transferpuffer

Bestandteile Menge
25 mM Tris (MG 121, 14) 6,05 g
192 mM Glycine (MG 75,07) 28,8¢g
20 % (v/v) Methanol 100 % 400 ml

+ H,0 auf 2000 ml aufflllen, pH 8,3; Lagerung bei 4 °C, zweimalige Benutzung

3.5.6 Proteindetektion

Um einen erfolgreichen Transfer und eine vollsténdige Auftrennung der Proteine zu Uber-
prifen, wurde zunachst die Blotkassette gedffnet, das Gel verworfen und die verwendete
Membran in eine Kiste mit 1 x tris-buffered saline and tween 20 (TBS-T) gelegt. Um die Pro-
teine anzufarben, wurde sie fir ca. finf bis zehn Minuten in Coomassie-Blau Farbeldsung
(s. Tabelle 17) eingelegt und auf eine Wippe gestellt. Der Farbevorgang erfolgte unter
Sicht. Nach ausreichender Blaufarbung der Proteinbanden, wurde das Coomassie Blau wie-
der abgeschittet und Entfarber (s.Tabelle 18) aufgetragen. Dadurch wurde die Blaufar-
bung des Hintergrundes wieder reduziert und somit die Banden deutlicher sichtbar. Auch

die Entfarbung erfolgte unter Sicht und wurde wahrenddessen mehrfach gewechselt.
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Nach abgeschlossener Entfarbung wurde die Membran eingescannt und in 1 x TBS-T gewa-
schen, bevor sie weiterverwendet wurde. Durch das Waschen der Membran wurden die
Entfarber Bestandteile ausgewaschen, um eine spatere Wirksamkeit der Blocklésung nicht

zu beeintrachtigen.

Tabelle 17: Zusammensetzung Farbeldsung

Bestandteile Menge
0,1 % Coomassie brilliant blue R250 01g
50 % Methanol 50 ml
7 % Essigsaure 7 ml

+ H>0 auf 100 ml auffillen

Tabelle 18: Zusammensetzung Entfarber

Bestandteile Menge
50 % Methanol 50 ml
7 % Essigsaure 7 ml

+ dest. H,0 auf 500 ml auffillen

3.5.7 Immunmarkierung

Die folgenden Schritte und Inkubationen erfolgten auf einer Wippe. Zur weiteren Verwen-
dung der Membran mussten zunachst unspezifischen Proteinbindungsstellen der Membran
geblockt werden. Daflir musste sie flir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur frisch

angesetzte Blocklosung (s. Tabelle 19) gelegt werden.

Tabelle 19: Zusammensetzung 5 %ige Blocklosung, Aufbewahrung im Kihlschrank, Verwendung maximal zwei

Tage

Bestandteile Menge

5 % Magermilchpulver (Nonfat dried milk 2,5g
powder)

1x TBS-T 50 ml

Nach dem Blockvorgang konnte die Blockldsung abgeschiittet werden und der Priméaranti-
korper (s. Tabelle 20) entsprechend des Datenblatts verdiinnt auf die Membran aufgetragen

werden. Die Inkubation erfolgte (ber Nacht auf einer Wippe im Kihlraum bei 4 °C.
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Nach Abschluss der Inkubation wurde der Primarantikorper abgeschittet und verworfen
oder zur spateren Wiederverwendung eingefroren. Die Membran wurde dann bei Raum-

temperatur finfmal fur je finf Minuten mit 1 x TBS-T gewaschen.

Danach wurde je nach Herkunft des Primarantikorpers der dazu passende an Peroxidase ge-
koppelte sekundare Antikorper (s.
Tabelle 21) ausgewahlt und entsprechend der Angaben mit Blocklésung verdinnt. Dieser
inkubierte auf der Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschliefend wurde die
Membran erneut finfmal far je fanf Minuten mit

1 x TBS-T gewaschen wurde.

AnschlieBend erfolgte die Detektion der Antikdrper mit dem advansta Western Bright Che-
milumineszenz Substrat Sirius bzw. ECL. Dabei weist Sirius eine héhere Empfindlichkeit auf
als ECL. Sie bestehen jeweils aus zwei Komponenten, die im Verhaltnis 1 : 1 gemischt werden
mussten. Bevor das jeweilige Substrat auf die Proteinseite der Membran gegeben werden
konnte, mussten die darauf befindlichen Markerbanden mit einem Peroxidasestift (Wes-
ternBright Chemi Pen) markiert werden. Danach konnte die gemischte Detektionsldsung da-

zugegeben werden und fur finf Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur inkubieren.

Vor dem Scannen liels man die Detektionslésung abtropfen und legte die Membran mit Pro-
teinseite nach unten auf den Scanner (C-Digit von LI-COR). Als Scan-Programm wurde Image
Studio Digits verwendet. Der Scanvorgang dauerte insgesamt zwolf Minuten, wonach der

erfasste Blot mit /Image Studio Digits quantitativ ausgewertet werden konnte.

Die statistische Auswertung und Uberpriifung der Signifikanz der Western Blot Ergebnisse

erfolgte Uber mit dem Einstichproben-t-Test.
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3.5.8 Verwendete Antikorper

Tabelle 20: Verwendete Priméarantikérper Western Blot

Primarantikdor-  Firma/Nummer Herkunft, Konzentration ProteingrofRe

per Klonalitat

ITGAS BD Biosciences Maus, IgG, 1:2000 150 kDa
/610633 monoklonal

IFT88 Proteintech, Kaninchen, 1gG, 1:1000 94 kDa
13967-1-AP polyklonal

Acet. o-Tubulin ~ Santa Maus, IgG, 1:1000 55 kDa

Cruz/sc23950 monoklonal
Anti-o.-Tubulin ~ Sigma- Maus, I1gG, 1:2000 55 kDa
Aldrich/DM1A  monoklonal

Tabelle 21: Verwendete Sekundarantikérper Western Blot

Sekundarantikorper  Firma/Nummer Herkunft Konzentration

Anti-Maus Sigma-Aldrich Ziege, 1gG 1:40000
A9917

Anti-Kaninchen Sigma-Aldrich Ziege, 1gG 1:100 000
A0545

3.6 ICC

3.6.1 Allgemeines

Bei der ICC handelt es sich um eine spezifische visuelle Nachweismethode vorhandener Pro-
teine. Dabei wird zundchst ein primarer Antikorper aufgetragen, an den das Protein spezi-
fisch bindet. Danach folgt die Zugabe eines mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Sekun-
darantikorpers, der wiederum mit der Primarantikérper-Protein-Verbindung einen Komplex
bildet. Im Anschluss kann dieser durch ein Fluoreszenzmikroskop mit UV-Licht sichtbar ge-

macht und somit innerhalb der Zelle genau lokalisiert werden.
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3.6.2 Protokoll lichtmikroskopische Immunfloureszenz

Zunachst wurden die Zellen wie in Kapitel 3.1 beschrieben geerntet und gezéhlt. Danach
wurden 24-Wells-Platten vorbereitet und pro Well ein steriles Deckgldaschen eingelegt, mit
1 ml Medium befillt und je 3 x 102 Zellen hineinpipettiert. Die Platten wurden dann bei 37 °C
in den Inkubator gestellt. Unter taglicher mikroskopischer Kontrolle wurde das Wachstum
der Zellen beobachtet und in der Regel nach zwei Tagen der eigentliche Versuch durchge-

fuhrt.

Daflr wurden zuerst die Deckglaschen mit einer Pinzette auf Parafilm gelegt und zweimal
mit je 100 ul PBS gewaschen. Die Wasch- und Inkubationsldsungen wurden wahrend des

Versuchs zwischen den einzelnen Schritten mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt.

Nach dem Waschen der Deckglaschen, mussten die Zellen zunachst mit 2 % Paraformalde-
hyd (s. Tabelle 22) in PBS bei Raumtemperatur fir 15 Minuten inkubieren. Um das Parafor-
maldehyd vollstandig zu entfernen, wurden die Deckglaschen erneut zweimal mit je 100 pl
PBS gewaschen. Im nachsten Schritt mussten die Zellen permeabilsiert werden. Dazu wur-
den jeweils 100 ul 0,25 % Triton-X100 (s. Tabelle 22) auf die Zellen gegeben und fir zehn
Minuten ebenfalls bei Raumtemperatur darauf belassen. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Deckglaschen mehrfach mit PBS gewaschen. Der Waschvorgang wurde so oft
wiederholt, bis Triton komplett entfernt war. Dies konnte dadurch kontrolliert werden, dass
Triton die Oberflachenspannung auf den Deckgldaschen aufloste und bei vollstandiger Ent-

fernung diese wiederhergestellt war.

Vor der Antikdrperreaktion mussten die Zellen zunadchst geblockt werden. Daflr wurde

1 % BSA (s. Tabelle 22) in PBS fiir 15 Minuten auf die Zellen gegeben.

Wahrenddessen konnte der ausgewahlte Priméarantikdrper (s. Tabelle 23) mit 1 % BSA in PBS
auf die erforderliche Konzentration verdiinnt werden. Von der hergestellten Konzentration
wurden anschlieRend 30 ul auf jedes Deckgldschen pipettiert und fir 60 Minuten bei 37 °C

in einer feuchten Kammer gelagert.

Zu beachten war dabei, mindestens ein Deckgldaschen pro Antikoérperwirt als Kontrolle ohne

Primarantikdrper mit 1 % BSA in PBS zu belassen.
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Der Primarantikorper wurde durch erneutes zweimaliges Waschen mit PBS von den Deck-
glaschen entfernt, bevor der mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Sekundarantikor-

per (s.

Tabelle 24) aufgetragen werden konnte. Dieser wurde nach Herkunft des Wirts des Pri-
marantikdrpers ausgewdahlt und dementsprechend mit 1 % BSA in PBS verdinnt und er-
neut je 50 ul pro Deckglaschen, inklusive der Kontrollen, appliziert. Zu der Antikdrperver-
dinnung wurde zusatzlich 4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in der Konzentration
1:1000 zugeflgt. Dabei handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der die Zellkerne

der CPCs anfarben sollte.
Es folgte erneut eine 60-minitige Inkubation bei 37 °C in einer feuchten Kammer.

Bevor die Deckgldschen auf einen Objekttrager Ubertragen werden konnten, erfolgte ein

weiterer zweimaliger Waschschritt mit PBS.

Vor dem Absaugen der Waschlésung wurden die Objekttrager beschriftet und vorbereitet.
Um die abgesaugten Deckgldaschen darauf befestigen zu kdnnen, wurde jeweils ein Tropfen
Mowiol (s. Tabelle 22) pro Deckglaschen auf den Objekttrager gegeben, das Deckglaschen
mit der Zellseite nach unten auf den Tropfen gegeben, angedriickt und das Uberschissige

Eindeckmedium abgesaugt.

Im Anschluss konnten die Zellen unterm Mikroskop fotografiert bzw. im Kihlschrank fir ei-

nige Zeit aufbewahrt werden.
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Tabelle 22: Reagenzien ICC

Reagenz

Zusammensetzung

2 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS

0,25 % Triton X-100 in PBS

1 % Bovines Serumalbumin (BSA) in PBS

Mowiol

DAPI

0,5 g PFA in 25 ml PBS

- Beica 70 °Cim Wasserbad losen

- Lagerungsstabil flr ca. vier Wochen

bei 4 °C

0,125 g Triton X-100 in 50 ml PBS

- Lagerungsstabil fir mehrere Wochen

bei 4 °C

0,5 g BSA in 50 ml PBS sterifiltriert

- Losung aliquotiert bei - 20 °C

20 g Mowiol in 80 ml PBS

- fur 24 h rihren

40 ml Glycerin hinzugeben

- weitere 24 h rihren

rifugieren

Losung 15 Minuten bei 10 000 g zent-

Uberstand in 1 ml Aliquots bei - 20 °C

3.6.3 Verwendete Antikorper

Tabelle 23: Priméarantikorper ICC

Primarantikorper Firma/Nummer

Herkunft, Klonalitat

Konzentration

ITGAS BD Biosciences/610
633
IFT88 Proteintech, 13967-

1-AP

Acet. a-Tubulin Santa Cruz/sc23950

Maus, 1gG,
monoklonal
Kaninchen, IgG,
polyklona
Maus, 1gG,

monoklonal

1:2000

1:1000

1:1000
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Tabelle 24: Sekundarantikorper ICC

Sekundarantikérper  Firma/Nummer Herkunft Konzentration

Anti-Kaninchen H&L Alexa- Esel, I1gG, polyklonal 1 :1000
Fluor/555 ab35p

Anti-Maus H&L Alexa- Ziege, lgG, 1:1000
Fluor/555 ab36p polyklonal

3.7 Scratch-Assay

3.7.1 Allgemeines

Das Scratch-Assay ist eine Methode, um die Migrationsrate von Zellen in vitro nachzuweisen.
Daflr werden Zellen ausgesat und mit einem Stempel ein Scratch in der Zellmonoschicht
erzeugt. In vorher festgelegten Zeitintervallen wird der dadurch zunachst zellfreie Korridor
wiederholt unterm Lichtmikroskop fotografiert. So kann die Migration der Zellen in diesen
Korridor dokumentiert und anschlieRend visuell quantifiziert werden. Der Versuch wurde

jeweils drei Mal unabhéangig voneinander wiederholt.

3.7.2 Protokoll Scratch-Assay

Die Zellen fir den Assay wurden wie in Kapitel 3.2 beschrieben geerntet und in spezielle 24-
Wells-Platten mit 1 ml Medium pro Well ausgesat. In der Regel wurden in jedes Well
3 x 10* Zellen hineinpipettiert. Die Platten wurden dann bei 37 °C im Inkubator gelagert und
regelmalig mikroskopisch kontrolliert. Nach ca. 48 h war eine Konfluenz von 80 % erreicht,
wonach der Scratch mit einem speziell dafiir ausgelegten Stempel horizontal in jedes Well
gesetzt wurde. Der durch den Stempel gebildete zellfreie Korridor entspricht einer Grol3e
von 9,75 mm?. AnschlieRend wurden die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen und neues
Kultivierungsmedium appliziert. Jeder Scratch wurde anschlieBend kontrolliert und bei
Stunde null unter dem Lichtmikroskop bei 50-facher VergroBerung fotografiert. Dabei wur-
den VergroBerung, Helligkeit und Belichtungszeit dokumentiert, um spéatere Bilder unter
gleichbleibenden Bedingungen machen zu kdnnen. Zwischen den einzelnen Bildintervallen
wurden die Platten wieder im Inkubator gelagert. Die Fotografien wurden nach 6, 24 und 48
h wiederholt. Die Auswertung erfolgte visuell durch Ausmessen des vorher definierten

Scratch-Korridors und Auszahlen der darin befindlichen Zellen.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die zu Beginn gestellten Forschungsfragen durch diverse Nachweis-

methoden beantwortet.

Der fir die erste und zweite Forschungsfrage relevante Nachweis des priméaren Ciliums in
den Zelllinien CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c KO wurde sowohl vor als auch nach einer
ITGA5 Hemmung durch drei unterschiedliche Nachweismethoden erbracht. Ferner erfolgte
der Nachweis sowohl auf zellularer Ebene mit Hilfe der ICC als auch auf mMRNA Eben durch

gPCR und schlielRlich auf Proteinebene durch den Western Blot.

Um die dritte Forschungsfrage nach der Migration der Zelllinien vor und nach der Hemmung

von ITGAS zu I6sen, wurde ein Scratch-Assay durchgefihrt.

Alle Versuche wurden dreimal unabhangig voneinander wiederholt. Die gPCR-Ergebnisse
beruhen auf drei Mittelwerten aus drei Triplets, wahrend auch bei den Western Blots min-
destens drei Werte aufgenommen wurden. Auch die ICC wurde an drei unterschiedlichen
Tagen mit je drei Proben pro Zelllinie pro Antikdrper durchgefiihrt, wobei jeweils eine repra-
sentative Abbildung dargestellt wird. In allen fiir die ICC ausgewahlten Abbildungen zeigt
Bild A die jeweilige Overlaydarstellung, Bild B die reine Alexa-Fluor® 555 Far-
bung und Bild C die durch DAPI blau angefarbten Zellkerne.

In den grafischen Darstellungen der statistischen Auswertungen der gPCR und der Western
Blots wurde die Signifikanz mit p < 0,05 mittels des Zeichens ,,*“ oder p < 0,01 mit ,,**“ dar-
gestellt, wahrend hochsignifikante Ergebnisse p < 0,001 durch ,***“ gekennzeichnet wur-

den. Die Werte sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen angegeben.

Die detaillierten Beschreibungen zur jeweiligen Versuchsdurchfiihrung sind Kapitel 3 zu ent-

nehmen.

4.1 Ciliennachweis in CPC 241 hT vor und nach dem Knockout von
Rab5c

4.1.1 Nachweis auf zellularer Ebene durch ICC

Im Rahmen dieses Versuchs wurden alle Zellkerne zur besseren Orientierung mit dem Fluo-

reszenzfarbstoff DAPI blau angefarbt.
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41.1.1 Das primare Cilium in CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c KO

Die Abbildung 1 zeigt den Nachweis des primaren Ciliums durch die Primarantikorper IFT88
in den Zellen der Zelllinie CPC 241 hT, Abbildung 2 in den CPC 241 hT Rab5c KO. Der rote

Fluoreszenzfarbstoff Alexa-Fluor® 555 markiert in den jeweiligen Overlay-Darstellungen das

primare Cilium und ermoglicht so die eindeutige Lokalisierung.

Abbildung 1: Exemplarische ICC—Nachweis sowie Lokalisation des primaren Ciliums in CPC 241 hT durch IFT88.

Die priméren Cilien sind als rote Fluoreszenz sowohl in der Overlay-Darstellung (A) als auch in der reinen Alexa-
Fluor® 555-Farbung (B) zu erkennen. Die Zellkerne sind durch die blaue DAPI-Farbung gekennzeichnet (A, A’,
C). Der Pfeil zeigt auf einen vergréRerten Ausschnitt (A‘) mit Zellkernen und priméren Cilien aus dem Bild A.

Vergrolerung x 20, n =9, hier: 1 : 1000 Verdinnung.
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Abbildung 2: Exemplarische ICC — Nachweis sowie Lokalisation des primaren Ciliums in CPC 241 hT Rab5c KO
durch IFT88.

Die rote Fluoreszenz zeigt in der Overlay-Darstellung (A) und in der reinen Alexa-Fluor® 555-Farbung (B) pri-
mare Cilien. Durch den blauen Farbstoff DAPI sind die Zellkerne der CPCs gekennzeichnet (A, A’, C). Der Pfeil
verweist auf einen vergroRerten Ausschnitt (A’) mit Zellkernen und priméren Cilien aus dem Bild A. VergroRe-

rung x 20, n =9, hier: 1 : 1000 Verdlinnung.

Ein weiterer Ciliennachweis erfolgte ber den Antikdrper gegen acetyliertes a-Tubulin ge-
richtet, dessen Lokalisation sowohl in Abbildung 3 bei den CPC 241 hT als auch in Abbildung
4 bei den CPC 241 hT Rab5c KO zu erkennen ist.
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Abbildung 3: Exemplarische ICC — Nachweis sowie Lokalisation des primaren Ciliums in CPC 241 hT durch ace-
tyliertes a-Tubulin.

In der Overlay-Darstellung (A) und in der reinen Alexa-Fluor® 555-Farbung (B) zeigen sich die priméaren Cilien
durch den roten Fluoreszenznachweis des acetylierten a-Tubulins. Der blaue Farbstoff DAPI kennzeichnet die
Zellkerne der CPCs (A, A’, C). Der Pfeil weist auf einen vergréRerten Ausschnitt mit Zellkernen und primaren

Cilien aus dem Bild A hin. VergroRerung x 20, n =9, hier: 1 : 1000 Verdinnung.
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Abbildung 4: Exemplarische ICC — Nachweis sowie Lokalisation des primaren Ciliums in CPC 241 hT Rab5c KO

durch acetyliertes a-Tubulin.

Die Lokalisation der primaren Cilien ist sowohl In der Overlay-Darstellung (A) als auch in der reinen Alexa-Fluor®
555-Farbung (B) durch die rote Fluoreszenz des acetylierten a-Tubulins zu erkennen. Die Zellkerne der CPCs
sind durch DAPI blau angefarbt (A, A’, C). Der Pfeil verweist auf einen vergroRerten Ausschnitt (A‘) mit Zellker-

nen und primdren Cilien aus dem Bild A. VergroRerung x 20, n =9, hier: 1 : 1000 Verdinnung.

4.1.1.2 Negativkontrollen

Fir die Negativkontrollen wurden beide Zelllinien ohne Primarantikérper und stattdessen

nur mit dem jeweiligen Sekundéarantikérper inkubiert.

Abbildung 5 zeigt die Negativkontrolle der Zelllinien CPC 241 hT, Abbildung 6 zeigt die Ne-
gativkontrolle der CPC 241 hT Rab5c KO nach Inkubation mit dem anti-mouse-Sekundaran-
tikorper. Weder in der Overlay-Darstellung (jeweils A) noch in der reinen Alexa-Fluor® 555-

Farbung (jeweils B) ist die rote Fluoreszenz des priméaren Ciliums sichtbar.
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Abbildung 5: Negativkontrolle anti-mouse-Sekundarantikdrper der CPC 241 hT des Versuchs in 4.1.1.1.

In der Negativkontrolle ist keinerlei Fluoreszenz der priméren Cilien zu erkennen. Weder die Overlay-Darstel-
lung (A) noch die reine Alexa-Fluor® 555-Farbung (B) zeigen rote Fluoreszenz. Die Zellkerne sind durch den

blauen Farbstoff DAPI angefarbt (A, C). VergroRerung x 20.
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Abbildung 6: Negativkontrolle anti-mouse-Sekundarantikérper der CPC 241 hT Rab5c KO des Versuchs in
4.1.1.1.

Die Negativkontrolle zeigt weder in der Overlay-Darstellung (A) noch in der reinen Alexa-Fluor® 555-Farbung
(B) rote Fluoreszenz der primaren Cilien. Lediglich die Zellkerne der CPCs sind durch den blauen Farbstoff DAPI

gekennzeichnet (A, C). VergroRerung x 20.

In der Abbildung 7 und Abbildung 8 wurden beide Zelllinien jeweils mit dem anti-rabbit-
Sekundarantikorper inkubiert. Wie der Overlay-Darstellung (jeweils A) und der Farbung
Alexa-Fluor® 555 (jeweils B) zu entnehmen ist, ist auch hier keine Fluoreszenz des primaren

Ciliums zu erkennen.
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Abbildung 7: Negativkontrolle anti-rabbit-Sekundarantikorper der CPC 241 hT in Versuch 4.1.1.1.
Die Negativkontrolle der CPC 241 hT weit weder in der Overlay-Darstellung (A) noch in der reinen Alexa-Fluor®
555-Farbung (B) eine rote Fluoreszenz der priméaren Cilien auf. Durch den blauen Fluoreszenzfarbstoff DAPI

sind die Zellkerne markiert (A, C). VergroRerung x 20.
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Abbildung 8: Negativkontrolle anti-rabbit-Sekundarantikoérper der CPC 241 hT Rab5c KO in Versuch 4.1.1.1.

In der Negativkontrolle ist keine rote Fluoreszenz der primaren Cilien in der Overlay-Darstellung (A) oder in der
reinen Alexa-Fluor® 555-Farbung (B) zu erkennen. Die blaue Fluoreszenz zeigt die durch DAPI markierten Zell-

kerne (A, C). VergroRerung x 20.

4.1.2 Cilienachweis auf mRNA Ebene durch gPCR mit IFT88

Fir den Ciliennachweis auf mRNA Ebene wurde mit der gPCR das Genexpressionslevel von
IFT88 in der unbehandelten Zelllinie CPC 241 hT und der durch den Knockout modifizierten
Zelllinie CPC 241 hT Rab5c KO untersucht (Abbildung 9). Die erste Saule stellt den mRNA-
Level in den unbehandelten CPCs dar. Anhand der zweiten Saule kann eine Abnahme des
MRNA-Levels flr IFT88 festgestellt werden. Sie zeigt eine hochsignifikante Abnahme des Ge-

nexpressionslevels von ca. 80 % (0,24 + 0,07; p < 0,001).
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Abbildung 9: Auswertung der RT-PCR
Relative Quantifizierung des mRNA-Levels von IFT88 in CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c KO. Die Fehlerbalken

kennzeichnen die Standardabweichung. ***p < 0,001; n = 27.

4.1.3 Ciliennachweis auf Proteinebene durch Western Blot

4131 Ciliennachweis auf Proteinebene mit IFT88

Die Abbildung 10 zeigt die Existenz des priméaren Ciliums durch den Nachweis von IFT88 auf
Proteinebene. Die Proben wurden aus CPC’s aus CPC 241 hT Rab5c KO (2) entnommen und
mit den Kontrollzellen der CPC 241 hT (1) verglichen. Der Proteinmarker zeigt in der
Coomassie-Farbung die verschiedenen Molekulargewichte (molecular weight = MW) der
aufgetrennten Proteine (A). Dabei liegt das MW von IFT88 bei 94 kDa. Als Kontrollbande

dient a-Tubulin mit einem MW von 55 kDa (B).
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Abbildung 10: Western Blot-Analyse — Nachweis von IFT88
Der Nachweis von IFT88 konnte sowohlin den CPC 241 hT (1) als auch in den CPC 241 hT Rab5c KO (2) erbracht
werden. A zeigt die aufgetrennten Proteine in der Coomassie-Farbung nach der Protein-Gelelektrophorese. B

stellt die antikorpermarkierte Proteinbanden von IFT88 bei 95 kDa und der Kontrollbande a-Tubulin bei 55 kDa

dar.n=3.

IFT88 konnte sowohl in den CPC 241 hT als auch in CPC 241 hT Rab5c KO nachgewiesen wer-
den. Es zeigte sich jedoch ein hochsignifikanter Anstieg (p < 0,001) von IFT88 um knapp 60 %
(1,56 £ 0,08) durch den Rab5c Knockout wie Abbildung 11 zu entnehmen ist. Der Western

Coomassie-
Farbung

IFT88
(94 kDa)

o-Tubulin Kontrolle
(55 kDa)

Blot wurde drei Mal durchgefiihrt mit drei unterschiedlichen Zellpassagen.
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Abbildung 11: Auswertung der Western Blots mittels Densitometrie
Die Darstellung zeigt den relativen Proteinlevel von IFT88 der CPC 241 hT Rab5c KO (rechter Balken) im Ver-
gleich zur Kontrolle CPC 241 hT (linker Balken). Es wurde gegen a-Tubulin normalisiert. Die Fehlerbalken kenn-

zeichnen die Standardabweichung. ***p < 0,001; n = 3.

4.1.3.2 Ciliennachweis auf Proteinebene mit acetyliertem a-Tubulin

Abbildung 12 beweist das Vorhandensein des primaren Ciliums durch den Nachweis von
acetyliertem a-Tubulin. Fir die Proben wurden CPCs aus CPC241hT (1) und
CPC 241 hT Rab5c KO (2) verwendet. Probe 1 dient hierbei als Kontrolle, indem sie mit der
Probe 2 verglichen wurde. In der Coomassie-Farbung zeigt der Proteinmarker die unter-
schiedlichen MW der aufgetrennten Proteine (A). Das MW von acetyliertem a-Tubulin liegt

bei 55 kDa (B), ebenso wie das MW von a-Tubulin, das als Kontrollbande dient (C).
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Abbildung 12: Western Blot-Analyse — Nachweis von acetyliertem a-Tubulin

Acetyliertes a-Tubulin konnte in CPC 241 hT (1) und CPC 241 hT Rab5c KO (2) nachgewiesen werden. Die
Coomassie-Farbung zeigt die Aufteilung der Proteine durch die Protein-Gelelektrophorese (A). B zeigt die an-
tikérpermarkierte Proteinbanden des acetylierten a-Tubulins bei 55 kDa. Die in C abgebildeten antikérpermar-

kierte Proteinbanden durch a-Tubulin ebenfalls bei 55 kDa dienen als Kontrolle. n = 3.

Acetyliertes a-Tubulin wurde in beiden Proben nachgewiesen. Allerdings ist bei der durch
den Rab5c Knockout modifizierten Probe 2 eine hochsignifikante Abnahme (p < 0,001) von
acetylierten a-Tubulin um mehr als 50 % (0,45 + 0,10) zu erkennen (Abbildung 13). Der Wes-
tern Blot wurde mit drei unterschiedlichen Zellpassagen drei Mal unabhangig voneinander

durchgefihrt.
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Abbildung 13: Auswertung der Western Blots mittels Densitometrie
Die Darstellung zeigt den relativen Proteinlevel von acetyliertem a-Tubulin in den CPC 241 hT Rab5c KO (rech-
ter Balken) im Vergleich zur Kontrolle (linker Balken). Es wurde gegen a-Tubulin normalisiert. Die Fehlerbalken

kennzeichnen die Standardabweichung. ***p < 0,001; n = 3.

4.2  Ciliennachweis nach der Hemmung von ITGA5
Um die Existenz des primaren Ciliums bei CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c KO auch nach

der Hemmung von ITGA5 nachzuweisen, wurden die dquivalenten Nachweismethoden wie

in Kapitel 4.1 verwendet.

4.2.1 Nachweis auf zellularer Ebene durch ICC

Fir alle unter Kapitel 4.2.1 aufgefiihrten Versuche wurden die Zellkerne zur besseren Orien-

tierung mit dem blauen Fluoreszenzfarbstoff DAPI angefarbt.

4211 Die erfolgreiche Hemmung von ITGA5

Um den Erfolg der wie in Kapitel 3.3 beschriebenen ITGA5 Hemmung der Zelllinien
CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c KO zu Uberprifen, wurden fir beide Zelllinien sowohl vor

als auch nach der Hemmung die ICC als Kontrolle durchgefihrt.
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Dabei zeigen die folgenden beiden Abbildungen das durch Alexa-Fluor® 555 rot markierte

ITGAS sowohl in den CPC 241 hT (Abbildung 14) als auch in den CPC 242 hT Rab5c KO (Ab-

bildung 15) vor der Hemmung durch ATN 161.

Abbildung 14: Exemplarische ICC - Nachweis von ITGAS in CPC 241 hT.

ITGAS zeigt sich als rote Fluoreszenz sowohl in der Overlay-Darstellung (A) als auch in der reinen Alexa-Fluor®
555-Farbung (B). Die Zellkerne sind durch die blaue DAPI-Farbung gekennzeichnet (A, A’, C). Der Pfeil zeigt auf
einen vergroRerten Ausschnitt (A‘) mit Zellkernen aus dem Bild A. VergroRerung x 20, n = 9, hier: 1 : 2000

Verdldnnung.
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Abbildung 15: Exemplarische ICC - Nachweis von ITGAS in CPC 241 hT Rab5c KO.

Sowohl die Overlay-Darstellung (A) als auch die reine Alexa-Fluor® 555-Farbung (B) weist die rote Fluoreszenz
von ITGAS auf. Die Markierung der Zellkerne erfolgt durch die blaue DAPI-Farbung (A, A’, C). Der Pfeil zeigt auf
einen vergroRerten Ausschnitt (A) mit Zellkernen aus dem Bild A. VergroRerung x 20, n = 9, hier: 1 : 2000

Verdldnnung.
Die Abbildung 16 und Abbildung 17 zeigen beide Zelllinien nach der Hemmung. Weder in
der Overlaydarstellung der CPC241hT (Abbildung 16 A) noch in der der

CPC 241 hT Rab5c KO (Abbildung 17 A) lasst sich ITGAS lokalisieren, es sind einzig und allein

die durch DAPI markierten blauen Zellkerne zu sehen.
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Abbildung 16: Exemplarische ICC — Nachweis der erfolgreichen Hemmung von ITGAS in CPC 241 hT durch
ATN 161.

Nach der Hemmung von ITGA5 durch ATN 161 ist weder in der Overlay-Darstellung (A) noch in der reinen
Alexa-Fluor®-Farbung (B) eine rote Fluoreszenz zu erkennen. ITGAS5 kann nicht mehr nachgewiesen werden.
Lediglich die Zellkerne sind in Bild A und C durch die blaue DAPI-Farbung zu erkennen. VergrofRerung x 20, n =
9, hier: 1: 2000 Verdinnung.
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Abbildung 17: Exemplarische ICC - Nachweis der erfolgreichen Hemmung von ITGAS in CPC 241 hT Rab5c KO
durch ATN 161.

ITGAS ist weder in der Overlay-Darstellung (A) noch in der reinen Alexa-Fluor®-Farbung (B) durch rote Fluores-
zenz zu erkennen. Als blaue Fluoreszenz zeigen sich die durch den blauen Farbstoff DAPI markierten Zellkerne
(A, C). VergroRerung x 20, n =9, hier: 1 : 2000 Verdinnung.

Die Negativkontrollen sind exemplarisch in Kapitel 4.1.1.2 fur die ungehemmten CPCs und

in Kapitel 4.2.1.3 fir die gehemmten CPCs je beider Zelllinien dargestellt.

42.1.2 Das primare Cilium nach der Hemmung von ITGAS

Um die Existenz des primaren Ciliums nach der Hemmung von ITGAS zu Uberprifen, wurden
erneut die in Kapitel 4.1.1.1 gebrauchten Antikdrper fir die nun erfolgreich gehemmten

Zelllinien (s. Kapitel 4.2.1.1) verwendet.

Den folgenden beiden Abbildungen ist der Nachweis acetylierten a-Tubulins zu entnehmen.
Sowohl in den Zellen der gehemmten CPC 241 hT (Abbildung 18) als auch in denen der ge-
hemmten CPC 241 hT Rab5c KO (Abbildung 19) lasst sich dadurch das primére Cilium als rote

Fluoreszenz lokalisieren.
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Abbildung 18: Exemplarische ICC - Nachweis und Lokalisation des primaren Ciliums durch acetyliertes a-Tubu-
lin nach der Hemmung von ITGAS in CPC 241 hT.

Auch nach der Hemmung von ITGAS zeigen sich sowohl in der Overlay-Darstellung (A) als auch in der reinen
Alexa-Fluor®-Farbung (B) primére Cilien als rote Fluoreszenz. Zur besseren Ubersicht sind die Zellkerne durch
den Fluoreszenzfarbstoff DAPI blau angefarbt (A, C). Der Pfeil zeigt auf einen vergréRerten Ausschnitt (A‘) mit

Zellkernen und priméren Cilien aus Bild A. VergroRerung x 20, n =9, hier 1 : 1000 Verdinnung.
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Abbildung 19: Exemplarische ICC - Nachweis und Lokalisation des primaren Ciliums durch acetyliertes a-Tubu-

lin nach der Hemmung von ITGAS in CPC 241 hT Rab5c KO.

Trotz Hemmung von ITGAS weist sowohl die Overlay-Darstellung (A) als auch die reine Alexa-Fluor®-Farbung
(B) primére Cilien als rote Fluoreszenz auf. Die Zellkerne sind durch den blauen Fluoreszenzfarbstoff DAPI an-
gefarbt (A, C). Der Pfeil verweist auf einen vergroRerten Ausschnitt (A‘) mit Zellkernen und priméren Cilien aus

Bild A. VergroRerung x 20, n =9, hier 1 : 1000 Verdinnung.

Auch IFT88 konnte nach der Hemmung in beiden Zelllinien nachgewiesen und so das pri-

mare Cilium lokalisiert werden, wie Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen.
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Abbildung 20: Exemplarische ICC - Nachweis und Lokalisation des priméaren Ciliums durch IFT88 nach der Hem-
mung von ITGA5 in CPC 241 hT.

IFT88 konnte nach Hemmung von ITGA5 sowohl in der Overlay-Darstellung (A) als auch in der reinen Alexa-
Fluor®-Farbung (B) in den priméaren Cilien als rote Fluoreszenz nachgewiesen werden. Als blaue Fluoreszenz
sind die durch den Farbstoff DAPI markierten Zellkerne zu erkennen (A, C). A* zeigt einen vergréerten Aus-

schnitt mit Zellkernen und primaren Cilien aus Bild A. VergroRerung x 20, n =9, hier 1 : 1000 Verdinnung.
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Abbildung 21: Exemplarische ICC - Nachweis und Lokalisation des priméaren Ciliums durch IFT88 nach der Hem-

mung von ITGA5 in CPC 241 hT Rab5c KO.

Die rote Fluoreszenz der priméren Cilien zeigt sich auch nach der Hemmung in der Overlay-Darstellung (A) und
in der reinen Alexa-Fluor®-Farbung (B). Die blaue Fluoreszenz markiert die durch den Farbstoff DAPI angefarb-
ten Zellkerne (A, C). Durch den Pfeil wird auf einen vergroRRerten Ausschnitt (A‘) mit Zellkernen und priméaren

Cilien aus Bild A verwiesen. VergroRerung x 20, n =9, hier 1 : 1000 Verdinnung.

42.1.3 Negativkontrollen

Die Negativkontrollen fir die Darstellungen mit beiden nicht gehemmten Zelllinien sind Ka-

pitel 4.1.1.2 zu entnehmen.

Auf den folgenden beiden Abbildungen sind die jeweiligen Negativkontrollen der gehemm-
ten Zelllinien CPC 241 hT (Abbildung 22) und CPC 241 hT Rab5c KO (Abbildung 23) nach al-
leiniger Inkubation mit dem anti-mouse-Sekundarantikorper zu sehen. Die rote Fluoreszenz
zeigt sich weder in der Overlay-Darstellung (jeweils A) noch in der reinen Alexa-Fluor® 555-

Farbung (jeweils B).
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Abbildung 22: Negativkontrolle anti-mouse-Sekundarantikorper der CPC 241 hT der Versuche in 4.2.1.1 und
4.2.1.2.

Es zeigt sich keinerlei rote Fluoreszenz in der Negativkontrolle. Weder in der Overlay-Darstellung (A) noch in
der Alexa-Fluor®-Farbung (B) sind primare Cilien zu sehen. Durch DAPI wurden die Zellkerne blau markiert (A,

C). VergroRerung x 20.
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Abbildung 23: Negativkontrolle anti-mouse-Sekundarantikdrper der CPC 241 hT Rab5c KO der Versuche in
42.1.1und4.2.1.2.

Die Negativkontrolle weist weder in der Overlay-Darstellung noch in der Alexa-Fluor®-Farbung (B) eine rote
Fluoreszenz der primaren Cilien auf. Lediglich in Bild A und C zeigt sich die blaue Fluoreszenz der durch DAPI

markierten Zellkerne (A, C). VergroRerung x 20.
Abbildung 24 und Abbildung 25 prasentieren die nur mit anti-rabbit-Sekundarantikérper in-
kubierten Zellen der CPC 241 hT (Abbildung 24) und der CPC 241 hT Rab5c KO (Abbildung

25). Auch hier ist bei der Overlay-Darstellung (jeweils A) und der Farbung mit Alexa-Fluor®

555 (jeweils B) keinerlei rote Fluoreszenz zu erkennen.
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Abbildung 24: Negativkontrolle anti-rabbit-Sekundarantikérper der CPC 241 hT der Versuche in 4.2.1.1 und
4.2.1.2.

Die Negativkontrolle zeigt keine Fluoreszenz der priméaren Cilien — weder in der Overlay-Darstellung (A) noch
in der reinen Alexa-Fluor®-Farbung (B). Durch DAPI sind die Zellkerne der CPCs blau markiert (A, C). VergroRRer-
ung x 20.
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Abbildung 25: Negativkontrolle anti-rabbit-Sekundarantikorper der CPC 241 hT Rab5c KO der Versuche in
42.1.1und4.2.1.2.

In der Negativkontrolle ist keinerlei Fluoreszenz der priméaren Cilien zu erkennen. Weder in der Overlay-Dar-
stellung (A) noch in der reinen Alexa-Fluor®-Farbung (B) sind rote Fluoreszenzen zu sehen. Durch DAPI sind die

Zellkerne der CPCs blau markiert (A, C). VergroRerung x 20.

4.2.2 Nachweis auf mRNA Ebene durch gPCR vor und nach der

Hemmung

Nach der Hemmung durch ATN 161 wurde erneut das Genexpressionslevel von IFT88 der
CPCs mit Hilfe der gPCR bestimmt, was der Abbildung 26 zu entnehmen ist. Die erste Saule
stellt den mRNA-Level der gehemmten CPC 241 hT dar. Die zweite Saule zeigt eine hochsig-
nifikante Zunahme der Genexpression fir IFT88 in den CPC 241 Rab5c KO nach der ITGA5
Hemmung. Es konnte ein Anstieg des mRNA-Levels um das fast 4,4fache festgestellt werden

(5,36 +0,87; p <0,001).
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Abbildung 26: Auswertung der RT-PCR
Relative Quantifizierung des mRNA-Levels von IFT88 in CPC 241 hT (linker Balken) und CPC 241 hT Rab5c KO
(rechter Balken) nach der Hemmung von ITGAS5 durch ATN 161. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Stan-

dardabweichung. ***p < 0,001; n = 27.

Vergleicht man den relativen mRNA Level von IFT88 der CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c
KO vor (s. 4.1.2) und nach (4.2.2) der Hemmung durch ATN 161, so ist eine hochsignifi-
kante Zunahme von mehr als 500 % zu erkennen (Abbildung 27). Die erste Saule zeigt die
Genexpression von IFT88 in den CPC 241 Rab5c KO vor der ITGA5 Hemmung (0,24 +

0,07; p <0,001). Der Genexpressionslevel von IFT88 nach der Hemmung der

CPC 241 hT Rab5c KO ist der zweiten Saule zu entnehmen (5,36 + 0,87; p < 0,001).
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Abbildung 27: Vergleich der relativen mRNA-Level von IFT88 vor und nach der Hemmung von ITGAS

Gegeniberstellung der relativen mRNA-Level von IFT88 in CPC 241 hT Rab5c KO vor (linker Balken) und nach

(rechter Balken) der Hemmung durch ATN 161. Die Fehlerbalken kennzeichnen die jeweilige Standardabwei-

chung. ***p <0,001; n=27.

4.2.3 Nachweis auf Proteinebene durch Western Blot mit IFT88

Abbildung 28 zeigt den Nachweis des primaren Ciliums nach der ITGA5 Hemmung der CPCs
durch ATN 161. Es wurden fir die Proben die zuvor mit ATN 161 behandelten CPC der Zell-
linien CPC 241 hT (1) und CPC 241 hT Rab5c KO (2) verwendet. Dabei dient Probe 1 als Kon-
trolle, mit der Probe 2 verglichen wurde. Die unterschiedlichen MW der aufgetrennten Pro-
teine werden durch den Proteinmarker in der Coomassie-Farbung gezeigt (A). Die Protein-

bande von IFT88 ist bei seinem MW von 94 kDa zu sehen, wahrend a-Tubulin mit einem

MW von 55 kDa als Kontrollbande dient (B).
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Abbildung 28: Western Blot-Analyse — Nachweis von IFT88 nach der Hemmung von ITGAS.

Darstellung der durch die Protein-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinbanden der CPC 241 hT (1) und
CPC 241 hT Rab5c KO (2) in der Coomassie-Farbung (A). Die antikdrpermarktierten Proteinbanden von IFT88
bei 94 kDa und der Kontrollbande a.-Tubulin bei 55 kDa sind sowohl in Probe 1 als auch in Probe 2 zu erkennen.

n=23.

IFT88 konnte in beiden Proben nachgewiesen werden. Probe 2 zeigt jedoch im Vergleich
mit Probe 1 eine hochsignifikante Abnahme (p < 0,001) von IFT88 um ca. 53 % (0,53 +
0,03) (C). Vergleicht man das relative Proteinlevel von IFT88 in den CPC 241 hT Rab5c KO
vor der Hemmung von ITGAS (s. 4.1.3.1) mit den CPC 241 hT Rab5c KO nach der Hemmung
(s.4.1.3.1) miteinander, so zeigt sich nach der Hemmung eine hochsignifikante Abnahme

(p < 0,001) von IFT88 (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Auswertung der Western Blots mittels Densitometrie
Darstellung des relativen Proteinlevels von durch ATN 161 gehemmten CPC 241 hT Rab5c KO (rechter Balken)
im Vergleich zur Kontrolle (linker Balken). Die Normalisierung erfolgte gegen a-Tubulin. Die Fehlerbalken kenn-

zeichnen die Standardabweichung. ***p < 0,001; n = 3.

Abbildung 30 zeigt den Vergleich vor und nach der Hemmung jeweils in Bezug auf die Kon-

trollzellen der Linie CPC 241 hT Rab5c KO.
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Abbildung 30: Vergleich der relativen Protein-Level von IFT88 vor und nach der Hemmung von ITGAS
Gegeniberstellung der relativen Proteinlevel von IFT88 in den CPC 241 hT Rab5c KO vor der Hemmung durch
ATN 161 (linker Balken) und CPC 241 hT Rab5c KO nach der Hemmung (rechter Balken). Die Fehlerbalken

kennzeichnen die jeweilige Standardabweichung. ***p <0,001; n = 3.

4.3 Migrationsvergleich der gehemmten und nicht gghemmten Zellen
durch Scratch Assay

Um die Migrationsfahigkeit der CPC 241 hT Rab5c KO mit den Kontrollzellen der Linie

CPC 241 hT vor (Abbildung 31) und nach der erfolgreichen Hemmung von ITGA5 durch

ATN 161 (Abbildung 32) zu vergleichen, wurde ein Scratch Assay durchgeflhrt. Es wurde

durch  einen Stempel eine gerade Linie Zellen in einem Well einer

24-Well-Platte entfernt und lGber 48 h beobachtet. Eine Zahlung der Zellen erfolgte nach 6

und 24 h. Nach 48 h war der Korridor bei allen vier Zelllinien ganzlich geschlossen.
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Abbildung 31: Exemplarischer Scratch Assay
Fotografien der Zellkulturen der ungehemmten CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c KO in 5-facher VergrolRe-

rung jeweils 0, 6, 24 und 48 h nach Nutzung des Stempels. n = 3.
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Abbildung 32: Exemplarischer Scratch Assay
Darstellung der Zellkulturen der durch ATN 161 gehemmten CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c KO in 5-facher

VergroRerung jeweils 0, 6, 24 und 48 h nach Nutzung des Stempels. n = 3.
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Im Vergleich der ungehemmten CPC 241 hT Rab5c KO mit der CPC-Kontrollgruppe ist fest-
zustellen, dass sich weder nach 6h noch nach 24 h ein signifikanter Unterschied

(p < 0,05) zwischen den in den Korridor migrierten Zellen ergibt.

Vergleicht man die Probe der CPC 241 hT Rab5c KO mit den CPC 241 hT je nach deren Hem-
mung von ATN 161, so zeigt sich nach 6 h ein hochsignifikanter Unterschied (p < 0,001). Es
migrierten ca. drei Mal so viele CPCs der Kontrollzelllinie in den Scratch Korridor wie die der
Linie CPC 241 hT Rab5c KO. Nach 24 h ist die Zahl der migrierten Zellen der Kontroll-CPCs
zwar im Gegensatz zu den CPC 241 hT Rab5c KO gestiegen, zeigt jedoch keinen signifikanten
Unterschied (p > 0,05).

Vergleicht man allerdings die gehemmten CPCs mit den ungehemmten Zelllinien zeigen sich
signifikante Unterschiede. Sowohl nach 6 h (p <0,05) als auch nach 24 h (p <0,05) migrierten

jeweils mehr als doppelt so viele der ungehemmten wie die der gehemmten CPC 241 hT.

Auch der Vergleich zwischen den gehemmten und ungehemmten CPC 241 hT Rab5c KO
zeigt hochsignifikante Ungleichheiten. Nach 6 h migrierten fast achtfach so viele der unge-
hemmten wie die der gehemmten Rab5c-Knockout-Zellen (p < 0,001), nach 24 h noch mehr

als dreifach so viele (p < 0,001).

Es ist bei allen Zellkulturen eine Migration zweifelsfrei erkennbar, die nach 48 h zu einem

kontinuierlichen Schluss des Korridors fihrt.
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5 Diskussion

Die chronische Gelenkerkrankung OA ist die haufigste Form aller muskulo-skelettalen Er-
krankungen der heutigen Gesellschaft. Sie betrifft vor allem Menschen héheren Alters, wes-
halb die Haufigkeit aufgrund des stetig steigenden Bevdlkerungsalters weiter zunehmen
wird. Sie geht einher mit pathologischen Knorpelumbauprozessen, die zu Schmerzen, Bewe-
gungseinschrankungen bis hin zum totalen Verlust der Beweglichkeit in den betroffenen Ge-
lenken flihren kénnen. Bisher sind die Therapiemoglichkeiten noch sehr limitiert. Derzeit
kann durch analgetische Therapie zwar eine Linderung der Symptome bewirkt werden, in
spaten Stadien der Ostoarthrose ist allerdings der Gelenkersatz meist die einzige Therapie-
moglichkeit, um starke Schmerzen und Einschriankungen im taglichen Leben zu beheben

(Lohmander und Roos 2007).

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Nicolai Miosge forscht unter anderem an der Entwicklung
einer moglichen regenerativen Therapie bei OA. Mit der Entdeckung und Isolierung der
stammzellahnlichen chondrogenen Progenitorzellen aus Knieknorpel im spaten Stadium ei-
ner OA, eroffneten sich neue Forschungsansatze, um die Geweberegeneration in osteoarth-
ritisch verandertem Knorpel anzuregen, zu manipulieren und dies flr therapeutische Zwe-
cke zu nutzen (Koelling et al. 2009). Durch die natirlichen Reparaturmechanismen des durch
OA geschadigtem Knorpel wird Kollagen Typ | statt des physiologisch vorkommenden Kol-
lagen Typ Il produziert und Faserknorpel gebildet. Dieser unterscheidet sich zu gesundem
Knorpel durch eine geminderte Widerstandsfahigkeit und geringere mechanische Belastbar-

keit (Tesche und Miosge 2004).

Ein Ansatz flir neue Therapiemoglichkeiten ist die gezielte Manipulation der CPCs, um deren
migratorisches Potenzial und die Multipotenz fir die Bildung von Reparaturgewebe zu nut-
zen, das dem faserknorpeligen Ersatzgewebe in seinen mechanischen Eigenschaften Uber-
legen und vergleichbar mit dem physiologischen Knorpelgewebe ist (Koelling et al. 2009).
Bei der Steigerung des chondrogenen Potenzials spielen der Transkriptionsfaktor RUNX-2
und sein Interaktionspartner Rab5c eine bedeutende Rolle. Durch einen Knockout von Rab5c
konnten chondrogene Marker vermehrt exprimiert und die Bildung eines hoherwertigen

Knorpelersatzgewebes erreicht werden (Janssen et al. 2021).
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Um diesen vielversprechenden Ansatz weiterzuverfolgen, missen verschiedene Faktoren
gewidhrleistet sein. Unter anderem muss ausgeschlossen werden, dass lebenswichtige Or-
ganellen der CPCs durch den Knockout von Rab5c nicht geschadigt werden oder gar fehlen.
Des Weiteren darf auch die Migration der CPCs nicht gehemmt oder negativ beeinflusst wer-

den.

Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss von Rab5c und den Einfluss von Rab5c in Ver-
bindung mit der Hemmung von ITGA5 auf die Ciliogenese und das Migrationsverhalten der
CPCs zu untersuchen. Der Knockout von Rab5c erfolgte bereits im Vorfeld durch Christa
Bode per CRISPR/Cas-Methode. Die CPCs der modifizierten Zelllinie CPC 241 hT Rab5c KO
wurde zeitgleich mit den CPC 241 hT zweidimensional kultiviert. Im Anschluss wurden per
ICC, qPCR und Western Blot flir das primare Cilium essentielle Proteine (IFT88, acetyliertes
o-Tubulin) ermittelt, um Rickschlisse auf eine eventuelle Beeintrachtigung der Ciliogenese

durch den Knockout zu ziehen.

Zur erfolgreichen Hemmung von ITGA5 wurden beide Zelllinien zunachst mit unterschiedli-
chen Konzentrationen des Hemmstoffs ATN 161 Gber unterschiedliche Zeitraume behandelt
und der jeweilige Hemmerfolg per ICC lberprift. Mit der dadurch festgelegten Konzentra-
tion wurde wurden die CPCs beider Zelllinien Uber den ermittelten Zeitraum in mit dem
Hemmstoff versetztem Medium inkubiert. Um den Einfluss der Hemmung von ITGAS in Ver-
bindung mit dem Knockout von Rab5c auf die Entwicklung des primaren Ciliums zu untersu-

chen, wurde analog zum oben beschriebenen Procedere der Versuchsablauf wiederholt.

Um etwaige Unterschiede im Migrationsverhalten der gchemmten und ungehemmten CPCs
vor und nach dem Knockout von Rab5c feststellen zu kénnen, wurde ein Scratch Assay

durchgefihrt.

5.1 Die Rolle des primaren Ciliums bei OA

Mit seinen sensorischen Funktionen und der Beteiligung an der Zellproliferation und -ent-
wicklung gilt das primare Cilium als lebenswichtige Organellen von Zellen (Seeley und
Nachury 2010). Dessen Aplasie, Dysplasie oder Dysfunktionalitdt kann zu weitreichenden
Missbildungen und Dysfunktionen von Organen und zu weiteren Erkrankungen flihren
(Omran und Olbrich 2010; Sharma et al. 2011). Bereits 1978 konnten Wilsman und Fletcher

primadre Cilien in neonatalen artikularen Chondrozyten von Hunden nachweisen
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(Wilsman und Fletcher 1978). Zwei Jahre spater wurde auch in aus Ratten isolierten Chond-
rozyten die Existenz primérer Cilien gezeigt (Wilsman et al. 1980). Mittels Licht- und Trans-
missionselektronenmikroskopie konnten auch humane Chondrozyten aus osteoarthriti-
schen Kniegelenksknorpelproben untersucht und die Existenz primarer Cilien gezeigt wer-
den (Kouri et al. 1996). Durch Immmunhistochemie und Histochemie wurden auch in bo-
vinen Knorpelzellen, die an OA erkrankt waren, primare Cilien durch acetyliertes a.-Tubulin
identifiziert (McGlashan et al. 2008). In aus dem Knochenmark isolierten mesenchymalen
Stammzellen wurden primare Cilien ebenfalls durch acetyliertes a-Tubulin nachgewiesen

(Coughlin et al. 2016).

Es konnte festgestellt werden, dass der Verlust von primaren Cilien im Knorpelgewebe zur
Verringerung der mechanischen Eigenschaften fiihren konnen und sie fir die Entwicklung
eines mechanisch funktionellen Gelenkknorpels von groRer Bedeutung sind (Irianto et al.
2014). Um einen moglichen Therapieansatz mit den durch den Knockout von Rab5C modifi-
zierten CPCs weiterzuverfolgen, scheint die Anwesenheit des primaren Ciliums nach dem

Knockout essentiell.

5.2 Der Einfluss von Rab5c auf die Ciliogenese der CPCs
Um den Einfluss des Knockouts von Rab5c auf die Ciliogenese der CPCs zu festzustellen, wur-
den die modifizierten CPCs und die entsprechenden Kontrollgruppen auf unterschiedlichen

Ebenen untersucht.

Auf zelluldrer Ebene erfolgte der Nachweis durch die ICC. Dabei wurde das primére Cilium
mit Hilfe der Antikorper acetyliertes a-Tubulin und IFT88 detektiert. Sowohl bei den modifi-
zierten CPCs als auch bei der Kontrollgruppe konnte das primare Cilium visuell nachgewiesen
werden (s. 4.1.1). Eine entsprechende Quantifizierung erfolgte hierbei nicht. Des Weiteren
wurde eine gPCR durchgefthrt, um das mRNA Level von IFT88 zu bestimmen, um so auf die
Existenz des primaren Ciliums zu schliefRen. Es zeigte sich bei den CPC 241 hT Rab5c KO zwar
eine signifikante Abnahme der mRNA-Menge im Vergleich zur Kontrolle (s. 4.1.2), jedoch
konnte die Existenz von IFT88 und somit des primaren Ciliums nachgewiesen werden. Durch
den Western Blot konnte auch das relative Proteinlevel von acetyliertem o-Tubulin und

IFT88 bestimmt werden. Dabei wurde eine signifikante Abnahme des relativen Proteinlevels
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von acetyliertem a-Tubulin und eine signifikante Zunahme der Proteinmenge von IFT88 fest-
gestellt (s. 4.1.3). Beide cilienspezifischen Antikorper konnten also nachgewiesen werden,
was wiederum auf die Existenz des primaren Ciliums schlielen lasst (McGlashan et al. 2008;

Yuan et al. 2015).

Die Quantifizierungen der mRNA und des relativen Proteinlevels zeigten keine einheitlichen
Tendenzen. Dies lasst sich zum einen dadurch erklaren, dass durch die Beteiligung unter-
schiedlicher Faktoren wie z.B. die Protein Halbwertszeit, Codon Bias, Menge an Ribosomen
etc. eine direkte Korrelation nicht zwingend erwartet werden kann (Maier et al. 2009). Zum
anderen spielt es ebenfalls eine Rolle, dass das primare Cilium nicht in jedem Stadium des
Zellzyklus vorhanden ist (Paridaen et al. 2013). Um eine genaue quantitative Auswertung der
ICC, der gPCR und des Western Blots vorzunehmen und damit den Einfluss von Rab5c auf
die vorhandene Cilienmenge zu bestimmen, mussten alle zu untersuchenden CPCs in ihrem
Zellzyklus gleichgeschaltet und immer zum Zeitpunkt der Interphase geerntet werden

(Omran und Olbrich 2010).

AuRRerdem ware die qualitative und funktionelle Untersuchung des primaren Ciliums nach
dem Rab5c Knockout ein wichtiger Ansatz, da nicht nur dessen Abwesenheit, sondern auch
dessen Fehlbildung negative Auswirkungen auf Entwicklung und Zellwachstum haben kén-
nen. So gibt es z.B. verschiedene Syndrome, die sich auf Dysfunktionen des primaren Ciliums
zurlckfihren lassen und unter dem Begriff Ciliopathien zusammengefasst werden (Quinlan
et al. 2008). Symptome kénnen je nach Syndrom die Bildung von Nierentubulizysten, Dege-
neration von Photorezeptoren der Retina, kognitive Entwicklungsstérungen und andere or-
ganische Fehlbildungen sein (Omran und Olbrich 2010; Sharma et al. 2011). Eines dieser
ciliopathischen Syndrome ist das Jeune Syndrom. Es handelt sich hierbei um eine autosomal-
rezessive Chondrodysplasie, die auf der Mutation des intraflagellaren Transportproteins
IFT80 und damit auch auf das primére Cilium zuriickzufihren ist. Neben einigen der oben
genannten Symptome zadhlt auch die Verkiirzung der Réhrenknochen, die durch chondrale
Ossifikation gebildet werden, zum Krankheitsbild dieses Syndroms (Quinlan et al. 2008). Ein
weiterer Ansatz, um den Einfluss des Rab5c Knockouts auf die Ciliogenese der CPCs weiter

zu Uberprifen, konnte also auch die Einbeziehung weiterer Cilienproteine sein.
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5.3 Der Einfluss von ITGAS5 und Rab5c auf die Ciliogenese bei CPCs

Wie in der Einleitung beschrieben sind primare Cilien sensorische Zellorganellen, die an mul-
tiplen Steuerungsprozessen menschlicher Zellen beteiligt sind (Coughlin et al. 2016). Der
Empfang von Zellsignalen aus der EZM und die Weiterleitung an das Zellinnere geschieht
durch EZM-Rezeptoren, die sich auf der Cilienmembran befinden (McGlashan et al. 2008).
Unter anderem konnte der Fibronektinrezeptor ITGA5 an primaren Cilien nachgewiesen
werden (Wu et al. 2009). Da diesem sowohl die Beteiligung an der Gelenkentwicklung als
auch an der Zellmigration zugeschreiben wird, wurde der Einfluss einer Hemmung von ITGAS
auf die Ciliogenese bei CPCs vor und nach dem Knockout von Rab5c untersucht (Chen et al.

2010; Garciadiego-Cazares 2004).

Dafir wurden die CPC 241hT Rab5c KO und CPC 241 hT mit ATN 161 behandelt. Durch die
ICC konnte sowohl die erfolgreiche Hemmung von ITGAS als auch die Existenz des primaren
Ciliums vor und nach der Hemmung von ITGA5 nachgewiesen werden (s. 4.2.1). Auch auf
MRNA Ebene liel’ sich das priméare Cilium durch IFT88 nachweisen, wobei sogar ein signifi-
kanter Anstieg der mRNA Menge auf Gber 500 % zu vermerken war (s. 4.2.2). Auf Protein-
ebene wurde der relative Proteinlevel erneut durch die Durchfihrung eines Westerblots
Uberprift. Es zeigte sich auch hier, dass das primare Cilium nach der ITGA5 Hemmung vor-
handen war (s. 4.2.3). Da die ITGA5 Hemmung in Bezug auf die therapeutische Nutzung der
CPCs zur Verbesserung der EZM und der vermehrten Prokollagen Typ lI- und Aggrecanbil-
dung fihren konnte, wére die Unversehrtheit des primaren Ciliums nach der Hemmung eine

wichtige Komponente, um diesen Ansatz weiterzuverfolgen (Tanaka et al. 2013).

Weiter gibt der erfolgreiche Ciliennachweis auf zelluldrer Ebene, mRNA- und Proteinebene
Anlass zu vermuten, dass es sich bei ITGAS5 nicht um einen fir die Ciliogenese essentiellen
Rezeptor handelt. Ein Rickschluss Gber eventuelle qualitative Unterschiede der primaren
Cilien der CPCs vor und nach dem Knockout von Rab5c in Verbindung mit der ITGA5 Hem-
mung lasst sich allerdings nicht ziehen. Hierzu bedarf es weiterer Versuche. Ebenso verhalt

es sich mit der genauen quantitativen Bestimmung der primaren Cilien (s. 5.3).
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5.4  Der Einfluss von Rab5c und der Hemmung von ITGAS auf die
Migration von CPCs

Da die Migrationsfahigkeit der CPCs im Knorpel fiir die Bildung einer gleichmaligen ECM im

Knorpel und das Erreichen von nicht vaskularisierten Bereichen fiir deren therapeutische

Nutzung eine wesentliche Rolle spielt, wurde das Migrationsverhalten der CPCs mit Hilfe des

Scratch Assays untersucht (Schminke und Miosge 2014).

Die Ergebnisse zeigten bei den ungehemmten Zelllinien ein signifikant starkeres Migrations-
potenzial als bei den jeweils durch ATN 161 gehemmten CPCs (s. 4.3.). Somit scheint die
Hemmung von ITGAS nicht nur bei retinalen Pigmentepithelzellen und humanen Pulpa-
Stammzellen, sondern auch bei den CPCs zu einer verminderten Migration zu fiihren (Chen
et al. 2010; Xu et al. 2015). Um diese These weiter zu verifizieren sollten weitere Migrati-
onsversuche durchgefiihrt werden. Zum Beispiel konnte man das Scratch Assay wiederholen
und die jeweilige Zdhlung der Zellen Gber mehr Zeitraume absolvieren. Erganzend dazu
kdnnte man ein Migrations Assay durchfhren, bei dem die CPCs durch eine semipermeable
Membran migrieren und die jeweiligen Ergebnisse vergleichen. Dabei sind verschiedene
Faktoren zu beachten. Den Prozess, Zellen zu therapeutischen Mitteln zum Ort einer Verlet-
zung zu transportieren wird als Homing bezeichnet und wurde bisher beispielsweise an
mesenchymalen Stammzellen erforscht. Dabei wurde unter anderem das Alter der Zellen,
die Passage, die Art der Kultivierung und die Einbringmethode der Zellen als wichtige Ein-
flussfaktoren evaluiert (Sohni und Verfaillie 2013). Diese Faktoren haben voraussichtlich
auch Einfluss auf die CPCs. Durch chemotaktische Vorgange migrieren CPCs bei Verletzun-
gen zu den beschadigten Arealen zur Bildung von Knorpelersatzgewebe (Seol et al. 2012).
Die Migrationsfahigkeit der CPCs, insbesondere der CPC 241 hT Rab5c KO und die Beteili-
gung des primaren Ciliums sollte also noch weiter und gezielter unter Beachtung der rele-

vanten Faktoren untersucht werden.
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6  Zusammenfassung

In dieser experimentellen Arbeit konnte das primare Cilium in CPCs nach dem Knockout von
Rab5c und nach der zusatzlichen Hemmung von ITGA5 nachgewiesen sowie Unterschiede
im Migrationsverhalten durch die verschiedenen Manipulationen der CPCs festgestellt wer-
den. Das primare Cilium erflllt wichtige sensorische Funktionen, spielt eine bedeutende
Rolle bei der Kontrolle der Zellproliferation und ist an entwicklungsbestimmenden Signalwe-
gen von Zellen beteiligt. Vor diesem Hintergrund ware die Beschadigung durch den Knock-
out von Rab5c flr den therapeutischen Einsatz der CPCs dulRerst kontraproduktiv. Durch
eine ICC konnte zunachst auf zelluldrer Ebene das Vorhandensein und die Lokalisation der
primaren Cilien in CPCs gezeigt werden. Anschlieend wurde der Ciliennachweis auch auf
Gen-Ebene durch die Bestimmung der mRNA-Menge von IFT88 im Rahmen einer qPCR er-
bracht. Durch die Durchfiihrung eines Western Blots konnte sowohl durch IFT88 als auch
durch acetyliertes a-Tubulin auch auf Protein-Ebene die Existenz des primaren Ciliums nach
dem Rab5c Knockout nachgewiesen werden. Ein quantitativer Vergleich der CPCs vor und
nach dem Knockout erfolgte allerdings nicht. Um eine eventuelle Beeinflussung der Cilioge-
nese durch ITGA5 zu untersuchen, wurden die CPC 241 hT und CPC 241 hT Rab5c KO mit
dem ITGAS Inhibitor ATN 161 behandelt. Wieder konnte auf drei Ebenen durch ICC, gPCR
und Western Blot sowohl vor als auch nach der Hemmung von ITGA5 das primére Cilium
erfolgreich nachgewiesen werden. Um die Migration der CPCs zu untersuchen wurden vor
und nach der Hemmung von ITGA5 mit beiden Zelllinien ein Scratch Assay durchgefihrt. Die
gehemmten Zellen migrierten signifikant langsamer als die ungehemmten, wahrend zwi-
schen den Knockout Zellen und der Kontroll-CPCs kein konstant signifikanter Unterschied
festgestellt werden konnte. Um weitere Rickschlisse auf den Einfluss des Knockouts von
Rab5c auf die Ciliogenese bei chondrogenen Progenitorzellen ziehen zu kdnnen, sind wei-
tere Studien notwendig. Dabei wére vor allem eine genauere Quantifizierung sowie Unter-
suchungen zur Qualitat der primaren Cilien nach dem Knockout von Interesse. Sollte auch
insoweit keine Beeintrachtigung der Ciliogenese festzustellen sein, konnte der Knockout von
Rab5c bei CPCs weiter als therapeutischer Ansatz weiterverfolgt werden. Erwagenswert
scheinen darlUber hinaus auch Versuche, die Zusammenhange zwischen dem priméaren
Cilium und der Migration von CPCs herstellen kdnnten. Dies ware beispielsweise durch den

Knockout des priméaren Ciliums in Verbindung mit diversen Migrationsversuchen méoglich.
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