Aus der Klinik fir Zahnirztliche Prothetik
(Prof. Dr. med. dent. R. Burgers)
im Zentrum Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

der Medizinischen Fakultit der Universitit Gottingen

Der Einfluss von YWHAE auf das
chondrogene Potenzial von

chondrogenen Progenitorzellen

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
fur Zahnheilkunde
der Medizinischen Fakultit der

Georg-August-Universitit zu Gottingen

vorgelegt von

Jochen Hal3feld
Heidelberg

Goéttingen 2019



Dekan:

Betreuungsausschuss
Betreuer/in
Ko-Betreuer/in:
Priifungskommission
Referent/in
Ko-Referent/in:

Drittreferent/in:

Prof. Dr.

Prof. Dr.

Prof. Dr.

Prof. Dr.

Prof. Dr.

Prof. Dr.

med. W. Brick

med. N. Miosge

med. A. Schilling

med. N. Miosge
med. A. Schilling

med. dent. R. Mausberg

Datum der mindlichen Prifung:  29.06.2020



Hiermit erklire ich, die Dissertation mit dem Titel ,,Der Ein-
fluss von YWHAE auf das chondrogene Potenzial von chon-
drogenen Progenitorzellen® eigenstandig angefertigt und keine
anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel
verwendet zu haben.

Gottingen, den «....oevvviiiis e
(Unterschrift)



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis

AbbildungsverZeiChmis .......couuuieeiiiiiieeiiiiiieeiniirecireciereeiere e e sessaseeses III
T aAbElleNVELZEICHIS c..uiivuniiiiiiiieiiieiteeeeiieeeteettteeeeeseeraseeessseesnseessssessnssesssssesssssnsnsssnnns 111
AbKUrzungsverZeiChniS. .. uuieieiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiireccre e v
1 EINICItUNG cooiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiinccccciirree e e s s asaaneee 1
1.1 GEleNKKNOIPEL ..cvuiiieieiicc s e seeacs 1
1.2 (@ Ty TTo Y o o 1T <IN OSOROR TR 5
1.2.1  EpIdemiOIOZIE ..cuvueieieiniiceiieeiiie it 5
1.2.2 Atiologie UNA PAthOZENESE ..o 5
1.2.3 TRELAPIC couveeeeec et 8
1.3 Chondrogene Progenitorzellen ... ssssssssessenas 9
1.4 Regulation der ChONdIOZENESE .......vuviiiiiiieiciiiiiie s ssss s 10
1.5 A4 5 AN OO 12
1.6 AULZADENSTEIIUNG ... 14
2 J\Y% BRTSw P21 BT o Ve B\ 54 VoY (< s NSRRI 16
2.1 LY e o .Y OO OORO R RTOORRR 16
O R 10031221 1 o WSSO 16
B € 1 TSRS 18
2. 1.3 KAttt ettt ettt ettt ettt et ettt ettt ettt et et et et et et et et et et et et et et enes 19
2.1.4  VetbrauChSmMAterIallEn c.ueivuiieeiieiieiieieeeeeeteeeeeee ettt et e st eeae st e saeesae st essseasesssesasesesssesssessesnsenes 19
2L D PUI T ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et et enes 20
2.1.6  ZEelKUIUIMEIEN woiviiiiieeeeieeeeeeeeeeeee ettt ettt a et s et sae st e s st e s e st esssensesnsesssesesnsesssensesnsenes 21
2.1.7  FarbelOSUNZEN ..c.uiuiieiiiiiiiiici s 21
2.1.8  BaktetIENKUITULEN coouviviieieeiceeeeeeeeet ettt ettt ettt et eae st sateae st essseabesntesasesesnsesssesesnsenes 21
2.2 IVLEEIOAEI ..ottt ettt ettt et et et et et e e et et e e et et et et et et et et et e e ettt eeen 22
220 ZEIHNIC ittt ettt ettt ettt et esa e b et esat et e st et s et e srtesatebesrtesntereentenne 22
222 ZIKULEUL oottt ettt ettt ettt ettt et et et et et et e e et et et et et et et et et et et enes 22
2.2.3  CRISPR/CASI-MEtNOAE. ..ottt sttt sss et sseses s ssenesesesssenennas 23
N S O 1o Vo WSRO 25
2.2.5  DNA-ISOHEIUNG....coviviiiiiiiiiiiiiii s 25
2.2.6 Polymerase chain reaction (PCR) ......ccovieerririieiiiriceieceereieeneecesesseste e sessessaenen 25
227 KO=SCLEEMING ..ottt 26
R TN VT s o W . (o] RS 27
229 mRNA-Lyse und Umschreiben der mRNA in cDNA ..o 31
2.2.10 Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR).......ccocoeuiiiiniiiiviniicciininccniines 32
2211 WaChSTUMSKULVE w.oviiviieiciceeceieeeeeee ettt ettt ettt ettt et eas et satsassatessessessessenseneensensensanis 34
2212 SCLALCH ASSAY...uvueriieiieciriecirie ettt 34
2213 MIZIALION ASSAY w.vrveerrieerieiieeirieetrieesseaesseae et seae e sttt sttt sttt s eses e ssaes 34



Inhaltsverzeichnis 1I

2214
2.2.15
2.2.16
2217

3
3.1
3.2

3.3

3.3.1
332
333
3.3.4
3.3.5

3.4

34.1
342
3.4.3

3.5

4.1
4.2

4.3

43.1
432
433
43.4

ALGINAKUITUL . ..o 35
IMMUNDISTOCREMUE ...vivieiceicrcececeeteeeeee ettt ettt et er e ere et ereereeneeseensensensenseneeneens 36
Bio-Rad-V3-Western-Blot-WOrKflOW ........covviiieeiiiiiiiieiereeeeeeeeeeeeeterereere e eneenens 38
Immunhistochemie KnotrpelSChNItte ......c.ovccuiciiciiciriiciccre e 39
Ergebnisse.cciicuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieetcnn e 40
Homozygoter YWHAE-KNOCKOUL......couiiiiiciiiceicccee e scaesnens 40
Heterozygoter YWHAE-KNOCKOUL ..cccvieciiciicirecircicrccr e senne 42
Ergebnisse det YWHAE®/ 72D -KUtUL ....ouvveeereereiiiieeeieieeeieieceeneneieiseseese e nessessesensenennes 42
Relatives MRINA-LEVEL......ovoiieiieiceieeieeeeeeeteeeteteteee ettt ettt er s ereereereereensensensensenseneens 43
ReElatives ProteIN-TLeVEL......cvviiiiiiiceieeieticreeeeteeetetee ettt er et ere s ereereenseneensenseneeneens 44
WACHSTUIMSKUITVE 1.viviivicticticteceecteteete ettt ettt ettt et et ere b ebeebeereereeaeensensensensensensenseneensenean 47
SCIALCR ASSAY .ottt 48
MIGIATION ASSAY cevvrivrivrierieiciiiiiii it 50
Ergebnisse det YWHAE®/ 7-3D-KUltUr ....covevieiiciciciecceeeeeeseeeneeeneeeseaens 50
Histologische Bilder der Alginatkultur........cccoveuieiiciiiciieccre e 50
Relatives MRINA-LEVEL.....c.ooiiiiieieeeeeeeeeee ettt ert e eaeessere st ensensensensensensens 52
ReElatives PrOteIN-TLEVEL........cuoiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeee ettt ens st ent s essensensersensens 53
KNOIPelSChNITLE ...t 56
IS KUSSION . cuuetuereeerueerteerueerteerueereeerseesssesssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnsenes 58
YWHAE ImM KNOIPELiuiiiiiiiiiiiiciiii e sss s saes 59
Homozygoter YWHAE-KNOCKOUL ...t 59
Einfluss des heterozygoten YWHAE-Knockouts auf die CPCs.......ccouvievivicincininrievinicincnnes 60
Einfluss auf die Regulatoren SOX9 und RUNX2 ... 60
Chondrogenes Potenzial det CPCS ... 63
Korrelation zwischen mRNA- und Protelnmenge .......coceeeeerieeriecenicenieerienneensienseeenseeenseans 66
Teilungsrate und Migrationsfahigkeit der CPCs........coveuieenieiniciricicrcereereereeeeeeees 66
ZusammeENfasSUNG ....cciiuiieiiiiiiiiiiiiieeereeeirre e e s asr e s s e asaee s 68

BTS2 100 a7 ey w43 o] o ) 3 (I 69



Abbildungsverzeichnis 111

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Die molekulare Organisation des KNorpels......coiveiviviviniininiiriceccececceeceens 3
Abbildung 2: Zonen des GelenKKNOLPELS........cccuvvimriiiriiiniiriiice e 4
Abbildung 3: Histologische Bilder der OSte0arthrose. .........coucuveiuveiirciiriiieiiieceececceececeescens 7
Abbildung 4: Entwicklung det CPCs .........ccviiiieiiiiciiciciccte e 10
Abbildung 5: Beispiel eines KO-SCIEenINgGS. ......ccevieuiueiriieiniiciieirieiieiiereeseee s ssesessesesseseseeaes 41
Abbildung 6: Western Blot eines potenziell homozygoten YWHAE-KOs......c.cccvcivieiniciniciricnnenns 41
Abbildung 7: qPCR-Ergebnisse des 2D-MOdElS.......c.vcureeureirreeireeieeeiricieeeieeeieeeieeeieeesenesenesensesenne 43
Abbildung 8: Western Blots des 2D-MOdELLS ..ot 45
Abbildung 9: Western-Blot-Ergebnisse des 2D-Modells........coviiiiiniviiiniiiieicsieeenns 46
Abbildung 10: WachStumSKULVE .....cvviiiiiiiiicii s 47
Abbildung 11: SCratch ASSAY ....c.oiuiuieiciiiiirc e 49
Abbildung 12: Histologische Fotografien der AlgInatkultur .........cccvcuiuvierininciniinienicieneniesieieenns 51
Abbildung 13: qPCR-Ergebnisse des 3D-MOdElls.......coucuiiiiieniniciiiiiiiieineieseieicsscsessenenns 52
Abbildung 14: Western Blots des 3D-MOdElLS ........couiriciciniiiiniieiiiiieeiees e 54
Abbildung 15: Western-Blot-Ergebnisse des 3D-Modells........cccvwimveiireiirinimreniniieceeeeeeeeeeenene 55
Abbildung 16: Histologische Bilder der KnorpelsChiitte ..., 57
Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Chemikalien und REAZENZICN .....cuuvvieieciiiiiieiciiiice e 16
TADELE 2: GEIALC....viieiiiiiecietrece ettt 18
TADELLE 31 KILS oottt 19
Tabelle 4: Verbrauchsmaterialen ..ot 19
TADELLE 5: PULLCT . ...ttt 20
Tabelle 6: ZelKulturmMEdIEn .....ccuvveiueiiicircicr e 21
Tabelle 7: FArDEIOSUNGEN.....c.cuieiiiiiieireci s 21
Tabelle 8: BakterIeNKUITULEN ....c.vveiieiiieiecci e 21
Tabelle 9: OLEONUKICOTIAE ......uvevieeiieieeiiiree s 24
Tabelle 10: SeqUENZIETUNGS-PIIMEL . ..cvvuiieiiiiicic e 26
Tabelle 11: Sammelgel (ZUSAMMENSETZUNG) ..euvrvureerieeiieciiecirieieeeseeeieese s nsesenseseesesessesensesenns 28
Tabelle 12: Trenngel (ZUSAMMENSELZUNGZ) c...uvuvreemeecmeeemieerieeseeseaeeseseeseseeseseeseseesesessesemsesemsesensesensesesesenns 28
Tabelle 13: Western-Blot-ANtKOIPET......c.oviuiiiiriciciecieececiee e 30
Tabelle 14: Pipettierschema Bioenyzm ¢cDNA Synthesis Kit......cocooviviiviiiiiciniciciccccn, 32
Tabelle 15: QPCR PrIMET ..o 33
Tabelle 16: Primire ANURKOIPEL......cviiiieiiiiiiiirii s 36
Tabelle 17: Ablauf ImmMUuNhiStOChEMIE. ........vueiveierririeei e 37

Tabelle 18: Ablauf Immunhistochemie Knorpelschnitte..........cccvuiiviiiviiiiniiiiiiiiiccccn, 39



Abkiirzungsverzeichnis

v

Abkiirzungsverzeichnis

o-Tub
B2M
ACAN
AK
BAD
CCD
CD
cDNA
COL1
COL2
COL9
CPC
CRISPR/Cas9
ct
DNA
dANTP
ECM
EDTA

FCS

gDNA
GFP
gRNA
HE
HEPES
IeG
1GFI
IGFIR

ITS

o-Tubulin
beta-2-Mikroglobulin
Aggrecan

Antikérper
bel-2-antagonist of cell death
cleidocraniale Dysplasie
cluster of differentiation
complementary DN.A
Kollagen Typ 1
Kollagen Typ 11
Kollagen Typ IX

chondrogene Progenitorzelle

clustered regulatory interspaced short palindromic repeats/ CRISPR associated protein9

cycle threshold
Desoxyribonukleinsiure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
extrazellulire Matrix
Ethylendiamintetraessigsdure
fetal calf serum

forward

genomic DNA

green fluorescence protein

guide RNA

Himatoxylin-Eosin
2-(4-[2-Hydroxyethyl]-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
Immunglobulin G

insulin-like growth factor 1
insulin-like growth factor 1 receptor

Insulin, Transferrin, Selen



Abkiirzungsverzeichnis

KO

LB
MMP
mRNA
MSC
MW
OA
p27
PAGE
PBS
PCR
PVDF
qPCR
rev
RNA
RT
RUNX2
SDS
SOX9
STZ
TAE
TBS-T
TE
TEMED
Tris

YWHAE

Knockout

lysogeny broth
Matrix-Metalloprotease

messenger RIN.A

mesenchymale Stammzelle
molecular weight

Osteoarthrose

¢yclin-dependent kinase inhibitor 1B
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphate-buffered saline

polymerase chain reaction
Polyvinylidenfluorid

quantitative real-time polymerase chain reaction
reverse

Ribonukleinsdure
Raumtemperatur

runt-related transcription factor 2
Natriumdodecylsulfat

SRY (sexc determining region Y)-box 9
superficial tangential Zome
Tris-Acetat-EDTA Puffer
tris-buffered saline and tween 20
Trypsin EDTA
Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

tyrosine 3-monooxcygenase/ tryptophan 5-monooxygenase activation protein epsilon



1 Einleitung 1

1  Einleitung

Die Arbeitsgruppe ,,Orale Biologie und Geweberegeneration® beschiftigt sich unter ande-
rem mit der Geweberegeneration bei Osteoarthrose (OA) des Knie- und Kiefergelenks.
Insbesondere chondrogene Progenitorzellen (CPC), die im Reparaturgewebe fortgeschrit-
tener Stadien der Arthrose vorkommen (Koelling et al. 2009), sind Gegenstand der For-
schung. Zum einen hofft man, dass die Forschung zum Verstindnis der molekularen Me-
chanismen der Pathologie der OA beitrigt, andererseits sollen verschiedene Experimente
Aufschluss dartber geben, ob das chondrogene Potenzial der CPCs beeinflusst werden
kann. Ware dies der Fall, konnten die CPCs als Teil einer zellbiologischen Therapie genutzt

werden.

Thema der vorliegenden Dissertation ist der Einfluss des Proteins YWHAE (#yrosine 3-
monooxygenase/ tryptophan 5-monooxygenase activation protein epsilon oder auch 14-3-3¢) auf die
CPCs und ihr chondrogenes Potenzial. Einleitend wird ein Uberblick iiber Funktion und
Aufbau des Gelenkknorpels, tiber verschiedene Aspekte der OA und tber das bereits ge-
sammelte Wissen zu CPCs und zum Protein YWHAE gegeben.

11 Gelenkknorpel

Die an den Gelenkspalt von Diarthrosen angrenzenden Knochen sind von Knorpel tber-
zogen, der wie ein StoBdimpfer wirkt. Der Gelenkknorpel besteht aus hyalinem Knorpel,
ist allerdings nicht von einem Perichondrium iberzogen. Auf dem Gelenkknorpel bildet
sich ein Schmierfilm, der ein reibungsarmes Gleiten der Gelenkkopfe ermdglicht. Dieser
Schmierfilm wird mithilfe eines durch Druck gesteuerten Mechanismus reguliert (Greene et
al. 2011). Gelenkknorpel lasst sich in zwei Hauptbestandteile einteilen: einen fliissigen Teil,
bestehend aus Wasser und Elektrolyten, und einen festen Teil, bestehend aus Zellen, Kol-
lagenfibrillen, Proteoglykanen und anderen Glykoproteinen (Mow et al. 1992). Das Gewe-
be enthilt weder Nerven noch Blut- oder Lymphgefi3e und nur einen Zelltyp, die Chon-
drozyten. Chondrozyten sind spezialisierte Zellen, die sich in Lakunen anordnen, von ex-
trazellulirer Matrix (ECM) umgeben sind und durch Diffusion aus der Synovia versorgt
werden (Mow et al. 1992). Die Lakunen, auch Chondrone genannt, sind mit Flissigkeit

gefillt und schiitzen die Chondrozyten vor duleren Einfliissen (Muir 1995).
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Die Anzahl dieser Zellen im Knorpel ist relativ gering, sie variiert zwischen 14 und 30 x 10°
Zellen/mm”’ (Stockwell 1971) und macht nur ca. 5% des Gewebevolumens aus (Kuettner

1992).

Dass Chondrozyten eine geringe Teilungsrate besitzen, eine hohe metabolische Aktivitat
haben und hauptsichlich indirekt iiber verschiedene Botenstoffe kommunizieren (Kuettner
1992), ist, neben anderen Ursachen wie der fehlenden Vaskularisierung, verantwortlich fiir
die schlechte Heilungskapazitit des Knorpelgewebes (Fox et al. 2009). Eine Aufgabe der
Chondrozyten ist die Synthese der ECM, die viele Proteoglykane, insbesondere Aggrecan
(ACAN), Kollagene (Typ II, VI, IX, X, XI) und Wasser enthilt. Das Proteoglykan ACAN
bildet groe Komplexe mit dem Polysaccharid Hyaluronan, die dann Wasser im Knorpel
speichern (Hardingham und Muir 1972). So kann Knorpelgewebe zum grof3en Teil (83%)
aus Wasser bestehen (Linn und Sokoloff 1965). Aufgrund dieser Struktur kann der Knorpel
Belastungen wie ein Puffer, dhnlich wie ein Schwamm, abfangen. In Abhingigkeit von sei-
ner Lokalisation kann der Knorpel sogar Belastungen bis zu 5,5 MPa abfedern (Bendjabal-
lah et al. 1995). Bei der Abfederung von Belastungen wird die Flissigkeit innerhalb des
Knorpels zu weniger beanspruchten Arealen verschoben und erreicht nach Ende der Belas-
tung mithilfe von osmotischen Verinderungen wieder die Ausgangsposition (Urban 1994).
Des Weiteren finden sich Proteoglykane wie z. B. Fibromodulin in der ECM (Oldberg et
al. 1989). Fibromodulin kann sowohl Kollagen Typ I (COL1) als auch Kollagen Typ II
(COL2) binden (Hedbom und Heinegard 1993). Ein weiteres Proteoglykan, COMP (cartila-
ge oligomeric matrix protein), wurde zuerst im Knorpelgewebe von Rindern entdeckt und fin-
det sich ausschlieflich im Knorpel, lokalisiert in der interterritorialen Zone (Hedbom et al.

1992).

Kollagene durchziehen das Gewebe in Form von Kollagenfibrillen und sind damit wichtig
fir seine Struktur. Wihrend sich im Knochen hauptsichlich die Kollagene I, IIT und V
finden, bestehen drei Viertel des Trockengewichts von Knorpelgewebe aus den Kollagenen
I1, VL, IX, X, XI, wobei COL2 den deutlich grofiten Anteil (90% der Kollagene im erwach-
senen Knorpelgewebe) ausmacht (Mow et al. 1992; Eyre 2002). Die COL2-Molekiile sind
untereinander kovalent mit 3-hydroxypyiridin-Ketten vernetzt. Die Anzahl dieser Verbin-
dungen nimmt mit fortschreitendem Lebensalter zu (Eyre et al. 1988; Kuettner 1992). Kol-
lagen-Typ-IX-Molekiile (COL9) konnen ebenfalls untereinander per kovalenter Bindung
vernetzt sein oder kovalente Bindungen mit COL2-Molekiilen eingehen (Wu et al. 1992)
und so das Gewebe weiter verstirken (Kuettner 1992). Das Innere der Kollagenfibrillen
besteht aus COL2 und Kollagen Typ XI, ithre Oberfliche enthilt zusitzlich COL9. An

COL9 kénnen verschiedene Molekiile wie beispielsweise Proteoglykane binden (Goldring
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und Goldring 2010). Kollagene besitzen im Knorpel eine sehr lange Halbwertszeit, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass bei einem Erwachsenen keine Erneuerung des Kol-
lagens stattfindet (Maroudas et al. 1992). Die molekulare Organisation des Knorpels wird
in drei Zonen eingeteilt, die nach ihrer Nihe zu den Chondrozyten unterschieden und be-
nannt werden: perizellulir, territorial und interterritorial (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Die molekulare Organisation des Knorpels.

Die extrazellulire Matrix wird in drei Zonen (perizellulir, territorial, interterritorial) eingeteilt. Ab-
kiirzungen: CD44 — cluster of differentiation 44; CILP-1 — cartilage intermediate layer protein 1, COMP —
cartilage oligomeric matrix protein; CS — chondyoitin sulfate; KS — keratan sulfate; NC-4 — N-terminal noncol-
lagenons domain 4; PRELP — proline-arginine-rich repeat protein. (Modifiziert nach Heinegard und Saxne
2010; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlags.)

Im Lichtmikroskop lisst sich der Gelenkknorpel hingegen in die folgenden vier Zonen
einteilen: die superfizielle, die mittlere und die tiefe Schicht sowie den kalzifizierten Knos-
pel, auf den der subchondrale Knochen folgt (Abbildung 2). Die superfizielle Schicht (STZ
— superficial tangential Zome) besteht aus wenigen, flachen Chondrozyten und hauptsichlich
aus COL2- und COL9-Fasern, die parallel zur Oberfliche laufen und den Knorpel so ge-
gen direkte Krafteinwirkung schiitzen (Poole 1997; Fox et al. 2009). Die mittlere Schicht

enthilt mehr Proteoglykane, die Chondrozyten treten hier in einem eher runden bzw. sphi-
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rischen Typ auf. In der tiefen Schicht sind runde Chondrozyten, die sich in Chondronen
gruppieren, zu finden. Die Kollagenfasern sind hier senkrecht angeordnet. Die Ubergangs-
zone zum subchondralen Knochen wird als kalzifizierte Zone bezeichnet und enthalt runde
Chondrozyten in nicht kalzifizierten Lakunen. Innerhalb der kalzifizierten Matrix befinden
sich keine Proteoglykane und nur relativ wenig Kollagen (Poole 1997; Fox et al. 2009).
Zwischen tiefer Schicht und kalzifiziertem Knorpel ist die charakteristische Tidemark zu
erkennen, eine im histologischen Schnitt auffallende basophile Linie zwischen hyalinem

und kalzifiziertem Knorpel (Abbildung 2; Fawns und Landells 1953).
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Abbildung 2: Zonen des Gelenkknorpels.

Die verschiedenen Zonen des Gelenkknorpels dargestellt im Lichtmikroskop. A Zellulire Organisa-
tion in den Zonen (STZ — supetfizielle Schicht), B Anordnung der Kollagenfibrillen. (Buckwalter
et al. 1994, die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Wolters Kluwer Health-

Verlags.)
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1.2 Osteoarthrose

Die Osteoarthrose (OA), eine chronische Gelenkerkrankung, tritt vor allem bei ilteren
Menschen auf. Am hidufigsten betroffen sind das Kniegelenk, die Schulter und die Hiifte.
Wihrend bei einer primiren OA die Ursachen fir die Erkrankung nicht bekannt sind,
konnen die Ausléser einer sekundiren Arthrose Fehlstellungen, Fehlbildungen, Erkran-
kungen (z. B. Rachitis), Traumata oder Operationen sein (Rabenberg 2013). Risikofaktoren,
die eine Erkrankung fordern, sind unter anderem fehlerhafte Belastungen des Gelenkes
(Sharma et al. 2001), genetische Pridisposition (Valdes et al. 2007), ein erhohter BMI
(Murphy et al. 2008), Verletzungen (Murphy et al. 2008) und ein hohes Lebensalter.

1.2.1 Epidemiologie

Osteoarthrose ist eine weltweit weit verbreitete chronische Gelenkerkrankung (Woolf und
Pfleger 2003). In Deutschland wird das Vorliegen einer Arthrose von 17,9% der Erwach-
senen berichtet (Fuchs et al. 2017). Am stirksten betroffen ist die Gruppe der Uber-65-
Jahrigen, wobei hier Frauen mit 48,1% deutlich haufiger erkranken als Manner (31,2%;
Fuchs et al. 2017). Insgesamt beliefen sich die anfallenden direkten Krankheitskosten in
Deutschland im Jahr 2015 auf ca. 8,7 Milliarden Euro und machten damit 2,6% aller erfass-
ten Krankheitskosten aus (Statistisches Bundesamt 2017). In ganz Europa leiden ca. 40
Millionen Menschen an OA. Man kann davon ausgehen, dass die daraus resultierenden
indirekten Kosten 0,5% des Bruttoinlandproduktes verbrauchen (Conaghan et al. 2014).
Indirekte Kosten fallen beispielsweise an, wenn Patienten aufgrund einer Bewegungsein-

schrinkung arbeitsunfihig werden.

1.2.2  Atiologie und Pathogenese

Zu Beginn der OA ist diese fiir gew6hnlich nicht symptomatisch, da nur langsam Veridnde-
rungen im Knorpelstoffwechsel auftreten. Es tiberwiegen katabole Prozesse, die durch die
geringe Aktivitit der Chondrozyten, die fehlende Durchblutung und die daraus resultieren-
de niedrige Regenerationsfihigkeit des Knorpelgewebes, irreversible Schiden verursachen.
Vor allem Matrix-Metallo-Proteasen (MMP-1,-8 und -13) und ADAM-TS-Proteine sind am
Abbau von Kollagenen und anderen ECM-Bestandteilen beteiligt (Murphy und Nagase
2008). Eine wichtige Rolle scheint hier die MMP-13 zu spielen, die tiber eine besonders
hohe Potenz als Kollagenase verfiigt (Mitchell et al. 1996). Eine von Billinghurst et al. 1997
verdtfentliche Studie belegt ebenfalls den durch die MMP -1, -8 und insbesondere MMP-13

verursachten erthohten Abbau von COL2 im osteoarthritischen Knorpel. COL9, das wegen
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seiner kovalenten Bindungen ein wichtiger Bestandteil des Knorpels ist, kann von der
MMP-3 abgebaut werden (Okada et al. 1989). Der Abbau dieser Bestandteile der ECM
fihrt zu einem Funktionsverlust des Knorpels. Aufgrund der fehlenden Pufferfunktion
entstehen zusitzlich mechanische Schiden an Knochen und Knorpel. Chondrozyten ver-
lieren im Laufe des Lebens wie viele andere Zellen die Fihigkeit, sich zu teilen, und errei-
chen ein Stadium der Seneszenz (Martin und Buckwalter 2001b). Martin und Buckwalter
(2001a) stellen die Hypothese auf, dass diese fehlende Fihigkeit zur Teilung die Progressi-
on der OA begtinstigt.

Abbildung 3 zeigt einen Vergleich zwischen gesundem (Abbildung 3 A) und osteoarthriti-
schem Knorpel (Abbildung 3 B-D) im Lichtmikroskop. Unter histologischem Aspekt fallen
mehrere Tidemarks auf (Abbildung 3 B). Es bilden sich Zellcluster v. a. in der superfiziel-
len Schicht (Abbildung 3 B). Aus dem subchondralen Knochen wandert mesenchymales
Gewebe ein, das von dort Zellmigration in den Knorpel erméglicht (Abbildung 3 D). Diese
Vaskularisierung des Knorpelgewebes korreliert mit dem Fortschreiten der OA (Walsh et
al. 2007). Narbengewebe mit einem hohen COL1-Anteil ist haufig zu finden (Abbildung
3 C). Generell erhoht sich im Verlauf einer OA der Anteil an COL1 im Gewebe, wohinge-
gen der Anteil an COL2 sinkt. Zusitzlich wurde eine erhéhte Menge von COLT-mRNA
(messenger-Ribonukleinsiure) beobachtet (Miosge et al. 1998; Miosge et al. 2004).
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Abbildung 3: Histologische Bilder der Osteoarthrose.

A: Gesunder Gelenkknorpel. B: Spites OA-Stadium. Auffallend sind die multiplen Tidemarks
(Pfeile) und die Zellcluster (Stern). C: Fibrokartilaginires Ersatzgewebe (Pfeile). D: Einwandern
von mesenchymalem Gewebe aus dem subchondralen Knochen (Pfeil). (Modifiziert nach Schmin-
ke 2011 und Schminke und Miosge 2014; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung
des Springer-Verlags.)
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1.2.3 Therapie

Eine OA wird zuerst symptomatisch behandelt, um die Schmerzen und ggf. die Schwellung
zu mindern. Eine wichtige Rolle spielt hier die eigenverantwortliche Mitarbeit der Patien-
ten, z. B. durch Gewichtsreduktion oder Ausiiben schmerzlindernder Aktivititen (Raben-
berg 2013). Dazu zihlt beispielsweise der Versuch, der Bewegungseinschrinkung mit Phy-
siotherapie entgegenzuwirken. Des Weiteren wird im Bedarfsfall eine medikamentdse
Schmerzbehandlung durchgeftihrt (Lohmander und Roos 2007). Sollten die Symptome mit
konservativen Methoden nicht behandelbar sein oder zu starke Schmerzen und/oder Be-
wegungseinschrinkungen auftreten, wird eine operative Behandlung empfohlen. Dabei
sind gelenkerhaltende Operationen von gelenkersetzenden und gelenkeliminierenden Fin-

griffen zu unterscheiden (Rabenberg 2013).

Zelltherapie konnte einen Ansatz bieten, die Auswirkungen der Erkrankung nicht nur zu
stoppen, sondern teilweise auch zu heilen. Derzeit ist die Herstellung von Knorpelgewebe
unter Laborbedingungen trotz erfolgversprechender Ansitze noch nicht mdéglich. Die in
Frage kommenden Zelltypen sind entweder schwer verfiigbar, wie Chondrozyten von jun-
gen Spendern, zeigen eine geringere metabolische Aktivitit, wie Chondrozyten von ilteren
Spendern, oder produzieren ein vergleichsweise minderwertiges Knorpelgewebe, wie ver-
schiedene Stammzelltypen (Kock et al. 2012). Stammzelltherapien beinhalten viele Risiken,
wie etwa die Bildung von Tumoren oder einsetzende Immunreaktionen (Herberts et al.
2011). AuBerdem haben Studien (Knutsen et al. 2007; Hunziker 2009) gezeigt, dass bei-
spielsweise eine ACI (autologous chondrogyte implantation) keine besseren Langzeitergebnisse als
eine Mikrofrakturierung zeigt. Dartiber hinaus erfillen die Langzeitergebnisse beider Tech-
niken bei Uber 50-jdhrigen Patienten nicht die Erwartungen, kénnen also einem GroBteil

der Patienten nicht auf Dauer helfen.

Eine zusitzliche, vielversprechende Option béte nach derzeitigem Kenntnisstand die Ver-
wendung von nur im Gewebe von OA-Patienten vorkommenden und Fibroblasten ih-

nelnden Zellen, den chondrogenen Progenitorzellen.
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1.3  Chondrogene Progenitorzellen

Osteoarthrose fithrt zu diversen Verinderungen im Gewebe, unter anderem zu Verinde-
rungen der ECM und auch der vorliegenden Zelltypen (Buckwalter et al. 1994). Auffillig
sind spezifisch nur im erkrankten Knorpelgewebe auftretende Progenitorzellen. Diese
konnten mithilfe von CD (cluster of differentiation)-Markern von Knochenzellen und Chond-
rozyten abgegrenzt werden (Koelling et al. 2009). Die chondrogenen Progenitorzellen
(CPC) dringen durch ihre Migrationsfihigkeit bis in die ECM ein und sind aktiver als ge-
wohnliche Chondrozyten (Schminke und Miosge 2014). CPCs zeigen eine dhnliche Tei-
lungsrate wie Stammzellen und sind multipotent (Koelling et al. 2009). Abbildung 4 gibt
einen Uberblick tiber die Herkunft und Entwicklung von CPCs. Im Gegensatz zu Chond-
rozyten synthetisieren die CPCs im osteoarthritischen Gewebe hauptsidchlich COL1 und
nur wenig COL2, wodurch eine bindegewebige Narbe entsteht, die die physiologischen
Funktionen des Knorpels nicht ausfithren kann (Tesche und Miosge 2005). Allerdings
konnte gezeigt werden, dass es méglich ist, die COL2-Expression und damit das chondro-
gene Potenzial der CPCs zu erhohen (Koelling et al. 2009). Das chondrogene Potenzial der
CPCs wird hauptsdchlich durch die beiden Transkriptionsfaktoren RUNX2 (runt-related
transcription factor 2) und SOX9 (SRY [sex determing region Y]-box 9) beeinflusst, die den Phi-
notyp der CPCs und die Sekretion bestimmter ECM-Bestandteile durch die CPCs regulie-
ren (Koelling et al. 2009; Schminke et al. 2014). Nachgewiesen wurde ein Einfluss von ver-
schiedenen Sexualhormonen auf die Expression von RUNX2, SOX9, COL1 und COL2
und damit ein Einfluss auf die Chondrogenitit der CPCs (Koelling und Miosge 2010). Au-
Berdem spielen verschiedene weitere Stoffe in der Regulation der CPCs eine Rolle. Norad-
renalin inhibiert die Chondrogenese und beeinflusst die Heilung der OA negativ (Jenei-
Lanzl et al. 2014). Weitere relevante Proteine sind Laminin und Nidogen-2, die in vitro das
chondrogene Potenzial erhchen, indem sie die SOX9- und COL2-Synthese steigern
(Schminke et al. 2016). Da CPCs in situ vorliegen und also nicht im Rahmen einer Stamm-
zelltherapie eingebracht werden missen, kann davon ausgegangen werden, dass eine The-
rapie mit CPCs weniger Komplikationen bei Patienten hervorrufen wiirde. Bevor CPCs in
der Therapie genutzt werden kénnen, missen allerdings nach Muhammad et al. 2013 noch
einige Aspekte in Betracht gezogen werden. Erstens ist zu kliren, welchen Einfluss das
Alter des Patienten und das Fortschreiten der Erkrankung auf die CPCs haben. Des Weite-
ren muss die Nische der Zellen untersucht und geprift werden, ob eine Migration der Zel-
len gesteuert werden kann. Gegenstand weiterer Untersuchungen sollte auch die Frage sein,
ob und inwieweit die Proteinsynthese der Zellen manipuliert werden kann, um vollwertiges

Knorpelgewebe mit méglichst viel COL2 zu erhalten.
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Abbildung 4: Entwicklung der CPCs.

Die CPCs entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen. Bei OA entwickeln sie sich unter Ein-
fluss von RUNX2 zu Fibro-Chondrozyten, die im Knorpelgewebe vorkommen. Durch die Manipu-
lation der Regulatoren hin zu einer erhShten Synthese von SOX9 sollen sie zur Ausbildung eines
chondrogenen Typus geleitet werden. (Modifiziert nach Muhammad et al. 2013; die Verwendung
erfolgt mit freundlich Genehmigung des Taylor and Francis-Verlags.)

1.4  Regulation der Chondrogenese

CPCs werden von den beiden wichtigsten Regulatoren der Osteochondrogenese, den
Transkriptionsfaktoren SOX9 und RUNX2, in ihrer Differenzierung beeinflusst. Daraus

resultiert eine Expression von unterschiedlichen Kollagentypen und ECM-Bestandteilen.

SOX9 enthilt eine HMG (bigh mobility group) -Domine, die an DNA (Desoxyribonuklein-
sdure) bindet und diese biegt (Lefebvre und Smits 2005). Zuerst wurde das Sox9-Gen an-
hand dieser Domane in der Maus identifiziert (Wright et al. 1993). Foster et al. entdeckten
1994 ein homologes Protein im Menschen. Sox9 wurde anhand von Versuchen mit embry-
onalen Stammzellen von Maiusen als essenzieller Faktor fiir die Chondrozyten-
Differenzierung und die Knorpelbildung identifiziert (Bi et al. 1999). Da SOX9 direkt an
den Ewnhancer (Transkriptionsverstirker) des COLZ2a-Gens bindet, korreliert die Expression
von SOX9 stark positiv mit der Expression von COL2 (Bell et al. 1997; Lefebvre et al.
1997). Diese Korrelation und Koexpression von Sox9 und Col2 spielt in der Maus eine
groB3e Rolle in der Differenzierung der Stammzellen zum chondrogenen Typus (Wright et
al. 1995; Ng et al. 1997). In Chondrozyten fiihrt eine Uberexpression von SOX9 zum An-
stieg der COL2- und Proteoglykan-Produktion (Cucchiarini et al. 2006). Mutationen des
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SOX9-Gens konnen beim Menschen zu Kampomeler Dysplasie und zu Differenzen zwi-
schen genetisch und kérperlich ausgeprigtem Geschlecht fihren (Foster et al. 1994; Wag-
ner et al. 1994). SOX9 kann von der Protein-Kinase A phosphoryliert und so aktiviert wer-
den (Huang et al. 2000).

RUNX2 (auch Osf2/Cbfal) ist ein sog. core binding factor (CBF), der als Transkriptionsfaktor
an die DNA bindet. RUNX2 findet sich hauptsichlich in Knochen und Osteoblasten und
bindet unter anderem an das OSE-Gen, das die Aktivitit des Osteocalcin-Promotors et-
héht. AuBlerdem ist das Vorliegen von RUNX2 im Laufe der Entwicklung der Zellen ein
Zeichen fir die Differenzierung zu Osteoblasten. Neben der Freisetzung von Osteocalcin
beeinflusst RUNX2 auch die Freisetzung von Osteopontin, COL1, Bone-Sialoprotein und
Osteocalcin positiv (Ducy et al. 1997). Die osteoblastische Differenzierung der Zellen kor-
reliert nicht direkt mit der Menge, sondern mit der Aktivierung von RUNX2, beispielsweise
durch Phosphorylierung (Shui et al. 2003). Ein homozygoter Knockout von Runx2 hat im
Mausmodell das vollstindige Fehlen von Knochen und Osteoblasten und somit den Tod
aufgrund fehlender Fihigkeit zum Atmen zur Folge. Ein heterozygoter Runx2-Knockout
fihrt im selben Mausmodell zu einem der Cleidocranialen Dysplasie (CCD) édhnlichen
Krankheitsbild (Komori et al. 1997; Otto et al. 1997). Aufgrund der fast identischen Symp-
tome und der sich auf dem Chromosom 6 befindenden Mutation vermuten Otto et al.
1997 auBlerdem, dass auch beim Menschen die Mutation, die zu einer CCD fuhrt, auf dem
RUNX2 codierenden Gen liegen kénnte. Bei erwachsenen Mausen wurde Runx2 nur in
priahypertrophen Chondrozyten und nicht in Chondrozyten in den oberen Schichten des
Knorpels detektiert (Kuboki et al. 2003). Das koénnte darauf hindeuten, dass dort aus-
schlieB3lich der chondrogene Phinotyp der Zellen vertreten ist. Im osteoarthritischen Ge-
webe ist RUNX2 im Gegensatz zu gesundem Kontrollgewebe auch in den oberflichlichen
Schichten in fast allen Zellen zu finden (Wang et al. 2004). RUNX2 interagiert mit MMP-
13 und fithrt bei zusitzlicher Prisenz von FGF2 (fibroblast growth factor 2) zu einer deutlich
erhohten Aktivitait von MMP-13. Es ist also davon auszugehen, dass RUNX2 zu einer De-
generation des Knorpelgewebes beitrigt (Wang et al. 2004). Im Mausmodell zeigt sich
ebenfalls ein erhéhter Runx2-Spiegel bei OA, der die Freisetzung von Kollagen Typ X und
MMP-13 zu steigern scheint (Kamekura et al. 2000).

Die direkte Manipulation von SOX9 und/oder RUNX2 kann, wie bereits erwihnt, grole
und derzeit nicht vorhersehbare Auswirkungen auf den gesamten Organismus haben. So-
mit bietet sich stattdessen eine indirekte Manipulation der Proteinlevel der Regulatoren

uber Kofaktoren an.
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1.5 YWHAE

YWHAE (#yrosine 3-monooxcygenase/ tryptophan 5-monooxygenase activation protein epsilon oder auch
14-3-3¢) wurde in den Versuchen der AG Miosge (Cing6z 2015) per Immunprizipitation in
einer CPC-Kultur als ein mit SOX9 interagierendes Protein identifiziert. AuBlerdem konnte
in verschiedenen anderen Studien ein Einfluss von YWHAE auf Chondrogenese und
Chondrozyten beobachtet werden. Im Laufe der Entwicklung des Mausembryos wird
YWHAE zuerst fast ubiquitir freigesetzt, dann allerdings sinkt die Menge an YWHAE in
mesenchymalen Zellen, die sich zu Osteoblasten oder Chondrozyten differenzieren, stark
(McConnell et al. 1995). Priam et al. (2013) stellten fest, dass YWHAE bei Kompression
des Gewebes im subchondralen Knochen von OA-Patienten stark freigesetzt wird und in
der Synovialfliissigkeit zu finden ist. Dieser Kompression des Gelenkknorpels vergleichbar
induziert YWHAE in vitro die Freisetzung von katabolen Faktoren aus Chondrozyten.
AuBerdem fihrt die Zugabe eines YWHAE-blockierenden Antikdrpers zu geringerer Frei-
setzung von MMP-3 und MMP-13 aus Chondrozyten (Priam et al. 2013). YWHAE bindet
direkt an den sich auf der Zelloberfliche von Chondrozyten befindenden Rezeptor CD13,
wodurch MMP-3 und MMP-13 aktiviert werden. Dieser Mechanismus kann mit CD13-
blockender siRNA (swall interfering RNA) unterbunden werden (Nefla et al. 2015). Der
CD13-Rezeptor findet sich auch an der Membran von CPCs (Koelling et al. 2009).

Diese Erkenntnisse fiihren zu der Annahme, dass YWHAE im chondrogenen Stoffwechsel
der CPCs relevant sein konnte. Da YWHAE in Chondrozyten eine katabole und osteogene

Wirkung hat, wird vermutet, dass CPCs in dhnlicher Weise beeinflusst werden.

YWHAE gehort zur Familie der 14-3-3-Proteine, die als regulierende Proteine in jeder
eukaryotischen Zelle vorkommen (Celis et al. 1990; Fu et al. 2000). Es existieren mehrere
verschiedene Isoformen, die ihrer Position in der Hochleistungsflussigkeitschromatografie
folgend mit griechischen Buchstaben (x-1) benannt wurden (Ichimura et al. 1988; Martin et
al. 1993). Die Rolle der 14-3-3-Proteine innerhalb der Zellen ist zwar noch nicht vollstindig
geklirt, bekannt ist aber, dass diese Proteine an einigen wichtigen Mechanismen, wie
Zellzykluskontrolle, verschiedenen Transduktionswegen, Zelladhdsion oder neuraler
Plastizitit, beteiligt sind (Fu et al. 2000). 14-3-3-Protein-Homologe wurden beispielsweise
in der DNA-Kontrolle wihrend des Zellzyklus von Hefebakterien entdeckt (Ford et al.
1994). AuBerdem binden verschiedene 14-3-3-Isoformen an die phosphorylierte Form des
Apoptose foérdernden BAD (bel-2-antagonist of cell death) -Proteins und kénnen so einen Zelltod
verhindern (Zha et al. 1996). Als Beispiel des Einflusses auf Transduktionswege sei die

durch 14-3-3-Proteine hervorgerufene Aktivierung der Proteinkinase C angefithrt (Tanji et
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al. 1994). Verschiedene 14-3-3-Isoformen zeigen in Arabidopsis-Zellen unterschiedliche
Affinitit zur H'-ATPase, die dann in der Folge unterschiedlich stark aktiviert wird
(Pallucca et al. 2014). Uber die Zelladhision wird eine Interaktion zwischen Cas-Protein
und 14-3-3-Isoformen hervorgerufen (Garcia-Guzman et al. 1999). AuBlerdem interagiert
YWHAE mit insulin-like growth factor 1 receptor und insulin receptor substrate 1, die beide fir

Zelldifferenzierung und Mitose von Bedeutung sind (Craparo et al. 1997).

Alle 14-3-3 Proteine kénnen in vitro phosphorylierte Proteine binden (Muslin et al. 1996;
Mackintosh 2004). Diese Fihigkeit konnte ihnen bei der Interaktion mit SOX9 und
RUNX2, die beide auch phosphoryliert werden kénnen (Huang et al. 2000; Shui et al.

2003), zugutekommen.
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1.6  Aufgabenstellung

Die vorliegende Dissertation beschiftigt sich mit dem Einfluss des Proteins YWHAE auf
das chondrogene Potenzial von CPCs und seinen méglichen therapeutischen Nutzen. Die
Arbeitsgruppe ,,Orale Biologie und Geweberegeneration® méchte CPCs in ihrer Chondro-
genitit positiv beeinflussen und erforschen, ob eine Zelltherapie mit solchen verinderten

Zellen moglich wiare.

Das Protein YWHAE wurde bereits als Kofaktor des Transkriptionsfaktors SOX9 identifi-
ziert (Cing6z 2015). Allerdings bleibt die Frage offen, ob und wie stark YWHAE das
chondrogene Potenzial von CPCs beeinflusst. Um das zu untersuchen, wird ein sog.
Knockout (KO) des Proteins bewirkt. Mithilfe des CRISPR/Cas9 (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats [CRISPR]/ CRISPR-associated [Cas] systems) -Verfahrens kann das
YWHAE-codierende Gen aus dem Genom entfernt werden. Hierbei ist ein homozygoter
und ein heterozygoter, also ein nur ein Chromosom betreffender, KO zu unterscheiden.
Dadurch kann in vitro entweder eine Reduzierung (heterozygoter KO) oder ein vollstindi-
ges Fehlen (homozygoter KO) der Protein-codierenden DNA-Sequenz hervorgerufen
werden. Ein heterozygoter YWHAE-KO wurde von der Arbeitsgruppe bereits hergestellt.

Die per CRISPR/Cas9-Verfahren verinderten CPCs werden auf ihre Chondrogenitit un-
tersucht, indem sowohl die mRNA-Menge als auch die Konzentration relevanter Proteine
detektiert wird. Dazu werden guantitative real-time polymerase chain reactions (QPCRs) und Wes-
tern Blots mit in vitro kultivierten CPCs durchgefiihrt. Entscheidend fiir die Chondrogeni-
tit sind vor allem SOX9, RUNX2, COL1, COL2 und ACAN. Um die Synthese der ECM-
Bestandteile zu untersuchen, werden die CPCs nicht nur zweidimensional in Flaschen,
sondern auch in einem 3D-Modell kultiviert. Dazu werden die CPCs zu einem dreidimen-
sionalen Wachstum in Alginat, das sich als gutes Medium zur Simulation der in vivo beste-

henden Bedingungen herausgestellt hat, angeregt (Hauselmann et al. 1992; Hauselmann et

al. 1994).

Aus den Studien von Priam et al. (2013) und Cing6z (2015) ist bekannt, dass YWHAE
Chondrozyten zur Synthese bzw. zur Freisetzung von katabolen Faktoren anregt und dass
YWHAE mit SOXO9 interagiert. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die CPCs
auch durch eine Reduktion von YWHAE beeinflusst werden. Naheliegend wire, dass eine
Reduktion des Proteins zu einer erthohten Chondrogenitit fithrt. Diese wiirde sich wahr-
scheinlich durch Verinderungen der Proteinlevel zeigen, nimlich in einer Erhéhung von
SOX9 und einer Reduktion von RUNX2. Beobachtet werden muss auch, ob es im 3D-
Versuch zu einer Erhohung der COL2-Menge bei gleichzeitiger Reduktion der COL1-
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Menge kommt, was eine Voraussetzung dafiir wire, dass die YWHAE-Reduktion im Rah-
men einer Zelltherapie mit CPCs genutzt werden konnte. Die Verteilung der Kollagene ist

entscheidend fiir die Chondrogenitit der Zellen.

Des Weiteren ist das Migrationsverhalten der Zellen von Bedeutung. Wie bereits erwiahnt,
migrieren CPCs wahrscheinlich aus dem Knochenmark in den Knorpel und bewegen sich
dort weiter fort. Falls eine Manipulation des Genoms diese Fihigkeiten beeinflusst oder
sogar behindert, konnte das Auswirkungen auf den therapeutischen Nutzen bzw. die Art
der Anwendung haben. Da YWHAE die Regulation des Zytoskeletts beeinflusst (Tzivion
et al. 2000; Sluchanko et al. 2013), liegt die Vermutung nahe, dass eine Manipulation des

Gens zu Anderungen der Fortbewegungsfihigkeiten und somit auch der Migration fiihrt.
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2 Material und Methoden

21 Material

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalie Hersteller

Aceton Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Acrylamid Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Alginat FMC Biopolymer (Girvan, Grof3britannien)
Ammoniumperoxodisulfat Merck (Darmstadt, Deutschland)
Ampicillin Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Annealing Puffer Promega (Fitchburg, USA)

Ascorbinsiure, gepulvert
Bariumchlorid-Dihydrat
Bovine Serum Albumin (BSA)
Calcein AM

Calciumchlorid (CaCl,)
Coomassie Brillant Blue R 250
Dextamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s modified Eagle Medium mit

Glutamax™

Essigsaure 100%
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol abs. p.a.

fetales Kilberserum (FCS)
Formalin 37%

Gentamycin

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
Glycerin

Glycin

HEPES

HiDef Detection Amplifier
HiDef Detection AP Polymer

ITS+ Premix
Isopropanol

PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
PromoCell (Heidelberg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Gibco (Carlsbad, USA)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland))
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Gibco (Carlsbad, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Thermo Fisher (Waltham, USA)

Roth (Katlsruhe, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Cell Marque (Rocklin, USA)

Cell Marque (Rocklin, USA)

Corning (Corning, USA)

Chemie Vertrieb Hannover (Hannover,
Deutschland)
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Chemikalie Hersteller

4x Laemmli Puffer Bio-Rad (Hercules, USA)

L-Prolin Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
LB-Agar AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
LB-Medium AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Lichtgriin SF Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ligation Buffer Thermo Fisher (Waltham, USA)
Magermilchpulver AppliChem (Darmstadt, Deutschland)

Mayers Himalaun
2-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumpyruvat

PageRuler Prestained Protein Ladder
Paraplast Plus

Paraformaldehyd

PeqGOLD Universal Agarose
Perma-Red AP-Auto Chromogen
phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Protaqs

pSp-Cas9(BB)-2A-GFP
Roti®-GelStain

Salzsiure 25%

T7 Ligase

Tetramethylethylendiam (TEMED)
4=15% TGX Gel
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Ttis)
Trypsin-EDTA

Tween-20

Xylol

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Thermo Fisher (Waltham, USA)

Leica (Nussloch, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

peglab (Erlangen, Deutschland)
Diagonistic Biosystems (Pleasanton, USA)
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Biocyc (Luckenwalde, Deutschland)
Addgene (Teddington, Gro3britannien)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Biolabs (Ipswich, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)
Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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2.1.2 Gerite

Tabelle 2: Geriite.

Produkt

Hersteller

Amaxa" Nucleofector® I1
Arium® pro

Axiovert 40 CFL Zeiss
C-DiGit® Blot Scanner
CanonScan 9000F Mark 11
Centrifuge 5810
Centrifuge 5425 R
ChemiDoc XRS+ System
Concentrator 5301
Duomax 1030

FACSan

HerasafeTM KS12

inoLab pH 720

Labotect C200 Inkubator
Mastercycler® ep gradient S realplex 2

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electro-
phoresis Cell
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer

Nexcelom Cellometer™ Auto T4
Nikon D90

Olympus CX 40 Binocular Microscope
PerfectBlue™ Tank-Elektroblotter
Sartorius Extend

Spectramax M2

Stempel

Thermomixer comfort

Trans-Blot® Turbo™ Transfer Starter
TW8 und TW12

Whatman Biometra Dunkelhaube

Lonza (Basel, Schweiz)

Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Zeiss (Gottingen, Deutschland)
LI-COR (Bad Homburg, Deutschland)
Canon (Krefeld, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Heidolph (Schwabach, Deutschland)
Becton (Dickinson, USA)

Thermo Fisher (Waltham, USA)
WTW (Weilheim, Deutschland)
Labotect (Go6ttingen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Bio-Rad (Hercules, USA)

Thermo Fisher (Waltham, USA)
peglab (Erlangen, Deutschland)
Nikon (Disseldorf, Deutschland)
Olympus (Tokio, Japan)

peqlab (Erlangen, Deutschland)
Sartorius (G6ttingen, Deutschland)
Molecular Devices (San Jose, USA)

Eigenbau (Wissenschaftliches Labor, UMG
Gottingen)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Bio-Rad (Hercules, USA)

Julabo (Seelbach, Deutschland)

Biometra (Gottingen, Deutschland)
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2.1.3 Kits
Tabelle 3: Kits.

Kit

Hersteller

Amaxa™ Human MSC Nucleofactor
Biozym cDNA Synthesis Kit

HiDef Detection Polymer System
Kapa Mouse Genotyping Kit

Kapa SYBR Fast qPCR Kit
peqGOLD Total RNA Kit
PureYield™ Plasmid Midiprep-System
PureYield™ Plasmid Miniprep-System

SuperSignal™ West Femto Maximum

Sensitivity Substrate

WesternBrightTM Sirius
\X/esternBrightT‘N 'ECL

Lonza (Basel, Schweiz)

Biozym (Oldendorf, Deutschland)
Cell Marque (Rocklin, USA)

Kapa Biosystems (Wilmington, USA)
Kapa Biosystems (Wilmington, USA)
peqlab (Erlangen, Deutschland)
Promega (Fitchburg, USA)

Promega (Fitchburg, USA)

Thermo Fisher (Waltham, USA)

Biozym (Oldendorf, Deutschland)
Biozym (Oldendorf, Deutschland)

2.1.4 Vetrbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialen.

Produkt

Hersteller

Eppendorf Safe-Lock Réhrchen
Handschuhe

Immobilon-P Membran, PVDF, 0,45um
Multiplate 96, weil3, unskirted
Nitrocellulose Membran
Pipettenspitzen 10/20pl, 200ul,
1000u1,5000u1

TC-Flasche T75, Stand., Bel., Kap.
TC-Platte 6 Well

ThinCert Einsitze 24-Well
24-Well Platte mit Deckel
15ml-Falcon-Tube-Réhtchen
50ml-Falcon-Tube-Rohrchen

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Starlab (Hamburg, Deutschland)

Millipore Merck (Darmstadt, Deutschland)

Biozym (Oldendorf, Deutschland)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Starlab (Hamburg, Deutschland)

Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Osterreich)

Starlab (Hamburg, Deutschland)
Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)
Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)
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2.1.5 Puffer

Tabelle 5: Puffer.

Name Inhalt pH
gepuffertes Formalin nach |20 ml 37 % Formalin 7,4
Lillie 66,6 ml 0,3 M Sorensen-
Puffer
113,3 ml H,O
HEPES-EDTA-Puffer 55 mM EDTA 7,4
10 mM HEPES
Laufpuffer 50 mM Tris-HCI 8,7
380 mM Glycin
0,1% SDS
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCl 6,8
Sérensen-Puffer 0,3 M KH,PO, 7.4
0,3 M NA,HPO,
Strippingpuffer 62,5 mM Tris-HCI 6,7
2% SDS
150 mM 2-Mercaptoethanol
TAE (50x) 2 M Tris 8,5
0,1 M EDTA
TBS-T (10x) 200 mM Tris-HCI 7,4
1,5 M NaCl
0,5% Tween 20
Transferpuffer 25 mM Tris-HCI 8,3
192 mM Glycin
20% Methanol
Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI 8,9
3xSDS-Puffer 0,3 M Tris 6,7
9% SDS

22,5% Glycerin
10% 2-Mercaptoethanol
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2.1.6 Zellkulturmedien

Tabelle 6: Zellkulturmedien.

Name Bestandteile
Standardmedium DMEM
10 % FCS

chondrogenes Differenzierungs-Medium

50 ng /ml Gentamycin
Standardmedium

3,9 ug /100 ml Dextamethasone
10 mg /100 ml Na-Pyruvat

4 mg /100 ml L-Prolin

5 mg / 100 ml Ascorbat

5ul / 1ml frisches I'TS

2.1.7 Firbelosungen

Tabelle 7: Firbelosungen.

Name Bestandteile
Farbelosung 0,1 g Brillant-Blau R 250 (0,1%0)
50 ml Methanol (50%)
7 ml Essigsaure (7%)
Aqua dest. (42,9%)
Entfirbel6sung 50 ml Methanol (50%)

7 ml Essigsaure (7%)
Aqua dest. (43%)

2.1.8 Bakterienkulturen

Tabelle 8: Bakterienkulturen.

Name

Hersteller

OneShot® Stbl3

Thermo Fisher (Waltham, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinie

Bei der Zelllinie ,,CPC241hT* handelt es sich um eine immortalisierte chondrogene Proge-
nitorzelllinie, die von Christa Bode bereitgestellt wurde. Die Zellen wurden dem Knorpel
des Knies einer 61-jihrigen Patientin entnommen. Diese litt zum Zeitpunkt der Entnahme
an einer fortgeschrittenen Osteoarthrose. Die Kriterien des American College of Rheuma-
tology wurden erfullt (Altman et al. 1986). Die Studie wurde von der Ethik-Kommission
der Medizinischen Fakultit der Georg-August-Universitit Gottingen uberpriift und ge-

nehmigt (Antragsnummer 25/12/10).

Die Immortalisierung der Zellen fand, wie bereits in einer Studie der Arbeitsgruppe
(Schminke et al. 2015) beschrieben, per lentiviralem Gentransfer statt. Die heterozygote

YWHAE Knockout-Zelllinie wurde von Jérome Janf3en bereitgestellt und ibernommen.

2.2.2 Zellkultur

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen unter Zugabe von Standardmedium und unter
standardisierten Bedingungen (37 °C und 5% CO,) im Zellschrank (Labotect C200 Inkuba-
tor) kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium gewechselt. Sobald eine Kon-
fluenz von 70—80% erreicht war, wurden die Zellen geerntet. Dazu wurde das Medium
entfernt, die Zellen wurden zweimal mit ca. 2 ml PBS gewaschen und schlieBlich unter
Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA (TE) fir 2 Minuten im Brutschrank trypsiniert. Im An-
schluss wurde per Mikroskop kontrolliert, ob sich die Zellen vom Boden gelést haben.
Danach wurde die Zellsuspension in ein 15 ml-Kulturgefil3 iberfihrt, in das 2 ml Medium
vorgelegt worden war, um die zellschidigende Wirkung des TE zu inhibieren. Die Flasche
wurde zweimal mit Medium gewaschen, das ebenfalls in das Falcon uberfihrt wurde. Die
Lésung wurde daraufhin fiir 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun
verworfen, die entstehenden Zellpellets wurden in 1 ml PBS resuspendiert und per Cello-
meter gezéihlt. Dazu wurden 20 pl Zellsuspension in eine Zihlkammer gegeben. Anschlie-
Bend wurde die gesamte Suspension erneut zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand ent-
fernt und die Zellpellets wurden entweder bei —80 °C eingefroren oder direkt in einem

Versuch verwendet.
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2.2.3 CRISPR/Cas9-Methode

Die YWHAE-Knockout (KO)-Zelllinie wurde mittels der CRISPR/Cas9-Methode (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats [CRISPR]/CRISPR-associated [Cas] systems), die im
Jahr 2012 erstmals als Option zum Gen-Editing beschrieben wurde (Jinek et al. 2012), ge-
neriert. Mithilfe einer Bakterien-Nuklease lassen sich beliebige DNA-Abschnitte, sofern die
Sequenz bekannt ist und diese eine PAM (protospacer adjacent motif)-Sequenz enthilt, schnei-
den und entfernen. Dazu wurde die auf einem Plasmid codierte Nuklease per Vektor in
eine Zelle eingebracht, die zu diesem Zweck elektrisch zur Porenbildung angeregt wurde.
Die Nuklease kann mit einer Einzelstrang-RNA (gwide RNA, gRNA) auf eine beliebige
Zielsequenz programmiert werden (Jinek et al. 2012). Das Design dieser RNAs (Tabelle 9)
wurde mit dem Zhang Lab online CRISPR Design Tool (http://tools.genome-
engineering.org) entworfen. Hergestellt wurden sie von der Firma Eurofin Genomics
GmbH (Ebersberg, Deutschland). Die gRNA wurde jeweils auf eine Sequenz vor (1A/B)
und nach (2A/B) dem Exon X codiert. Das Schneiden der DNA vor bzw. nach dem Exon

erfolgt in mehreren Arbeitsschritten.

Zu Beginn eines Versuchs wurden 100 pmol von jedem der Oligonukleotidpaare und 1 pl
Anneal Puffer in ein Eppendorf-Gefil3 gegeben. Zur Doppelbindung der Oligonukleotide
wurde diese Loésung mit H,O auf 10 ul aufgefiillt, anschlieBend in 300 ml Wasser bei 80 °C
fir 5 Minuten inkubiert und danach langsam auf Raumtemperatur abgekithlt. Dann wurden
je 10 pmol der nun doppelstringigen Oligonukleotidpaare, 100 ng pSp-Cas9(BB)-2A-GFP,
10 wl Ligation Puffer (2-fach konzentriert) und 0,5 pl T7 Ligase (1500 U) hinzugefiigt. Der
Vektor muss bereits zuvor mit dem Verdauungsenyzm Bpil linealisiert werden. Der Ansatz
wurde mit Wasser auf 20 pl aufgefillt. Die Losung wurde dann fiir 30 Minuten bei 23 °C
inkubiert. 5 ul der erstellten Ligationslésung und 50 ul OneShot® Stbl3 (E.co/i-Bakterien-
stamm) wurden fur 30 Minuten auf Eis gelegt. Dieser Transformationsansatz wurde eine
Minute lang auf 42 °C erhitzt und dann 2 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Transforma-
tion wurde SOC-Medium hinzugefigt. Die Zellen wurden bei 200 rpm und 37 °C fiir eine
Stunde geschiittelt. Auf mit 100 ug/ml Ampicillin pripatierten Platten wurden 100 pl des
Transformationsansatzes iber Nacht bei 37 °C kultiviert. Danach wurden einzelne Kolo-
nien geerntet und in Réhrchen mit 5 ml LB Medium und 100 pg/ml Ampicillin kultiviert.
Der folgende Inkubationsschritt fand fiir 16 Stunden bei 37 °C und 200 rpm statt. Der
Vektor enthilt ein Ampicillinresistenzgen, somit ist gewahrtleistet, dass in den R&hrchen
nur Bakterienkulturen heranwachsen, die den Vektor aufgenommen haben. Um Vektor-
DNA zur Sequenzierung aus den Bakterien zu extrahieren, wurde das PureYield™ Plasmid

Miniprep-System verwendet. Die gewonnene DNA wurde von der Seqlab Sequence Labo-
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ratories GmbH (Go6ttingen, Deutschland) sequenziert. Positive Klone werden als Glycerin-
kultur bei —80 °C gelagert. Am nichsten Tag wurde mit dem PureYield™ Plasmid Mi-
diprep-System die Plasmid-DNA aus den positiven Klonen extrahiert. Um den Vektor in
CPCs zu integrieren, mussten diese zur Porenbildung angeregt werden. Die Elektroporati-
on der CPCs wurde mit dem Amaxa™ Human MSC Nucleofactor Transfection Kit durch-
gefithrt. Dazu wurden 1 x 10° CPCs in 100 ul Lésung, entnommen aus einem Ansatz be-
stehend aus 90 pl Transfektionspuffer und 20 ul Zusitzen, gegeben. Danach wurde, nach
der Zugabe von 2 pg des Plasmides, das die gRNA enthilt, die Elektroporation mit dem
C17-Programm des Amaxa™ Nucleofactor®II durchgefiihrt. Die Zellen wurden daraufhin
unter Standardbedingungen kultiviert. Auf dem Plasmid befindet sich zusitzlich ein grin
fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein, GFP), das dazu dient, ein sog. Sorting (Sot-
tierung) moglich zu machen. Per FACScan (Kap 2.2.4) wurden Zellen, die den Vektor auf-

genommen haben, von den restlichen Zellen differenziert.

Das CRISPR/Cas9-Verfahren zum Herstellen des Knockouts wurde von Jérome JanBen
durchgefiihrt.

Tabelle 9: Oligonukleotide.

Name Sequenz

YWHAE 1A | CACCGAGGCTCCTCAGTTAATTTCC
YWHAE 1B | AAACGGAAATTAACTGAGGAGCCTC
YWHAE 2A | CACCGAAGTTAAGGGGGGCGCTGTT
YWHAE 2B | AAACAACAGCGCCCCCCTTAACTTC




2 Material und Methoden 25

2.24 FACScan

Ziel des FACScan (fluorescence activated cell sorting) ist eine Sortierung (Sorting) der Zellen. Ein
solches Sorting kann erfolgen, wenn ein Vektot, der zusitzlich zum CRISPR/Cas9-Enzym
auch ein GFP enthilt, in die Zellen eingebracht wird. Dazu wurden die in Medium gel6sten
Zellen in ein 15 ml-Kulturgefil3 gegeben, das in das Gerit gestellt wird. Nur die Zellen, die
den Vektor aufgenommen haben, fluoreszieren und werden automatisch einzeln per
FACScan in 96-Well-Platten verteilt. Das FACScan erkennt fluoreszierende Zellen mithilfe
eines Lasers, lidt sie elektrisch auf, sortiert sie anschlieBend nach Héhe der Ladung und
verteilt sie in 96-Well-Platten. In den folgenden Tagen wurde das Medium alle zwei bis drei
Tage gewechselt. Mit einem Mikroskop wurde nach Zellkulturen gesucht. Sobald diese
erkannt wurden, wurden die entsprechenden Wells geerntet, in Zellkulturflaschen tberfithrt

und dort weiter nach Protokoll kultiviert.

Dieser Versuch wurde von Sabrina Becker, FACS Plattform der UMG, durchgefihrt.

2.2.5 DNA-Isolierung

Um genomische DNA (gDNA) zu isolieren, also von anderen zelluliren Bestandteilen zu
trennen, wurde das Kapa Mouse Genotyping Kit verwendet. Zuerst wurde das Zellpellet,
bestehend aus mindestens 3 x 10° Zellen, in 22 pl destilliertem Wasser resuspendiert, dann
wurden 2,5 pl Kapa Express Puffer und 0,5 pl Kapa Express Enzym hinzugefigt. An-
schlieBend wurde die Probe 10 Minuten lang bei 75 °C inkubiert und 5 Minuten bei 95 °C

inaktiviert. Isolierte gDNA ist bei —20 °C fiir sechs Monate stabil.

2.2.6 Polymerase chain reaction (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) ermoglicht die Amplifizie-
rung von complementary DNA (cDNA). Dazu muss diese zunidchst aus mRNA gewonnen
werden. Aullerdem ist das Designen der Primer nur moglich, wenn die DNA zuvor se-
quenziert wurde. Um eine PCR des YWHAE-Gens durchzufithren, wurde ein Ansatz er-
stellt. In jeweils ein Well der 96-Well-Platte wurden pro ul gDNA 8,5 pl Wasser, 3 ul Pri-
mer Mix (bestehend aus forward- und reverse-Primer) und 12,5 ul Kappa 2g fast pipettiert.
Die PCR findet in Zyklen aus drei sich stetig wiederholenden Phasen statt. Zuerst wurde
die Temperatur erhoht, um den DNA-Doppelstrang aufzutrennen (Denaturation). Die De-
naturierung erfolgte tber 3,25 Minuten bei 90 °C. Danach wurde die Temperatur reduziert,
um ein Anlagern der Primer zu ermdglichen (Annealing). Diese Annealing-Temperatur ist
spezifisch fir den jeweiligen Primer. Hier betrug die Annealing-Temperatur der YWHAE-

Primer 63 °C, sie wurde fir 30 Sekunden aufrecht gehalten. AnschlieBend wurde die Tem-
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peratur, damit die Taq-Polymerase die Komplementarstringe synthetisieren kann (E/longati-
on), gleichmiBig in 1,5 Minuten auf 72 °C erh6ht und fiir 7 Minuten gehalten. Da die spezi-
elle Polymerase auch bei hohen Temperaturen arbeiten kann, verkurzt sich der Prozess und
die DNA-Stringe lagern sich nicht wieder zusammen. Zudem verdoppelt sich die DNA
pro Zyklus, sodass die Menge der DNA im Laufe der PCR exponentiell ansteigt. Diese
Zyklen finden in einem Thermocycler (Mastercycler” ep gradient S realplex 2) statt und

wiederholen sich bis zu 45-mal.

2.2.7 KO-Screening

Beim KO-Screening wird das Genom auf eine Zielsequenz untersucht, damit festgestellt
werden kann, ob diese Sequenz noch in ihrer urspriinglichen Form vorliegt. Dies dient
z. B. dem Nachweis, dass zuvor ein Gen mithilfe der CRIPSR/Cas9-Methode entfernt
wurde. Zur Analyse des Genoms wird eine ausreichende Menge genomischer DNA aus
dem Zellkern bendtigt. Mithilfe des Kapa Mouse Genotyping Kits wurde gDNA aus den
geernteten Zellen (ca. 3 x 10° Zellen) gewonnen. Nach Verdiinnung der gDNA auf ca.
100ng/ul wurde eine Amplifizierung mit PCR durchgefiihrt. Bei diesem Vorgang mussen
spezifische Primer (Tabelle 10) benutzt werden, damit nur die Zielsequenz amplifiziert
wird. Diese Primer bestehen aus DNA und binden komplementir an den DNA-Strang. Sie
wurden fir diese YWHAE-codierende Sequenz mithilfe von  Primer3Puls
(http:/ /www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) entworfen und von

der Firma Eurofin Genomics GmbH (Ebersberg, Deutschland) hergestellt.

Tabelle 10: Sequenzierungs-Primer.

Name Sequenz Annealing Temperatur [°C]
YWHAE fw | CGGCATACATTTCACAGTGC |63
YWHAE rev | GCCTAGCCAAAATGGTGAAA |63

Die amplifizierte gDNA wurde per Gelelektrophorese untersucht und nachgewiesen. Um
die Gelelektrophorese vorzubereiten, wurde 1,5 %iges Agarosegel aus 0,75 g Agarose und
50 ml TAE Puffer hergestellt. Daftir wurden die Komponenten vermischt und in einer
Mikrowelle erhitzt. Sobald das Gel abgekiihlt war, wurden 4 ul Roti®-GelStain zugefiigt.
Roti®-GelStain interkaliert in die doppelstringige DNA und erzeugt so eine Fluoreszenz,

deren Stirke proportional zur vorliegenden DNA-Menge ist.

Auf das Gel wurden 15 pl eines Markers (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder), der als Referenz
dient, 25 ul DNA einer Kontrollprobe und 25 ul der KO-Probe aufgetragen und bei 100 V
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fir 40 Minuten in der Elektrophoresekammer aufgetrennt. Die Tatsache, dass die DNA-
Sequenz, je kleiner sie ist, desto weiter im Gel lduft, erlaubt einen Vergleich der Probe mit
einer Kontrolle. Mit der Software BioDocAnalyze von Biometra (Géttingen, Deutschland)
wurde die fluoreszierende DNA in einer Whatman Biometra Dunkelhaube per UV-Licht
detektiert. Der Marker enthilt ein Gemisch verschiedener DNA-Fragmente in vorgegebe-
nen GroBen, die als Skala erkennbar sind. Nun wurde die Hohe der detektierten DNA-
Frequenz mit dem Marker verglichen. Tritt die spezifische Bande nur in der Kontrolle auf,

ist der KO verifiziert.

2.2.8 Western Blot

Der Western Blot dient der Quantifizierung von Proteinen, die in einem Zellpellet vorlie-

gen. Diese Quantifizierung erfolgt in drei Schritten:

1. Die Proteine werden durch eine diskontinuierliche Gelelektrophorese, den SDS-PAGE
(Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese), aufgetrennt und ordnen sich in

Banden an.

2. Die Banden werden per Nassblot auf eine Nitrocellulose- oder PVDF (Polyvinylidenflu-

orid) -Membran ubertragen.
3. Der Nachweis der Banden erfolgt Giber eine Antikérperreaktion.

Fir den SDS-PAGE (Laemmli 1970) wurden zwei Gele hergestellt. Das Sammelgel enthalt
5% Acrylamid und soll die Proteine im Gel sammeln. Im Trenngel, das je nach gesuchten
Proteinen unterschiedliche Acrylamidmengen (10/12 %) enthilt, wurden die Proteine nach

ithrer Grof3e unterteilt. Diese Gele wurden aus ihren Komponenten (Tabelle 11 u.

Tabelle 12) gemischt und zwischen zwei vorher mit 100% Ethanol gereinigte Platten gegos-
sen. Dazu wurden zuerst 6 cm Trenngel zwischen zwei Platten gegossen und mit 100 %
Ethanol tbergossen. Nach der Polymerisation wurde das Ethanol entfernt und das Sam-
melgel auf das Trenngel geschichtet. Danach wurde ein Kamm, der zehn Taschen im
Sammelgel herstellt, platziert. Die Glasplatten, zwischen denen sich das Gel befand, wur-
den in einer Biometra Elektrophoresekammer (Nachbau) fixiert. Die beiden Kammern

wurden mit Laufpuffer gefillt.
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Tabelle 11: Sammelgel (Zusammensetzung).

Bestandteil 5%iges Gel
Sammelgelpuffer | 1,25 ml
10%SDS 50 pl
TEMED 5ul
Acrylamid 0,8 ml

H,O 2,7 ml

10% APS 0,2 ml

Tabelle 12: Trenngel (Zusammensetzung).

Bestandteil |10%iges Gel [ 12%iges Gel
Trenngelpuffer | 1,4 ml 1,4 ml
10%SDS 55 ul 55l
TEMED 5ul 5ul
Acrylamid 1,85 ml 2,22 ml

H,O 2,0 ml 1,62 ml

10% APS 0,25 ml 0,25 ml

Vor dem Auftragen in die Geltaschen wurden die Zellpellets (ca. 1,5 x 10° Zellen) in
3 x 3 SDS Probenpuffer resuspendiert und auf 95 °C erhitzt, um Sekunddr-, Tertidr- und
Quartirstruktur der Proteine zu denaturieren. Nun wurden die Proben und mindestens ein
Marker (PageRuler Prestained Protein Ladder), der als Referenz in kDa dient, aufgetragen.
Sobald alle Proben in das Gel pipettiert worden waren, wurde eine Spannung angelegt. Die
Stromstirke betrug, solange sich die Proteine im Sammelgel befanden, 15 mA pro Gel
Erreichten die Proteine das Trenngel, wurde die Spannung auf 25 mA pro Gel erh6ht. We-
gen ihrer negativen Ladung laufen die Proteine dann in Richtung des positiven Pols. Zur
Ubertragung der Banden auf die PVDF-Membran wurde ein Nassblot (Towbin et al. 1979)
durchgefithrt. Das Trenngel wurde direkt auf eine zuvor mit Ethanol aktivierte PVDF-
Membran gelegt und in einer mit Transferpuffer gefilllten Kammer 90 Minuten lang unter
Strom (350 mA) gesetzt. Dieser Vorgang fand unter permanenter Wasserkthlung statt. Fur
den Nachweis der Proteine auf der Membran wurde diese zuerst fiir 2 bis 10 Minuten mit
Coomassie-Farbemittel gefirbt. So waren eine Transferkontrolle der Proteinbanden und
eine Fehlersuche (z. B. Luftblasen im Gel) méglich. Danach wurde die Membran fiir 2 bis

5 Minuten in einer Entfirbelésung geschwenkt, damit die Proteine besser vom Hinter-
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grund abgegrenzt werden konnten. Zur Sicherung der dargestellten Banden wurde die
Membran zum ersten Mal gescannt, u .a. weil die Firbung in den folgenden Schritten verlo-

ren geht.

Zur Vorbereitung der Antikérperreaktion wurden zuerst unspezifische Bindungsstellen
geblockt. Milchpulver wurde im Verhiltnis 1:20 in TBS-T gelost und als Blocklésung fir
eine Stunde auf die Membran gegeben. Direkt im Anschluss wurden der spezifische prima-
re Antikorper (Tabelle 13) in der Blocklosung verdiinnt und die Membran fiir einen Zeit-
raum von einer bis zu 24 Stunden im Kihlraum in dieser Losung inkubiert. Wihrend die-
ses Zeitraums bindet der Antikérper an das Protein. Im Anschluss wurde die Membran
finfmal Mal fir 5 Minuten mit TBS-T gewaschen. Nun wurden der sekundire Antikérper
(Tabelle 13) verdiinnt und die Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur in dieser
Verdinnung inkubiert. Dieser sekundire Antikérper besitzt einerseits eine Bindungsstelle
fir den primiren Antikérper und andererseits ein reaktives Enzym, das im letzten Schritt,
der nach erneutem Waschen in TBS-T erfolgt, das zugegebene Substrat umsetzt. Diese
chemische Reaktion fithrt zu einer Lumineszenz, die mithilfe des C-DiGit™ Blot Scanner
nachgewiesen wurde. Je grofler die Proteinmenge auf der Membran, desto stirker ist das
Signal. So kann eine Quantifizierung stattfinden und die Proteinmenge der Proben kann
untersucht und verglichen werden. Die Auswertung wurde mit der Software ,,Image Studio
Digit Ver. 5.2“ von LI-COR Biosciences (Lincoln, USA) durchgefithrt. Allerdings handelt
es sich nur um eine relative und nicht um eine absolute Quantifizierung, was den Vergleich
mit einer Kontrollprobe und eine Ladungskontrolle (x-Tubulin) n6tig macht. Als Substrat

™

wurden die Priparate WesternBright ™ ECL und Sirius sowie SuperSignalTM West Femto

Maximum verwendet.

Strippt man eine bereits verwendete Membran, kann auf ihr ein anderes Protein detektiert
werden. Dazu wurde sie fiir 15 Minuten in einem Stripping Puffer bei 65 °C inkubiert und
alle 5 Minuten bewegt. AnschlieBend wurde die Membran viermal fir 5 Minuten in TBS-T
gewaschen. Nun wurde die Detektion erneut mit dem Blocken der Membran begonnen

und wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Die Western-Blot-Ergebnisse wurden mit einem Einstichproben-t-Test auf Vassarstats

(http:/ /vassarstats.net/t_single.html) auf Signifikanz kontrolliert.
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Tabelle 13: Western-Blot-Antikoérper.

Primirer AK Verdiinnung Sekundirer AK | Verdiinnung | Substrat
o-Tubulin 1:5000 in 5%iger |Goat anti-Mouse |[1:40 000 in | WesternBright™
(Sigma-Aldrich, [Milch in TBS-T  |IgG-Peroxidase |5%iger Milch | ECL
T 6074) (Sigma-Aldrich, |in TBS-T
A9917)
COL1 (Actis, 1:300 in 5%iger | Goat anti-Rabbit |[1:100 000 in | SuperSignal™
R1038) Milch in TBS-T  |IgG-Peroxidase [ 5%iger Milch | West Femto
(Sigma-Aldrich, |in TBS-T Maxium
A0545)
COL2 (Santa 1:300 in 5%iger | Goat anti-Mouse |[1:40 000 in | SuperSignal™
Cruz, SC- Milch in TBS-T  |IgG-Peroxidase [ 5%iger Milch | West Femto
5186179) (Sigma-Aldrich, |in TBS-T Maxium
A9917)
RUNX2 (Cell 1:1000 in 5%iger |Goat anti-Rabbit |1:100 000 in | WesternBright™
Signaling Tech- | Milch in TBS-T  |IgG-Peroxidase [ 5%iger Milch | Sirius
nology, #8486) (Sigma-Aldrich, |in TBS-T
A0545)
SOXO9 (Acris, 1:1000 in 5%iger | Goat anti-Rabbit [1:100 000 in | WesternBright™
AP06583PU-N) |Milch in TBS-T  [IgG-Peroxidase |5%iger Milch |Sirius
(Sigma-Aldrich, |in TBS-T
A0545)
YWHAE (Santa |1:750 in 5%iger | Goat anti-Mouse [1:40 000 in | WesternBright™
Cruz, SC-23957 |Milch in TBS-T  |IgG-Peroxidase [ 5%iger Milch | Sirius
(Sigma-Aldrich, |in TBS-T

A9917)
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2.2.9 mRNA-Lyse und Umschreiben der mRNA in cDNA

2.2.9.1 Lyse

Zur Gewinnung der mRNA mithilfe des peqGold Total RNA Kits wurde ein Zellpellet mit
mindestens 1x10° Zellen benétigt. Die Zellen wurden mit der beschriebenen Methode
(Kap. 2.2.2) geerntet, gezihlt und fir 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert, um ein solches
Zellpellet zu erhalten. Zuerst wurden dem Zellpellet 400 ul RNA Lysis Buffer beigefiigt. Es
entstand ein Lysat, das ohne Gewebereste auf ein DNA Removing Column pipettiert und
fir eine Minute bei 12 000 g zentrifugiert wurde. Nun wurde der Durchfluss, der keine
DNA mehr enthielt, mit 70%igem Ethanol vermischt und auf das PerfectBind RNA
Column geladen. Die Probe wurde erneut eine Minute lang bei 10 000 g zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde entfernt. Es folgten drei Waschschritte, der erste mit 500 ul RNA Wash
Buffer I, die nichsten beiden mit 600 pl RNA Wash Buffer II. Nach Zugabe des jeweiligen
Puffers wurde die Losung pro Schritt 15 Sekunden lang bei 10 000 g zentrifugiert, der
Durchfluss wurde entfernt. AnschlieBend wurde das PerfectBind RNA Column fiir 2 Mi-
nuten bei 10 000 g trockenzentrifugiert. Nun wurden 30 pl RNase freies, destilliertes Was-
ser auf die Matrix gegeben. Innerhalb einer Inkubationszeit von 3 Minuten wurde die RNA
im Wasser gel6st und diffundierte durch das PerfectBind RNA Column. Die Probe befand

sich nun im Mikroreaktionsgefdl3 und wurde bei —80 °C gelagert.

2.2.9.2 Umschreiben der mRNA in cDNA

Da per qPCR keine RNA sondern nur DNA quantifiziert werden kann, muss die mRNA-
Probe in ¢cDNA umgeschrieben werden. Diese Transkription erfolgte mit dem Biozym
cDNA Synthesis Kit. Die Komponenten des Kits sind Desoxyribonukleosidtriphosphat
(dNTP) Mix, RNase Inhibitor, Hexamer Primer, cDNA Synthese Buffer, RNase freies
Wasser und eine reverse Transkriptase, die RNA in DNA umschreiben kann. Daraus wur-
de ein Mastermix (genaue Zusammensetzung s. Tabelle 14) angesetzt, in dem die RNA
resuspendiert wurde. Zwischen allen Schritten wurden die Reagenzien auf Eis gelagert, um

eine frithzeitige Reaktion zu verhindern.

Die Probe wurde zuerst fiir 10 Minuten bei 30 °C und dann fiir 30 Minuten bei 55 © C in-
kubiert. In dieser Zeit fand die Reaktion statt. Zuletzt wurde das Enzym fiir 5 Minuten bei
99 °C inaktiviert. Die entstandene cDNA wurde sofort weiterverarbeitet oder bei —20 °C

gelagert.
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Tabelle 14: Pipettierschema Bioenyzm cDNA Synthesis Kit.

Komponenten Volumen | Konzentration
dNTP Mix (je 10mM) 2ul 1 mM (je ANTP)
RNase Inhibitor 0,5 ul 10/l
Hexamer Primer 1l 1,25 uM

5x cDNA Synthesis Buffer |4 ul 1x

mRNA 200 ng

reverse Transkriptase 1wl 10U/l

PCR Grade Water Variabel

gesamtes Volumen 20 ul

2.2.10 Quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR)

Mit der qPCR kann die DNA-Menge bestimmter Gene einer Probe quantifiziert werden.

Dazu muss die DNA zuerst nach dem Prinzip der PCR amplifiziert werden.

Im Gegensatz zur PCR wird der Probe bei der qPCR ein fluoreszierender Farbstoff
(SYBR-Green) zugefiigt. Dieser lagert sich wihrend der Elongation an die DNA an und
kann ab einer bestimmten Menge im Mastercycler” ep gradient S realplex 2 detektiert wer-
den. Detektiert wurde der sogenannte ct-Wert (¢yele threshold), der den PCR-Zyklus be-
schreibt, in dem zuerst eine Fluoreszenz gemessen wird. Je niedriger der ct-Wert ist, desto
friher wurde DNA detektiert und desto hoher war die urspriingliche DNA- bzw. mRNA-
Menge. Bestimmt wurde also lediglich eine relative und keine absolute DNA-Menge. Aus
diesem Grund miussen zu testende Proben stets mit einer Kontrolle in Bezug auf ein Nor-
malisierungsgen, in diesem Fall beta-2 Mikroglobulin (32M), verglichen werden. Dieses
Normalisierungsgen wird unabhingig von Zellzyklus und dufleren Faktoren immer gleich-
mifig exprimiert und ldsst somit einen Riickschluss auf die urspringliche DNA-Menge
bzw. Zellzahl zu. Wichtig ist auBerdem das Verfolgen der Schmelzkurve, denn hier sind

gof. die Ausschlige sichtbar, die auf fehlerhafte Messungen hinweisen.

Per qPCR kann das relative mRNA-Level ausgewihlter Proteine einer Zellkultur bestimmt
werden. Dazu wurde zunichst die mRNA aus dem Zellpellet gewonnen und in cDNA um-
geschrieben. Diese cDNA wurde dann per qPCR quantifiziert. Der Ansatz wurde mithilfe
des KAPA SYBR Fast qPCR Kits hergestellt. Pro ul cDNA wurden 5 ul SYBR-Green, 2 pl
Primer-Mix und 2 ul Wasser verwendet. Dieser Ansatz wurde in eine 96-Well-Platte pipet-

tiert. Dazu musste die Annealing-Temperatur des Primers entsprechend eingestellt werden

(Tabelle 15).
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Tabelle 15: qPCR Primer.

Name Sequenz Annealing Temp. [°C]
ACAN fw [ACAGCTGGGGACAT 60,5
ACAN rev | GTGGAATGCAGAGG 60,5
COL1 fw TTCCCCCAGCCACAAAGAGTC 60,5
COL1 rev CGTCATCGCACAACACCT 60,5
COIL2 fw CTCCTGGAGCATCTGGAGAC 63
COI2 rev ACCACGATCACCCTTGACTC 63
B2M fw TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT | 60,5
B2M rev TCTCTGCTCCCCACCTCTAA 60,5
RUNX2 fw | TTCCAGACCAGCAGCACTC 63
RUNX2 rev | CAGCGTCAACACCATCATT 63
SOX9 fw CAGGCTTTGCGATTTAAGGA 60,5
SOXO9 rev CCGTTTTAAGGCTCAAGGTG 60,5
YWHAE fw | AGTAGCAGGGATGGATGTGG 63
YWHAE rev [ CTTTCTGTTCAATGCTGCTGA 63
Die Primer wurden mithilfe von Primer3Puls

(http:/ /www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) entworfen und von der Firma Eurofin Genomics

GmbH (Ebersberg, Deutschland) hergestellt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe der Pfaffl-Ratio (Pfaffl 2001), mit der die rela-

tive mRNA-Menge aus den ct-Werten der gesuchten mRNA eines Proteins sowie der

mRNA-Menge des zuvor festgelegten Housekeeping-Proteins beta-2-Mikroglobulin (32M)

berechnet werden. Die Daten wurden mit einem Einstichproben-t-Test mithilfe von Vas-

sarstats (http://vassarstats.net/t_single.html) auf Signifikanz tberpriift.
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2.2.11 Wachstumskurve

Die Proliferation der Zellen kann mit einer Wachstumskurve dargestellt werden. Dazu
wurde eine festgelegte Zellzahl jeder Probe (48 000 Zellen) in drei kleine Zellflaschen aus-
gesit. Alle 24 Stunden wurde eine Flasche geerntet, die Zellzahl wurde per Cellometer ge-
zihlt. Da dieser Vorgang die Zellen schidigen kann, wurden einmal geerntete Zellen nicht
erneut ausgesit. Stattdessen wurde am nichsten Tag die nichste der gleichzeitig angesetz-
ten Flaschen geerntet. So konnte das Wachstum der Zellen fiir die Zeitspanne von 24, 48

und 72 Stunden gemessen werden.

Der Versuch dauerte drei Tage. Beim Aussiden der Zellen wurde 3 ml Standardmedium
zugegeben. Ein Wechsel des Mediums war aufgrund der kurzen Versuchsdauer nicht nétig.
Die Daten wurden mit ecinem FEinstichproben-t-Test mithilfe von Vassarstats

(http:/ /vassarstats.net/t_single.html) auf Signifikanz Gberpriift.

2.2.12 Scratch Assay

Um die Migration der Zellen zu bewerten, wurden diese in 24-Wells ausgesit und dort be-
lassen, bis 80% Konfluenz erreicht war. Sie befanden sich in 500 pl Standardmedium, das
alle zwei bis drei Tage gewechselt wurde. Sobald die benotigte 80%ige Konfluenz erreicht
war, wurde mit einem speziellen Stempel eine Linie innerhalb des Wells von Zellen befreit.
Nun konnte unter dem Mikroskop eine gerade Linie am Boden des Wells beobachtet wer-
den, die nicht von Zellen besiedelt war. Mit Fotos, die 0, 6, 12 und 24 Stunden nach der
Verwendung des Stempels gemacht wurden, wurde die Bewegung der Zellen in diesem

Bereich dokumentiert.

2.2.13 Migration Assay

Mithilfe des Boyden Chamber Migration Assays, einer 1962 von Dr. Stephen Boyden das
erste Mal beschriebenen Methode, kann die Migration der Zellen genauer untersucht wer-
den. Durch das Trennen zweier Kammern mit einer semipermeablen Membran kann beur-
teilt werden, ob Zellen auch ein solches Hindernis iiberqueren. Dazu wurden ThinCert™™-
Einsitze in Wells einer 24-Well-Platte eingesetzt. In die 24-Well-Platte wurden pro Well
600 pl Standardmedium pipettiert. Die zu untersuchenden Zellen, eine Kontrollgruppe und
eine KO-Zelllinie, wurden nach bereits beschriebenem Schema geerntet. Pro Zelllinie wur-
den 5x10° Zellen in 200 ul serumfreiem Medium gelést und dann behutsam, um eine Ver-
letzung der Membran zu vermeiden, in die Einsitze pipettiert. AnschlieBend wurde die
Platte fur 12 Stunden im Zellschrank bei 5% CO, und 37 °C inkubiert. Danach wurde das
Standardmedium in den Wells durch 450 pl serumfreies Medium, dem 8 uM Calcein-AM
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zugefiigt worden war, ersetzt. Um zu gewihrleisten, dass das Calcein-AM in den lebenden
Zellen mithilfe von Esterasen in Calcein umgesetzt wurde und damit es seine fluoreszie-
rende Wirkung entfalten konnte, wurde die Platte unter den genannten Bedingungen fiir
weitere 45 Minuten im Zellschrank inkubiert. Nach dem Entfernen des Mediums in den
Einsitzen wurden diese in eine vorbereitete 24-Well-Platte, die pro Well 500 ul Trypsin-
EDTA enthielt, uberfihrt und fir 10 Minuten in den Zellschrank zurtickgestellt. Durch
gelegentliches und vorsichtiges Schiitteln der Platte wurden die Zellen von der Unterseite
des Einsatzes gelost. In einem letzten Schritt wurden 200 ul der Trypsin-EDTA-L6sung in
Wells einer 96-Well-Platte tiberfiihrt, damit die Fluoreszenz (Anregungsmaximum 485nm,

Emissionsmaximum 520nm) im Spectramax gemessen werden konnte.

2.2.14 Alginatkultur

Um ein 3D-Modell zu erstellen, bietet es sich an, die Zellen in Alginatkugeln zu kultivieren
(Hauselmann et al. 1992; Hauselmann et al. 1994). Zu Beginn wurden Zellen mithilfe des
bereits beschriebenen Verfahrens geerntet (Kap. 2.2.2). Das Zellpellet wurde in 1,2%iger
Alginat-Losung resuspendiert. Dabei musste darauf geachtet werden, dass das Verhaltnis
zwischen Zellmenge und Alginat exakt den Vorgaben entsprach: 40 000 Zellen wurden mit
20 pl Alginat resuspendiert. Diese Suspension wurde nun in eine bereits vorgelegte CaCl,-
Losung (3 ml pro Well) getropft. In einem Well sollten nicht mehr als zehn Alginatkugeln
kultiviert werden, um eine ausreichende Nihrstoffversorgung zu gewihrtleisten. Nach
10 Minuten Polymerisationszeit wurde die CaCl,-Losung entfernt und die Alginatkugeln

wurden mit Standardmedium gewaschen.

Danach folgte eine Inkubationszeit von 24 Stunden in 3 ml Medium, das aus 50% Stan-
dardmedium und 50% chondrogenem Differenzierungsmedium bestand. AnschlieBend
wurde das Medium entfernt und 3 ml chondrogenes Differenzierungsmedium wurden ein-
gebracht. Die Zellen blieben nun fiir 28 Tage im Zellschrank, um eine ECM zu bilden.
Wihrend dieser Zeit wurde das Medium alle 3 bis 4 Tage gewechselt. Falls die Zellen eine
Kultur auBlerhalb der Alginatkugel im Well gebildet hatten, wurden die Kugeln in ein neues
Well tberfihrt, um einen Einfluss von Differenzierungsfaktoren aus den nun zweidimen-
sional wachsenden Zellen zu verhindern. Dieses Auswandern der Zellen ist aufgrund der
raumlichen Enge innerhalb der Alginatkugeln mdoglich. Nach 28 Tagen wurden die Algi-
natkugeln aus den 6-Well-Platten in ein 15ml-Kulturgefi3 tberfithrt. Die Zugabe von 1 ml
HEPES-EDTA-Puffer fithrte zur Lysierung der Kugeln. Nach zehnminttigem Zentrifugie-
ren bei 300 ¢ wurden die Zellen gezihlt, erneut zentrifugiert und als Pellets bei —80 °C

eingefroren.
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2.2.15 Immunhistochemie

Um histologische Schnitte anzufertigen, wurden Alginatkugeln aus den 6-Well-Platten ent-
nommen. Diese wurden nach dem Fixieren und Einbetten in 7 um diinne Scheiben ge-
schnitten. Mit dem HiDef Detection Polymer System wurde ein primirer Antikérper de-

tektiert.

Diese primiren Antikérper binden an spezifische Proteine (Tabelle 16). Danach kann ein
sekundarer Antikorper an den primiren Antikérper binden. Aufgrund der Reaktion einer
Chromogenfirbung mit dem sekundiren Antikérper sind die Proteine mikroskopisch
sichtbar. Das Protokoll der immunhistochemischen Reaktion ist in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Nach dem Dehydrieren folgt das Findecken der Priparate.

Tabelle 16: Primire Antikorper.

Primirer AK Verdiinnung
COL1 (Acris, R1038) 1:100 in A.bi
COL2 (Santa Cruz, SC-52658) [ 1:50 in A. bi
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Tabelle 17: Ablauf Immunhistochemie.

Schritt Loésung/Substrat Dauer
Fixieren 4% Formaldehyd in HEPES-Puffer mit 3h
CaCl, bei RT
Waschen HEPES-Puffer mit Bariumchlorid bei 4 °C [ iiber Nacht
Alkoholreihe Ethanol (70%, 80%, 96%, 100%) 3h,1h,1h,1h
Zwischenmedium | Xylol 2h
Einbetten Parafin (Paraplastplus) 7 h (60 °C)
Hitze fixieren Wasser (80 °C) 30 Min.
Alkoholreihe Ethanol (100%, 90%, 80%, 60%0) je 2 Min.
Waschen A.Bi
Primirer AK 1:50/1:100 in A.Bi bei 37 °C 1 h / tiber Nacht
Waschen A.Bi
Sekundirer AK HiDef Det. Amplifier 10 Min.
Waschen A.Bi
Polymer HiDef Det. AP Polymer 10 Min.
Waschen A.Bi
Chromogenfirbung [1 Teil PermaRed, 1 Teil Puffer 6—12 Min.
Waschen A.Bi
Gegenfirben Lichtgriin 90 Sek.
Waschen 1% Essigsaure
Alkoholreihe Ethanol (60%, 80% ,90%, 100%0) je 2 Min.
Dehydrieren Xylol 2 2—5 Min.
Xylol 1 5 Min.
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2.2.16 Bio-Rad-V3-Western-Blot-Workflow

Der Bio-Rad-V3-Western-Blot-Workflow ist ein automatisierter Ablauf des Western Blots.
Vorteile des Verfahrens sind die schnelleren Ablidufe, die Mdéglichkeit zum Verzicht auf
eine Coomassie-Farbung und die geringere Anzahl an Fehlerquellen. Die Zellen wurden in
4x Laemmli Puffer resuspendiert und in 10 Minuten auf 95° C erhitzt. Darauthin wurden
sie in stain-free 4—15%iges TGX Gel pipettiert und durch eine konstant aufrecht erhaltene
Spannung (200 V) in einer Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell) innerhalb von 35 Minuten separiert. In diesem Gel wurden die Pro-
teine kovalent an einen visualisierbaren Stoff gebunden. Dieser wird mit UV-Strahlung
aktiviert. Dadurch kann mit der bildgebenden Software Imagel.ab™ (Bio-Rad, Hercules
USA) die Zellzahl der verschiedenen Proben ohne Coomassie-Firbung und ohne House-
keeping-Protein normalisiert werden. Danach wurde das Gel in eine weitere Kammer (Per-

fectBlue™

Tank-Elektroblotter), die eine Membran enthilt, Gberfithrt. Dieser Vorgang
erfolgte ebenfalls mithilfe eines Stromflusses (2,5 A). In diesem Fall handelte es sich, im
Gegensatz zum klassischen Ablauf des Western Blots, um eine Nitrocellulose-Membran,
die nicht per Methanol aktiviert muss. AuBerdem wird fiir dieses als sewzz-dry bezeichnete
Verfahren weniger Puffer als beim Nassblot benétigt. Die Membran und das Gel sind
feucht, befinden sich allerdings nicht in einem mit Puffer geftllten Tank. Die Detektion
der Proteine erfolgte mit dem bereits bekannten Verfahren. Allerdings wurde zusitzlich ein

sensitiverer Scanner (Chemidoc XRS+) verwendet. Die Nitrocellulose-Membran kann auf

gleichem Wege gestrippt und im Anschluss auf ein anderes Protein untersucht werden.

Der Bio-Rad-Workflow wurde genutzt, um die Menge an COL1 und COL2 der Proben zu
quantifizieren, da diese auf den Membranen des klassischen Workflows nicht bzw. schwer
detektiert werden konnten. Auflerdem ist mit dem Bio-Rad-Workflow eine Detektion trotz
geringerer Zellmengen (weniger als 1,5 x 10° Zellen) méglich. Aufgrund des 3D-Modells
waren teilweise nur noch geringe Zellmengen tibrig. Deshalb wurden die Zellpellets der
3D-Proben unter anderem per Bio-Rad-Workflow untersucht. Die statistische Auswertung

erfolgte per Einstichproben t-Test auf Vassarstats (http://vassatstats.net/t_single.html.).
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2.2.17 Immunhistochemie Knorpelschnitte

In Knorpelschnitten eines an OA erkrankten Patienten, die der Arbeitsgruppe bereits vor-
lagen, wurde YWHAE mit einem AK angefirbt. Die Knorpelproben wurden nach den
Standards der Osteoarthritis Research Society International (ORSI; Pritzker et al. 20006)
klassifiziert. Mit den Schnitten wurde dhnlich verfahren wie mit den Alginatkugeln. Nach
einer 30-minttigen Hitzefixierung bei 80 °C folgen die in Tabelle 18 aufgefiihrten Schritte.
Nach dem Dehydrieren wurden die Priparate in Deckgldschen eingedeckt. Die Versuche
mit diesen Knorpelschnitten sind ebenfalls durch den Ethikantrag mit der Antragsnummer
25/12/10 genehmigt.

Tabelle 18: Ablauf Immunhistochemie Knorpelschnitte.

Schritt Losung/Substrat Zeit
Fixieren Gepuffertes Formalin nach Lillie 6h
bei 4 °C
Waschen 70% Ethanol tiber Nacht
Alkoholreihe Ethanol (70%, 80%, 90%, 96 %, 3h,1h,1h,1h,2h
100%)
Isopropylalkohol 2h,15h
Zwischenmedium Xylol 2h
Einbetten Parafin (Paraplastplus) 30 Min.; 7 h bei 60 °C
Antigendemaskierung | Protags bei 60 °C 30 Min.
Waschen TBS-T 3 x 2 Min.
Blocken 1% BSA/TBS 10 Min.
Primirer Antikérper YWHAE 1:100 bei RT uber Nacht
Waschen TBS-T 3 x 2 Min.
Sekundirer Antikorper | HiDef Amplifier 10 Min.
Waschen TBS-T 3 x 2 Min.
Polymer HiDef Polymer AP 10 Min.
Waschen TBS-T 3 x 2 Min.
Chromogenfirbung PermaRed 4 Min.
Waschen TBS-T 10 Min.
Gegenfirbung Himalaun (Verdinnung 1:8) 1 Min.
Waschen Wasser 10 Min.
Dehydrieren Ethanol 50%, 60%, 80%, 90%, je 3 Min.
100 %
Xylol 2, Xylol 1 2 x 5 Min., 10 Min.
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3  Ergebnisse

3.1 Homozygoter YWHAE-Knockout

Ziel der Versuche war es, eine Deletion des YWHAE-codierenden Gens auf beiden Chro-
mosomen zu erreichen. Mithilfe der CRISPR/Cas9-Methode hatte die Arbeitsgruppe be-
reits einen heterozygoten YWHAE-Knockout, der im KO-Screening nachgewiesen wurde,
hergestellt. In einem weiteren Versuch wurden die nach dem heterozygoten KO entstan-
denen DNA-Fragmente sequenziert. Um einen homozygoten Knockout herzustellen, wur-
de in diesen Zelllinien mit heterozygoten YWHAE-KO nun erneut die CRISPR/Cas9-
Methode angewandt. Da nun nur noch ein Chromosom das Gen enthilt, besteht eine gro-
Bere Chance, dass die Nuklease am zweiten Chromosom bindet. Mithilfe einer ebenfalls
auf dem Vektor liegenden GFP-Markierung kénnen die Zellen per FACS sortiert und da-
nach kultiviert werden. Sobald geniigend Zellen vorhanden sind, wird ein KO-Screening

durchgefiihrt.

Die DNA aller gewachsenen 47 Klone wurde mit PCRs vervielfaltigt und mit einem KO-
Screening untersucht. Bei allen zeigte sich das bereits bekannte, auf einen heterozygoten
Knockout hinweisende Bild (Abbildung 5). Im Screening sind deutlich ein DNA-Fragment
mit der Linge von ca. 700 bp, ein Fragment mit der Linge von 1 kb und ein minimal kiir-
zeres Fragment zu erkennen. Das Fragment mit der Linge von 1 kb entspricht dem ur-
springlichen YWHAE-codierenden Exon des Gens. Die beiden zusitzlichen Fragmente
sind durch CRISPR/Cas9 verinderte Fragmente. Somit ist davon auszugehen, dass keine
weitere Deletion des Zielgens stattfand. Eine Probe (s. Abbildung 5 direkt rechts neben der
Kontrolle) zeigte eine besonders schwache Fluoreszenz des 1 kb langen Fragmentes. Des-
halb wurde diese Zelllinie geerntet und mit einem Western Blot auf das Protein YWHAE
getestet. Im Vergleich zur Kontrollprobe ist hier zwar eine Reduktion des Proteins auf
ca. 25% zu erkennen, ein homozygoter Knockout und somit ein vollstindiges Fehlen des

Proteins konnte dennoch nicht detektiert werden (Abbildung 06).

Es konnten also keine Anhaltspunkte fiir einen erfolgreichen homozygoten Knockout ge-
funden werden. Ein Uberleben von Zellen, bei denen das Zielgen in beiden Chromosomen

entfernt wurde, konnte in diesem Versuch nicht beobachtet werden.
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Abbildung 5: Beispiel eines KO-Screenings.

Acht potenzielle YWHAE-KO-Zelllinien wurden mit einer Kontrolle verglichen. Per PCR wurde
die YWHAE-codierende DNA-Sequenz amplifiziert und mit einer Gelelektrophorese detektiert.
(M=Marker, K=CPC-Kontrolle)
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Abbildung 6: Western Blot eines potenziell homozygoten YWHAE-KOs.

A: Gesamter Blot in Coomassie-Firbung. B: Vergleich der méglichen KO-Zelllinie mit einer CPC-
Kontrolle auf das Proteinlevel von YWHAE. «-Tubulin wurde als Housekeeping-Protein verwen-
det. Deutlich zu erkennen ist die noch vorhandene YWHAE-Proteinbande der YWHAE-KO-
Probe.
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3.2 Heterozygoter YWHAE-Knockout

Nun wurden die CPCs mit heterozygotem YWHAE-Knockout untersucht, da auch diese
Deletion einen Einfluss auf das chondrogene Potenzial haben kann. Diese Zelllinie wird in
den folgenden Kapiteln als YWHAE"'™ bezeichnet. Dazu wurden das mRNA- und das
Protein-Level dieser YWHAE""-Kultur und einer aus CPCs bestehenden Kontrollgruppe
untersucht. Grundlage waren in Zellflaschen kultivierte Zellen, die bis zu einer Konfluenz
von ca. 70—80% kultiviert, dann geerntet und weiter untersucht wurden. Zur Simulation
eines Wachsens der Zellen im dreidimensionalen Raum und um Bestandteile der ECM, wie
COL1, COL2 und ACAN, quantifizieren zu koénnen, wurden Zellen in Alginat eingebettet
und fiir 28 Tage kultiviert. Auch die CPCs der Kontrollgruppe wurden fiir 28 Tage, der fiir

die Synthese der ECM-Bestandteile nétigen Zeitspanne, in Alginatkugeln kultiviert.

AuBlerdem wurden Histologie-Bilder erstellt, um diese mit den Western-Blot-Ergebnissen
zu vergleichen. Zusitzlich wurde die Vermehrungsrate der Zellen untersucht und in einer
Wachstumskurve dargestellt. Zwei weitere Versuche, ein Scratch und ein Migration Assay,
wurden durchgefiihrt, um das Migrationsverhalten der Zellen beurteilen zu kénnen. Dieses
kann anschlieBend ins Verhaltnis zur Teilungsrate gesetzt werden. Nachfolgend finden sich

die entsprechenden Ergebnisse.

3.3 Ergebnisse der YWHAE"/~-2D-Kultur

Relevante Faktoren fiir das Fortschreiten einer OA sind vor allem die sinkende Menge an
COL2 sowie an ACAN und die daraus resultierenden Verinderungen der ECM. Die bei-
den wichtigsten regulatorisch auf die Synthese dieser Proteine wirkenden Proteine sind die
Transkriptionsfaktoren SOX9 und RUNX2. CPCs, die in einer Zellflasche zweidimensional
auf Plastik kultiviert werden, werden durch dieses ungewohnte Umfeld in ihrer Synthese
der ECM gestort. Somit wurden diese CPCs nur auf die Synthese der genannten regulatori-
schen Proteine SOX9 und RUNX2 sowie auf YWHAE und nicht die Synthese von ECM-
Bestandteilen untersucht. Ziel war hier, zu kliren, wie stark der heterozygote KO die Pro-
duktion von YWHAE und inwiefern der verinderte YWHAE-Spiegel RUNX2 und SOX9

auf mRNA- und Protein-Level beeinflusst.
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3.3.1 Relatives mRNA-Level

Um das mRNA-Level der gesuchten Proteine zu quantifizieren, wurde eine qPCR durchge-
fithrt. Dabei wurden die YWHAE""-CPCs in Relation zu einer CPC-Kontrollgruppe ge-
setzt. Um die Zellmenge der jeweiligen Proben mit einzubeziehen, wurde mit einem House
Keeping Gen (B2M) eine Normalisierung durchgefithrt. Die YWHAE"/-Probe zeigt fiir
alle drei untersuchten mRNA ein signifikant hoheres mRNA-Level als die Kontrollprobe
(Abbildung 7). SOX9 ist dabei um das 2,5-Fache und somit am stéirksten erhoht.
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Abbildung 7: qPCR-Ergebnisse des 2D-Modells.

Das relative mRNA-Level ausgewidhlter Gene der YWHAE*/~-CPCs wurde mit einer CPC-
Kontrollprobe (definiert als Wert 1) verglichen. Das Housekeeping-Gen $2M diente als Ladungs-
kontrolle. n steht fiir die Zahl an Versuchsreplikaten. Die Standardabweichung ist durch | auf den
Balken dargestellt. (*** = P < 0,001)
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3.3.2 Relatives Protein-Level

Mit einem Western Blot wurde das relative Protein-Level der YWHAE""-CPCs mit einer
CPC-Kontrollprobe verglichen. Als Housekeeping-Protein wurde o-Tubulin verwendet.
Dadurch konnte ein Riickschluss auf die Zellmenge gezogen und die Proteinmengen konn-
ten in Relation gesetzt werden. Abbildung 8 zeigt Scans verschiedener Western Blots, die
mit unterschiedlichen Antikérpern inkubiert wurden. Nach statistischer Datenanalyse
ergibt sich eine signifikante Reduktion von YWHAE auf ca. 30% (Abbildung 9). Der hete-
rozygote KO wirkt sich also wie erwartet auf die Synthese des Proteins aus. Die Menge an
SOX9 ist hingegen groB3er, wenn auch statistisch nicht signifikant. RUNX2 zeigt eine statis-
tisch nicht signifikante Reduktion. Die Ergebnisse decken sich mit der Annahme, dass sich

eine Reduktion von YWHAE positiv auf die Chondrogenitit der CPCs auswirken kénnte.
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Abbildung 8: Western Blots des 2D-Modells.

A: Beispiel eines mit Coomassie-Firbelésung gefirbten Western Blots. B: Die Detektion des
RUNX2-Antikérpers dient dem Vergleich des relativen Proteinlevels von CPC-Kontrollprobe und
YWHAE*/~-Probe. C: Mithilfe der Detektion des a-Tubulin-Antikérpers wird eine Ladungskon-
trolle durchgefiihrt. D: Die Ausschnitte der Scans zeigen den Vergleich der SOX9-Proteinlevel, der
in Relation zur Ladungskontrolle mit a-Tubulin gesetzt wurde. E: Hier sind das YWHAE-
Proteinlevel und die Ladungskontrolle mit a-Tubulin dargestellt.
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Abbildung 9: Western-Blot-Ergebnisse des 2D-Modells.

Das relative Protein-Level ausgewihlter Proteine der YWHAE*/~-Probe wurde mit einer CPC-
Kontrollprobe (definiert als Wert 1) verglichen. Das Housekeeping-Gen a-Tubulin diente als La-
dungskontrolle. n steht fiir die Zahl an Versuchsreplikaten. Die Standardabweichung ist durch
auf den Balken dargestellt. (*** = P < 0,001; ns = nicht signifikant)
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3.3.3 Wachstumskurve

Die Wachstumskurve stellt das Wachstum der YWHAE" -CPCs im Vergleich zum
Wachstum einer aus CPCs bestehenden Kontrollgruppe dar. Hier zeigte sich eine deutlich
starkere Teilungsrate der YWHAE""-CPCs. Diese Tendenz war bereits nach 24 Stunden
zu erkennen. Innerhalb von zwei Tagen hatte sich die Anzahl dieser Zellen verdreifacht,
wihrend sich die Anzahl der Zellen der Kontrollgruppe lediglich verdoppelte (Abbildung
10). Ein statistisch signifikanter Unterschied der Zellzahl konnte allerdings lediglich nach

zwei Tagen festgestellt werden.
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Abbildung 10: Wachstumskurve.

Die Wachstumskurve stellt das Wachstum einer CPC-Zellkontrolle im Vergleich zu einer
YWHAE"/~-Probe dar. Es wurden jeweils 48 000 Zellen ausgesit. Die Zellzahl wurde alle 24 Stun-
den per Cellometer gezihlt. Es wurden drei Versuchsreplikate durchgefihrt.
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3.3.4 Scratch Assay

Das Scratch Assay wurde durchgefiithrt, um die Migrationsfahigkeit der Zellen zu beurtei-
len. Dazu wurde per Stempel eine gerade Linie Zellen in einem Well einer 48-Well-Plate
entfernt und tUber 24 Stunden beobachtet. Der Wachstumskurve ist zu entnehmen, dass
sich die Anzahl keiner der beiden Zelltypen innerhalb eines Tages verdoppelte. Somit ist
davon auszugehen, dass ein Verschluss der entstandenen Linie nicht alleine durch Zelltei-

lung entsteht.

Wie in den anderen Versuchen ist auch hier der Vergleich der YWHAE"/"-CPCs mit einer
CPC-Kontrollgruppe wichtig. Bei beiden Zellkulturen ist zweifelsfrei eine Migration er-
kennbar, die zu einem kontinuierlichen SchlieBen der entstandenen zellfreien Liicke fihrt
(Abbildung 11). Allerdings zeigen die YWHAE""-CPCs bereits nach 6 Stunden eine leicht
starkere Migration. Diese setzt sich fort, sodass nach 12 Stunden keine Liicke mehr zu er-
kennen ist. Die Zellen der Kontrollprobe haben zu diesem Zeitpunkt die Liicke ebenfalls
geschlossen, allerdings ist sie noch sichtbar. Nach 24 Stunden ist in beiden Proben keine
Liicke mehr vorhanden. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und zeigte jeweils ahnliche

Ergebnisse.
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CPC-Kontrolle

Abbildung 11: Scratch Assay.

Zellkulturen einer CPC-Kontrolle und einer YWHAE*/~-Probe in 5-facher VergréBerung jeweils 0,
0, 12 und 24 Stunden nach der Nutzung des Stempels. (n=3)



3 Ergebnisse 50

3.3.5 Migration Assay

Dieser Versuch kontrolliert die Fahigkeit der Zellen, eine semipermeable Membran zu pas-
sieren, und soll einen weiteren Aufschluss iiber das Migrationsverhalten geben. Die
YWHAE""-CPCs wurden mit einer aus CPCs bestehenden Kontrollprobe verglichen. Die

Migration wurde nach 12 Stunden mit einem fluoreszierenden Marker iiberpriift.

Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Proben feststellbar. Die Werte unter-
liegen einer relativ hohen Schwankung. Der Versuch belegt, dass der YWHAE""-KO kei-
nen signifikanten Einfluss auf das Migrationsverhalten der Zellen hat. Beide Zelllinien sind

in vitro in der Lage, durch eine semipermeable Membran zu migrieren.

3.4 Ergebnisse der YWHAE"/~-3D-Kultur

Die CPCs, die fiir 28 Tage in Alginatkugeln kultiviert wurden, wurden nicht nur auf die
bereits genannten regulatorischen Proteine, sondern auch auf Bestandteile der ECM
(COL1, COL2, ACAN) untersucht. Es zeigte sich, dass die Zellen wihrend dieser 28 Tage
in der Lage sind, innerhalb der dreidimensionalen Struktur eine ECM aufzubauen. Dies
erlaubt eine deutlich bessere Simulation sowie realistischere Riickschliisse auf die mogli-
chen Auswirkungen des KOs in vivo. In den folgenden Versuchen wurde jeweils eine

YWHAE" -Probe mit einer aus CPCs bestehenden Kontrollprobe verglichen.

3.4.1 Histologische Bilder der Alginatkultur

Die in Alginat kultivierten CPCs wurden fixiert und mit verschiedenen Antikérpern inku-
biert (Abbildung 12). So kénnen in einer 40-fachen VergroBerung Riickschliisse auf die
vorhandene Menge an bestimmten Proteinen gezogen werden. Allerdings sind die Auf-
nahmen nur ein kleiner Ausschnitt des Gesamtbildes und sollen deshalb nur als Unterstiit-
zung des Western-Blot-Ergebnisses dienen. Das linke Bild in der ersten Reihe zeigt eine
mit Hdmatoxylin-Eosin (HE) gefirbte Alginatkugel in 4-facher Vergroflerung. Deutlich
sichtbar sind Zellkerne, die in Alginat eingebettet sind. Thre direkte Umgebung ist nicht
getirbt, da das Zytoplasma beim Waschen entfernt wird. Das rechte Foto der ersten Reihe

ist eine Negativkontrolle, in der lediglich die Zellkerne angefirbt wurden.

Auf den folgenden Bildern sind die ECM-Bestandteile COL1 und COL2 mit spezifischen
Antikérpern und Chromatogen angefirbt. Die Ausschnitte zeigen, dass beide Kollagene
sowohl in unverinderten CPCs als auch in der YWHAE " -Kultur vorkommen. Wihrend

bei COL2 kein Unterschied zu sehen ist, wurde in diesem speziellen Ausschnitt mehr

COL1 in der YWHAE" " -Kultur detektiert.
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HE-Ubersicht Negativkontrolle
4-fache VergréBerung 40-fache VergroBerung
CPC-Kontrolle COI.1 YWHAE*/-
40-fache VergroBlerung AK 40-fache VergréB3erung
z <
Sy ‘ ® [
p v
g & @ pu -
[ ]
3
CPC-Kontrolle COIL.2 YWHAE*/
40-fache VergréB3erung AK 40-fache VergréBerung

Abbildung 12: Histologische Fotografien der Alginatkultur.

Die erste Reihe zeigt eine Ubersicht einer Alginatkugel mit CPCs in 4-facher VergréBerung und
eine Negativkontrolle ohne Protein-AK in 40-facher Vergroflerung. Die anderen Bilder (40-fache
VergroBerung) stellen angefirbte relevante Proteine in einer Alginatkugel dar. Die Zellkerne sind
jeweils mit Lichtgriin angefirbt. (Abkiirzungen: HE-Firbung — Hidmatoxylin-Eosin-Firbung, AK —
Antikbrper)
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3.4.2 Relatives mRNA-Level

Per qPCR wurde eine relative Quantifizierung der mRNA-Menge durchgefiithrt. Zusitzlich
zu den im 2D-Versuch detektierten mRNA von YWHAE, RUNX2 und SOX9 wurden
hier auflerdem die ECM-Bestandteile COL1, COL2 und ACAN berticksichtigt. Im Gegen-
satz zum 2D-Modell fillt im 3D-Modell generell eine signifikant geringere mRNA-Menge
in der YWHAE" " -Probe auf. Wie in Abbildung 13 zu erkennen, sind lediglich von SOX9
und COL2 mehr als 50% der mRNA-Menge der Kontrollprobe detektiert worden. Ein

Einfluss des Knockouts auf die gesamte mRNA-Produktion ist nicht auszuschlieBen.
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Abbildung 13: qPCR-Ergebnisse des 3D-Modells.

Das relative mRNA-Level ausgewihlter Gene der YWHAE*/~-CPCs in Relation zu einer CPC-
Kontrollprobe (definiert als Wert 1). Beide Proben wurden 28 Tage im 3D-Modell kultiviert. Das
Housekeeping-Gen B2M dient als Ladungskontrolle. n steht fiir die Zahl an Versuchsreplikaten.
Die Standardabweichung ist durch - auf den Balken dargestellt. (*** = P < 0,001; ** = P < 0,01)
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3.4.3 Relatives Protein-Level

Die Protein-Level der YWHAE""-CPCs, die 28 Tage in Alginatkugeln kultiviert wurden,
wurden mit denen einer Kontrollprobe, bestehend aus ebenfalls in Alginat kultivierten
CPCs, verglichen. Durch die Quantifizierung des House-Keeping-Proteins a-Tubulin wird
eine relative Mengenangabe der anderen Proteine moglich. Beispiele der Western Blots und
der verschiedenen Antikérper-Detektionen sind in Abbildung 14 dargestellt. Analog zum
Ergebnis des Western Blots des 2D-Versuches zeigen sich eine signifikante Reduktion von
YWHAE (auf ca. 30%, Abbildung 15) sowie ein héheres SOX9-Level und ein niedrigeres
RUNX2-Level. Hier sind beide Unterschiede zur Kontrolle statistisch signifikant. Somit

wird in diesem Versuch die gewiinschte Tendenz der Regulatoren deutlich.

Allerdings sind weder das COL1- noch das COL2-Level relevant beeinflusst. Ein statistisch
signifikanter Unterschied konnte nicht festgestellt werden. Im Rahmen der Versuche zeigte
sich eine leichte Reduktion beider Proteine. Da kein geeigneter Antikoérper fiir ACAN vor-

lag, konnte das Protein-Level nicht quantifiziert werden.
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Abbildung 14: Western Blots des 3D-Modells.

a-Tub

A: Beispiel eines Western Blots. B: Die Detektion des SOX9-Antikérpers dient dem Vergleich des
relativen Proteinlevels. C: Mithilfe der Detektion des a-Tubulin-Antikérpers wird eine Ladungskon-
trolle durchgefithrt. D: Die Ausschnitte der Scans zeigen den Vergleich der YWHAE-Proteinlevel,
der mit der Ladungskontrolle durch «-Tubulin in Relation gesetzt wurde. E: Hier sind das RUNX2-

Proteinlevel und die Ladungskontrolle mit a-Tubulin dargestellt. F: Der Scan zeigt die COL1-
Proteinlevel. Da dieser Western Blot mit dem Bio-Rad-V3-Workflow durchgefiihrt wurde, ist keine
Ladungskontrolle mit «-Tubulin nétig. G: Der Scan zeigt die COL2-Proteinlevel. Er wurde eben-
falls mit dem Bio-Rad-V3-Workflow durchgefiihrt.
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Abbildung 15: Western-Blot-Ergebnisse des 3D-Modells.

Das relative Protein-Level ausgewihlter Proteine der YWHAE*®/~-CPCs ist hier in Relation zu einer
CPC-Kontrollprobe (definiert als Wert 1) gesetzt. Das Housekeeping-Gen a-Tubulin dient als La-
dungskontrolle. n steht fiir die Zahl an Versuchsreplikaten. Die Standardabweichung ist durch
auf den Balken dargestellt. (* = P < 0,05; ns = nicht signifikant)
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3.5 Knorpelschnitte

Die Knorpelschnitte stammen aus unterschiedlichen Bereichen des Knorpels desselben
Patienten. Dies erlaubt einen aussagekriftigen Vergleich zwischen gesunden und osteoarth-
ritischen Knorpelproben. Histologische Bilder dieser Knorpelschnitte wurden mit
YWHAE-Antikérper angefirbt (Abbildung 16). In beiden Fillen ist YWHAE in den Zell-
kernen zu finden. Auf diesen Bildern sind vor allem die Zellkerne in oberen Schichten an-
gefirbt. Da es sich allerdings nur um eine Probe handelt und keine Quantifizierung durch-
gefithrt wurde, kann kein Ruckschluss auf die Verteilung gezogen werden. Dennoch wird
mithilfe der Bilder deutlich, dass YWHAE in vivo sowohl im gesunden als auch im er-

krankten, histologisch verinderten Knorpel zu finden ist.
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Abbildung 16: Histologische Bilder der Knorpelschnitte.

Die Negativkontrolle ohne AK bildet den Vergleich zwischen gesundem und osteoarthritischem
Knorpel ab. Im gesunden und im osteoarthritischen Knorpel ist YWHAE in der oberflichlichen
Schicht vor allem in den Zellkernen zu finden. Zu erkennen ist die aufgrund der katabolen Prozesse

der OA verinderte Oberflachenstruktur.
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4 Diskussion

Osteoarthrose ist eine weltweit weit verbreitete, chronische Gelenkerkrankung, die vor
allem dltere Menschen betrifft. Die Erkrankung fithrt durch katabole Prozesse im Knorpel-
gewebe zu Schmerzen und Verlust der Beweglichkeit. Nach anfinglicher Behandlung mit
Analgetika ist im spiteren Stadium héufig eine operative Therapie in Form einer Gelenk-
prothese die einzige Option. Das korpereigene Ersatzgewebe enthilt deutlich weniger
COL2 als gesundes Gewebe und zeigt keine physiologische Proteinzusammensetzung und
Funktionsfihigkeit. CPCs, lokale Progenitorzellen, die durch eine mdégliche Manipulation
regulativer Transkriptionsfaktoren (SOX9, RUNX?2) iiber ein erhohtes chondrogenes Po-
tenzial verfigen und mehr COL2 synthetisieren, kénnten in der Zelltherapie gegen OA
eingesetzt werden. Da eine direkte Manipulation dieser Transkriptionsfaktoren viele Ne-

benwirkungen hat, bietet sich eine Manipulation von Kofaktoren an.

Das ubiquitir vorkommende Protein YWHAE wurde in CPC-Kulturen nachgewiesen und
dort als Interaktionspartner von SOX9 identifiziert (Cing6z 2015). Dariiber hinaus fithrt
YWHAE durch die Bindung an CD13 auf der Membran von Chondrozyten zur Freiset-
zung von katabolen Faktoren wie MMP-3 und MMP-13 (Priam et al. 2013; Nefla et al.
2015). CD13 wurde auch an der Membran von CPCs identifiziert (Koelling et al. 2009).
Unter anderem deshalb wurde YWHAE als potenziell relevantes Protein im Stoffwechsel
der CPCs eingestuft. Allerdings muss bei den Uberlegungen berticksichtigt werden, dass es
sich bei CPCs um einen anderen Zelltyp als bei Chondrozyten handelt und so nicht sicher

davon ausgegangen werden kann, dass dieselben YWHAE-induzierten Effekte eintreten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des Proteins YWHAE im Stoffwechsel der
CPCs untersucht und hier vor allem sein Einfluss auf das chondrogene Potenzial der CPCs.
Da YWHAE in Chondrozyten die Chondrogenitit negativ beeintrichtigt, wurde per
CRISPR/Cas9-Methode ein Knockout durchgefiihrt, um die Chondrogenitit der CPCs zu
erhohen. Der Versuch, einen homozygoten Knockout herzustellen, schlug fehl. Die Aus-
wirkungen des heterozygoten Knockouts (YWHAE™") wurden in zweidimensional in Fla-

schen und in dreidimensional in Alginat kultivierten CPCs untersucht.

In zweidimensional kultivierten CPCs wurden per qPCR und Western Blot die Protein-
und mRNA-Level von wichtigen Regulatoren (SOX9, RUNX2) ermittelt. AuBerdem wur-
den die Zellen in ihrer Teilungs- und Migrationsfihigkeit beurteilt. Im Falle des 3D-
Versuches wurden per qPCR und Western Blot neben den genannten Regulatoren auch

Anderungen der Menge an ECM-Bestandteilen (COL1, COL2, ACAN) bewertet. Histolo-
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gische Schnitte der Alginatkugeln mit den darin enthaltenen CPCs wurden mit Anti-
korpern inkubiert und fotografiert. Dadurch konnten weitere Riickschlisse auf die Pro-
teinmengen gezogen werden. Aullerdem wurden Knorpelproben mit YWHAE-Antikérper

gefirbt, um das Vorkommen in vivo zu untersuchen.

4.1 YWHAE im Knorpel

Um zu bestitigen, dass YWHAE im Knorpel vorkommt, wurden Knorpelschnitte angefer-
tigt. Diese mit YWHAE-AK gefirbten Knorpelschnitte erlauben einen Vergleich zwischen
gesundem und osteoarthritischem Knorpel (Kap. 3.5). Da beide Proben von demselben
Patienten stammen, kann davon ausgegangen werden, dass sich die Bedingungen aus-
schlieBlich durch die OA verindert haben. Offenbar befindet sich auch bei OA viel
YWHAE in den Zellkernen. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung, dass bei
einer Kompression des Gewebes bei OA YWHAE freigesetzt wird (Priam et al. 2013).
Auch in diesem Fall kénnte durch die beschidigte Oberfliche des Knorpels mehr Druck
auf das Gewebe ausgetibt werden und somit vielleicht im spiteren Verlauf YWHAE freige-
setzt werden. Die Schnitte sind ein weiterer Hinweis darauf, dass YWHAE im Fortschrei-

ten der OA eine Rolle spielt.

4.2 Homozygoter YWHAE-Knockout

Um den Einfluss von YWHAE auf CPCs zu erforschen, war geplant, einen homozygoten
KO des YWHAE-codierenden Gens in CPCs durchzufthren. So hitten die Auswirkungen
eines vollstindigen Fehlens des Proteins beurteilt werden konnen. Dazu bietet sich das
CRISPR/Cas9-Verfahren an, mit dem ein sequenziertes Zielgen schnell und effizient ent-
fernt werden kann (Jinek et al. 2012). In einem KO-Screening wurde im Anschluss aller-
dings in allen Zellkulturen die YWHAE codierende DNA-Sequenz identifiziert. Zusitzlich
wurde YWHAE in einer Zelllinie per Western Blot nachgewiesen (Kap. 3.1). Wie schon bei
zwei fritheren Experimenten der Arbeitsgruppe ist es also nicht gelungen, einen homozy-

goten YWHAE-KO in CPCs herzustellen.

Mboglicherweise sind CPCs ohne YWHAE nicht in vitro kultivierbar. Es wire denkbar, dass
regulative Mechanismen in CPCs einen homozygoten Knockout verhindern. Da sich
YWHAE in nahezu allen Geweben nachweisen lisst (Celis et al. 1990), liegt unter Einbe-
ziehung der Ergebnisse jedoch die Vermutung nahe, dass YWHAE ein essenzielles Gen in
CPCs ist, so dass CPCs ohne das Protein nicht tiberleben konnen. YWHARE ist wichtig fiir

intrazellulire Prozesse wie den Zellzyklus, die Zelladhidsion, die Signaltransduktion und die
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Apoptose (Fu et al. 2000). Eine der Ursachen fiir den nicht méglichen homozygoten KO
in CPCs konnte die Funktion von YWHAE im Mechanismus der Apoptose sein. YWHAE
inhibiert das die Apoptose férdernde BAD-Protein (Zha et al. 1996). AuBBerdem beeinflusst
YWHAE durch Aktivierung des znsulin-like growth factor I receptor (IGFIR; Craparo et al.
1997) den insulin-like growth factor I 1GFI)-Signalweg, der ebenfalls bei der Apoptose (Zha et
al. 1996) und zusatzlich im Zellzyklus (LeRoith et al. 1995) von Bedeutung ist. YWHAE
interagiert dartiiber hinaus mit der DNA-Topoisomerase Ila, die an der Zellproliferation

und dem Uberleben von Zellen beteiligt ist (KKurz et al. 2000).

Diese und andere (evtl. auch noch nicht entdeckte) Faktoren kénnten dazu fihren, dass
CPCs mit einem homozygoten YWHAE-Knockout in Kultur entweder nicht wachsen oder
nach kurzer Zeit sterben. Hier sind weitere Untersuchungen ndtig, um die Abhingigkeit

der CPCs von YWHAE zu bestitigen.

4.3  Einfluss des heterozygoten YWHAE-Knockouts auf die CPCs

Der YWHAE" -KO konnte per Sequenzierung verifiziert werden. Die Reduktion des
Proteins innerhalb der Zelllinie wurde auf Proteinebene detektiert (Kap. 3.3.2, Kap. 3.4.3)
und daraus resultierende Auswirkungen auf mRNA- und Proteinlevel relevanter Proteine

des chondrogenen Stoffwechsels wurden erforscht.

4.3.1 Einfluss auf die Regulatoren SOX9 und RUNX2

Der Einfluss des YWHAE" -KOs auf die regulatorisch agierenden Proteine SOX9 und
RUNX2 wurde sowohl bei CPCs der 2D- als auch der 3D-Kultur auf mRNA- und Protein-

level getestet.

Zunichst wurden die mRNA-Level von YWHAE, RUNX2 und SOX9 der in 2D-Kultur
angesetzten Zellen der YWHAE"/"-Probe mit denen einer Kontrollgruppe verglichen. Hier
fallt eine signifikant erhchte mRNA-Menge aller drei untersuchten mRNAs auf (Kap.
3.3.1). Erwartet worden war bei YWHAE eine Reduktion, da durch den heterozygoten
Knockout die Ziel-DNA aus einem Chromosom entfernt wurde. Allerdings kann ein sol-
cher Knockout auch durch verschiedene Regulationsmechanismen kompensiert werden
(El-Brolosy und Stainier 2017). Trotzdem scheint eine Erh6hung der mRNA trotz des he-
terozygoten Knockouts unwahrscheinlich. Es fiel auf, dass der ct-Wert des Housekeeping-
Gens B2M der YWHAE""-Probe leicht hoher war als der der Kontrolle. Um einen Fehler
bei der Normalisierung auszuschlieSen, wurden zusitzlich zu B2M weitere Housekeeping-

Gene getestet. Dabei zeigten sechs der sieben zusitzlich getesteten Housekeeping-Gene ein
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ahnliches Ergebnis. Da diese Gene viele unterschiedliche Prozesse regulieren bzw. beein-
flussen, ist es unwahrscheinlich, dass alle von YWHAE reguliert werden. Beispielsweise
spielt die Glycerinaldehy-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) in der Glykolyse eine Rol-
le, wihrend es sich bei dem Protein 60s riobosomal protein 1.13 (RPL13) um ein ribosomales
Protein handelt. Die peptidyiproly! isomerase A (PPIA) hingegen faltet Proteine. Somit ist eher
davon auszugehen, dass es bei der Normalisierung nicht zu einem Fehler kam. Es konnte
nicht geklart werden, warum trotz des heterozygoten KOs mehr YWHAE-mRNA vorhan-

den ist.

Der 2D-Western Blot (Kap. 3.3.2) zeigt im Hinblick auf die Menge des Proteins YWHAE
das erwartete Ergebnis der Reduktion. Die Probe enthilt nur noch ca. 30% der Menge des
Proteins im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Anderung ist signifikant und verifiziert
somit das Vorliegen eines heterozygoten Knockouts. Die Vermutung, dass im Rahmen der
2D-Versuche die Menge an SOX9 durch die YWHAE-Reduktion erhéht wird, hat sich
nicht in statistisch signifikanter Hohe bestitigt. Gleichzeitig ist auch die Menge an RUNX2
nicht statistisch signifikant reduziert. Vermutet worden war eine Reduktion durch eine
mogliche Interaktion von RUNX2 mit YWHAE bzw. bei einer signifikanten SOX9-
Reduktion aufgrund des RUNX2/SOX9-Antagonismus. Erkennbar sind zumindest Ten-

denzen in diese Richtung.

Die qPCR der in Alginatkultur angesetzten CPCs lieferte unter anderem Ergebnisse fiir
YWHAE, SOX9, RUNX2. Von allen liegt in den YWHAE"-CPCs der 3D-Kultur signifi-
kant weniger mRNA als in der Kontrollprobe vor (Kap. 3.4.2). Da sowohl die Kontrolle als
auch die YWHAE" -Probe fiir 28 Tage in Alginat kultiviert wurden, kann dieser Unter-
schied nicht im Zusammenhang mit der Alginatkultur stehen. Allerdings konnte der
YWHAE""-KO im 3D-Modell natiirlich andere Auswirkungen auf die CPCs haben als im
2D-Modell. Hier sei erwihnt, dass in Alginat kultivierte CPCs sich nicht teilen und in der

GO0-Phase verweilen.

Die Ergebnisse des Western Blots der 3D-Zellen sind im Rahmen der regulatorischen Pro-
teine vielversprechend (Kap. 3.4.3). Die signifikante Reduktion von YWHAE hat eindeutig
Einfluss auf die Menge der Proteine SOX9 und RUNX2. SOX9 ist im Vergleich zur Kon-
trolle signifikant, um das 1,5-Fache, erhoht. Die bereits bekannte Interaktion zwischen
YWHAE und SOX9 (Cing6z 2015) stellt sich also in CPCs als Inhibition da. Eine Reduk-
tion von YWHAE fihrt zu einer erh6hten Synthese von SOX9. Der Signalweg bzw. die
Form der Interaktion und mogliche Bindungsstellen konnten hier nicht untersucht werden

und wiren mdgliche Inhalte weiterer Forschungsprojekte. RUNX2 hingegen zeigt eine
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signifikante Reduktion auf lediglich 20% der Proteinmenge der Kontrollgruppe. Dieser
Effekt kommt wahrscheinlich durch den Antagonismus zwischen SOX9 und RUNX2 zu-
stande. Fine Steigerung der SOX9-Menge fuhrt in CPCs zur Reduktion der RUNX2-
Menge (Koelling et al. 2009). Dennoch ist ein zusitzlicher Einfluss von YWHAE auf
RUNX2 oder seine Regulatoren denkbar.

Gegenstand weiterer Untersuchungen konnte sein, warum sich sowohl die gPCR- als auch
die Western-Blot-Ergebnisse des 2D- von denen des 3D-Modells unterscheiden. Wahrend
im 2D-Versuch alle untersuchten mRNAs stirker synthetisiert wurden, zeigte sich im 3D-
Versuch genau das Gegenteil. Die signifikanten Verinderungen der Proteinlevel von
RUNX2 und SOX9 konnten lediglich im 3D-Versuch detektiert werden. Die CPCs befin-
den sich in den Modellen in stark unterschiedlichen Umgebungen. Im 2D-Modell wachsen
sie in Standardmedium flach auf der Plastikoberfliche der Zellflasche. Sie teilen sich und
bleiben mit den anderen CPCs in direktem Kontakt. Im 3D-Modell hingegen sind die
CPCs raumlich durch das Alginat getrennt, teilen sich nicht und befinden sich in einem
speziellen Medium. Dadurch stehen die CPCs unter deutlich unterschiedlichen externen
Einflussen, die Auswirkungen auf Transkription und Translation haben. Die fehlende Zell-
teilung und dadurch bedingte Persistenz der in Alginat kultivierten CPCs in der GO-Phase
des Zellzyklus stellt einen moglicherweise entscheidenden Unterschied dar. Eine Reduktion
von YWHAE koénnte in Abhingigkeit vom Zustand der jeweiligen CPCs unterschiedliche
Auswirkungen haben. YWHAE interagiert einerseits mit vielen zellzyklusabhingigen Fak-
toren und wird andererseits auch von diesen beeinflusst (Fu et al. 2000; Tzivion und
Avruch 2002). Zum Beispiel interagiert YWHAE im Zytoplasma mit dem p27-Protein
(Fujita et al. 2002), einem Inhibitor des Zellzyklus. Die Verfiigharkeit von p27 schwankt
wihrend der unterschiedlichen Phasen dieses Zellzyklus (Soos et al. 1996). Wenn die Zelle
sich in der G0-Phase befindet, bindet viel p27 im Zellkern an ¢yclin dependent kinases (Deng
et al. 2004). Somit konnte vermutet werden, dass eine Reduktion von YWHAE in den ver-
schiedenen Zellzyklusphasen verschiedene Auswirkungen hat, da unterschiedliche Mengen
von Proteinen um die Interaktion mit YWHAE konkurrieren. AuBlerdem wurde nachge-
wiesen, dass RUNX2 in Pri-Osteoblasten zellzyklusabhingig exprimiert wird (Pratap et al.
2003; Galindo et al. 2005). Eine dhnliche Regulation ist auch in CPCs nicht auszuschlie3en.

Grundsatzliche Uberlegungen zur fehlenden Korrelation zwischen den qPCR- und Wes-

tern-Blot-Ergebnissen werden in Kapitel 4.3.3 angestellt.
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4.3.2 Chondrogenes Potenzial der CPCs

Die Manipulation der Regulatoren SOX9 und RUNX2 durch die YWHAE-Reduktion deu-
tet auf ein besseres chondrogenes Potenzial der YWHAE ™ "-CPCs hin. Weitere Hinweise
auf dieses chondrogene Potenzial der CPCs konnten durch die Kontrolle der Synthese-
menge der ECM-Bestandteile COL1, COL2 und ACAN gefunden werden. Die ECM von
gesundem Knorpelgewebe ist vor allem von COL2 geprigt, enthilt viel ACAN und kaum
COL1 (Kuettner 1992). Eine hohe COL1-Konzentration hingegen ist charakteristisch fiir
osteoarthritisches Knorpelgewebe (Miosge et al. 1998; Miosge et al. 2004).

Die mRNA-Mengen von COL1, COL2 und ACAN der YWHAE™"-CPCs im 3D-Modell
zeigen eine signifikante Reduktion im Vergleich zur Kontrolle (Kap. 3.4.2). Hier war eine
erste Tendenz zu erkennen, dass evtl. keine erhohte Synthese von COL2 und ACAN statt-
gefunden hat. Allerdings ist eine geringere mRNA-Menge kein verldsslicher Indikator fur
eine niedrigere Proteinsynthese. Zum Beispiel konnte eine Erhohung des SOX9-
Proteinlevels trotz signifikant reduzierter mRNA festgestellt werden. Auf die fehlende Kor-

relation der qPCR- und Western-Blot-Ergebnisse wird in Kapitel 4.3.3 eingegangen.

Im Western Blot der in Alginat kultivierten YWHAE""-CPCs konnte weder die erhoffte
signifikante Erh6hung des Proteinlevels von COL2 noch die erhoffte signifikante Redukti-
on des Proteinlevels von COL1 im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden (Kap. 3.4.3).
Die mikroskopischen Bilder der histologischen Schnitte unterstitzen die Ergebnisse (Kap.
3.4.1). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein heterozygoter Knockout von YWHAE
nicht in der Lage ist, die Chondrogenitit der CPCs positiv zu beeinflussen. Denn obwohl
regulatorisch ein positiver Effekt zu erkennen ist, synthetisieren die YWHAE""-CPCs
keine erhohte Menge an chondrogenen Markern. Da von ACAN keine Western-Blot-
Ergebnisse vorliegen, kann keine abschlieBende Aussage zur Synthese dieses Proteins ge-

troffen werden.

Es stellt sich nun die Frage, warum trotz der erwiesenen Korrelation zwischen SOX9 und
COL2 (Bell et al. 1997; Lefebvre et al. 1997) mit der signifikanten Erhéhung von SOX9
keine signifikante Erhohung von COL2 einhergeht. Die Korrelation zwischen SOX9- und
COL2-Mengen konnte auch in CPCs in 3D-Kultur nachgewiesen werden (Koelling et al.
2009), allerdings wurde in dieser Studie das SOX9- bzw. RUNX2-Level direkt per Knock-
down beeinflusst. Ein dhnlich ausbleibender Effekt einer Manipulation von SOX9 auf die
Chondrogenitit der CPCs zeigte sich in einer anderen Untersuchung der Arbeitsgruppe.
Die Stimulation von TGF-3 (Zissue growth factor ) - und EGF (epidermal growth factor) -Signal-

wegen in CPCs fihrte zu einer gesteigerten SOX9-Produktion und hatte eine positive
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Auswirkung auf die Menge an COL2-mRNA, steigerte allerdings auch die COL1- und
COL10-mRNA-Synthese (Janssen et al. 2018).

Die Interaktion zwischen SOX9 und COL2 wurde bis jetzt vor allem in Chondrozyten
untersucht. Dort wurden verschiedene Prozesse entdeckt, die eine direkte positive Korrela-
tion zwischen SOX9 und COL2 in Frage stellen. SOX9 hat verschiedene Auswirkungen
auf COL2. So konnte nachgewiesen werden, dass eine starke Uberexpression in Chondro-
zyten Uber eine Bindung von SOX9 an einen Promotor zur Inhibition der COL2-Synthese
tihrt. Zusitzlich spielen In-vitro-Faktoren wie Differenzierung und Passage der Zellen bei
der Interaktion von SOX9 und COL2 eine Rolle (Kypriotou et al. 2003). Obwohl durch
den heterozygoten YWHAE-KO nur eine 1,5-fache Uberexpression von SOX9 bewirkt
wurde, sollten diese moglichen Interaktionswege von SOX9 mit COL2 auch als Ursache
fiir die nicht erhShte Produktion von COL2 in YWHAE" -CPCs in Betracht gezogen
werden. Die Erhohung des chondrogenen Potenzials kann auBlerdem mit zwei weiteren
SOX-Proteinen (SOX5, SOX06) in Zusammenhang stehen. Die Interaktion von SOX9 mit
SOX5 und SOXG6 fithrt in Chondrozyten und undifferenzierten mesenchymalen Zellen zur
stirkeren Aktivierung von COL2 (Lefebvre et al. 1998; Stokes et al. 2001). Ein moglicher
Einfluss von YWHAE auf diese beiden Kofaktoren kénnte also die Chondrogenitit der
CPCs reduzieren. Zum Nachweis dieses Einflusses sollte die Rolle von SOX5 und SOX6
in CPCs sowie der Interaktion zwischen diesen beiden Faktoren und YWHAE Gegenstand

von weiteren Untersuchungen sein.

Die signifikante Reduktion von RUNX2 hat anscheinend auch keine signifikanten Auswir-
kungen auf die Synthese der getesteten chondrogenen Marker in den YWHAE""-CPCs,
obwohl in verschiedenen Studien belegt wurde, dass RUNX2 einerseits die Freisetzung von
katabolen Faktoren erh6ht (Wang et al. 2004; Kamekura et al. 2006) und andererseits zur
osteogenen Differenzierung von mesenchymalen Zellen fithrt (Ducy et al. 1997). Allerdings
steht die osteogene Differenzierung nicht in direkter Korrelation zur Menge an RUNX2,
sondern zum Anteil an aktiviertem RUNX2 (Shui et al. 2003). Eine chondrogene Differen-
zierung von Stammzellen ist ohne RUNX2 jedoch auch nicht méglich (Chen et al. 2011).
Somit kénnte eine zu starke Reduktion von RUNX2 wiederum negative Auswirkungen auf
das chondrogene Potenzial haben. Bei den genannten Studien handelt es sich allerdings um
Untersuchungen in Chondrozyten oder mesenchymalen Stammzellen (MSC) und nicht in
CPCs. Gegenstand weiterer Untersuchungen sollten die genaue Wirkungsweise von
RUNX2 in CPCs sowie eine mdglicherweise direkte Interaktion zwischen YWHAE und
RUNX2 bzw. einem Kofaktor sein.
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In den Western Blots dieser Arbeit wurde lediglich die Menge von RUNX2 und SOX9
detektiert und nicht, ob diese Proteine aktiviert bzw. phosphoryliert vorliegen. Es wire also
denkbar, dass in YWHAE"/"-CPCs lediglich mehr SOX9 und RUNX2 synthetisiert, jedoch
nicht aktiviert wird. Somit hitte die erhohte Proteinkonzentration moglicherweise keinen
bzw. einen geringen Einfluss auf die Synthese der chondrogenen Marker. Fir SOX9 und
RUNX2 wurde beispielsweise eine Aktivierung durch Phosphorylierung nachgewiesen
(Huang et al. 2000; Shui et al. 2003). Weitere Untersuchungen sollten sich mit der Relevanz

und dem Vorliegen einer solchen Phosphorylierung beschiftigen.

Im Gegensatz zur direkten Manipulation von SOX9 oder RUNX2 hat die Beeinflussung
eines Kofaktors wie z. B. von YWHAE wahtscheinlich noch andere, derzeit nicht bekannte
Effekte auf die CPCs. Da CPCs erst seit Kurzem Gegenstand der Forschung sind, wurde
auch der Einfluss von YWHAE auf CPCs noch nicht untersucht. Die meisten Studien
konzentrierten sich bisher auf den Einfluss auf Chondrozyten (Priam et al. 2013; Nefla et
al. 2015). Gegenstand weiterer Untersuchungen sollte sein, ob in CPCs wie in Chondrozy-
ten eine durch YWHAE hervorgerufene Aktivierung von MMPs stattfindet. In Chondrozy-
ten findet diese mithilfe des CD13-Rezeptors, der auch an der Membran von CPC zu fin-
den ist (Koelling et al. 2009), statt (Nefla et al. 2015). Bei Verletzung des Knorpelgewebes
wurden CPCs mit, im Vergleich zu Chondrozyten, erhéhtem Level an Metalloproteasen
(z. B. MMP3, MMP13, ADAMTS4) nachgewiesen (Seol et al. 2012). Es ist allerdings nicht
geklirt, wie dieses Level zustande kommt. Sollte ein iber YWHAE vermittelter Mechanis-
mus auch bei CPCs auftreten, stellt sich die Frage, wieso der vorliegende YWHAE"-KO
nicht durch eine geringere Aktivierung von MMPs zu einem hoéheren COL2-Level fiihrt.
Im Rahmen des 3D-Modells kénnten sich Unterschiede des Abbaus von COL2 durch
MMPs in den Western-Blot-Ergebnissen zeigen.

Da 14-3-3-Proteine auf verschiedene Signalwege wirken, konnte einer dieser Signalwege
Auswirkungen auf die Chondrogenitit der CPCs haben. Als Ursache denkbar wire die In-
teraktion zwischen YWHAE und IGFIR. Ist dieser Rezeptor phosphoryliert, bindet
YWHAE an ihn und fiihrt in der Folge zu einer gesteigerten Aktivierung (Craparo et al.
1997). IGFI erhoht die Chondrogenitit von Chondrozyten, indem er die Produktion von
COL2 und Proteoglykanen (z. B. ACAN) erhoht und die von COL1 senkt (Madry et al.
2001; Fortier et al. 2002). Demzufolge ist denkbar, dass die Reduktion von YWHAE die
CPCs negativ in ihrer Chondrogenitit beeinflusst, da die Aktivitit des IGFIR reduziert und
somit die Sensitivitit fir IGFI erniedrigt wird. Um diese Hypothese zu belegen, wiren wei-

tere Versuche nétig, die diese Effekte auch bei CPCs nachweisen.
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4.3.3 Korrelation zwischen mRNA- und Proteinmenge

Auffallig sind die sowohl im 2D- als auch im 3D-Modell nicht korrelierenden mRNA- und
Proteinmengen. Weder lief sich von einer erhdhten mRNA-Menge auf eine gesteigerte
Proteinsynthese noch von einer erniedrigten mRNA-Menge auf eine reduzierte Proteinsyn-
these schliefen. Zu beachten ist, dass hier viele verschiedene Faktoren (regulatorische RNA
und Proteine, Codon Bias, Menge an Ribosomen, Protein Halbwertszeit) beteiligt sind und
sicher nicht immer von einer direkten Korrelation ausgegangen werden kann (Maier et al.
2009). AuBBerdem spielen Faktoren wie der Zellzyklus und die Lokalisation der mRNA eine
Rolle (Greenbaum et al. 2003).

Moglich wire, dass die Zellen in einer 2D-Kultur, in der sie nicht lange kultiviert werden,
versuchen, mit gesteigerter mRNA-Produktion auf die Deletion zu reagieren. Dieser Vor-
gang liefe sich méglicherweise durch die genetische Kompensation erkliren, die von vielen
verschiedenen Mechanismen wie DNA-Reparatur oder mRNA gesteuerten Prozessen ab-
hingig ist. Nicht nur auf mRNA-, sondern sogar auf Proteinlevel kénnen so Knockouts
von Gensequenzen kompensiert werden (El-Brolosy und Stainier 2017). Dass das linger
angesetzte 3D-Modell insgesamt eine geringere mRNA-Produktion zur Folge hatte, konnte
dadurch bedingt sein, dass die vielen unterschiedlichen Funktionen von YWHAE durch
den Knockout beeintrichtigt werden. Innerhalb des 3D-Modells verweilen die Zellen in
der GO-Phase und verhalten sich somit anders als die teilungsaktiven Zellen in der 2D-
Kultur. Hier kénnte beispielsweise die bereits erwahnte Interaktion zwischen YWHAE und

p27 von Bedeutung sein.

4.3.4 Teilungsrate und Migrationsfihigkeit der CPCs

In weiteren Experimenten wurden die Teilungsrate und das Migrationsverhalten von CPCs
untersucht. Es ist fiir die therapeutische Nutzung der Zellen relevant, dass sie in der Lage
sind, zu migrieren, um eine gleichmafBig verteilte ECM im Knorpel zu bilden und zu nicht
vaskularisierten Regionen mit katabolem Stoffwechsel zu gelangen (Schminke und Miosge
2014). Aufgrund des Einflusses von YWHAE auf das Heat Shock Protein B6 (Sluchanko
et al. 2013) und auf Vimentin (Tzivion et al. 2000), die an der Regulation bzw. dem Aufbau
des Zytoskeletts beteiligt sind, liegt ein Einfluss des YWHAE " "-KOs auf die Migrations-
tahigkeit nahe.

Zuerst wurde die Teilungsrate der CPCs untersucht, da ein starker Unterschied zwischen
den Teilungsraten der Kontrolle und der YWHAE " -Probe zu falscher Interpretation des

Migrationsverhaltens fihren kénnte. Zellen, die sich deutlich haufiger teilen, konnten als
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besonders bewegungsaktiv beurteilt werden. Die Wachstumskurve zeigt eine vor allem
nach dem ersten Tag stirkere Teilungsrate der YWHAE"/-CPCs (Kap. 3.3.3). Diese kénnte
wiederum auf den Einfluss von YWHAE auf den IGFI-Rezeptor (Craparo et al. 1997)
zurickzufihren sein. IGFI wird mit einer stirkeren Aktivierung des Zellzyklus in Verbin-
dung gebracht (LeRoith et al. 1995). Aulerdem inhibiert YWHAE Cdc25C (ce// divison cycle
phosphatase 25C) eine Phosphatase, die wichtig fiir den Ubergang der Zelle in die Mitose ist
(Dalal et al. 2004). Auch Rafl, ein weiteres Protein, das im Zellzyklus eine Rolle spielt, wird
von 14-3-3-Proteinen beecinflusst (Thorson et al. 1998). Somit konnte eine YWHAE-

Reduktion bewirken, dass die Mitose haufiger stattfindet.

Die Migrationsfihigkeit der YWHARE""-CPCs wurde mit einem Scratch Assay und einem
Migration Assay untersucht. Um die Teilungsrate als Faktor auszuschlieBen, wurden die
Versuche hochstens tiber 24 Stunden beobachtet. Die Ergebnisse des Scratch Assay zeigen
ein stirkeres Migrationspotenzial der YWHAE™-CPCs in vitro (Kap. 3.3.4). Allerdings
handelt es sich hierbei um ein 2D-Modell. Die stirkere Neigung zur Migration kénnte z. B.
durch Verinderung des Zytoskeletts verursacht sein, da YWHAE unter anderem mit Vi-
mentin, einem Bestandteil des Zytoskeletts interagiert (Tzivion et al. 2000). Das Migration
Assay, das die Migration durch eine semipermeable Membran beurteilt, zeigte keinen signi-
fikanten Unterschied in der Migration beider CPC-Kulturen (Kap. 3.3.5). Das Ergebnis
belegt aber, dass die CPCs trotz der Manipulation des Genoms in der Lage sind, zu migrie-
ren, und dies sogar durch eine Membran. Allerdings kann die Aufthebung von Zelladhision
fir die Migration nétig sein (Theveneau und Mayor 2013). Die Zelladhision hat Einfluss
auf 14-3-3 Proteine (Garcia-Guzman et al. 1999). Somit kénnte eine Migration YWHAE ™ -
CPCs anders als unverianderte CPCs beeinflussen. Das sog. Homing, also die Migration der
therapeutisch verwendeten Zellen zum erkrankten Gewebe, wurde zum Beispiel an MSCs
untersucht. Finfluss darauf haben unter anderem das Alter und die Passage der Zellen, die
Kulturbedingungen und die Methode des Einbringens (Sohni und Verfaillie 2013). Es wire
naheliegend, dass diese Faktoren auch CPCs beeinflussen. Bei Vetletzungen des Knorpels
migrieren CPCs, gesteuert von Chemotaxis, zu den verletzen Arealen und bilden dort Er-
satzgewebe (Seol et al. 2012). CPCs im osteoarthritischen Gewebe sollten noch genauer auf
ithre Migrationsfahigkeit und auf die daftr relevanten Faktoren untersucht werden. Denn
auch wenn der YWHAE"-KO die Migration in vitro nicht zu beeinflussen scheint, kénnte

das Homing in vivo beeinflusst sein.
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5  Zusammenfassung

Die Aufgabenstellung bestand darin, den Einfluss von YWHAE auf das chondrogene Po-
tenzial von CPCs zu untersuchen. Kann das chondrogene Potenzial erhéht werden, stellen
CPCs im Falle einer OA eine Option zur Zelltherapie dar. Zuerst wurde versucht, einen
homozygoten YWHAE-Knockout in CPCs zu erreichen. Dieser KO war hier jedoch mit
der CRISPR/Cas9-Methode nicht zu erzielen. Es bleibt offen, ob regulierende Mechanis-
men in CPCs einen KO verhindern oder ob CPCs ohne YWHAE nicht tberlebensfihig
sind. Ein heterozygoter YWHAE-Knockout in CPCS hingegen ist moglich. Aus diesem
resultiert eine Reduktion des Proteins YWHAE auf ca. ein Viertel der Menge einer Kon-
trollprobe. Diese Reduktion beeinflusst die chondrogenen Regulatoren SOX9 und RUNX2
in ihrer Expression. Werden YWHAE"/"-CPCs in Alginat kultiviert, synthetisieren sie sig-
nifikant mehr SOX9 und weniger RUNX2 als unverinderte CPCs. Daraus lasst sich schlie-
Ben, dass YWHAE einen negativen Einfluss auf die Synthese des chondrogenen Regulators
SOX9 und einen positiven Einfluss auf die Synthese des Regulators RUNX2 in CPC-
Kulturen hat. Trotz dieser durch den heterozygoten Knockout hervorgerufenen, vielver-
sprechenden Manipulation der Regulatoren synthetisieren die YWHAE" "-CPCs keine
erhohte Anzahl an chondrogenen Markern wie etwa COL2. Die Menge des osteogenen
Markers COL1 wurde nicht gesenkt. Die vorliegenden qPCR-Ergebnisse fir ACAN zeigen
eine signifikante Reduktion der mRNA-Menge und sind somit ebenfalls nicht vielverspre-
chend. Zusitzlich zeigen histologische Bilder der Alginatkugeln keine auffilligen Verinde-
rungen der chondrogenen Marker. Eine direkte Reduktion von YWHAE scheint also keine

vielversprechende Option zur Verbesserung der Chondrogenitit von CPCs zu sein.

Weitere Studien wiren nétig, um die zusatzlichen Effekte von YWHAE auf CPCs zu er-
forschen, die méglicherweise Einfluss auf die Synthese der ECM haben. Auch die Interak-
tion von SOX9 sowie RUNX2 und YWHAE sollte priziser untersucht werden. Neue Er-
kenntnisse konnten z. B. genutzt werden, um nur die Bindungsstellen von YWHAE an
diese beiden Regulatoren zu blocken, sodass die anderen Wirkungen von YWHAE unbe-
einflusst blieben. Wichtig wire auch die Untersuchung der Interaktion der Regulatoren
SOX9 und RUNX2 mit COL2, um verstehen zu kénnen, warum hier keine Auswirkungen
sichtbar sind. Sollte mithilfe der Beeinflussung der CPCs durch eine Manipulation von
YWHAE oder einem anderen Faktor die Chondrogenitit der CPCs erhoht werden kénnen,
mussten zusitzliche Versuche neben der Detektion von chondrogenen Markern durchge-

fihrt werden, um eine Eignung der verinderten CPCs als Therapieoption zu belegen.
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