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1 Einleitung

1.1  Allgemeiner Aufbau und Funktion von Gelenken

1.1.1 Definition, Arten und Zusammensetzung

Gelenke (lat.: Articulatio, -nes) sind Teil des Bewegungsapparates des Menschen und als
Kontaktstelle zwischen verschiedenen Skelettelementen definiert, die Beweglichkeit der
Skelettelemente untereinander und damit komplexe Bewegungen ermoglichen. Es lassen
sich Synarthrosen, sog. unechte Gelenke, von Diarthrosen, sog. echten Gelenken, unter-
scheiden. Die einzelnen Skelettelemente artikulieren bei den Synarthrosen tuber straffes
Bindegewebe (Syndesmose) oder Knorpel (Synchondrose). Bei den Diarthrosen sind die
Gelenkflichen (lat. Facies articularis) durch einen Gelenkspalt voneinander getrennt, welcher
Bestandteil der Gelenkhohle (lat. Cavitas articularis) ist. Das Gelenk wird hierbei von der
Gelenkkapsel (lat. Capsula articularis) umschlossen, welche sich in eine duBlere Faserschicht
(at. Membrana fibrosa) und die innen gelegene Synovialmembran (lat. Membrana synovialis)
unterteilt. Die Zellen der dufleren Faserschicht produzieren die Gelenkfliissigkeit (Synovia),
die fiir eine Schmierung der Gelenkflichen, Dimpfung von St6Ben und Nahrstoffversor-
gung des Gelenkknorpels sorgt. In den meisten Fillen sind die Gelenkflichen von hyali-
nem Knorpel tberzogen (abgeleitet vom griechischen Wort Hyalos fur Glas). Nur selten
liegt Faserknorpel vor, wie beispielsweise im Kiefer- oder Sternoklavikulargelenk (Ben-
ninghoff und Drenckhahn 2002). Der Knorpel ist essenziell fiir eine Verminderung der
Reibung zwischen den artikulierenden Skelettelmenten und sorgt fiir eine gleichmillige
Verteilung der bei Bewegung entstehenden Krifte (Kuettner 1992). Um eine bessere
Druckverteilung auf die Gelenkflichen zu erreichen, existieren bei Gelenken mit inkongru-
ent geformten Gelenkflichen, wie im Knie- oder Kiefergelenk, in den Gelenkspalt hinein-

reichende intraartikulire Strukturen, die als Diskus oder Meniskus bezeichnet werden
(Benninghoff und Drenckhahn 2002).

1.1.2 Hyaliner Knorpel als Grundsubstanz des Gelenkknorpels

Hyaliner Knorpel ist neben dem ebenfalls vorkommenden elastischen Knorpel und Faser-
knorpel die am haufigsten vorkommende Knorpelart des menschlichen Koérpers und im-
poniert optisch durch seine blaulich-weil3e Farbe und Transparenz. Es handelt sich um ein
avaskulires, nicht innerviertes Bindegewebe, zusammengesetzt aus einer dichten extrazellu-
liren Matrix (EZM) und darin verteilten hochspezialisierten Zellen, die Chondrozyten ge-
nannt werden. Die EZM besteht zum groten Teil aus Wasser, Kollagen, Proteoglykanen,
nicht kollagentsen Proteinen und Glykoproteinen (Buckwalter und Mankin 1998; Mortis et
al. 2002). Hyaliner Knorpel besteht per definitionem zum grof3ten Teil aus Kollagen II und
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weist einen hohen Anteil des Proteoglykans Aggrecan auf. Dies unterscheidet ihn wesent-
lich vom z. B. im Meniskus vorkommenden fibrokartiliginiren Knorpel, welcher haupt-
siachlich aus Kollagen I besteht und einen geringen Proteoglykan-Anteil besitzt (Poole et al.
2001). Bedeckt hyaliner Knorpel den subchondralen Knochen in Diarthrosen wird er als
Gelenkknorpel bezeichnet. Das Vorkommen von hyalinem Knorpel beschrinkt sich dabei
nicht nur auf die Flichen der Gelenke, ebenfalls erftllt er vielfaltige Bau- und Stitzfunkti-
onen als Bestandteil von Trachea, Bronchien, Nase, Larynx und Rippen. In den Epiphy-
senfugen sorgt er fiir das Langenwachstum des Knochens. Wahrend der Entwicklung lie-
fert er die Grundsubstanz fir das Skelett im Rahmen der chondralen Osteogenese (Junqu-
eira et al. 2002).

1.1.3 Zonale und regionale Gliederung des Gelenknorpels

Defekte des 2-4 mm dicken Gelenkknorpels sind ein wichtiger Grund fir muskuloskeletta-
le Morbiditit. Gelenkknorpel verfiigt dabei tiber eine komplexe und hochorganisierte
Struktur, deren Erhalt fir die Gelenkfunktion von enormer Wichtigkeit ist. Dabei lassen
sich mikroskopisch sowohl eine zonale, in Schichten aufgeteilte, als auch eine regionale, an

den Chondrozyten orientierte Gliederung erkennen (Fox et al. 2009).

1.1.3.1 Zonale Gliederung

Die zonale Gliederung des Gelenkknorpels in mehrere strukturell unterschiedliche Schich-
ten wurde erstmals durch Benninghoff (1925) beschrieben. Die Zonen unterscheiden sich
in der qualitativen und quantitativen Komposition ihrer EZM, der Ultrastruktur der Kolla-
gene, der Anzahl und dem Phinotyp der Chondrozyten, um funktionell unterschiedlich
mechanische Belastungen auszuhalten. Vier Zonen werden im hyalinen Gelenkknorpel

unterschieden:

Die etwa 100 um durchmessende Tangentialfaserzone (Zone I) schiitzt die tieferen Schich-
ten vor Scherkriften, besteht grof3tenteils aus Kollagen II und IX und hat direkten Kontakt
mit der Synovialfliissigkeit (Fox et al. 2009). Die Oberfliche besitzt einen hohen Anteil an
Lubricin (Schumacher et al. 1994). Dieses sorgt im Zusammenspiel mit Hyaluronsaure fir
eine Gleitschicht auf der Knorpeloberfliche und einen geringen Reibungskoeffizienten
(Greene et al. 2011).

Die Ubergangszone (Zone II) bildet 40 bis 60 Prozent des Gesamtknorpels. Durch ihren

hohen Anteil des Proteoglykans Aggrecan fungiert sie als Polster des bei Bewegungen ent-
stehenden Drucks (Poole et al. 2001).

Die Radiirfaserzone (Zone III) weist den hochsten Proteoglykananteil und niedrigsten
Wasseranteil auf und liefert damit Schutz vor Druck. Thr Volumen betrigt etwa 30 Prozent
des Gesamtvolumens. (Poole et al. 2001)
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Der Durchmesser der Mineralisierungszone (Zone IV) betragt etwa 100 pm. Sie liegt dem
subchondralen Knochen direkt auf und ist mit diesem durch kleine Einbuchtungen fest
verzahnt. Thre EZM hat einen hohen Anteil anorganischer Salze, wie z.B. Calciumphosphat
(Benninghoff und Drenckhahn 2002). In ihr ldsst sich der Hypertrophiemarker Kollagen X
nachweisen (Goldring 2012). Die Kalzifizierungsfront zur Zone III wird durch die im Hi-
matotoxilin-Eisenpriparat ertkennbare #demark gebildet (Fawns und Landells 1953).

Die Kollagene sind in Zone I trajektoriell zur Oberfliche angeordnet, um auftretende
Druckkrifte gleichmal3ig zu verteilen. In den Zonen II und 1III liegt eine eher zufillige An-
ordnung vor, wohingegen die Fasern in Zone IV radiir verlaufen, um Kompressionskrif-
ten Stand zu halten (Goldring 2012). Die Verankerung der Fasern erfolgt innerhalb der
Zone IV im nahen Kontakt zum subchondralen Knochen, wodurch die auf den Knorpel
ausgetibten Scherkrifte als Zugkrifte auf den Knochen weitergeleitet werden (Radin et al.
1984).

Die Chondrozyten verindern ihre Morphologie von einem abgeflachten Phinotyp in den
oberflichlichen Schichten zu einem eher runden, hypertrophen Phinotyp in der Minerali-
sierungszone. In der Tangentialfaserzone liegen sie je nach Gelenktyp in unterschiedlichen
raumlichen Mustern, einzeln, paarweise oder in Haufen, vor (Rolauffs et al. 2010). Die
Ubergangszone hat einen niedrigen Chondrozytenanteil. In den tiefen Schichten erfolgt
eine Anordnung in Siulen parallel zu den radidr verlaufenden Kollagenfasern (Fox et al.
2009).

1.1.3.2 Regionale Gliederung

Neben der zonalen erfolgt eine regionale Gliederung, die sich nicht an der Schichttiefe,
sondern an den Chondrozyten orientiert, in eine perizellulire, territoriale und interterritori-
ale Region. Die Matrix der perizelluliren Region ist ca. 2 um dick (Poole et al. 2001), reich
an Aggrecan (Poole et al. 1980), Kollagen VI (Hagiwara et al. 1993) und dem Zellmem-
bran-assoziierten Anchorin-CII (Mollenhauer et al. 1984). Der perizelluliren Region wird
eine funktionelle Rolle in der Signaltransduktion bei Belastung des Knorpels zu geschrie-
ben (Eggli et al. 1985). Die perizellulire Matrix wird von der territorialen Region umhiillt,
die mit ihren feinen Kollagenfibrillen eine korbihnliche Struktur bildet und die Chondrozy-
ten vor einwirkenden Kriften schiitzt (Szirmai 1974). In den tiefen Schichten existiert die
interterritoriale Region, die grofite aller drei Regionen, welche durch ihr dichtes Kollagen-
netzwerk am meisten zu den biomechanischen Figenschaften des Gelenkknorpels beitragt
(Mow und Guo 2002).

1.1.4 Zusammensetzung und Homoostase der EZM im gesunden Knorpelgewebe

1.1.4.1 Bestandteile der EZM

Die Hauptkomponenten der EZM sind Wasser, Kollagene, Proteoglykane und nicht-

kollagenése Proteine. Dabei macht Wasser zwischen 65 und 80 Prozent des Gesamtge-
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wichts aus und sorgt durch seinen Fluss durch die Poren der Matrix fiir eine gleichmifige
Verteilung von Nihrstoffen und Ionen innerhalb des Knorpelgewebes (Mow et al. 1992).
Die Kollagene machen den grof3ten Anteil des Trockengewichts aus; knorpelspezifisch sind
die Kollagene II, IX und XI (Heinegard und Saxne 2011). Kollagen II wurde als die men-
genmilBig am hiufigsten vorkommende Komponente identifiziert (Strawich und Nimni
1971). Alle Mitglieder der Kollagen-Familie bestehen aus drei Polypeptidketten mit einem
hohen Anteil der Aminosduren (ASs) Glycin und Prolin, die zu einer dreifachen Helix ver-
drillt sind. Diese molekulare Bauweise verleiht dem Gelenkknorpel die notwendige Figen-

schaft, hohen Zugspannungen Stand zu halten (Kihn 1974).

Neben den Faserproteinen sind Proteoglykane mengenmilBig die zweithdufigste Kompo-
nente der EZM und verleihen dem Knorpelgewebe hohe Widerstandskrifte gegeniiber
Kompressionskriften (Fox et al. 2009). Zu ihnen gehéren die Proteine Aggrecan, Decorin,
Biglycan und Fibromodullin (Chen et al. 2017). Proteoglykane bestehen aus einem Protein-
kern an den kovalent lange unverzweigte Polysaccharidketten, die Glykosaminoglykane
(GAGsS), gebunden sind (Iozzo und Schaefer 2015). Die GAGs bestehen aus repetitiven
Disaccharideinheiten, typischerweise aus einem Aminozucker (N-Acetylglucosamin oder
N-Acetylgalactosamin) und einer Uronsiure, deren Zuckerreste durch negativ geladenen
Carboxyl- und Sulfatgruppen substituiert sind (Gandhi und Mancera 2008). Durch ihre
hohe negative Ladungsdichte binden Proteoglykane Kationen mit deren voluminosen Was-
serhtllen und bilden so die gelartige Grundsubstanz der EZM und sorgen fur eine hohe
Elastizitat (Muller-Esterl 2011).

Die dritte Gruppe der Matrixbestandteile wird durch nicht-kollagentse Proteine und Gly-
koproteine gebildet, die hier auf Grund ihrer groflen Heterogenitit nicht in aller Ausfiithr-
lichkeit dargestellt werden kénnen. Als exemplarische Vertreter seien das cartilage oligomeric
protein, Fibronektin, Laminin und das hyaluronan and proteoglycan link protein 1 genannt (Keiser
1975; Acharya et al. 2014; Halper und Kjaer 2014).

1.1.4.2 Der Chondrozyt als Regulator der Knorpelhomdostase

Die Fihigkeit des Gelenkknorpels, hohen mechanischen Belastungen, standzuhalten beruht
auf der funktionalen Zusammensetzung seiner EZM und dessen Integritit, die durch ein
Gleichgewicht parallel ablaufender kataboler und anaboler Prozesse erhalten wird (Gold-
ring 2000). Eine Schliisselrolle in der Homdostase wird dabei dem Chondrozyten zuge-
schrieben, dessen metabolische Aktivitit durch Mankin und Lippiello (1969) beschrieben
wurde. Es handelt sich um terminal-differenzierte Zellen, die von mesenchymalen Stamm-
zellen (MSCs) abstammen und ungefidhr zwei Prozent des Knorpelvolumens ausmachen
(Alford und Cole 2005). Gesunde Chondrozyten befinden sich in einem postmitotischen
Ruhezustand (Martin et al. 2004) und werden mit Sauerstoff und Nihrstoffen via Diffusion
aus der Synovialfliissigkeit (Levick 1995) sowie den Gefillen des subchondralen Knochens

versorgt (Imhof et al. 2000). Auf Grund der langen Diffusionsstrecke existieren sie in ei-
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nem hypoxischen, bradytrophen Milieu und haben ihren Stoffwechsel an anaerobe Bedin-
gungen angepasst (Lafont 2010).

Chondrozyten sind fiir die Synthese, Erneuerung und Reparatur der EZM in ihrer unmit-
telbaren Umgebung verantwortlich. Dazu sezernieren sie die Makromolekiile der EZM und
sorgen durch die Produktion matrixdegradierender Enzyme vom Typ der Matrixme-
talloproteinasen (MMPs) und Cathepsine fiir den Abbau beschidigter Matrixbestandteile.
MMPs werden als extrazelluldr aktivierte Proenzyme sezerniert und kénnen mit Hilfe eines
zentralen Zinkions Bestandteile der EZM lysieren (Fox et al. 2009). Bislang wurde die Ex-
pression sieben verschiedener MMPs im Gelenkknorpel nachgewiesen, die sich in ihrer
jeweiligen Spezifitit fiir verschiedene Kollagene und Matrixbestandteile unterscheiden (Ro-
se und Kooyman 2016). Die MMPs 1, 2, 13 und 14 scheinen dabei fiir den unter physiolo-
gischen Bedingungen erforderlichen Matrixumsatz verantwortlich zu sein, da sie in gesun-
den Knorpelgewebe konstitutiv exprimiert sind. Die MMPs 3, 8 und 9 lassen sich nur in
osteoarthrotisch verindertem Knorpel nachweisen (Chubinskaya et al. 1999). Die enzyma-
tische Aktivitit der MMPs wird durch den Zissue inhibitor of metalloproteinases reguliert (Dean
und Woessner 1984).

Um die auf- und abbauenden Prozesse auf die jeweilige Situation anzupassen, besitzen
Chondrozyten die Fihigkeit, Verinderungen in ihrem Mikromillieu wahrzunehmen und
Uber eine Vielzahl involvierter Signalwege in eine Anpassung ihrer metabolischen Aktivitit
umzusetzen. Dieser Prozess unterliegt der Steuerung einer Vielzahl von Wachstumsfakto-
ren und Zytokinen, wie zusuline-like growth factor (Asanbaeva et al. 2008), Faktoren der #rans-
Sforming growth factor-beta(TGF-B)-Familie (Finnson et al. 2012), Faktoren der bone morphogenetic
protein(BMP)-Familie (Thielen et al. 2019) und Interleukinen (Buckwalter et al. 2005). Eine
Zell-Matrix-Interaktion erfolgt durch Integrine. Diese sorgen mechanisch fiir eine Veranke-
rung der Chondrozyten in der EZM, vermitteln aber auch via Signaltransduktion Informa-
tionen tiber den Zustand der EZM (Loeser 2014).

Mit zunehmendem Alter nehmen die Fihigkeiten der Chondrozyten zur Aufrechterhaltung
der EZM und ihre Reaktion auf anabole Stimuli physiologisch ab, und das fein eingestellte
Gleichgewicht aus Auf- und Abbau verschiebt sich zugunsten einer negativen Bilanz
(Guerne et al. 1995; Musumeci et al. 2015). Als protektiver Faktor zur Aufrechterhaltung
der Homéostase und zelluliren Viabilitat gilt eine regelmilBige, gleichmifige Belastung des
Gelenkes bei nicht zu hohen Driicken, welche fiir eine bessere Verteilung der Nihrstoffe
im Gewebe sorgt (Torzilli et al. 1999).

Zusammengefasst beruht die ausgekligelte, funktionelle Integritit des Gelenkknorpels auf
einer gegliederten, aufeinander abgestimmten EZM, deren Erhalt durch ein komplex regu-
liertes Gleichgewicht auf- und abbauender Prozesse bestimmt ist. Kommt es zu einer Ver-
schiebung des Gleichgewichtes oder einer Schidigung der EZM, folgt zwangsliufig ein

Funktionsvetlust.
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1.2 Die Osteoarthrose

1.2.1 Definiton und gesellschaftliche Relevanz

Im Jahre 2007 trat die United States Food and Drug Administration, mit dem Ziel eine
klinische, einheitliche Definition der Osteoarthrose (OA) zur Vereinheitlichung von Stan-
dards in der Diagnosestellung, bei klinischen Studien und der Medikamentenentwicklung
zu schaffen, an die Osteoarthtritis Research Society International (OARSI) heran. Die
OARSI bildete daraufhin acht Arbeitsgruppen, die sich mit der Beantwortung dieser Fra-
gen auseinandersetzten (Lane et al. 2011). Sie kam dabei zu folgender im Jahre 2015 tber-

arbeiteter Definition:

., Osteoarthritis is a disorder involving movable joints characterized by cell stress and
exctracellular matrix degradation initiated by micro- and macro-injury that activates mal-
adaptive repair responses including pro-inflammatory pathways of innate immunity. The
disease manifests first as a molecular derangement (abnormal joint tissue metabolism) fol-
lowed by anatomic, and/ or physiologic derangements (characterized by cartilage degrada-
tion, bone remodeling, ostegphyte formation, joint inflammation and loss of normal joint

function), that can culminate in illness.” (Kraus et al. 2015)

Die OA besitzt, im Angesicht einer steigenden Lebenserwartung, eine hohe Relevanz, so-
wohl bezogen auf das Individuum, da sie zu chronischen Schmerzen, Invaliditit und der
damit verbundenen Einschrinkungen der Lebensqualitit fihrt, als auch fir die Gesell-
schaft, da sie in einem unter stindigen Kosten und Leistungsdruck stehenden Gesundheits-
system auf Grund ihrer Chronizitit einen grof3en Belastungsfaktor darstellt (Hunter et al.
2014).

Die geschitzte Privalenz liegt bei einem Betroffenen pro acht Erwachsenen (Dunlop et al.
2001). Die fir die Behandlung der OA in den USA jihrlich benétigten Versicherungsaus-
gaben werden auf 185,5 Billionen US-Dollar geschitzt (Kotlarz et al. 2009). Die Kosten,
die fir Forschungszwecke aufgewendet werden, sind verglichen mit den gesamten direkten
Ausgaben niedrig. In Australien betragen sie nur ein Prozent der Gesamtausgaben. (Arthri-
tis and Osteoporosis Victoria 2013) Auf Grund der hohen Relevanz der OA haben die
Vereinten Nationen und die World Health Organization die erste Dekade des neuen Jaht-
tausends zur ,,Bone and Joint Decade® deklariert (Woolf und Pfleger 2003).

1.2.2 Atiologie und molekulare Ursachen

Das Risiko eine OA zu entwickeln ist von diversen Faktoren abhingig, die in einer Vielzahl
epidemiologischer Studien nachgewiesen werden konnten. Hierzu zihlen ein erhShter Bo-
dy-Mass-Index, weibliches Geschlecht, vorangegangene Gelenkoperationen, intensive kor-
petliche Aktivitit und Tabakkonsum (Blagojevic et al. 2010). Eine zusitzliche genetische

Veranlagung konnte durch den Nachweis von Polymorphismen in Genen, die sowohl Be-
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standteile der EZM wie ACAN, COL2AT und COMP, als auch Signalmolekiile codieren,
in osteoarthrotisch erkrankten Gewebe gezeigt werden (L.oughlin 2005; Valdes et al. 2007).

Das Vorliegen genetischer und nicht-genetischer Faktoren ebnet den Weg in einen Zu-
stand, bei dem der gestorte, durch Chondrozyten geregelte Metabolismus des Gelenkknor-
pels und seiner Bestandteile am Anfang einer, in progressiver Destruktion der funktionellen
Anatomie des Gelenkes endenden Kaskade steht. Es kommt durch eine Aktivierung der
sich in einem postmitotischen Ruhezustand befindenden Chondrozyten zu einer verinder-
ten Expression von Bestandteilen der EZM und matrixdegradierender Enzyme, die zusitz-

lich durch eine Entziindungsreaktion angetrieben wird (Houard et al. 2013).

»Motor* der Matrixdegradation ist die verstarkte Expression der MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-8, MMP-9, MMP-13 und MMP-14 sowie der a disintegrin-metalloproteinases with throm-
bospondin-motifs (ADAMTSs). Besondere Bedeutung fiir den Funktionsverlust des Knorpels
haben die MMP-13, bedingt durch ihre Fahigkeit das knorpelspezifische Kollagen II zu
spalten (Troeberg und Nagase 2012), sowie ADAMTS-4 und ADAMTS-5 durch ihre
Funktion als Aggrecanase (Arner 2002). Kompensatorisch um den Matrix-Zerfall entgegen
zu wirken, kommt es in den frihen Stadien der OA zu einer verstirkten Expression und
Biosynthese von Aggrecan und Kollagen II durch den Chondrozyten (Hermansson et al.
2004). Dieser Kompensationsmechanismus sistiert jedoch in den spiten Stadien und es
kommt stattdessen zur Bildung eines biomechanisch insuffizienten, fibrokartiliginiren Er-
satzgewebes aus Kollagen I und Kollagen I1I (Miosge et al. 1998; Sandell und Aigner 2001).

Im Verlauf der OA durchlaufen die Chondrozyten phinotypische Verinderungen und be-
ginnen zu hypertrophieren, ein Phinomen, welches auch in der hypertrophen Schicht der
Wachstumsplatten der langen Réhrenknochen beobachtet werden kann (Kraan und Berg
2012). Marker dieses Prozesses sind Kollagen X (Kirsch und von der Mark 1992), MMP-13
(Nurminskaya und Linsenmayer 1996) und der Transkriptionsfaktor (TT) runt-related
transcription factor 2 (RUNX2), einem TF der osteogenen Differenzierung (Solomon et al.
2008). Die Aktivierungsschritte dieser Kaskade sind vielfaltig und noch nicht vollstindig
verstanden. Mégliche Ausloser sind altersbedingte Verdnderungen des Chondrozyten, ver-
mehrte Anfilligkeit gegeniiber oxidativem Stress, ibermiflige mechanische Belastungen
sowie eine Verdinderung der EZM durch Mikrovetletzungen mit dem Freiliegen von Kol-
lagen II-Fibrillen (Kraan und Berg 2012).

Ein wichtiger Faktor fiir die Krankheitsprogression ist das Vorliegen eines inflammatori-
schen Milieus mit einer erhohten Konzentration 16slicher proinflammatorischer Mediato-
ren, wie z. B. dem Interleukin-13 (IL-1B), dem Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-o) und
einer Vielzahl anderer Zytokine und Chemokine, in der Synovialfliissigkeit, die frei in den
Gelenkknorpel diffundieren und den chondrozytiren Metabolismus beeinflussen. Quelle
dieser Zytokine sind Synoviozyten sowie in die Synovia eingewanderte Makrophagen, die
durch eine Ligandenbindung von Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr, den Toll-
Like-Rezeptoren (TLRs), aktiviert werden (Scanzello und Goldring 2012). Die TLR-
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Aktivierung erfolgt dabei im Gegensatz zur angeborenen Immunitit nicht durch exogene
Liganden, wie bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS), sondern durch endogene Liganden
mittels damage-associated molecular patterns DAMPs). Zu diesen gehoren Fragmente der EZM
oder streng intrazellulire Molekile, die durch Nekrose in den Extrazellularraum gelangen
koénnen (Piccinini und Midwood 2010).

Im Rahmen der persistierenden subklinischen Inflammation kommt es im weiteren Verlauf
zu epigenetischen Veridnderungen, die eine weitere Progression fordern und inflammatori-
sche Signalkaskaden verstirken. Epigenetische Mechanismen laufen hierbei auf transkripti-
oneller und post-transkriptioneller Ebene ab. Zu ihnen gehéren Methylierung der Desoxy-
ribonukleinsaure (DNA), Histonmodifikationen und Micro-Ribonukleinsduren (RNAs)
(Reynard 2016). Studien auf diesem Gebiet sind Gegenstand neuester Forschungen und
versprechen die Identifizierung méglicher potenzieller Ziele fir die Entwicklung neuer

pharmakologischer Substanzen (Yu et al. 2015).

1.2.3 Histologische Verinderungen des Knorpelgewebes im Verlauf der OA

Die molekularen Pathomechanismen, deren gemeinsame Endstrecke der Verlust der natir-
lichen Homéostase des Gelenkknorpels ist, fiihren zu morphologischen, initial histologisch
erkennbaren Verdnderungen. Ein pathologisches Grading-System dieser Verinderungen
wurde 1971 durch Mankin etabliert, basierend auf einem Score, der die Faktoren Struktur-
abnormalien, den Proteoglykananteil, zellulires Wachstum und die Integritit der Zidemark
berticksichtigt (Mankin et al. 1971).

Anfinglich kommt es zu dem Auftreten von oberflichlichen Fibrillen und der Bildung von
Chondrozyten-Clustern als Ergebnis einer erhohten Proliferation, im weiteren Verlauf
durch den Verlust von Proteoglykanen zum Freiliegen von Kollagenfibrillen. Diese Knor-
peldefekte werden durch ein fibrokartiligindres Ersatzgewebe mit einem hohen Anteil an
Kollagen I und fibrozytiren Zellen aufgefillt. Insgesamt kommt es zu einer durch Apopto-
se bedingten verminderten Zellzahl zu einem vermehrten Auftreten zellulirer Cluster in
den tiefen Fissuren. Fine Duplikatur der #demark und eine VergroBerung der Mineralisie-
rungszone mit dem Einwachsen von Gefi3en aus dem subchondralen Knochen kann beo-
bachtet werden. Als Folge der erhéhten Belastung des Knochens kommt es zu dessen Skle-

rosierung und der Bildung von Osteophyten (Sulzbacher 2012).

1.2.4 Rolle und Funktion des NF-kB-Signalweges in der Pathophysiologie der OA

Die OA wurde lange Zeit als reine Abnutzungserscheinung des Gelenkknorpels betrachtet,
die durch sich im Laufe eines Lebens summierende, mechanische Belastungen bedingt ist.
Erst mit Fortschritten in der Molekularbiologie konnte dieses Paradigma gedndert werden,
so dass es heute gemeinhin als erwiesen gilt, dass der Knorpeldegeneration ein proin-
flammatorischer Prozess mit zu Grunde liegt (Berenbaum 2013). Insbesondere die Erfor-

schung des NF-kB-Signalweges, der Giber zahlreiche Funktionen im Rahmen der angebore-
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nen Immunitit, der Zelldifferenzierung und dem Zelliberleben verfiigt, bildete in den letz-
ten Jahren das Fundament fiir neue und innovative Behandlungsansitze in der OA-
Therapie (Roman-Blas und Jimenez 2006; Marcu et al. 2010).

Um eine differenzierte Antwort der Genexpression auf externe Stimuli zu gewihrleisten,
verfiigt der Signalweg tber ein groB3es Repertoire positiver und negativer regulatorischer
Elemente und verschiedener Funktionsweisen. In einer vereinfachten Darstellung fithren
Liganden, wie z. B. LPS, IL-18 und TNF-a, tber eine Rezeptorinteraktion zur Aktivierung
des IxkBa-Kinase-Komplexes (IKK), welcher tiber eine Phosphorylierung die Ubiquitinie-
rung und anschlieBende proteasomale Degradation von nhibitor of NF-xB, welche die TFs
der NF-kB-Familie in einem cytosolischem Arrest halten, einleitet. Freigesetzte NF-kB-
Dimere werden durch eine Reihe posttranslationaler Modifikationen aktiviert und translo-
zieren in den Nukleus, wo sie spezifische DNA-Sequenzen binden und an Promotoren

ihrer proinflaimmatorischen Zielgene wirken (Hayden und Ghosh 2008).

Funktionell hat der Signalweg in der OA eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung ei-
ner proinflammatorischen Antwort und einem veridnderten chondrozytiren Metabolismus

mit einhergehender Matrixdegeneration (Marcu et al. 2010; Olivotto et al. 2015).

In der Synovialfliissigkeit osteoarthritisch erkrankter Gelenke finden sich erhohte Konzent-
rationen ,,konventioneller* proinflaimmatorischer Mediatoren, darunter IL1-8 und TNF-«,
und ,,unkonventioneller proinflaimmatorischer Mediatoren, wie den Alarminen S100AS8,
S100A9 und high mobility group protein-1 (HMGB-1), sowie DAMPs. Gemeinsam munden
diese Uber ihre verschiedenen Rezeptoren in den NF-xB-Signalweg (Kapoor et al. 2011;
Liu-Bryan 2015). Durch die inflaimmatorischen Stimuli beginnen die Chondrozyten ver-
mehrt inflammatorische Gene zu exprimieren. Dies fihrt durch weitere Zytokinproduktion
von Interleukin-6 (IL-6), IL-18 und TNF-a zur Aufrechterhaltung des inflaimmatorischen
Milieus (Sandell et al. 2008) und zu einer veranderten Expression den chondrozytiren Me-
tabolismus regulierender TFs, wie z. B. einer Herunterregulierung von SRY (sex determining
region_y)-Box 9 Protein (SOX9), dem wichtigsten Regulator der Chondrogenese, der entschei-
dend ist fur die Transkription chondrozyten-spezifischer Gene, wie ACAN und COL2A7
(Goldring et al. 2000).

1.2.4.1 Der NF-kB Signalweg als therapeutisches Target in der OA

Zum aktuellen Zeitpunkt existiert keine die Krankheitsprogression beeinflussende, medi-
kamentose Therapie der OA. Der in den aktuellen Leitlinien fiir die nicht-operative Be-
handlung der OA des Knies der OARSI empfohlene Einsatz nicht-steroidaler Antiphlogis-
tika dient lediglich zur Symptomkontrolle von Schmerzen, vermag es aber nicht die krank-
heitsauslosenden biochemischen Prozesse zu modifizieren und hat ein breites Spektrum an
Nebenwirkungen mit einem hohen Risikoprofil (Crofford 2013; McAlindon et al. 2014).
Neben der Entwicklung stammzell-basierter regenerativer Therapieansitze zielen aktuelle

Forschungen auf die Entwicklung von disease-modifying drugs (DMDs), die den Krankheits-
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prozess verlangsamen und fir die eine Vielzahl méglicher pharmakologischer Zielstruktu-

ren existiert (Tonge et al. 2014; Goldring und Berenbaum 2015).

Die Versuche, effiziente DMDs, die auf Proteine des NF-kB Signalweges zielen, zu entwi-
ckeln, erstrecken sich von z wvitro-Versuchen bis zu klinischen Studien an Patienten. Die
pharmakologischen Zielstrukturen bilden dabet ein breites Spektrum ab, beginnend bei den
Liganden und endend bei den Genprodukten der NF-xB-Zielgene (Roman-Blas und Ji-
menez 2006; Marcu et al. 2010).

1.3 Das Immunophilin FKBP51 und seine Rolle im NF-kB-Signalweg

Das FK506-binding protein 51 (FKBP51), benannt nach seiner Fahigkeit das Immunsuppres-
sivum FK506 (Tacrolimus) zu binden (Wiederrecht et al. 1992), wurde erstmalig im Kom-
plex mit Steroidrezeptoren entdeckt (Smith et al. 1990) und erfullt wichtige Funktionen bei
der Adaption der Zelle an Stress und wechselnde Umweltbedingungen, wobei es Funktio-
nen in der Regulation verschiedener Signalwege besitzt (Rein 2016). Seine Relevanz fur die
Medizin etfiillt es durch seine Rolle in einer Vielzahl von Krebsarten, metabolischen Et-
krankungen, Proteinfehlfaltungserkrankungen und psychiatrischen Erkrankungen (Storer et
al. 2011). Die Entwicklung hochselektiver Liganden, wie z. B. den swall molecules SAFit1 und
SAFit2, ermoglicht neue therapeutische Einflussmoglichkeiten (Feng et al. 2015).

1.3.1 Molekularer Aufbau

FKBP51, codiert durch das FKBP5-Gen, gehort zur Familie der FK506-binding proteins
(FKBP), ciner Subgruppe der Immuunophilin-Familie. Das bekannteste Mitglied dieser
Familie ist FKBP12, welches den therapeutischen Effekt von FK506 vermittelt (Harding et
al. 1989; Siekierka et al. 1989). Bei den Mitgliedern der FKBP-Subgruppe handelt es sich
um multifunktionelle Proteine, die untereinander starke Strukturhomologien aufweisen.
Die Primirstruktur von FKBP51 ist 457 ASs lang und wahrend der Proteinfaltung bilden
sich mehrere funktionelle Dominen aus. Die ersten beiden Domianen gebildet durch die
ASs 33-138 und 147-251 sind typische FKBP-Domainen, wie sie auch in anderen Mitglie-
dern der Subgruppe vorkommen, bestehend aus finf antiparallelen B-Faltblattstrukturen
um eine a-Helix angeordnet. Sie werden als FK1 und FK2 bezeichnet, wobei FK1 die Bin-
detasche fiur FK506 bildet und peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase) Aktivitit aufweist
(Sinars et al. 2003). PPlasen sind Enzyme, die die cis-frans-Isomerisation in Prolin-
Peptidbindungen (Xaa-Pro) katalysieren und so eine Funktion in der Proteinfaltung erfil-
len (Lang et al. 1987). Die ASs 261-400 bilden die dritte Domane aus, die durch das dreifa-
che Vorkommen des zetratricopeptide repeat(TPR)-Strukturmotivs gekennzeichnet ist (Sinars et
al. 2003). TPR-Strukturmotive sind zwei- bis 16-fache Wiederholungen einer konservierten
34 AS-Sequenz und formen molekulare ,,Schablonen® fir die Interaktion groBer Protein-
komplexe. Funktionell wird so die Bindung zum heat-shock protein 90 (HSP90) vermittelt
(Das et al. 1998).
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1.3.2 Zellulire Funktionen und Rolle im NF-kB-Signalweg

Das Immunophilin ist in einer Vielzahl von Signalwegen integriert und fungiert dabei durch
seine Fihigkeit, Proteinkomplexe zu stabilisieren, als ein modulierendes Element der Sig-
naltransduktion (Storer et al. 2011). Seine wohl bekannteste Funktion besitzt es im Gluko-
kortikoid-Signalweg, wo es im Komplex mit dem GR, dem Motorprotein Dynein und
HSP90, ein Inhibitor der Glukokortikoid-induzierten nukleiren Translokation des GR ist,
wobei das strukturhomologe FKBP52 eine entgegengesetzte Wirkung zeigt (Wochnik et al.
2005). Ahnliche Effekte fiir andere Mitglieder der Steroidrezeptorfamilie sind beschrieben
worden (Sanchez 2012). In Melanom-Zelllinien konnte durch Immunoprazipitation eine
Interaktion mit Mitgliedern der TGF-B-Familie nachgewiesen werden, die einen positiven
Einfluss auf das metastatische Potential von Melanomzellen im Mausmodell zeigte (Roma-
no et al. 2013; Romano et al. 2014).

Eine mégliche Rolle von FKBP51 als Aktivator im NF-kB-Signalweg konnte erstmalig in
einem Experiment gezeigt werden, welches das Ziel hatte, mittels proteomischer Analysen
neue funktionelle Interaktionspartner von Molekiilen des Signalwegs zu finden. Dabei zeig-
ten sich Protein-Protein-Interaktionen mit den Kinasen IKKa, IKKe, TAK1 und MEKK1.
Durch erginzende RNA-Interferenz (RNAi) und NF-xB-Luciferase-Assay-Experimente
konnte eine wichtige Rolle fiir FKBP51 als Kinase-Kofaktor und als aktivierender Modula-
tor des gesamten Signalprozesses gezeigt werden (Bouwmeester et al. 2004). Protein-
Protein-Interaktionen mit dem TNFa-Rezeptor assoziierten Adapterproteinen TRAF3 und
TRAFG6 konnten nachgewiesen werden. In derselben Arbeit konnte ein aktivierender Effekt
von FKBP51 auf die durch Doppelstrang-RNA initiierte, NF-kB vermittelte Expression
von antiviralem Typ I Interferon gezeigt werden (Akiyama et al. 2014). Die Funktion von
FKBP51 als positiver Modulator des NF-kB-Weges konnte in einer Vielzahl weiterer Ar-
beiten demonstriert werden (Romano et al. 2004; Avellino et al. 2005; Jiang et al. 2008;
Romano et al. 2010). Erlejman et al. (2014) zeigten einen gegenteiligen Effekt und sprechen
FKBP51 eine inhibitorische Rolle bei der Translokation von NF-kB-Dimeren in den Nuk-

leus zu, die abhingig von der TPR-Domane ist.

Die genauen molekularen Zusammenhinge, insbesondere die differentiellen Funktionen
der Proteindominen, wurden durch Romano et al. (2015) untersucht. In einem Zellmodell,
welches in funktionellen Dominen punktmutiertes FKBP51 exprimiert, wurden mittels
Koimmunoprizipitation die TPR- und PPlase-Dominen als Vermittler der Interaktion mit
dem INNF-xB-essential modulator, einem Bestandteil des IKK identifiziert. Die TPR-Domine
alleinig interagiert mit IKKa, IKKB, den Kinasen des IKK, und dem neu entdecktem In-
teraktionspartner TRAF2. In derselben Arbeit konnte die Kinaseaktivitit des IKK-
Komplexes durch Applikation der Inhibitoren FK506 und Rapamycin gesenkt werden.
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1.4 Chondrogene Progenitorzellen und ihr therapeutisches Potential

In den letzten Jahren sind vermehrt zell-basierte Therapieansitze in den Fokus der gesam-
ten Medizin gertickt, die das Bestreben haben, sich die biologischen Eigenschaften von
Stammzellen zu Nutze zu machen und so erlittene Gewebsdefekte, nach zum Beispiel
Schlaganfillen oder Myokardinfarkt, zu einer restitutio ad integrum zu fuhren (Bianco et al.
2013). Stammzellen zeichnen sich durch ihre hohe Selbsterneuerungskapazitit und die Fa-
higkeit zur Differenzierung in verschiedene Zelltypen aus. Embryonal gewonnene Stamm-
zellen sind pluripotent, was bedeutet, dass sie sich in Gewebe aller drei Keimblitter diffe-
renzieren konnen. Im Lauf der Entwicklung verlieren sie diese Figenschaft und es wird
allgemein angenommen, dass sie in einem Ruhezustand als Progenitorzellen in bestimmten

Geweben residieren, um als Ressource fur die Gewebsregeneration zu dienen (Morrison et
al. 1997).

In den spiten Phasen der OA findet sich eine in Clustern organisierte Zellpopulation in
den tiefen Schichten des Gelenkknorpels, die extrazellulire Matrixbestandteile, wie Kol-
lagen I, Perlecan, Biglycan und Decorin exprimiert und so ein fibrokartiligindres Ersatzge-
webe bildet, was als Reparaturversuch, die biomechanischen Eigenschaften des Gelenk-
knorpels zu erhalten, gedeutet werden kann (Tesche und Miosge 2005). Aus den OP-
Resektaten endgradig osteoarthritisch verinderter Kniegelenke konnten diese als chondro-
gene Progenitorzellen (CPCs) bezeichneten Zellen isoliert, kultiviert und charakterisiert
werden. CPCs zeichnen sich durch die Expression von Stammzellmarkern, Multipotenz
und ihr migratorisches Potential aus. Auf der Oberfliche dieser Zellen lielen sich die
Stammzellmarker STRO-1, CD29, CD44, CD73 und CD90 nachweisen. IThr migratorisches
Potential zeigen sie durch ihre Fihigkeit im ex vivo-Migrationsversuch tief in geschadigtes
Gewebe einzudringen. Unter geeigneten Kulturbedingungen unter Zusatz von Wachstums-
faktoren besitzen sie die Fihigkeit zur adipogenen, chondrogenen sowie osteogenen Diffe-
renzierung und zeigen so ihren Stammzellcharakter, wobei insbesondere ihre chondroge-
nen Eigenschaften sie zu geeigneten Mediatoren regenerativer iz vivo Therapien machen.
Als molekulare ,,Schalter ihres chondrogenen Potentials konnten die sich reziprok zuei-
nander verhaltenen TFs SOX9 und RUNX2 mittels RNAi und Uberexpression identifiziert
werden, wobei es im Detail durch einen Knockdown von RUNX2 zu einer verstirkten
Expression von SOX9 und den gelenkknorpelspezifischer EZM-Proteinen Kollagen II und
Aggrecan kommt (Koelling et al. 2009). In Abgrenzung zu ebenfalls in regenerativen The-
rapieansitzen eingesetzten MSCs sind CPCs auf die osteochondrogene Linie festgelegt,
weisen aber kein Risiko zur Ausbildung von Teratomen auf und lassen sich einfacher kulti-
vieren (Muhammad et al. 2013).
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Fir die Entwicklung klinischer Einsatzmdglichkeiten von CPCs ist das Verstindnis der
molekularen, die Chondrogenese beeinflussenden Mechanismen von entscheidender Be-
deutung. In naher Zukunft kénnte es moglich sein, durch Applikation von swall molecules
und Wachstumsfaktoren CPCs 7z sitn so zu manipulieren, dass sie an Stelle eines insuffi-
zienten fibrokartiliginiren Ersatzgewebes eine biomechanisch stabile EZM produzieren
und so die Gelenkfunktion erhalten. Dabei stellt insbesondere das Bestehen und der Ein-
fluss eines in der OA existenten inflammatorischen Milieus eine Limitation dar, so dass

eine antiinflammatorische Therapie essentiell ist (Schminke und Miosge 2014).

Durch zahlreiche Untersuchungen konnte eine Rolle fiir FKBP51 als positiven Modulator
im NF-xB-Signalweg angenommen werden, einem der wichtigsten Signalwege bei der
Vermittlung einer inflammatorischen Antwort im Rahmen der OA. Die Entwicklung neuer
hochselektiver FKBP51-Inhibitoren 6ffnet den Horizont mdéglicher pharmakologischer
Interventionen. Zielsetzung dieser Arbeit ist es deshalb, die Expression von FKBP51 und
seine Rolle in CPCs aus osteoarthritisch verindertem Gewebe zu untersuchen, um so die

prinzipielle Méglichkeit einer pharmakologischen Therapie zu evaluieren.

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Expression von FKBP5 in CPCs nachgewiesen werden.
Zur Untersuchung der Proteinfunktion soll das CRISPR/Cas9-System eingesetzt werden,
um einen FKBP5-Knockout zu generieren, der es ermdglicht, Erkenntnisse tiber die Pro-
teinfunktion in CPCs zu gewinnen und so eine etwaige pharmakologische Beeinflussung
von FKBP51 zu bewerten.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikantrag

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Versuche wurden von der Ethik-
Kommission der Universititsmedizin Go6ttingen nach erfolgter Antragsstellung unter der

Antragsnummer DOK_6_2016 als bedenkenlos eingestuft.

2.2 Zellkulturtechniken

2.2.1 Herkunft und Isolierung chondrogener Progenitorzellen

Die Versuche dieser Arbeit wurden an der in unserem Labor etablierten Zelllinie
CPC241hT durchgefiihrt, welche freundlicherweise durch Frau Christa Bode zur Verfi-
gung gestellt wurde, und im Vorfeld aus dem intraoperativ gewonnenen, endgradig arthro-
tisch verinderten Knorpel einer 61-jihrigen Patientin isoliert und mittels plasmid-
induzierter Uberexpression des Enzymes humane Telomerase-reverse Transkriptase im-

mortalisiert wurde.

2.2.2 Kultivierung, Passagierung und Zellgewinnung

Die Zellen wurden unter Umgebungsbedingungen von 37 °C und 5% CO; in Tissue Cul-
ture Flask T75 (Sarstedt, Numbrecht, DEU) mit 10 ml Standardndhrmedium (Tabelle 1)
kultiviert, welches alle zwei Tage zur Sicherstellung der Nihrstoffversorgung vollstindig
erneuert wurde. Simtliche Zellkulturtechniken wurden unter sterilen Kautelen an einer
Sterilbank (Herasafe KS 12, Thermo Fisher, Wilmington, USA) durchgefiihrt.

Um eine etwaige Differenzierung der Zellen zu verhindern, wurden die Zellen bei einer
Konfluenz von ca. 80 Prozent, welche mit dem Lichtmikroskop (Axiovert 40 CFL, Zeiss
Gottingen, DEU) geprift wurde, passagiert. Hierzu wurde das Nidhrmedium entfernt und
die Zellen wurden zweifach mit 5 ml phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS, Sigma
Aldrich, Steinheim, DEU) gewaschen, fiir zwei Minuten mit 2 ml Trypsin (PAN Biotech,
Aidenbach, DEU) unter abschlieBendem leichten lateralen Beklopfen der Flaschen geldst
und in ein mit 2 ml Standardnahrmedium vorbereitetes 50 ml Zentrifugenréhrchen (Ther-
mo Fisher, Wilmington, USA) tberfthrt. Die Kulturflasche wurde abschlieBend zweifach
mit 2 ml Standardndhrmedium gespilt, wobei die verwendete Spulflussigkeit ebenfalls in
das Zentrifugenrohrchen uberfithrt wurde. Darauthin wurden die Zentrifugenréhrchen in
eine Zentrifuge geladen (Zentrifuge 5810, Eppendorf, Hamburg, DEU) und es erfolgte die
Zentrifugation bei 1200 rpm fir 10 min. Das tberstehende Kulturmedium wurde dekan-

tiert und das gewonnene Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Die Zellkonzentration wurde
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mittels Zellometer (Cellometer Auto T4 Cellcounter, Nexcelcom Bioscience, Lawrence,
USA) bestimmt. Anschliefend wurden mit Nihrmedium vorbereitete Zellkulturflaschen
mit 4¥10* Zellen zur weiteren Kultivierung erneut beimpft oder die gewiinschte Zellzahl
zur Probengewinnung in ein 1,5 ml fassendes Safe-Lock-Tube (Eppendorf, Hamburg,
DEU) pipettiert und erneut zentrifugiert mit anschlieBendem Verwerfen des Uberstandes.
Das so entstandene Pellet wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -81 °C gelagert oder

direkt in weiterfithrenden Experimenten verwendet.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Standardnihrmediums

Substanz Menge [ml]

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco, Carlsbad, USA) | 500 ml
Fetale Bovine Serum (Gibco, Carlsbad, USA) 50 ml

Gentamycin (PromoCell, Heidelberg, DEU) 5ml

2.3 Expressionsanalyse mittels reverse Transkription-gekoppelter
qPCR

2.3.1 Allgemeines

Mit Hilfe der reverser Transkription-gekoppelten quantitativen—Polymerasekettenreaktion
(RT-qPCR) ist es moglich, den relativen messenger-RINA (mRNA) Gehalt verschiedener

Ausgangsproben zu bestimmen und Aussagen tber die Genexpression zu treffen.

Im Detail wird nach erfolgter Aufreinigung der mRNA diese mit Hilfe des Enzymes rever-
se Transkriptase in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Die gewtinschte Se-
quenz kann durch einen spezifischen Primer im Rahmen der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) amplifiziert werden. Die PCR findet hierbei unter Zusatz der thermostabilen Tag-
Polymerase, Oligonukleotiden und des spezifischem Primerpaares im zhermocycler unter zyk-
lischen Wiederholungen statt. Dabei werden die Schritte aus Denaturierung des Doppel-
stranges in Einzelstringe, Annealing mit dem jeweiligen Primer und Elongation der DNA
durch die Taq-Polymerase 45-fach wiederholt, wobei es zu einem exponentiellen Anstieg
der DNA kommt, welcher mittels des mit der DNA interkalierenden Farbstoffes SYBR-
Green, der bevorzugt bei Bindung an einen DNA-Doppelstrang fluoresziert, detektiert
wird. Der Zeitpunkt, an dem die gemessene Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz iiber-
steigt, wird als ¢yele threshold-value (Ct-Wert) definiert, welcher sich entgegengesetzt zur Aus-

gangskonzentration der zu untersuchendenden mRINA verhilt.
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Um semiquantitative Aussagen tiber die Genexpression verschieden behandelter Proben zu
treffen, ist in einem letzten Schritt die Normalisierung mit den Ct-Werten eines housekeeping
gene (HKG) notwendig, welches von der Zelle unter verschiedenen Umweltbedingungen

unabhingig von Regulationsmechanismen in konstanter Menge exprimiert wird.

2.3.2 Isolierung von mRNA

Zur Isolierung von mRNA wurden die bei -81 °C gelagerten Zellpellets auf Eis aufgetaut
und anschlieBend entsprechend den Herstellerempfehlungen mit dem Total RNA Kit
PEQGold (PEQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, DEU) weiterverarbeitet. Zur Be-
stimmung der Konzentration wurde die gewonnene mRNA abschlieSend mit dem Spekt-

ralphotometer NanoDrop 1000 (Thermo Fisher, Wilmington, USA) untersucht.

2.3.3 Umschreiben der mRNA in cDNA

Das Umschreiben der mRNA in cDNA erfolgte mit dem QuantiTect Reverse Transcripti-
onKit (Qiagen, Venlo, NLD) entsprechend den Empfehlungen des Herstellers unter Zuhil-
fenahme des Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, DEU). AbschlieBend wurde
die Probe in Abhingigkeit der zuvor im Spektralphotometer bestimmten mRNA Konzent-
ration mit RNAse-freien Wasser so weit verdinnt, dass eine cDNA-Konzentration von

1 ng/ul votlag. Dies geschah unter der Annahme einer reversen Transkription von 100 %
der Ausgangs-mRNA.

2.3.4 Durchfithrung der qPCR

Zur Durchfihrung der qPCR wurde der in Tabelle 2 dargestellte Master-Mix vorbereitet.
Der Reaktionsansatz bestand aus 9 pl Master-Mix und 1 ul cDNA, welche nacheinander in
das Well einer 96-Well-Platte (Biozym, Hessisch Oldendorf, DEU) pipettiert, mit den da-
zugehorigen Flachdeckeln verschlossen und fiir wenige Sekunden bei 1000 rpm zentrifu-
giert wurden. Darauthin erfolgte die qPCR im Mastercycler ep gradient S realplex® (Eppen-
dorf, Hamburg, DEU) entsprechend des in Tabelle 3 dargestellten Protokolls.
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Tabelle 2: Pipettierschema qPCR

Substanz Menge
(]
PlatinumR SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (PEQLab, Erlangen, DEU) 5
Primer Mix: 2

Forward primer (100 pmol/ul) 20 ul
Reverse primer (100 pmol/ul) 20 ul

RNAse-freies Wasser 160 ul

RNAse-freies Wasser 2

Tabelle 3: qPCR-Protokoll

Reaktionsschritt Temperatur [C°] Zeit [s]
Initiale Denaturierung 95 120
Denaturierung 95 15
Annealing primerspezifisch 15
Extension 72 20
Finale Extension 72 600

2.3.5 Normalisierung der Messwerte und statistische Auswertung

Die Auswertung der Werte erfolgte nach der von Pfaffl beschriebenen Methode, bei der
die ermittelten Ct-Werte mit den Messwerten eines konstitutiv in der Zelle exprimierten
HKG normalisiert wurden, um so Einflusse bei der Verarbeitung der Proben zu eliminie-
ren (Pfatfl 2001). Als HKG wurde in den durchgefiihrten Versuchen das beta 2-microglobulin
(B2M) verwendet. HKGs weisen die Eigenschaft auf, dass sie in Unabhingigkeit von Um-
gebungseinflissen konstitutiv in der Zelle exprimiert werden und keiner Regulation unter-
liegen. Ziel der Normierung mit dem Housekeeping Gen ist es, etwaige Verzerrungen

durch Pipettierfehler und Umwelteinfliisse zu vermeiden.

2.3.6 Design neuer Primer und Gradienten-PCR

Ein B2M-Primer wurden von Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe erstellt und freundlicher-
weise zur weiteren Verwendung zur Verfiigung gestellt. Die Sequenzen des Primers fir
FKBP5 wurden mit dem frei verfigbaren webbasierten Programm Primer-BLAST (Natio-
nal Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, USA) entworfen.
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Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur erfolgte eine Gradienten-PCR mit
dem in Tabelle 2 dargestellten Reaktionsansatz bei unterschiedlichen Annealing-
Temperaturen (50,7 °C, 53,1 °C, 55,5 °C, 57,9 °C, 60 °C, 61,6 °C, 62,7 °C, 63 °C). Die An-
nealing-Temperatur, bei der sich in der Schmelzkurvenanalyse ein singulirer deutlicher
Peak zeigte, wurde gewihlt. Zur Uberpriifung der Spezifitit des entworfenen Primers wur-
de das PCR-Produkt mit dem Wizard PCR Clean Up-Kit (Promega, Fitchburg, USA) auf-
gereinigt und durch Seqlab (Gottingen, DEU) sequenziert. Es erfolgte ein Abgleich der

verwendeten Gensequenz mit dem Ergebnis der Sequenzierung.

2.3.7 Verwendete Primer

Die verwendeten Primer sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Primer

Gen Forward-Primer Reward-Primer Annealing-
Temperatur
[°C]

FKBP5 GGCAAAGGCCAAGTCATCAAG AAGAGAGTTGCATTCGAG 63

B2M TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT | TCTCTGCTCCCCACCTCTAA 61

2.4  Qualitativer und semiquantitativer Proteinnachweis mittels

Western-Blot

2.4.1 Allgemeines

Der Western-Blot ist in der Lage ein Protein gezielt durch eine Antigen-Antikérper-
Reaktion qualitativ nachzuweisen. Erginzend kann eine densitometrische Analyse erfolgen,
um so Aussagen iiber den relativen Proteingehalt einer Probe im Vergleich zu einer Kon-

trollprobe zu treffen.

Vorbereitend ist es notig, die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichtes in einem Gel
durch die Spannung eines elektrischen Feldes aufzutrennen. Dies geschieht durch die Sodi-
umdodecylsulfat-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE). Durch die Anlagerung des
Sodiumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine in ihrer Sekundir- und Tertidrstruktur
aufgefaltet. Disulfidbriicken werden durch das Reduktionsmittel 2-Mercaptoethanol gespal-
ten. Die Eigenladung der Primirstruktur wird durch das SDS neutralisiert, so dass die
Laufgeschwindigkeit der Proteine im Polyacrylamidgel nur von ihrer Kettenlinge bestimmt

wird und eine Auftrennung nach Molekulargewicht erfolgt.
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Im anschlieBenden Western-Blot werden die Proteine durch eine senkrecht angelegte
Spannung auf eine Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membran tibertragen, auf welcher sie iiber
hydrophobe Wechselwirkungen gebunden sind. Nun wird ein unspezifischer Proteinnach-
weis mit Firbung durch Coomassie-Blau durchgefiihrt, um den Erfolg der vorangegange-
nen Schritte zu verifizieren. AnschlieBend erfolgt die Antigen-Antikorper-Reaktion mit
einem Primirantikorper, dessen Bindung durch einen Chemilumineszenz erzeugenden Se-
kundirantikbrper nachgewiesen werden kann. Diese wird mit einem Roéntgenfilm in der

Dunkelkammer detektiert und via Bildanalyse ausgewertet.

2.4.2 Vorbereitung der Proben fiir die SDS-PAGE

Die bei -81 °C gelagerten Zellpellets wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und je 10° Zel-
len wurden in 10 ul eines Gemisches (Verhaltnis 10:1) aus dem in Tabelle 5 dargestellten
dreifach konzentrierten SDS-Probenpuffer und 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Stein-
heim, DEU) suspendiert, darauthin kurz gevortext und bei 95 °C fir 5 min im Heizblock

inkubiert.

Tabelle 5: Zusammensetzung des dreifach konzentrierten SDS Probenpuffers

Substanz Menge [g]
0,3 M Tris (Roth, Karlsruhe, DEU) 3,6

SDS 9 % (Roth, Katlsruhe, DEU) 9

Glycerin 22,5 % (Roth, Karlsruhe, DEU) 22,5
Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe, DEU) 0,1

Vor Zugabe des SDS auf 100 ml mit Aqua destillata auffillen, pH auf 6,7 kalibrieren.

2.4.3 SDS-PAGE

Als erster vorbereitender Schritt wurde das zur Auftrennung des Proteingemisches benotig-
te Polyacrylamidgel in zwei aufeinanderliegenden Glasplatten hergestellt, die durch zwei
seitlich aufgebrachte diinne Platzhalter getrennt sind, so dass ein Spalt zum Eingief3en des
vor der Zugabe des Ammonium-Peroxiddisulfat (APS, Roth, Karlsruhe, DEU) noch flissi-
gen Gels entstand. Um ein Auslaufen des Gels wihrend des Polymerisationsvorganges zu
verhindern, wurden die seitlichen und der untere Plattenrand mit einer Gummidichtung
versehen, die durch zwei seitlich angebrachte Klemmen fixiert wurde. Das Pipettierschema
fir das Trenngel ist in Tabelle 6 dargestellt. Nach Zugabe des APS und Beginn der Poly-
merisation wurde der entstandene Hohlraum bis zu einer 6 cm vom unteren Plattenrand
entfernten Hohe mit Trenngel gefillt. Eventuell gebildete Luftblasen wurden durch leich-

tes Beklopfen der Glasplatten entfernt. Wihrend des Polymerisationsvorganges wurde die
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Gelschicht mit einer geringen Menge reinem Ethanol bedeckt, so dass sich ein gerader Ab-
schluss der oberen Gelschicht bilden konnte. Wihrend der Polymerisation erfolgte das
Pipettieren der Komponenten fir das Sammelgel, wie in Tabelle 6 dargestellt, welches dann
auf das polymerisierte Sammelgel gegossen wurde. Um einzelne Taschen fir die Proben zu
schaffen, wurde ein Kamm in das noch flissige Sammelgel eingefiihrt. Nach Abschluss der
Polymerisation wurden Gummidichtung, Kamm und Klemmen entfernt. Die fertigen Gele

wurden bis zu einer Woche im Kuhlschrank aufbewahrt.

Das Polyacrylamidgel wurde in dem Nachbau einer Biometra Gelelektrophoresekammer
mit Klammern befestigt, die zuvor mit Laufpuffer, welcher sich in seiner fiinffach kon-
zentrierten Stammlosung aus 1,9 M Glycin (AppliChem, Darmstadt, DEU), 0,5% SDS und
0,25 M Tris-HCl (Roth, Karlsruhe, DEU), mit Aqua destillata auf einen Liter aufgefiillt,
zusammensetzte, beftllt wurde. Die einzelnen Geltaschen wurden mit je 25 ul der vorberei-
teten Proben beftllt. Um eine spitere Aussage tber das ungefihre Molekulargewicht des
dargestellten Proteins treffen zu koénnen, wurde in jeweils eine Probentasche 4 pl Page
Ruler (Thermo-Fisher, Bremen, DEU) pipettiert. Nach dem Befiillen der Probentaschen
wurde das Proteingemisch mit einer Stromstirke von 10-15 mA bis zum Erreichen des
Sammelgel-Unterrandes konzentriert. Daraufhin erfolgte die Auftrennung der Proteine mit

einer Stromstirke von 20-25 mA, bis diese den Unterrand des Trenngels erreicht hatten.

Tabelle 6: Pipettierschema fiir Trenn- und Sammelgel

Losung Trenngel Sammelgel

Aqua destillata 2ml 1,35 ml

Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCI, 150 ml Aqua destillata, = 1,4 ml

pH 8,9)

Sammelgelpuffer (0,50 M Tris-HCI, 250 ml Aqua destillata 625 ul
pH 6,8)

Acrylamid (Roth, Katlsruhe, DEU) 1,85 ml 400 pl
SDS 10 % (Roth, Karlsruhe, DEU) 55 ul 25 ul
TEMED (Roth, Karlsruhe, DEU) 5ul 2,5ul
APS 10 % (Roth, Karlsruhe, DEU) 250 pl 200 pl

2.4.4 Western-Blot

Im nichsten Schritt, dem sogenannten Western-Blot, erfolgt die Ubertragung der zuvor in
der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine durch eine angelegte Spannung auf eine PVDF-
Membran (Milipore, Darmstadt, DEU). Diese wurde fiir ca. 10-15 sec mit Methanol (Roth,
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Karlsruhe, DEU) aktiviert. Die folgenden Schritte erfolgten, um eine Blasenbildung zu
vermeiden, unter Transferpuffer: Auf die Anodenseite der Western-Blot-Kassette wurde
ein Schwamm und drei zuvor in Transferpuffer getrinkte Filterpapiere gelegt, auf die dann
die PVDF-Membran gelegt wurde. Vorsichtig wurde das Polyacrylamidgel aus den Glas-
platten herausgetrennt und auf die PVDF-Membran gelegt. Auf diese Konstruktion wur-
den drei weitere Filterpapiere und ein weiterer Schwamm gelegt, die Kassette mit Gummi-
bindern verschlossen und letztlich in den mit Transferpuffer gefiillten Reaktionstank ge-

legt.

Zur Durchfihrung des Proteintransfers wurde fir 120 min eine Stromstirke von 350 mA
angelegt, wobei eine Kithlung durch kontinuierlichen Wasserfluss erfolgte. Der verwendete
Transferpuffer setzte sich aus 25 mM Tris-HCI, 192 mM Glycin und 400 ml Methanol (20
%) zusammen, die mit Aqua destillata auf 2 1 aufgefillt und auf einen pH-Wert von 8,3

eingestellt wurden.

2.4.5 Unspezifischer Proteinnachweis durch Coomassie-Blau-Farbung

Der folgende Schritt diente dem unspezifischen Proteinnachweis durch Coomassie-Blau-
Farbung. Hierzu wurde die PVDF-Membran in einer mit Farbelosung gefiillten Reaktions-
kammer geschwenkt, bis sich die Proteinbanden darstellten. AnschlieSend wurde die Hin-
tergrundfirbung durch Schwenken in Entfirber eliminiert. Das so entstandene Banden-
muster wurde mittels Flachbrettscanner dokumentiert. AnschlieBend erfolgte ein dreimali-
ges Waschen der Membran mit TBS-T. Die verwendeten Losungen sind in Tabelle 7 aufge-
fihrt.

Tabelle 7: Zusammensetzung von Farber und Entfirber

Farber Entfirber
BrilliantBlauR250 (Roth, Karlsruhe, DEU) 0,1 ¢g /
Methanol 50 % (Roth, Karlsruhe, DEU) 50 ml 50 ml
Essigsdure 7 % (AppliChem, Darmstadyt, 70 ml 7 ml
DEU)
Aqua destillata Auf 100 ml auffillen. | Auf 100 ml auffillen.

2.4.6 Spezifischer Proteinnachweis mittels Antikorper-Antigenreaktion

Der spezifische Proteinnachweis erfolgte indirekt tiber einen Peroxidase-gekoppelten Se-
kundirantikérper, der nach Zugabe von Substrat Chemilumineszenz erzeugte, welche auf

einem Rontgenfilm nachgewiesen wurde.
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Zur Vorbereitung wurde die Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer L6-
sung bestehend aus 2,5 g Milchpulver (Roth, Karlsruhe, DEU) und 100 ml TBS-T inku-
biert, wodurch freie Bindungsstellen blockiert wurden. Die verwendeten Primarantikorper
wurden anhand der Herstellerangaben in der oben beschriebenen Losung in der jeweiligen
Konzentration verdinnt auf die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C auf
einer Wippe tber Nacht. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Antikérper entfernt
und die Membran wurde fiinfmal fiir je 5 min mit TBS-T gewaschen. Nun erfolgte die Zu-
gabe des Chemilumineszenz-erzeugenden Substrates Western Bright™ Sirius (Advansta,
Menlo Park, USA) oder Western Bright™ ECL (Advansta Menlo Park, USA), welches je-
weils entsprechend den Herstellervorgaben vorbereitet wurde. Die Inkubationszeit betrug
bei Lichtschutz unter Raumtemperatur 5 min. Die mit Substrat versehene PVYDF-Membran
wurde blasenfrei in einer Klarsichtfolie verpackt in eine Réntgenkassette gelegt. Die fol-
genden Schritte erfolgten unter Rotlicht in der Dunkelkammer. Die Membran wurde mit
dem Amersham ECL Roéntgenfilm (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) bedeckt und
die Kassette fest verschlossen. Die Belichtungszeit richtete sich nach der Intensitit der
Chemilumineszenz und wurde so kurz wie moglich gewahlt, um die Detektion von Unter-
schieden zwischen den Proben zu ermdglichen. Nach erfolgter Beleuchtung wurde der
Rontgenfilm fir 1 min im Entwickler (KKodak, Rochester, USA) und fiir etwa 5 min im
Fixierer (Kodak, Rochester, USA) inkubiert. Die abschlieSende elektronische Dokumenta-
tion des Bandenmusters erfolgte per Durchlichtscanner. Die Tabelle zeigt die verwendeten

Antikérper.

Tabelle 8: Verwendete Antikérper

Name Firma/Nummer Herkunft/Typ Verdiinnung

FKBP51 (D-4) Santa Cruz (Heidel- Maus/monoklonal 1:700
berg, DEU)/sc-271547

o-Tubulin Sigma Aldrich (Stein- | Maus/monoklonal 1:5000
heim, DEU)/T6199

Anti-Mouse, IgG | Sigma Aldrich (Stein- | Ziege/Peroxidase gekoppelt | 1:40000
heim, DEU)/A9917

2.4.7 Strippen und Wiederverwendung der Membranen

Damit eine Wiederverwendung der Membran zum erneuten Proteinnachweis méglich war,
wurde die Membran fir 15 min bei 65 °C in Strippingpuffer (62,5 mM Tris-HCI, 2% SDS,
150 mM 2-Mercaptoethanol, pH 6,7) inkubiert. Hierdurch erfolgte ein Ablésen der in
Schritt 2.4.6 gebundenen Antikérper. Darauthin wurde die Membran zweimal fir je 10 min

mit TBS-T gewaschen. Die so behandelte Membran konnte nun fiir einen erneuten spezifi-



2 Material und Methoden 23

schen Proteinnachweis verwendet oder nach dem Trocknen mit reinem Methanol bei

-20 °C gelagert werden.

2.4.8 Semiquantitativer Proteinnachweis

Um das Verhiltnis der pro Bahn aufgetragenen Proteinmenge zwischen verschiedenen
Proben zu erfassen, wurden die Werte anhand einer Ladungskontrolle («-Tubulin) normali-
siert. Hierzu wurde der Quotient des Grauwertes der Probe und des Grauwertes des o-
Tubulin der Probe gebildet und die Ratio zum Quotienten zwischen Grauwert der Kon-
trolle und Grauwert des a-Tubulins der Kontrolle berechnet. Die Grauwerte der Protein-
banden wurden mit Hilfe des frei verfigbaren Programmes Image | (Wayne Rasband,
USA) bestimmt.

2.5 Anwendung des CRISPR/Cas9-Systems in CPCs

2.5.1 Allgemeines

Das Ziel der von dem amerikanischen Neurobiologen Feng Zhang beschriebenen und mit-
entwickelten Methode, die auf dem in Bakterien entdeckten clustered regularly interspaced short
palindromic repeats(CRISPR)-adaptiven Immunsystem beruht, ist es in genomische DNA von
Zellen mit einer Endonuklease, der CRISPR-associated endonuclease 9 (Cas9), und einer spezi-
fischen guide-RIN.A (gRNA) gezielt Doppelstrangbriiche zu induzieren. Auf Grund der ho-
hen Fehlerrate bei der DNA-Reparatur mittels nicht-homologer Endverbindung kommt es
zu Insertionen und Deletionen von Basen, die zu Frameshift-Mutationen und dem vorzei-
tigen Einbau eines Stopp-Codons fihren kénnen. Hierdurch bietet sich die Méglichkeit die
Funktion eines Proteins durch einen gezielten Knockout des codierenden Gens zu unter-

suchen.

Die gRNA besteht aus einer Sequenz von 20 Nukleotiden, die moglichst spezifisch fur die
das adressierte Protein codierende Gensequenz sein soll. Die Zielsequenz der gRNA wird
an ihrem 3“Ende durch das protospacer adjacent motif (PAM) flankiert, welches essenziell fir
die Bindung von Cas9 an die DNA ist. Die Expression des Systems erfolgt iiber ein Plas-
mid, welches alle notwendigen Komponenten des Systems codiert und iiber die benétigten
Sequenzen zur Restriktion und Ligation der gRNA verfigt. Durch Klonierung einzelner

Zellen ist es moglich, stabile Knockout-Zelllinien zu generieren.

2.5.2 Restriktion von pSpCas9(BB)-2A-GFP und Ligation mit der gRNA

Das Design der gRNA erfolgte mit dem frei verfiigbaren, webbasierten von Feng Zhang
ver6ffentlichten CRISPR Design Tool (http://tools.genome-engineering.org). Die benétig-
ten Oligonukleotide wurden mit 3° phosphoryliertem Ende durch die Firma Eurofins Ge-
nomics (Ebersberg, DEU) synthetisiert.
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Um die gRNA in das verwendete Plasmid pSpCas9(BB)-2A-GFP (Addgene, Watertown,
USA) zu integrieren, musste in einem ersten Schritt das Annealing der komplementiren
Sequenzen erfolgen. Hierzu wurden je 100 pmol des Oligonukleotides, 1 pl Annealing Buffer
(Promega, Mannheim, DEU) und 7 pl RNAse-freien Wassers in ein 0,5 ml fassendes Safe
Lock Tube (Eppendotf, Hamburg, DEU) pipettiert, im Wasserbad fiir 5 min auf 80 °C

erhitzt und langsam auf einer Thermomatte auf Raumtemperatur abgekuhlt.

Das Schneiden des Plasmides pSpCas9(BB)-2A-GFP erfolgte an vordefinierten Stellen
durch das Restriktionsenzym Fast Digest Bpil (Thermo Fisher, Bremen, DEU). Hierzu
wurde ein Ansatz aus 6 ul Fast Digest Buffer 10* (Thermo Fisher, Bremen, DEU), 3 ul
Fast Digest Bpil, 1 ul pSpCas9(BB)-2A-GFP und 50 pl Aqua in ein Reaktionsgefal3 pipet-
tiert, fur 15 min bei 37 °C im Wassetbad und abschlieend fiit 5 min bei 65 °C im Thet-

moblock inkubiert.

Fir die abschlieBende Ligation wurde ein Ansatz aus 2 pl des gespaltenen Plasmids, 2 pl
der FKBP51-spezifischen gRNA, 10 ul 2* Rapid Ligation Buffer (Thermo Fisher, Bremen,
DEU), 0,5 ul T7-Ligase (Biolabs, Ipswich, USA) und 5,5 ul Aqua vorbereitet, welcher fur
30 min bei 23 °C inkubiert wurde. Das so entstandene Plasmid wird jetzt als
pSpCas9(FKBP51)-2A-GFP bezeichnet.

2.5.3 Amplifizierung von pSpCas9(FKBP51)-2A-GFP in E. coli DH5e

Um die fur die Transfektion der CPC241hT benotigte Menge des Plasmides
pSpCas9(FKBP5)-2A-GFP zu erhalten, war es notwendig, dieses in chemisch kompetenten
Escherichia.  coli DH5a nach dem High Efficiency Transformation Protocol
(C2987H/C2987I) von New England Biolabs (Ipswich, USA) zu amplifizieren. Im An-
schluss waren eine Aufreinigung und Sequenzierung des Plasmides zur weiteren Verwen-

dung notwendig.

Die One Shot® Sthi3™ Chemically Competent E. coli (Thermo Fisher, Bremen, DEU) wurden
auf Eis aufgetaut und mit 5 ul pSpCas9(FKBP5)-2A-GFP fir 30 min auf Eis inkubiert,
anschlieBend einem Hitzeschock von 42 °C fiir 30 s ausgeliefert und fiir weitere 2 min auf
Eis inkubiert. Die so behandelten Bakterien wurden nach der Zugabe von 250 ul S.O.C.
Outgrowth Medium (Thermo Fisher, Bremen, DEU) bei 37 °C und 220 rpm fir 60 min

auf dem Thermoblock inkubiert.

Zur Selektion der, mit dem ein Ampicillin-Resistenzgen codierenden Plasmid transfizierten,
Bakterien wurden 100 pl der Suspension auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten mit einem
Spatel ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Herstellung der LB-
Agarplatten wurden 20 g LB-Agar (AppliChem, Darmstadt, DEU), 500 ml Aqua und Am-
picillin (Sigma Aldrich, Steinheim, DEU) mit einer Endkonzentration von 100 pg *ml"

verwendet.
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Die LB-Agarplatten wurden am nichsten Morgen auf das Wachstum von Kolonien tber-
prift. Von mehreren Kolonien wurden Bakterien mit sterilisierten Zahnstochern gepickt
und in auf 37 °C vorgewirmte, mit 5 ml LB-Medium (AppliChem, Darmstadt, DEU) und
500 ng Ampicillin versetzte, 15 ml Zentrifugenrohrchen (Thermo Fisher, Bremen, DEU)
transferiert, welche iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert wurden. Je 1,5 ml der
Suspension wurde aus den Zentrifugenréhrchen abpipettiert und mit dem PureYield™
Plasmid Miniprep System (Promega, Mannheim, DEU) entsprechend den Empfehlungen
des Herstellers aufbereitet. Die Konzentration der so erhaltenen Plasmide wurde mit Hilfe

des Spektralphotometers und Konzentrators auf 60-100 ng/pl eingestellt.

Die Proben wurde zur Verifikation der vorhergehenden Schritte durch die Firma Seglab
(Gottingen, DEU) mit dem U6-Forward-Primer (GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC)
sequenziert und auf die korrekte Insertion der gRNA mit dem von Florence Corpet verdf-
fentlichte webbasierten Multalin-Tool (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) ubet-
prift.

Die positiv getestete Bakterienkultur wurde fiir weitere Schritte in einer Glycerinkultur,
bestehend aus 800 ul Bakteriensuspension und 800 ul Glycerin (Roth, Karlsruhe, DEU) bei
-80 °C gelagert.

Um groflere Mengen des Plasmides zu erhalten, wurde eine kleine Menge der Glycerinkul-
tur mit einem sterilen Zahnstocher abgekratzt und in einem Erlenmeyerkolben mit 100 ml
des Ampicillin-versetzten LB-Medium tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Die
erneute Plasmidpriparation erfolgte mit dem PureYield™ Plasmid Midiprep System (Pro-
mega, Mannheim, DEU). Das Plasmid wurde bei -20 °C gelagett.

2.5.4 Transfektion der CPCs mit pSpCas9(FKBP5)-2A-GFP

Ziel dieses Schrittes ist es, die CPCs mit dem in Abschnitt 2.5.3 gewonnenen Plasmid zu
transfizieren, damit das auf ihm codierte Cas9 und die gRNA durch die Transkriptions-
und Translationsmechanismen der Zelle exprimiert werden und so ihre Wirkung auf die

genomische DNA der Wirtszelle entfalten konnen.

Die Transfektion, also das Einbringen des Plasmids, geschieht dabei durch das physikali-
sche Verfahren der Elektroporation, bei welcher es durch eine auf die Zellmembran ange-
legte Spannung zu einer temporiren hydrophilen Porenbildung mit Erh6hung der Permea-

bilitat kommt.

Zur Transfektion wurde das Amaxa™ Human MSC Nucleofactor Transfection-Kit
(Lonza, Basel, CH) verwendet. Es wurden 10° Zellen geerntet, in einem 1,5 ml fassenden-
Safe-Lock-Tube (Eppendorf, Hamburg, DEU) bei 300 g zu einem Pellet zentrifugiert, in
100 wl der nach Angaben des Herstellers praparierten Transfektionslosung resuspendiert,
mit 2 pg pSpCasI(FKBP5)-2A-GFP versetzt und in Kiivetten tuberfihrt. Die Elektropora-

tion erfolgte im Amaxa™ Nucleofector®II (Lonza, Basel, CH) unter Verwendung des



2 Material und Methoden 26

Programmes U-23. Die Zellen wurden mit 500 pl Nihrmedium in mit 1 ml Niahrmedium
vorbereitete 6-Well-Platten (Sarstedt, Nimbecht, DEU) geschwemmt. Nach 24 h erfolgte
ein Wechsel des Nihrmediums und eine optische Kontrolle der Zellen mit dem Lichtmik-

roskop.

2.5.5 Klonale Isolation, Expansion und Phinotypisierung der Zellen

Damit die Etablierung einer CPC241hT-FKBP51-Knockout-Zelllinie gelingt, ist es not-
wendig die Zellen klonal zu isolieren und weiter in der Zellkultur zu expandieren, so dass

alle Zellen die genetischen Merkmale der Ursprungszelle besitzen.

Zur klonalen Isolierung der Zellen wurde das fluorescence-activated cell sorting (FACS) verwen-
det. Hierzu wurden die Zellen 48 h nach erfolgter Transfektion geerntet, in 500 ul PBS
suspendiert und gezihlt. Das FACS erfolgte mit dem Gerit FACScan (Becton, Dickinson,
USA) und wurde freundlicherweise durch Frau Sabrina Becker, Klinik fir Himatologie
und medizinischer Onkologie der Universititsmedizin Gottingen, durchgefithrt. Die Zellen
wurden dabei durch die plasmid-basierte Expression des GFP sortiert und die GFP-
positiven CPCs in die mit 100 ul Ndhrmedium versetzten Wells einer 96-Well-Platte
(Sarstedt, Numbecht, DEU) transportiert.

Bei der folgenden Expansion der Zelllinien erfolgte ein Wechsel des Nahrmediums alle drei
bis vier Tage. Ab dem 5. Tag wurden die Zellen regelmifBlig alle zwei Tage auf klonales
Wachstum unter dem Durchlichtmikroskop untersucht. Zelllinien, die ein klonales Wachs-
tum aufwiesen, wurden anhand des in Tabelle 9 gezeigten Schemas auf 24-Well-Platten, 6-
Well-Platten und in Tissue Culture Flasks T75 (Sarstedt, Numbrecht, DEU) transferiert.

Tabelle 9: Schema der klonalen Isolation

Arbeitsschritt Anzahl der Wells
Aspiration des Kulturmediums 96 24 6

Menge [pl]
Waschen mit PBS 50 150 1000
Loésen mit Trypsin (2 min/37 © C) 50 150 500
Trypsin-Blockierung mit Kulturmedium 100 300 1000
Transportin ... 24-Well-Platte | 6-Well-Platte | T75-Flask

Der zur Phinotypisierung der Zellen notwendige Proteinnachweis von FKBP51 erfolgte
mit dem in Abschnitt 2.3 beschriebenen Western-Blot.
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2.6 Transienter FKBP51-Knockdown in CPCs

Im Gegensatz zum im Abschnitt 2.4 beschriebenen Knockout erreicht man beim Knock-
down eines Genes durch swall interfering-RINA (siRNA) nur einen vorriibergehenden Effekt,
da die siRNA nicht in das Genom integriert wird, nattrlichen Abbauprozessen unterliegt
und sich bei jeder Zellteilung halbiert. Wirkmechanismus der siRNA ist ein posttranskripti-
oneller Abbau der mRNA, der zu einer verminderten Translation des Gens in der Zelle
fihrt.

Zur Transfektion wurde das Amaxa™ Human MSC Nucleofactor Transfection-Kit
(Lonza, Basel, CH) verwendet. Es wurden 5¥10° Zellen geerntet, in einem 1,5 ml fassenden
Safe-Lock-Tube (Eppendorf, Hamburg, DEU) bei 300 g zu einem Pellet zentrifugiert, in
100 pl der nach Angaben des Herstellers vorbereiteten Transfektionslosung resuspendiert,
mit jeweils 0,2 nmol der siRNA versetzt und in Kiivetten tiberfihrt. Zur Durchfiihrung der
Experimente wurde die FlexiTube-siRNA (Qiagen, Venlo, NL) mit den Bezeichnungen
Hs_FKBP5_5, Hs_FKBP5_6, Hs_FKBP_11 und Hs_FKBP_12 verwendet. Die Sequen-
zen wurden durch den Hersteller nicht zur Verfiigung gestellt. Zur Kontrolle des Transfek-
tionsergebnisses fungierte eine mit dem pmaxGFP (Lonza, Basel, CH), einem GFP-
kodierenden Plasmid, versetzte Probe. Die Elektroporation erfolgte im Amaxa™ Nucle-
ofector®II (Lonza, Basel, CH) unter Verwendung des Programmes U-23. Die Zellen wur-
den mit 500 pl Nihrmedium in mit 1 ml Nihrmedium vorbereitete 6-Well-Platten
(Sarstedt, Nimbecht, DEU) geschwemmt. Nach 24 h erfolgte ein Wechsel des Niahrmedi-
ums und eine Prufung des Erfolges der Transfektion durch den Nachweis der gritnen Fluo-
reszenz von GFP mit dem Lichtmikroskop bei der Bestrahlung von Licht mit einer Wellen-
linge von 395 nm. Die Zellen wurden nach 48 Stunden geerntet und mittels qPCR und

Western-Blot untersucht.
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3  Ergebnisse

3.1 Nachweis von FKBP5in CPCs

Der Proteinnachweis von FKBP51 in CPC241hT erfolgte, nach der vorgeschalteten erfolg-
reichen Amplifizierung des Transkripts von FKBP5 in der qPCR, durch spezifische Anti-
gen-Antikorperreaktion. Hierzu wurde das aufbereitete Proteinlysat initial in der SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western-Blot auf die PVDF-Membran iibertragen. Es folgte ein
unspezifischer Proteinnachweis mit Coomassie-Blau. AbschliefSend erfolgte der spezifische
Antigennachweis mittels Antigen-Antikorperreaktion. Die Antikérperverdinnung des Pri-
mirantikérpers FKBP-51 (D-4) betrug 1:700. Die Rontgenfilme wurden fir 1 min belich-
tet. Es erfolgten drei unabhingige Versuche. Die Ergebnisse sind in Abbildung 1 darge-
stellt.

In den durchgefiihrten Versuchen gelang der erstmalige Nachweis der FKBP5-Expression
in CPCs auf mRNA- und Proteinebene.
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Abbildung 1: Proteinnachweis von FKBP51 in CPC241hT. A: Unspezifischer Proteinnachweis durch

Coomassie-Blau-Firbung der nach ihrer molekularen Masse aufgetrennten und auf eine PVDF-Membran
transferierten Proteine. Links davon zeigt sich das gefirbte Proteinmarkergemisch mit den GréBenangaben
des Herstellers zur ungefihren Ermittlung der molekularen Masse. B: Positiver Proteinnachweis von FKBP51
auf dem Roéntgenfilm. Die obere Bande stellt sich ungefihr auf Héhe des Markers fiir 55 kDa dar und die
untere etwas schwicher ausgeprigte Bande stellt sich zwischen 55 kDa und 40 kDa dar. Das Doppelbanden-
muster entspricht den Angaben des Herstellers im mitgelieferten technischem Datenblatt des Antikorpers.

Dargestellt ist ein reprisentatives Ergebnis dreier unabhingiger Experimente.

3.2 Anwendung des CRISPR-Cas9-Systems in chondrogenen
Progenitorzellen zur Etablierung eines FKBP51-Knockouts

Ziel des durchgefihrten Versuches mit dem CRISPR-Cas9-System war es, einen Knockout
des FKBP5-Genes in CPCs zu etablieren, um so Erkenntnisse Uber die Funktion des
FKBP51-Proteins zu erlangen.

3.2.1 Design der gRNA

Strategisch wurde die gRNA mit Unterstiitzung des CRISPR Design Tools so konzipiert,
dass sie eine Indel-Mutation im fir die PPI-Domaine codierenden Exon 5 des fir FKBP51
codierenden Gens FKBP5 erzeugt. Hierzu wurde die Sequenz NG_012645.2 der Referenz-
sequenzdatenbank des National Center for Biotechnology Information (Bethesda, Ma-
ryland, USA) verwendet, welche fir das Exon 5 codiert. Es wurde eine gRNA der héchsten
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Bewertungsklasse ohne Off-Target-Effekte fiir den nachfolgenden Versuch ausgewihlt.
Die verwendete Gensequenz und Sequenz der gRNA sind in Abbildung 2 dargestellt.

A

NG _012645.2

57—
gccaagtcatcaaggcatgggacattggggtggctaccatgaagaaaggagagatatgocat

ttactgtgcaaaccagaatatgcatatggct cggc-cagtct ccctaaaattccctcgaa
tgcaactctcttttttgag-3" t

B
Oligo top
57 - BEBEGAATATGCATATGGCTCGGC - 37

0Oligo bottom

3¢ - crraraceraracccaceccllll - S

Abbildung 2: Design der FKBP5spezifischen gRNA. A. Es wurde die Sequenz NG_012645.2 des
NCBI verwendet. Gelb hinterlegt ist die Zielsequenz. Grin hinterlegt ist die fiir die Bindung der Nuklease
Cas9 essenzielle PAM-Sequenz. Die Schnittstelle der Nuklease ist ca. drei Basenpaare in 5° Richtung von der
PAM-Sequenz entfernt gelegen mit einem Pfeil markiert. B. Dargestellt sind die durch die Firma Eurofins
Genomics synthetisierten Oligonukleotide, welche neben der gRNA (gelb) Uberhinge (magentafarben) erhal-
ten, die komplementir zu den Schnittstellen des Restriktionsenzymes Bbsl im Plasmid von pSpCas9(BB)-2A-
GFP sind.

3.2.2 Sequenzierung des Plasmides pSpCas9(FKBP5)-2A-GFP

Nach Synthetisierung der Oligonukleotide und dem Durchfihren des Annealings erfolgte
die Ligation in den Vektor pSpCas9(BB)2A-GFP, der von nun an als pSpCas9(FKBP5)-2A-
GFP bezeichnet wird. Dieser wurde in chemisch kompetenten E. co/i amplifiziert. Hierbei
wurden acht Kulturen angelegt. Nach Aufreinigung der Plasmide wurden diese zur Verifi-
kation des korrekten Einbaus mit dem U6-Forward-Primer sequenziert. Hierbei wies nur
eines der acht Plasmide eine korrekte Ligation der gRNA auf. Abbildung 3 zeigt das Er-
gebnis der Sequenzierung des Plasmides mit der korrekten gRNA. Dieses wurde in grof3e-

ren Mengen produziert und fir die nachfolgende Transfektion der Zellen verwendet.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
|
01igoFKBP51Top
SeqlabKlon® TGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTARRCACARAGATATTAGTACAAARTACGTGACGTAGAAAGTARTARTTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTARARTTATGT TTTAAARTGGACTATCAT
CONSENSUS 4 usessnesssssssssssssssssssrssssssstsssssssssssssttsosssssssssssstsssssssttssssssssssssstssssssastsssstbssssssstossssssnssssstiss
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
|
01igoFKBP51Top CACCEARTATGCATATGECTCGGC
SeqlabKlon® ATGCTTACCGTRAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGARAGGACGARACACCGAATATGCATATGGCTCGGCGTTTTAGAGC TAGARATAGCARGT TARAARTARGECTAGTCL
CONSENSUS  1uuuvrnrrsrrssrsssrssssssrnssrssssrsssrssssssrsssrsssrersasssnss CACCGARTATGCATATGECTCREL . o v yssssssssrnssssrssssssssssssnssssssnss
261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 310 380 390
|
01igoFKBP51Top
SeqlabKlon® GTTATCAACTTGAARRAGTGGCACCGAGTCGGTRCTTTTTTGTTTTAGAGCTAGARRTAGCAAGT TARARTARGGC TAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCARTTCTRCAGACARATGGCTCTAGAGGTAC
CONSENSUS 4 uusesrniessessssssssassssssssssssssstsssssssssssssttsosssssssssssstsssssssttesssssssssssstssssssastsssstbssssssstossssssnssssstiss
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
|
01igoFKBP51Top
SeqlabKlon® CCGTTACATAACTTACGGTARRTGGCCCGCCTGECTGACCGCCCARCGACCCCCGCCCATTGACGTCARTAGTARCGCCARTAGGEACTTTCCATTGACGTCARTGGGTGGAGTATTTACGGTARACTGL
COMSENSUS  uursurrsrrssrsssrssssssrsssressssssstsssssssssstssstssssssssssssssstssstssssesssssssssstsestsastesrsestssstrssssssnsssrssstsssts
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
|
01igoFKBP51Top

SeqlLabklon8 CCACTTGGCAGTACATCARGTGTATCATATGCCARGTACGCCCCCTATTGACGTCARTGACGGTAARTGGCCCGCCTGGCATTGTGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATC

651 66O 670 680 630 FLU 710 720 730 My m7
| 1

01igoFKBP51Top
SeqlabKlon® TACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCARTTTTGTATT
CONSENSUS  4uusssrensssssssssssssnssssssssssssssstossssssssssssttsssassssssssstsssssssstsssssressssssttsssas

Abbildung 3: Sequenzierung des Plasmides pSP-Cas9(FKBP5)-2A-GFP. Die mit dem MultAlin-Tool
durchgefithrte Analyse der durch Seqlab Gbermittelten Sequenzierungsdaten der Probe 8 zeigt eine korrekte

Insertion des Oligonukleotides in das verwendete Plasmid.

3.2.3 Transfektion der CPCs mit pSpCas9(FKBP5)-2A-GFP

Nach Verifikation der vorherigen Schritte erfolgte die Transfektion der Zellen mit dem
Plasmid pSpCas9(FKBP5)-2A-GFP. Hierzu wurden 10° CPC241hT der Passage 49 verwen-
det und mit 4 pg Plasmid transfiziert. Die Transfektion erfolgte durch Elektroporation.
Nach 24 h erfolgte eine Kontrolle der Zellviabilitit und Morphologie mit dem Durchlicht-
mikroskop nach Abpipettieren des durch die Elektroporation bedingten Zelldetritus. Die
Zellen wiesen dabei den fiir CPCs typischen Phinotyp mit spindelférmigen zytoplasmati-
schen Fortsitze auf, so dass sie fiir die folgenden Schritte weiterverwendet werden konn-
ten. Abbildung 4 zeigt die Zellen 24 h nach der Transfektion. Auf Grund eines technischen
Defektes des Lichtmikroskops, konnte die Transfektion der Zellen mit dem Plasmid durch
die Fluoreszenz des GFP nicht nachgewiesen werden und erst durch die FACS-Analyse

bestitigt werden.
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_ < /
Abbildung 4: Zellmorphologie 24 h nach erfolgter Transfektion. Die Abbildung zeigt die lichtmikro-
skopische Ansicht der CPC241hT mit einem VergroB3erungsfaktor 40. Es zeigen sich die fiir CPCs typischen

spindelférmigen Ausldufer.

3.2.4 Sortierung der transfizierten Zellen durch FACS

Die Sortierung der Zellen zur weiteren Klonierung erfolgte nach 48 h mittels FACS. Hier-
bei wurden die GFP-positiven Zellen in die Wells mehrerer 96-Well-Platten transferiert. Da
sich in Vorversuchen zeigte, dass die CPCs ein schlechtes Anwachsverhalten nach erfolg-
tem FACS besallen, wurden insgesamt sechs Platten, wovon je drei Platten mit einer Zelle
und je eine Platte mit zwei, vier und sechs Zellen besetzt wurden, verwendet. Zur Kalibrie-
rung des FACScan und als Negativkontrolle wurden nicht transfizierte CPC241hT benutzt.
Die Ergebnisse des FACS sind in Tabelle 10 dargestellt. Es waren 3,2 Prozent der trans-
fizierten Zellen GFP positiv. Hierdurch konnte eine erfolgreiche Transfektion nachgewie-

sen werden.

Tabelle 10: Ergebnisse der FACS-Sortierung der mit pSPCas9(FKBP5)-2A-GFP transfizierten
CPC241hT im Vergleich zur Negativkontrolle.

GFP positiv [%0]

CPC241hT, transfiziert mit pSpCas9(FKBP5)-2A-GFP 3,2

CPC241hT, Negativkontrolle 0
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3.2.5 Klonale Expansion und Phinotypisierung der erfolgreich mit
pSpCas9(FKBP5)-2A-GFP transfizierten CPCs

Zur Erstellung einer CPC241hT-FKBP5-KO-Zelllinie wurden die durch FACS separierten
Zellen regelmiBig lichtmikroskopisch auf klonales Wachstum, definiert als kreisrundes
Wachstum ausgehend von einer Einzelzelle, gescreent. Es wurden nur die Zelllinien weiter
passagiert und phinotypisiert, die klonales Wachstum aufwiesen. Abbildung 5 zeigt die
lichtmikroskopische Abbildung einer reprisentativ fiir klonales Wachstum stehenden Zell-

linie.

Abbildung 5: Klonales Wachstum der pSPCas9(FKBP5)-2A-GFP transfizierten Zellen. Die lichtmik-
roskopische Aufnahme (VergroBerungsfaktor: 40) zeigt klonales Wachstum ausgehend von einer Einzelzelle
am Rande eines Wells einer 96-Well-Platte.

Insgesamt wiesen 57 der 576 initial belegten Wells klonales Wachstum auf. Dabei zeigte
sich eine unterschiedliche Anzahl an Klonen in den mit verschiedenen Zellzahlen sortierten
96-Well-Platten, dargestellt in Abbildung 6. Die Uberpriifung der statistischen Signifikanz
ist bei einmaliger Versuchsdurchfithrung nicht moglich. Von den 57 initialen Zelllinien
konnten 45 durch Western-Blot phinotypisiert werden. Zwolf wiesen nach der Passage in
das nichstgroBlere Well eine Stagnation des Wachstums auf und konnten nicht weiter
passagiert werden, so dass die zum Western-Blot erforderlichen Zellzahlen nicht erreicht

wurden.

Zum Proteinnachweis wurde der zuvor getestete FKBP51-(D-4)-Antikérper mit einer
Konzentration von 1:700 verwendet. Als Chemilumineszenzreagenz diente ECL-Sirius. Die
Belichtungszeit des Rontgenfilmes betrug 1 min. Alle 45 Zelllinien zeigten sich FKBP51
positiv. Abbildung 6 zeigt die fir FKBP51 typischen Doppelbanden mehrerer Proben, die
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zur Vereinfachung der Dokumentation mit einer Nummer nummeriert wurden, auf dem
Réntgenfilm. Das Proteingewicht wurde mit einer gefirbten Proteinleiter geschitzt. Die
obere Bande prisentiert sich ungefihr auf Hohe des Markers fiir 55 kDa und die untere
Bande knapp unterhalb des Markers von 55 kDa. Auf eine densitometrische Auswertung
der PVDF-Membranen mittels Ladungskontrolle wurde bei eindeutigem Nachweis der
Synthese von FKBP51 verzichtet. FKBP51 konnten in allen phinotypisierten Zelllinien

mittels Western-Blot nachgewiesen werden.

MW P v v
kpa) A B FKBP51 (D-4)/ 1:700/ 1 Minute/ Sirius
~180-
~130-
~100-
~70 -
~55- e e ———
T — — e —
~40-
~35-
~25-
K 4 5 7 8 9 10 K 4 3 7 8 9 10

288 Wells mit einer Zelle 96 Wells mit zwei Zellen 96 Wells mit vier Zellen 96 Wells mit sechs Zellen

21 Wells (7 %) 17 Wells (17,7 %) 12 Wells (12,5 %) 7 Wells (6 %)

*

Nachweis von FKBP51 in 45 Klonen (100 %)

Abbildung 6: Uberblick iiber die klonale Expansion und Phinotypisierung der mit pSpCas9-
(FKBP5)-2A-GFP transfizierten CPC241hT. A: Coomassie-Firbung der PVDF-Membran. In der linken
Tasche wurde die aus nicht-transfizierten CPC241hT bestehende Negativkontrolle (K) aufgetragen. Die Zell-
linien wurden wihrend der klonalen Expansion durchnummeriert. B: Spezifischer Nachweis mittels Antigen-
Antikérperreaktion von FKBP51 in transfizierten CPC241hT und in der Kontrolle auf einem exemplarischen
Roéntgenfilm. Alle Proben liefen in einem Gel. C: Graphische Darstellung der Ergebnisse der klonalen Ex-

pansion und anschlieBenden Phinotypisierung.
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3.3 Transfektion von CPCs mit FKBP51-spezifischer siRINA

Ziel dieses Versuches war es, einen transienten Knockdown von FKBP5 auf Transkript-
und Proteinebene zu erreichen, um Erkenntnisse tber die Funktion von FKBP51 in CPCs
zu erlangen. Hierzu wurden in einem vorbereitenden Versuch CPC241hT mit mehreren
siRNAs, die spezifisch fir FKBP5 sind, transfiziert. Als Negativkontrolle dienten
CPC241hT derselben Passage ohne den Zusatz der siRNA im Transfektionsreagenz, um so
mogliche zytotoxische Einflisse der Elektroporation auf die Genexpression auszuschlie-
Ben. Zur Verifikation einer erfolgreichen Transfektion wurde eine unabhingige Zellprobe
mit dem pmaxGFP-Plasmid transfiziert, dessen Genprodukt GFP sich fluoreszenzmikro-
skopisch nachweisen ldsst. Die lichtmikroskopische Ansicht der transfizierten Zellen ist
dargestellt in Abbildung 7.

Abbildung 7: Lichtmikroskopische Ansicht der transfizierten CPC241hT nach 48 h. A: Die transfizier-
ten CPC241hT in der lichtmikroskopischen Darstellung. B: Der fluoreszenzmikroskopische Nachweis von
GFIP belegt eine erfolgreiche Transfektion. VergroB3erungsfaktor: 40.
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Die abschlieBende Auswertung der Effektivitit der siRNAs auf mRNA-Ebene erfolgte
nach Aufbereitung der Proben in der RT-qPCR. Zur Verhinderung etwaiger Pipettierfehler
wurde jeder PCR-Ansatz neunfach pipettiert und amplifiziert. Die Ergebnisse sind in Ab-
bildung 8 dargestellt. Ein Knockdown war mit allen vier siRNAs nach 48 h auf Ebene der
mRNA nachweisbar. Die siRNA Hs_FKBP5_12 zeigte die héchste Effizienz. Sie wurde im

nichsten Versuch weiterverwendet.

relatives mRNA-Level FKBP51

Hs_FKBP5_5 Hs_FKBP5_6 Hs_FKBP5_11 Hs_FKBP5_12

Abbildung 8: Auswirkungen der RNA-Interferenz auf den FKBP5mRNA-Level in CPC241hT nach
48 h. Der Mittelwert der relativen Expression der amplifizierten PCR-Ansitze ist als Balkendiagramm darge-
stellt (n=9). Die Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichungen.

Zum Nachweis eines Knockdowns auf Proteinebene wurden CPC241hT derselben Passage
in drei unabhingigen Experimenten mit der siRNA HS_FKBP5_12 transfiziert, nach 96 h
geerntet und mittels Western-Blot analysiert. Die Verdiinnung des Antikérpers FKBP51
(D-4) betrug 1:700. Die Belichtungszeit des Rontgenfilmes 30 s. Als Chemiluminiszenzsub-
strat wurde Westernbright Sirius verwendet. a-Tubulin diente mit einer Verdiinnung von
1:5000 sowie einer Belichtungszeit von 15 s als Ladungskontrolle. Westernbright ECL
diente als Substrat. Es zeigte sich ein verminderter Level des FKBP51-Proteins von
0,867/.0,26. Der Effekt ist statistisch nicht-signifikant (p=0,60). Die Ergebnisse des Wes-
tern-Blots sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Auswirkungen der RNA-Interferenz auf den FKBP51-Proteinlevel in CPC241hT nach
96 h. A zeigt die Schwirzung des Rontgenfilmes der Kontrolle und mit Hs_FIKBP_12 transfizierten Zellen,
jeweils fir FKBP51 und a-Tubulin als Ladungskontrolle. Das ungefihre Molekulargewicht wurde mit einer
Proteinleiter geschitzt. B zeigt den Mittelwert dreier unabhingiger Experimente als Balkendiagramm (n=3).

Der Fehlerindikator zeigt die Standardabweichung. Das Ergebnis ist statistisch nicht signifikant (p=0,60).
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4 Diskussion

4.1 Nachweises der Expression von FKBP5 in CPCs

Ein Teil der Aufgabenstellung dieser Arbeit war es, die Expression von FKBP5 in CPCs
nachzuweisen, da durch die Entwicklung neuer hochselektiver Inhibitoren des dazugehori-
gen Genproduktes FKBP51, dieses eine neue potenzielle pharmakologische Wirkstruktur
darstellt, und so eine zn-vivo-Beeinflussung der CPCs zur Steigerung ihres regenerativen

Potentials méglich erscheint.

Erstmalig konnte im Rahmen der durchgefihrten Versuche FKBP5 auf mRNA- und Pro-

teinebene in CPCs nachgewiesen werden.

Im Western-Blot zeigten sich auf dem Rontgenfilm mehrere Banden. Ein kriftiges Signal
zeigte sich auf ungefihrer Hohe des Proteinmarkers von 55 kDa und ein weniger intensives
Signal mit niedrigerem Molekulargewicht. Dies entspricht den Ergebnissen von D’Arrigo et
al. (2019), deren Western-Blot-Ergebnisse ein dhnliches Bandenmuster bei Untersuchungen
Uber die Funktion von FKBP51 in humanen Glioblastomzellen zeigten. Jedoch erfolgte der
Proteinnachweis mit dem polyklonalen Antikorper eines anderen Herstellers. Posttranslati-
onale Modifikationen, das Vorhandensein mehrerer Isoformen und Degradationsprodukte,
welche alle zu einer verinderten Laufgeschwindigkeit in der SDS-PAGE fihren kénnen,
sind eine potenzielle Erklirung fir das Auftreten multipler Banden auf dem Roéntgenfilm
(Bass et al. 2017). Das FKBP5-Gen verfiigt laut UniProt-Datenbank tiber vier verschiedene
Transkripte sowie zwei durch Phosphorylierung modifizierbare Serinreste (Position 13 und
445) und einen durch Acetylierung modifizierbaren Methioninrest in Position 1 (The
UniProt Consortium 2019), was einen moglichen Erklirungsansatz fir das beobachtete

Bandenmuster darstellt.

In einer grof angelegten durchgefithrten Untersuchung zum Verstindnis des menschlichen
Proteoms mittels Expressionsuntersuchungen von 32 Gewebetypen und 65 Zelllinien auf
mRNA- und Proteinebene zeigte FKBP5 eine starke Expression auf zellulirer Ebene in
differentiated imortalized adipose-derived mesenchymal stem cells, einer aus dem Fettgewebe stam-
menden Zellpopulation mit Stammzelleigenschaften, und auf histologischer Ebene in der
quergestreiften Skelettmuskulatur. Ein Nachweis von FKBP51 im hyalinen Gelenkknorpel
und in Chondrozyten ist im Rahmen der Untersuchungen nicht erfolgt (Uhlén et al. 2015;
Thul et al. 2017). Eine Literaturrecherche Giber die Metadatenbank PubMed mit den Such-
kombinationen ,,FKBP51, chondrocyte* und ,,FKBP51, cartilage® erbrachte keine Treffer,
so dass mit hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen ist, dass im Rahmen dieser Arbeit

der erstmalige Nachweis von FKBP51 in Zellen des hyalinen Gelenkknorpels erfolgt ist.
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4.2 Anwendung des CRISPR-Cas9-Systems mit einer FKBP5
spezifischen gRNA in CPCs

Um das Wissen iiber die intrazelluliren Vorginge in den CPCs im Rahmen der OA zu ver-
tiefen und erweitern sowie herauszufinden, welche Rolle das Protein FKBP51 bei der Pa-
thogenese spielt und ob es einen therapeutischen Ansatzpunkt bildet, wurde versucht unter
zu Hilfenahme des CRISPR-Cas9-Systems einen FKBP5-Knockout zu etablieren. Nach
Anwendung und Verifizierung der einzelnen experimentellen Schritte konnte das Protein
durch eine spezifische Antigen-Antikorperreaktion in allen klonal expandierten Zelllinien
nachgewiesen werden. Hierfiir bieten sich mehrere Erkliarungsansitze, zum einen Interpre-
tationen, die auf den funktionellen Eigenschaften von FKBP51 beruhen, zum anderen

spielen methodische Uberlegungen eine Rolle.

Im Rahmen der Transfektion durch Nukleofektion und der anschlieBenden FACS-
vermittelten klonalen Isolation waren die CPCs elektrischen und mechanischen Umweltbe-
dingungen ausgeliefert, die mit Zellstress, einer inflammatorischen Antwort und der Frei-
setzung proapoptotischer Signalmolekiile assoziiert sind. Mellott et al. (2014) wiesen in
FACS-Analysen durch Nukleofektion behandelter human umbilical cord mesenchymal stromal
cells eine verminderte Zellviabilitit und reduzierte Expression des in die Zellen transfizier-
ten, fir GFP codierenden Plasmides nach, welche durch die Vorbehandlung mit einem
Inhibitor der Rho-associated coiled-coil kinase im Kulturmedium partiell antagonisiert werden
konnte. Ahnliche Beobachtungen konnten auch in den transfizierten CPCs gemacht wer-
den, die sich im FACS nur zu 3,2 % GFP-positiv zeigten, was zum einen durch eine ver-
minderte Genexpression, aber auch durch eine geringe Effizienz der Transfektion zu erkla-
ren ist. Binek et al. (2019) wiesen in massenspektroskopischen Untersuchungen FACS-
sortierter, muriner Makrophagen, mit der Zielsetzung, die Einfliisse auf das Metabolom zu
untersuchen, eine verringerte Expression antioxidativer Molekiile und einen verringerten
Gehalt an Adenosintriphosphat und Adenosindiphosphat, den zelluliren Energietrigern,
nach. Zudem kam es zur intrazelluliren Akkumulation von Ceramiden und Phytosphingo-
sin. Diese beiden Botenstoffe sind Mediatoren der Apoptose (Tomiuk et al. 1998; Park et
al. 2003).

Mehrere experimentelle Studien liefern Hinweise darauf, dass FKBP51 dber antiapoptoti-
sche Eigenschaften verfigt. Daudt und Yorio (2011) zeigten in neuronalen 661w-Zellen
eine Hemmung der durch Stauroporin induzierten Apoptose. Zu dhnlichen Ergebnissen
kamen Romano et al. (2010). In mit FKBP5-spezifischer siRNA behandelten Melanomzel-
len zeigte sich nach Bestrahlung ein vermehrter Nachweis der als Marker der Apoptose
geltenden geschnittenen Caspase-3 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Sun et al.
(2014) identifizierten FKBP51 als wichtigen Resistenzfaktor gegentiber dem Chemothera-
peutikum Taxol in den aus einem Ovarialkarzinom gewonnenen Zellen. Der relative
mRNA-Level zeigte sich in chemoresistenten Zellen im Vergleich zu Taxol-sensiblen Zel-

len um den Faktor 100 erhoht. Zudem konnte durch die Transfektion der Zellen mit einer
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FKBP5-spezifischen short hairpin-RIN.A (shRNA) auf eine Reduktion der Taxol-induzierten
Apoptose mittels der verminderten Expression der geschnittenen Caspase-3 geschlossen
werden. Diese Ergebnisse legten die Annahme nahe, dass FKBP51 ein Ubetlebensfaktor in
verschiedenen Zellarten sein kann, der durch seine antiapoptotische Wirkung Schutz vor
,zellfeindlichen® Umweltbedingungen bietet. Um herauszufinden, ob FKBP51 einen antia-
poptotischen Effekt in CPCs besitzt, miissen weiterfithrende Experimente durchgefthrt
werden. Hierzu kimen Apoptose-Assays in Betracht, bei denen Marker der Apoptose, bei-

spielsweise Annexin V, mittels FACS analysiert werden.

Ein weiterer méglicher Erklirungsansatz fiir die vorliegenden Ergebnisse ist, dass es im
Rahmen der experimentellen Behandlung der CPCs durch Elektroporation und FACS zu
vermehrten ,,Zellstress™ gekommen ist, der moglicherweise auf Grund der durch den
Knockout bedingten fehlenden antiapototischen Eigenschaften des FKBP51, in der
Apoptose der klonal-isolierten Zellen miindete, die einen erfolgreichen Knockout aufwie-
sen. Dies liefert einen Hinweis darauf, dass FKBP51 eine Rolle fiir die Zellviabilitit der
CPCs in kontextabhingigen Situationen besitzen konnte. Dies entspricht dem durch Hart
et al. (2014) sowie Hart et al. (2015) beschriebenen Daisy-Model der Gen-Essentialitit, bei
dem die von Kontext- und Umweltbedingungen abhingigen Gene mit den Blitenblittern
einer Blume verglichen werden, welche sich zum Teil tberlappen, aber einen festen Kern
besitzen, der die fir das zellulire Uberleben notwendigen Gene einer Zelle reprisentiert.
Hierzu zihlen vor allem Gene, die fur Proteine codieren, welche fur den intrazelluliren
Stoffwechsel und grundlegende biochemische Reaktionen, wie z. B. die Transkription und
Translation, katalysieren. Insgesamt konnte die Arbeitsgruppe 1580 dieser core fitness genes in
finf verschiedenen Zelllinien identifizieren. Methodisch verwendete man einen ausgedehn-
ten Screen durch Transfektion der Zellen mit einer gRNA-Bibliothek, bestehend aus
176.500 Sequenzen, die 17.661 Gene adressierten. Durch die Kalkulation von aus Sequen-
zierungen und Zellviabilitits-Analysen gewonnenen Daten, wurden die entsprechenden
Gene ermittelt. FKBP5 konnte hierbei in den fiinf Zelllinien nicht als core fitness gene identifi-
ziert werden. Jedoch unterscheiden sich die ermittelten Messwerte zwischen den Zelllinien
teilweise stark untereinander, so dass eine Funktion als kontextabhingiges Zellviabilitats-
Gen in CPCs insbesondere unter Beachtung der gemachten Beobachtungen nicht ausge-
schlossen ist. Zur weiteren Untersuchung der Funktion von FKBP5 als Zellviabilitits-Gen

in CPCs sollten dhnliche Viabilititsassays durchgefiihrt werden.

Um eine addquate Interpretation der Ergebnisse zu gewihrleisten, dirfen auch methodi-
sche Uberlegungen nicht auBer Acht gelassen werden. Das CRISPR/Cas9-System befindet
in einer stindigen Entwicklung und durchlauft einen steten Wandel zur Optimierung im
Vergleich zu etablierten Methoden zur Erforschung der Gen- und Proteinfunktion, wie
zum Beispiel der RNA-Interferenz. Insbesondere Untersuchungen zur Effizienz und Funk-
tionsweise der verwendeten gRNAs sind Gegenstand aktueller Forschungen (Zhang et al.
2016; Campenhout et al. 2019). Thyme et al. (2016) konnten zeigen, dass gRNAs deren

Sekundirstrukturen hairpin-Motive aufweisen tber eine niedrigere Effizienz verfiigen. In



4 Diskussion 41

Untersuchungen beziiglich der optimalen Sequenz der gRNA konnte eine zehnfache Ab-
nahme der Effizienz bei TT- und GCC-Motiven, welche sich innerhalb der ersten vier Ba-
senpaare in 5“Richtung der PAM-Sequenz befinden, nachgewiesen werden (Graf et al.
2019). Zudem sollten sich hier keine Pyrimidine befinden (Wang et al. 2014). Fur die im
Rahmen des Versuches verwendete gRNA wurden diese beiden Vorgaben eingehalten. Ein
weiterer Faktor ist der relative Gehalt der beiden Basen G und C. Dieser sollte zwischen 35
und 85 % liegen (Wang et al. 2014). Die verwendete gRNA liegt mit einem GC Gehalt von

50 % innerhalb dieses Bereiches.

Canver et al. (2014) fihrten Untersuchungen zur Effizienz des genome editing in himatopoe-
tischen Stammzellen durch. Hierbei verwendeten sie ein fiir zwei gRNA codierendes chi-
mires Plasmid mit dem Ziel, gré3ere Deletionen in den Allelen himatopoetischer Stamm-
zellen zu induzieren. Durch PCR-Untersuchungen und Sanger-Sequenzierungen zeigte sich
eine grofiere gemessene Anzahl an Deletionen als erwartet. Insgesamt wurden 556 Allele in
228 Klonen untersucht. GroB3ere Deletionen zeigten sich in 26,8 % und Inversionen in 12,9
% der untersuchten Allele. Untersuchung zur Hiufigkeit des Auftretens von Indels erfolg-
ten in den Zellen mit nachgewiesener monoallelischer Deletion. Hier zeigten sich Indels in
99 % der korrespondierenden Allele. Die Linge der beobachteten Indels betrug durch-
schnittlich zwischen -10 und -1 Basenpaaren. Die Effizienzen der verschiedenen getesteten
gRNAs unterschieden sich nur unwesentlich voneinander. Die Autoren kamen zu dem
Schluss, dass die Anzahl der beobachteten Indels zwar hoch ist, jedoch ein System mit zwei
gRNAs zur Deletion gréBerer Genabschnitte zu bevorzugen ist, da nur etwa zwei Drittel
der Indels eine Frameshift-Mutation bewirken. Als limitierend fur die berichteten Ergeb-
nisse zu bewerten ist, dass eine phinotypische Untersuchung der behandelten Zellen durch
Western-Blot nicht erfolgt ist, so dass keine Aussagen iiber die Expression auf Proteinebe-
ne getroffen werden kénnen. Zudem steigt die Anzahl potenzieller Off-Target-Effekte mit
der Anzahl der verwendeten gRNAs. Diese konnten durch Editierung Protein-codierender
Abschnitte zu einer moglichen Bias der phinotypischen Beobachtungen fithren (Fu et al.
2013), so dass es bei der Untersuchung der Proteinfunktion sinnvoll erscheint, eine singuld-
re gRNA zu verwenden. Potenziell kime ein Versagen der verwendeten gRNA als Erkld-
rungsansatz fur den gescheiterten Knockout von FKBP5 in CPCs in Betracht. Diese Ver-
mutung lieBe sich durch erginzende Versuche, beispielsweise den fehlenden Nachweis von

Mutationen in FKBP5 in der Sequenzierung der transfizierten Zellen, beweisen.

Zusammengefasst ldsst sich auf Grundlage der vorhandenen Daten keine definitive Aussa-
ge dartber treffen, ob beim Versagen des verwendeten Knockoutansatzes Zellstress und
die mogliche Aktivierung proapoptotischer Signalwege durch das Fehlen von FKBP51 eine
Rolle gespielt haben oder eine insuffiziente gRNA-Anwendung vorlag. Um Schliisse zu
ziehen, erscheinen Knockout-Versuche mit mehreren gRNAs sinnvoll, die durch Apopto-

se- und Viabilititsassays erginzt werden sollten.
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4.3 FKBP5Knockdown durch RINAi

Durch die Transfektion der CPC mit einer FKBP5-spezifischen siRNA wurde versucht, die
Expression auf mRNA und Proteinebene herunter zu regulieren, um so durch die Analyse
der phinotypischen Auswirkungen Erkenntnisse tiber die Funktion des Proteins zu erlan-
gen. Hierbei konnte in einem einmalig erfolgten Vorversuch eine Herabregulation auf
mRNA-Ebene mit allen vier verwendeten siRNAs nachgewiesen werden. Bei der Analyse
der Proteinexpression im nachfolgenden, dreimalig durchgefithrten Hauptversuch zeigte
sich eine verminderte Expression von FKBP51 mit 86 %. Eine statistische Signifikanz

konnte nicht nachgewiesen werden.

Takaoka et al. (2017) konnten einen statistisch-signifikanten FKBP5-Knockdown in Osteo-
sarkomzellen durch Transfektion mit siRNA erreichen. Romano et al. (2013) etablierten
einen erfolgreichen FKBP5-Knockdown in Melanomzellen. Die Ergebnisse zeigten eine
relative Expression auf mRNA-Ebene von 10 %. Ein Western-Blot ist von den Autoren
durchgefithrt wurden, jedoch wurde auf eine densitometrische Auswertung verzichtet.
Prinzipiell scheint ein siRNA-basierter FKBP51-Knockdown moglich zu sein. Die erfolg-
reiche Anwendung der RNA-Interferenz in CPCs durch die Transfektion der Zellen mit
siRNA konnte bereits demonstriert werden. Janssen et al. (2019) erreichten durch Trans-
fektion der Zellen mit Biglykan-adressierender siRNA einen im Western-Blot statistisch
signifikanten Knockdown. Eine verminderte siRNA-basierte Expression der TFs RUNX2
und SOXO ist ebenfalls beschrieben worden (Koelling et al. 2009).

Munkacsy et al. (2016) fithrten Untersuchungen zur allgemeinen Effizienz der RNAI in
tber 429 unabhingigen Experimenten durch. Hierbei ermittelten sie eine Versagensquote
von 18,5 %. Insgesamt 6% der Experimente zeigten einen gegenteiligen Effekt mit einer
Uberexpression. Interessanterweise unterschieden sich die Effizienzen in verschiedenen
Zelllinien stark untereinander. Zudem bestand auch eine Differenz zwischen den Ergebnis-
sen der RT-qPCR und des Western-Blot, mit einer héheren Effizienz im Western-Blot, was

auch unserem Ergebnis entspricht.

In diversen Studien wurden Faktoren untersucht, welche die Effizienz der verwendeten
siRNAs beeinflussen. Arvey et al. (2010) kamen auf Grund der Beobachtung, dass siRNAs
mit vielen gff zargets einen geringeren Knockdown des adressierten Transkriptes aufwiesen,
zu der Schlussfolgerung, dass es auf Grund einer hoheren gff zarge-Aktivitit zu einer ver-
minderten Effizienz kommt. Dariiber ob ein solcher Effekt in den im Rahmen dieser Ar-
beit durchgefithrten Experimenten eine Relevanz hat, kann auf Grund der Tatsache, dass
die Sequenzen der verwendeten siRNAs vom Hersteller nicht ver6ffentlicht wurden, keine
definitive Aussage getroffen werden, jedoch bietet er eine plausible Erklirung fiir die beo-
bachtete geringe Effizienz des Knockdowns von FKBP5.

Eine Korrelation der Effizienz der RNAi mit einem hoheren Expressionslevel des Zielgens
auf mRNA-Ebene konnte in verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden (Hong et al.

2014). Dies steht im Einklang mit der von Hu et al. (2004) gemachten Beobachtung, dass
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Transkripte mit einer geringen Expression weniger empfinglich fir einen RNAi-
vermittelten Knockdown sind. Ubertrigt man diese Beobachtungen auf die durchgefiihrten
Experimente, ist die Annahme gerechtfertigt, dass die beobachtete geringe Knockdown-
Eftizienz von FKBP5 an einer geringen basalen Expression auf mRNA-Ebene liegen kénn-
te. Es existieren noch weitere wichtige Einflussfaktoren. So konnten Larsson et al. (2010)
die Beobachtung machen, dass mRNAs mit einer hoheren Umsatzrate resistenter gegen-
tber RNAI sind. Zudem besitzen, dhnlich wie bei dem CRISPR-Cas9-System, strukturelle
Faktoren der Zielsequenz einen Einfluss auf die Effizienz (Overhoff et al. 2005).

Als mégliche Konsequenz der vorliegenden Ergebnisse, scheint ein Knockdown mittels
shRNA eine erfolgsversprechende Moglichkeit, eine verminderte Genexpression von
FKBP5 zu erreichen. Hierbei wird durch die Transfektion der Zellen mit einem shRNA-
codierenden Plasmid eine lingere Halbwertszeit im Gegensatz zur der aus Oligonukleoti-
den bestehenden siRNA erreicht. Alternativ konnte auch eine feste Integration in das Ge-
nom durch einen lentiviralen Vektor erreicht werden (Moore et al. 2010). Eine verminderte
FKBP51-Expression durch shRNA in Melanomzellen konnte durch Romano et al. (2015)
in humanen Melanomzellen nachgewiesen werden. Einen ebenfalls erfolgreichen Knock-

down konnten Gao et al. (2018) in Zellen des papilliren Thyroideakarzinoms erreichen.

4.4 Evaluation des Immunophilins FKBP51 als therapeutisches Ziel

in der Therapie der Osteoarthrose

In den letzten Jahren sind vermehrt zellbasierte Ansitze in den Fokus der Medizin geriickt.
Durch die Erforschung stammzellbasierter Therapieansitze verspricht man sich, geschadig-
tes Gewebe zu regenerieren und eine Heilung ,,von innen heraus® zu erreichen. Durch ihr
chondrogenes Potential sind CPCs Kandidaten fiir einen solchen regenerativen Therapie-
ansatz (Schminke und Miosge 2014). Neben der Erforschung stammzellbasierter Therapien
stellen die DMDs eine zweite wichtige Saule dar. Diese haben das Ziel, den Krankheitspro-
gress zu verlangsamen und eine Symptomverbesserung zu erreichen (Ghouri und Conag-
han 2019). Durch den Nachweis der Expression von FKBP5 auf mRNA- und Proteinebene
in CPCs bieten sich potenzielle neue Méglichkeiten, die stammzellbasierten und pharmako-
logischen Therapieansitze miteinander zu vereinen. Dieses Versprechen wurde vor allem
durch die Entdeckung neuer hochselektiver FKBP51-Inhibitoren angetrieben, die ,,Blau-
pause fir die Entwicklung neuer pharmakologischer Substanzen sind (Gaali et al. 2015).
Ziel muss es dabei sein, CPCs im inflammatorischen Milieu der OA so zu manipulieren,

dass sie ihr chondrogenes Potential entfalten.

Schminke et al. (2016) konnten bereits in aus Patienten mit einer rheumatoiden Arthritis
isolierten CPCs #n vitro eine pharmakologische Beeinflussung durch den TNF-a-Antikérper
Adalimumab nachweisen. Hier zeigte sich unter Stimulation mit Interleukin-17 eine ver-
minderte Expression von IL-6, einem inflaimmatorischen Marker, und RUNX2, als Zei-

chen einer vermehrten Chondrogenese im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.
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In verschiedenen Zelllinien konnte durch die Inhibition oder einen Knockdown von
FKBP51 eine verminderte Expression von Zielproteinen des NF-kB-Signalweges gezeigt
werden, welche eine wichtige Rolle fir die inflammatorische Komponente der OA spielen
konnte (Marcu et al. 2010). In den Untersuchungen von Yu et al. (2017) zeigte sich eine
verminderte Expression der proinflaimmatorischen Zytokine IL-6, IL-18, TNF-«, brain-
derived neurotrophic factor und nerve growth factor in aus Ratten gewonnenen Hinterhorngangli-
onzellen nach Inhibition mit dem FKBP51-Inhibitor SAFit2. Kistle et al. (2018) wiesen
durch einen Knockdown von FKBP51 eine verminderte Translokation des Transkriptions-
faktors p50/p65 nach Stimulation mit IL-13 in bronchialen Epithelzellen nach. Zudem
erhohte sich die Sensitivitit fiir das Kortikosteroid Dexamethason um den Faktor zehn.
Injizierbare Steroide bilden einen wichtigen etablierten Behandlungspfeiler der OA, besit-
zen jedoch eine niedrige Evidenz (da Costa et al. 2016). Hier zeigt sich ein moglicher An-
satzpunkt zur Verbesserung ihrer Therapieeffizienz durch zusitzliche Inhibition von
FKBP51.

Durch den Nachweis von FKBP51 scheint eine pharmakologische Inhibition mit dem Ziel
einer verminderten NF-kB-vermittelten Inflammation in CPCs theoretisch méglich zu sein.
Als sich limitierend auf den therapeutischen Einsatz auswirkend sind die Hinweise darauf,
dass FKBP51 antiapoptotische Eigenschaften besitzt (Romano et al. 2010). Inwieweit dies
auf CPCs zutrifft, muss in weiterfithrenden Untersuchungen gezeigt werden. Jedoch schei-
nen hier mogliche Einschrinkungen zu existieren, da bis zu 20 % apoptotische Chondrozy-
ten im erkranktem Knorpelgewebe beschrieben worden sind (Héraud et al. 2000) und es
durch die Inhibition antiapoptotischer Signalwege zu einem vermehrtem Zelltod kommen

konnte.

Zudem ist FKBP51 ein Protein, welches Interaktionspartner in verschiedenen Signalwegen
besitzt und tber vielfiltige biologische Funktionen verfigt (Hahle et al. 2019). Dies konnte
zu einer Erhohung der Wahrscheinlichkeit fiir unerwiinschte Wirkungen fihren. Etwa sind
Interaktionen zwischen FKBP51 und dem Androgenrezeptor, Ostrogenrezeptor—oc sowie
Ostrogenrezeptor-B nachgewiesen (Zgajnar et al. 2019). Diese gehéren zur Familie der
Steroidrezeptoren und werden in CPCs exprimiert, wobei sie jeweils tiber eine geschlechts-
spezifische Wirkung verfiigen. Die Anwesenheit von 173-Estradiol im Kulturmedium von
3D-Kulturen fithrte in den CPCs minnlicher Patienten zu einer verminderten Kollagen II-
Produktion und in den CPCs weiblicher Patienten zu einer erhéhten SOX9-Expression
(Koelling und Miosge 2010). Wirkunterschiede zwischen den Geschlechtern bei der Inhibi-
tion von FKBP51 scheinen also potenziell vorhanden zu sein. Untersuchungen an Mela-
nomzellen liefern Hinweise darauf, dass FKBP51 ein wichtiger aktivierender Kofaktor des
TGF-B-Signalweges ist (Romano et al. 2014). In vitro-Experimente konnten zeigen, dass
dieser auch eine Funktion bei der Regulation von SOX9 und RUNX2 in CPCs besitzt
(Janssen et al. 2019).
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Eine weitere mogliche Einschrinkung der pharmakologischen Nutzbarkeit besteht auf
Grund der von Takaoka et al. (2017) gemachten Beobachtungen zur Zellmotilitit in aus
einem Osteosatkom gewonnenen Zellen. Durch den siRNA-basierten Knockdown von
FKBP5 kam es zu einer verminderten Zellmotilitit im scratch assay, wohingegen eine Uber-
expression eine Erhchung der Zellmotilitit zeigte. Um ihre chondrogene Wirkung entfal-
ten zu konnen ist es jedoch entscheidend, dass CPCs in die geschidigten Knorpelanteile
migrieren. Wagner et al. (2019) konnten zeigen, dass die Chemotaxis von CPCs hierbei
durch das HMGB-1 getriggert wird.

Inwieweit eine pharmakologische Beeinflussung von FKBP51 in CPCs moglich erscheint,
konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht abschlieBend geklirt werden, jedoch
bildet der in dieser Arbeit erstmalig durchgefiihrte Nachweis von FKBP51 in CPCs das
Fundament fiir weitere Untersuchungen zur Proteinfunktion. Hierbei missen zur weiteren
Klirung des Potentials von FKBP51 als eines Zielproteins in der OA weitere Untersu-
chungen das Zusammenspiel der mit FKBP51 assoziierten Signalwege beleuchten. Da die
in dieser Arbeit verwendeten methodischen Ansitze nicht zu einem suffizienten Knockout
beziehungsweise Knockdown gefithrt haben, stellt die Inhibition der Zellen mit einem se-
lektiven Inhibitor, beispielsweise SAFitl oder SAFit2, eine mogliche Alternative dar. Zu-
dem besteht in der Anwendung von shRNA eine sinnvolle Méglichkeit, Erkenntnisse tiber
die Proteinfunktion zu erlangen. Insbesondere sollten die Auswirkungen auf die Transkrip-
tionsfaktoren RUNX2 und SOX9 untersucht werden. Diese Untersuchungen sollten durch
Untersuchungen zur Zellviabilitit, wie z. B. Zellviabilitits-Assays, und zur migratorischen
Fahigkeit, wie z. B. scratch assays, erginzt werden, um Auswirkungen, die zu einem vermin-

derten regeneratorischen Potential der CPCs fihren, zu erkennen.
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5 Zusammenfassung

Die Osteoarthrose (OA) ist eine degenerative Erkrankung, die zu einem progredienten
Verlust der Funktionsfihigkeit der Gelenke und insbesondere des hyalinen Gelenkknorpels
fihrt und letztlich in einem Funktionsverlust der betroffenen Gelenke endet. Sie besitzt
eine hohe Privalenz im fortgeschrittenen Lebensalter und bedeutet fiir die betroffenen
Patienten chronische Schmerzen und eine Immobilisation. Die Atiologie und pathophysio-
logischen Hintergriinde der OA sind noch nicht vollstindig geklirt, jedoch spielen in-
flammatorische Prozesse eine entscheidende Rolle bei der Gelenkdestruktion. Die aktuellen
etablierten Therapien bestehen aus symptomatische Therapieansitzen oder einen operati-
ven Ersatz des Gelenkes. Eine kausale Therapie ist aktuell nicht verfiigbar. Im Rahmen der
Erforschung neuer Therapieansitze versprechen stammzellbasierte Verfahren eine Regene-
ration des Knorpels mit dem Ziel eines Funktionserhalt. Chondrogene Progenitorzellen
(CPCs), die im fibrokartiliginiren Ersatzgewebe osteoarthrotisch verinderter Gelenke
nachgewiesen wurden und iber chondrogenes Potential verfiigen, stellen eine mogliche
Basis neuer Therapieansitze dar. Ein Ziel ist es, CPCs medikamentds so zu manipulieren,

dass ihre chondrogenen Fihigkeiten gesteigert werden.

Das zur Gruppe der Immunophiline gehorende, durch das FKBP5-Gen codierte FKBP51
ist ein Aktivator des die inflammatorischen Prozesse der OA vermittelnden NF-kB-
Signalweges. Durch die Entwicklung neuer selektiver Inhibitoren sind neue pharmakologi-
sche Einflussmoglichkeiten entstanden. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, Er-
kenntnisse Giber das therapeutische Potential von FKBP51 im Rahmen der OA zu erlangen.
Hierzu gelang der erstmalige Nachweis der Expression von FKBP51 in CPCs auf mRNA-
und Proteinebene, was eine potenzielle pharmakologische Inhibition méglich erscheinen
lisst. Im Rahmen der Anwendung des CRISPR-Cas9-Systemes zur Generierung eines
FKBP5-Knockouts zeigte sich im Western-Blot ein positiver Proteinnachweis in allen klo-
nalen Zelllinien. In RNA-Interferenzexperimenten mit Transfektion der CPCs mit FKBP5-
spezifischer small interfering-RINA zeigte das Protein eine verringerte Expression im Wes-

tern-Blot ohne den Nachweis einer statistischen Signifikanz.

In den durchgefithrten Untersuchungen konnte durch den erstmaligen Nachweis von
FKBP51 in CPCs die Basis fiir weitere Untersuchungen der Proteinfunktion geschaffen
werden. Zukinftige Untersuchungen sollten das Ziel haben, FKBP51 durch einen selek-
tiven Liganden zu inhibieren, um Aussagen tiber die Auswirkungen auf die chondrogenen

Fihigkeiten treffen zu kénnen.
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