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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Osteoarthrose

1.1.1. Epidemiologie und Grundlagen zur Entstehung von Osteoarthrose

Als Osteoarthrose bezeichnet man eine degenerative Gelenkerkrankung, welche die
haufigste und am weitesten verbreitete Form der Arthrose darstellt. Mehr als 200 Millionen
Menschen weltweit sind von dieser Erkrankung betroffen, und die Zahl wird
voraussichtlich, bedingt durch eine hdhere Lebenserwartung, noch steigen. Schon jetzt
sind in den USA 10% aller Manner und 13 % aller Frauen im Alter Uber 60 Jahren von
dieser Erkrankung betroffen und die Behandlungskosten der Gesundheitssysteme der
westlichen Lander belaufen sich jahrlich auf Gber sieben Milliarden Euro (Zhang und Jordan

2010).

Die Mehrzahl der Uber 65 Jahre alten Menschen weisen radiologische oder klinische
Anzeichen einer Osteoarthrose auf. Die am haufigsten betroffenen Regionen sind die Knie,
die Hande, die Huftgelenke und die Wirbelséaule. Die Symptome der Osteoarthrose gehen
meist einher mit Funktionseinschrankungen, Entztindungszeichen, Schmerzen, Steifigkeit
und verminderter Mobilitdt der betroffenen Gelenke (Felson 2006). Der Verlauf der
Beschwerden kann sehr variabel sein. Haufig klagen die Patienten Uber Anlauf- und
belastungsabhéangige Schmerzen. Allerdings kann die Erkrankung auch eine ganze Zeit
symptomlos verlaufen, obwohl radiologisch eine Osteoarthrose diagnostiziert wurde. Ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen den klinischen Symptomen und den radiologischen
Befunden besteht nicht (MacMullan und McCarthy 2010). Als weitere typische Symptome
gelten die im Laufe der Erkrankung zunehmenden Deformitaten und Krepitationen, welche
durch die fehlende Kongruenz der Gelenkflachen, aufgrund des KnorpelverschleiBes,
verursacht werden. Neben der Anamnese und der klinischen Untersuchung spielen die
bildgebenden Verfahren (Rontgen, Computerresonanztomographie, Magnetresonanz-
tomographie) eine wesentliche Rolle in der Diagnostik der Osteoarthrose. Dabei kdnnen

die Gelenkspaltverkleinerung und die subchondralen osteophytaren Anbauprozesse,
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welche als radiologische Zeichen einer Osteoarthrose gelten, besonders gut dargestellt

werden (Wieland et al. 2005).

Osteoarthrose ist gekennzeichnet durch Degeneration des hyalinen Gelenkknorpels, durch
eine lokale intraartikulare Entzindung mit Synovitis und durch subchondrale osteophytére
Veranderungen. Der Gelenkknorpel bedeckt die am Gelenk beteiligten Anteile des
Knochens und gewahrleistet eine leichte und schmerzfreie Bewegung der Gelenkflachen.
Durch eine Degeneration dieses hyalinen Gelenkknorpels kommt es zu einem direkten
Kontakt der beiden am Gelenk beteiligten Knochenenden. Fur die Pathogenese der
Osteoarthrose sind mehrere verschiedene Faktoren bekannt. Eine wichtige Rolle spielen
dabei die mechanische Beanspruchung bzw. Belastung, die Effekte des Alterns auf die
Struktur und Matrixzusammensetzung des Gelenkknorpels sowie genetische Faktoren. In
den frihen Stadien der Osteoarthrose weisen die Chondrozyten  (Knorpelzellen) im
hyalinen Knorpel eine vermehrte Zellproliferation und eine verstarkte Synthese von
Matrixproteinen, Wachstumsfaktoren, Proteinasen und Zytokinen auf, weshalb der
Chondrozyt als der zellularer Mediator in der Pathogenese der Osteoarthrose angesehen
wird. Bei der Entstehung der Osteoarthrose spielen jedoch ebenfalls andere Zellen und
Gewebe innerhalb des Gelenks eine wichtige Rolle. Die Osteoarthrose ist folglich keine
Erkrankung, die ausschlieBlich auf den Gelenkknorpel beschrankt ist, sondern eine
Erkrankung des gesamten Gelenks. Auch die Progression der Osteoarthrose wird
multifaktoriell beeinflusst, z.B. durch Gelenkfehlstellungen, Adipositas, Ablagerungen von
intraartikularen Kristallen, zunehmendes Alter, Muskelschwache oder periphere

Neuropathien (Goldring und Goldring 2007).

1.1.2. Therapeutische Anséatze in der Osteoarthrosebehandlung

Die aktuellen Therapieansatze bei der Behandlung der Osteoarthrose zielen hauptsachlich
auf eine Schmerzlinderung und auf eine mdglichst lange Aufrechterhaltung der
Gelenkmobilitat ab. Ein Behandlungsplan fur einen an Osteoarthrose erkrankten Patienten
beinhaltet meist eine Kombination aus Gewichtsreduktion, Physiotherapie und
Schmerzmedikation. (Buckwalter et al. 2004, Dougados 2001). Die Gewichtsreduktion ist
wichtig, um die physikalische Belastung der betroffenen Gelenke zu minimieren und somit

2
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mdglicherweise die Progression der Gelenksdegeneration zu verlangsamen. Die
physiotherapeutischen MaBnahmen und die Schmerzmedikation sind ein Versuch, die
Mobilitat der betroffenen Gelenke moglichst lange zu gewahrleisten und somit die
Altagsbewaltigung der Patienten flr langere Zeit aufrechtzuerhalten. Da keine der oben
genannten Therapieformen die durch die Osteoarthrose degenerierten Gelenkstrukturen
regenerieren bzw. die Progression der Erkrankung der Osteoarthrose aufhalten kann, ist
der endoprothetische Gelenksersatz meist erforderlich, um eine anhaltende

Gelenksfunktion und Schmerzfreiheit zu ermoglichen (Schroeppel et al. 2011).

1.1.3. Zusammenhang zwischen Osteoarthrose und Meniskusschaden

Das Kniegelenk ist einer der haufigsten Manifestationsorte der Osteoarthrose. Die
Kniegelenkosteoarthrose gehort zu den funf haufigsten Behinderungsursachen im hoheren
Alter (Starke et al. 2009). In dieser Population ist das Risiko, an einer Kniegelenk-
osteoarthrose zu erkranken, genauso hoch wie das Risiko, eine kardiovaskulare
Erkrankung zu erleiden. Insgesamt, unabhangig von dem Alter, sind 97% aller Knie-
Totalendoprothese (TEP)-Operationen in den USA auf eine Kniegelenkosteoarthrose
zurUckzufUhren. Dies entspricht Uber 50% aller endoprothetischen Gelenkerséatze

(Andersson et al. 2008)

Die Kniegelenkosteoarthrose ist nicht auf den hyalinen Gelenkknorpel beschrankt, sondern
eine Erkrankung des gesamten Gelenks. In der Pathogenese und in der Progression der
Kniegelenksarthrose sind alle wichtigen Komponenten des Kniegelenks beteiligt wie z.B.

der Gelenkknorpel, die Synovialis und der Meniskus. (MacMullen und McCarthy 2010).

Der Meniskus ist eine fibrokartilagindse Struktur, welche sich keilférmig zwischen den
beiden angrenzenden Gelenkflachen im Kniegelenk befindet. Er spielt eine zentrale
protektive Rolle, da er wahrend der Belastung des Kniegelenks die einwirkenden Kréafte
aufnimmt, gleichmaBig Uber das Kniegelenk verteilt und diesem Stabilitat verleint (Starke et
al. 2009). Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass der Meniskus im Kniegelenk wéahrend
des osteoarthrotischen Erkrankungsprozesses mehr als nur eine passive Rolle spielt. In

Studien, bei denen Personen mit radiologischen Anzeichen einer Osteoarthrose und



Einleitung

Knieschmerzen bzw. Bewegungseinschrankungen im Kniegelenk auf Meniskusdefekte
untersucht wurden, wurde festgestellt, dass 63% dieser Personen Einrisse in einem
Meniskus aufwiesen, jedoch nur 23% in der Vergleichsgruppe, welche keine radiologische
Anzeichen einer Osteoarthrose besaBen (Englund et al. 2008). Mehrere Studien haben
gezeigt, dass eine Korrelation zwischen Meniskusdefekten und Osteoarthrose im
Kniegelenk besteht und diese zu einer Gelenksspaltverschmalerung fuhren (Hunter et al.
2006). Zudem wurde in der Vergangenheit beobachtet, dass eine Meniskektomie, wie sie
friher bei Meniskusschaden durchgefUhrt wurde, in spateren Jahren eine
Kniegelenksosteoarthrose zur Folge hat (Jorgensen et al. 1987). Diese Ergebnisse und
Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass der Meniskus eine entscheidende und
wichtige Rolle bei der Entstehung bzw. bei dem Fortschreiten der Osteoarthrose im
Kniegelenk spielt, und sie haben dazu gefuhrt, dass die Meniskektomie heutzutage nur
noch in Ausnahmeféllen eine Therapieoption in der Behandlung von Meniskusschaden

darstellt.

1.2. Meniskus

1.2.1. Morphologie, Aufbau und Funktion des Meniskus

Die Menisken sind zwei sichelformige, fibrokartilagindse Strukturen, welche sich innerhalb
eines jeden Knies zwischen den Femurkondylen und dem Tibiaplateau befinden. Im
Querschnitt besitzten die Menisken eine Keilform, an deren peripherer konvexer Seite sie
an der Gelenkkapsel anhaften. Diese Stelle des Anhaftens an der Gelenkskapsel wird oft
auch als Ligamentum coronarium bezeichnet. Die beiden Menisken sind an ihrer kranialen
Seite konkav geformt und an ihrer kaudalen Seite flach. Jeder Meniskus wird in
Meniskuskorper und Meniskushdrner unterteilt, wobei es jeweils ein Vorder- und ein
Hinterhorn gibt. Die Menisken sind an ihrem Vorderhorn Uber kurze Bander im Knochen
der Area intercondylaris anterior und an ihrem Hinterhorn in der Area intercondylaris
posterior der Tibia verankert. Diese Verankerungen sind wichtig fUr die gleichmaBige
Verteilung der einwirkende Kréfte Uber das Kniegelenk. Ohne diese wirden die Menisken
der axialen Belastung ausweichen, was eine unphysiologische Belastung zur Folge hatte.

Der AuBenmeniskus besitzt in der Aufsicht die Form eines nahezu geschlossenen Rings,
4
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der Innenmeniskus dagegen ist eher sichelfdrmig. Dieser ist insgesamt weniger beweglich
als der AuBenmeniskus, da seine Verankerungen im Knochen weiter voneinander entfernt
liegen und er zusatzlich mit dem medialen Kollateralband verwachsen ist. Dadurch kann
der mediale Meniskus bei forcierter Belastung und AuBenrotation schlecht nachgeben und
ist somit im Vergleich zum AuBenmeniskus anfélliger fur Defekte. Der AuBenmeniskus ist
nicht mit dem lateralen Kollateralband verwachsen und ist daher beweglicher. Das
Vorderhorn des lateralen und das Vorderhorn des medialen Meniskus sind Uber das
Ligamentum (Lig.) transversum genus miteinander verbunden. Das Hinterhorn des
lateralen Meniskus ist Uber die meniskofemoralen Ligamente mit der lateralen Flache des
medialen Femurkondylus verbunden. Das anteriore meniskofemorale Ligament verlauft
ventral des hinteren Kreuzbands und wird als  Humphrey-Ligament bezeichnet. Das
posteriore meniskofemurale Ligament wird als Wrisberg- Ligament bezeichnet und verlauft

dorsal des hinteren Kreuzbands (Kohn und Moreno 1995).

Anterior cruciate ligament Transverse ligament

Ligament of Wrisberg
Posterior cruciate ligament

Abbildung 1: Kraniale Darstellung des Kniegelenks. Gekennzeichnet sind medialer und lateraler
Meniskus, vorderes und hinteres Kreuzband sowie das Lig. transversum genus und das
Wrisberg- Ligament. Modifiziert nach Gray‘s Anatomy
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Die zentralen bzw. inneren zwei Drittel des Meniskus bestehen aus Faserknorpel, das
auBere Drittel aus straffem Bindegewebe. Die Kollagenfaserbindel des Meniskus sind
sowohl im Faserknorpel als auch im straffen Bindegewebe zirkular angeordnet. Diese
Anordnung ist koharent zu den hohen Zugspannungen, welche innerhalb der Menisken bei
Belastung auftreten (Pauwels 1960). Allerdings ist der Faserverlauf der Kollagenfibrillen
nicht Uberall zirkuldr, sondern variiert abhangig von der Region und deren Funktion
(Bullough et al. 1970). Die Oberflache des Meniskus wird durch netzartig angeordnete
Kollagenfibrillen gebildet, welche keine einheitliche Ausrichtung aufweisen. In der darunter
liegenden Schicht befindet sich der Hauptteil der Kollagenfasern. Sie sind zu
Kollagenbtindeln formiert, welche zirkular angeordnet sind und eine innere und eine &uBere
Zirkumferenz bilden (Petersen und Tillmann 1999). Durch diese zirkuldre Anordnung der
Kollagenfasern kdonnen besonders die axial einwirkenden Kompressionskrafte gepuffert

werden.

Abbildung 2: Rekonstruktion der Faseranordnung innerhalb des Meniskus (Bullough et al. 1970,
S. 565). 4. Zirkuldrer Kollagenfaserblndelverlauf, 5: oberflachliche netzartig angeordnete
Kollagenfibrillen, 6: zirkuldr verlaufende Kollagenfasern, 7: zirkuldr verlaufende
Kollagenfaserbiindel, 8: einzelne radidr verlaufende Kollagenfasern.
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Der Meniskus gleicht mit seiner Form die Inkongruenz zwischen den walzenférmigen
Femurkondylen und dem nahezu planen Tibiaplateau aus und vergroBert signifikant die
Kontaktflache des femotibialen Gelenks. Dadurch wird der axiale Stress, welcher auf den
tibialen Knorpel einwirkt, erheblich reduziert (Kettelkamp und Jacobs 1972, Walker und
Erkman 1975). Diese Fahigkeit, die einwirkenden Kompressionskrafte Uber das Kniegelenk
zu verteilen, wird durch die starke Verankerung der Menisken im tibialen Knochen
gewahrleistet. Die einwirkenden axialen Krafte fuhren zu einem Zug an den
Verankerungsstellen und an den zirkumferent angeordneten Kollagenfasern der Menisken.
Somit wird ein Teil der Kompressionskrafte in Zugkraft umgewandelt, welche hauptsachlich
von der Peripherie der Menisken aufgenommen und abgepuffert wird. Ein Abriss bzw.
Ausriss der Verankerungsstellen wirde zu einem kompletten Versagen dieser Puffer- und
Krafteverteilungsfunktion fUhren, was wiederum den axialen Stress auf den tibialen
Gelenkknorpel erhdhen wrde, ahnlich wie eine komplette Meniskektomie (Paletta et al.

1997).

Die Adaption der Femurkondylen und des Tibiaplateaus, bedingt durch die
dazwischenliegenden Menisken, wird auch bei Knieflexion und -rotation durch Bewegung
der Menisken gewahrleistet. Wahrend der Knieflexion und der Knieextension bewegt sich
der laterale Meniskus um 10 mm auf dem Tibiaplateu, wahrend sich der mediale Meniskus
nur um circa 5 mm bewegt. Wahrend der Kniebewegung verandert sich auch die Form der
Menisken, da das Vorderhorn sich freier bewegen kann als das Hinterhorn (Thompson et

al. 1991),

1.2.2. Blutversorgung und nervale Innervation

Schon in der 22ten Gestationswoche wurden erste BlutgefaBe innerhalb des Meniskus
beobachtet. Zum Zeitpunkt der Geburt ist nahezu der gesamte Meniskus von GeféaBen
durchzogen. Schon wahrend des zweiten Lebensjahres entwickelt sich in der inneren Zone
des Meniskus ein avaskulérer Bereich. Dieser Bereich breitet sich radiar von zentral zur
Peripherie aus, sodass schon in der zweiten Lebensdekade nur noch das auBere Drittel
des Meniskus vaskuldr versorgt ist. Es wird vermutet, dass dieser stetig fortschreitende
Prozess des Vaskularitatsverlusts in Zusammenhang mit der Belastung und Bewegung

7
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des Kniegelenks steht (Petersen und Tillmann 1995). Das auBere, gut durchblutete Drittel
des Meniskus wird von den Arteriae (Aa) interarticulares inferior medialis und lateralis
versorgt, welche aus der Arteria (A) poplitea hervorgehen (Arnoczky und Warren 1982).
Aus diesen Interartikulararterien entspringt ein den Meniskus umgebendes Kapillargeflecht,

von welchem aus radiale Aste in das duBere Drittel des Meniskus einsprieBen.

Abbildung 3: 5mm dicker Schnitt durch das mediale Kompartement des Knies.
GefaBversorgung des medialen Meniskus. Farbung der GefaBe mit India Ink (Arnoczky und
Warren 1982, S. 91). F: Femur, T: Tibia, PCP: Perimeniskaler Kapillarplexus

Am besten versorgt werden dabei das Vorder- und Hinterhorn eines Meniskus (Day et al.
1985). Die zentralen zwei Dritteln des Meniskus, welche aus Faserknorpel bestehen, sind
gefaBfrei und werden ausschlieBlich durch die Synovialflissigkeit per Diffusion ernahrt. Der
Ubergang zwischen den zentralen avaskuldren zwei Dritteln und dem peripheren Drittel
des Meniskus werden in der Literatur als fibrocartilage junction beschrieben (Ashraf et al.
2011).
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A

Abbildung 4: GefaBdarstellung des medialen (A) und lateralen (B) Meniskus mittels India Ink
Farbung (Arnoczky und Warren 1982, S.91).

Da die Wundheilung im Gewebe durch bestimmte Mediatoren, welche Uber Blutgefa3e
zum Ort der L&sion gelangen, gesteuert wird, ist die Wundheilungskapazitat im peripheren
Bereich des Meniskus gut, wohingegen sie in den zentralen zwei Dritteln stark vermindert

ist.

Die nervale Innervation der Menisken erfolgt Uber Aste des Nervus (N.) tibialis, des N.
obturatorius und des N. peronaeus. Im Meniskusgewebe konnten Ruffini-Korperchen,
Paccini-Kdérperchen, Golgi-Sehnen-Organe und freie Nervenendigungen nachgewiesen
werden. Wie auch bei der GefaBversorgung ist die nervale Versorgung in der Peripherie
der Menisken am besten. In den auBeren zwei Dritteln und im Bereich der Vorder- und
Hinterhorner ist die Sensorendichte am hdchsten. Im Bereich der fibrocartilage junction
lassen sich noch vereinzelt freie Nervenendigungen nachweisen, wohingegen das zentrale
Drittel der Menisken aneural ist (Zimny et al. 1988). Insgesamt nimmt die Anzahl der freien
Nervenendigungen im Meniskusgewebe mit zunehmendem Alter ab (Assimakopoulos et
al. 1992). Die Anwesenheit von Mechanorezeptoren innerhalb des Meniskusgewebes lasst
vermuten, dass der Meniskus eine zentrale Rolle in der Propriozeption des Kniegelenks

spielt.
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1.2.3. Histologischer Aufbau

1.2.3.1. Zellulare Bestandteile

Der Meniskus wird in der Literatur als fibrokartilagindses Gewebe beschrieben, da die
meisten Zellen eine runde bzw. ovale Form aufweisen und die extrazellulare Matrix unter
dem Lichtmikroskop teilweise ein fibroses Erscheinungsbild aufweist (Ghadially et al.
1983). Es gibt drei verschiedene Zelltypen, die im Meniskusgewebe vorkommen.
Fibrochondrozyten, Fibroblast-ahnliche Zellen und Zellen der superfizialen Zone. Als
Fibrochondrozyten werden runde bzw. ovale Zellen beschrieben, welche hauptsachlich
Kollagen Typ | und Glykosaminoglykane (GAG) synthetisieren. Sie weisen eine perizellulare
Matrix auf, die der perizellularen Matrix der Chondrozyten ahnelt (McDevitt und Webber
1990). Diese Zellen befinden sich Uberwiegend in den inneren zwei Dritteln des Meniskus,
in welchen die hdchsten Kompressionskréfte einwirken. Sie spielen eine zentrale Rolle in
der Bildung der extrazellularen Matrix, und sie tragen somit einen mafBgeblichen Anteil zur
gleichmaBigen Verteilung der beschriebenen Kompressionskréfte tber das Kniegelenk bei.
Charakteristisch flr diese Zellen ist eine erhdhte Konzentration an rauhem
endoplasmatischem Retikulum. Die Fibroblast- ahnlichen Zellen des Meniskus befinden
sich im auBeren Bereich des Meniskus und &hneln morphologisch, wie der Name schon
sagt, den Fibroblasten. Diese Zellen besitzen mehrere langliche zytoplasmatische
Auslaufer, Uber welche sie in Form von gap-junctions mit anderen Zellen und der
extrazellularen Matrix in Kontakt stehen. Die Matrix, welche diese Zellen umgibt, besteht
hauptsachlich aus Kollagen Typ | und zu geringeren Anteilen aus Kollagen Typ lll, Kollagen
Typ V und Glykoproteinen (Melrose et al. 2005). Aufgrund ihrer Lage und ihrer Zellkontakte
wird vermutet, dass die Fibroblast-ahnlichen Zellen sich an die mechanischen
Anforderungen (Kompressions- und Zugbelastung) der Umgebung anpassen kdnnen
(Hellio Le Graverand et al. 2001). Die Zellen der superfizialen Zone weisen eine
charakteristische spindelférmige Form auf und sitzen direkt unterhalb der Oberflache des
Gewebes. Sie stehen in Kontakt zur Synovialflissigkeit, besitzen allerdings keine Zell-Zell-

Kontakte (Hoberg et al. 2006).
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Innerhalb dieser Arbeitsgruppe belegen noch nicht verdffentlichte Studien das
Vorhandensein von Zellen innerhalb des Meniskusgewebes, welche multipotent sind und
Stammezellcharakter aufweisen. Zu den beobachteten Stammzellcharakteristika z&hlen
zum einen das Migrationspotenzial dieser Zelllen und zum anderen das Vorliegen
bestimmter Stammzellmarker wie z.B. Cluster of Differentiation (CD) 105, CD73, CD44,
CD90. Diese Zellen werden als Meniskusprogenitorzellen (MPC) bezeichnet und gelten als

Residuen mesenchymaler Stammezellen aus der embryonalen Entwicklung.

Insgesamt sind Morphologie und Funktionen der verschiedenen Zelltypen innerhalb des
Meniskus an die mechanischen Anforderungen adaptiert. Lage und Morphologie der

Zellen innerhalb des Meniskus zeigt die Abbildung 5 (Makris et al. 2011).

Red-red region

Cells of the
superficial zone

o
White-red G

region
White-white region  V5%€!S  Eipopast.iike «®0 _
Chondrocyte-like
., cells @@
N ‘ ca@@“ cells
~\4"/ o “,6\4
N S

Abbildung 5: (Makris et al., S.7413) Regionale Unterschiede der Vaskularisierung und
Zellpopulationenen innerhalb des Meniskus. Rechts: Die red- red- Region ist besser vaskularisiert
als die white-red- Region. Die white-white- Region ist avaskulér. Links: Die Zellen des &uBeren
Drittels erscheinen Fibroblasten-ahnlich, wahrend die Zellen in den zentralen zwei Dritteln
Chondrozyten-ahnlich erscheinen. Die Zellen der superfizialen Zone sind klein und abgeflacht.

11



Einleitung

1.2.3.2. Extrazelluldare Matrix

Meniskusgewebe besteht zu circa 72% aus Wasser. Die restlichen 28% bestehen aus
organischem Material, zu welchem hauptsachlich die extrazellulare Matrix und die
zelluldren Komponeten gehoren (Herwig et al. 1984). Dieser organische Bestandteil setzt
sich zum gréBten Teil aus Kollagenen (75%) zusammen, beinhaltet jedoch auch GAGs
(17%), Desoxyribonukleinsaure (DNA) (2%), Adhesionsglykoproteine (<1%) und Elastin
(<1%). Die prozentuale Zusammensetzung kann, abhangig von Alter, Belastung und
Pathologien, betrachtlich variieren (McDevitt und Webber 1990, Sweigart und Athanasiou
2001). In der extrazellularen Matrix des Meniskus existieren verschiedene Kollagentypen,
deren Konzentration und Konstellation in den verschiedenen Regionen des Meniskus
variieren. In dem peripheren Drittel des Meniskus dominiert das Vorliegen von Kollagen-
Typ- | mit circa 80% des Trockengewichts. Andere Kollagentypen, z.B. Kollagen I, lll, IV, VI
und XVIII sind mit weniger als 1% des Trockengewichts kaum vorhanden. In der zentralen
Zone des Meniskus machen die Kollagene circa 70% des Trockengewichts des Gewebes
aus, wobei 60% davon als Kollagen Typ Il und 40% als Kollagen Typ | vorliegen (Cheung
1987). Glykosaminoglykane, auch Mucopolysaccharide genannt, sind saure
Polysaccharide, die die Fahigkeit besitzen, Wasser zu binden und somit dem
Meniskusgewebe eine gewisse Elastizitat verleinen, welche notwendig fur die Absorption
und Verteilung einwirkender Krafte ist. Eine weitere Gruppe der glykosilierten Glykoproteine
stellen die Proteoglykane dar, welche circa 2-4% des Trockengewichts des Meniskus
ausmachen. Das konzentrationsmaBig dominierende groBe Proteoglykan innerhalb des
Meniskusgewebes ist Aggrecan, wohingegen Biglykan und Decorin die beiden
Hauptvertreter der kleinen Proteoglykane darstellen (Scott et al. 1997). Diese Molekule
weisen eine hohere Konzentration in den zentralen zwei Dritteln des Meniskus, und eine
niedrigere Konzentration im peripheren Dirittel auf. Die Hauptaufgabe der Proteoglykane ist
die Absorption von Wasser und dadurch die Pufferung von Kraften. Dies erklart auch die
hohere Konzentration in den zentralen Bereichen, da dort die einwirkenden axialen Krafte

am hdchsten sind (Adams und Muir 1981).
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1.3.  Der Transforming Growth Factor B- Signalweg

1.3.1. Grundlagen und Bestandteile

Die transformierende Wachstumsfaktor-B (TGF-B)-Superfamilie bestent aus mehreren
(beim Menschen 30-40) sezernierten dimeren Proteinen, welche alle strukturell miteinander
verwandt sind. Diese Proteine dienen als Botenstoffe (Hormone) der Steuerung eines
weiten Bereichs biologischer Funktionen bei verschiedenen Lebewesen. Wahrend der
embryonalen Entwicklung steuern sie die Musterbildung, und sie erflllen bestimmte
Aufgaben bei der Proliferation, der Differenzierung, der Bildung von extrazellularer Matrix
und wahrend des Zelltods (Apoptose). In adulten Individuen spielen sie hauptsachlich eine
Rolle bei der Gewebereparatur und bei der Steuerung des Immunsystems (Massague und
Chen 2000, Patterson und Padgett 2000). Die Superfamilie besteht aus der TGF-B/
Activin-Familie und aus der groBen Familie der Bone Morphogenetic Proteins (BMPs). Alle
diese Proteine binden als Liganden an enzymgekoppelte-Rezeptoren. Bei diesen
Rezeptoren handelt es sich um Einpfad- Transmembranproteine, welche auf der
zytosolischen Seite am C- terminalen Ende eine Serin-/ Threonin- Kinase- Domane
besitzen. Man unterscheidet zwei Klassen dieser Rezeptor- Serin-/ Threonin- Kinasen, Typ
| und Typ ll, welche strukturell dhnliche Homodimere sind. Jedes Mitglied der TGF-B-
Superfamilie bindet an eine fUr sich charakteristische Kombination von Typ |- und Typ Il
Rezeptordimeren (Shi und Massague 2003). Durch diese Bindung entsteht ein tetramerer
Rezeptorkomplex, wodurch die beiden Kinasedomanen der Rezeptordimere
zusammengebracht werden, sodass der konstitutiv aktive Typ IlI- Rezeptor den Typ I-
Rezeptor phosphorylieren und somit aktivieren kann (Derynck und Zhang 2003). Der
aktivierte Typ |- Rezeptor bindet an ein latentes Genregulatorprotein der Smad- Familie (R-
Smad), welches sich im Zytosol befindet, und phosphoryliert dieses (Kretzschmar et al.

1997, Macias-Silva et al. 1996).

Man unterscheidet 8 verschiedene Smad-Proteine, die sich in drei unterschiedliche
funktionelle Klassen einteilen lassen: Rezeptor- regulierte Smads (R-Smad), Co-Mediator-
Smads (Co-Smad) und Inhibitor- Smads (I-Smad). Der Begriff Smad setzt sich zusammen

aus den beiden ersten identifizierten Mitgliedern dieser Familie: Sma in Caenorhabditis
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elegans und Mad in Drosophila (Derynck et al. 1996, Sekelsky et al. 1995). Zu der Gruppe
der R-Smads gehdren Smad1-3, Smad5 und Smad8. Smad4 ist das einzige Co-Smad

und die Smads 6 und 7 gehdéren zu der Gruppe der [-Smads.

Die R-Smads und Smad4 weisen eine Lange von circa 500 Aminosauren (AS) auf. Sie
bestehen aus einer MH1 (MAD homology 1)- Domane am N- terminalen Ende und einer
MH2 (MAD homology 2)- Doméane am C- Terminus, welche Uber eine linker Sequence
miteinander verbunden sind. Die [-Smads hingegen weisen nur eine MH2- Doméne auf.
Die MH1-Doméane der Smad- Proteine dient der Interaktion mit der DNA, spielt vermutlich
eine Rolle beim Import in den Nukleus, und hemmt die Funktion der MH2-Domaéane. Die
MH2-Doméane, welche in allen Smad- Proteinen vorhanden ist, ist verantwortlich fur die
Rezeptorinteraktion, fur die Bildung von homomeren und heteromeren Smad-Komplexen
und tritt, wahrend des nukleozytoplasmatischen Shuttles, in direkten Kontakt mit den
Kernporenkomplexen. Nur die R-Smad- Proteine besitzen zusatzlich an ihrem C-
terminalen Ende ein sog. SXS- Motiv, welches flr die Phosphorylierung  durch den
aktivierten Typ |- Rezeptor bendtigt wird (Qin et al. 2001, Shi 2001). Auch die linker
Sequence, die sich zwischen den MH1- und den MH2-Domanen befindet, besitzt mehrere
Phosphorylierungs-stellen, welche einen Crosstalk mit anderen Signalwegen
gewahrleisten. Zudem enthalt diese Sequenz ein PY-Motiv, wodurch eine mdgliche
Interaktion mit Smad ubiquitination regulatory factor proteins (Smurf 1- und Smurf 2-
Proteine) stattfinden kann. Smurf1 und Smurf2 sind E3 Ubiquitin- Ligasen, welche zu den
Proteinen der Hect- Familie gehdren. Sie spielen eine zentrale Rolle bei dem Abbau von
Smads und TGF-B-Rezeptoren durch Proteasomen. Die oben beschriebene Struktur der

Smad- Molekule ist der Abbildung 6 zu entnehmen.
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Abbildung 6: Struktur eines R-Smad-Proteins modifiziert nach Shi und Massague 2003, S. 690.
Die MH1-Doméne des Molekdls ist blau und die MH2-Domane ist griin gekennzeichnet. Die
DNA- Bindungsstelle ist in orange dargestellt. Der L3-Loop der MH2-Domane ist lila
gekennzeichnet. Das C-terminale pSer-X-pSer (SXS)- Motiv ist durch gelbe und orange
ballférmige Motive dargestellt worden.

Alle R-Smad- Molekule werden durch zuvor aktivierte Typ | Rezeptoren phosphoryliert.
Smad2 und Smad3 werden durch aktivierte TGF-B-Typ | Rezeptoren phosphoryliert,
wahrend Smadi, Smad5 und Smad8 durch aktivierte BMP-Typ | Rezeptoren
phosphoryliert werden. Sobald eines dieser rezeptoraktivierten Smads (R-Smad)
phosphoryliert worden ist, andert es seine Konformitat, dissoziiert von dem Rezeptor und
bindet an das Co- Smad, Smad4, welches in der Lage ist, mit jedem beliebigen dieser 5
R-Smads einen Komplex zu bilden (Wu et al. 2001). Dieser oligomerisierte Smad-Komplex
verlagert sich in den Zellkern, wo er mit anderen Genregulatorproteinen assoziiert und die
Transkription bestimmter Zielgene reguliert. Diese Genregulatorproteine im Zellkern
variieren je nach Zellart und Zustand der Zelle. Somit sind jeweils unterschiedliche Gene

betroffen (Moustakas et al. 2001, Shi und Massague 2003).
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Die Smad-Signalmoleklle pendeln wahrend der Signalantwort ununterbrochen zwischen
dem Zellkern und dem Zytoplasma hin und her. Nach der Assoziation mit der DNA werden
sie im Zellkern dephosphoryliert und im Anschluss ins Zytoplasma exportiert, wodurch
aktivierte Typ | Rezeptoren erneut phosphoryliert werden konnen. Somit ist die auf die
Zielgene ausgeubte Wirkung sowohl abhangig von der Konzentration des extrazellularen
Liganden, als auch von der Zeit, wahrend der der Ligand auf die extrazellularen Domanen
der Rezeptoren einwirkt. Zellen, die der Aktivierung durch ein bestimmtes Hormon
ausgesetzt sind, entweder in hoher Konzentration oder Uber einen langeren Zeitraum,
werden einen bestimmten Satz von Genen anschalten; wohingegen Zellen, die einen
kUrzeren oder weniger intensiven Kontakt zum Hormon hatten, einen anderen Satz von

Genen anschalten werden (Dyson und Gurdon 1998, Wilson et al. 1997).

Der TGF-B-Signalweg unterliegt dem Mechanismus der negativen Rickkopplung, welcher
der Verhinderung einer méglichen Uberstimulierung des Signalwegs dient. Unter den
Zielgenen, die durch den Smad-Komplex aktiviert werden, befinden sich unter anderem
solche, die fUr die beiden Inhibitor-Smads Smad6 und Smad7 codieren. Diese [-Smads
koénnen auf 3 verschiedene Weisen die Signaltransduktion hemmen. Zum einen Uber den
Mechanismus der kompetitiven Hemmung, indem sie mit den R-Smads um die
Rezeptorbindungsstelle konkurrieren und somit die Phosphorylierung von R-Smads
verringern. Zum anderen sind sie in der Lage Ubiquitin- Ligasen namens Smurf zu
aktivieren, welche durch Ubiquitinierung den Abbau der Smads und der TGF-B-
Rezeptoren fordern (Lo und Massague 1999). Als dritten Mechanismus kénnen die |-
Smads eine Proteinphosphatase rekrutieren, die den Rezeptor dephosphoryliert und somit
inaktiviert. Zudem sind sie in der Lage an das Co-Smad, Smad4, zu binden und somit

dessen Bindung an die R-Smads zu verhindern.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des TGF-B-Signals von der Zellmembran zum Nukleus,
modifiziert nach Shi und Massague 2003, S. 686. Die Pfeile zeigen den Signalfluss und sind
farblich kodiert: Orange steht fUr Ligand- und Rezeptoraktivierung, grau flir Smad- und
Rezeptorinaktivierung, grin fUr Smadaktivierung und Bildung eines Transkriptionskomplexes und
blau fur den nukleozytoplasmatischen Shuttle. Phosphatgruppen und Ubiquitin sind jeweils durch
griine und rote kreise gekennzeichnet.

Die Rezptor-Serin-/ Threonin-Kinasen arbeiten hauptsachlich Uber den oben
beschriebenen Smad-Signalweg. Allerdings kdnnen sie auch andere Signalwege
beeinflussen. Es ist jedoch auch maoglich, dass Signalproteine aus anderen Signalwegen

Smad-Proteine phosphorylieren und somit auf den Smad-Signalweg einwirken.

1.3.2. TGF-B-Signalweg und Osteoarthrose

Dysfunktionen innerhalb des TGF-B-Signalwegs spielen sowohl beim Menschen, als auch
bei Tieren eine wichtige Rolle hinsichtlich verschiedener Erkrankungen. Neben einem

Mitwirken bei embryonalen Fehlentwicklungen und diversen Tumorerkrankungen, wurden
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Dysfunktionen dieses Signalwegs auch mit der Entstehung und der Progression der
Osteoarthrose in Verbindung gebracht. Der TGF-B-Signalweg und dessen Signalmolekule
haben Einfluss auf Regeneration und Erhalt von Bestandteilen des muskuloskeletalen
Systems, z.B. im Knochen- und Knorpelgewebe. Ein aktivierter TGF-B-Signalweg in
Knorpelzellen wirkt Uber eine Stimulation der extrazellularen Matrixproduktion, den
katabolen Prozessen, welche bei der Osteoarthrose vorherrschen, entgegen. Somit besitzt
er eine protektive Funktion innerhalo des Knorpelgewebes. Zudem ist TGF-B ein
Gegenspieler von Interleukin 1, welches als kataboler Mediator des osteoarthrothischen
Gelenkschadens angesehen wird (Redini et al. 1993). Es stimuliert die chondrozytare
Produktion von Matrix Metalloproteinasen (MMPs) und Aggrecanasen (ADAMTS) und
hemmmt die Aggrecan- und Kollagensynthese (Goldring et al. 1994). Im gesunden
Knorpelgewebe weden diese katabolen Prozesse durch TGF-B induzierte Matrixproduktion
kompensiert. Im osteoarthrotischen Knorpelgewebe dagegen ist dieses Gleichwicht zu
Gunsten der katabolen Prozesse verschoben, was eine Knorpeldegeneration zur Folge
hat. Es konnte jedoch im initialen Stadium der Osteoarthrose eine erhohte TGF-B-

Genexpression und eine vermehrte Synthese von Matrixproteinen festgestellt werden.

An einem osteoarthrotischen Mausmodell wurde gezeigt, dass sowohl der TGF-B-
Rezeptor, als auch dessen Signalproteine in alten Mausen, welche einer hohen
Gelenkbelastung ausgesetzt waren, stark vermindert sind (Blaney Davidson et al. 2005).
Zudem beschrieb dieselbe Arbeitsgruppe, dass eine Hemmung von endogenem TGF- im
Mausmodell zu vermehrten Knorpelschaden fuhrt. Im Umkehrschluss wurde in anderen
Untersuchungen in vitro und in vivo gezeigt, dass eine Stimulation des TGF-B-Signalwegs
durch die vermehrte Proteoglykan- und Kollagen Typ [I-Synthese, sowie durch
Runterregulierung der Expression von knorpeldegenerierenden Enzymen (MMPs,
ADAMTS), positive Effekte auf die Aufrechterhaltung und Regeneration des Knorpel-
gewebes hat (van Beuningen et al. 1994). Nach TGF-B-Injektion in arthrotische
Kniegelenke von Mausen konnten Reparaturprozesse innerhalb des Knorpelgewebes und
sogar eine Regeneration von degenerierten Knorpeldefekten beobachtet werden (Hunziker
2001). Untersuchungen an einer Smad3-Knockout-Maus zeigten die Entwicklung einer

degenerativen Gelenkerkrankung und eine Degeneration der Bandscheiben, was
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zusétzlich die Relevanz des TGF-B-Signalwegs in Bezug auf die Osteoarthroseprotektion

unterstreicht.

Auch an isolierten Zellen aus Meniskusgewebe konnte eine dosisabhangige, erhohte
Proteoglykansynthese durch TGF-B-Stimulation nachgewiesen werden. Dies deutet darauf
hin, dass der Meniskus Zellen enthélt, welche sich &hnlich wie Chondrozyten im

Knorpelgewebe verhalten (Tanaka et al. 1999).

1.4.  Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Lange Zeit wurde der Meniskus als Relikt eines Muskels angesehen, welches verzichtbar
fUr die Funktion des Kniegelenks ist. Dies fuhrte dazu, dass schon bei geringfugigen
Verletzungen groBzigig der gesamte Meniskus entfernt wurde, in der Annahme, dass der
Meniskus sich erneut bildet. Die daraus entstandene, ungleichmaBige und UbermaBige
Belastung des Gelenkknorpels flUhrte zu einer osteoarthrotischen Gelenkdegeneration
(Jorgensen et al. 1987). Heute sind die Funktionen des Meniskus als Bestandteil des
Kniegelenks weitestgehend bekannt, was dazu gefuhrt hat, dass bei einer
Meniskusoperation stets der groBtmdgliche Erhalt des Meniskusgewebes angestrebt wird.
Eine Operation, egal welcher Art, kann jedoch nicht die Struktur und Funktion des nativen
Meniskusgewebes wiederherstellen. Folglich werden neue Strategien bendtigt, welche die
Meniskusregeneration verbessern. Eine dieser neuen Strategien zur verbesserten
Meniskusregeneration besteht darin, die Meniskusregeneration durch Wachstumsfaktoren
zu stimulieren und somit die Heilungskapazitat des Meniskus zu steigern. Ein potenter
Wachstumsfaktor, welcher unter anderem eine Rolle in der Matrixbildung des Meniskus
spielt, ist TGF-B3 (Collier und Ghosh 1995). Ziel der erwahnten Therapiestrategie ist es,
Meniskusprogenitorzellen, welche als Residuen mesenchymaler Stammzellen der
Embryonalentwicklung angesehen werden, zur Produktion von nativem Meniskusgewebe
anzuregen. Insgesamt sind jedoch die Informationen Uber Meniskusprogenitorzellen sehr
begrenzt, und sowohl Herkunft, als auch Regulation von Proliferations- und

Differenzierungsmechanismen dieser Zellen sind unzureichend bekannt.
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In der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung und Lokalisation des TGF-B-Signalwegs und
dessen Smad-Signalmolekdle innerhallb der Meniskusprogenitorzellen, aber auch innerhalb
des Meniskusgewebes, genauer untersucht werden. Diese Meniskus-progenitorzellen
werden sowohl aus histologisch hoch erkranktem, als auch aus histologisch weniger
erkranktem Meniskusgewebe gewonnen, um maogliche Unterschiede in der
Regenerationsaktivitat unterschiedlich stark degenerierter Menisken feststellen zu konnen.
Die histologische Beurteilung wurde mit Hilfe des histopathologischen Bewertungsscores
von Moritz Roth (Doktorand dieser Arbeitsgruppe; Dissertation: Histologische Klassifikation
degenerativ erkrankter Menisken - Die Signalwegsmodulatoren RSPO2 und SFRP2 in
humanem Meniskusgewebe) durchgefuhrt, welcher unter anderem die Beurteilung der
Meniskusoberflache, Farbung der extrazellularen Matrix sowie Vorhandensein von

Degenerationszeichen berticksichtigte.

Die Idee der vorliegenden Arbeit entwickelte sich aus der wissenschaftlichen
Zusammenarbeit dieser Arbeitsgruppe mit Prof. Dr. Vicki Rosen von der ,Harvard School
of Dental Medicine“ aus Boston. In teilweise nicht verdffentlichten Studien konnte die
Arbeitsgruppe um Vicki Rosen, anhand eines Mausmodells zeigen, dass der TGF-B-
Signalweg eine zentrale Rolle in der Entstehung des Meniskus spielt. In diesen Studien
wurden vergleichende Microarrayanalysen am Knie- und Ellenbogengewebe von
Mausembryonenen am 15. und 16. Entwicklungstag durchgeflihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression von TGF-f im sich entwickelnden Kniegelenkgewebe 2.62-
fach gréBer ist als im sich entwickelnden Ellenbogengelenkgewebe (Pazin et al. 2012). Da
sich der Meniskus aus mesenchymalen Stammzellen entwickelt und MPCs als Residuen
solcher angesehen werden, wére ein nachster wichtiger Schritt, die Rolle des TGF-B-
Signalwegs innerhalo der MPCs genauer zu untersuchen. Dies kdnnte zu neuen

Erkenntnissen auf dem Gebiet der Meniskusregeneration fuhren.

In dieser Arbeit ist der Schwerpunkt die Untersuchung der Smad-SignalmolekUle des TGF-
B-Signalwegs, welche den zentralen Signalmechanismus dieses Signalwegs darstellen.
Um die Bedeutung und Lokalisation des TGF-B-Signalwegs und insbesondere dessen
Smad-Signalmolekule detaillierter beschreiben zu kdénnen, sollte der Nachweis sowohl auf

molekularer Ebene als auch auf Gewebeebene erfolgen. Zudem sollten die Effekte einer
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Stimulation dieses Signalwegs auf die MPCs untersucht werden um nahere Erkenntnisse

Uber die Funktion des TGF-B-Signalwegs innerhalb der MPCs zu erhalten.

Ziel dieser Arbeit ist es, neue Erkenntnisse uUber die Regenerationskapazitat und
Regenerationsaktivitdt von MPCs zu erhalten, welche in Zukunft einen moglichen

Ansatzpunkt in der Behandlung von Meniskusdefekten darstellen konnten.
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2. Material und Methoden

2.1.  Aufarbeitung und Isolierung von Meniskusgewebe und
Meniskusprogenitorzellen (MPC)

Das operativ gewonnene Gewebe wurde direkt nach der Entnahme in einen Behéalter
gegeben, welcher zuvor in unserem Labor autoklaviert und mit 50 ml Medium (DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) + GlutaMAX, GIBCO, Invitrogen, Paisley, UK) und 50
ml PBS (Sigma- Aldrich, Steinheim, DE) versetzt wurde. Entsprechend der Vorgaben des
Ethikantrages wurden lediglich Alter, Gewicht und Geschlecht der Patienten mit einem
Aufkleber auf den Behéltnissen vermerkt. Der Ethikantrag ist unter der Nummer 25/12/10
hinterlegt. Im Labor wurde das operativ gewonnene Gewebe unter sterilen Bedingungen
an der Zellbank inspiziert. Bei der Inspektion wurden die Menisken auf Vollstandigkeit,
Konsistenz, Farbe und degenerative Veranderungen untersucht. Um diese Gewebsstlcke

vor dem Austrocknen zu bewahren, wurde der Boden der Petrischale mit PBS benetzt.

PBS 10%: 81,8 g NaCl
16,0 g Na2HPO4 (AppliChem, Darmstadt, DE)
2,0 g KClI
2,0 g KH2HPO4 (Merck, Darmstadt, DE)
auffillen auf 1 Liter mit dest. H20
pH 7,4

Mit Pinzette und Skalpell (Feather, Osaka, Japan) wurden durch eine vertikale
Schnittfuhrung die mittleren Anteile der Menisken isoliert. Die Vorder- und Hinterhérner der
Menisken wurden verworfen. Von diesen mittleren Meniskusanteilen wurde ein Teil flr die
spétere histologische Beurteilung in einem Falcon Tube mit 50 ml Fixierlosung eingelegt.
AnschlieBend erfolgte bei den restlichen Anteilen des isolierten mittleren Meniskus-
abschnittes die Entfernung von den beiden Superfizialschichten, der &auBeren
vaskularisierten Zone und der Meniskusspitze mit Hilfe eines Skalpells. Nach dieser
Entfernung bestand das Meniskusgewebestick nur noch aus der inneren Zone des

Meniskus. Dieses Gewebestiuck wurde mit einem Skalpell zu circa 2 x 2 Millimeter (mm)
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kleinen Stlcken (Chips) zerkleinert. Im folgenden wird in der vorliegenden Arbeit flr diese
zerkleinerten Meniskusgewebestlcke der Begriff ,Meniskus-Chips* verwendet. Diese
Meniskus-Chips (12-15 Stick) wurden mit der Skalpellspitze in eine 75 cm?
Zellkulturflasche  (Sarstedt, Newton, USA) beférdert, welche 10 ml DMEM Nahrmedium
enthielt. Das verwendete DMEM Nahrmedium wurde stets mit fetalem Kéalberserum (FCS)
(GIBCO, Paisley, UK) und Gentamycin (PromoCell, Heidelberg, DE) versetzt. AnschlieBend
wurde die Zellkulturflasche mit den Meniskus-Chips fUr 10-14 Tage in einem 37°C warmen
und 5% CO2 haltigen Brutschrank (Heraeus, Hanau, DE) inkubiert. Danach wurden die

Meniskus-Chips, je nach Migration der MPCs, entfernt und das Medium gewechselt.

2.2. Kultivieren von MPCs

Alle 3-4 Tage wurden die Zellen in den Zellkulturflaschen mit frischem Nahrmedium
(DMEM) versetzt. Diese Kultivierung dient der Vermehrung der Zellen. Da aufgrund der
operativen Gewinnung und der unterschiedlichen degenerativen Prozesse in dem
Meniskusgewebe die Zellzahlen der migrierten MPCs bei den verschiedenen Patienten
stark schwanken, ist es wichtig, genigend Zellen heranzuzichten, um spéater bei

verschiedenen Untersuchungsmethoden genugend Zellen zu besitzen.

Vor dem Wechsel des Mediums wurden zunachst, unter dem Mikroskop (Carl Zeiss,
Géttingen, DE), die Ausbreitung der Zellen am Boden der Zellkulturflaschen beurteilt. Dies
ist notwendig um zu kontrollieren, dass die Zellkulturflaschen nicht zu voll wachsen, da
sich sonst die Zellen differenzieren kdnnten und dies die Untersuchungen verfalschen

wurde.

2.3. Passagieren von MPCs

Nachdem der Boden einer Zellkulturflasche zu 90% konfluent mit Zellen bewachsen war,
erfolgte das Ernten der MPCs mit Trypsin (PAN Biotech, Aidenbach, DE). Hierzu wurde
zunadchst das Medium abpipettiert. Danach folgte das zweimalige Waschen der
adharenten Zellen mit PBS, um eine Blockierung der Trypsinierung durch Proteinreste der

Nahrlbsung zu vermeiden. Die Zellen wurden anschlieBend mit 2 ml Trypsin pro

23



Material und Methoden

Zellkulturflasche Uberschichtet und fur 3-5 min in dem Brutschrank inkubiert. Das Abldsen
der Zellen von der Zellkulturflasche wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Nicht
abgeldste Zellen konnten durch Klopfen gegen die Zellkulturflasche mobilisiert werden. Die
abgelosten Zellen wurden in ein 50 ml Falcon Tube Rohrchen pipettiert, welches 2 ml
DMEM enthielt, identisch zu der Menge an Trypsin in der Flasche. Zellriickstdnde wurden
durch Spulung der Zellkulturflasche mit DMEM mobilisiert und dem oben beschriebenen
50 ml Falcon Tube Rohrchen zugefuhrt. Dieses Rohrchen wurde anschlieBend 10 min bei

1200 rpm zentrifugiert.

Danach wurde der Uberstand verworfen und das am Boden haftende Zellpellet in 1ml PBS
resuspendiert. Mit Hilfe eines Zellometers (Cellometer Auto T4 Cell Counter) der Firma
Nexcelom Bioscience (Lawrence, USA) wurde die Zellzahl pro ml bestimmt. AnschlieBend
beimpfte man die Zellkulturflaschen wieder mit 7 x 104 Zellen pro Flasche, versetzte diese
mit 10 ml DMEM Nahrmedium und zentrifugierte die restlichen in PBS resuspendierten
Zellen. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Zellpellet nach Dokumentation von
Zellzahl, Passage und Datum bei -81°C eingefroren. Die Zellen in den neu beimpften
Zellkulturflaschen befanden sich durch die Behandlung mit Trypsin in der nachsthoheren

Passage.

2.4.  Lichtmikroskopie und Immunhistochemie

2.4.1. Fixierung, Entkalzifizierung, Dehydrierung, Einbettung und Anfertigung
histologischer Schnitte von Meniskusgewebe

Sofort nach dem Zurechtschneiden eines Meniskusgewebestiicks aus dem mittleren
Drittel des Meniskus (oben beschrieben) wurde dieses fur 72 Stunden bei 4° C in 50 ml
4%igem Formalinpuffer fixiert. Diese Ldsung, bestehend aus 4% Formaldehyd und
Sdrensenpuffer, stoppt die einsetzende Autolyse und Faulnis der Gewebeproben durch
eine Proteinvernetzung und sorgt dadurch fUr eine dauerhafte Haltbarkeit des Gewebes.
Da dieser Formalinpuffer sehr photosensibel ist, wurde das 50 ml Falcon Tube Réhrchen

mit der Losung mit Alufolie umwickelt.
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Soérensen- Puffer: 0,3 M (18,2 ml Lésung A + 81,8 ml Losung B)

Lésung A: 41,37 g KH2PO4
mit dest. H20 auf 1 Liter auffUllen

Lésung B: 42,58 g NazoHPO4
mit dest. H>O auf 1 Liter auffUllen

Fixierlosung: 32,4 ml 37% Formalin (Roth, Karlsruhe, DE)
18,2 ml Sérensen- Puffer A
81,8 ml Sérensen- Puffer B
mit dest. H20 auf 300 ml auffillen

Fur die Gewebeerweichung bzw. -entkalzifizierung wurde das Meniskusgewebe
anschlieBend fur 48 Stunden in 10% Ameisensaure mit 2,5% Formalin bei 4° C eingelegt.
Als zweiter, entkalzifizierender Schritt folgte die Erweichung in 20% EDTA L&sung (Roth,
Karlsruhe, DE) flr 72 Stunden auf einer Wippe bei Raumtemperatur. EDTA ist ein Chelator,
der Komplexe mit den Kalziumionen eingeht. Durch das tagliche Austauschen mit frischer
EDTA L6sung wurden wieder neue Bindungsstellen flr die Kalziumionen frei und das
Meniskusgewebe wurde weiter entkalzifiziert. Die Entkalzifizierung und Erweichung des

Gewebes ermdglicht bzw. erleichtert das spatere Schneiden des Praparates.

Entkalkungslésung: 10% Ameisensaure in 2,5% Formalin
20,2 ml 37% Formalin
18,2 ml Sérensen- Puffer A
81,8 ml Sérensen- Puffer B
mit dest. H20 auf 300 ml auffillen
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Nach der Gewebeerweichung erfolgte die Dehydrierung des Meniskusgewebes mit Hilfe
eines Einbettautomates (Duplex Processor, Shandon Elliot, Cheshire, UK), nach folgendem
Protokoll:

Tabelle 1: Protokoll des Einbettautomaten:

Position Lésungsmittel Zeit

1 70 % Ethanol 3h

2 80 % Ethanol 1h

3 90 % Ethanol 1h

4 96 % Ethanol 1h

5 100 % Ethanol 2h

6 100 % Ethanol 2h

7 Isopropylalkohol 2h

8 Isopropylalkohol 1,5h

9 Xylol 30 min

10 Xylol 45 min

11 Xylol 45 min

12 Paraplast Plus 6 h bei 52 °C
13 Paraplast Plus 7 hbei 56 °C

Nachdem das Meniskusgewebe dehydriert war, konnte es in Paraffin (ThermoScientific,
Cheshire, UK) eingebettet werden. Dazu wurden die nun fixierten, entkalzifizierten und
dehydrierten Meniskusgewebestlcke vorsichtig in ein Metallformchen gelegt und mit
heiBem, flussigen Paraffin GUbergossen. AnschlieBend lieB man die Metallférmchen mit dem
flussigen Paraffin fir 24 Stunden aushéarten, ehe man die in einem Paraffinblock fixierten

Meniskusgewebsstlcke schneiden konnte.

Das Schneiden dieser Paraffinbldcke in 6-7 pm dinne Schnitte erfolgte mit einem
Mikrotom (Leica, Nusslock, DE). AnschlieBend wurden die Schnitte mit Hilfe eines Pinsels

in ein 37° C warmes Wasserbad gelegt, indem sich die noch leicht gewellten Schnitte
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glatteten. Danach wurden die Schnitte mit einem Objekttrdger (Thermo Scientific,
Braunschweig, DE) aufgenommen, fUr circa 30 min auf eine 42°C warme Warmeplatte
gelegt und im Anschluss flr 48 Stunden in einen 37°C warmen Warmeschrank (Heraeus,

Hanau, DE) getrocknet.

2.4.2. H.E.-Farbung von histologischen Meniskusschnitten

In dieser Arbeit wurde die Hamatoxylin- Eosin- Farbung (H.E.-Farbung) angewandt, um im
mikroskopischen Bild verschiedene Gewebsstrukturen unterscheiden und vergleichen zu
konnen. Die H.E.-Farbung besteht aus zwei verschiedenen Einzelfarbungen. Hamalaun
(Merck, Darmstadt, DE) farbt alle basophilen (sauren) Strukturen blau, insbesondere
Zellkerne mit der darin enthaltenen Desoxyribonukleinsaure (DNA). Eosin (Roth, Karlsruhe,
DE) ist ein saurer Farbstoff und farbt alle azidophilen (eosinophilen) Strukturen rot, vor
allem die Zellplasmaproteine. Diese H.E.-Farbung wurde mit Hilfe eines Farbeautomaten

(DiaPath, Martinengo, IT) durchgefuhrt, nach folgendem Protokoll:

Tabelle 2: H.E.- Farbung

Schritt Lésungsmittel Zeit
1 Xylol 5 min
2 absol. Ethanol 2 min
3 80 % Ethanol 2 min
4 Aqgua dest. 2 min
5 Hamalaun 4 min
6 Aqgua dest. 1 min
7 flieBend Wasser 15 min
8 Eosin 7 min
9 Aqua dest. 1 min
10 60 % Ethanol 1 min
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Tabelle 2: H.E.- Farbung

11 80 % Ethanol 1 min
12 absol. Ethanol 2 min
13 Xylol 3 min

2.4.3. Immunhistochemische Darstellung von Meniskusgewebe

Die Immunhistochemie ist eine Methode bei der, mittels markierter Antikorper, Proteine in
verschiedenen Geweben sichtbar gemacht werden. In dieser Arbeit wurde die Methode
dazu verwendet, intrazelluldre Signalproteine (Smad1, Smad2, Smad3, Smad4) und
extrazellulare Signalmolekile (TGF-B3), die wesentliche Komponenten des TGF-B-
Signalwegs sind, in Meniskusgewebe nachzuweisen. Die Antikdrper gegen die oben
genannten Proteine wurden mit Hilfe des HiDef Alkalische Phosphatase Polymersystems
(Ca. No. 962D-12) von Cell Marque (Rocklin, USA) sichtbar gemacht. Dieses System
besteht aus einem sekundaren Antikdrper, der gegen den primaren Antikorper gerichtet ist
und an welchen das Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt wird. Die Alkalische
Phosphatase setzt als Substrat den roten Farbstoff Chromogen um und macht so die

gesuchten Molekule mikroskopisch sichtbar.

Zunachst wurden die Meniskusschnitte entparaffiniert und rehydriert, indem sie jeweils fur
5 min in folgende L&sungen nacheinander gegeben wurden: Xylol1, Xylol2, 100% Ethanol,
90% Ethanol, 80% Ethanol, 60% Ethanol, 50% Ethanol. AnschlieBend folgte ein 10 min.
Waschschritt in 20mM  TBS-Puffer mit 0,05% Tween (TBS-T). Zum Blocken der
endogenen Phosphatase wurde 45 min lang mit KPL Universal Block (KPL, Gaithersburg,
USA) geblockt. Nach einem erneuten, 10 min- Waschschritt mit TBS-T wurden die
Praparate in einer Warmekammer flr 20 min bei 60°C in ProTag 1 (BIOCYC, Luckenwalde,
DE) inkubiert. AnschlieBend folgte ein jeweils 5 minutiger Verdau mit Chondroitinase ABC
(Sigma-Aldrich, Steinheim, DE), Hyaloronidase (Sigma-Aldrich, Steinheim, DE) und

Protease 24 (Sigma-Aldrich, Steinheim, DE) bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer,
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gefolgt von einer 10 min. Inkubation mit 1% TBS/BSA. Nun erfolgte die Zugabe des
primaren Antikdrpers. Nach dem 15 min- Waschschritt mit TBS-T wurden die Praparate
for 5 min mit DAKO Block S3022 (Dako, Carpinteria, USA) geblockt, um eine
unspezifische Bindung des folgenden sekundéaren Antikdrpers zu vermeiden. AnschlieBend
wurde mit HiDef Amplifier (HiDef Detection Alk Phos Polymer System von Cell Marque) flr
10 min inkubiert, welches den sekundaren Antikdrper beinhaltet. Danach wurden die
Praparate abermals fur 10 min mit TBS-T gewaschen und wieder fur 5 min mit DAKO
Block S3022 geblockt. Nun erfolgte die Zugabe von HiDef Polymer Losung (HiDef
Detection Alk Phos Polymer System von Cell Marque), welche das Enzym alkalische
Phosphatase beinhaltet, fur 10 min. Nach 10 min Waschen mit TBS-T wurden 100 pl
Chromogenlésung (Diagnostic BioSystem, Pleasanton, USA) pro Schnitt auf jedes
Praparat fur 7-8 min aufgetragen. Im Anschluss wurden die Chromogenreste fir 10 min
mit TBS-T weggewaschen und fir 1-2 min mit Hamalaun (Merck, Darmstadt, DE) nach
Meyer 1:4 in Aqua dest. gegengefarbt. Danach wurden die Préparate in einer Kuvette
unter flieBendem Wasser gespult und wieder dehydriert, indem sie die oben genannte
Alkoholreihe mit identischen Inkubationszeiten rickwarts durchliefen. Zum Schluss wurden
die Praparate mit Glas- Coverslips (Thermo Scientific, Braunschweig, DE) gedeckt und

konnten nun unter dem Mikroskop beurteilt werden.

10 xTBS: 24,2 g TRIS 200 mM
87,6 gNaCl1,5M
auffullen auf 1 Liter mit dest. H20
pH 7,4

TBS-T: 100 ml 10 x TBS
500 pl Tween (0,05%)
aufflllen auf 1 Liter mit dest. H2O
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Hyaluronidase 6,66 ml einer 0,3 M Soérensen- Pufferldsung mit dest. H2O auf
100 ml auffillen (Endkonzentration: 0,02 M Phosphatpuffer).

Darin werden gelost:
0,45 g NaCl (77 mM)
0,01 g BSA (0,01%)
100 mg Hyaluronidase (1 mg/ ml)

Proteinase 24 45 ml dest. H20
5 ml 0,05 M Tris- HCI pH 7,6 (6 g Tris base in 250 ml aqua dest.
+ 36 ml 1 M HCI. Dies mit dest. H>O auf 1 Liter aufflllen.)
25 mg Proteinase XXIV
25 mg CaCl

1x Protags 1 20 ml ProTags 1 Antigen Enhancer 50x
mit dest. H20 auf 1 Liter aufflllen

2.4.3.1. Verwendete Primarantikdrper
Smad1 (A-4) sc-7965

Der Antikdrper (AK) der Firma Santa Cruz ist ein monoklonaler AK, welcher in der Maus
produziert wurde. Dieser AK richtet sich gegen die AS 1-465, welche dem vollstandigen
humanen Smad1- Protein entsprechen. Das molekulare Gewicht des Smad1 Proteins

betragt 52-56 kDa.

Smad2/3 (C- 8) sc-133098

Der AK der Firma Santa Cruz ist ein monoklonaler AK, welcher in der Maus produziert
wurde. Dieser AK richtet sich gegen die AS 1-425, welche dem gesamten humanen

Smad3- Protein entsprechen. Das molekulare Gewicht der Smad2/3- MolekUle liegt bei
55- 60 kDa.
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Smad4 (B- 8) sc-7966

Der AK der Firma Santa Cruz ist ein monoklonaler AK, welcher aus der Maus stammt.
Dieser AK richtet sich gegen die AS 1-552 des humanen Smad4- Proteins, was dessen
vollstandiger Lange entspricht. Das Molekulargewicht des humanen Smad4- Proteins liegt

bei 61 kDa.

TGF-B3 (lll) sc-83

Der AK der Firma Santa Cruz ist ein polykloinaler AK, welcher in der Maus produziert
wurde. Dieser AK richtet sich gegen eine AS- Sequenz, welche sich am C- Terminus des
humanen TGF-B3 Proteins befindet. Das Molekulargewicht des humanen TGF-B3 Proteins
betragt 12,5 kDa.

Tabelle 3: Immunhistochemie: Verwendete Primarantikdrper

Antigen Firma/ Nummer:  Herkunft: Verdiinnung
SMAD1 (A- 4) Santa Cruz sc- Maus, IgG, 1:100; Uber Nacht
7965 monoklonal
SMAD2/3 (C- 8) Santa Cruz sc- Maus, IgG, 1:50; 1 h
133098 monoklonal
SMAD4 (B- 8) Santa Cruz sc- Maus, 1gG, 1:50; 1 h
7966 monoklonal
TGF-B3 (Ill) Santa Cruz sc-83  Kaninchen, IgG, 1:100; Uber Nacht
polyklonal

2.5. Western-Blot

2.5.1. Aligemein

Der Western-Blot, auch Immunoblot genannt, ist eine Methode zum gezielten Nachweis
von bestimmten Proteinen in einem Proteingemisch. Vor dem eigentlichen Western-Blot
muss das Proteingemisch entsprechend GréBe und Ladung der Proteine aufgetrennt
werden. Hierzu eignet sich die SDS PAGE Methode. Bei dieser Methode werden die zu

untersuchenden Proteine per Gelelektrophorese in einem Polyacrylamid-Gel durch ein
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senkrecht zum Gel gerichtetes elektrisches Feld, in dem die Proteine aufgrund ihrer
Ladung Richtung Anode wandern, in Proteinbanden aufgetrennt. Im Anschluss werden die
Proteine durch ein weiteres elektrisches Feld, welches senkrecht zu dem Polyacrylamid-
Gel steht, auf eine Polyvinylidenfluorid-(PVDF) Membran (Milipore, Darmstadt, DE)
Ubertragen. Dies geschieht in einem mit Transferpuffer gefllliten Tank, und auch hierbei
wandern die Proteine in Richtung Anode. Auf der PVDF Membran bleiben die Proteine
aufgrund hydrophober und polarer Wechselwirkungen haften. Die Proteinbanden kdnnen
nun mit zwei unterschiedlichen Antikorpern nachgewiesen werden. Der Primarantikorper
ist gegen ein bestimmtes Protein gerichtet und bindet an dieses. AnschlieBend wird die
Membran mit einem Sekundarantikdrper behandelt, der an ein Enzym gekoppelt ist,
welches ein zugegebenes Substrat umsetzt, was wiederum einen Nachweis auf

Fotopapier in einer Dunkelkammer erlaubt.

Im folgenden Text wird genauer auf die verschiedenen, oben genannten Abschnitte und

Methoden des Western-Blots eingegangen.

2.5.2. Proteinprobenvorbereitung

Als Proteingemische wurden die aus der Zellkultur gewonnenen Zellpellets von MPCs
(oben beschrieben) verwendet, welche nach der Herstellung bei -81°C eingefroren worden
sind. Die Zellpellets tauten innerhalb von 10 min bei Raumtemperatur auf, sodass diese
unmittelbar vor der Elektrophorese in 3fach konzentriertem SDS-Probenpuffer
resuspendiert werden konnten. Zuvor wurden 450 pl des 3x SDS Probenpuffers mit 50 p
3-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, DE) gemischt. Nach erfolgter Resuspension
wurden diese Proben 5 min bei 95°C mittels eines Heizblocks (Thermocycler comfort,
Eppendorf, Hamburg, DE) erhitzt, damit die Proteine denaturieren und somit besser

aufgetrennt werden kénnen. Die Proteine waren nun bereit fur die SDS PAGE.
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3 x SDS-Probenpuffer: 3,69 0,3 M Tris (Roth, Karlsruhe, DE)
9¢g 9% SDS (Roth, Karlsruhe, DE)
22,59 22,5% Gilycerin (Roth, Karlsruhe, DE)
Spatelspitze Bromphenolblau
vor SDS-Zugabe mit HCI auf pH 6,7 auf 100m
mit dest. H20 auffillen

2.5.3. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS PAGE)

Bevor man mit der Herstellung des Polyacrylamid-Gels beginnen konnte, mussten die
beiden Glasplatten, die spéter durch eine Gummidichtung voneinander getrennt
zusammengeklammert wurden, mit 100% Ethanol und einem Haushaltsschwamm
gereinigt und von moglichen Gelresten befreit werden. AnschlieBend wurde die
Gummidichtung auf die Glasplatte mit den Spacern gelegt und die andere Glasplatte
darauf festgeklammert. Danach Uberprifte man dieses Konstrukt auf die Dichte und
markierte mit einem Edding 6 cm von dem unteren Rand der Glasplatte eine Trennlinie, die
spater die Grenze zwischen Trenngel und Sammelgel darstellen sollte. Nun konnte mit
dem Zusammenpipettieren des Trenngels, entsprechend dem unten aufgelisteten
Protokoll, begonnen werden. Dabei bestimmte die Konzentration des Acrylamids die
PorengrdBe des Gels. Das Amonium-Peroxodisulfat (APS) (Roth, Karlsruhe, DE) wurde als
letztes zur Ldsung hinzugegeben, da diese einige Sekunden nach Zugabe beginnt sich zu
polymerisieren. Nun wurde das Trenngel zwischen die zusammengeklammerten
Glasplatten gegossen und anschlieBend vorsichtig mit Hilfe einer Pasteurpipette mit 100%
Ethanol (AppliChem, Darmstadt, DE) Uberschichtet, um Luftblasenbildungen zu verhindern.
Nach circa 15 min war das Trenngel auspolymerisiert, und das Ethanol konnte wieder
abgekippt werden. Das Sammelgel wurde auch nach unten beschriebenem Protokoll
zusammenpipettiert, wobei auch wieder die Zugabe von APS, aus oben genannten
Grlnden, als letztes erfolgte. AnschlieBend wurde das Sammelgel zwischen die beiden
Glasplatten auf das bereits polymerisierte Trenngel gegossen. In dieses Sammelgel wurde
sofort im Anschluss ein Kamm eingesetzt, welcher die spateren Probentaschen fur die
Proteinlésungen erstellte. Circa 45 min nachdem das Sammelgel auspolymerisiert war,

wurden Kamm, Klammern und Dichtungsgummi wieder entfernt. Flr die Gelelektro-
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phorese wurde der Nachbau einer Biometra Elektrophoresekammer verwendet. Dessen

Kammern wurden mit 1x Laufpuffer beflllt und die Glasplatten mit dem Gel wurden

vorsichtig eingesetzt und mit Klammern befestigt. Nun konnten die vorbereiteten Proben

und die Proteinleiter (Fermentas, #SM0671) in die Taschen aufgetragen werden. Die

Proteinleiter diente spater zur Bestimmung des Molekulargewichts der nachgewiesenen

Proteine. Das Probenvolumen betrug, abhangig von der Proteinkonzentration, zwischen 5

ul und 20 pl, die Proteinleiter wurde standardgemal mit 4 ul aufgetragen. Zunéchst wurde

solange eine Stromstarke von 15 mA angelegt, bis die Lauffront das Trenngel erreichte.

Dann wurde die Stromstarke auf 25 mA erhdht, bis die komplette Proteinleiter auf dem Gel

ZU sehen war.

Tabelle 4: Western-Blot: Gelzusammensetzungen

Trenngel 10%

Sammelgel 5%

Trenngelpuffer
10% SDS
TEMED
Acrylamid
H20

10% APS

1,4 ml Sammelgelpuffer
55 10% SDS
5l TEMED
1,85 ml Acrylamid
2,0 ml H20
0,25 ml 10% APS

1,25ml
50 ul
5ul
0,8 ml
2,7 ml

0,2 ml

Sammelgel- Puffer:

Trenngel- Puffer

5x SDS Laufpuffer:

15,1 g Tris (0,25 M)
250 ml H20
mit HCI auf pH 6,8 einstellen

45,4 g Tris (1,5 M)
250 ml dest. H20
mit HCI auf pH 8,9 einstellen

30,3 g 0,25 M Tris

142,6 g 1,9 M Glycin

0,5% SDS (50 ml 10% SDS)
mit H20 auf 1000 ml aufflllen
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2.5.4. Immunoblot (Western-Blot)

Bevor mit dem Zusammenbau der Blotkassette (PaglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
DE) begonnen werden konnte, mussten zuerst pro Blot 6 Filterpapiere und eine PVDF-
Membran auf die GroBe des Trenngels (9 cm x 6 cm) zurechtgeschnitten werden. Um die
PVDF-Membran zu aktivieren, wurde sie fir 15 Sekunden in 100% Methanol getrankt.
AnschlieBend wurde sie mehrmals in destiliertem Wasser geschwenkt und dann
zusammen mit den 6 Filterpapieren und 2 Schwammen flir mindestens 15 min in kalten
Transferpuffer eingelegt. Der Zusammenbau der Blotkassette erfolgte in einer mit kalten
Transferpuffer gefillten Schale, damit dieser mdglichst luftblasenfrei gewahrleistet werden
konnte. Begonnen wurde der Zusammenbau an der Anodenseite mit einem Schwamm,
gefolgt von 3 Filterpapieren und der PVDF-Membran. AnschlieBend wurde das Trenngel
auf die Membran gelegt und von weiteren 3 Filterpapieren und einem Schwamm
Uberdeckt. Nun konnte die Blotkassette geschlossen und mit Gummibandern fixiert
werden. Die Blotkassette wurde in einen mit kalten Transferpuffer gefullten Tank eingesetzt.
Damit die Temperatur in diesem Tank konstant kalt gehalten werden konnte, legte man
einen magnetischen Ruhrfisch mit in den Tank und schloss die im Boden des Tanks
integrierte WasserkUhlung an den Kaltwasseranschluss an. Wahrend 90 min bei 350 mA

wanderten die Proteine von dem Trenngel Richtung Anode auf die PVDF-Membran.

Transferpuffer: 6,05 g Tris (25 mM)
28,8 g Glycin (192 mM), 400 ml Methanol (20%)
mit dest. H2O auf 2 Liter auffillen, pH 8,3

2.5.5. Proteindetektion

Die Proteine, welche sich nun auf der PVDF-Membran befanden, wurden durch eine
Commassie Brilliant-Blau-Farbung (Roth, Karlsruhe, DE) blau angeférbt. Dies geschah mit
Hilfe einer kleinen Schale, in welcher die PVDF-Membran in der Farbelésung auf einer
Wippe geschwenkt wurde, bis die Proteinbanden zu sehen waren. Die Entfarbeldsungen,
bestehend aus Methanol und Essigsaure, wurden anschlieBend nacheinander solange auf

die Membran gegeben, bis der Hintergrund wieder entfarbt war. AnschlieBend konnte die
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Membran eingescannt werden. Dann wurde sie 2 x 5 min mit TBS-T gewaschen um

Methanol und Essigsaure von der Membran zu entfernen.

Farbelésung: 0,1 g Brilliant-Blau R250 (0,1%)
50 ml Methanol (50%)
70 ml Essigsaure (7 %)
mit dest. H20 auf 100 ml auffillen

Entfarbelésung 1: 50 ml Methanol (50%)
7 ml Essigsaure (7 %)
mit dest. H2O auf 100 ml auffillen

Entfarbelésung 2: 90 ml Methanol (90%)
10 ml Essigsaure (10%)
mit dest. H2O auf 100 ml auffillen

2.5.6. Immunmarkierung

Bevor die Membran mit dem primaren Antikorper inkubiert werden konnte, mussten die
freien Proteinbindungsstellen mit 5% Milchlésung fGr 1 Stunde bei Raumtemperatur
geblockt werden, um unspezifische Bindungen des Antikorpers zu vermeiden. Die
Milchldésung bestand aus 5% Milchpulver (Roth, Karlsruhe, DE) gel6st in TBS-T und wurde
frisch angesetzt. Der Antikdrper wurde gemal der vorher durchgefuhrten Verdinnungs-
reine und gemaR der Angaben des mitgelieferten Datenblattes in der oben beschriebenen
Blocklésung verdinnt und auf die Membran aufgetragen. Die Inkubation erfolgte Uber
Nacht auf einer Wippe bei 4°C. Am néchsten Tag wurde die Antikdrperldsung von der
Membran entfernt, diese wurde 5 x 5 min mit TBS-T gewaschen. AnschlieBend konnte der
Sekundarantikorper, ebenfalls entsprechend mit Blocklésung verdinnt, auf die Membran
aufgetragen werden. Die Inkubation erfolgte fur 1 Stunde bei Raumtemperatur und der
HRP (horseraddish peroxidase) gekoppelte Sekundarantikdrper war gegen den Wirt
gerichtet, aus welchem der Primarantikdrper gewonnen wurde. Danach wurde wieder 5 x

5 min mit TBS-T gewaschen. Zum Nachweis der Immunmarkierung verwendeten wir das
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Amersham ECL Prime Western Blotting Reagents der Firma GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK (# RPN2106). Mit Hilfe dieses Kits konnte die chemolumineszente
Reaktion, zusammen mit der HRP der Sekundéarantikdrper, ausgeldst werden. Die in
diesem Kit enthaltenen Losungen A und B wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und fur 5
min auf den Blot gegeben. Diese Reaktion musste lichtgeschutzt stattfinden. AnschlieBend
wurde die Membran luftblasenfrei zwischen eine Klarsichtfolie in eine Rdntgenkassette
gelegt. Ab nun wurde in der Dunkelkammer weitergearbeitet. Es wurde ein Rontgenfilm
(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) auf die GréBe der Membran zurechtgeschnitten,
auf die Membran gelegt und die Rontgenkassette geschlossen. Der Rontgenfilm wurde je
nach Konzentration des Antikdrpers und je nach Proteingehalt der Membran, zwischen 1
Sekunde und 1 Stunde in der Rdntgenkassette belassen. Im Anschluss wurde der Film fur
circa eine Minute in eine Wanne mit Entwickler (Kodak, Rochester, USA) gelegt,
anschlieBend kurz in Wasser gewaschen und zum Schluss fur circa 10 min in einer Wanne
mit Fixierer (Kodak, Rochester, USA) belassen. An der H6he der Banden konnte man nun
mit Hilfe der Proteinleiter das Molekulargewicht des gesuchten Proteins ablesen. Zudem
konnte auch ein quantitativer Vergleich der verschiedenen Proben innerhalb des Blots

angestellt werden.

Blocklésung (5%-ige Milch): 2,5 g Milchpulver
50ml1 x TBS

2.5.7. Verwendete Antikdrper
Kollagen Typ | R1038

Der Kollagen Typ | AK R1038 der Firma Acris ist ein polyklonaler AK, welcher aus einem
Kaninchen stammt. Dieser AK richtet sich sowohl gegen humanes Alpha- 1 Typ | Kollagen,

als auch gegen humanes Alpha- 2 Typ | Kollagen.

Kollagen Typ Il CIICI

Der Kollagen Typ II AK CIICI ist ein monoklonaler 1gG2a AK, welcher aus der Maus
stammt. Hergestellt wurde dieser von R. Holmdahl und K. Rubin, Uppsala, Schweden,

welche den AK Uber die Hybridoma Bank zur Verfugung stellten. Dieser AK richtet sich
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zum einen gegen Kollagen Typ Il aus humanen Gewebe und zum anderen auch gegen

Kollagen Typ Il der Spezien: Rind, Maus, Ratte, Huhn und Xenopus.

Tabelle 5: \Western-Blot: Verwendete Primarantikorper

Name: Firma/ Nummer: Herkunft: Verdiinnung:
SMAD1 (A- 4) Santa Cruz sc- Maus, IgG, 1:500, Uber
7965 monoklonal Nacht
SMAD2/3 (C- 8)  Santa Cruz sc- Maus, IgG, 1:500; Uber
133098 monoklonal Nacht
SMAD4 (B- 8) Santa Cruz sc- Maus, IgG, 1:500; Uber
7966 monoklonal Nacht
Kollagen Typ | Acris R1038 Kaninchen, 1:1000; Uber
polyklonal Nacht
Kollagen Typ I Hybridoma bank, Maus, IgG2a, 1:1000; Uber
(ClICI) Rikard Holmdahl, kappa - Nacht
Uppsala, Leichtkette,
Schweden monoklonal
Tabelle 6: Western-Blot: Verwendete Sekundarantikdrper
Name: Firma/ Nummer: Herkunft: Verdinnung:
AQ917 Ziege- Sigma- Aldrich Ziege, IgG, anti-  1:40000
anti- Maus IgG AQ917 Maus, Peroxidase
gekoppelt
A0545 Ziege- Sigma - Aldrich Ziege, 1gG, anti- 1:100000
anti- Kaninchen A0545 Kaninchen,
lgG Peroxidase
gekoppelt
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2.6. RNA-Isolation aus primaren Zellen

Die Zellen fur die RNA (Ribonukleinsaure)- Isolation wurden entweder direkt aus einer
Zellkulturflasche geerntet oder, wenn die RNA-Isolation zu einem spateren Zeitpunkt
erfolgen sollte, bei -80°C als Zellpellet eingefroren und zum Zeitpunkt der Isolation wieder
aufgetaut. Zur RNA- Isolation wurde ein Kit der Firma Qiagen verwendet (Qiagen RNeasy
Minikit Cat. No.74106). Die Zellen befanden sich in Form eines Zellpellets in einem 1,5 ml
Eppendorfcup. In dieses wurden 350 pl RLT Puffer und 3,5 pl Beta- Mercaptoethanol
direkt auf die Zellen pipettiert. Das Medium musste zuvor vollstandig entfernt worden sein,
damit die Zelllysis nicht inhibiert wurde. Der verwendete RLT Puffer enthielt Thiocyanat,
welches fUr die Inaktivierung der RNAsen verantwortlich war. Die Lésung, die sich nun in
dem 1,5ml Eppendorfcup befand, wurde nach dem Vortexen fur 2 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend auf eine Qiagen Shredder Saule
pipettiert. Danach folgte eine 2- minttige Zentrifugation bei full speed, sodass sich im
Durchfluss die RNA befand und der Zellschrott in der S&ule verblieb. Die Sdule mit dem
Zellschrott wurde verworfen. Der Durchfluss wurde mit 350 pl 70%igem Ethanol gemischt
und auf eine RNeasy- Minisaule gegeben. Danach wurde fur 30 Sekunden mit 10000 rpm
zentrifugiert. Hierbei wurde die RNA an der Silikatmembran der RNeasy Minisaule
gebunden, wodurch sie sich gut aufreinigen lieB. Nach der Zentrifugation wurde diesmal
der Durchfluss verworfen. AnschlieBend wurde die Probe mit 700 ul RW1 Puffer versetzt
und 30 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert. Wieder verwarf man den Durchfluss. Darauf
folgte das Aufreinigen durch das Hinzufligen von 500 ul RPE Puffer und das wiederholte
30 sekundige Zentrifugieren bei 10000 rpm. Dieser Schritt erfolgte zweimal hintereinander.
Nun wurde die Saule mit der RNA auf ein Biopur 1,5ml Eppendorfcup gesteckt, 50 pl
RNAse-freies Wasser direkt auf die Membran pipettiert und fur 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Das RNAse freie Wasser sorgte fur die Abldsung der RNA von der Membran. Im
Anschluss wurde eine Minute bei full speed zentrifugiert, sodass sich nun die DNA im
Durchfluss befand. Die Konzentration der mRNA konnte nun mit Hilfe eines Nanodrop

1000 Spectrometers (PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE) bestimmt werden.
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2.7.  Synthese von cDNA

Um mit Hilfe der PCR Methode den Grad der Genexpression bestimmen zu kdnnen,
musste die gewonnene mMRNA in ¢cDNA umgeschrieben werden. Hierzu wurde das
quantiTect Reverse Transcription Kit (Cat.No. 205313) der Firma Qiagen verwendet.
Wahrend des gesamten Umschreibens wurde auf Eis gearbeitet, um eine Degradierung
der mRNA zu vermeiden. Zundchst wurde die mRNA bei 42°C flr 2 min in einem genomic
DNA wipeout buffer inkubiert, welcher DNasen enthielt. Dadurch wurden die
moglicherweise vorhandene restliche genomische DNA eliminiert. Im Anschluss wurde die
MRNA mit einem Mastermix, bestehend aus Transkriptionspuffer, Transkriptase und
Primermix fur 15 min bei 42°C inkubiert. Bei diesem Schritt wurde die mRNA zu cDNA
umgeschrieben. Danach wurde die Probe fur 3 min auf 95°C erhitzt , wodurch sich die
Strange wieder 16sten und die reverse Transkriptase inaktiviert wurde. Um am Ende eine
Konzentration von 1ng/ul zu erhalten, wurde die cDNA je nach Konzentration mit RNase
freiem Wasser verdunnt. Dabei geht man davon aus, dass die Umschreibung von mRNA

zu cDNA im Verhéatnis 1:1 stattfindet.

2.8.  Quantitative real-time- Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

2.8.1. Allgemeines zur Methode

Die quantitative real-time- PCR (gQRT-PCR) dient zur Amplifikation und Quantifizierung von
bestimmten Nukleinsduresequenzen, wodurch z.B. der Grad einer Genexpression
bestimmt werden kann. Die DurchfUhrung der PCR geschieht mit Hilfe einer hitzestabilen
Tag-Polymerase und eines interkalierenden Floureszenfarbstoffes (SYBR-Green). Das
Enzym Tag-Polymerase ist sehr hitzebestandig und wird deswegen fur die PCR
verwendet, bei welcher teilweise Temperaturen von 95°C entstehen. Die PCR gliedert sich

in drei unterschiedliche, sich wiederholende Phasen:

1. Die DNA wird bei 95°C in Einzelstrange denaturiert
2. Esfolgt die Anlagerung der Primer an die DNA (Annealing)
3. Synthetisierung der Komplementérstrange durch die Tag-Polymerase und

Anlagerung des SYBR-Green Fluoreszenzfarbstoffes
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Der gesamte Verlauf der PCR findet in einem Thermocycler (Mastercycler, Eppendord,
Hamburg, DE) statt. Die drei Phasen wiederholen sich bis zu 45 mal, wobei sich
theoretisch die DNA bei jedem Zyklus verdoppelt und sich somit auch der Einbau des
SYBR-Green Fluoreszenzfarbstoffes erhdht. Anhand dieses Farbstoffes kann die
Amplifizierung quantifiziert werden, indem ein von dem PCR Programm festgelegter
Schwellenwert Uberschritten wird. Der Zyklus, bei dem dieser Schwellenwert Uberschritten
wird, gibt den ct-Wert (threshold cycle) an. Da durch den Einbau von SYBR-Green in die
DNA die Fluoreszenz proportional zu der Anzahl der eingesetzten DNA Molekllen ist,
koénnen mit Hilfe des ct-Wertes Ruckschlusse Uber die DNA Menge des Zielgens gezogen
werden. Je groBer nun die DNA-Menge des gesuchten Zielgens ist, desto friher wird der
Schwellenwert erreicht und desto kleiner ist der ct-Wert und umgekehrt. Dies bedeutet,
dass ein reziproker Zusammenhang zwischen dem ct-Wert und der Menge an DNA des
Zielgens besteht. Im Anschluss an diese 3 Phasen folgt die Schmelzkurve. Anhand der
Schmelzkurve kann man erkennen, ob es sich ausschlieBlich um das gesuchte Gen
handelt oder ob neben diesem noch zusatzliche nicht erwunschte Produkte wie z.B.

Primer Dimere vorhanden sind.

2.8.2. RT-PCR-Protokoll

FUr die PCR-Methode wurde das HotStar Tag DNA Polymerase Kit von der Firma Qiagen
verwendet. Zu Beginn wurde ein Master-Mix-Ansatz in einem 1,5 ml Eppendorfcup
zusammenpipettiert, von welchem spéater 9 pl in jedes Well gegeben wurden. Dieser
Master-Mix-Ansatz bestand aus 5 pl SYBR-Green (Invitrogen, Carlsbad, USA), welches die
Polymerase, die dNTP (10mM) und den 10fach PCR Puffer (15mM MGCI2) enthielt, 2 pl
RNAse freiem Wasser und 2 pl Primermix, (10 pmol/ul/Primer) bestehend aus forward und
reverse Primer. Um eventuelle Pipettierungenauigkeiten auszugleichen, wurde immer ein
Ansatz mehr angesetzt als eigentlich bendtigt. Als nachstes wurde eine PCR-96-Well-
Platte (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE) mit einer Microseal B Adhesive
Folie (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE) Uberklebt und nur diejenigen
Wells mit einem Skalpell freigeschnitten, die flr die PCR bendétigt wurden. Nun wurden von
dem Master-Mix-Ansatz jeweils 9 ul in jedes zuvor freigeschnittene Well pipettiert. Danach

wurde zusatzlich jeweils 1 pl der zu untersuchenden cDNA in die freigeschnittenen Wells
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pipettiert, sodass sich nun insgesamt 10 pl (9 ul Master-Mix + 1 yl cDNA) in jedem Well

befanden.

Tabelle 7: PCR: Pipettierschema des Master-Mix-Ansatzes

Mastermix pro Well: Menge in pl:
SYBR-Green 5ul

Primer (forward/ reverse) 2 ul (e 20 pmol)
RNAse freies H20 2 ul
Totalvolumen: 9 ul

Im Anschluss wurden die freigeschnittenen Wells mit Optical Flat Caps (Biozym Scientific
GmbH, Hessisch Oldendorf, DE) verschlossen und kurz abzentrifugiert, wodurch
gewahrleistet war, dass sich der komplette Ansatz am Boden jedes Wells befand. Nun
konnte die 96 Well- Platte in einem Mastercycler-Gerat der Firma Eppendorf platziert
werden. Drei Mal wurde die RT-PCR  mit dreifachen Ansétzen und folgendem Protokoll

durchgeflhrt:

Tabelle 8: RT-PCR-Protokoll

Phase Temp. Zeit Zyklen
Initiale Aktivierung 95 °C 5 Minuten
Denaturierung 95 °C 15 Sekunden
Annealing 53-59 °C 15 Sekunden 45 x
Elongation 72 °C 20 Sekunden
Finale Extension 72 °C 10 Minuten
Schmelzkurve Ann.-Temp. -1 °C bis 95 °C 15 Sekunden
in 0,2 °C Schritten je 8 Sekunden
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2.8.3. Statistik/ Pfaffl

Die relative Quantifizierung und Normalisierung der gewonnen PCR-Daten erfolgte nach
der Pfaff-Methode, bei welcher ein Housekeeping-Gen als Referenzgen diente.
Housekeeping-Gene werden im Vergleich zu anderen Gene in allen Geweben des Korper
exprimiert und weisen idealerweise, jeweils spezifisch fur ein bestimmtes Gewebe, zu
jedem Zeitpunkt eine konstante Expression auf. Diese Gene unterliegen keinen internen
oder externen regulatorischen Einflissen. Die gewonnen PCR-Daten wurden gegen die
cDNA von chondrogenen Progenitorzellen (CPC) mittels des Houskeeping-Gens B2 Mikro
(B2M) nach Pfaffl 2001 normalisiert. f2M zeigte in den zu untersuchenden Proben eine
zeitlich unabhangige konstante Expression und wurde deswegen als Housekeeping-Gen

verwendet.

Um die Effizienz der PCR bestimmen zu kdnnen wurde eine Standardkurve fir B2M durch
eine Verdunnungsreihe erstellt. Als Standard cDNA wurde die cDNA von MPCs in einer
Konzentration von 1ng/ul  verwendet und in 1:10 VerdUnnungsschritten bis 1:1000
verdinnt, unter Verwendung des oben beschriebenen 10yl PCR-Ansatzes. Die
Berechnung der Ratio wird durch den Vergleich der Proben ermittelt. Der relative
Expressionsunterschied zwischen dem Housekeeping-Gen zur Referenzprobe, normalisiert
durch das Referenzgen B2M wurde aus der arithmetischen Formel: E AACT (E= Effizienz
der PCR) berechnet.

Die Effizienz von dem Referenzgen B2M lag bei einem Wert von 1,89. Dadurch ergab sich

die Formel 1,89 -AACT fUr die Errechnung der Ratio.

2.8.4. Primerdesign

Die fur die RT-PCR erforderlichen Primer wurden mit Hilfe der Software primer3 designed.
Bei dem Programm primer3 wurde bei der Auswahl der entsprechenden Primersequenzen
darauf geachtet, dass diese eine maximale Lange von 18-23 Basen besaBen und der
Guanin- und Cytosingehalt zwischen 40% und 60% betrug. AnschlieBend wurde die

designte Primersequenz mit der NCBI Blast Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Uberpuft, um Alignments ausschlieBen zu kdnnen. Sofern keine Alignments vorlagen,
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wurden die spezifischen Sequenzen zu der Firma Operon Biotechnologie GmbH (Kdln,
Deutschland) geschickt, welche die Primer synthetisierten und an uns verschickten. Diese
Primer wurden von uns entsprechend der Herstellerangabe in RNAse freiem Wasser

resuspendiert und bei -21°C aufbewahrt.

2.8.5. Gradienten-PCR

Um die spezifische Annealing-Temperatur fUr die Primer zu ermitteln wurde eine
Gradienten-PCR durchgefuhrt. Die spezifische Annealing-Temperatur ist wichtig flr eine
optimale Anlagerung des Primers an die komplementare cDNA und somit fUr einen
reibungslosen PCR-Ablauf verantwortlich. Bei der Gradienten-PCR wurde fur jeden Primer
und jede Temperatur ein identischer 10ul Ansatz in das Well pipettiert, welcher unten
aufgeftihrt ist. Bei der verwendeten cDNA handelte es sich um cDNA aus MPCs in einer
Konzentration von 1ng/ul. Die verschiedenen Temperaturen, die bei der Gradienten-PCR
durchlaufen wurden, lagen bei 52°C, 52,2°C, 53,1°C, 54,6°C, 56,4°C, 58,5°C, 60,7°C,
62,9°C, 64,9°C, 66,6°C, 67,8°C und 68,5°C. Der Pipettieransatz fur die Gradienten-PCR

setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 9: Gradienten-PCR: Pipettieransatz der Gradienten-PCR

Ansatz pro Well: Menge in pl:
Primermix (forward/ reverse) 2 ul
SYBR-Green 5yl

RNAse freies H20 2 ul

cDNA 1l
Totalvolumen: 10 ul

Die Gradienten-PCR wurde mit Hilfe eines Mastercycler Gerates der Firma Eppendorf
(Hamburg, DE) durchgefiihrt. Dabei wurde folgendes Protokoll fUr die Gradienten-PCR

verwendet:
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Tabelle 10: Gradienten-PCR-Protokoll

Phase Temp. Zeit Zyklen
Initiale Aktivierung 95 °C 5 Minuten
Denaturierung 95 °C 15 Sekunden
Annealing unterschiedlich’ 15 Sekunden 45 x
Elongation 72 °C 20 Sekunden
Finale Extension 72 °C 10 Minuten
Schmelzkurve Ann.-Temp. -1 °C bis 95 °C 15 Sekunden
in 0,2 °C Schritten je 8 Sekunden
1 (siehe 2.8.5.)

Die Temperatur mit der der hochsten Extinktion, d.h. welche den hdchsten schlanken
Peak in der Schmelzkurve aufwies, wurde als Annealing-Temperatur fir den Primer
gewahlt. Um die Spezifitdt der Primer zu bestimmen, wurden diese zusammen mit dem
PCR-Produkt zur Sequenzierung zu der Firma Sequence Laboratories in Gottingen
geschickt. Dort wurde eine Sequenzierung nach der Methode von Sanger durchgefuhrt

und das Ergebnis an uns weitergeleitet. Diese Ubermittelten Nukleotidsequenzen wurden

nochmals mit Hilfe des Blastprogramms der Homepage http://www.ncbi.nim.nih.gov
abgeglichen, und es wurde Uberpruft, ob das PCR-Produkt dem gesuchten Zielgen
entsprach. Sofern dies der Fall war, konnten die Primer fur PCR-Untersuchungen benutzt

werden.
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2.8.6. Verwendete Primer

Tabelle 11: PCR: Verwendete Primer

Zielgen: Forward Primer Reverse Primer Annealing-
523 5—-3 Temperatur

SMAD1 tcttcagagccaccatgaactaa aaccagcacaggaggaagtacag 55,5 °C

SMAD2 gtctcttgatggtcgtctceca ttctgttaggatctcggtgtgte 53,1 °C

SMAD3 ccatcctgectttcacte tggtgatgcacttggtot 56 °C

SMAD4 gcacaaggttggttgctaaga gcagaacagtgagacattaggtag 53,1 °C
ag

2.9. Lichtmikroskopische Immunfluoreszenz/ Immunzytochemie

2.9.1. Allgemeines zur Methode

Die Immunfluoreszenz ist eine Methode, die besonders gut zum Nachweis von
intrazellularen Proteinen und Membranproteinen geeignet ist. Die gesuchten Proteine
kdnnen mit Hilfe von spezifischen Antikorpern, welche an einen Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt sind, sichtbar gemacht werden. Der Nachweis basiert auf einer Antigen-
Antikdrperreaktion, bei welcher es zu einer spezifischen Bindung zwischen Antikdrper und
dem entsprechendem Epitop des Antigens kommt. Bei den durchgefuhrten Versuchen
erfolgte der Proteinnachweis Uber die indirekte Immunfluoreszenz, d.h. der Antikdrper-
Antigen-Komplex wurde mit Hilfe eines Sekundarantikorpers sichtbar gemacht. Dieser
Sekundarantikodrper war mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und richtete sich gegen
den Antigen-Antikorper-Komplex. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes kann man unter
UV-Licht die Fluoreszenz innerhalb des Gewebes bzw. der Zellen beurteilen. Dabei verhalt

sich die Fluoreszenz proportional zu der Konzentration des gesuchten Proteins.
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2.9.2. Protokoll der lichtmikroskopischen Immunfluoreszenz

Die Methode der lichtmikroskopischen Immunfluoreszenz wurde in dieser Arbeit
verwendet, um die Signalproteine Smadi, Smad2, Smad3 und Smad4 in MPCs
nachzuweisen und deren Lokalisation innerhalb der Zelle genauer zu beschreiben. Die
MPCs wurden zuvor, wie oben beschrieben, in Zellkulturflaschen angezichtet, geerntet
und gezahlt. Es wurde eine 24 Well Platte vorbereitet, indem ein steriles Deckglaschen
(DG) (12mm Durchmesser) mit Hilfe einer sterilen Pinzette in jedes Well gelegt wurde. Auf
diese DGs wurden nun 5000 Zellen pro Well, resuspendiert in 1 ml DMEM aufgetragen
und fUr 5 Tage in einem Brutschrank bei 37°C kultiviert. Sobald die Zellen konfluent auf
den DGs gewachsen waren, wurde das Nahrmedium abgesaugt und zunachst zweimal
mit je 100 pl PBS pro Well gewaschen. Das Absaugen von Wasch- und
Inkubationsldésungen erfolgte mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe. Um die Zellen zu fixieren,
wurde jedes Deckglas fir 15 min in 250 pl 2% Paraformaldehyd (Roth, Karlsruhe, DE) in
PBS inkubiert. Danach wurde zweimal mit 100 pl PBS pro DG gewaschen. AnschlieBend
erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembran durch das Inkubieren der DGs mit 250 pll
0,25% Triton-X100 (Sigma-Aldrich, Steinheim, DE) in PBS fur 10 min. Durch zweimaliges
Waschen mit 100 pl PBS pro DG wurde das Triton-X100 wieder entfernt. Nun konnte fur
15 min mit 250 pl 1% BSA/ PBS pro DG geblockt werden, um die Spezifitat des primaren
Antikorpers zu erhdhen. Im Anschluss wurden die DGs mit 200 pl Priméarantikorper in einer
Verdunnung von 1:50 mit BSA/ PBS fur 60 min bei 37°C in einem Brutschrank inkubiert.
Auf die Negativkontrollen wurde fUr diese Zeit 200 yl 1% BSA/ PBS pipettiert. Diese
Negativkontrollen dienten zur Uberpriifung der Spezifitat der Sekundarantikérper. Danach
wurde wieder zweimal mit 100 pyl PBS pro DG gewaschen. Nach den Waschschritten
konnten die DGs nun fuar 30 min bei 37 °C in dem Brutschrank mit den
Sekundarantikdrpern inkubiert werden. Diese Sekundarantikbrper wurden in einer
Konzentration von 1:100 auf alle DGs aufgetragen und waren mit einem
Fluoreszenzmarker gekoppelt. Entweder mit dem Marker FITC (grin) oder dem Marker
Dylight 549 (grun). Nach einem zweimaligen Waschschritt mit 100 pl PBS folgte fur 5 min
die Inkubation mit 4", 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) der Firma KPL (Gaithersburg, USA).
Dieser Fluoreszenzfarbstoff wurde zuvor 1:1000 mit destilliertem H20 verdinnt und diente

der Markierung des Nukleus. Im Anschluss erfolgte nun das Eindeckeln. Dafur wurden 10
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ul Fluorescense Mounting Medium (Eindeckmedium) der Firma DAKO (Carpinteria, USA)
auf einen Objekttrager getropft und ein DG mit der zellbehafteten Seite nach unten auf den
Objekttrager gedruckt. Das Uberschissige Eindeckmedium wurde abgesaugt. Nun
konnten die Zellen auf dem Objekttrager fotografiert werden oder in einer Dunkelkammer
bei 4°C in einem Kihlschrank aufbewahrt werden. Zum Fotografieren der Zellen wurde

eine Nikon D90 (Tokyo, JPN) verwendet.

2.9.2.1. Verwendete Antikérper

Tabelle 12: Immunzytochemie: Primare Antikorper

Name: Firma/ Nummer: Herkunft: Verdlinnung:

SMAD1 (A- 4) Santa Cruz sc- Maus, IgG, 1:50; 1h
7965 monoklonal

SMAD2/3 (C- 8)  Santa Cruz sc- Maus, 1gG, 1:50; 1h
133098 monoklonal

SMAD4 (C- 20) Santa Cruz sc- Ziege, 1:50; 1h
1909 lgG ,polyklonal

Tabelle 13: Immunzytochemie: Senkundare Antikdrper

Name: Firma/ Nummer: Herkunft: Verdlinnung:
DyLight 488 KPL DyLight 488  Kaninchen, IgG, 1:100, 30 min
anti- Ziege

Anti- Maus IgG, KPL 202-1806 Ziege, IgG, anti- ~ 1:100, 30 min
FITC gekoppelt Maus
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2.10. Uberexpression von Smad1, Smad2 und Smad4

2.10.1. Allgemeines zur Methode

Unter Uberexpression versteht man eine deutlich tiber der Norm liegende Expression eines
bestimmten Gens innerhalb einer Zelle. Daraus resultiert in der Regel eine vermehrte
Synthese des Proteins, fur welches das Uberexprimierte Gen codiert. Die Methode der
Uberexpression dient dazu, das entstandene Protein beziiglich seiner Auswirkungen auf
die Zelle bzw. auf den Organismus zu untersuchen. Um eine solche Uberexpression in
Zellen zu erreichen, bendtigt man einen Vektor/ Plasmid, in welchem die gewulnschte
Gensequenz eingebaut ist, kompetente Bakterien, die den Vektor aufnehmen und
vervielfaltigen, und Zellen, in denen nach der Transfektion das gewlnschte Gen

Uberexprimiert wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der Uberexpression verwendet, um die
Auswirkungen der Smad-Signalmolekile 1,2 und 4 auf die Regenerationsprozesse von
MPCs genauer zu untersuchen. Bevor mit der Transfektion des Vektors in die MPCs
begonnen werden konnte, musste zuerst das Plasmid, welches die Gensequenz des
gewunschten Gens beinhaltete, in ausreichender Menge vorhanden sein. Um dies zu
gewahrleisten, wurde das Plasmid, welches sich in DH5x-Bakterien befand, Uber Nacht
durch diese vervielfaltigt. AnschlieBend wurde es Uber Séulen aus den Bakterien isoliert
und stand nun in ausreichender Menge fur die Transfektion zur Verfligung. Dieses Plasmid
konnte per Transfektion in die MPCs eingebracht werden. Ab sofort erfolgte in den MPCs,

unabhangig von dem Restzyklus, die Genexpression der jeweiligen Smad-Signalproteine.

2.10.2. Klonierung der Expressionsvektoren

Die Expressionsvektoren/ Plasmide, mit den jeweiligen Inserts fur Smad1, Smad?2 und
Smad4, wurden Uber die Onlineplasmidbank Addgene bestellt. Fir die Uberexpressions-
experimente in dieser Arbeit wurden die Plasmide pCMV5 Flag-Smadi (#14044),
pPCMV5B-HA-Smad2 (#11734) und pcDNA Flag-Smad4M verwendet. Abbildung 8 zeigt
die Vektorkarten der Vektoren PCMV5 und pcDNAS3.1(+). Die gelieferten Plasmide

befanden sich bereits in DH5x-Bakterien auf Agar. Mit Hilfe eines spitzen Holzspatels
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wurden die Bakterien aus dem Agarmedium gepickt und zusammen mit LB-Medium,
welches im Verhaltnis 1:1000 mit Ampicillin versetzt war, bei 37°C und 180 rpm Uber
Nacht in einem Schikanekolben inkubiert. Wahrend dieses Zeitraums wurde das Plasmid
von den Bakterien vervielfaltigt. Im Anschluss wurde fOr 15 min bei 4°C mit 6000g

zentrifugiert, sodass danach das Plasmid aus dem Bakterienpellet isoliert werden konnte.

CMV_immearly_promoter
A ey I B c e
MI13_pUC_fwd_primeSael {03y Bglll (12) Nhel (895)
M13_forward20_primeicep. fwd_primer AmpR_promoter Nrul (208) Aflll (308)
1_origin Spei (333) EmR((gzg)p ORF frame 2 CAG_enhancer " Hindill (911)
AmpR_promoter CAG_enhancer | ggl| (926) Ampicilin Ndel (484) Kg%: (921)
) Ndel (568) Kenl (936) CMVJmmeany,promE F::,&ZS)
Clal (945) co
Hindlll (950) Eg%?\;\; 7(3)54)
Pstl (966) o )
iZ".‘?S?J) oal 2991;
al
ORF frame 3 BamHI (980) Apal (1001)
Ampicillin Xmal (984) BGH_rev_primer
Smal (986) bGH_PA terminator

PCDNA3.1(+)

5428 bp

1_origin
pBABE_3_primer
SV40_enhancer
SV40_promoter
SV40_origin

hGH_PA_terminator
Agel (1532)
PBABE_3_primer
SV40_enhancer

’ SV40pro_F_primer
pBR322_origin lac_promoter

SV40_promoter M13_pUC_rev_primer Stul (2053)
SV40_origin M13_reverse_primer Xmal (2075)
SV4Opro_F_primer EBV_rev_primer Smal (2077)
Stul (1950) SV40_PA_terminator Narl (2264)
Xhol (1973) BstBI (2946) Mscl (2346)
T7_promoter ORF frame 3
M13_reverse_primer NeoR/KanR
M13_pUC_rev_primer ORF frame 3
lac_promoter

Abbildung 8: Vektorkarten der Vektoren pCMV5 (A) und pcDNA3.1(+) (B)

2.10.3. Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli DH5«

Die Plasmidisolation aus den Bakterien erfolgte mit Hilfe des EndoFree Plasmid Maxi Kits
(Ca. No. 12362) der Firma Qiagen. Zunachst wurde das Bakterienpellet in 10 ml des Puffer
P1 komplett resuspendiert. Nach Zugabe von 10 ml des Puffer P2 wurde der Ansatz 4-6
mal geschwenkt, gefolgt von einer 5 min. Inkubation bei Raumtemperatur. Im Anschluss
wurden 10 ml des Puffers P3 hinzupipettiert, und die Losung wurde durch mehrmaliges
Schwenken gemischt. Das nun entstandene Lysat wurde in eine QlAfilter Cartridge Saule

Uberfuhrt. Es erfolgte eine Inkubation fur 10 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde
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der zugehorige Stempel in die Saule eingesetzt und das Zelllysat in ein 50 ml Falcon Tube
gefiltert. Danach wurden dem Lysat 2,5 ml des ER Puffers zugefuhrt. Diese Losung wurde
durch vorsichtiges Drehen gemischt und fur 30 min auf Eis gestellt. Nach zuvoriger
Equilibrierung der Qiagen-tip 500 mit 10ml QBT- Puffer konnte das Zelllysat auf die
Qiagen-tip aufgetragen werden. Nachdem das Zelllysat mit Hilfe der Schwerkraft das
Qiagen-tip durchlaufen hatte, wurde dieses zweimal mit jeweils 30 ml QC Puffer
gewaschen. Es folgte die Eluierung der Plasmid-DNA mit 15 ml QN Puffer in einem
Reagenzglas. Zum Konzentrieren der eluierten Plasmid-DNA wurde diese mit 10,5 ml
Isopropanol versetzt, fir 30 min bei 4°C mit 15000g zentrifugiert, und der Uberstand
verworfen. AnschlieBend erfolgte das Trocknen des Pellets fur 15 min an der Luft. Zum
Schluss wurde dieses in 110 pl RNase freiem Wasser resuspendiert. Nun stand die

Plasmid-DNA flUr die Transfektion in MPCs zur Verflgung.

Zur Uberpriifung der Gensequenz des gekauften Plasmids wurde eine Probe der eluierten
Plasmid-DNA zum Sequenzieren an die Firma Seglab in Goéttingen geschickt. Die von
Sequlab ermittelte Nukleotidsequenz wurde mit Hilfe des NCBI-Blast-Programms mit einer
Online Datenbank abgeglichen. Dadurch konnte bestéatigt werden, dass es sich um die

gewunschten Inserts handelte.

2.10.4. Transfektion von MPCs mit den Expressionsvektoren

Die Transfektion der Plasmide (siehe 2.10.2) in MPCs erfolgte mit Hilfe des Amaxa Human
MSC Nucleofector Kit (Cat. No. VPE-1001) der Firma Lonza. Zunachst wurde eine 6 Well
Platte vorbereitet, indem jeweils 1 ml DMEM Nahrmedium in jedes Well pipettiert wurde.
Nachdem 2,25 ml Human Chondrocyt Nucleofactor Solution und 500 pl Supplement
LAésung aus dem Lonza Kit zusammenpipettiert worden waren, konnte das Zellpellet,
welches aus MPCs bestand, in dieser Losung resuspendiert werden. In diesen Ansatz
wurde 1 pl der jeweiligen Plasmid-DNA zugegeben. AnschlieBend erfolgte die
luftblasenfreie Uberfiihrung des gesamten Ansatzes in eine Kiivette (Lonza), welche fir das
Elektroporationsgerat Nucleofektor Il der Firma Amaxa biosystems geeignet war. Diese
Kuvette wurde in das Elektroporationsgerat eingesetzt, und die Elektroporation konnte

gestartet werden. Im Anschluss wurden zusétzlich 500 yl DMEM in die Klvette pipettiert,
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der gesamte Ansatz mit Hilfe einer sterilen Pipette aufgezogen und tropfchenweise in die
vorbereiteten Wells gegeben. Nachdem alle Wells mit transfizierten Zellen bedeckt waren,
wurde die 6 Well Platte fur 48 Stunden bei 37°C in den Brutschrank gestellt. Nach 24
Stunden erfolgte ein Wechsel des DMEM Nahrmediums. 48 Stunden nach der
Transfektion konnten die transfizierten Zellen geerntet werden und standen nun zur

weiteren molekularen Untersuchung bereit.

Zusatzlich erfolgte eine Positivkontrolle mit Hilfe des Plasmids pMax-GFP der Firma Lonza,
welches fUr das green flourescent protein (GFP) codiert. Dieses Plasmid wurde nach der
oben beschriebenen Vorgehensweise in die MPCs transfiziert. Bei erfolgreicher
Transfektion exprimierte die Zelle dieses Protein, welches unter UV-Licht grin leuchtete.
Somit konnte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops der Erfolg der Transfektion beurteilt

werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis auf Gewebeebene: Immunhistochemie

3.1.1. Beispiel fUr einen histologischen Schnitt eines gering erkrankten
Meniskus

Die Abbildung 9 zeigt einen histologischen, vertikalen Schnitt eines gering erkrankten
Meniskus, welcher mit Hilfe der H.E-Farbung angefarbt wurde. In der Ubersicht (A) ist die
Keilform des Meniskus gut zu erkennen. In der superfizialen Zone dieses geringflgig
erkrankten Meniskusgewebes sind die abgeflachten Superfizialschichtzellen deutlich
dargestellt. Die innere Zone des Meniskus (C) beherbergt die runden Chondrozyt-
ahnlichen Zellen, welche von einer homogenen Matrix umgeben sind, die keinerlei

Degenerationszeichen aufweist.

Al

Abbildung 9: Histologische Darstellung eines geringfligig erkrankten Meniskus in der H.E-
Farbung.

A) Ubersicht Uber gesamten Meniskus, B) Superfiziale Zone, C) Innere Zone, B) und C) 40-fache
VergréBerung.
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3.1.2. Beispiel fUr einen histologischen Schnitt eines hoch erkrankten
Meniskus

In der Abbildung 10 ist ein hochgradig erkrankter, H.E gefarbter Meniskus histologisch
dargestellt. Dieser histologische Schnitt wurde durch eine vertikale Schnittfihrung
innerhalb des Korpusbereiches eines Meniskus erreicht. In der Ubersicht (A) ist eine
Keilform des Meniskus zu erkennen. Die superfiziale Zone (B) ist degeneriert, und die

Chondrozyt-&hnlichen-Zellen sind die Uberwiegende Zellart. Die innere Zone ist

gekennzeichnet durch diverse Degenerationszeichen, wie z.B Kalzifizierungen (C) oder

Cluster- Bildungen (D).

Abbildung 10: Histologische Darstellung hochgradig erkrankten Meniskusgewebes in der
H.E-Farbung.

A) Ubersicht Uber gesamten Meniskus, B) Superfiziale Zone, C) Innere Zone, Kalzifizierung, D)
Superfiziale Zone, Cluster Bildung. B)-D) 40-fache VergréBerung.
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3.1.3. Nachweis und Lokalisation der Smad1- Signalmolekile auf
Gewebeebene

Die Abbildung 11 zeigt die Lokalisation der Smad1- Signalmolekile innerhalb des
hochgradig erkrankten Meniskusgewebes. In der Ubersicht (A) ist die Degeneration des
Gewebes und besonders der superfizialen Schicht zu erkennen. Die rot angefarbten Zellen
zeigen die intrazellulare Lokalisation der Smad1- Signalmolekdile. Diese sind sowohl in der
nahezu komplett degenerierten superfizialen Zone (B) als auch in der inneren Zone (C)
vorhanden. Das Vorliegen der 0.g. MolekUle, innerhalb geringgradig erkrankten

Meniskusgewebes, konnte nicht nachgewiesen werden.

A B

Abbildung 11: Immunhistologischer Nachweis von Smad1- Signalmolekiilen in hochgradig
erkranktem Meniskusgewebe.

A) Ubersicht, hoch erkrankter Meniskus, 10fache VergréBerung, Smadi1 AK, B) Superfiziale Zone,
Smad1 AK, C) Innere Zone, Smadi AK, B) und C) 40-fache VergroéBerung.
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3.1.4. Nachweis und Lokalisation der Smad2- und Smad3- Moleklle auf
Gewebeebene

In der Abbildung 12 ist die Lokalisation der Smad2- und Smad3- Signalmolekule innerhalb

geringgradig erkrankten Meniskusgewebes (A, B, C) und innerhalb hochgradig erkrankten

Meniskusgewebes (D, E, F) dargestellt.

Abbildung 12: Immunhistologischer Nachweis von Smad2- und Smad3- Signalmolekiilen in
verschiedenen Zonen innerhalb von hochgradig- und geringgradig erkranktem
Meniskusgewebe

A) Ubersicht, gering erkrankter Meniskus, Smad2/3 AK, B) Superfiziale Zone, gering erkrankter
Meniskus, Smad2/3 AK, C) Innere Zone, gering erkrankter Meniskus, Smad2/3 AK, D) Ubersicht,
hoch erkrankter Meniskus, Smad2/3 AK, E) Superfiziale Zone, hoch erkrankter Meniskus,
Smad2/3 AK, F) Innere Zone, hoch erkrankter Meniskus, Smad2/3 AK, A) und D) 10-fache
VergréBerung, B), C), E) und F) 40-fache VergroBerung.
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Die Zellen der superfizialen Zone des gering erkrankten Gewebes (B) zeigen keine
Farbung, wohingegen die Zellen der inneren Zone des gleichen Gewebes (C) angefarbt
sind und somit Smad2 und Smad3 beinhalten. In dem hochgradig erkrankten Gewebe ist
die superfiziale Schicht degeneriert (D, E), sodass auch oberflachlich Chondrozyt-ahnliche
Zellen zu erkennen sind (E). Diese Zellen, welche sich sowohl oberflachlich (E), als auch in
der inneren Zone (F) befinden, sind positiv angefarbt, was bedeutet, dass sie die
Signalmolekile Smad2 und Smad3 beinhalten. Zuséatzlich zeigt Bild F, dass sich die
Chondrozyt-ahnlichen Zellen, welche die 0.g. Signalmolekile beinhalten, zu Clustern
zusammenlagern. Dieses Phanomen zeigt sich hingegen in der inneren Zone des

geringgradig erkrankten Gewebes (C) nicht.
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3.1.5. Nachweis und Lokalisation der Smad4- Moleklle auf Gewebeebene

Die Abbildung 13 zeigt zum einen die Lokalisation der Smad4- Signalmolekule innerhalb
von gering erkranktem Meniskusgewebe (A, B), und zum anderen deren Verteilung
innerhalb von hochgradig erkranktem Meniskusgewebe. Die Chondrozyt-ahnlichen Zellen
der inneren Zonen sind sowohl im geringgradig- (B) als auch im hochgradig erkrankten
Gewebe (D) angefarbt, d.h. sie beinhalten das Protein Smad4. Die Zellen der superfizialen
Zone des gering erkrankten Gewebes (A) beinhalten kein Smad4. In der degenerierten
superfizialen Zone des stark erkrankten Gewebes (C) befinden sich Chondrozyt-&hnliche
Zellen, welche z.T. das Smad4- MolekUl enthalten. Die Abbildung 13 zeigt, dass sich das

Smad4- Signalmolekdl hauptsachlich in den Zellen der inneren Zone (B, D) befindet.

Abbildung 13: Immunhistologischer Nachweis von Smad4- Signalmolekilen in
verschiedenen Zonen von hochgradig- und geringgradig erkranktem Meniskusgewebe

A) Superfiziale Zone, gering erkrankter Meniskus, Smad4 AK B) Innere Zone, gering erkrankter
Meniskus, Smad4 AK, C) Superfiziale Zone, hoch erkrankter Meniskus, Smad4 AK, D) Innere
Zone, hoch erkrankter Meniskus, Smad4 AK, A) - D) 40-fache VergrdBerung.
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3.1.6. Nachweis und Lokalisation von TGF-33 auf Gewebeebene

In der Abbildung 14 sind die Lokalisation des Liganden TGF-B3 in gering- und hochgradig
erkranktem Meniskusgewebe dargestellt. In dem gering erkrankten Gewebe befindet sich
TGF-B3 sowohl an den Zellen der inneren Zone (B) als auch an den Zellen der superfizialen
Zone (A). Wahrend sich TGF-B3 in der inneren Zone (B) perinukledr anlagert, ist es in der
oberflachlichen superfizialen Zonen zusétzlich in der extrazelluldren Matrix vorhanden. Im
hochgradig erkrankten Gewebe befindet sich der Ligand vorwiegend an den Zellen der
inneren Zone (D), an welchen er sich, wie auch in Bild B, perinukledr anlagert. Die

superfiziale Zone des stark erkrankten Gewebes (C) ist in hohem MaBe degeneriert,

sodass dort TGF-B3 kaum nachgewiesen werden kann.

Abbildung 14: Immunhistochemischer Nachweis von TGF-B3 in verschiedenen Zonen von
gering- und hochgradig erkranktem Meniskusgewebe.

A) Superfiziale Zone, gering erkrankter Meniskus, B) Innere Zone, gering erkrankter Meniskus, C)
Superfiziale Zone, hoch erkrankter Meniskus, D) Innere Zone, hoch erkrankter Meniskus, A)-D)
40-fache VergréBerung.
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3.2. Nachweis auf zellularer Ebene: Immunzytochemie

3.2.1. Zelluldre Lokalisation der Smad1- Signalmolekile

Die Abbildung 15 zeigt die Lokalisation der Smad1- Signalmolekdile innerhalb der MPCs.
Diese MPCs stammen aus gering erkranktem Meniskusgewebe. Die Signalmolekule
befinden sich im Zytoplasma der MPCs und sind anhand der grinen Floureszenz zu
erkennen. Sie lagern sich perinuklear an (A) und sind zuséatzlich im Nukleus der Zellen
lokalisiert (C). Der Nukleus der Zellen ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI markiert und
erscheint blau (A, B). Bild D stellt die Negativkontrolle dar, in welcher keinerlei Floureszenz
zu erkennen ist. Dieser zelluldre Nachweis und die intrazelluldre Lokalisation der Smad1 -

Signalmolekile konnten in gleichem AusmaB auch fur MPCs aus hoch erkranktem

Meniskusgewebe gezeigt werden.
. .
- -

Abbildung 15: Immunzytochemie: Zellulare Lokalisation der Smad1- Molekiile in MPCs.
Die Signalmolekile weisen eine perinukledre Anlagerung (A) und eine nukleére Lokalisation (C)

auf. In A und B sind die Zellkerne der MPCs mit dem Floureszenzfarbstoff DAPI makiert. Die
Negativkontrolle (D) zeigt keine Floureszenz von Smad1-Signalmokulen.
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3.2.2. Zelluldre Lokalisation der Smad2- und Smad3- Signalmolekiile

Die Abbildung 16 beweist das Vorhandensein der Signalmoleklle Smad?2 und Smad3
innerhalb der MPCs. Die MPCs, welche in dieser Abbildung zu erkennen sind, stammen
aus hochgradig erkranktem Meniskusgewebe. Auch die Signalmolekile Smad2 und
Smad3 befinden sich sowohl im Zytoplasma (A, C), als auch im Nukleus der MPCs Bild D
ist die Negativkontrolle, bei welcher weder Zytoplasma, noch Zellkerne angeféarbt sind. Der
zellulare Nachweis und die Lokalisation dieser Signalmolekule konnte in identischer Form

auch in MPCs aus gering erkranktem Meniskusgewebe bestatigt werden.

Abbildung 16: Immunzytochemie: Zellulare Lokalisation der Smad2- und Smad3-
Signalmolekiile in MPCs.

Die Signalmolekile weisen eine perinukleére Anlagerung (A) und eine nukleére Lokalisation (C)
auf. In A und B sind die Zellkerne der MPCs mit dem Floureszenzfarbstoff DAPI makiert. Die
Negativkontrolle (D) zeigt keine Floureszenz von Smad2- und Smad3- Signalmokdlen.
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3.2.3. Zelluldre Lokalisation der Smad4- Signalmolekile

In der Abbildung 17 wurde erfolgreich das Vorliegen von Smad4- Signalmolekullen
innnerhalb von MPCs, welche aus geringfligig erkranktem Meniskusgewebe stammen,
untersucht. In Bild A und Bild C sind die 0.g. Signalmolekule diffus im Zytoplasma verteilt.
In Bild C ist zuséatzlich die Lokalisation dieser im Zellkern zu erkennen. In der
Negativkontrolle (D) sind weder blaue, noch grine Fluoreszenzen zu erkennen. Die
dargestellten immunzytochemischen Ergebnisse konnte in identischem Ausmal3 auch fur

MPCs aus hochgradig erkranktem Meniskusgewebe gezeigt werden.

Abbildung 17: Immunzytochemie: Zellulare Lokalisation der Smad4- Molekiile in MPCs.

Die Signalmolekile weisen eine perinukleédre Anlagerung (A) und eine nukleére Lokalisation (C)
auf. In A und B sind die Zellkerne der MPCs mit dem Floureszenzfarbstoff DAPI makiert. Die
Negativkontrolle (D) zeigt keine Floureszenz von Smad4- Signalmokdlen.
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3.3. Nachweis auf Genebene: real time-PCR

3.3.1. Vergleichende Genexpressionsanalysen von hochgradig und gering
erkrankten MPCs

In der Abbildung 18 ist, in Form von Diagrammen, die Genexpression der Signhalproteine
Smad2, Smad3 und Smad4 in MPCs aus stark erkranktem Meniskusgewebe und MPCs
aus gering erkranktem Meniskusgewebe dargestellt. Auf der x- Achse der Diagramme sind
die verschiedenen MPCs aufgetragen. Auf der y- Achse befinden sich die relativen
Genexpressionslevel. Die Genexpression der MPCs aus hoch erkranktem
Meniskusgewebe sind in blauen Saulen abgebildet, wohingegen die Genexpression der
MPCs aus geringgradig erkranktem Meniskusgewebe in grinen Séulen dargestellt ist. Die
Vergleiche der unterschiedlich stark erkrankten MPCs zeigen, dass die MPCs aus gering
erkranktem Meniskusgewebe eine erhdhte Expression, sowohl fir Smad2 und Smad3 als
auch fir Smad4, im Vergleich zu den MPCs aus hochgradig erkranktem Meniskusgewebe
aufweisen. Am deutlichsten ist dieser Unterschied fur die Genexpression des Smad3-

Signalproteins zu erkennen.
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Abbildung 18: RT-PCR-Daten: relative Genexpressionslevel fiir die Smad2, Smad3 und
Smad4 in MPCs aus unterschiedlich stark erkranktem Meniskusgewebe.

Die grinen Saulen symbolisieren die Genexpression in MPCs aus gering erkranktem
Meniskusgewebe und die blauen Saulen die Genexpression in MPCs aus hochgradig erkranktem
Meniskusgewebe.
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3.4. Nachweis auf Proteinebene: Western-Blot

3.4.1. Nachweis der Smad1- Proteine in MPCs

Die Western-Blot-Untersuchung in Abbildung 19 zeigt eindeutig das Vorliegen von Smad1-
Signalmolekulen in MPCs auf Proteinebe. In der Abbildung ist dargestellt, dass bei gleicher
Menge an Probenmaterial (alpha-Tubulin-Kontrolle) unterschiedlich ausgepragte
Proteinbanden entstehen, abhangig von der AK- Konzentration. Probe 1 und Probe 2 sind
identische MPCs, mit dem Unterschied, dass bei Probe 1 eine AK- Verdiinnung von 1:250
und bei Probe 2 eine Verdiinnung von 1: 500 verwendet wurde. Das Molekulargewicht der
Smad1- Proteine betragt ca. 55 kDA, welches mit Hilfe der Proteinleiter (links im Bild der

Coomassie- Farbung) ermittelt wurde.

1 2 1 2 1 2
-100 kDa
‘ -70 kDa
'_ ’ -55kDa
L S——
e t_“ -40 kDa
Coomassie- Farbung  alpha-Tubulin- Smad1- Proteinbanden
Kontrolle

Abbildung 19: Proteinnachweis der Smad1- Signalmolekiile mittels Western-Blot.
Probe 1 zeigt eine Proteinbande bei einer AK- Verdiinnung von 1:250 und Probe 2 bei einer Verdinnung
von 1:500.
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3.4.2. Proteinnachweis der Smad2- und Smad3- Molekiile in MPCs aus
hochgradig und geringfligig erkranktem Meniskusgewebe

Die Abbildung 20 zeigt das Vorliegen von Smad2- und Smad3- Proteinen in MPCs aus
gering erkranktem Meniskusgewebe (1) und hochgradig erkranktem Gewebe (2, 3). Es ist
dargestellt, dass bei identischer Menge an Probenmaterial (alpha-Tubulin-Kontrolle) die
MPCs aus gering erkranktemm Gewebe (1) eine hdhere Konzentrationen an Smad?2 und
Smad3- Signalmolekulen aufweisen, als die MPCs aus hochgradig erkranktem Gewebe (2,
3). Die Proteinbanden bei circa 56 kDa entsprechen dem Signalmolekil Smad3 und die

Proteinbanden bei 62 kDa dem Signalmolekil Smad?2.
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Abbildung 20: Proteinnachweis der Smad2- und Smad3- Signalmolekile in MPCs aus
unterschiedlich stark erkranktem Meniskusgewebe mittels Western-Blot.

MPCs der Probe 1 stammen aus geringgradig erkranktem Gewebe und MPCs der Probe 2 und 3 aus
hochgradig erkranktem Gewebe.
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3.4.3. Nachweis der Smad4- Molekile in MPCs aus hochgradig und
geringflgig erkranktem Meniskusgewebe

Die Abbildung 21 zeigt Western-Blot Untersuchungen an MPCs und den Nachweis von
Smad4. Der Nachweis erfolgte sowohl in MPCs aus gering erkrankten (1), als auch in
MPCs aus hochgradig erkranktem Meniskusgewebe (2, 3). Die alpha-Tubulin-Kontrolle
zeigt die gleiche Menge an Probenmaterial in den 3 verschiedenen MPCs. In der
Abbildung ist anhand der Proteinbanden zu erkennen, dass Smad4 in MPCs aus gering
erkranktem Gewebe (1) in hdherer Konzentration vorliegt als in MPCs aus stark erkranktem
Gewebe (2, 3). Das Molekulargewicht der Smad4- Proteine betragt circa 61 kDa, welches

mit Hilfe der Proteinleiter (rechts im Bild Coomassie- Farbung) ermittelt wurde.

1 2 3 1 2 3
- 170 kDa
- 130 kDa
- 100 kDa
- 70 kDa
C— . - -
-40 kDa
Coomassie- Farbung alpha-Tubulin-Kontrolle Smad4- Proteinbanden

Abbildung 21: Proteinnachweis von Smad4- Signalmolekiilen in MPCs aus unterschiedlich stark
erkranktem Meniskusgewebe mittels Western-Blot.

MPGCs der Probe 1 stammen aus geringgradig erkranktem Gewebe und MPCs der Proben 2 und 3 aus
hochgradig erkranktem Gewebe
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3.5.  Uberexpression verschiedener Smad- Signalmolekiile

3.5.1. Nachweis Uberexprimierter Smad1- Molekile

Die Abbildung 22 belegt die Uberexpression der Smadi- Signalmolekiile innerhalb
transfizierter MPCs. Die Proben 1 bis 4 bestehen aus denselben MPCs #605). Die
Proteinbande der Probe 3 zeigt, dass das Smad1- Protein in diesen MPCs, die zuvor mit
dessen Gensequenz transfiziert wurden, Uberexprimiert wird. Die beiden ersten Proben (1,
2) sind auch MPCs #605, allerdings wurden diese nicht transfeziert und dienen als
Kontrolle. Die Probe 2 wurde in 2facher Konzentration, bezogen auf die Proben 1, 3 und
4, welche ahnliche Konzentrationen besitzen, auf das Gel aufgetragen. Dies ist in der
alpha-Tubulin-Kontrolle gut zu erkennen. Probe 3 wurde mit Gensequenzen transfiziert,
welche flr die Proteine Smad1 und Smad4 kodieren und die Probe 4 mit Sequenzen, die

fUr die Proteine Smad2 und Smad4 kodieren.
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Abbildung 22: Nachweis der Smad1- Uberexpression innerhalb transfizierter MPCs.

Alle 4 Proben enthalten die gleichen MPCs #605. Probe 3 wurde mit Gensequenzen transfiziert, welche fir
die Proteine Smad1 und Smad4 kodieren und Probe 4 mit Sequenzen, die fir Smad2 und Smad4
kodieren.
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3.5.2. Nachweis Uberexprimierter Smad2- Signalmolekile

In der Abbildung 23 ist die Uberexpression der Smad2- Signalmolekile innerhalb
transfizierter MPCs (#605) dargestellt, wobei die MPCs der Probe 3 mit Gensequenzen
transfiziert wurden, welche fUr die Proteine Smad1 und Smad4 kodieren und die MPCs
der Probe 4 mit Sequenzen, die fur die Proteine Smad2 und Smad4 kodieren. Die Proben
1 und 2 bestehen aus den gleichen, jedoch nicht transfezierten MPCs (#605) und dienen
als Kontrolle. Das Probenmaterial 2 besitzt die doppelte Proteinmenge im Vergleich zu den
restlichen Proben. Dies zeigt die alpha-Tubulin-Kontrolle. Diese Abbildung beweist die
Uberexpression des Signalproteins Smad?2 in der Probe 4. Die Proteinbanden bei 55 kDa
entsprechen dem Signalmolekil Smad3 und die Proteinbanden bei circa 59 kDa dem

Signalmolekil Smad?2.
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Abbildung 23: Nachweis der Smad2- Uberexpression innerhalb transfizierter MPCs.
Alle 4 Proben enthalten die gleichen MPCs #605. Probe 3 wurde mit Gensequenzen transfiziert, welche fir
die Proteine Smad1 und Smad4 kodieren und Probe 4mit Sequenzen, die fir Smad2 und Smad4 kodieren.
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3.5.3. Nachweis Uberexprimierter Smad4- Signalmolekile

Die Abbildung 24 belegt die Uberexpression von Smad4- Signaimolekiilen in transfizierten
MPCs #605). Die Proben 3 und 4 wurden jeweils mit einer Gensequenz transfiziert,
welche fur das Smad4- Protein kodiert. Die Proben 1 und 2 dagegen bestehen aus
denselben Zellen (#605), wurden jedoch nicht transfiziert und dienen somit als Kontrolle.
Die alpha-Tubulin-Kontrolle zeigt, dass in der Probe 2 die doppelte Menge an Zellen
aufgetragen wurde im Vergleich zu den restlichen Proben. Die Proteinenbanden der

Uberexprimierten Smad4- Proteine in den Proben 3 und 4 zeigen, dass diese ein

Molekulargewicht von circa 70 kDa aufweisen.
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Abbildung 24: Nachweis der Smad4- Uberexpression innerhalb transfizierter MPCs.

Alle 4 Proben enthalten die gleichen MPCs (#605). Probe 3 wurde mit Gensequenzen transfiziert, welche
fUr die Proteine Smad1 und Smad4 kodieren, und Probe4 mit Sequenzen, die fir Smad2 und Smad4
kodieren.

69



Ergebnisse

3.5.4. Auswirkungen der Uberexpression auf die Kollagen I-Synthese

In der Abbildung 25 sind die Auswirkung der Uberexpression verschiedener Smad
Signalproteine auf die Kollagen I-Produktion dargestellt. Alle 4 Proben bestehen aus den
selben MPCs (#612). Die Proben 1 und 2 dienen als Kontrolle, wobei in Probe 2 die
doppelte Zellzahl im Vergleich zu den anderen Proben aufgetragen wurde, welches sich in
der alpha-Tubulin-Kontrolle wiederspiegelt. Die Probe 3 wurde mit Gensequenzen
transfiziert, welche fur die Proteine Smadl und Smad4 kodieren, und die Probe 4 mit
Sequenzen, die fur Smad2 und Smad4 kodieren. Diese Abbildung zeigt, dass der Kollagen
I- Proteingehalt sowohl in der Probe 3 als auch in der Probe 4 im Vergleich zu den beiden
Kontrollproben erhoht ist. Das Molekulargewicht der Kollagen |- Proteine betragt circa 58

kDa, welches mit Hilfe der Proteinleiter (links im Bild Coomassie- Farbung) ermittelt wurde.
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Abbildung 25: Auswirkung der Uberexpression auf die Kollagen I-Synthese.

Alle 4 Proben enthalten die gleichen MPCs (#612). Probe 3 wurde mit Gensequenzen transfiziert, welche
fUr die Proteine Smad1 und Smad4 kodieren, und Probe 4 mit Sequenzen, die fir Smad2 und Smad4
kodieren.
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3.5.5. Auswirkungen der Uberexpression auf die Kollagen |I-Synthese

Die Abbildung 26 zeigt die Auswirkungen der Uberexpression verschiedener Smad
Signalmolekile innerhalo von MPCs auf dessen Kollagen II-Synthese. Alle 4 Proben
bestehen aus den gleichen MPCs (#612). Wie oben nachgewiesen, exprimieren die
transfizierten MPCs der Probe 3 vermehrt Smad1 und Smad4 und die MPCs der Probe 4
vermehrt Smad2 und Smad4. Die Proben 1 und 2 sind nicht transfizierte MPCs (#612) und
dienen als Kontrolle. In dieser Abbildung sind 3 unterschiedlich stark ausgepragte
Proteinbanden in zwei verschiedenen Hohen zu erkennen. Die starkste Proteinbande zeigt
sich bei der Probe 3. Die Proteine dieser Bande besitzen ein Molekulargewicht von ca. 67
kDa. Bei der Probe 4 ist eine deutlich schwacher ausgepréagte Proteinbande auf der
gleichen Hohe zu erkennen. Die Proteinbande der Kontrollprobe 2 verlauft niedriger und

besitzt ein Molekulargewicht von ca. 60 kDa. Probe 1 hingegen zeigt keine Proteinbande.
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Abbildung 26: Auswirkung der Uberexpression auf die Kollagen II-Synthese.

Alle 4 Proben enthalten die gleichen MPCs (#612). Probe 3 wurde mit Gensequenzen transfiziert, welche
flr die Proteine Smad1 und Smad4 kodieren, und Probe 4 mit Sequenzen, die fir Smad2 und Smad4
kodieren.
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4. Diskussion

4.1.  Diskussion der Progenitorzellen innerhalb des Meniskusgewebes

In der vorliegenden Arbeit wurde der TGF-B-Signalweg innerhalb des Meniskusgewebes
und insbesondere innerhalb der MPCs genauer untersucht, um neue Einblicke in die
Regenerationskapazitat und Regenerationsaktivitdt der MPCs zu erhalten. Die
gewonnenen Erkenntnisse kdnnten einen grundlegenden Schritt bei der Suche von neuen

therapeutischen Ansatzpunkten in der Behandlung von Meniskusdefekten darstellen.

Die Arbeitsgruppe (AG) Miosge beschéaftigt sich hauptsachlich mit der Thematik der
Kniegelenkosteoarthrose. In den spéaten Stadien der Kniegelenkosteoarthrose ist der
hyaline Gelenkknorpel meist hochgradig degeneriert, sodass als Ultima Ratio oftmals ein
endoprothetischer Kniegelenkersatz durchgefuhrt wird. Durch die wissenschaftliche
Untersuchung der operativ entfernten Kniegelenkskomponenten, gelang es der AG
Miosge erstmals, chondrogene Progenitorzellen innerhalo des humanen hyalinen
Gelenkknorpels, welcher aus osteoarthrotischen Kniegelenken gewonnen wurde,
nachzuweisen. Diese chondrogenen Progenitorzellen, kurz CPCs genannt, sind
Abkdmmlinge pluripotenter Stammzellen, die in der Lage sind, sich zu differenzieren und
die Stammzellcharakteristika wie z.B Multipotenz, Migrationspotenzial und diverse
stammzelltypische Oberflachenmarker besitzen. Zudem weisen diese Zellen sowohl ein
osteogenes und adipogenes als auch ein chondrogenes Differenzierungspotenzial auf und

sind vermutlich an Reparaturprozessen des Knorpelgewebes beteiligt.

Es wird davon ausgegangen, dass embryonale mesenchymale Stammzellen in
verschiedenen Geweben bis in das Erwachsenenalter undifferenziert persistieren, um dort
fUr spatere Reparaturprozesse zur Verfigung zu stehen (Koelling et al. 2009). In Studien
wird bereits die klinische Anwendung von Progenitorzellen innerhalb der Diagnostik und
der Therapie bestimmter Erkrankungen beschrieben. Endotheliale Progenitorzellen werden
z.B. als Marker bei kardiovaskularen Erkrankungen verwendet. Zusatzlich werden sie in
Studien therapeutisch zur Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen wie z.B pulmonaler

Hypertonie oder Herzinfarkt eingesetzt (Liew et al. 2006). In vielen Bereichen der Medizin
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stehen Progenitorzellen -neben den mesenchymalen Stammzellen- im Mittelpunkt der
aktuellen Forschung. Dabei versucht man herauszufinden, wo diese Zellen herkommen,
wo sie ihre Nische im Gewebe haben und wie man ihre Differenzierung so beeinflussen

kann, dass sie einen Nutzen im Hinblick auf diverse Erkrankungen besitzten.

Aus den oben beschriebenen, operativ entfernten humanen Kniegelenken wurden
zusatzlich die Menisken im Hinblick auf eventuelle Vorlauferzellen (Progenitorzellen)
genauer untersucht. In bisher unverdffentlichten Studien dieser Arbeitsgruppe konnten
auch innerhalb des Meniskusgewebes Progenitorzellen nachgewiesen werden. Auch diese
Zellen erflllten alle Kriterien flr mesenchymale Stammezellen wie Multidifferenzierbarkeit,
Migrationspotenzial und das Vorhandensein entsprechender Oberflachenmarker (Caplan
1991), sodass diese als Meniskusprogenitorzellen (MPCs) bezeichnet werden kdnnen.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass sich die MPCs, je nach verwendetem Medium,
chondrogen, adipogen oder osteogen differenzieren kénnen. Unklar ist jedoch weiterhin,
ob die MPCs erst im Zuge einer manifesten Osteoarthrose in Erscheinung treten oder evtl.
als Reaktion auf einen Meniskusschaden, welcher meist einer manifesten Osteoarthrose
vorausgeht. Es wird angenommen, dass die MPCs Abkdmmlinge einer mesenchymalen
Stammezellpopulation sind, welche wéahrend der gesamten Entwicklung im Gewebe
verweilen, um spéater flr Regenerationsprozesse des Gewebes zur Verfligung zu stehen.
Es ist aber auch denkbar, dass es sich um transdifferenzierte Chondrozyten handelt,
welche erst im Spatstadium der Osteoarthrose auftreten. Wie zuvor in der Einleitung
beschrieben, ist der Meniskus ein sehr komplexes Gewebe, welches mindestens 3
unterschiedliche Zelltypen beinhaltet. Auch die extrazelluldre Matrix variiert innerhalb des
Meniskusgewebes und beherbergt sowohl Kollagen | als auch Kollagen I in
unterschiedlichen Konzentrationen, je nach Meniskuszone. In der vorliegenden Arbeit
wurden die MPCs aus der inneren Zone der Menisken gewonnen, die im Vergleich zu der
auBeren Zone mehr Kollagen Il besitzt. Aufgrund der komplexen Zusammensetzung dieses
Gewebes und der noch unzureichend erforschten Funktionen der MPCs in Bezug auf
Meniskusregeneration stellt die gezielte Manipulation der Meniskusregeneration zu diesem

Zeitpunkt eine groBe wissenschaftliche Herausforderung dar. Bevor man die
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Differenzierung von MPCs gezielt zur Bildung von nativem Meniskusgewebe anregen kann,

ist es notwendig, die Funktionen und die Eigenschaften der MPCs genauer zu verstehen.

In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass diverse Wachstumsfaktoren, unter
anderem TGF-B, eine zentrale Rolle in der Entwicklung des Meniskusgewebes aus
embryonalen Stammzellen spielen (Pazin et al. 2012). Da die MPCs als Residuen solcher
embryonalen Stammzellen angesehen werden, ist es mdglich, dass diese Wachstums-
faktoren ebenfalls eine wesentliche Rolle bei der Differenzierung von MPCs spielen. In der
vorliegenden Arbeit wurden neue Erkenntnisse Uber die Bedeutung und die Lokalisation
des TGF-B-Signalwegs -und insbesondere dessen Smad-Signalmolekile innerhalb der
MPCs- gewonnen. Es wurden die Meniskuspréaparate mit Hilfe eines histo-pathologischen
Bewertungsscores von Moritz Roth (Doktorand dieser Arbeitsgruppe; Dissertation:
Histologische Klassifikation degenerativ erkrankter Menisken - Die Signalwegsmodulatoren
RSPO2 und SFRP2 in humanem Meniskusgewebe) in hochgradig und geringgradig
erkrankt eingeteilt, um eine Aussage bezuglich mdglicher Unterschiede in der

Regenerationsaktivitat unterschiedlich stark degenerierter Menisken machen zu kénnen.

4.2. Diskussion der Ergebnisse auf Genebene

Unterschiede zwischen hoch- und geringgradig erkranktem Meniskusgewebe -in Bezug
auf die Genexpressionslevel der Smad- Signalmolekule- konnten mittels der gRT-PCR
quantifiziert und unter Verwendung der Pfaffl-Methode (Pfaffl 2001) normalisiert werden
(Abb. 18). Es konnte die Genexpression der Smad2, Smad3 und Smad4-Signalmolekile
innerhalb der MPCs aus unterschiedlich stark erkranktem Meniskusgewebe nachgewiesen
werden. Interessanterweise zeigte sich bei dem Vergleich der MPCs aus hoch- und
geringgradig erkranktem Gewebe eine hdhere Ratio bei den MPCs aus geringgradig
erkranktem Gewebe hinsichtlich aller untersuchten Smad-SignalmolekUle. Dieses Ergebnis
lasst vermuten, dass dem TGF-B-Signalweg eventuell eine protektive Rolle wahrend der
Meniskusdegeneration zukommt. Die Vermutung wird bekraftigt durch eine Studie mit
Smad3-Knockoutmausen. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die Knockoutmause eine
Degeneration der Bandscheiben und eine degenerative Gelenkerkrankung aufweisen,
welche stark an die humane Gelenkosteoarthrose erinnert (Yang et al. 2001).
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Vergleichende Studien an gesundem und osteoarthrotischem Knorpelgewebe zeigten eine
hohere Genexpression von TGF-B im gesunden Knorpelgewebe (Blaney Davidson et al.
20006). Da eine erhdohte TGF-B-Expression mit erhdhten Smad2- und Smad3-Leveln

einhergeht, sind diese Ergebnisse kohérent zu den PCR-Daten dieser Arbeit.

Der Ligand TGF-B3 konnte mittels Immunhistochemie auch innerhalb des Meniskus-
gewebes, sowohl bei hochgradig als auch bei geringfigig erkranktem Gewebe
nachgewiesen werden (Abb.14). Das vermehrte Vorliegen des Wachstumsfaktors TGF-B3
in der superfizialen Schicht des gering erkrankten Meniskusgewebes kdnnte darauf
zurtckzufUhren sein, dass in dieser Schicht die mechanischen Beanspruchungen am
groBten sind und folglich den Degenerationsprozessen am meisten entgegengewirkt
werden muss. In dem hochgradig erkrankten Meniskusgewebe scheinen diese protektiven
Einflisse versagt zu haben, was offensichtlich eine Degeneration der superfizialen Schicht
zur Folge hat. TGF-B3 zadhlt zu den potentesten Stimulatoren der extrazelluléren
Matrixproduktion von Meniskuszellen (Barry und Murphy 2004, Collier und Ghosh 1995,
Mauck et al. 2006), weshalb dieser Wachstumsfaktor in der Literatur als viel-
versprechender Faktor innerhalb von Meniskusreparaturprozessen diskutiert wird
(Kasemkijwattana et al. 2000). lonescu et. al konnten in Studien, die an Rindermenisken
durchgefihrt wurden, zeigen, dass unter TGF-B3-Substitution der Proteoglykangehalt der
Menisken signifikant zunimmt. Daruber hinaus wurde in dieser Studie ein positiver Effekt
dieser Substitution auf die Reparaturprozesse des Meniskusgewebes festgestellt (lonescu
et al. 2012). Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir die Stimulation von CPCs beobachtet
werden, welche eine erhdhte Kollagen [I-Synthese und erhdhte Faserdichte im Vergleich
zur Kontrolle aufwiesen (Koelling et al. 2009). Diese Erkenntnisse bestatigen die oben
genannte Vermutung, dass der TGF-B-Signalweg eine protektive Rolle wéhrend der
Meniskusdegeneration spielen konnte, und sie demonstrieren daruber hinaus die enorme
Bedeutung, welche diesem Signalweg innerhalb von Reparaturmechanismen

verschiedener Gewebe zukommt.
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4.3. Diskussion der Ergebnisse auf zellularer Ebene

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt jedoch nicht auf den Liganden des TGF-B-
Signalwegs, sondern vielmehr auf dessen Signalmolekilen (Smad- Proteine), welche die
Signalweiterleitung vermitteln. Es konnte mittels immunzytochemischer Methoden
nachgewiesen werden, dass sich die Smad-Signalmolekile (Smad1, Smad2, Smads3,
Smad4) sowohl innerhalb des Zytoplasmas als auch im Zellkern befinden (Abb.15- 17),
was mit dem heutigen Kenntnisstand Uber diesen Signalweg Ubereinstimmt (Shi und
Massague 2003). Im Gegensatz zu den oben erwdhnten PCR-Ergebnissen, lasst diese
Methode keine quantitativen Aussagen bezlglich des Vorhandenseins der Proteine zu. Sie
dient lediglich der Beschreibung der Lokalisation von Proteinen innerhalb einer Zelle,
weshalb keine Unterschiede hinsichtlich MPCs aus hochgradig und geringgradig

erkranktem Gewebe zu erkennen sind.

4.4.  Diskussion der Ergebnisse auf Gewebeebene

Die Lokalisation der Smad-Signalmolekule innerhalb des Meniskusgewebes wurde mit
Hilfe immunhistochemischer Methoden genauer untersucht. Bei diesen Untersuchungen
wurde festgestellt, dass die Signalmolekile (Smad2, Smad3, Smad4) sowohl bei den
hochgradig erkrankten als auch bei den geringgradig erkrankten Menisken hauptsachlich
in der inneren Zone und in der Spitze der Menisken anzutreffen sind. Gegensatzliches zeigt
die superfiziale Schicht, in der nur wenige Smadi-, Smad2-, Smad3- oder Smad4-
positive Zellen nachgewiesen wurden (Abb. 11-13). Zusatzlich konnte das Vorliegen der

Signalproteine in der auBeren Zone der Menisken beobachtet werden.

Die beschriebene unterschiedliche Verteilung der Signalproteine resultiert sicherlich zum
Teil daraus, dass bei dem hochgradig erkrankten Meniskusgewebe die superfiziale Schicht
bereits weitestgehend degeneriert ist. Zum anderen kdnnte es aber auch ein Hinweis
darauf sein, dass die Regenerationskapazitat des Meniskusgewebes hauptsachlich von
den Zellen der auBeren und der inneren Zone ausgeht. Aus letzterer wurden auch die
untersuchten MPCs gewonnen. In Studien zur Multidifferenzierbarkeit von Rinder-
meniskuszellen konnte gezeigt werden, dass alle 3 Zonen des Meniskusgewebes die

Kapazitat zur Multidifferenzierbarkeit besitzen (Mauck et al. 2007). Diese Ergebnisse
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wurden in bisher unveroffentlichten vorausgegangen Studien innerhalb der AG Miosge in
ahnlicher Art und Weise auch fur das humane Meniskusgewebe beobachtet. Die innere
Zone der Menisken besteht in zellularer Hinsicht, wie in der Einleitung bereits beschrieben,
hauptsachlich aus den Chondrozyt-&hnlichen Zellen, und sie besitzt ein hdéheres
chondrogenes Potenzial als die Zellen der duBeren Zone (Furumatsu et al. 2011). In
Zusammenschau mit den oben beschriebenen histologischen Befunden dieser Arbeit ist
davon auszugehen, dass der TGF-B-Signalweg bzw. dessen Smad-Signalmolekile die
Meniskuszellen der &uBeren und inneren Zone des Meniskus beeinflussen kdnnen. Dies
bestarkt wiederum die Vermutung, dass dieser Signalweg eine protektive Wirkung auf die

Meniskusdegeneration hat.

4.5. Diskussion der Ergebnisse auf Proteinebene

Auf Proteinebene wurden in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Western-Blot-Analysen
alle untersuchten Smad-Signalmolekule (Smad1, Smad2, Smad3, Smad4) in den MPCs,
welche aus der inneren Zone der Menisken stammten, nachgewiesen (Abb.19-21). Fur die
Signalproteine Smad2, Smad3 und Smad4 konnten quantitative Unterschiede bezlglich
des Proteingehalts zwischen den MPCs aus hocherkranktem und den MPCs aus gering
erkranktem Meniskusgewebe festgestellt werden. Die Abbildungen 20 und 21 zeigen,
dass die Proteine Smad2, Smad3 und Smad4 in gréBeren Mengen in den MPCs aus
gering erkranktem Meniskusgewebe vorhanden sind als in den MPCs aus hochgradig
erkranktem Meniskusgewebe. Diese Beobachtungen stimmen mit den oben
beschriebenen Ergebnissen auf Genebene Uberein. Der TGF-B-Signalweg ist Uber seine
Signalproteine Smad2, Smad3 und Smad4 in der Lage, den Effekten kataboler Enzyme,
wie z.B. IL1 oder TNF-alpha, Uber die Stimulierung der Matrixproduktion und der Synthese
von Proteaseinhibitoren entgegenzuwirken. Ebenso kénnen diese Effekte durch die
,2Downregulierung“ von Zytokinrezeptoren und die Suppression knorpelabbauender
Enzyme, begrenzt werden (Pelletier et al. 1991). Es ist daher naheliegend, dass die
Verminderung von Smad2-, Smad3- oder Smad4- Signalmolekllen eine
Meniskusdegeneration zur Folge hat. Die Relevanz dieser Signalmoleklle bzw. dieses

Signalwegs wird unterstrichen durch das verminderte Vorliegen von TGF-B-Rezeptoren in
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dem Knorpelgewebe alter Mause, welche eine erhdhte Anfélligkeit fur eine Osteoarthrose
aufwiesen (Blaney Davidson et al. 2005). Diese Erkenntnisse sind konform zu frUheren
Studien von Boumediene et al. und Verdier et al., welche im Kaninchen (Boumediene et al.
1998) und im humanen osteoarthrotischen Knorpelgewebe (Verdier et al. 2005) eine
verminderte Expression von TGF-B-Rezeptoren zeigen konnten. Die oben beschriebenen
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auch im Meniskusgewebe osteoarthrotische
Degenerationsprozesse in einer reziproken Korrelation zu der Aktivitdt des TGF-B-
Signalwegs stehen und dass dieser Signalweg, da er auch innerhalb der MPCs

nachgewiesen wurde, vermutlich eine zentrale Rolle bei der Meniskusregeneration spielt.

4.6. Diskussion des Uberexpressionsexperiments

Um die vermutete protektive Funktion des TGF-B-Signalwegs bzw. dessen Smad-
Signalproteine genauer beschreiben zu kdnnen, wurden die Auswirkungen einer
Uberexpression in Bezug auf verschiedene Matrixkomponenten untersucht. Durch die
Transfektion entsprechender Plasmid-DNA in MPCs (siehe 2.10), ist es in dieser Arbeit
gelungen, die Signalproteine Smad1, Smad2, Smad3 und Smad4 innerhalb der MPCs zu
Uberexprimieren (Abb. 22-24). In Bezug auf Kollagen | ist mit Hilfe der Western-Blot-
Methode zu erkennen, dass eine Uberexpression der Smadi- und Smad4- Proteine und
eine Uberexpression der Smad2- und Smad4- Proteine innerhalb der MPCs zu einer
vermehrten Kollagen I-Synthese im Vergleich zur Kontrolle fihrt (Abb. 25). Kollagen | ist die
Uberwiegende Kollagenart innerhalo des Meniskusgewebes und wird hauptsachlich von
den Chondrozyt-&hnlichen Zellen, welche sich vorwiegend in der inneren Zone des
Meniskus befinden, produziert (McDevitt und Webber 1990). Aufgrund der zuvor
beschriebenen Ergebnisse wird davon ausgegangen, dass von dem TGF-B-Signalweg
eine gewisse Regenerationsaktivitdt ausgeht bzw. dieser vermutlich in der Lage ist,
Degenerationsprozessen innerhalb des Meniskusgewebes entgegenzuwirken. In
Anbetracht dessen ist es nicht Uberraschend, dass durch Uberexpression der
Signalmolekile des TGF-B-Signalwegs Kollagen | erhoht ist, da es eine Grundkom-
ponente des gesunden Meniskusgewebes darstellt. Es ist jedoch erstaunlich, dass die

Uberexpression des Signalmolekils Smad1, welches einen Teil des BMP-Signalwegs
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darstellt, in &hnlicher Weise die Kollagen |-Synthese beeinflusst, wie eine Uberexpression
des Signalmoleklls Smad2, welches ein Bestandteil des TGF-B-Downstream-
Mechanismus ist. Eigentlich stehen diese beiden Signalwege, die beide zur TGF-B-
Superfamilie gehdren, in einer reziproken Beziehung zueinander (Gronroos et al. 2012). Die
beobachtete synergistische Wirkung der beiden Signalwege in dieser Untersuchung
konnte darauf zurlGckzufUhren sein, dass die Rezeptoren nicht durch Ligandenbindung
aktiviert worden sind und somit die R-Smads (Smadi, Smad2, Smad3) nicht
phosphoryliert wurden. Es musste also in weiterfUhrenden Studien Uberprift werden, ob
der Einfluss der beiden Signalwege auf die Kollagen [-Synthese auch durch eine
ligandenvermittelte Stimulation eine synergistische Wirkung zeigt. Auf der anderen Seite

unterstreichen diese Befunde den Stammzellcharakter der MPCs.

Die Auswirkungen einer Uberexpression der Signalmolekile Smadi und Smad4 sowie
Smad2 und Smad4 auf die Kollagen II-Synthese zeigt die Abbildung 26. Hier ist
dargestellt, dass eine Uberexpression der Signaimolekile Smad1 und Smad4 (BMP-
Signalweg) in hoéherem MaBe zur vermehrten Kollagen II-Synthese flhrt als die
Uberexpression der Signaimolekile Smad2 und Smad4 (TGF-B-Signalweg). Dieses
Ergebnis ist allerdings kontrovers zu vorausgehenden Studien, welche ergaben, dass der
TGF-B-Signalweg eher fur die chondrogene Differenzierung und der BMP-Signalweg eher
fir die osteogene Differenzierung von Bedeutung ist (Augst et al. 2008). Auch im
Knorpelgewebe konnte von Koelling et al. belegt werden, dass CPCs innerhalb einer 3D-
Kultur unter TGF-B3- Substitution héhere Mengen an Kollagen Il aufwiesen als die
Kontrollen (Koelling et al. 2009). Diese Unstimmigkeit zwischen dem Ergebnis der
vorliegenden Arbeit und der Literatur l&sst sich evtl. durch die fehlende Stimulation der
TGF-B- und BMP-Rezeptoren erklaren. Wie schon in der Einleitung beschrieben, werden
die Rezeptoren, welche Kinaseaktivitat besitzen, durch inre Liganden aktiviert, und sie sind
erst dadurch in der Lage, die R-Smad-Moleklle zu aktivieren. Jedoch liegt auch ohne
Ligandenbindung eine gewisse endogene Aktivitdt der Rezeptoren vor, wie die Ergebnisse
der Uberexpression eindeutig zeigen. Es wére also denkbar, dass eine unterschiedliche
endogene Aktivitdt der TGF-B- und BMP-Rezeptoren der erwadhnten Unstimmigkeit

zugrundeliegt. In weiterfUhrenden Untersuchungen sollten daher die obigen
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Uberexpressionsversuche durch eine ligandenabhangige Stimulation des TGF-B- und des
BMP-Signalwegs erganzt werden, um einen stérenden Einfluss der endogenen

Rezeptoraktivitat ausschlieBen zu konnen.

4.7. Therapeutische Ausblicke und klinische Relevanz dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals der TGF-B-Signalweg und dessen Smad-
Signalmolekile innerhalb von MPCs dargestellt werden. Sowohl auf zellularer und
Gewebeebene, als auch auf Gen- und Proteinebene wurden die Smad-Signalmolekule
nachgewiesen. Zudem zeigte sich auf Gen- und Proteinebene, dass die MPCs aus gering
erkranktem Meniskusgewebe eine héhere Expression der Smad-Signalmolekile aufweisen
als MPCs, die aus hochgradig erkranktem Meniskusgewebe stammen. Aus der
Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit entwickelte sich die Vermutung, dass dem
TGF-B-Signalweg und seinen Smad-Signalmolekllen eine protektive Funktion in der
Ausbildung und Entstehung eines Meniskusschadens zukommt. Da Meniskusdefekte
h&ufig direkt mit einer Osteoarthrose im Kniegelenk assoziiert sind, spielt die Regeneration
von Meniskusgewebe auch in der Pravention der Osteoarthrose eine zentrale Rolle. Um
diese Vermutung zu bekraftigen, mussen jedoch zunachst weitere Fragen geklart bzw.
bestatigende Experimente, wie z.B. eine ligandenvermittelte Stimulation des Signalwegs,
durchgefiihrt werden. Zudem sollten die Effekte des TGF-B-Signalwegs genauer
untersucht werden, um herauszufinden, ob eine Stimulation dieses Signalwegs innerhalb
der MPCs die Synthese von nativem Meniskusgewebe zur Folge hat. Ware dies der Fall,
wulrden die MPCs einen neuen therapeutischen Ansatzpunkt in der Behandlung von
Meniskusdefekten darstellen. Moglicherweise konnte die Untersuchung der
Transkriptionsfaktoren Runx2 und Sox9, die in der Regeneration von Knorpelgewebe
innerhalb der CPCs eine zentrale Rolle spielen (Koelling et al. 2009), im Rahmen einer
Stimulation des Signalwegs neue Erkenntnisse Uber die TGF-B- vermittelte
Meniskusregeneration liefern. Wenn es gelingen wirde, die MPCs zur Synthese von
nativem Meniskusgewebe anzuregen, ware dies in Zukunft eine interessante konservative

Therapiealternative zu den interventionellen Verfahren und konnte vielseitig hinsichtlich
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intraartikuléarer Injektionen, autologer Knorpelzelltransplantationen oder tissue engineering

angewendet werden.

Es bleibt jedoch weiterhin offen, ob der TGF-B-Signalweg die MPCs hinsichtlich der
Synthese von nativem Meniskusgewebe beeinflussen kann. Die vorliegende Arbeit kann
als Grundlage fUr weiterflhrende Experimente in dieser Richtung verwendet werden. Bevor
jedoch der Manipulation des TGF-B-Signalwegs bezUlglich der Meniskusregeneration
klinische Bedeutung zukommen kann, bedarf es weiterer Untersuchungen hinsichtlich

dieses Signalwegs und dessen Wirkung auf die MPCs.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals der TGF-B-Signalweg und dessen Smad-
Signalmolekile innerhalo der MPCs nachgewiesen werden. Dieser Nachweis erfolgte
sowohl auf zelluldrer und Gewebeebene als auch auf Gen- und Proteinebene. Zusétzlich
konnte auf Gen- und Proteinebene gezeigt werden, dass die Signalmoleklle Smad?2,
Smad3 und Smad4 in MPCs aus gering erkranktem Meniskusgewebe eine vermehrte
Expression aufweisen im Vergleich zu den MPCs aus hochgradig erkranktem
Meniskusgewebe. Diese Erkenntnis weist auf eine mogliche protektive Funktion des TGF-
B-Signalwegs wahrend degenerativer Prozesse im Meniskusgewebe hin. Um die Effekte
des TGF-B-Signalwegs und dessen Smad-Signalmolekile genauer zu verstehen und
besser beschreiben zu kdénnen, wurde eine Uberexpression der Smad-Signaimolekiile
innerhalb von MPCs durchgefuhrt und die Auswirkungen dieser auf die Kollagen |- und
Kollagen IlI-Synthese genauer beleuchtet. Infolgedessen konnte sowohl eine vermehrte
Kollagen I-Synthese als auch eine vermehrte Kollagen lI-Synthese festgestellt werden. Dies
bestéatigt die Annahme, dass dem TGF-B-Signalweg und dessen Smad-Signalmolekulen
eine zentrale, protektive Funktion wahrend der Meniskusdegeneration zukommt. Durch die
vermehrte Synthese von Matrixkomponenten wird den Degene-rationsprozessen innerhalb
des Meniskusgewebes entgegengewirkt. Ein nicht degenerierter bzw. ein regenerierter
Meniskus besitzt eine biomechanische Schutzfunktion fur das Kniegelenk und wirkt somit
einer Kniegelenkarthrose entgegen. In Zukunft kdnnte der TGF-B-Signalweg einen
mdglichen Ansatzpunkt fUr therapeutische Behandlungen bei Meniskuslasionen darstellen.
Da Meniskusdefekte haufig direkt mit einer Osteoarthrose im Kniegelenk assoziiert sind,
spielt die durch den TGF-B-Signalweg induzierte Regeneration von Meniskusgewebe auch

in der Pravention der Osteoarthrose eine zentrale Rolle.
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