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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Osteoarthrose

Osteoarthrose (OA) ist eine multifaktorielle, degenerative Gelenkerkrankung und
weltweit eine der haufigsten Erkrankungen des muskuloskelettalen Systems (Woolf
und Pfleger, 2003). Bei OA kommt es zu einem progressiven und irreversiblen
Verlust von Gelenkknorpel, was mit der Schadigung angrenzender Strukturen wie
Knochen, Synovialmembran der Gelenkkapsel, Bander und Sehnen einhergeht
(Loeser et al.,, 2012). Am haufigsten betroffen sind Hand-, Knie- und Huftgelenke
(Litwic et al., 2013), an denen OA zu Schmerzen und Bewegungseinschrankungen
fuhrt (Sinusas, 2012). Das Risiko OA zu entwickeln, steigt mit zunehmendem Alter.
Wahrend in Deutschland bei den unter 30-Jahrigen nur jeder 20. an mindestens
einem Gelenk OA aufweist, ist bei den Uber 60-Jahrigen jeder zweite betroffen.
Dabei ist das OA-Risiko bis 60 Jahre fur Méanner hoéher und kehrt sich erst in den
hoheren Altersgruppen zu Lasten der Frauen um (Schneider et al., 2005). Neben
Alter und Geschlecht zahlen genetische Pradisposition, angeborene Fehlstellungen
(X-/O-Beine) und Fehlbildungen (Huftdysplasie), metabolische Faktoren wie
Diabetes, schlechte, vitaminarme Ernahrung, Ubergewicht und dadurch resultierende
Uberbelastung der Gelenke oder Mikrotraumata und Sportverletzungen zu den
weiteren Risikofaktoren (Musumeci et al., 2015). OA lasst sich bisher nur
symptomatisch behandeln (Sinusas, 2012). Durch Gewichtsreduktion kénnen
Gelenke entlastet und durch Physiotherapie der Bewegungsapparat gestéarkt werden.
Mit Fortschreiten der Erkrankung werden die Patienten mit Analgetika wie
Paracetamol oder NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory drugs) wie Diclofenac,
Ibuprofen oder Naproxen und COX-2-Inhibitoren (Cyclooxygenase-2) wie Celecoxib
behandelt. AuRBerdem besteht die Mdoglichkeit, kurzzeitige Verbesserung durch
intraartikulare Injektionen von Hyaluronsaure zu erzielen. Oft fihrt OA in den groR3en,
gewichtstragenden Huft- und Kniegelenken aber letztlich zu kinstlichem
Gelenkersatz.

Die Pathogenese der OA ist ein komplexer, noch nicht vollstandig aufgeklarter
Prozess, an dem viele Faktoren und verschiedene Gewebe des gesamten Gelenks
beteiligt sind (Man und Mologhianu, 2014). Die Rolle des Knorpels und Knochens im
Pathomechanismus der OA wird in Abschnitt 1.2.2 bzw. 1.3.2 beschrieben.
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1.2 Der artikulare Knorpel

1.2.1 Aufbau und Funktion des artikuldren Knorpels

Im menschlichen Korper lassen sich aufgrund unterschiedlicher Funktion,
Vorkommen, Eigenschaften und Zusammensetzung (Zelldichte, Faserarten) drei
verschiedene Knorpelarten unterscheiden: Faserknorpel, elastischer und hyaliner
Knorpel (Cole, 2011). Der elastische Knorpel, wie z.B. in der Ohrmuschel, ist das
zellreichste Knorpelgewebe und besitzt neben Kollagenen ein dichtes, elastisches
Fasernetz aus Elastin. Dies verleiht ihm eine hohe Biegefestigkeit und Dehnbarkeit,
jedoch wenig Druckfestigkeit. Faserknorpel wie beispielsweise in den Bandscheiben
und Menisken ist die zellarmste Knorpelart. Er besteht gréf3tenteils aus Kollagen-I-
Fasern, wodurch er eine hohe Zugfestigkeit erhalt. Der hyaline Knorpel kommt u.a.
als Gelenk-, Rippen- sowie Nasenknorpel vor und ist das am haufigsten
vorkommende Knorpelgewebe im Korper. Er besitzt eine niedrige Zugfestigkeit, aber
eine hohe Druckelastizitat (Wachsmuth et al., 2006).

Ein Subtyp des hyalinen Knorpels ist der artikulare Knorpel, der an Gelenken die
Enden der Knochen Uberzieht. Die glatte Oberflache des Gelenkknorpels sorgt fur
ein reibungsarmes Gleiten der Gelenkoberflachen bei Bewegung. Durch seine hohe
Druckelastizitat und Kompressionsfahigkeit tragt der artikulare Knorpel zur Stol3-
dampfung bei und minimiert somit hohe Druckspitzen auf den subchondralen
Knochen (Poole et al., 2001).

Artikulares Knorpelgewebe besteht, wie alle Knorpelarten, aus einer dichten
extrazellularen Matrix (ECM), in die relativ wenige, hoch spezialisierte Knorpelzellen,
die sog. Chondrozyten, eingelagert sind (Buckwalter et al., 1994). Hauptbestandteil
der ECM ist Wasser (80 % vom Nassgewicht), das in einem komplizierten Netzwerk
aus Kollagenen (60 % vom Trockengewicht), Proteoglykanen und Glykoproteinen
(40 % vom Trockengewicht), die von den Chondrozyten (1 % vom Knorpelvolumen)
synthetisiert werden, gebunden ist (Buckwalter et al., 2005).

Der Gelenkknorpel ist nicht von BlutgefaRen durchzogen, sondern die Chondrozyten
werden durch die Gelenkflussigkeit, die Synovialflissigkeit, versorgt. Durch den
Wechsel von Be- und Entlastung des Knorpels wahrend der Gelenksbewegung
gelangen Uber Diffusion Sauerstoff und Nahrstoffe zu den Zellen und Abfallstoffe
werden ausgeschwemmt (Jackson und Gu, 2009). Das Fehlen von Nerven und
BlutgefalRen im Knorpelgewebe ist von Vorteil, um den starken Belastungen im
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Gelenk ohne Verletzungen standzuhalten. BlutgefalBe wirden bei Belastung
abgedruckt und Nerven wirden einen Schmerzreiz weiterleiten. Die geringe Zell-
dichte und das Fehlen einer direkten Nerven- und Blutversorgung tragen jedoch zu
dem geringen Selbstheilungsvermdgen und der dirftigen Regenerationsfahigkeit nach
Verletzungen oder krankheitsbedingtem Knorpelverlust bei (Abschn. 1.4, S. 10).

Im Querschnitt durch normalen hyalinen Gelenkknorpel lassen sich verschiedene
Zonen erkennen (Abb. 1). Direkt unter der Knorpeloberflache beginnt die Tangential-
zone (STZ: superficial tangential zone), die 10 - 20 % der Knorpeldicke ausmacht. In
diesem Bereich sind die Kollagenfasern parallel zur Oberflache angeordnet. Die
Chondrozyten weisen einen abgeplatteten, spindelférmigen Ph&notyp auf und
produzieren eine Matrix mit einem hohen Kollagen- und niedrigen Proteoglykan-
gehalt. In dieser Schicht ist die Wasserkonzentration am hochsten. Die Chondro-
zyten in der mittleren Zone (40 - 60 % der Knorpeldicke) sind ovale bis runde einzeln
liegende Zellen, die in tieferen Schichten in S&ulen angeordnet sind. Die mittlere
Zone des hyalinen Knorpels besitzt schrag verlaufende Kollagenfibrillen mit
gréRerem Durchmesser und eine hdhere Proteoglykankonzentration. Die tiefe Zone
(30 - 40 % der Knorpeldicke) weist abgerundete, in Sdulen angeordnete Zellen auf.
Die in dieser Schicht senkrecht zur Oberflache verlaufenden Kollagenfasern mit dem
groRten Durchmesser reichen bis in den Grenzstreifen. Diese sog. "tidemark™ trennt
den nicht-kalzifizierten vom kalzifizierten Knorpel, an den sich der subchondrale
Knochen anschlief3t (Sophia Fox et al., 2009).

___—Artigular surface

et = L STZ (10%-20%) _[: 3

bl

- Middle zone
(40%-60%)

Deep zone T
(30%-40%) | )
Calcified zone
Subchondral bone

i ©® @ ©

;

Chondrocyte
Tidemark Tidemark

Abb. 1 Aufbau des artikularen Knorpels

Der Grenzstreifen (tidemark) trennt den nicht-kalzifizierte vom kalzifizierten Knorpel, der sich an den
subchondralen Knochen anschlief3t. Der nicht-kalzifizierte Knorpel lasst sich in drei Zonen einteilen:
die Tangentialzone (STZ: superficial tangential zone) mit abgeplatteten Chondrozyten und parallel zur
Oberflache verlaufenden Kollagenfasern, die mittlere Zone mit schrdg verlaufenden Kollagenfibrillen
und die tiefe Zone, in der runde Chondrozyten in S&ulen angeordnet sind und die Kollagenfasern
senkrecht zur Oberflache verlaufen. (Abbildung aus Buckwalter et al., 1994)
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Die ECM, bestehend aus Gewebsflissigkeit und einem Gerst aus strukturgebenden
Makromolekilen wie Proteoglykanen und Kollagenen, wird unterteilt in perizellulare,
territoriale und interterritoriale Regionen. Die perizellulare Matrix schlief3t sich direkt
an die Zellmembran an, besteht hauptsachlich aus Proteoglykanen und umgibt den
Chondrozyten komplett. Die perizellulare Matrix geht in die territoriale Matrix Uber,
die aus dinnen Kollagenfibrillen besteht und die Chondrozyten vor mechanischem
Stress schitzt. Die interterritoriale Matrix macht den grof3ten Anteil im artikuléaren
Knorpel aus und tragt am meisten zu den speziellen biomechanischen Eigenschaften
bei (Sophia Fox et al., 2009). Das Wasser der Gewebsflissigkeit enthalt Gase, kleine
Proteine, Metaboliten und eine hohe Kationenkonzentration, um die negative Ladung
der Proteoglykane auszugleichen (Buckwalter und Mankin, 1997).

Bei den Proteoglykanen im Knorpel macht Aggrecan den grof3ten Teil aus. Aggrecan
ist Uber Linkprotein mit Hyaluronsaure assoziiert und hat Glykosaminoglykan-
seitenketten (GAGS), bestehend aus Keratansulfat oder Chondroitinsulfat, gebunden.
AuRRerdem enthalt der artikulare Knorpel noch eine Vielzahl sog. small leucine-rich
repeat proteoglycans (SLRPs) wie Decorin, Biclycan, Fibromodulin oder Lumican, die
zur Integritdt des Gewebes beitragen (Roughley, 2006). Proteoglykane halten den
Flissigkeits- und Elektrolythaushalt des artikularen Knorpels aufrecht, denn durch
ihre negativ geladenen Sulfat- und Carboxylatgruppen ziehen sie positiv geladene
lonen an und stoRen negativ geladene lonen wie Chlorit ab. Dadurch erhdht sich die
Konzentration anorganischer lonen wie Natrium innerhalb der Matrix, wodurch die
Osmolaritat des Knorpels steigt. Dies fuhrt zur Bindung grof3er Mengen an
Flussigkeit. Ein Netzwerk aus Kollagenen wirkt dem osmotischen Druck entgegen
(Buckwalter und Mankin, 1997).

Bei 95 % der im artikularen Knorpel vorkommenden Kollagenen handelt es sich um
Kollagen 1l. Andere Kollagene wie I, Ill, 1V, V, VI, IX, X, XI, XIl, XIV werden als
Minoritaten-Kollagene bezeichnet und tragen nur zu einem kleinen Teil zur ECM bei
(Buckwalter et al., 2005; Eyre, 2002; Sophia Fox et al., 2009). Ein charakteristisches
Merkmal von Kollagenen ist ihre Struktur: sie bestehen aus drei a-Helices, die sich zu
einer Tripelhelix winden. Die a-Polypeptidketten enthalten sich wiederholende Ein-
heiten des Aminosauretriplets Glycin-X-Y, wobei an der X- und Y-Position haufig Prolin
bzw. 4-Hydroxyprolin vorkommt. Die Tripelhelix kann als Homo- oder Heterotrimer vor-
kommen (Tab. 1), d.h. aus drei identischen oder unterschiedlichen a-Ketten bestehen,

die von zwei oder drei verschiedenen Genen kodiert werden (Ricard-Blum, 2011).



Einleitung

Die Tripelhelix, auch Tropokollagen genannt, hat einen Durchmesser von 1,5 nm und
am N- und C-Terminus nicht-helikale Domanen, sog. non-collagenous domains, NC-
Doménen. Man unterscheidet verschiedene Arten von Kollagenen: fibrillare (z.B. |, II,
lll, V), netzbildende (z.B. IV, VIII, X) oder fibrillenassoziierte Kollagene (FACIT-
Kollagene, z.B. IX, XIl, XIV, XVI). Zudem gibt es auch Kollagene mit Transmembran-
domanen (z.B. XIllI, XVII) (Kadler et al., 2007; Ricard-Blum, 2011).

Tab. 1 Zusammensetzung ausgewahlter fibrillarer Kollagentripelhelices

Kollagen Zusammensetzung der Tripelhelix ~ Gene fir die a-Ketten
Typ | zwei al(l), eine a2(l) Kette COL1A1, COL1A2
Typ Il drei a1(ll) Ketten COL2A1

Typ I drei al(lll) Ketten COL3Al1

Fibrillen-bildende Kollagene werden als Prokollagene synthetisiert, mit N- und C-
terminalem Propeptid am entsprechenden Ende der tripelhelikalen Doméne, die fur
die Fibrillogenese extrazellular abgespalten werden. Wéahrend der Synthese der
einzelnen a-Ketten bleiben die C-terminalen Propeptide von drei pro-a-Ketten im
endoplasmatischen Retikulum (ER) assoziiert, wodurch die Bildung der Tripelhelix
gestartet wird. Als post-transkriptionale Modifikationen treten Hydroxilierung von
Prolin- und Lysinresten auf und Hydroxyprolin kann anschlieend noch glykosyliert
werden. Extrazellular kommt es zur Abspaltung der C- und N-terminalen Propeptide
und die Monomere ordnen sich zu Fibrillen an, die durch kovalente Verbindungen,
katalysiert durch die Lysyloxidase, zusammengehalten werden. Die Kollagen-
tripelhelix ist sehr resistent gegen proteolytische Spaltung durch Pepsin, Trypsin und
Papain. Am Abbau von Kollagenen sind Matrixmetalloproteinasen (MMPs), Cystein-
und Serinproteinasen beteiligt (Kadler et al., 2007). Beeindruckend ist, dass
Kollagenmolekile im artikularen Knorpel eine auf3ergewothnlich lange Halbwertszeit
von uber 100 Jahren haben (Maroudas et al., 1992).

Chondrozyten sind die einzige in Knorpel vorkommende Zellart und hochspezialisiert.
Sie synthetisieren alle Matrixkomponenten und regulieren den Matrixmetabolismus,
indem sie Matrix-degradierende Enzyme sezernieren. Charakteristisch fur Chondro-
zyten ist auflerdem ihre spheroidale Form, dass sie keine Zell-Zell-Kontakte
ausbilden, in einer Umgebung mit sehr geringer Sauerstoffkonzentration tberleben

und Uber die Synovialflissigkeit durch Diffusion mit N&hrstoffen versorgt werden.
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Chondrozyten konnen eine hohe metabolische Aktivitat aufweisen, auch wenn
Knorpelgewebe als metabolisch eher inaktiv gilt. Dies liegt an der geringen Zelldichte
(Bhosale und Richardson, 2008).

1.2.2 Die Rolle des artikularen Knorpels in der Pathogenese der OA

OA ist eine multifaktorielle Erkrankung, deren Ursache noch nicht eindeutig geklart
ist. Allerdings wird dem artikularen Knorpel und speziell den Chondrozyten eine
zentrale Rolle zugesprochen, denn das am besten charakterisierte Merkmal der OA
ist der progressive, irreversible Verlust der Knorpelmatrix. Die Degradation wird
durch ein gestortes Gleichgewicht des Knorpelmetabolismus bedingt, das zugunsten
kataboler Prozesse verschoben ist. Degradative Veranderungen des artikuléaren
Knorpels kommen durch ein komplexes Zusammenspiel mechanischer, bio-
chemischer und metabolischer Mechanismen zu Stande.

Eine mechanische Uberbelastung des normalen Knorpels oder eine normale,
physiologische Belastung von vorgeschadigtem Knorpel kann die Chondrozyten-
funktion und dadurch die Knorpelstruktur beeinflussen und zur Manifestation einer
OA beitragen. Chondrozyten, die zellularen Mediatoren in der Pathogenese der OA,
reagieren auf direkte biomechanische Stérungen mit einer Hochregulation der
synthetischen Aktivitdt oder mit einer erhohten Produktion inflammatorischer
Zytokine (Goldring und Goldring, 2007). Die frihesten Veranderungen des Knorpels
treten an der Gelenkoberflache in den Bereichen auf, an denen mechanische
Scherkrafte wirken (Andriacchi et al., 2004). Da bei gerader Beinachse das mediale
Kniegelenkkompartiment immer mehr belastet wird als das laterale, manifestiert sich
die Gonarthrose haufiger medial als lateral (Matziolis und Rohner, 2015; Vincent et
al., 2012). In der frthen OA-Phase werden Chondrozyten aktiv und proliferieren,
bilden Cluster und steigern die Produktion sowohl von Matrixproteinen als auch von
Matrix-abbauenden Enzymen. Die proteolytische Degradation der Knorpelmatrix im
Verlauf der OA betrifft v.a. Kollagen 1l, das Hauptsubstrat der Matrixmetallo-
proteinase 13 (MMP-13), und Aggrecan, das v.a. durch Aggrecanasen aus der
ADAMTS-Familie (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs)
abgebaut wird (Goldring, 2012). Mechanische Belastungsexperimente in vitro haben
gezeigt, dass eine statische Kompression den Abbau von Proteoglykanen fordert,
das Kollagennetzwerk schadigt und die Synthese von Matrixproteinen hemmt. Eine
dynamische Kompression hingegen steigert die Matrixsyntheseaktivitat der
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Chondrozyten (Guilak et al., 2004). Mechanischer Stress, ausgel6st z.B. durch ein
Trauma, aktiviert neben der Expression von Knorpel-abbauenden Proteinasen und
Stressfaktoren auch inflammatorische Mediatoren (Lee et al., 2005). IL-1 (Interleukin-
1) und TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) sind kritische pro-inflammatorische, katabole
Zytokine, die an der Initiation und Progression der OA beteiligt sind (Goldring, 2000).
Durch die verdnderte Matrixstruktur kommt es zu einer Zunahme des Wassergehalts
im hyalinen Knorpel. Dies beeinflusst die Elastizitdt und Steifigkeit und tragt somit
zur reduzierten Belastungsfahigkeit des Knorpels bei (Bhosale und Richardson,
2008). Aulerdem kommt es zur "Fibrillierung”, wodurch die Knorpeloberflache
zunachst aufgeraut wird. Mit der Progression der Matrixdegeneration bilden sich
dann tiefe Risse und die Knorpelerosion schreitet fort (Adatia et al., 2012).

Es gibt verschiedene Systeme, um Grad und Stadium der OA-Erkrankung zu
bestimmen, z.B. radiologisch, makroskopisch oder histologisch. Fur die radiologische
Einteilung nach Kellgren und Lawrence (Kellgren und Lawrence, 1957) werden
Veranderungen wie Verschmalerung des Gelenkspalts, Sklerose des subchondralen
Knochens, Deformation und Bildung von Osteophyten als Kriterien herangezogen
und Punkte von 1 bis 10 vergeben. Anhand der Punktzahl ergibt sich der jeweilige
Grad (0-4). Allerdings ist die Korrelation zwischen radiologischem Stadium und den
klinischen Beschwerden schlecht. Hannan et al. fanden einerseits heraus, dass nur
47 % der Patienten mit radiologischen Anzeichen einer OA (Grad 2-4) Knieschmerzen
hatten. Andererseits wiesen nur 15 % der Patienten mit Knieschmerzen
radiologische OA-Verdnderung des Grades 2-4 auf (Hannan et al., 2000). Ein
histologisches Graduierungssystem ist der sog. Mankin-Score mit einer Maximal-
punktzahl von 14, bei dem folgende Parameter berticksichtigt werden: Struktur des
Knorpels (0-5 Punkte), Zellularitat (0-3 Punkte), Proteoglykangehalt bzw. -verlust (0-5
Punkte) und die Integritat der Tidemark (0-1 Punkt) (Mankin et al., 1971). Auch die
Osteoarthritis Research Society International (OARSI) hat ein eigenes Grading- bzw.
Staging-System, das priméar fir wissenschaftliche Studien genutzt wird (Pritzker et
al., 2006). In Deutschland ist die Stadieneinteilung nach Otte (Otte, 1969) am
haufigsten (Soder und Aigner, 2011). Normaler Knorpel (Stadium 0) besitzt eine
glanzend weil3liche Oberflache (Abb. 2a). Durch oberflachliche Fibrillierung verliert
der Knorpel seinen Glanz und verfarbt sich gelblich (Stadium 1, Abb. 2b). Es tritt
jedoch noch kein Substanzverlust auf. In Stadium Il liegt ein Knorpeldefekt vor, der

nicht die gesamte Dicke des Knorpels umfasst und bei dem Rissbildung und
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Fibrillierung den subchondralen Knochen nicht erreichen (Abb. 2c). Wenn der
Knorpeldefekt bis zum subchondralen Knochen reicht, handelt es sich um Stadium Il
(Abb. 2d). Im Endstadium (IV) liegt zumindest fokal ein totaler Knorpelverlust vor.
Dadurch liegt der subchondrale Knochen frei (Abb. 2e) und Deformierungen der

Gelenkflache und Schliffspuren kdnnen auftreten, wenn Knochen auf Knochen reibt.

Abb. 2 Beispiele fiir die verschiedenen OA-Stadien am Kniegelenk nach Otte

(a) Stadium 0: normaler, spiegelnder Knorpel ohne Verfarbungen; (b) Stadium I: Knorpeloberflache
verfarbt und stumpf; (c) Stadium II: Lasionen mit oberflachlichen Fibrillierungen; (d) Stadium Il
Lasionen mit tiefen Fibrillierungen/Erosionen; (e) Stadium 1V: ausgedehnt freiliegende Knochen-
oberflache (Pfeil). (Abbildung aus Soder und Aigner, 2011)

1.3 Der subchondrale Knochen

1.3.1 Aufbau und Funktion des subchondralen Knochens

Das menschliche Skelett besteht aus Uber 200 Knochen, die Teil des Stutz- und
Bewegungsapparates sind. Knochen sind im Gegensatz zum Knorpel innerviert
sowie vaskularisiert und es kommen verschiedene Zelltypen vor wie Osteoblasten,
Osteoklasten und mesenchymale sowie hamatopoetische Stammzellen im
Knochenmark. Anhand von Unterschieden in der Mikrostruktur unterscheidet man
grundsétzlich zwei Arten von Knochengewebe: kortikaler und trabekularer Knochen.
Kortikaler Knochen besteht aus einem dichten, kompakten Knochengewebe, das
man in Rohrenknochen findet. An den Enden der RoOhrenknochen kommt der
schwammartige, trabekuldre Knochen (Spongiosa) vor, der aus einem Netzwerk aus
dinnen Platten und verbundenen Kanalen umgeben von Knochenmark besteht.
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Die Bildung der Knochenmatrix und deren Mineralisierung wird von Osteoblasten
vermittelt, wohingegen Osteoklasten fir die Resorption zustandig sind. Das Osteoid,
die Knochenmatrix vor der Mineralisierung, besteht zu 90 % aus Kollagen |. Weitere
Bestandteile sind Glykoproteine, Proteoglykane und Enzyme fir die Minerali-
sierung wie die alkalische Phosphatase, Osteocalcin und Osteopontin. 50 - 70 %
der reifen Knochenmasse besteht aus Mineralien, v.a. Kalzium und Phosphor, die
das Hydroxyapatit bilden, ein kristallines, hydratisiertes Kalziumphosphat
(Grabowski, 2015).

Als subchondraler Knochen wird allgemein der Knochen unterhalb des Knorpels
bezeichnet, der durch die Zementlinie vom kalzifizierten Knorpel abgegrenzt wird. Er
lasst sich in die subchondrale Knochenplatte, die dinner als normaler kortikaler
Knochen ist, und den subchondralen trabekularen Knochen (subartikulare
Spongiosa) unterteilen (Abb. 3) (Li et al., 2013). Blutgefal3e reichen tUber Kanale in
der subchondralen Knochenplatte bis in den kalzifizierten Knorpel. Neben der
Versorgung des artikularen Knorpels besteht eine weitere Funktion des sub-
chondralen Knochens darin, die bei Belastung auftretende Kraft abzuleiten, um

mechanischen Stress zu vermeiden (Madry et al., 2010).

nicht-kalzifizierter Knorpel

(NCC)
tidemark - o
kalzifizierter Knorpel B 4 < Zementlinie
(CC) subchondrale Knochenplatte

(SBP)

1"{';; “
< 1;’;. subchondraler trabekuldrer Knochen

ey (STB)

Abb. 3 Aufbau des subchondralen Knochens

Die subchondrale Knochenplatte (SBP: subchondral bone plate) wird durch die Zementlinie vom
dartiberliegenden kalzifizierten Knorpel (CC: calcified cartilage) getrennt. Der Ubergang in den
schwammartigen subchondralen trabekuldaren Knochen (STB: subchondral trabecular bone) ist
hingegen flieBend. (Abbildung aus Li et al., 2013)
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1.3.2 Die Rolle des subchondralen Knochens in der Pathogenese der OA

OA galt lange Zeit ausschlie3lich als degenerative Knorpelerkrankung, doch es sind
alle Gelenkstrukturen betroffen (Loeser et al., 2012; Man und Mologhianu, 2014).
Auch der subchondrale Knochen spielt eine Rolle im Verlauf der OA, wobei noch
nicht geklart ist, ob die Veranderungen im Knochen Ausldser oder Folge der Knorpel-
degeneration sind. Zell-vermittelte Prozesse des Remodelings fuhren bei OA zu
strukturellen Anderungen der subchondralen Knochenarchitektur und modifizieren
die biomechanischen Eigenschaften. In der Knochenhomdostase sind Osteoklasten
fur die Resorption zustandig und Osteoblasten fir die Matrixbildung und Minerali-
sierung. Ein gestortes Gleichgewicht im Knochenmetabolismus fuhrt zu den bei der
OA beobachteten Veradnderungen des subchondralen Knochens: progressive
Zunahme der Dicke der subchondralen Knochenplatte (Sklerosierung), Osteophyten-
bildung an den Gelenkrandern und Zystenbildung im subchondralen Knochen
(Goldring und Goldring, 2010).

1.4 Knorpelregeneration

Adulter artikularer Knorpel besitzt nur geringes Selbstheilungsvermogen und durftige
Regenerationsfahigkeit (Hunziker, 1999). Eine mdgliche Erklarung dafir ist, dass der
Knorpel nicht innerviert und nicht vaskularisiert ist und die Chondrozyten, die nur in
geringer Zelldichte vorliegen, in einer dichten Matrix eingeschlossen sind (Tallheden
et al., 2006). Allerdings findet sich auch im adulten Knorpel eine kleine Population
von Stammezellen/Chondroprogenitor-Zellen (cartilage-derived stem cells, CSC/
cartilage progenitor cells, CPC) mit ahnlichen Eigenschaften wie mesenchymale
Progenitorzellen (MPC) (Fickert et al., 2004; Williams et al., 2010). Diese Zellen
migrieren und reagieren auf Verletzungen (Seol et al., 2012). Ihre Funktion und Rolle
bei der OA ist jedoch noch nicht gut charakterisiert (Jiang und Tuan, 2015).

OA kann bisher nicht ursachlich behandelt werden, lediglich die Symptome kénnen
gelindert werden und fur betroffene Knie- und Huftgelenke besteht die Mdéglichkeit
eines kunstlichen Gelenkersatzes. Fir die Behandlung lokal begrenzter Knorpel-
defekte z.B. nach Trauma gibt es mehrere Therapieverfahren. Bei sog. chondralen
Defekten ist nur der Knorpel betroffen, wohingegen bei osteochondralen Defekten

auch der subchondrale Knochen Schaden genommen hat.
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Eine Moglichkeit ist die autologe osteochondrale Knorpel-Knochentransplantation,
auch Mosaikplastik genannt. Hierfur werden hyaline Knorpel-Knochenzylinder aus
unbelasteten Kniegelenksbereichen gewonnen und in eine Defektzone mit tiefem
Knorpelschaden und ggf. auch eines Defektes des subchondralen Knochens
eingesetzt (Bos und Ellermann, 2003). Wegen der begrenzten Verflugbarkeit
autologer Spenderzylinder und der Gefahr der Donormorbiditat an der
Entnahmestelle werden auch osteochondrale Allografts transplantiert (Torrie et al.,
2015). Doch auch hierbei kénnen Probleme auftreten: zu wenig Organspender,
mangelnde Integration ins Empfangergewebe, Verlust der Zellvitalitat durch die
Lagerung nach Entnahme aus dem Spender bis zum Einsetzen in den Empfanger
und die Gefahr der Ubertragung von Krankheiten.

Eine weitere Moglichkeit ist die Knochenmarkstimulation durch Mikrofrakturierung,
die Anfang der 1980er entwickelt wurde. Dabei wird der subchondrale Knochen
angebohrt, um durch Einbluten das Einwandern von mesenchymalen Stammzellen
aus dem Knochenmark (BMSC) in den Knorpeldefekt zu ermdéglichen. Bei dem durch
BMSC gebildeten Reparaturgewebe handelt es sich jedoch meistens um minder-
wertigen Faserknorpel, mit schlechteren biochemischen und biomechanischen
Eigenschaften als der urspringliche hyaline artikulare Knorpel (Steadman et al.,
2010).

Anwendung findet auch die autologe Chondrozytentransplantation (ACT), im
Englischen oft ACI genannt (autologous chondrocyte implantation). Diese in
Kaninchen entwickelte Methode wurde 1984 von Peterson et al. auf dem
Jahrestreffen der Orthopedic Research Society in Atlanta vorgestellt und gilt als die
erste Anwendung von Tissue Engineering in der Orthopadie. 10 Jahre spater wurden
die ersten Ergebnisse der Anwendung dieser Zell-basierten Therapie im Menschen
publiziert (Brittberg et al., 1994) und seither stetig weiterentwickelt. Neuere Methoden
beinhalten Scaffolds oder Wachstumsfaktoren und werden daher als Tissue
Engineering-Technik betrachtet. Fur die klassische ACT wird bei einer ersten
Operation aus einem wenig belasteten Bereich des betroffenen Gelenks eine
Knorpelprobe enthommen, die Chondrozyten isoliert und in vitro expandiert. Nach
zwei bis drei Wochen findet eine zweite Operation statt. Dabei wird der Knorpeldefekt
wasserdicht verschlossen, indem ein Periostallappen, ein Stick Knochenhaut, am
umliegenden Knorpel vernaht wird. In den so verschlossenen Knorpeldefekt wird

dann die Zellsuspension injiziert (Brittberg et al.,, 1994). Da es jedoch bei
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Verwendung eines Knochenhautlappens zum Verschlie3en des Defekts haufig zur
Hypertrophie des Periostallappens, also einem Uberwuchern, kommt (Peterson et
al., 2000), wurde stattdessen als Alternative zunachst eine porcine Kollagen-
membran verwendet. Daraus entwickelte sich schlie3lich die sog. Matrix-induzierte
autologe Chondrozytenimplantation (MACI), bei der artifizielle Matrices verwendet
werden. Die Chondrozyten werden eine gewisse Zeit vor dem Implantieren auf der
Membran ausgesat und in vitro weiterkultiviert, bevor die Membran passgenau
zugeschnitten und mit Fibrinkleber an den Réndern des Knorpeldefekts fixiert wird.
Als Matrix werden neben Kollagen-I/lll-Membranen auch Hyaluronsaure- oder Fibrin-
Scaffolds verwendet (Makris et al., 2015).

Eine zellfreie Methode, fur die nur eine Operation (einzeitige Methode) notwendig ist,
ist die autologe Matrix-induzierte Chondrogenese (AMIC). Hierbei wird zunachst eine
Mikrofrakturierung durchgefihrt und anschlie3end eine Kollagenmatrix mittels Fibrin-
kleber auf dem Defekt fixiert. Dadurch wird das aus dem subchondralen Knochen
austretende Blut-Zell-Gemisch im Defektbereich zurlickgehalten, wo sich das

Reparaturgewebe bilden soll (Benthien und Behrens, 2011).

1.5 Mesenchymale Stammzellen

Chondrozyten stehen flr Zell-basierte Knorpelregenerationstherapien nur begrenzt
zur Verfugung. Wegen der Gefahr der Donormorbiditat kdnnen nur kleine Stiickchen
intakten Knorpels entnommen werden, andererseits dedifferenzieren Chondrozyten
aber bei der in vitro-Expansion. Deshalb gibt es Bestrebungen adulte mesenchymale
Stammzellen z.B. aus dem Knochenmark oder Fettgewebe anstatt ausdifferenzierter
Knorpelzellen zu verwenden.

Stammzellen zeichnen sich allgemein dadurch aus, dass aus ihnen Tochterzellen,
die den Stammzellcharakter beibehalten, und Zellen verschiedener Differenzierungs-
linien hervorgehen kénnen. Man unterscheidet pluripotente embryonale Stamm-
zellen, die in der inneren Zellmasse der Blastozyste vorkommen und in Zellen aller
drei Keimblatter (Entoderm, Mesoderm, Ektoderm) differenzieren konnen, von
multipotenten adulten Stammzellen. Diese kommen in verschiedenen Organen und
Geweben im Korper vor, besitzen aber nur noch ein eingeschranktes Differen-
zierungspotential. Neben hamatopoetischen Stammzellen (HSC), aus denen sich die
Zellen des Blutsystems entwickeln, finden sich im adulten Korper auch

mesenchymale Stammzellen (MSC), Vorlauferzellen fur Stlitz- und Bindegewebe wie

12



Einleitung

Knochen, Knorpel, Muskeln, Bander, Sehnen und Fettgewebe (Abb. 4). MSC wurden
erstmals 1968 von Friedenstein als adh&rente, Fibroblasten-ahnliche Zellen einer
Population des Knochenmarks beschrieben, die in Adipozyten, Osteozyten und
Chondrozyten differenzieren konnen (Friedenstein et al., 1968). Caplan préagte den
Begriff "mesenchymale Stammzelle" (Caplan, 1991). Pittenger und Kollegen zeigten
die hohe Proliferationsrate von MSC auf und wiesen das multipotente
Differenzierungspotential adulter humaner MSC nach (Pittenger et al., 1999). Neben
dem chondrogenen Differenzierungspotential und der hohen Proliferationsfahigkeit
zeichnen sich MSC auch dadurch aus, dass sie — im Gegensatz zu Chondrozyten —
Uber mehrere Passagen in vitro expandiert werden kénnen, ohne ihre multipotenten
Eigenschaften zu verlieren. Darum bieten sie sich als mdgliche Alternative zu

Chondrozyten fur Zell-basierte Knorpelregenerationstherapien an.
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Abb. 4 Differenzierungspotential adulter mesenchymaler Stammzellen (MSC)

MSC kdnnen in verschiedene Zelltypen mesenchymaler Gewebe differenzieren wie z.B. Osteozyten,
Adipozyten, Chondrozyten, Fibroblasten, Astrozyten oder Myozyten.

(Abbildung aus Gréassel und Ahmed, 2007)
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1.5.1 Chondrogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen

Durch das Anschalten spezieller genetischer Programme wird bestimmt, zu welchem
Zelltyp sich MSC differenzieren. Den Ablauf der chondrogenen Differenzierung
wahrend der Embryonalentwicklung zur Entstehung von Knorpel bezeichnet man als
Chondrogenese. Dieser Begriff wird auch fur die chondrogene Differenzierung von

MSC in vitro verwendet.

1.5.1.1 Die Chondrogenese in vivo

Wahrend der Chondrogenese in der Embryogenese, der frihesten Phase der
Skelettentwicklung, schlagen multipotente MSC die chondrogene Differenzierungs-
linie ein, was Uber folgende Schritte zur Bildung von Knorpel und Knochen fihrt:
Rekrutierung und Kondensation von MSC, Chondrozytendifferenzierung und -reifung,
Bildung von Knorpel und durch enchondrale Ossifikation von Knochen. Die einzelnen
Phasen der Chondrogenese werden durch Zell-Matrix-Interaktionen sowie durch
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren reguliert, die zeitlich und raumlich
begrenzt bestimmte Signalwege an- oder abschalten. Dadurch wird die Expression
spezieller Gene kontrolliert (Abb. 5). Die Entwicklung der Rohrenknochen und
Gelenke bei Vertebraten wird vor allem durch den FGF- (fibroblas growth factor),
BMP- (bone morphogenetic protein) und Hedgehog-Pathway reguliert. Wahrend der
Kondensation von undifferenzierten MSC wird durch TGF-B (transforming growth
factor beta) und verschiedene BMPs die Expression von Sox9, des Master-
transkriptionsfaktors der chondrogenen Differenzierung, induziert. Prachondro-
zytische MSC produzieren eine ECM, die reich an Hyaluronsaure sowie Kollagen |
und lIA ist. Mit Beginn der Kondensation steigt die Aktivitat der Hyaluronidase und
Zelladhasionsmolekile wie N-Cadherin  werden exprimiert. TGF-B stimuliert
auBerdem die Synthese von Fibronectin. Die Differenzierung von Chondro-
progenitorzellen ist durch die Bildung einer Knorpelmatrix charakterisiert, die
Kollagen I, IX, XI und Aggrecan enthdlt, deren Expression durch Sox9 und dessen
Ko-Transkriptionsfaktoren L-Sox5 und Sox6 reguliert wird. Die Expression der Sox-
Proteine (SRY-related [sex determining region of Y gene] HMG [high-mobility group]
box) ist vom BMP-Signaling abhangig. lhh (indian hedgehog) wird von pre-
hypertrophen Chondrozyten produziert, wenn sie von der proliferativen in die
hypertrophe Phase tbergehen und beginnen den hypertrophen Chondrozytenmarker

Kollagen X und alkalische Phosphatase (ALP) zu exprimieren. Der Transkriptions-
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faktor Runx2 (Runt-related transcription factor 2) wirkt als positiver regulatorischer
Faktor wéhrend der Chondrozytenreifung. Fir die Bildung von Knochen durch
enchondrale Ossifikation durchlaufen Chondrozyten die sog. terminale Differenzierung
hin zu einem hypertrophen Phanotyp bevor einige durch Apoptose sterben und es zur
Mineralisierung/Kalzifizierung der Knorpelmatrix, Vaskularisierung und Ossifikation
kommt (Goldring et al., 2006). Einige hypertrophe Chondrozyten Giberleben die terminale
Differenzierung jedoch. Sie transdifferenzieren zu Osteoblasten und tragen auf diese
Weise zur enchondralen Knochenbildung bei (Park et al., 2015; Zhou et al., 2014).
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proliferation and proliferation and and terminal and cartilage matrix
condensation differentiation differentiation calcification
TGF-B .
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— — — — .
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Abb. 5 Chondrogene Differenzierung und enchondrale Ossifikation

Schematisch dargestellt sind die verschiedenen Phasen der chondrogenen Differenzierung und
enchondralen Ossifikation. Uber den Pfeilen sind fiur das jeweilige Stadium charakteristische
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren angegeben und unter den Pfeilen wichtige Transkriptions-
faktoren. AuRerdem ist die Expressionsdauer typischer ECM-Proteine dargestellt, die die
verschiedenen Stadien voneinander abgrenzt. (Abbildung modifiziert nach Goldring et al., 2006)

1.5.1.2 Die Chondrogenese in vitro

Um die Chondrogenese von MSC in vitro zu induzieren, sind spezielle Kultur-
bedingungen ndétig: zum einen eine 3D-Umgebung wie z.B. Hochzelldichtesysteme
(high-density cell culture) wie Micromass-/Pelletkultur oder Scaffolds aus Bio-
polymeren (s. dazu auch Abschn. 1.6, S. 19) und zum anderen ein spezielles
chondrogenes Medium. Das Standardmedium zur Induktion der chondrogenen
Differenzierung besteht aus folgenden Komponenten: ein Basismedium (Dulbecco’s
modified eagle’s medium, DMEM) mit einem hohen Glukosegehalt (4,5 g/l),

Dexamethason, L-Prolin, Natriumpyruvat, Ascorbinsaure, Insulin, Transferrin,
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Selenséaure, Albumin, Linolensaure und TGF-B (Johnstone et al., 1998). Ein hoher
Gehalt an Glukose ist notig, damit die Zellen im Inneren der Pellets/Scaffolds nicht
absterben, sondern uberleben und differenzieren koénnen. Dexamethason, ein
synthetisches Glucocorticoid mit anti-inflammatorischen Eigenschaften, fordert die
Matrixproduktion und hemmt katabole Prozesse, indem es die Aggrecanaseaktivitat
reduziert (Florine et al., 2013; Tangtrongsup und Kisiday, 2016). L-Prolin ist eine
nicht-essentielle Aminosaure und die Vorstufe von Hydroxyprolin. L-Prolin ist direkt
an der Bildung von Kollagenen beteiligt (Hausmann und Neuman, 1961), da die
a-Helices sich wiederholende Einheiten des Aminosauretriplets Glycin-X-Y enthalten,
wobei an der X- und Y-Position haufig Prolin bzw. 4-Hydroxyprolin vorkommt
(Abschn. 1.2.1, S. 2). Natriumpyruvat wird Zellkulturmedien haufig als zusatzliche
Energiequelle neben Glukose zugesetzt, obwohl die Zellen Pyruvat in der Glykolyse
selbst herstellen, was anschlie3end in den Citratzyklus eingespeist und zur Bildung
von Adenosintriphosphat (ATP) genutzt wird. Ascorbinsaure ist ein kritischer Faktor
fur die Knorpel- und Knochenentwicklung und Vitamin C-Mangel fihrt beim
Menschen zu Skorbut. Ascorbinsaure ist ein essentieller Kofaktor der Prolyl- und
Lysyl-Hydroxylase, wichtige Enzyme fir die Hydroxylierung von Prolin bzw. Lysin zu
Hydroxyprolin bzw. Hydroxylysyl wahrend der Kollagenbiosynthese. Auf3erdem ist
Ascorbinsaure u.a. fur die Differenzierung von MSC in Adipozyten, Osteoblasten,
Myoblasten und Chondrozyten nétig (Temu et al., 2010). Zellkulturmedien wird meist
das stabilere Ascorbat-2-Phosphat, ein Salz der Ascorbinsdure, zugesetzt. Insulin,
ein Hormon mit ahnlicher Struktur wie IGF-1 (Insulin-like growth factor 1), aktiviert
den IGF-1-Rezeptor, stimuliert die ECM-Produktion und beeinflusst die chondrogene
Differenzierung von MSC Dosis-abhéngig (Mueller et al., 2013). Transferrin, ein fir
den Eisentransport verantwortliches Glykoprotein, ist ein wichtiges extrazellulares
Antioxidans. Es bindet Eisen mit so hoher Affinitat, dass praktisch kein freies Eisen
mehr vorkommt, um die Produktion von freien Radikalen zu katalysieren. Glutathion,
ein weiteres Antioxidans, wird ubiquitdr von allen Zelltypen produziert und ist fur
Proliferation und Vitalitat wichtig. In der reduzierten Form besitzt Glutathion eine freie
Thiolgruppe. Wenn es oxidiert wird, kann es freie Radikale, die bei der Zellatmung
entstehen koénnen, unschadlich machen, indem es Elektronen auf ROS (reactive
oxygen species) Ubertragt. Zwei oxidierte Glutathion-Molekile bilden ein Dimer.
Selen ist ein Kofaktor der Glutathionreduktase, ein Enzym, das aus dem Dimer

wieder zwei reduzierte Monomere macht. Auch das schon erwdhnte Vitamin C
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besitzt antioxidative Eigenschaften. Die Zugabe von Antioxidantien zum
Zellkulturmedium soll die Zellen vor oxydativem Stress durch freie Sauerstoffradikale,
die DNA, Lipidmembranen und Proteine schadigen, schitzen (Loring und Peterson,
2012). Linolsaure wird bei Serum-freiem Medium als eine Fettsdurequelle
hinzugegeben und ist u.a. ein Vorlaufer von Prostaglandinen. Albumin dient als
Carrier u.a. fur Hormone, Wachstumsfaktoren, Lipide, Aminoséuren und Metallionen
(Francis, 2010). Der wichtigste Induktionsfaktor fur die chondrogene Differenzierung
ist der Wachstumsfaktor TGF-B. Alle drei Isoformen (TGF-$1, TGF-B2 und TGF-33)
sind in der Lage, die Chondrogenese zu induzieren, am haufigsten werden jedoch
TGF-B1 und TGF-B3 in chondrogenem Medium verwendet.

Werden BMSC in 3D-Kulturbedingungen in chondrogenem Medium Kkultiviert,
beginnen sie Chondrozyten-spezifische Gene zu exprimieren und Knorpel-
matrixproteine zu synthetisieren. Typischerweise werden BMSC fur 21-28 Tage
chondrogen differenziert. Fibromodulin ist die erste Matrixkomponente, deren
Genexpression hochreguliert wird, gefolgt von COMP (cartilage oligomeric matrix
protein). Innerhalb der ersten 6 Differenzierungstage setzt auch die Protein-
expression der Kernproteine von Aggrecan, Versican und Decorin ein und die
Akkumulierung von GAGs beginnt. Ab Tag 7 kann die Genexpression von Kollagen |l
und Chondroadherin detektiert werden zusammen mit der Proteinexpression des
Biglycan Core Proteins. Ab diesem Zeitpunkt zeigt sich auch eine stabile
Sulfatierungsrate von Chondroitinsulfatketten. Die Akkumulierung von GAGs geht
uber die nachsten 14 Tage weiter und fuhrt zu Bildung von reifen Chondrozyten
(Barry et al., 2001).

1.5.2 Mesenchymale Stammzellen fur die Knorpelregeneration

Der Einsatz adulter MSC ist — im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen — ethisch
unbedenklich und MSC koénnen aufl3erdem leicht z.B. aus Knochenmark oder
Fettgewebe isoliert werdem. Wegen ihrer hohen Proliferationskapazitat kénnen MSC
in vitro expandiert und chondrogen vordifferenziert werden und stellen somit eine
potentielle Alternative zu Chondrozyten fir Zell-basierte Therapien selbst von
groReren Knorpeldefekten wie u.a. bei OA dar.

Zunachst wurden MSC in zahlreichen Tiermodellen wie z.B. in Kaninchen getestet
(Wakitani et al., 1994). Wakitani et al. (2002) waren die ersten, die MSC fur die

Behandlung von OA-Knorpeldefekten beim Menschen einsetzten.
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Kuroda et al. (2007) konnten bei einem jungen Athleten mit Knorpeldefekt am
Femurkondylus mit transplantierten, autologen MSC einen gewissen Erfolg erzielen.
Es folgten weitere Studien zum Einsatz von Knochenmarks-MSC fur die Knorpel-
regeneration. Eine Ubersicht von klinischen Studien zum Einsatz von BMSC u.a. bei
OA-bedingten Knorpeldefekten findet sich z.B. bei Gupta et al. (2012), Grassel und
Lorenz (2014) und Mamidi et al. (2016). Aufgrund der anti-inflammatorischen und
immunsuppressiven Eigenschaften von MSC ist auch die Verwendung allogener
BMSC méglich. Sowohl autologe als auch allogene BMSC-Therapien fur die Knorpel-
reparatur zeigten recht akzeptable klinische Ergebnisse (Gupta et al., 2012),
allerdings fehlen Langzeitstudien. Cui et al. (2016) stellten in einer Metaanalyse fest,
dass sich das Gesamt-Outcome von Patienten mit Knie-OA durch die Verabreichung
von MSC verbesserte, d.h. es trat eine Schmerzlinderung und funktionelle
Verbesserung bei Nachuntersuchungen nach 12 und 24 Monaten ein. Dabei
scheinen das Alter der Patienten (< 60 Jahre), der BMI (body mass index), die
DefektgroRe (< 6 cm?) und der OA-Grad einen Einfluss auf den Therapieerfolg zu
haben (Filardo et al., 2016; Kim et al., 2015). Die Applikation kultivierter MSC in
Gelenke scheint auRerdem sicher zu sein und schwerwiegende, Therapie-bedingte
Nebenwirkungen treten sehr selten auf (Peeters et al., 2013). Allerdings ist der
Mechanismus, wie BMSC in OA-Patienten zur Knorpelregeneration beitragen, noch
nicht geklart. Implantierte BMSC koénnten die Proliferation und Differenzierung
residenter Vorlauferzellen induzieren, selbst zu Matrix-bildenden Chondrozyten
differenzieren oder durch ihre parakrine Aktivitat zur intrinsischen Regeneration des
Knorpels beitragen (Gupta et al., 2012).

Bevor BMSC jedoch, trotz ihres unbestrittenen therapeutischen Potentials (Burke et
al., 2016), routinem&Rig in der Klinik zur Behandlung von OA-Patienten eingesetzt
werden koénnen, um den kunstlichen Gelenkersatz zu vermeiden oder zumindest
hinauszuzdgern, sind noch weitere Studien notig. Auch bei MSC-basierten Therapie-
strategien zur Knorpelregeneration gibt es einige Nachteile. Bei Chondrozyten in
Expansionskultur besteht die Neigung zur Dedifferenzierung, MSC hingegen
tendieren zur Hypertrophie, wenn sie dauerhaft chondrogenen Stimuli wie TGF-$ und
Dexamethason ausgesetzt sind (Hubka et al., 2014). Hypertrophe MSC sind
charakterisiert durch eine Zunahme des Zellvolumens, durch gesteigerte Expression
von Kollagen X und MMPs sowie durch eine erhdhte ALP-Aktivitat. Dies sind

alles Ziele des Transkriptionsfaktors Runx2, der typischerweise mit osteogener
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Differenzierung assoziiert ist (Studer et al., 2012). Ein weiterer Nachteil ist, dass
hypertrophe MSC eher Kollagen | als Il exprimieren (Scotti et al., 2010). Dies fordert
die Bildung von fibrdsem statt hyalinem Knorpel. In vitro kann die Kokultur von MSC
mit Chondrozyten zwar die chondrogene Differenzierung férdern und die Hypotrophie
von MSC verhindern (Hubka et al., 2014). Bei allen Zell-basierten Strategien zur
Knorpelregeneration bei OA bleibt jedoch das Problem, dass gesunde Zellen in eine
kranke Mikroumgebung eingebracht werden. Da sie dort dann gesunden,
funktionellen Knorpel produzieren sollen, ist ein besseres Verstandnis des
Verhaltens der Zellen nach der Transplantation notig. AuRerdem gilt es fur eine
standardisierte Anwendung von MSC in der Klinik u.a. folgende Probleme zu l6sen:
die Lagerung allogener MSC, da Dimethylsulfoxid (DMSO), das fiur die
Kryokonservierung Ublicherweise benutz wird, toxisch ist; die optimale Dosis
injizierter MSC; die Kontrolle von Batch-to-Batch-Variationen (Mamidi et al., 2016)
und die Verhinderung hypertropher Differenzierung, d.h. die Induktion eines stabilen

chondrogenen Phanotyps.

1.6 3D in vitro Kokulturmodelle

Fiur die Entwicklung neuer, Zell-basierter Methoden fir die Regeneration von OA-
bedingten Knorpelschaden ist ein besseres Verstandnis der OA-Mikroumgebung
wichtig, in welche die Zellen mit oder ohne Tragermaterial implantiert werden sollen,
um in der kranken Umgebung gesunden Knorpel zu bilden. Auf der anderen Seite
konnen die implantierten BMSC/Chondrozyten auch einen Einfluss auf den
geschadigten artikularen OA-Knorpel/subchondralen OA-Knochen haben. Die
Interaktion zwischen BMSC/Chondrozyten und Knorpel-/Knochenexplantaten kann in
vitro mittels verschiedener Kokulturmodelle untersucht werden. Eine Mdglichkeit sind
sog. Transwell-Inserts fur Zellkulturplatten, bei denen die Zellen auf dem Platten-
boden von den Zellen im Insert durch eine permeable Membran getrennt sind. Diese
Methode ist jedoch flr Chondrozyten bzw. chondrogen differenzierende BMSC
ungeeignet, da Chondrozyten eine dreidimensionale (3D) Umgebung brauchen, um
ihre typische, runde Morphologie und ihre Matrix-produzierenden Eigenschaften
beizubehalten. In Monolayer-Kultur andern sie ihre Form und bilden zunachst stern-
formig Fortsatze aus, nehmen mit der Zeit eine Fibroblasten-ahnliche Morphologie
an, proliferieren und horen auf hyaline Knorpel-ECM zu synthetisieren, d.h. sie
dedifferenzieren (Abbott und Holtzer, 1966; Chacko et al., 1969). Zu den
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phanotypischen Veranderungen wahrend der Dedifferenzierung in 2D-Kultur gehéren
aul3erdem eine verminderte Expression von Chondrozytenmarkern wie Kollagen I,
Aggrecan und des Transkriptionsfaktors SOX9 sowie eine erhdhte Expression
fibroblastischer Marker wie Kollagen | und Versican (Hubka et al., 2014). Besser
geeignet sind deshalb 3D-Kulturmethoden wie z.B. Hochzelldichtesysteme (high-
density cell culture) oder das Einbetten der Zellen in Hydrogelen aus Biopolymeren

wie z.B. Kollagen, Alginat, Chitosan oder Fibrin.

1.6.1 Indirekte Kokultur: Zellen als Micromass Pellets in konditioniertem
Medium
3D-Standardmethoden fur die Chondrogenese von MSC in vitro sind die sog.
Micromass- und Pellet-Kultur (Zhang et al., 2010). Die Micromass-Kultur wurde
zunéachst fur Studien zur embryonalen Skelett- und Knorpelentwicklung im Hihnchen
verwendet (Ahrens et al., 1977; Mello und Tuan, 1999; San Antonio und Tuan, 1986)
und spater auch fir Chondrozyten und MSC angewendet (Chen et al.,, 1993;
Scharstuhl et al., 2007). Hierfiir wird ein 20 ul-Tropfen mit 4 x 10° Zellen in ein Well
einer 48-Well Platte pipettiert und den Zellen vor Zugabe von Medium zwei bis drei
Stunden Zeit zum Adhéarieren gegeben und ein Sphéaroid zu bilden. Bei der Pellet-
Kultur, von Johnstone et al. fir die chondrogene Differenzierung von Kaninchen-
BMSC entwickelt, werden 2 x 10° Zellen in chondrogenem Medium bei 500xg in 15 ml-
Roéhrchen aus Polypropylen mit konischem Boden zu einem Aggregat zentrifugiert
(Johnstone et al., 1998), das auch als Micromass Pellet bezeichnet wird. Mittels
Micromass Pellet-Kultur ist allerdings nur eine direkte Kokultur zweier Zelltypen wie
beispielsweise MSC und Chondrozyten gemischt in einem Pellet moéglich. Die
Kokultur mit Geweben wie z.B. Knorpel- oder Knochenexplantaten ist nur indirekt
madglich, indem die Pellets z.B. in konditioniertem Medium kultiviert werden, d.h. in
Medium, in welchem zuvor das Gewebe kultiviert wurde. Damit lasst sich der Einfluss
I6slicher, vom Gewebe ins Medium sezernierter Faktoren auf die als Micromass

Pellets kultivierten Zellen untersuchen.

1.6.2 Direkte Kokultur: Zellen in Fibringelen auf Explantaten
Um Zellen direkt auf Gewebeexplantaten zu kultivieren, missen die Zellen mittels
eines Tragermaterials auf das Explantat aufgebracht werden, um ein Abschwimmen

der Zellen bei Mediumzugabe zu verhindern. Eine Mdglichkeit ist das Einbetten der
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Zellen in Fibringel, das eine etablierte 3D-Umgebung fir Chondrozyten bzw. fur die
chondrogene Differenzierung von MSC bietet. Fibringele lassen sich sogar autolog
herstellen, indem aus Plasma des Patienten gewonnenes Fibrinogen mit Thrombin
gemischt wird. Es ist aber auch sog. Fibrinkleber fur die klinische Anwendung
verfugbar. Fibringele bieten eine hohe Aussaateffizienz, eine gleichméaRige
Zellverteilung und besitzen gute Adhasionsfahigkeiten. Bei Fibrin handelt es sich um
ein Biopolymer. Ein Fibrinogen-Molekil besteht aus zwei Untereinheiten, die tber
Disulfidbricken verbunden sind. Jede Untereinheit wiederum setzt sich aus drei
Polypeptidketten (Aa, Bf und y) zusammen. Thrombin spaltet das Fibrinopeptid A
von den Aa-Ketten und Fibrinoprotein B von den Bp-Ketten ab. Dies fihrt zu
Konformationsanderungen, wodurch Polymerisationsstellen frei werden und die
Fibrin-Monomere ein vernetztes Fibringerist bilden (Ahmed et al., 2008). Fibringele
werden haufig als Scaffolds fur Zell-basierte Tissue Engineering-Experimente
verwendet. Leyh et al. (2014a, 2014b) z.B. etablierten ein in vitro Kokulturmodell, bei
dem Zellen in Fibringele eingebettet direkt auf Knorpel- und Knochenexplantaten
kokultiviert werden. Mit diesem Kokulturmodell kann zum einen der Einfluss von OA-
Geweben auf die kokultivierten Zellen untersucht werden und zum anderen die
Interaktion zwischen zwei gemeinsam kultivierten verschiedenen Zelltypen. Letzteres
ist ebenfalls interessant, da es verschiedene Studien gibt, wie sich Chondrozyten
und MSC gegenseitig beeinflussen. Bei direkter Kokultur von MSC mit Chondrozyten
induzieren MSC beispielsweise die Proliferation von Chondrozyten und Chondro-
zyten wiederum stimulieren die Chondrogenese von MSC (Acharya et al., 2012).
Werden MSC mit Chondrozyten in einem Hydrogel gemischt, fuhrt dies zu
verbesserten biomechanischen und biochemischen Eigenschaften des Knorpel-
ersatzgewebes (Bian et al., 2011). Leyh et al. zeigten, dass die direkte Kokultur
von BMSC/Chondrozyten mit OA-Knorpel-/OA-Knochenexplantaten und eine
direkte Trikultur aus einem Gemisch beider Zelltypen auf OA-Gewebeexplantaten
zu einer veranderten Zusammensetzung der neugebildeten ECM mit verminderten
mechanischen und biochemischen Eigenschaften fiihrt (Leyh et al., 2014a; Leyh et
al., 2014b). Die Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten reduzierte v.a. die Expression

von Kollagenen wie Kollagen I, 11 und L.
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1.7 microRNAs

microRNAs (Abkirzung: miRNAs oder miRs) sind post-transkriptionelle Regulatoren
der Genexpression und konnten somit fir die reduzierte Kollagenexpression von

MSC und Chondrozyten in Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten verantwortlich sein.

1.7.1 Biogenese und Funktion

miRs sind kurze (~22 Nukleotide), endogene, nicht Protein-kodierende einzel-
strangige RNA-Molekule, die die Expression ihrer Zielgene post-transkriptionell
regulieren, indem sie die Degradation der mRNA einleiten oder deren Translation
verhindern.

Uber miRs wurde erstmals 1993 berichtet als man herausfand, dass beim
Nematoden Caenorhabditis elegans das Gen lin-4 nicht fur ein Protein, sondern fur
zwei ~60 bzw. ~20 Nukleotid-lange RNA-Molekile kodiert. Es stellte sich heraus,
dass die Sequenz dieser kurzen RNAs komplementér zu einer Basenfolge in der
3'-untranslatierten Region (3'-UTR) der lin-14 mRNA ist (Lee et al., 1993). Es konnte
aul3erdem gezeigt werden, dass die Proteinexpression von lin-14 durch lin-4 negativ
reguliert wird (Wightman et al., 1993). Spater stellte sich heraus, dass diese Form
des post-transkriptionellen Gen-Silencings durch eine kleine, regulatorische RNA
kein seltenes, Nematoden-spezifische Phanomen ist. Nach lin-4 wurde mit let-7 eine
zweite miR beschrieben, die die Expression des Gens lin-41 reguliert. Bei let-7 und
lin-41 handelt es sich um evolutionar konservierte Gene, die in mehreren Spezies,
u.a. auch in Vertebraten, vorkommen (Pasquinelli et al., 2000). Datenbanken wie z.B.
miRBase sagen fur das menschliche Genom mehrere Tausend miR-Sequenzen
vorher und eine einzelne miR kann mehrere Hunderte Ziel-mRNAs haben (Selbach
et al., 2008). Schatzungen gehen davon aus, dass uber 60 % der humanen Protein-
kodierenden Gene miR-Bindestellen in der 3'-UTR besitzen (Friedman et al., 2009)
und durch miRs reguliert werden.

Die verschiedenen Schritte der Biogenese von miRs sind vereinfacht in Abb. 6
dargestellt. Die Synthese einer miR beginnt im Zellkern mit der Transkription eines
miR-Gens durch die RNA-Polymerase Il oder III (Pol II/lll). Das Transkript, die sog.
Priméar-miRNA (primary miRNA, pri-miRNA), bildet eine doppelstrangige Haarnadel-
struktur (stem-loop) und wird von Drosha, einer RNase llI-Endonuclease, in ein
kirzeres Transkript (~70-100 Nukleotide) gespalten, die sog. Vorlaufer-miRNA
(precursor miRNA, pre-miRNA). Die pre-miRNA wird Uber den Exportrezeptor
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Exportin-5 aus dem Nukleus ins Zytoplasma transportiert, wo das Enzym Dicer, eine
weitere RNAase IlI-Endonuclease, den Loop abspaltet. Dadurch entsteht eine
doppelstrangige miRNA-Duplex von ca. 22 Nukleotiden. Proteine aus der Argonaute-
Familie binden an die miR und bilden den sog. RNA-induced silencing complex
(RISC). Der sog. Passenger-Strang der miRNA wird degradiert und die reife, einzel-
strangige miR im RIS-Komplex bindet an die Ziel-mRNA. Meist findet die Interaktion
zwischen miR und mRNA in der 3'-UTR der mRNA statt, kann aber auch in der
5'-UTR oder in Protein-kodierenden Regionen der mRNA erfolgen. Ist die Sequenz
der mRNA fast komplett komplementar zur miR, kommt es zur Spaltung der mRNA.
Ist die Basenpaarung nicht komplett komplementar, wird die mRNA nicht durch RISC
gespalten, sondern ihre Translation verhindert (Bartel, 2004; Hong und Reddi, 2012).
Meist kommt es jedoch zu einer Abnahme der mRNA-Level (Guo et al., 2010).

miRNA gene Nucleus| Cytoplasm

lTranscription by Pol Il

pri-miRNAmm@

lCIeavage by Drosha

pre-miRNA W@

Cleavage by Dicer

I miRNA duplex
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Exported to
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mMRNA 3-UTR 3-UTR
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Abb. 6 miR-Biogenese und post-transkriptionelle Regulationsmechanismen von Ziel-mRNAs
Nach der Transkription wird die pri-miRNA (primary miR) von Drosha gespalten und die pre-miRNA
(precursor miR) ins Zytoplasma exportiert, wo eine zweite Spaltung durch Dicer stattfindet. Die
miRNA-Duplex bildet mit Argonaute-Proteinen den RNA induced silencing complex (RISC), der
Passenger-Strang wird abgebaut und die reife miR bindet meist in der 3'-UTR an die Ziel-mRNA. Je
nach dem Grad der Komplementaritat zwischen miR und mRNA fiihrt die Interaktion zur Spaltung der
MRNA oder es wird nur die Translation verhindert. (Abbildung aus Hong und Reddi, 2012)
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Da die miR-Biosynthese Uber mehrere Schritte ablauft, ergeben sich viele Moglich-
keiten zur Regulation der miR-Expression. Zum einen kann die Transkription von
miR-Genen direkt Uber Transkriptionsfaktoren bzw. epigenetisch (DNA-Methylierung,
Histon-Modifikation) reguliert werden. Zum anderen gibt es post-transkriptionelle
Mechanismen wie RNA-Editing (z.B. die Umwandlung von Adenosin zu Inosin),
RNA-Methylierung, Uridylierung und Adenylierung. Aul3erdem kénnen alle Schritte
des Processings bis zur reifen miR reguliert werden wie z.B. Uber die Regulation der
Aktivitat beteiligter Enzyme (Drosha, Dicer). Schlie3lich kann auch tber die Aktivitat
von Nukleasen der miR-Turnover/Abbau reguliert werden und so der Level an
funktionellen miRs kontrolliert werden (Davis und Hata, 2009; Ha und Kim, 2014).

miRs als post-transkriptionelle Regulatoren der Genexpression erfillen vielfaltige
Funktionen. Sie sind an der Regulation der Entwicklung von Organismen, der
Differenzierung in verschiedene Zelltypen und an der Kontrolle diverser physio-
logischer und zellularer Prozesse wie z.B. Proliferation oder Apoptose beteiligt. Die
hohe Anzahl an miR-Genen und potentiellen Ziel-mRNAs lassen vermuten, dass

miRs auch eine Rolle bei der Entstehung von Krankheiten spielen.

1.7.2 Die Rolle von miRs wahrend der Chondrogenese und in der Pathogenese
der OA

miRs spielen eine Rolle wahrend der Knorpelentwicklung und sind an der
Knorpelhomoostase beteiligt. AuRerdem haben sie einen Einfluss auf die Entstehung
der OA, indem sie u.a. Matrix-Produktion/-Turnover und Wachstumsfaktoren
regulieren sowie Differenzierung, Proliferation und Apoptose von Chondrozyten
steuern (Gibson und Asahara, 2013).

Wird Dicer, ein wichtiges Enzym der miR-Biogenese, wahrend der murinen
Skelettentwicklung in der Wachstumsfuge ausgeschaltet, fuhrt dies zu verringerter
Proliferation und gleichzeitig zu gesteigerter hypertropher Differenzierung von
Chondrozyten (Kobayashi et al., 2008). An der Regulation der chondrogenen
Differenzierung von MSC zu Chondrozyten sind viele miRs beteiligt. Die miR-
Expressionsprofile von undifferenzierten MSC und Chondrozyten unterscheiden sich:
einige miRs sind hochreguliert, andere herunterreguliert und unter den potentiellen
Ziel-mRNAs dieser miRs sind Gene, die bei der chondrogenen Differenzierung eine
Rolle spielen (Barter et al., 2015; Guo et al., 2011; Han et al., 2010; Sorrentino et al.,

2008). Zahlreiche miRs, von denen einige einschlieBlich ihrer Ziel-mRNAs
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identifiziert sind (Abb. 7), sind an der Regulation der Chondrogenese beteiligt, indem
sie z.B. die Expression von Transkriptionsfaktoren und Wachstumsfaktoren der
einzelnen Differenzierungsschritte modulieren (Wu et al., 2014).

miRs sind als Regulatoren auch an der Knorpelhomdéostase beteiligt. Sie regulieren
das Gleichgewicht zwischen katabolen und anabolen Prozessen, indem sie die
Expression von Matrixproteinen und die Aktivitat von Abbauenzymen modulieren. Die
Knorpel-spezifische miR-140 z.B. scheint eine wichtige Rolle fur die Aufrecht-
erhaltung der Knorpelhomoéostase zu haben. miR-140-Knockout-Méause entwickeln
OA-éhnliche Knorpelveranderungen wie Proteoglykan-Verlust, Fibrillierung des
artikularen Knorpels und gesteigerte Expression von ADAMTS-5, ein Aggrecan-
abbauendes Enzym, dessen Expression in Wildtypmausen von miR-140 inhibiert
wird (Miyaki et al., 2010).
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Abb. 7 miRs und Zielgene wahrend der Chondrogenese
miRs inhibieren Faktoren, die bestimmte Phasen der Chondrogenese entweder hemmen (-) oder
foérdern (+). (Abbildung aus Wu et al., 2014)
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Da ein komplexes Netzwerk aus unterschiedlichen miRs an der Knorpelentwicklung
und -aufrechterhaltung mitwirkt, sind auch regulatorische Effekte von miRs bei der
Entstehung von OA denkbar. Studien zeigen, dass sich miR-Expressionsprofile von
normalem und OA-Knorpel bzw. Chondrozyten unterscheiden (Diaz-Prado et al., 2012;
lliopoulos et al., 2008; Jones et al., 2009). Allerdings gibt es bei den hoch- bzw.
herunterregulierten miRs wenig Ubereinstimmung zwischen verschiedenen Studien.
Eine mogliche Erklarung dafur ist, dass OA-Knorpel unterschiedlicher Krankheits-
grade verwendet wurde. AulRerdem gibt es eine Vielzahl an Publikationen, die einzelne
miRs im Zusammenhang mit Knorpelhomoostase und OA-Pathogenese untersucht
haben. Eine tabellarische Zusammenfassung von unterschiedlich exprimierten miRs
und ihrer Zielgene findet sich bei Mirzamohammadi et al. (2014). Eine miR kann
jedoch Bindestellen in sehr vielen mRNAs haben und eine mRNA wiederum weist
Bindestellen fur viele verschiedene miRs auf. Deshalb wird es keine einzelne, OA-
spezifische miR geben, sondern ein komplexes Zusammenspiel mehrerer miRs und

ihrer Targtes wird zur Entstehung und Progression von OA beitragen.

1.7.3 Spezielle miRs und ihre potentiellen Zielgene

Da die Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten u.a. die Expression der Kollagene I, Il
und 1l in Chondrozyten und chondrogen differenzierenden MSC reduziert (Leyh et
al., 2014a; Leyh et al., 2014b) und miRs als post-transkriptionelle Regulatoren der
Genexpression in Frage kommen, werden im folgenden einige miRs und ihre

potentiellen Zielgene, die in diesem Kontext eine Rolle spielen kénnten, vorgestellt.

1.7.3.1 miR-675

H19, eine ~2 kb-lange nicht-proteinkodierende RNA, dient als Primar-miR, aus der
die reife miR-675 hervorgeht (Cai und Cullen, 2007). Die Expressionslevel von H19
sind verglichen mit normalem Knorpel in OA-Knorpel signifikant hoher (Steck et al.,
2012) und in humanen artikularen Chondrozyten vergleichbar mit denen der
haufigsten Knorpelmatrixgenen Kollagen Il und Aggrecan (Dudek et al., 2010). Die
Expression von H19 ist abhangig von SOX9, dem Mastertranskriptionsfaktor der
Chondrogenese. H19 und miR-675 werden v.a. im Knorpel exprimiert und wurden in
sehr geringem Malf3e noch in Herz- und Lungengewebe von Mausen detektiert. miR-
675 reguliert die Expression von Kollagen Il positiv: Inhibition von miR-675 reduziert
die Kollagen 1I-Genexpression und Proteinsekretion in den Zellkulturiiberstand und
Uberexpression von miR-675 erhoht die COL2A1-mRNA-Level und die sezernierten
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Proteinlevel. Sox9 kann somit die Expression von COL2A1 tUber miR-675 aktivieren,
in dem der Transkriptionsfaktor die Expression von H19 férdert. Dies fuhrt zu
erhohten Leveln der reifen miR-675, die wiederum verstarkt einen postulierten
Repressor von COL2A1 inhibiert, wodurch mehr COL2A1 transkribiert wird (Dudek et
al., 2010). Umgekehrt kbnnten reduzierte miR-675-Level fur die verringerte Kollagen
[I-Expression von Chondrozyten und BMSC in Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten

verantwortlich sein.

1.7.3.2 miR-124a

Die Expression von COL2A1 kann aber auch direkt von Sox9 gesteuert werden (Bell
et al., 1997). Es gibt mehrere miRs, fiur die Bindestellen in der SOX9-mRNA nach-
gewiesen wurden: z.B. miR-101 (Dai et al., 2012), miR-145 (Martinez-Sanchez et al.,
2012; Yang et al., 2011), miR-495 (Lee et al., 2014), miR-1247 (Martinez-Sanchez
und Murphy, 2013) und miR-124a (Cheng et al., 2009; Real et al., 2013). miR-124a
wurde in dieser Arbeit als potentieller indirekter Regulator der COL2A1-Expression in
BMSC und Chondrozyten in Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten untersucht.

Ein weiteres mittels Luciferase-Reporter-Assay bestétigtes Zielgen der miR-124a
neben SOX9 ist der connectiv tissue growth factor, kurz CTGF (Lv et al., 2011).
CTGF ist das zweite von inzwischen sechs entdeckten Mitgliedern der sog. CCN-
Proteinfamilie, benannt nach cysteine-rich protein 61 (Cyr61=CCN1), CTGF und
nephroblastoma overexpressed protein (Nov=CCN3). CTGF wird deshalb auch als
CCNZ2 bezeichnet (Brigstock, 1999; Perbal, 2004). Der historische, heute nicht mehr
gebréauchliche Name lautete fibroblast-inducible secreted protein-12 (FISB12)
(Ryseck et al., 1991). Manchmal wird auch die Bezeichnung hypertrophic
chondrocyte-specific gene product 24 (Hcs24) verwendet und laut Kubota und
Takigawa (2011) soll es acht verschiedene Namen geben. In dieser Arbeit wird die
Bezeichnung CTGF verwendet.

CTGF wird von verschiedenen Zelltypen wie z.B. Fibroblasten, Endothelzellen,
Epithelzellen, glatten GefalBmuskelzellen (VSMC), Glioblastomzellen und auch von
Chondrozyten exprimiert (Brigstock, 1999). CTGF spielt eine Rolle bei der Knorpel-
und Knochenentwicklung sowie bei der Knorpelhomdostase und -regeneration. Es
bindet an ECM-Molekule wie Aggrecan, Proteoglykane und Fibronectin, an Integrine,
aber auch an andere Wachstumsfaktoren wie TGF-B, BMPs oder VEGF (vascular

endothelial growth factor). CTGF ist wichtig wahrend der Chondrogenese und wird in

27



Einleitung

den Wachstumsfugen von Réhrenknochen wahrend der enchondralen Ossifikation
von hypertrophen Chondrozyten exprimiert (Kubota und Takigawa, 2011). In vitro
fordert CTGF die Proliferation von artikularen Chondrozyten ohne die hypertrophe
Differenzierung zu induzieren (Nishida et al., 2002). CTGF scheint auch die ECM-
Zusammensetzung zu beeinflussen. Chondrozyten von Ctgf-Knockout-Mausen, die
nicht lebensfahig sind, exprimieren weniger Kollagen II- und Aggrecan-mRNA und
Protein verglichen mit Chondrozyten von Wildtyp-M&ausen (Nishida et al., 2007).

Ob die COL2A1-Expression in BMSC und Chondrozyten in Kokultur mit OA-
Gewebeexplantaten mdglicherweise durch einen Mangel an CTGF, ausgelost durch
verstarkte Inhibition aufgrund einer gesteigerter miR-124a-Expression, reduziert wird,

soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

1.7.3.3 miR-29b

Die miR-29-Familie besteht aus drei Mitgliedern: miR-29a, miR-29b und miR-29c.
miR-29a wurde als erstes entdeckt (Lagos-Quintana et al., 2001), dann folgten miR-
29b und miR-29c (Dostie et al., 2003; Lagos-Quintana et al., 2002). miRs-29 sind in
zwei Genclustern kodiert: das Gen, das die Vorlaufer von miR-29b-1 und miR-29a
kodiert, ist auf Chromosom 7 lokalisiert, das Gen fur miR-29b-2 und miR-29c auf
Chromosom 1 (Mott et al., 2010) (Abb. 8).

miR-29b-2 miR-29¢c

miR-29b-1 miR-29a

Chr 7 ! 652bp !

Abb. 8 Gencluster der Mitglieder der miR-29-Familie

Auf Chromosom 1 (Chr 1) sind die Vorlaufer miR-29b-2 und miR-29c kodiert, auf Chromosom 7
(Chr 7) miR-29b-1 und miR-29a. Die schwarzen Boxen reprasentieren die Sequenz des Passenger-
Strangs, die weil3en Boxen die der reifen miRs. (Abbildung nach Mott et al., 2010)

miR-29b-1 und miR-29b-2 fuhren zu einer reifen MiR-29b mit identischer Sequenz.
Alle reifen miRs-29 weisen auf3erdem in der Seed-Region (Nukleotide 2-7) die
gleiche Basensequenz auf, wodurch sich ihre Zielgene uberlappen. miR-29a und
miR-29c¢ unterscheiden sich nur in einem Nukleotid (Abb. 9) und die Sequenzen der
reifen miRs-29 sind bei Mensch (Homo sapiens, hsa), Maus (Mus musculus, mmu)

und Ratte (Rattus norvegicus, rno) konserviert (Kriegel et al., 2012).
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[m————————

hsa, mmu, rno-miR-29a UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
hsa, mmu, rmo-miR-29b  UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU

hsa, mmu, rno-miR-29c AGCACCAUUUGAAAUCGGUUA

Seed region

Abb. 9 Nukleotid-Sequenzen der Mitglieder der miR-29-Familie

Die Sequenzen sind in Mensch (hsa), Maus (mmu) und Ratte (rno) konserviert und Nukleotide, die
sich zwischen den Mitgliedern der miR-29-Famile unterscheiden, sind rot hervorgehoben.

(Abbildung aus Kriegel et al., 2012)

Die miR-29-Familie ist an der Regulation verschiedener biologischer Prozesse wie
Proliferation (Wei et al., 2013; Zhang und Zhou, 2015), Differenzierung (u.a. auch
chondrogener Differenzierung (Guerit et al., 2014)) und Apoptose beteiligt. miRs-29
inhibieren z.B. die Expression anti-apoptotischer Proteine wie Tcl-1 (Pekarsky et al.,
2006), Mcl-1 (Mott et al., 2007) und Bcl-2 (Xiong et al., 2010). AuRerdem modulieren
die miR-29-Mitglieder die Zusammensetzung der ECM: mindestens 16 ECM-
Zielgene wurden identifiziert, darunter mehrere Kollagen-Isoformen, Laminin y1,
Integrin B1, Elastin, Fibrillin 1 und MMP-2 (Kriegel et al., 2012). miR-29b kann u.a.
die Expression der Kollagene | und Il direkt durch Bindung in der 3'-UTR der mRNA
inhibieren (Cheng et al., 2013; Maurer et al., 2010; Steele et al., 2010).

Wahrend einige Zielgene der miR-29-Familie inzwischen gut charakterisiert sind, ist
bisher hingegen noch relativ wenig bekannt, wie die Expression der miR-29-
Mitglieder reguliert wird. Die Promotorregionen der miR-29-Gene weisen etliche
Bindestellen fur verschiedene Transkriptionsfaktoren auf. Von einigen Transkriptions-
faktoren wie z.B. c-Myc und NFkB weil3 man, dass sie die Expression von pre-miR-
29a/b-1 und pre-miR-29b-2/c inhibieren (Amodio et al., 2015).

Le et al. (2015) berichten, dass SOX9 die Expression von miR-29a-3p und miR-29b-
3p in humanen Chondrozyten reprimiert und IL-1p die Expression der miRs-29
stimuliert. Die Expression von miR-29 kann auch durch Stimulation mit LIF (Yu et al.,
2015), IFN-y (Schmitt et al., 2012) oder mit einem Zytokingemisch aus IL-1, TNF-a
und IFN-y (Roggli et al.,, 2012) gesteigert werden. Ob die bei Kokultur mit OA-
Gewebeexplantaten reduzierten Kollagen | und Il Expressionslevel von Chondro-
zyten und BMSC durch erhdohte miR-29b-Level zu Stande kommen, soll in der

vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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2 Ziel der Arbeit

Osteoarthrose ist u.a. gekennzeichnet durch eine progressive und irreversible
Degradation und Erosion des artikularen Knorpels. Da Knorpellasionen nicht spontan
heilen und erodiertes Knorpelgewebe nicht regeneriert wird, sind fur die
Knorpelregeneration Zell-basierte Strategien mit Chondrozyten oder BMSC
vielversprechend. Doch uber die chondrogene Differenzierung von BMSC unter
arthrotischen Bedingungen ist wenig bekannt.

Leyh et al. konnten bereits zeigen, dass die direkte Kokultur von BMSC/Chondro-
zyten mit OA-Knorpel-/Knochenexplantaten zu einer veranderten molekularen
Zusammensetzung der neugebildeten ECM mit verminderten mechanischen und
biochemischen Eigenschaften fihrte. Die Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten
reduzierte vor allem die Expression von Kollagenen wie Kollagen I, Il und Ill in den
kokultivierten Zellen (Leyh et al., 2014a; Leyh et al., 2014b).

Um die Qualitat von regeneriertem Knorpelgewebe aus BMSC zu verbessern, ist ein
besseres Verstandnis der Signale aus der arthrotischen Mikroumgebung wie die
Identifikation sezernierter Faktoren benachbarter Zellen und des modulierenden Ein-
flusses von Gewebegrenzen des Knorpels und Knochens wichtig. Deshalb wurde in
diesem Projekt die Interaktion zwischen artikularen Knorpel-/subchondralen
Knochenexplantaten und differenzierten Chondrozyten/chondrogen differenzierenden

BMSC mittels des von Leyh et al. etablierten in vitro Kokulturmodells untersucht.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Beeinflussen BMSC/Chondrozyten das Proteinprofil von kokultivierten
Knorpelexplantaten?
Zur Klarung dieser Frage wurde mittels SDS-PAGE/2D-Gelelektrophorese nach
Unterschieden im Proteinmuster zwischen OA- und nicht-OA (N)-Knorpel-
explantaten gesucht, die mit BMSC/Chondrozyten oder zellfreien Fibringelen
kokultiviert wurden.

2. Hat die Kokultur einen Einfluss auf die Proteinsekretion von artikularen
Knorpelexplantaten und chondrogen differenzierenden BMSC?
Mittels eines Multiplex-Immunoassays, ELISA und Gelatine-Zymographie wurde
nach unterschiedlich sezernierten Faktoren zwischen BMSC in Mono-/ Kokultur mit
OA-/N-Knorpelexplantaten sowie zwischen OA-/N-Knorpelexplantaten mit

BMSC/zellfreien Fibringelen gesucht.
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3. Beeinflusst die Kokultur mit Knorpel-/Knochenexplantaten die Expression
von miRs in BMSC/Chondrozyten, die mit solchen Genen assoziiert sind,
deren Expression durch Kontakt zu den Gewebeexplantaten verandert ist?
Um dies zu Uuberprifen wurde die miR- und Zielgenexpression von
BMSC/Chondrozyten in Mono- und Kokultur mit Gewebeexplantaten mittels
gPCRs analysiert und die Proteinsynthese mittels Western Blotting/ELISA
untersucht.

4. Welchen Einfluss hat die miR-29b wahrend der chondrogenen Differen-

zierung von BMSC in einer OA-Mikroumgebung auf die Expression der
Kollagene | und Ill sowie auf metabolische Eigenschaften wie Apoptose und
Proliferation?
Mittels miR-29b-Mimic/Inhibitor-Transfektion wurde miR-29b in BMSC uber-
exprimiert/inhibiert und anschlieBend die Gen- und Proteinexpression von
Kollagen | und Ill untersucht sowie ein Caspase-3/7-Apoptoseassay und BrdU-
Proliferationsassay durchgefthrt.

5. Welche Faktoren induzieren die miR-29b-Expression in chondrogen
differenzierenden BMSC?

Um diese Frage zu beantworten, wurden BMSC mit verschiedenen Zytokinen

stimuliert und die Auswirkung auf die miR-29b-Expression analysiert.

Diese Arbeit soll zu einem besseren Verstandnis des Einflusses der OA-
Mikroumgebung auf Chondrozyten und die chondrogene Differenzierung von BMSC
beitragen, da dies klinisch fur die regenerative Medizin und das Tissue Engineering
relevant sein koénnte, z.B. um Zell-basierte Therapieanséatze fur die Knorpel-

regeneration bei OA zu entwickeln oder zu optimieren.

Die vorliegende Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG)
gefordert (GR 1301/13-1).
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3 Material und Methoden
3.1 Zellkultur

Die Verwendung humanen Materials wurde von der Ethikkommission der Universitat
Regensburg genehmigt (Az: 14-101-0189; email: ethikkommission@Klinik.ukr.de)
und das schriftliche Einverstandnis der OA-Patienten eingeholt. Die N-Knorpelproben
wurde Uber die TETEC Tissue Engineering Technologies AG (Reutlingen) von
Leichen aus den USA bezogen, bzw. wurden von Prof. Angele (Unfallchirurgie,

Uniklinik Regensburg und Sporthopaedicum Regensburg) zur Verfigung gestellt.

3.1.1 Isolierung und Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen aus
Knochenmark

Adulte mesenchymale Stammzellen (MSC) wurden aus Knochenmark isoliert
(BMSC), das aus Huftkdpfen von Patienten ausgespult wurde, denen aufgrund von
Coxarthrose eine Endoprothese eingesetzt werden musste. AulRerdem wurde
Knochenmark aus Beckenknochenmaterial ausgewaschen, das bei der Vorbereitung
des Acetabulums fir das Einsetzen der Prothesenpfanne anféllt. Die Knochen-
markszellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurde das
mit PBS (Sigma-Aldrich) ausgewaschene Knochenmark zunachst durch ein Zellsieb
(70 um, Corning) gefiltert, 30 ml wurden vorsichtig auf 15 ml Bicoll-Trennlésung
(Dichte 1,077 g/ml, Biochrom) geschichtet und 30 min bei 600xg zentrifugiert. Die
mononukledren Zellen der Interphase (buffy coat) wurden abpipettiert und nach
zweimaligem Waschen mit PBS in Proliferationsmedium (Tab. 2) in einer Zelldichte
von 4 x 10%cm? in Ti7s-Zellkulturflaschen (Corning) ausgesat. Nicht-adharente Zellen
wurden nach 5-7 Tagen mit dem ersten Mediumwechsel entfernt und die adharenten
BMSC bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % weiterkultiviert. Nach dem Splitten
wurden die Zellen in einer Dichte von 3.000/cm? ausgesat und in Passage 2 (P2) in
Einfriermedium (Tab. 3) in flissigem Stickstoff gelagert oder direkt bis P3 fir
anschlieRende Experimente kultiviert.

Insgesamt wurden BMSC von 45 verschiedenen OA-Patienten fir die in dieser Arbeit
beschriebenen Experimente verwendet (Altersdurchschnitt: 66,6 = 9,1 Jahre; Alters-
spanne: 47 - 91 Jahre, 65 % weiblich).
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Tab. 2 Proliferationsmedium fir BMSC Tab. 3 Einfriermedium fur BMSC
Komponente Hersteller Komponente Hersteller
StemMACS MSC Expansion  Miltenyi Proliferationsmedium  Miltenyi Biotec/Lonza
Medium, human Biotec 20 % FCS Sigma-Aldrich

0,2 % MycoZap Plus-PR Lonza 10 % DMSO Carl Roth

3.1.2 Population doubling level und Proliferationsrate  humaner
Knochenmarkstammzellen

Der sog. population doubling level (PDL) gibt die Rate an, wie oft sich die Zellen
einer Population seit ihrer Isolierung in vitro verdoppelt haben. Da BMSC im
Knochenmark selten sind, ist es schwierig, die anfangliche Anzahl der BMSC in der
ersten Kultur zu bestimmen. Deshalb wurden PDL erst nach der PO-Zellernte
berechnet. Bei jedem Passagieren wurden die abtrypsinierten BMSC mit einem
Cedex-Zellzahler (Roche) gezéahlt und der kumulative PDL (CPDL) nach folgender
Formel berechnet: CPDL = X + 3,322 (log Ne - log Na)

X = PDL der vorherigen Passage
Ne = Anzahl der geernteten Zellen

Na = Anzahl der ausgesaten Zellen

Die Proliferationsrate ergibt sich aus dem Quotienten von CPDL und der Anzahl der

Tage in Kultur und wird in population doublings pro Tag angegeben.

3.1.3 Durchflusszytometrische Charakterisierung humaner Knochenmark-
stammzellen anhand von Oberflachenmarkern
Entsprechend den Kriterien der international society for cellular therapy (Dominici et
al.,, 2006) wurden stichprobenartig plastikadhdrente BMSC-Zellpopulationen von
sechs verschiedenen Patienten mittels Durchflusszytometrie auf die Expression der
Oberflachenmarker (cluster of differentiation) CD73, CD90 und CD105 und das
Fehlen von CD19 und CD34 duberprift. Dazu wurden BMSC in Passage 3
abtrypsiniert (Trypsin-EDTA solution, Sigma-Aldrich), in PBS (Sigma-Aldrich)
resuspendiert, gezahlt (Cedex Cell Counter, Roche) und auf 5 x 10° Zellen pro
Rundboden-Rdhrchen (Falcon) eingestellt. Nach dem Zentrifugieren (2 min, 1.677xQ)
wurde das Pellet in 90 ul FACS-Puffer (Tab. 4) resuspendiert, mit 10 pl humanem
FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec) versetzt und fir 10 min bei 4 °C inkubiert.
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Anschliel3end wurden entsprechend Tab. 5 konjugierte Antikdrper zugegeben und fir
30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Danach wurde mit FACS-Puffer gewaschen,
das Pellet in 500 pul FACS-Puffer aufgenommen und im Durchflusszytometer (BD
FACS Calibur, BD Biosciences) gemessen. Die Auswertung erfolgte mit der FlowJo

Software, Version 7.6.5 (Treestar).

Tab. 4 FACS-Puffer

Komponente Hersteller

PBS Sigma-Aldrich
5% FCS Sigma-Aldrich
0,1 % Natriumazid Sigma-Aldrich

Tab. 5 Antikorper und Isotypkontrollen

Antikorper Volumen Hersteller
(Isotyp) fir 10° Zellen in 100 pl (Katalognummer)
PE anti-Human CD19 BD Pharmingen
(Maus IgG1, k) 20u (#555413)

PE anti-Human CD34 BD Pharmingen
(Maus IgG1, k) 20u (#550761)
FITC anti-Human CD73 BD Pharmingen
(Maus 1gG1, K) >u (#561254)
FITC anti-Human CD90 20l BD Pharmingen
(Maus 1gG1, K) (#561969)

PE anti-Human CD105 5 1l BD Pharmingen
(Maus 1gG1, K) (#560839)
FITC Maus IgG1, K 20 4 BD Pharmingen
Isotypkontrolle (#555748)

PE Maus 1gG1, k 20 4 BD Pharmingen
Isotypkontrolle (#555749)

3.1.4 Isolierung und Kultivierung humaner artikularer Chondrozyten
Humane, artikulare Chondrozyten wurden durch enzymatischen Verdau mit
Kollagenase aus Knieknorpel von Patienten isoliert, denen aufgrund von Gon-
arthrose eine Knieendoprothese eingesetzt werden musste. Auch aus Knieknorpel
von Traumapatienten oder Spendern nach dem Tod wurden Chondrozyten isoliert.

Die OA-Knorpelproben wurden nach Geyer et al. (2009) und Leyh et al. (2014b)
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zunachst makroskopisch klassifiziert anhand von Farbe, Oberflachenbeschaffenheit
und Schnittfestigkeit beim Testen mit einem Skalpell (Feather). Nur von einiger-
malf3en intakt erscheinenden Bereichen wurde der Knorpel vom subchondralen
Knochen geschnitten, in eine Petrischale mit PBS Uberfihrt, mit einem Skalpell
soweit wie moglich zerkleinert und in 50 ml Falcons uberfihrt. Pro Gramm
zerkleinertem Knorpel wurden 5 ml Verdaumedium (Tab. 6) zugegeben und fir ca.
16 h bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Anschlieend wurde mit PBS auf 50 ml
aufgefullt, unverdaute Knorpelstickchen durch ein Zellsieb (70 pum, Corning)
abfiltriert und die Chondrozyten pelletiert. Die Zellen wurden in 5-10 ml
Proliferationsmedium (Tab. 7) resuspendiert und gezahlt (Cedex Cell Counter,
Roche). 3 x 10° Chondrozyten wurden entweder in Ti7s-Zellkulturflaschen ausgesat
oder in Einfriermedium (Tab. 8) in flussigem Stickstoff flr spatere Experimente
gelagert. Nach der Aussaat bzw. nach dem Auftauen wurde nach ca. 5-7 Tagen das
Medium gewechselt und die Chondrozyten fur 10-14 Tage kultiviert, ohne die Zellen
Zu passagieren.

Chondrozyten, die aus 15 OA-Knorpelstiicken (Altersdurchschnitt: 67,1 + 11,8 Jahre;
Altersspanne: 46 - 82 Jahre, 53 % weiblich) und 5 N-Knorpelproben (Alters-
durchschnitt: 58,6 = 4,7 Jahre; Altersspanne: 52 - 65 Jahre, 60 % weiblich) isoliert

wurden, wurden fir die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente verwendet.

Tab. 6 Verdaumedium

Komponente Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

. ) Sigma-Aldrich
Nutrient Mixture F-12 Ham

1 % Antibiotic Antimycotic Solution Sigma-Aldrich

500 U/ml Collagenase, Type 2 Worthington
Tab. 7 Proliferationsmedium fir Tab. 8 Einfriermedium fur
Chondrozyten Chondrozyten
Komponente Hersteller Komponente Hersteller
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium : Proliferationsmedium  Sigma-Aldrich
Nutrient Mi F12 H Sigma-Aldrich

utrient Mixture F-12 Ham 20 % FCS Sigma-Aldrich

5 . O

10 % FCS Sigma-Aldrich 10 % DMSO Carl Roth

1 % Antibiotic Antimycotic Solution Sigma-Aldrich
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3.1.5 Generierung artikularer Knorpel- und subchondraler Knochenexplantate
Fur die Generierung artikularer Knorpel- und subchondraler Knochenexplantate
wurden die OA-Knorpelproben zunéchst wie unter Abschnitt 3.1.4 (S. 34)
beschrieben klassifiziert, und nur von als geeignet eingestuften Bereichen der
Knorpel vom Knochen abgetrennt. Aus diesen OA-Knorpelstiickchen, den Trauma-
knorpelproben und dem N-Knorpel — entnommen aus Leichen — wurden mit einer
Hautstanze (Biopsy punch, Stiefel) runde Explantate mit einem Durchmesser von
8 mm und — je nach Dicke der noch verbliebenen Knorpelschicht, die von Patient zu
Patient schwankte — einer H6he von 1-3 mm ausgestochen. Fur die anschlieRende
direkte Kokultur (Abschn. 3.1.6.1, S. 37) mit BMSC und Chondrozyten wurden
die ausgestanzten Knorpelexplantate unter Beibehaltung ihrer urspriinglichen
Orientierung mit der artikularen Oberflache nach oben in eine Petrischale mit
Chondrozyten-Proliferationsmedium (Tab. 7, S. 35) udberfuhrt und im Inkubator
(5 % CO,, 37 °C) aufgehoben. Fur die Herstellung von konditioniertem Medium (KM)
fur die indirekte Kokultur (Abschn. 3.1.6.2, S. 39) wurden die Knorpelexplantate in
12-Well-Platten mit chondrogenem Medium (Tab. 10, S. 38) uberfuhrt. Explantate
wurden aus Knorpel von 57 OA-Patienten (Altersdurchschnitt: 65,6 = 8,4 Jahre;
Altersspanne: 50 - 84 Jahre, 60 % weiblich) und 14 N-Patienten (Altersdurchschnitt:
55,1 + 19,3 Jahre; Altersspanne: 15 - 75 Jahre, 50 % weiblich) gewonnen.

Fur die Generierung von subchondralen Knochenexplantaten aus OA-Patienten
wurde der Knorpel mit einem Skalpell komplett entfernt. Das Knochensttick wurde in
einen Schraubstock eingespannt und mit chirurgischen Zangen wurden ca. 5 x 5 mm
gro3e Knochenquadrate zurechtgebrochen/geschnitten. Diese Knochenexplantate
wurden in Petrischalen mit Chondrozyten-Proliferationsmedium im Inkubator bis zur
Verwendung fur Kokulturexperimente aufgehoben. Es wurden OA-Knochen-
explantate von sechs verschiedenen Patienten verwendet (Altersdurchschnitt:
61,8 + 4,3 Jahre; Altersspanne: 57 - 68 Jahre, 50 % weiblich).

Insgesamt wurde Material von 72 verschiedenen OA-Patienten flr die Generierung
von Knorpel- und Knochenexplantaten, flr die Herstellung von konditioniertem
Medium und fur die Isolierung von Chondrozyten verwendet (Altersdurchschnitt: 65,9
+ 9,1 Jahre; Altersspanne: 46 - 84 Jahre, 57 % weiblich). Insgesamt 14 N-Knorpel-
proben von Traumapatienten (n=4) bzw. Leichen (n=10) wurden flir die Generierung
von Knorpelexplantaten und fir die Isolierung von Chondrozyten verwendet
(Altersdurchschnitt: 55,1 + 19,3 Jahre; Altersspanne: 15 - 75 Jahre, 50 % weiblich).
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3.1.6 3D-Kokulturmodelle fiir die chondrogene Differenzierung
Da eine 3D-Umgebung die chondrogene Differenzierung von BMSC begtinstigt und
Chondrozyten unter 3D-Bedingungen ihren Phénotyp behalten, wurden die Kokultur-

experimente in 3D-Kultur durchgefihrt.

3.1.6.1 Direkte Kokultur: Zellen in Fibringelen auf Explantaten

Fir die direkte Kokultur von BMSC, Chondrozyten und einem Gemisch beider
Zelltypen auf Knorpel- und Knochenexplantaten wurde ein von Leyh et al. etabliertes
und charakterisiertes Kokulturmodell angewendet (Abb. 10), bei dem die Zellen in

Fibringelen eingebettet wurden (Leyh et al., 2014a; Leyh et al., 2014b).

Direkte Kokultur

BMSC Chondrozyten Gemisch
Monokultur R P e Kokultur
(Zellen in Fibringel) l‘ﬁ':‘-.'?”-g:“?-"i'-' (BMSC + Chondrozyten)

Kokultur mit Knochen- . 2385aE57

3 SpEEssyee  Trikultur mit Knochen-
explantat |

| explantat

Kokultur mit Knorpel-
explantat

Trikultur mit Knorpel-
explantat

Monokultur

h & 'T‘iﬁll (Knorpelexplantat mit

zellfreiem Fibringel)

Monokultur

(Knorpelexplantat mit h & 'T‘iﬁ‘ I h Y ‘"i“‘iﬁ‘ I

zellfreiem Fibringel)

Abb. 10 Direkte Kokultur: Zellen in Fibringel auf Gewebeexplantaten

BMSC bzw. Chondrozyten wurden eingebettet in Fibringel alleine (Monokultur) oder auf Knochen- und
Knorpelexplantaten (Kokultur) kultiviert. Zuséatzlich wurde ein Gemisch aus BMSC und Chondrozyten
(1:1) eingebettet in Fibringel alleine (Kokultur) oder auf Knochen- und Knorpelexplantaten (Trikultur)
kultiviert. AuRerdem wurden Knorpelexplantate mit einem zellfreien Fibringel kultiviert, um einen
mdglichen Einfluss des Fibringels zu identifizieren.

(Abbildung modifiziert nach Leyh et al., 2014a, 2014b)

Dazu wurden 1 x 10° BMSC bzw. 2 x 10° Chondrozyten in 10 pl Fibrinogen (100 mg/m,
Tab. 9) resuspendiert, mit 18 yl Thrombin (5 U/ml) gemischt und auf Knorpel- und
Knochenexplantate aufgebracht (Kokulturen) bzw. als Tropfen in eine 24-Well-Platte
pipettiert (Monokulturen). AufRerdem wurden je 5 x 10° BMSC und Chondrozyten in
einem Fibringel gemischt und entweder alleine (Kokultur) oder auf Explantaten
(Trikultur) kultiviert. Knorpelexplantate mit zellfreiem Fibringel wurden als Kontrollen

mitgefuhrt, um einen moégliche Einfluss des Fibringels zu identifizieren.
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Nach 45 min im Inkubator (5 % CO,, 37 °C) waren die Fibringele auspolymerisiert
und es wurde 1 ml chondrogenes Medium (Tab. 10) pro Well zugegeben.

Die Tri-, Ko- und Monokulturen wurden fur 7 und 28 Tage kultiviert und das Medium
alle zwei Tage gewechselt. Am Tag der Ernte wurden die Zellkulturiberstande bei
-80 °C eingefroren, die Wells einmal mit PBS gewaschen und die Fibringele mit
einem Spatel vom Plattenboden bzw. Knorpel- und Knochenexplantat gel6st, mit
einem Skalpell zerkleinert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert. Die Knorpelexplantate wurden ebenfalls zerkleinert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C bis zur Extraktion von Proteinen gelagert. Die

Knochenexplantate wurden verworfen.

Tab. 9 Fibringele

Komponente Hersteller
fibrinogen from bovine plasma, type I-S Sigma-Aldrich
geldst in 0,85 % - 0,9 % NaCl-Losung (100 mg/ml) Sigma-Aldrich

Humanes Thrombin aus TISSUCOL Duo S Immuno Kit Baxter
verdunnt mit 40 mM CacCl,-Lésung (5 U/ml) Sigma-Aldrich

Tab. 10 Chondrogenes Differenzierungsmedium

Komponente Hersteller
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium )

high glucose (4,5 g/l), without phosphates Gibco

1 % Antibiotic Antimycotic Solution Sigma-Aldrich
100 nM Dexamethason Sigma-Aldrich
40 pg/ml L-Prolin Sigma-Aldrich
110 pg/ml Natriumpyruvat Sigma-Aldrich
50 pg/ml Ascorbat-2-Phosphat Sigma-Aldrich

1% ITS"-Premix
6,25 pg/ml Insulin
6,25 pg/ml Transferrin o
BD Biosciences
6,25 pg/ml Selensaure
1,25 pg/ml BSA

5,35 pg/ml Linolséaure

10 ng/ml TGF-B3 R&D Systems
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3.1.6.2 Indirekte Kokultur: Micromass Pellets in konditioniertem Medium

Um den Einfluss l6slicher, vom Knorpel ins Medium abgegebener Faktoren auf die
chondrogene Differenzierung von BMSC zu untersuchen, wurden BMSC als
Micromass Pellets in konditioniertem Medium kultiviert (indirekte Kokultur, Abb. 11).
Dazu wurde eine Woche lang jeden zweiten Tag der Zellkulturiberstand von einem
OA-Knorpelexplantat in 1 ml chondrogenem Medium (Tab. 10, S. 38) abgenommen
und bei -80 °C eingefroren (KM). Auch das nicht-konditionierte, chondrogene
Medium (NM) wurde zwei Tage lang im Inkubator bei 5 % CO, und 37 °C inkubiert
und anschlie3end eingefroren. 2 x 10° BMSC in 200 pl Proliferationsmedium (Tab. 2,
S. 33) wurden in 96-Well-Platten mit V-Boden (Nunc, ThermoFisher Scientific) 5 min
bei 200xg zu einem dichten Zellpellet, einem sog. Micromass Pellet, zentrifugiert. Am
nachsten Tag wurde das Proliferationsmedium gegen konditioniertes (KM) bzw.
nicht-konditioniertes Medium (NM) getauscht, welches alle zwei Tage erneuert
wurde. Nach sieben Tagen wurde der Zellkulturiberstand von drei Micromass Pellets
der gleichen Kulturbedingung gepoolt und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung
fur die Extraktion von Kollagenen fir SDS-PAGE und Western Blots eingefroren. Die
Micromass Pellets wurden einmal mit PBS gewaschen und je drei Pellets gepoolt, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Isolierung der RNA

gelagert.

39



Material und Methoden

Indirekte Kokultur
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Abb. 11 Indirekte Kokultur: Micromass Pellets in konditioniertem Medium

BMSC wurden zu Micromass Pellets zentrifugiert und anschiefend entweder in nicht-konditioniertem
Medium (NM) kultiviert, was der Monokultur entspricht, oder in Medium, welches zuvor fur zwei Tage
mit einem OA-Knorpelexplantat konditioniert wurde (KM), was der Kokultur entspricht.

3.1.7 Transiente Transfektion mit miR-29b-Mimic und miR-29b-Inhibitor

24 Stunden vor der Transfektion wurden 6,5 x 10* BMSC pro Well in 6-Well-Platten
bzw. 4 x 10° BMSC pro Well in 96-Well-Platten in Proliferationsmedium (Tab. 2, S. 33)
ausgesat und anschlieBend mittels Lipofectamin transient transfiziert mit 50 nM
mirVana miRNA Mimic von hsa-miR-29b-3p ("Mimic"), mirVana miRNA Mimic
Negative Control #1 ("NT-miR"), mirVana miRNA Inhibitor von hsa-miR-29b-3p
("Inhibitor"), mirVana miRNA Inhibitor Negative Control #1 ("NT-miR") oder BLOCK-
iT Alexa Fluor Red Fluorescent Control ("Fluoreszenzkontrolle"). Bei den Negativ-
kontrollen handelt es sich um miR-Molekule mit einer zufélligen Sequenz. Das Mimic
ist eine kurze, doppelstrangige RNA, die die endogene miR-29b nachahmt. Der
Inhibitor hingegen ist ein kurzes, einzelstrangiges RNA-Molekiil, das speziell designt
wurde, um an endogene miR-29b-Molekille zu binden und diese zu inhibieren,
sodass die Aktivitdt der miR, an ihre Ziel-mRNA zu binden, gehemmt wird. Bei der
Fluoreszenzkontrolle handelt es sich um eine Alexa Fluor-555-gelabelte, doppel-

strangige RNA, die dazu diente, die Transfektionseffizienz zu optimieren.
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Entsprechend dem Reaktionsansatz in Tab. 11 wurden zunachst separat die RNA-
Molekille bzw. das Lipofectamin mit Medium gemischt, anschlieRend beide Ansatze
vereint, 5 min bei RT inkubiert, mit Medium aufgefullt und dann 1 ml bzw. 67,2 pl pro
Well auf die BMSC in 6- bzw. 96-Well-Platten pipettiert. Nach 24 h im Inkubator (5 %
CO,, 37 °C) wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und die Zellen entsprechend
den unten aufgefuhrten Versuchen weiterkultiviert. BMSC, die mit dem fluoreszie-
renden RNA-Oligonukleotid transfiziert wurden, wurden durch ein Fluoreszenz-
mikroskop (Nicon Eclipse TE2000-U) betrachtet und die Transfektionseffizienz auf
nahezu 100 % geschatzt. BMSC, die in 6-Well-Platten mit Mimic/NT-miR transfiziert
und anschlieBend in chondrogenem Medium weiterkultiviert wurden, wurden nach 48 h
fur RNA Isolierung (2 Wells) und nach 72 h fur Proteinextraktion (3 Wells) geerntet.
BMSC, die in 6-Well-Platten mit Inhibitor/NT-miR transfiziert wurden, wurden 24 h
nach der Transfektion abtrypsiniert (Trypsin-EDTA solution, Sigma-Aldrich), zu
Micromass Pellets zentrifugiert (Abschn. 3.1.6.2, S. 39), fir 7 Tage in konditioniertem
Medium Kkultiviert und anschlieend bei -80 °C fur die spatere RNA-Isolierung
eingefroren. Mit BMSC, die in 96-Well-Platten mit Mimic/Inhibitor/NT-miR transfiziert
wurden, wurde ein Caspase-3/7-Aktivitatsassay (Abschn. 3.3.10, S. 65) bzw. ein
BrdU-Inkorporationsassay (Abschn. 3.3.9, S. 63) durchgefiihrt, um den Einfluss von

miR-29b auf Apoptose bzw. Proliferation zu analysieren.

Tab. 11 Transfektionsansatz

Volumen Volumen
Komponente Hersteller
pro 6-Well pro 96-Well

Ansatz A

Opti-MEM | Reduced Serum Medium 147,5 pl 10,2 pl Gibco
Mimic, Inhibitor, NT-miR, Fluoreszenzkontrolle (20 uM) 2,5 ul 0,168 ul Ambion
Ansatz B

Opti-MEM | Reduced Serum Medium 141 pl 10,2 pl Gibco
Lipofectamine RNAIMAX Reagent 9 ul 0,606 pl Invitrogen

A und B vereinen, 5 min bei RT inkubieren

Opti-MEM | Reduced Serum Medium Gibco
700 pl 46,026 pl . )
+10 % FCS Sigma-Aldrich
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3.1.8 Inhibition und Stimulation der miR-29b-Expression

Um Faktoren zu identifizieren, die fur die Hochregulation der miR-29b-Expression,
induziert durch konditioniertes Medium, verantwortlich sind, wurden Inhibitions- und
Stimulationsexperimente durchgefihrt.

BMSC kultiviert als Micromass Pellets wurden in KM gehalten, dem Protease-
inhibitorcocktails mit und ohne EDTA (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) zugesetzt wurde, um zu analysieren, ob die Induktion der miR-29b-
Expression durch Inhibition von Proteasen wie MMPs verhindert werden kann. Das
Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt und die Pellets nach sieben Tagen in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur RNA-Isolierung bei -80 °C ein-
gefroren.

BMSC kultiviert als Micromass Pellets wurden mit verschiedenen Zytokinen in
unterschiedlichen Konzentrationen (Tab. 12) in chondrogenem Medium stimuliert.
Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt, nach sieben Tagen die RNA isoliert
und anschlie3end die Expression von miR-29b, COL1A1 und COL3A1 analysiert.

Tab. 12 Stimulation von BMSC mit verschieden Zytokinen

Komponente Konzentrationen Hersteller
IL-6 0,5 ng/ml; 1 ng/ml; 5 ng/ml; 10 ng/ml  Peprotech
IL-18 1 ng/ml; 5 ng/ml; 10 ng/ml Peprotech
IL-8 10 ng/ml Peprotech
LIF 1 ng/ml; 5 ng/ml; 10 ng/ml Peprotech
TNF-a 10 ng/ml Peprotech
IFN-y 1 ng/ml; 10 ng/ml; 50 ng/ml Peprotech
Gemisch | (IL-6 + IL-1B) 5 ng/ml + 5 ng/ml

Gemisch Il (IL-1p8 + IL-8 + TNF-a) 5 ng/ml + 10 ng/ml + 10 ng/ml

3.2 Molekularbiologie

3.2.1 RNA-Isolierung

Gesamt-RNA einschlief3lich der miRNA-Fraktion wurde aus Zellen in Monolayer mit
dem Absolutely RNA miRNA Kit (Agilent) gemald den Angaben des Herstellers
isoliert. FUr Zellen in Fibringelen und Micromass Pellets wurde das MasterPure
Complete RNA Purification Kit (Epicentre) verwendet und das Protokoll flr

Gewebeproben einschlie3lich Proteinase K- und DNase I|-Behandlung befolgt. Zu
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Beginn wurden die Zell-Fibringele und Micromass Pellets mit Hilfe eines Mikropistills
(Eppendorf) in Lysepuffer (300 ul Tissue and Cell Lysis Solution + 2 pl Proteinase K
pro Fibringel bzw. 3 Micromass Pellets) homogenisiert. Das isolierte RNA-Pellet

wurde schlie3lich in RNase-freiem Wasser (Applichem) resuspendiert.

3.2.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und Reinheit

Die RNA-Konzentration wurde photometrisch mit dem NanoDrop 2000 Spectro-
photometer (Thermo Scientific) ermittelt. Hierbei wird fur Nukleinsduren die Extinktion
der Losung bei 260 nm gemessen. Eine Extinktion von 1 entspricht 40 pg/ml RNA.
Aufgrund der unterschiedlichen Extinktionsmaxima von Nukleinsduren und Proteinen
liefert die Extinktionsmessung auch eine erste Aussage uber die Reinheit der RNA.
Nukleinséduren haben ihr Extinktionsmaximum bei 260 nm, Proteine bei 280 nm. Der
Quotient von 260/280 lasst Rickschlisse auf Kontamination der RNA-Probe mit
Proteinen zu. Reine RNA sollte 260/280-Werte von ca. 2 aufweisen, kleinere Werte
deuten auf Proteine in der Probe hin. Als weiterer Indikator fur die Reinheit der RNA
wird der 260/230-Wert bestimmt, der zwischen 1,8 und 2,2 liegen sollte. Niedrigere
Werte deuten auf Reste von Chemikalien mit einem Extinktionsmaximum bei 230 nm
hin, wie z. B. Phenol oder Guanidin-HCI, die in vielen Puffern der RNA-Isolierungskits
enthalten sind. Da diese Werte nur einen ersten Hinweis auf die Reinheit der RNA,
aber keine Aussagen uber die Qualitdt wie Degradationsgrad geben, wurden die
RNA-Proben anschlieBend noch in einem automatisierten Elektrophoresesystem

(Bioanalyzer, Agilent) getestet.

3.2.3 Uberprufung der RNA-Qualitat

Die Qualitat der Gesamt-RNA wurde mit dem RNA 6000 Nano Kit im Bioanalyzer
2100 (Agilent) Uberpruft. Im Bioanalyzer werden denaturierte RNA-Proben auf einem
Chip durch Mikrokapillar-Gelelektrophorese nach ihrer Grof3e getrennt und durch das
Einlagern eines Fluoreszenzfarbstoffs zwischen die RNA-Basen detektiert. Die
Software kreiert ein sog. Elektropherogramm, bei dem die Fluoreszenzintensitat
gegen die Migrationszeit aufgetragen wird. Im Elektropherogramm erhalt man fur
intakte RNA zwei Peaks (18S und 28S rRNA). Die Software konvertiert die Daten
des Elektropherogramms in densitometrische Banden, um ein virtuelles Gelbild zu
erzeugen. Anhand der detektierten Fluoreszenz wird auch die RNA-Qualitat be-
stimmt. Dazu wird durch einen Algorithmus ein sog. RIN-Wert (RNA integrity number)

generiert, der die Messdaten der Probe mit einer Serie standardisierter, degradierter
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RNAs vergleicht. RIN-Werte liegen zwischen 1 und 10, wobei 10 fur intakte,
unfragmentierte RNA hoher Qualitat steht und 1 fur komplett degradierte RNA. Der
RIN-Wert fir RNA, die aus Zellen in Monolayer isoliert wurde, lag zwischen 10 und 8,
fur RNA aus Zellen in Fibringelen und Micromass Pellets lagen die RIN-Werte meist
uber 7, teilweise auch bei 5-6. RNAs mit RIN-Werten < 5 wurden verworfen.

Um die Extraktionseffizienz der microRNA-Fraktion bei der Isolierung der Gesamt-
RNA zu uberprifen, wurde das Small RNA Kit fur den Bioanalyzer verwendet. Hier
zeigen sich im Elektropherogramm drei Bereiche: direkt hinter dem Marker-Peak
kommt die miRNA-Region, an die sich ein grol3er, breiter Peak der tRNAs anschliel3t,
dem mehrere Peaks fur kleine rRNAs folgen. In allen stichprobenartig untersuchten

Gesamt-RNA-Proben tauchte der miR-Peak auf.

3.2.4 cDNA-Synthese

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RT) lasst sich RNA (MRNA, microRNA)
in cDNA umschreiben, die anschlieBend mittels PCR amplifiziert und quantifiziert
werden kann. Bei der RT handelt es sich um eine DNA-Polymerase, die ausgehend
von einer einzelstrangigen RNA eine dazu komplementére doppelstrangige DNA
synthetisiert. Da die RT als Startpunkt eine kurze, doppelstréangige Sequenz braucht,
wurden Oligo dT Primer, die am Poly-A-Schwanz der mRNA binden, und/oder
random Hexamer Primer eingesetzt, die aus einer zufdlligen Folge der vier
verschiedenen DNA-Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin bestehen und an
jeder komplementaren Stelle an die RNA binden. Reife microRNAs (~ 20 nt) sind zu
kurz fur den Einsatz herkémmlicher Primer. Deshalb wurden hier bei der cDNA-
Synthese spezifische Schleifen-Primer (stem-loop primer) eingesetzt, die am 3'-Ende
binden und selektiv das Umschreiben reifer miRs ermdglichen.

3.2.4.1 miRs

Fur die Expressionsanalyse von miRs wurden 10 ng RNA in einem 15 pl-Ansatz
(Tab. 13) mit dem TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) und den entsprechenden RT-Primern der TagMan MicroRNA Assays
(Tab. 14) in einem T-Gradient Thermocycler (Biometra) in cDNA umgeschrieben.
Bevor die Proben in den Thermocycler gestellt und die Reaktion (Tab. 15) gestartet

wurde, wurden sie 5 min auf Eis inkubiert.
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Tab. 13 Reaktionsansatz fur die cDNA- Tab. 14 TagMan MicroRNA Assays
Synthese (miRs) _ TagMan

miRBase ID ) Assay ID
Komponente Volumen MicroRNA Assay
dNTPs 0,15 ul hsa-miR-124-3p mmu-miR-124a 001182
MultiScribe Reverse 1l hsa-miR-675-5p  hsa-miR-675 002005
Transcriptase hsa-miR-29b-3p  hsa-miR-29b 000413
Reverse Transcription Buffer 1,5 pl hsa-miR-301a-3p hsa-miR-301 000528
RNase Inhibitor 0,19 pl U6 SnRNA 001973
Nuclease-free water 4,16 pl
RT Primer 3l
RNA (2 ng/ul) 5u

Tab. 15 Programm fur die cDNA-Synthese (miRs)

Schritt Dauer Temperatur
Primer Annealing 30 min 16 °C
Elongation 30 min 42 °C
Inaktivierung 5 min 85 °C

o0 4°C

3.2.4.2 Potentielle Zielgene

Fur die Expressionsanalyse potentieller Zielgene der miRs wurden 400 ng RNA in
einem 20 pl-Ansatz (Tab. 16) mit dem AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit
(Agilent) in einem T-Gradient Thermocycler (Biometra) in cDNA umgeschrieben. Der
erste Schritt der Reaktion, die Anlagerung der Primer an die mRNA, erfolgte fir
5 min bei 25 °C, die Synthese der komplementdren DNA durch die Reverse
Transkriptase erfolgte fur 15 min bei 42 °C, bevor das Enzym im abschlieRenden
Schritt durch Erhitzen auf 95 °C fur 5 min inaktiviert wurde. Die so synthetisierte
cDNA wurde bei -20 °C eingefroren.
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Tab. 16 Reaktionsansatz fur die cDNA-Synthese (Zielgene)

Komponente Volumen
cDNA Synthesis Master Mix 10 ul
Oligo(dT) Primer 1,5u
Random Nonamers 1,5u
AffinityScript RT/ RNase Block Enzyme Mixture 1u
RNA (400 ng) Xul
RNase-free H,O 6 ul-Xul

3.2.5 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Mittels gPCR lasst sich mRNA quantifizieren und somit die Genexpression
verschiedener Proben untereinander vergleichen. Bei dieser Methode kommt es
wie bei der Endpunkt-PCR durch spezifische Primer zu einer exponentiellen
Amplifikation eines bestimmten cDNA-Templates, wobei nach jedem Zyklus
sozusagen in Echtzeit die Zunahme an PCR-Produkt durch Fluoreszenzmessungen
aufgezeichnet wird. Neben unspezifischen DNA-Farbstoffen wie z.B. SYBR Green,
dessen Fluoreszenz bei Interkalation in doppelstréngige DNA ansteigt, werden auch
spezifische Sonden eingesetzt, die den Foérster-Resonanzenergietransfer (FRET)
ausnutzen. TagMan-Sonden sind lineare Oligonukleotide mit einem Quencher am
3'-Ende und einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff wie z.B. FAM am 5'-Ende. Die
Sonde ist komplementar zu einer Sequenz zwischen den Primer-Bindestellen des
Amplikons und wenn die Sonde gebunden hat, wird die Fluoreszenz des Reporter-
Farbstoffs durch den Quencher durch strahlungsfreie Energietibertragung (FRET)
unterdriickt. Wahrend der Elongation spaltet die Tag-Polymerase, die zusétzlich zur
DNA-Polymeraseaktivitat auch eine 5'-3'-Exonucleaseaktivitat besitzt, das Fluorophor
ab, wodurch es zu einem Anstieg der Fluoreszenz kommt. Somit kann nach jedem
Zyklus die Zunahme an PCR-Produkt durch den Anstieg der Fluoreszenz von SYBR
Green oder FAM nach entsprechender Anregung gemessen werden.

Theoretisch sollte jeder Zyklus zu einer Verdopplung des Templates fuhren und
somit zu einem doppelt so hohen Fluoreszenzsignal. Eine PCR verlauft jedoch in
verschiedenen Phasen (Abb. 12). Aufgrund der anfangs geringen Konzentration des
Templates ist die Wahrscheinlichkeit gering, das DNA, Primer und Polymerase

zusammentreffen, was zu geringen Amplifikationsraten fihrt. Deshalb ist das

46



Material und Methoden

Fluoreszenzsignal zu schwach, um sich vom Hintergrund abzusetzen. Nach ein paar
Zyklen ist genug Produkt entstanden, um eine merkbar schnellere DNA-Amplifikation
zu erreichen (exponentielle Phase). Am Ende fuhren mehrere Faktoren, wie z.B.
Mangel an dNTPs, Inaktivierung der Polymerase oder Produktinhibiton, dazu, dass
die Amplifikationsrate sich abschwécht und ein Plateau erreicht. Um die anféanglich in
verschiedenen Proben enthaltenen Mengen an Template zu vergleichen, wird der
sog. CT-Wert (threshold cycle) ermittelt. Dieser Wert reflektiert die Anzahl der
Amplifikationszyklen, die noétig waren, die Schwelle zu erreichen, an der das
Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal Ubersteigt. D.h. ein kleinerer CT-Wert
bedeutet eine anfanglich héhere Template-Menge, da der Schwellenwert friher
erreicht wird. Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte relativ nach der 2744¢T-
Methode mit den jeweils angegebenen Kontrollen als Kalibrator und GAPDH bzw. U6
als Normalizer. Expressionslevel sind als log,-fache Anderungen relativ zu den

angegebenen Kontrollen dargestellt.
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Abb. 12 gPCR-Amplifikationskurven

Anfangs ist das Fluoreszenzsignal zu schwach, um sich vom Hintergrund abzuheben, dann nimmt es
exponentiell zu und erreicht schliellich ein Plateau. Der sog. CT-Wert reflektiert die Anzahl der
Amplifikationszyklen, die nétig war, den Schwellenwert zu erreichen, an dem das Fluoreszenzsignal
das Hintergrundsignal Ubersteigt. D.h. ein kleinerer CT-Wert bedeutet eine anfénglich héhere
Template-Menge, da der Schwellenwert frither erreicht wird. (Abbildung aus Kubista et al., 2006)

3.2.5.1 miRs

Die Expressionslevel verschiedener miRs wurden durch gPCR mittels TagMan
Assays in 20 pl-Ansatzen (Tab. 17) in Duplikaten in 96-Well-Platten im Mx3005P
QPCR System von Agilent Technologies untersucht. Nach Beendigung der Reaktion

(Tab. 18) wurden die CT-Werte mit Hilfe der MxPro Software (Stratagene) ermittelt,
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der Mittelwert aus den Duplikaten gebildet und die Werte nach Microsoft Excel
exportiert. Die Auswertung erfolgte nach der 2*2“"-Methode relativ zu der jeweiligen

Kontrolle gemal der entsprechend umgestellten Formel

2 (CTgoi(calibrator)—CTgor(unknown))

RQ =

2 (CTNorm(calibrator) - (CTnorm (unknown))

die sich ergibt aus

RQ=2" AACT _ " [ACT(unknown) - ACT(calibrator)]

mit ACT (unknown) = CTgo; (unknown) - CTynorm (Unknown)
und ACT (calibrator) = CTgo) (calibrator) - CTnom (calibrator)

RQ: relative quantification; gibt das Vielfache der Anderung zum Kalibrator an, der einen RQ-
Wert von 1 hat.

CT: threshold cycle; Anzahl der bendétigten Amplifikationszyklen, um den Schwellenwert zu
erreichen, an dem das Fluoreszenzsignal das Hintergrundsignal Ubersteigt.

GOl: gene of interest; das untersuchte Gen, z.B. die miR oder das Zielgen

NORM: normalizer; Housekeeping-Gen als endogene Kontrolle (U6 snRNA fiir miRs und GAPDH
flr Zielgene)

calibrator:  Kontrolle, mit der alle anderen Proben verglichen werden, z.B. Monokultur, unstimuliert

unknown:  Probe, die relativ zum Kalibrator in Bezug gestellt werden soll, z.B. Kokultur, stimuliert

AnschlieBend wurde der Logarithmus von RQ zur Basis 2 gebildet. Die
Expressionslevel sind somit als log,-fache Anderungen relativ zu den angegebenen
Kontrollen (O-Linie) als Boxplots dargestellt, mit Median, 25. und 75. Perzentile und

Whiskern, die den kleinsten und gréf3ten Wert markieren.

Tab. 17 Reaktionsansatz fir gPCR (miRs) Tab. 18 Programm fiur gPCR (miRs)

Zyklen-
Komponente Volumen Schritt Temp. Dauer anzahl
TM Primer 1l Enzymaktivierung 50 °C 2 min 1

; Initiale

Produkt der RT Reaktion 1,33 ul _ 95 °C 10 min 1
Universal PCR Master Mix Lou Denaturierung
I, No AmpErase UNG H Denaturierung 95 °C 15s 40
Nuklease-freies H,O 7,67 ul Elongation 60 °C 1 min 40
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3.2.5.2 Potentielle Zielgene

Die Expressionslevel verschiedener potentieller Zielgene der untersuchten miRs
wurden mittels gPCR mit SYBR Green analysiert. Dazu wurden 20 ng cDNA, Birilliant 11
SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent), 200 nM selbst-designte Primer (Microsynth,
Tab. 19) in einem 25 pl-Ansatz (Tab. 20) in Duplikaten in 96-Well-Platten pipettiert und
das in Tab. 21 aufgefuhrte Programm im Mx3005P QPCR Geréat laufen lassen. Die

Auswertung erfolgte analog wie unter 3.2.5.1 (S. 47) fir miRs beschrieben.

Tab. 19 Primersequenzen fur die gPCR (Zielgene)

Gen Primersequenz

fwd: 5-ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC-3
COL1A1

rev: 5-ACCAGGGAAGCCTCTCTCTC-3’

fwd: 5-TGCTGCCCAGATGGCTGGAGGA-3’
COL2A1

rev: 5-TGCCTTGAAATCCTTGAGGCCC-3’

fwd: 8-CTTCTCTCCAGCCGAGCTTC-3’
COL3A1

rev: 5-TGTGTTTCGTGCAACCATCC-3
SOX9 fwd: 5-ACACACAGCTCACTCGACCTTG-3

rev: 5-AGGGAATTCTGGTTGGTCCTCT-3’
CTGE fwd: 5-CTCGCGGCTTACCGACTG-3

rev: 5- GGCTCTGCTTCTCTAGCCTG-3’
BCL2 fwd: 5-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3

rev: 5-ACAGTTCCACAAAGGCATCC-3’
MCLL fwd: 5-AAGCCAATGGGCAGGTCT-3

rev: 5-TGTCCAGTTTCCGAAGCAT-3
GAPDH fwd: 5-CTGACTTCAACAGCGACACC-3

rev: 5-CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT-3’
Tab. 20 Reaktionsansatz fur gPCR Tab. 21 Programm fur gPCR (Zielgene)
(Zielgene)

) Zyklen-

Komponente Volumen Schritt Temp. Dauer  4n,ahl
Brilliant Il SYBR Green Initiale .

] 12,5 ul ) 95°C 15 min 1
QPCR master mix Denaturierung
Forward Primer 0,5ul Denaturierung 95 °C 10s 40
Reverse Primer 0,5 ul Elongation 60 °C 30s 40
ROX Reference Dye 0,375 ul 95 °C 1 min 1
cDNA (20 ng/ul) 5 pl Schmelzkurve  55°C 30s 1
Nuclease-free H,O 6,125 ul 95 °C 30s 1
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3.3 Proteinbiochemie

3.3.1 Proteinextraktion

3.3.1.1 Proteinextraktion aus Knorpelexplantaten

Um zu untersuchen, ob die kokultivierten Zellen einen Einfluss auf den
Knorpelmetabolismus haben, wurden aus den Knorpelexplantaten Proteinextrakte
hergestellt. Die Proteinextraktion aus Knorpelexplantaten erfolgte durch eine Kombi-
nation aus physikalischen, enzymatischen und chemischen Methoden (Abb. 13) nach
folgendem Protokoll basierend auf Arbeiten von Wilson et al. (Belluoccio et al., 2006;
Wilson und Bateman, 2008; Wilson et al., 2008; Wilson et al., 2012). Zunachst
wurden die Fibringele (zellfrei bzw. mit BMSC, Chondrozyten oder einem Gemisch
beider Zelltypen) mit einem Spatel vom Explantat gelost, der Knorpel einmal mit PBS
gewaschen, mit einem Skalpell zerkleinert und in flissigen Stichstoff schockgefroren
und entweder gleich weiterverarbeitet oder bei -80 °C gelagert. Das Knorpelexplantat
wurde zwei- bis dreimal fiir 30 s bei einer Schwingungsfrequenz von 3.000 */min mit
dem Mikro-Dismembrator S (B. Braun Biotech International) pulverisiert und nach
jedem Durchgang in flissigem Stickstoff wieder herabgekuhlt. 100 mg Knorpelpulver
wurden in 1 ml Deglykosylierungspuffer mit Chondroitinase (Tab. 22) fir 6 h bei 37 °C
im Rotator inkubiert. Nach der Deglykosylierung erfolgte die erste Extraktion von
Proteinen mit 1 M NaCl durch Zugabe von 1 ml NaCl-Extraktionspuffer (Tab. 23) und
Inkubation fur 24 h bei 4 °C im Rotator. Die unldslichen Bestandteile wurden
abzentrifugiert (20 min, 13.000xg, 4 °C) und Proteine aus dem erhaltenen Pellet
durch eine zweite Extraktion mit 4 M GdnHCI durch Zugabe von 1 ml GdnHCI-
Extraktionspuffer (Tab. 24) und Inkubation fir 24 h bei 4 °C im Rotator extrahiert.
Aus dem Uberstand mit der NaCl-I6slichen Proteinfraktion wurden die Proteine mit
Ethanol Uber Nacht bei -20 °C gefallt, abzentrifugiert (20 min, 10.000xg, 4 °C),
zweimal mit Ethanol (70 %) gewaschen, nach dem Trockenen in Resolubilisierungs-
puffer (Tab. 25) gelost und bei -20 °C eingefroren. Die GdnHCI-unléslichen
Bestandteile wurden abzentrifugiert (10 min, 13.000xg, 4 °C), das Pellet verworfen
und die Proteine aus dem Uberstand wurden entweder analog wie die NaCl-losliche
Proteinfraktion mit Ethanol gefallt, gewaschen und in Resolubilisierungspuffer geldst
oder entsprechend ihrem Molekulargewicht noch weiter fraktioniert. Dazu wurde der
Uberstand mit der GdnHCI-léslichen Proteinfraktion durch Zentrifugation in Amicon
100 kDa Zentrifugen-Filtereinheiten (Millipore) filtriert. Das Filtrat enthielt Proteine mit
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einem Molekulargewicht unter 100 kDa, das Retentat entsprechend die grél3eren

Proteine. Aus beiden Fraktionen wurden die Proteine wie oben beschrieben gefallt,

und ebenfalls bei -20 °C gelagert.

Proteinextraktion aus
Knorpelexplantaten

Gewebepulverisierung
(Dismembrator)

v

Deglykosylierung
(6 h@ 37 °C)

v

Extraktion mit 1M NacCl
4h@4°C)

\4 \4

NaCl-lsliche || unlésliche
Fraktion Fraktion

\

Extraktion mit 4M GdnHCI
4h @ 4 °C)

\

GdnHCI-I6sliche
Fraktion

\

| Ultrafiltration |

v .4

Filtrat Retentat
(<100kDa) || (> 100 kDa)

Tab. 22 Deglykosylierungspuffer

Abb. 13 Sequentielle Proteinextraktion
aus Knorpelexplantaten

Die Proteinextraktion aus Knorpelexplantaten
erfolgte physikalisch durch Pulverisierung mit
einem Dismembrator, enzymatisch durch De-
glykosylierung mit Chondroitinase und chemisch
mit NaCl und GdnHCI. Die GdnHCI-6sliche
Proteinfraktion wurde z.T. mittels Ultrafiltration
noch in Proteine groBer bzw. kleiner 100 kDa
aufgetrennt.

(Abbildung modifiziert nach Wilson et al., 2012)

Tab. 23 NaCl-Extraktionspuffer

Komponente Hersteller Komponente Hersteller
100 mM Tris-Acetat Carl Roth 1 M NacCl Carl Roth
10 mM EDTA Applichem 100 mM Tris-Acetat  Carl Roth

0,1 U/ml Chondroitinase ABC  Sigma-Aldrich

auf pH 8 einstellen

auf pH 8 einstellen
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Tab. 24 GdnHCI-Extraktionspuffer Tab. 25 Resolubilisierungspuffer
Komponente Hersteller Komponente Hersteller

4 M GdnHCI Applichem 6 M Urea Merck

65 mM DTT Applichem 2 % SDS Carl Roth

10 mM EDTA Applichem

50 mM Natrium-Acetat Carl Roth

auf pH 5.8

3.3.1.2 Proteinextraktion aus Zellen in Monolayer und Fibringelen

Um Proteine aus transfizierten BMSC in Monolayer-Kultur zu extrahieren, wurden die
6-Wells einmal mit PBS gewaschen, die Zellen abtrypsiniert, BMSC aus drei Wells
gepoolt und pelletiert. Das Zellpellet wurde in 70 pl RIPA-Puffer (Pierce, Thermo
Fisher Scientific) mit Proteaseinhibitor (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail,
Roche) resuspendiert, fur 30 min auf Eis inkubiert und zwischendurch immer wieder
gevortext. Nach der Ultraschallbehandlung (3 x 20 s mit 5 Zyklen und 50 %
Amplitude, SONOPULS Ultraschallhomogenisator, Bandelin) wurden die Zelllysate
bei 4 °C mit 13.000xg fur 15 min zentrifugiert und der klare Uberstand mit den
|6slichen Gesamtproteinen fur Western Blotting weiterverwendet.

Um Proteine aus Zellen in Fibringelen zu extrahieren, wurden die Fibringele vom
Explantat gelost, mit einem Skalpell zerkleinert und in 150 pl RIPA-Puffer
einschlie3lich Proteaseinhibitor auf Eis inkubiert und immer wieder gevortext.
Anschlielend wurden die Lysate beschallt (3 x 30 s mit 5 Zyklen und 50 %
Amplitude), wie oben beschrieben zentrifugiert und der klare Uberstand fuir Western

Blotting und ELISA weiterverwendet.

3.3.1.3 Kollagenextraktion aus Zellkulturtiberstand

Aus Zellkulturiberstanden von Fibringelen in Mono- und Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten bzw. von Micromass Pellets in KM und NM wurden Pepsin-resistente,
fibrillare Kollagene extrahiert. Entsprechende Volumina an Zellkulturiiberstand, die
1-5 mg Gesamtprotein enthielten, wurden mit 100 pl Pepsinpuffer (Tab. 26) pro
Milliliter Zellkulturiberstand fur 48 h bei 4 °C im Rotationsmischer inkubiert. Nach
dem Verdau wurden die Lysate mit 1 M Tris (Applichem) neutralisiert und der pH-
Wert von 7 mit pH-Papier (Macherey-Nagel) Uberprift. Anschlieend wurden die

Pepsin-resistenten Kollagene durch Zugabe von NaCl (Carl Roth) bis zu einer
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Endkonzentration von 4,5 M Uber Nacht bei 4 °C im Rotationsmischer extrahiert. Die
Lysate wurden zentrifugiert (30 min, 14.000xg, 4°C), der Uberstand verworfen, das
Pellet in 100 ul Prazipitationspuffer (Tab. 27) resuspendiert und die Kollagene durch
Zugabe von 300 pl Ethanol (Sigma-Aldrich) Uber Nacht bei -20 °C ausgefallt.
Anschliel3end wurden die Proteine pelletiert (30 min, 14.000xg, 4°C), getrocknet und
in RIPA-Puffer (Pierce) fur das Western Blotting resuspendiert.

Tab. 26 Pepsinpuffer Tab. 27 Prazipitationspuffer
Komponente Hersteller Komponente  Hersteller
5 mg/ml Pepsin Sigma-Aldrich 0,4 M NaCl Carl Roth
0,5 M Essigsaure  Carl Roth 0,1 M Tris Applichem
0,2 M NaCl Carl Roth pH 7.4

3.3.2 BCA-Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Zelllysate bzw. des Zellkulturiberstands wurde mit dem
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Diese Methode
basiert auf der Biuret-Reaktion, wobei Proteine in alkalischem Medium die Reduktion
von Cu?* zu Cu™* katalysieren. Das einwertige Kupferion wird anschlieRend von zwei
Bicinchoninsauremolekilen (BCA) gebunden und bildet einen wasserloslichen
violetten Farbkomplex mit einem Absorptionsmaximum von 562 nm. Anhand einer
Standardkurve, fur die die gemessenen Absorptionswerte gegen die bekannten
Konzentrationen eines Proteins wie z.B. BSA aufgetragen werden, kann die
Proteinkonzentration der Proben errechnet werden. Entsprechend den Hersteller-
angaben wurden BSA-Standards zwischen 0-2.000 pg/ml hergestellt, 10 pl Standard
oder Probe in einer 96-Well-Platte in Duplikaten pipettiert und mit 200 pl Working
Reagent gemischt. Nach einer Inkubation fur 30 min bei 37 °C wurde die Absorption
bei 560 nm in einem ELISA-Reader (Tecan GENios) gemessen und die Protein-

konzentration der Proben anhand einer linearen Standardkurve in pg/ml bestimmt.

3.3.3 SDS-PAGE

Proteine kdnnen mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl.
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE) anhand ihres
Molekulargewichts aufgetrennt werden. Damit Konformation und Eigenladung der
Proteine keine Rolle bei der Auftrennung nach Proteingrof3e spielten, wurden die

Proteine gleichmé&fig negativ geladen, denaturiert und reduziert. Dazu wurden die
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Proteinlysate mit Ladepuffer (Tab. 28) versetzt, der u.a. SDS und Dithiothreitol (DTT)
enthalt. SDS, ein anionisches Detergens, bindet mit einem konstanten Massen-
verhaltnis an Proteine, deren Eigenladung durch die negative Ladung des SDS
Uberdeckt wird. DTT reduziert Disulfid-Bricken und zusammen mit der Hitze-
denaturierung fuhrt dies zum Verlust der Tertiar- und Sekundarstruktur, sodass die
Proteine als lineare Polypeptidketten vorliegen und beim Anlegen einer elektrischen
Spannung entsprechend ihrer Lange unterschiedlich schnell durch ein Poly-
acrylamidgel in Elektrophoresepuffer (Tab. 29) mit geeigneten Elektrolyten zur Anode
migrieren. Durch den Acrylamidgehalt lassen sich die Trenneigenschaften des Gels
variieren: fur kleine Proteine, die relativ leicht durch die Maschen des Gels wandern,
empfiehlt sich ein Gel mit einem héheren Acrylamidgehalt und fur grof3e Proteine
dementsprechend ein grobmaschigeres Gel. Heterogene Proteingemische lassen
sich mit Gradientengelen auftrennen, die durch einen kontinuierlich ansteigenden

Acrylamidanteil einen grof3en Trennbereich aufweisen.

Tab. 28 SDS-Ladepuffer Tab. 29 Elektrophoresepuffer
Komponente Hersteller Komponente Hersteller
60 mM Tris, pH 6.8 Applichem 192 mM Glycin  Carl Roth
10 % Glycerin Carl Roth 25 mM Tris Applichem
2 % SDS Carl Roth 0,1 % SDS Carl Roth
0,1 MDTT Applichem

0,002 % Bromphenolblau  Sigma-Aldrich

3.3.3.1 Proteinextrakte aus Knorpelexplantaten

30 pg jeder Fraktion der Proteinextrakte aus Knorpelexplantaten wurden mit
Ladepuffer versetzt und fir 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Auftrennung nach dem
Molekulargewicht erfolgte in selbstgegossenen 4,5 - 15 % Maxi-Gradientengelen
(Tab. 30) in einer von der Mechanik-Werkstatt der Fakultat fur Biologie und
Vorklinische Medizin der Universitat Regensburg gebauten Elektrophoresekammer
bei 120 V fir ca. 6 h. Die Proteinbanden wurden anschlielend durch Coomassie-
bzw. Silberfarbung sichtbar gemacht (Abschn. 3.3.5, S. 58).

54



Material und Methoden

Tab. 30 Zusammensetzung der Maxi-Gradientengele

Komponente Volumen fir Volumen fir Hersteller
Trenngel (4,5 %) Trenngel (15 %)

1,5 M Tris (pH 8.8) + 10 % SDS 3,9 mi 3,9 ml Applichem/Roth

Acrylamid-Bis 30% (37,5:1) 2,25 ml 7,5 ml Carl Roth

TEMED 11,25l 11,25 pl Carl Roth

10 % Ammoniumpersulfat 112,5 pl 112,5 ul Serva

H,O 8,75 ml 3,5 ml

Gesamtvolumen 15 ml 15 ml

3.3.3.2 Proteinlysate aus Zellen in Monolayer und Fibringelen

Je nach Expression und GroR3e des Zielproteins wurden entsprechende Mengen an
Proteinlysat mit Ladepuffer versetzt, denaturiert und auf selbstgegossene Poly-
acrylamidgele aufgetragen (Tab. 31). Die Auftrennung erfolgte bei 100-120 V in einer
Elektrophoresekammer von Bio-Rad (Mini-PROTEAN Tetra Cell) fir ca. 2 h.

Tab. 31 Bedingungen fur die Elektrophorese

] Eingesetzte } Acrylamidkonzentration
Protein i Denaturierung
Proteinmenge des Trenngels
Sox 9/B-Aktin 20 pg 5 min, 95 °C 10 %
Collagen | 20 ug 10 min, 95 °C 8%
Collagen lll 40 pg 10 min, 95 °C 8%

3.3.3.3 Kollagenextrakte aus Zellkulturuberstand
Das gesamte Kollagenlysat, das aus Zellkulturiiberstand extrahiert wurde, der 1 - 5 mg
Gesamtprotein enthielt, wurde auf 8 % Polyacrylamidgele aufgetragen und bei

100-120 V in der Elektrophoresekammer von Bio-Rad in ca. 2 h aufgetrennt.

3.3.4 Western Blotting

Wie DNA und RNA kdnnen auch Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung
auf eine Membran Ubertragen, d.h. geblottet, werden. Der Transfer der Proteine kann
Uber Diffusion, Kapillarwirkung oder per Elektrophorese erfolgen. Bei der elektro-
phoretischen Ubertragung wird, anders als bei der SDS-PAGE, nun senkrecht zum
Gel ein elektrisches Feld angelegt, die negativ geladenen Proteine wandern wieder

zum Pluspol und somit aus dem Gel auf eine Membran aus Nitrocellulose oder
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Polyvinylidenfluorid (PVDF), wo sie durch ionische bzw. hydrophobe Wechsel-
wirkungen gebunden bleiben. Auf der Membran kann dann ein bestimmtes Protein
durch einen spezifischen Antikérper detektiert werden. Um unspezifische Signale zu
minimieren, werden freie Bindestellen auf der Membran mit Proteinen aus einer
Blocklosung z.B. aus Milch oder BSA abgesattigt. An einen zweiten Antikorper, der
gegen die konstante Region des Primarantikorpers gerichtet ist, ist z.B. eine
Peroxidase gekoppelt. Das Enzym katalysiert die Oxidation von Luminol in
Gegenwart von Wasserstoffperoxid, was zur Emission von Licht fihrt, wenn
oxidiertes Luminol vom angeregten Zustand in den Grundzustand zurtckfallt (Abb. 14).
Dieses per Chemilumineszenz entstandene Lichtsignal kann mittels einer Kamera

aufgezeichnet werden und somit die Proteinbande detektiert werden.

0 0O ® 0
= NH 0 = 0
0, HRP + %
H0,+ @KH > O @:I/LO
NH: (8] NH: 8

NH, 0O

@ 425 nm

Abb. 14 Reaktionsschema der Oxidation von Luminol

Die Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP) katalysiert die Oxidation von Luminol
in Gegenwart von Wasserstoffperoxid (H,O,). Das Produkt dieser Reaktion, 3-Aminophthalat, emittiert
Licht mit einer Wellenlange von 425 nm, wenn es vom angeregten Zustand (*) in den Grundzustand
zuruckfallt. (Abbildung aus Alegria-Schaffer et al., 2009)

Nach der SDS-PAGE wurden die Gele fir 30 min in Transferpuffer (Tab. 32)
aquilibriert, um Reste des Elektrophoresepuffers und Salze zu entfernen, wodurch
die Hitzeentwicklung wahrend des Transfers durch UbermafRiges Ansteigen der
Leitfahigkeit verringert wird. AuRerdem wurde durch das Voraquilibrieren die SDS-
Konzentration im Gel verringert, was die Gefahr des Durchblottens durch Nitro-
cellullose-Membranen senkte. Weiterhin nimmt das Gel beim Aquilibrieren seine
endgultige Grol3e an, wodurch das Schwellen des Gels wahrend das Transfers, was
zu unscharfen Banden fihrt, verhindert wird. Fir den elektrophoretischen Transfer
der Proteine aus dem Gel auf die Membran wurde die Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell von Bio-Rad benutz, die mit Transferpuffer gefullt wurde und in die ein
Kihlakku eingesetzt wurde. Zusatzlich wurde die gesamte Apparatur in eine Box mit
Eis gestellt. Je nach protein of interest variierten Membran, Blotzeit und eingestellte

Stromstarke (Tab. 33).
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Tab. 32 Transferpuffer Tab. 33 Bedingungen fur den Proteintransfer

Komponente Hersteller Protein Transfer Membran

192 mM Glycin Carl Roth Sox9 120 mA, 1 h 20 min,  Nitrocellulose
0X .

25 mM Tris Applichem auf Eis (0,45 m)

5-10 % Methanol  Merck Kollagen | 90 mA, 4 h, auf Eis PVDF (0,2 um)

pH 8.3 Kollagen Il 90 mA, 4 h, auf Eis PVDF (0,2 um)

Nach dem Blotten wurde der erfolgreiche Transfer durch das Anfarben der Proteine
auf der Membran mit Ponceau S-Farbelésung (Sigma-Aldrich) tUberprift, fotografiert
und die rot gefarbten Proteinbanden anschlieend mit TBS-T (Tab. 34) wieder
entfernt. Um zurtickgebliebene Proteine im Gel sichtbar zu machen, wurden die Gele
nach dem Blotten mit Coomassie-Blau gefarbt, entwassert und getrocknet (Abschn.
3.3.5, S. 58). Die Membranen wurden fir 1 h bei RT in Blocklésung (Tab. 35)
inkubiert, um unspezifische Antikdrperbindestellen zu blocken. Anschliel3end erfolgte
die Inkubation mit dem Priméarantikorper (Tab. 36) in Blockldsung bei 4 °C uber
Nacht und nach dreimaligem Waschen mit TBS-T fir je 10 min folgte der
Sekundarantikdrper in Blocklésung fir 1 h bei RT. Nach drei weiteren Wasch-
schritten wurden die Membranen 5 min bei RT mit SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (ThermoScientific) inkubiert und die Chemi-
lumineszenz im Chemi-Smart 5000 (Peqglab) mit der Software Chemi-Capt 5000
Version 12.8 (Vilber Lourmat) aufgenommen. Membranen mit Proteinen aus
Zelllysaten wurden fur 15 min bei RT mit ReBlot Plus Mild Antibody Stripping
Solution (Millipore) inkubiert und nach zweimaligem Waschen mit Blocklésung fir je
5 min mit anti-B-Aktin-Antikdrper in Blockldsung tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die
Detektion der B-Aktinbanden als Ladekontrolle erfolgte analog wie oben beschrieben.
Fur die semi-quantitative Auswertung der Bandenintensitat wurde die Software

ImageJ Version 1.48v verwendet.

Tab. 34 TBS-T Tab. 35 Blocklosung
Komponente Hersteller Komponente Hersteller
20 mM Tris Applichem 5 % Milchpulver  Carl Roth
140 mM NacCl Carl Roth TBS-T

0,1 % Tween 20  Sigma-Aldrich

pH 7,6
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Tab. 36 Verwendete Antikorper fir Western Blots

Ver- Hersteller
Antigen Spender Format Enzym Klonalitat
dunnung (Katalognummer)
. Merck
Sox9 Kaninchen IgG - polyklonal 1:5.000
(#AB5535)
) . Abcam
B-Aktin Kaninchen IgG - polyklonal 1:5.000
(#ab8227)
: Abcam
Kollagen |  Kaninchen 19G - polyklonal 1:5.000
(#ab34710)
Abcam
Kollagen 1l Kaninchen 19G - polyklonal 1:1.000 (#ab7778,
Lot GR212346-1)
Santa Cruz
Kollagen I Maus IgM - monoklonal 1:100
(#sc-514601)
) 19G Jackson Immuno
Kaninchen
oG Esel F(ab"), HRP polyklonal  1:10.000 Research
g Fragment (#711-036-152)
. Thermo Fisher Scientific
Maus IgM Ziege 19G HRP polyklonal 1:2.000

(#62-6820)

3.3.5 Coomassie- und Silberfarbung

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteinextrakte aus Knorpel-
explantaten wurden die Proteinbanden im Gel durch Coomassie- bzw. Silberfarbung
sichtbar gemacht, um maogliche Unterschiede im Proteinexpressionsmuster zwischen
mono- und kokultivierten Knorpelexplantaten zu detektieren. Aul3erdem wurden alle
Western Blot-Gele nach dem Blotten gefarbt, um die Blockeffizienz zu kontrollieren.
Coomassie-Brilliant-Blau R-250 ist ein Farbstoff, der sich an basische und
aromatische Seitenketten von Aminosduren anlagert und somit unspezifisch alle
Proteine anfarbt. Die Nachweisgrenze liegt bei ca. 100 ng Protein pro Bande. Die
Gele wurden fur 1 h mit Coomassie-Losung (Tab. 37) gefarbt, anschlielend 1 h in
Entfarber | (Tab. 38) und Uber Nacht in Entfarber 1l (Tab. 39) inkubiert und
fotografiert.
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Tab. 37 Coomassie-Ldsung

Komponente Hersteller

2,5 g Coomassie-Brillant-Blau R-250 Carl Roth

250 ml Isopropanol Carl Roth

200 ml Eisessig Carl Roth

auf 1 L mit H,O auffiillen

Tab. 38 Entfarber | Tab. 39 Entfarber II

Komponente Hersteller Komponente Hersteller
500 ml Methanol Merck 100 ml Methanol Merck
100 ml Eisessig Carl Roth 100 ml Eisessig Carl Roth
auf 1 L mit H,O aufflillen auf 1 L mit H,O aufftillen

Die Silberfarbung besitzt im Vergleich zur Coomassie-Farbung eine hdhere
Sensitivitat (ca. 1 ng Protein pro Bande). Zunachst wurden die Gele zweimal fir
8 min in Entfarber | gewaschen, um das SDS aus dem Gel zu entfernen.
Anschlie3end wurden die Proteine im Gel fir 20 min durch Inkubation in Fixierldsung
(Tab. 40) fixiert. Nach dreimaligem Waschen in Wasser fur jeweils 5 min, wurden die
Gele fur 15 min in Silbernitratldsung (Tab. 41) inkubiert. Bei diesem Schritt lagern
sich Silberionen an negativ geladene Seitenketten der Proteine an. Nach kurzem
Waschen in Entwicklerlésung (Tab. 42) wurden die Gele in frischer Entwicklerldsung
inkubiert, bis Banden sichtbar wurden, denn die Silberionen werden bei diesem
Schritt durch das Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von Essigsaure (7 %, Carl Roth) gestoppt und die Gele fotografiert.

Die gefarbten Gele wurden nach dem Entwéssern fir 2 x 30 min in
Entwasserungslosung (Tab. 43) in Cellophanfolie (Carl Roth) in Geltrocknungs-

rahmen eingespannt und fir zwei Tage getrocknet.
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Tab. 40 Fixierlésung Tab. 41 Silbernitratlésung
Komponente Hersteller Komponente Hersteller
100 mg Natriumthiosulfat- i i i

g Carl Roth 100 mg Silbernitrat Applichem
pentahydrat

25ul Formaldehyd (37 %) Applichem

30 ml Ethanol Sigma-Aldrich auf 100 ml mit H,0 auffilllen

10 ml Natriumacetat-Lésung
(4 M)

Carl Roth

400 pl Eisessig Carl Roth

1 ml Glutardialdehyd (25 %)  Merck

auf 100 ml mit H,O auffillen

Tab. 42 Entwicklerlésung Tab. 43 Entwasserungslosung
Komponente Hersteller Komponente Hersteller
2,5 g Natriumcarbonat Applichem 100 ml Glycerin Carl Roth

40 pl Formaldehyd (37 %) Applichem 250 ml Ethanol Sigma-Aldrich
auf 100 ml mit H,O auffillen auf 1 L mit H,O auffillen

3.3.6 Gelatine-Zymographie

Mittels Zymographie lassen sich Matrixmetalloproteinasen (MMPs) in Zellkultur-
Uberstdnden und Zelllysaten nachweisen. MMPs werden als Zymogene, inaktive
Vorlauferformen des Enzyms, synthetisiert, bei denen ein Zinkion im aktiven Zentrum
das Binden an und die Spaltung des Substrats verhindert. Die Kalzium-abhangige
Aktivierung erfolgt extrazellular durch Abspaltung des Propeptids und das aktive
Enzym katalysiert die Spaltung von Peptidbindungen von ECM-Proteinen. Diese
Eigenschaft macht man sich bei der Detektion von MMPs zunutze, indem man dem
Acrylamidgel das Substrat (Gelatine oder Casein) des zu untersuchenden Enzyms
zugibt und die Proteine im Zellkulturiberstand elektrophoretisch auftrennt.
Anschlie3end wird das Gel in einem Kalzium-haltigen Puffer bei 37 °C inkubiert und
das aktivierte Enzym verdaut sein Substrat. Mit Coomassie-Blau lasst sich das
gesamte Gel wegen des enthaltenen Proteinsubstrats blau farben. Die Bereiche, in
denen das Enzym das Substrat verdaut hat, bleiben allerdings ungefarbt und
erscheinen somit als helle Banden auf dem blauen Gel auf HOhe des

Molekulargewichts der einzelnen MMPs. Mittels Casein-Zymographie I&sst sich z.B.
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MMP-13 nachweisen und in Gelatine-Zymogrammen kénnen MMP-2 und MMP-9
sichtbar gemacht werden.

Um die MMP-2-Sekretion von mono- und kokultivierten BMSC zu untersuchen,
wurden Gelatine-Zymogramme hergestellt. Dazu wurden entsprechende Volumina
des Zellkulturuberstands, die 20 pg Gesamtprotein enthielten, mit Zymogramm-
Ladepuffer (Tab. 44) versetzt und auf 10 % Maxi-Gele mit 0,1 % Gelatine (Fluka)
aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gele zweimal
30 min lang in 2,5 % Triton X-100-LAsung (Sigma-Aldrich) gewaschen, um das SDS
aus den Gelen zu entfernen, das die Enzymaktivitdt stéren wirde. Danach wurde
4 x 5 min mit Wasser gewaschen, um das Triton X-100 zu entfernen. Anschliel3end
wurden die Gele fir 24 h bei 37 °C in Entwicklerlésung (Tab. 45) inkubiert. In dieser
Zeit verdauten die MMPs die Gelatine. Die Proteine wurden durch Inkubation fur
30 min in Entfarber | (Tab. 38) fixiert, anschlie3end fir 30 min mit Coomassie-Lésung
(Tab. 37) gefarbt und 30 min in Entfarber | und tGber Nacht in Entfarber Il (Tab. 39)
inkubiert, fotografiert, entwassert und getrocknet (Abschn. 3.3.5, S. 58). Die

densitometrische Quantifizierung erfolgte mit ImageJ relativ zur Monokultur (100 %).

Tab. 44 Zymogamm-Ladepuffer Tab. 45 Zymogramm-Entwicklerldsung
Komponente Hersteller Komponente Hersteller
5 mM EDTA-Dinatriumsalz- i i

. Carl Roth 50 mM Tris, pH 8.5 Applichem
Dihydrat 5 mM Kalziumchlorid- .

) Sigma-Aldrich

5 % SDS Carl Roth Dihydrat
50 mM Tris, pH 8.0 Applichem
50 % Glycerol Sigma-Aldrich

0,05 % Bromphenolblau Sigma-Aldrich

3.3.7 Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAS)

Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ist ein antikorperbasiertes
Nachweisverfahren, bei dem durch eine enzymatische Farbreaktion der Gehalt eines
bestimmten Faktors in einer Probe anhand einer Standardreihe quantifiziert werden
kann. In dieser Arbeit wurden ausschliel3lich sog. Sandwich-ELISAs verwendet. Bei
dieser Technik kommen zwei Antikdrper zum Einsatz, die an unterschiedliche
Epitope des Antigens, also des nachzuweisenden Proteins, binden, sodass das
Antigen wie in einem Sandwich zwischen den beiden Antikdrpern liegt. Standards

und Proben, Zelllysat oder Zellkulturiberstand, werden in spezielle 96-Well-Platten
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pipettiert, die mit dem sog. capture antibody gecoatet sind, der das Zielprotein bindet.
Nach mehreren Waschschritten wird ein biotinylierter sog. detection antibody
zugegeben, der an das Zielprotein bindet. Uberschussiger, nicht-gebundener
Antikorper wird weggewaschen und Horseradish peroxidase (HRP)-konjugiertes
Streptavidin zugegeben, welches Uber die Interaktion mit Biotin an den detection
antibody bindet. Gibt man nun das Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) zu, wird
dieses von der Peroxidase umgesetzt und es entwickelt sich eine blaue Farbe, die
durch Zugabe von Stopplésung in gelb umschlagt. Die Farbintensitat wird bei 450 nm
in einem Spektrophotometer gemessen. Anhand der optischen Dichten (ODs) der
Standardproteine mit bekannter Konzentration lasst sich tUber eine Standardkurve

der Proteingehalt in den untersuchten Proben berechnen.

3.3.7.1 Interleukin 8 (IL-8)

Die Konzentration von IL-8 im Zellkulturiiberstand von BMSC in Mono- und Kokultur
mit OA- bzw. N-Knorpelexplantaten wurde mit dem RayBio Human IL-8 ELISA Kit
(RayBiotech) bestimmt und anhand des Gewichts des jeweiligen Knorpelexplantats
auf 100 mg Knorpel bezogen. Der Detektionsrahmen dieses ELISAs betrug

1 pg/ml - 600 pg/ml.

3.3.7.2 Connective tissue growth factor (CTGF)

Zur Bestimmung von CTGF im Zellkulturiberstand sowie im Zelllysat von BMSC und
Chondrozyten in Mono- und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten wurde das
OmniKine Human CTGF Colorimetric ELISA Kit (Assay Biotechnology) verwendet.
Der Detektionsrahmen dieses ELISAs betrug 63 pg/ml - 4.000 pg/ml. Die Normali-
sierung erfolgte anhand der Gesamtproteinkonzentration des Uberstands bezogen
auf 1 mg Gesamtprotein. Die CTGF-Konzentration des Zelllysats bezieht sich auf
1 Fibringel, d.h. auf 1 x 10° BMSC bzw. auf 2 x 10° Chondrozyten. Die jeweilige
Monokultur bzw. Tag 7 wurden gleich 100 % gesetzt.

3.3.7.3 Interferon gamma (IFN-y)

Um zu Uberprifen, ob OA-Knorpelexplantate IFN-y sezerniert, wurde zunachst das
RayBio Human IFN-gamma ELISA Kit (RayBiotech) mit einem Detektionsrahmen
von 15 pg/ml - 15.000 pg/ml verwendet. Anschiel3end wurde der sensitivere Human
IFN-y High Sensitivity ELISA (Affymetrix) durchgefiihrt, dessen Detektionsrahmen
0,16 pg/ml - 10 pg/ml betrug.
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3.3.8 Multiplex-Immunoassay

Um zu untersuchen, ob Kokultur mit Knorpelexplantaten die Proteinsekretion von
BMSC beeinflusst und ob es diesbeziiglich Unterschiede zwischen OA- und N-
Knorpelexplantaten gibt, wurden Zellkulturiberstande von BMSC in Mono- und
Kokultur mit OA- und N-Knorpelexplantaten sowie von zellfreien OA- und N-Knorpel-
explantaten nach 28 Tagen in Kultur auf eine Vielzahl von Analyten (Tab. 46) wie
z.B. Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren mittels eines Multiplex-
Immunoassays (Luminex®) von der HOT Screen GmbH in Reutlingen analysiert. Der
Vorteil dieser Methode ist, dass mit einer Messung eine Vielzahl von Analyten
gleichzeitig in einer Probe gemessen werden kann. Wie beim ELISA kommen
capture antibodies zum Einsatz, die gegen die verschiedenen Analyte gerichtet und
an farbcodierte Beads gekoppelt sind. Nach Zugabe des biotinylierten detection
antibody, der an das Zielprotein bindet, und Phycoerythrin (PE)-konjugiertem
Streptavidin, das an Biotin bindet, werden die Proben in einem speziellen
Detektionsgerat mit zwei Lasern gemessen: ein Laser klassifiziert die Beads und
bestimmt somit die Analyte; der zweite Laser misst die Starke des PE-Signals, die

direkt proportional zur gebundenen Menge des Analyten in der Probe ist.

3.3.9 BrdU-Assay zur Messung der Zellproliferation

Zur Quantifizierung der Zellproliferation wurde ein kolorimetrischer Immunassay
verwendet (Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Roche), bei dem 5-Bromo-
2'-deoxyuridine (BrdU) dem Zellkulturmedium zugegeben wurde, welches dann
anstelle von Thymidin in neusynthetisierte DNA proliferierender Zellen eingebaut
wird. Anschlieend wurden die Zellen fixiert, die DNA denaturiert und ein gegen
BrdU-gerichteter, Peroxidase-gekoppelter Antikérper (anti-BrdU-POD) zugegeben,
der an inkorporiertes BrdU in der DNA bindet. Nach Zugabe des Substrats
Tetramethylbenzidin (TMB), welches von der Peroxidase umgesetzt wird, kommt es
zu einer blauen Farbentwicklung, die durch Zugabe von 1 M Schwefelsédure gestoppt
wird und einen Farbumschlag von blau nach gelb bewirkt. Die Farbintensitat wurde
anschlielend bei 450 nm in einem Spektrophotometer (Tecan GENios) gemessen
und da die optischen Dichten (ODs) direkt mit der Menge an neusynthetisierter DNA
und somit mit der Anzahl proliferierender Zellen korrelieren, lassen sich
Proliferationsraten unterschiedlich behandelter Zellkulturen relativ zueinander

vergleichen.
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Tab. 46 Lister der gemessenen Analyte

Analytname Abklrzung Unte're
Bestimmungsgrenze
Alpha-Fetoprotein AFP 0,0551 ng/ml
Brain-Derived Neurotrophic Factor BDNF 0,0116 ng/ml
Cancer Antigen 125 CA-125 1,00 U/ml
Carcinoembryonic Antigen CEA 0,0479 ng/ml
Creatine Kinase-MB CK-MB 0,0787 ng/ml
Endothelin-1 ET-1 23,6 pg/ml
Eotaxin-1 6,15 pg/ml
Epidermal Growth Factor EGF 1,06 pg/ml
Epithelial-Derived Neutrophil-Activating Protein 78 ENA-78 0,00958 ng/ml
Erythropoietin EPO 2,43 pg/ml
Factor VII 0,281 ng/ml
Fatty Acid-Binding Protein, heart FABP 0,309 ng/ml
Fibroblast Growth Factor basic FGF 46,9 pg/ml
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor GM-CSF 9,54 pg/ml
Growth Hormone GH 0,0181 ng/mi
Immunoglobulin E IgE 1,02 ng/ml
Insulin 0,173 ulu
Intercellular Adhesion Molecule 1 ICAM-1 0,322 ng/ml
Interleukin-1 alpha IL-1a 0,000500 ng/ml
Interleukin-1 beta IL-18 0,179 pg/ml
Interleukin-2 IL-2 3,00 pg/ml
Interleukin-3 IL-3 0,00204 ng/ml
Interleukin-4 IL-4 2,61 pg/ml
Interleukin-5 IL-5 1,15 pg/mi
Interleukin-6 IL-6 0,431 pg/mi
Interleukin-7 IL-7 4,22 pg/ml
Interleukin-8 IL-8 1,37 pg/mi
Interleukin-10 IL-10 1,14 pg/mi
Interleukin-12 Subunit p40 IL-12p40 0,0369 ng/ml
Interleukin-12 Subunit p70 IL-12p70 9,03 pg/ml
Interleukin-13 IL-13 1,02 pg/ml
Interleukin-15 IL-15 0,0935 ng/ml
Interleukin-16 IL-16 6,13 pg/ml
Interleukin-18 IL-18 6,19 pg/ml
Interleukin-25 IL-25 9,37 pg/ml
Leptin 0,0302 ng/mi
Lymphotactin 0,0427 ng/mi
Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha MIP-1a 4,67 pg/ml
Macrophage Inflammatory Protein-1 beta MIP-1f3 6,82 pg/ml
Macrophage-Derived Chemokine MDC 2,91 pg/ml
Matrix Metalloproteinase-3 MMP-3 0,0212 ng/ml
Matrix Metalloproteinase-9 MMP-9 3,92 ng/ml
Monocyte Chemotactic Protein 1 MCP-1 4,33 pg/ml
Prostate-Specific Antigen, Free PSA 0,00216 ng/ml
Stem Cell Factor SCF 13,1 pg/ml
Thrombopoietin TPO 0,210 ng/ml
Thyroid-Stimulating Hormone TSH 0,00977 ulU/ml
Tissue Factor TF 0,0448 ng/ml
Tumor Necrosis Factor alpha TNF-a 1,79 pg/ml
Tumor Necrosis Factor beta TNF-B 1,31 pg/ml
Vascular Endothelial Growth Factor VEGF 12,1 pg/ml

64



Material und Methoden

4.000 BMSC wurden in Triplikaten in 96-Well-Platten (Corning) in Proliferations-
medium (Tab. 2, S. 33) fur Stimulations- und Transfektionsexperimente ausgesat.
24 h nach der Aussaat wurde das Medium durch konditioniertes Medium (KM) bzw.
nicht-konditioniertes Medium (NM) ersetzt, welches nach zwei Tagen erneuert
wurde. Die Transfektion mit miR-29b-Mimic oder non-targeting Kontroll-miR (NT-miR)
wurde, wie unter Abschn. 3.1.7 (S. 40) beschrieben, ebenfalls 24 h nach der Aussaat
begonnen und das Transfektionsmedium nach 24 h durch chondrogenes Medium
ersetzt, welches nach zwei Tagen erneuert wurde. 72 h nach Beginn der Stimulation
mit KM bzw. Transfektion mit miR-29b-Mimic, wurde die BrdU labeling solution
zugegeben und die Zellen fur weitere 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Der
BrdU-Assay wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt und die Proliferationsrate
der in KM kultivierten bzw. mit miR-29b-Mimic transfizierten BMSC relativ zu der in
NM kultivierten bzw. mit NT-miR-transfizierten BMSC (100 %) quantifiziert.

3.3.10 Caspase-3/7-Assay zur Messung der Apoptoserate

Zur Quantifizierung der Apoptoserate wurde ein Enzymaktivitatsassay verwendet, mit
dem die Aktivitat der Caspase-3 und Caspase-7 gemessen werden kann (Apo-ONE
Homogenous Caspase 3/7 Assay, Promega). Diese beiden Mitglieder aus der
Familie der cysteine aspartic acid-specific protease (Caspase) spielen eine Rolle in
der Enzymkaskade zur Einleitung der Apoptose. Caspase-3 und -7 erkennen die
DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) Peptidsequenz und spalten diese am C-terminalen Ende
des Aspartatrests. Diese spezifische Enzymaktivitatt macht man sich beim
Apoptoseassay zunutze, indem man zu den Zellen, deren Caspaseaktivitat bestimmt
werden soll, ein nicht-fluoreszierendes Substrat (rhodamine 110, bis-(N-CBZ-L-
aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-aspartic acid amide), kurz (Z-DEVD)2-R110) zugibt, von
dem durch aktive Caspasen die DEVD-Peptide abgespalten werden, wodurch das
Rhodamin 110 nach Anregung mit Licht der Wellenlang 499 nm grin fluoresziert mit
einem Emissionsmaximum bei 521 nm. Die Fluoreszenz kann dann mit einem
Spektrophotometer (Tecan GENios) gemessen werden und dient als Mald der
Konzentration an aktiven Caspasen, wodurch sich die Apoptoseaktivitat unterschied-

lich behandelter Zellkulturen relativ zueinander vergleichen l&sst.
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4.000 BMSC wurden in Triplikaten in schwarze 96-Well-Platten mit klarem Boden
(Corning) in Proliferationsmedium (Tab. 2, S. 33) fur Stimulations- und Transfektions-
experimente ausgesat. 24 h nach der Aussaat wurde das Medium durch
konditioniertes Medium (KM) bzw. nicht-konditioniertes Medium (NM) ersetzt,
welches nach zwei Tagen erneuert wurde. Die Transfektion mit miR-29b-Mimic,
Inhibitor oder non-targeting Kontroll-miR (NT-miR) wurde, wie unter Abschn. 3.1.7
(S. 40) beschrieben, ebenfalls 24 h nach der Aussaat begonnen und das
Transfektionsmedium nach 24 h durch chondrogenes Medium bzw. KM ersetzt,
welches nach zwei Tagen erneuert wurde. 96 h nach Beginn der Stimulation mit KM
bzw. nach der Transfektion mit miR-29b-Mimic wurde das Apo-One Caspase-3/7
Reagent zugegeben und die Fluoreszenz nach 3 h Inkubation gemessen. Mit miR-
29b-Inhibitor transfizierte BMSC wurden 72 h nach der Transfektion und 48 h Kultur

in KM analysiert. Die Fluoreszenz wurde 8 h nach Substratzugabe gemessen.

3.4 Statistische Analysen

Fur die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Daten wurde das
Programm GraphPad Prism (Version 6) der Firma GraphPad Software verwendet.
Die Ergebnisse sind als Boxplots dargestellt mit Median, oberer und untere Quartile
und Whiskern, die den grof3ten und kleinsten Wert markieren oder als Mittelwert mit
Standardabweichung (SD). Ob Unterschiede relativ zur jeweils angegebenen
Kontrolle (0 bzw. 100 %) signifikant sind, wurde mit dem nicht-parametrischen
Wilcoxon Signed-Rank Test fur gepaarte Stichproben berechnet. Signifikante
Unterschiede zwischen absoluten Werten wurden mit dem nicht-parametrischen
Mann Whitney Test flr ungepaarte Stichproben ermittelt. p-Werte < 0,05 wurden als
statistisch signifikant erachtet. Signifikante AusreilBer (a=0,05) wurden mit dem

Grubbs-Test bestimmt.
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4  Ergebnisse

4.1 Charakterisierung humaner BMSC

4.1.1 Population doubling level und Proliferationsrate

BMSC wurden bis Passage 3 in Proliferationsmedium expandiert und anschlieend
fur Versuche verwendet. Wegen der schwer abschéatzbaren Anzahl an BMSC in der
ersten Kultur nach der Isolierung, wurden kumulative population doubling level (CPDL)
erst nach der PO-Zellernte errechnet. Ein Anstieg des CPDL wurde von P1 bis P3
beobachtet (Abb. 15A), der durchschnittiche CPDL von BMSC nach 3 Passagen lag
bei 5,66 £ 1,27 und die mittlere Zeit in Expansionskultur betrug 20,31 + 2,18 Tage.
Daraus ergab sich eine durchschnittliche Proliferationsrate von 0,28 + 0,07 population
doublings pro Tag, wobei die Verdopplungsrate von einer Passage zur nachsten
abnahm (Abb. 15B).

A Kumulative Population Douling Level B Proliferationsrate
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Abb. 15 Kumulative population doubling level und Proliferationsraten von BMSC

Der CPDL von BMSC stieg von P1 bis P3 an (A), wobei die Proliferationsrate mit jeder Passage
abnahm (B). Mittelwert (MW) = SD (n=16); **=p<0,01, ***=p<0,001; signifikante Unterschiede
zwischen den angegebenen Passagen; nicht-parametrischer Mann Whitney Test.
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4.1.2 Expression von Oberflachenmarkern auf BMSC

Um die Reinheit der isolierten MSC-Populationen aus Patientenknochenmarkproben
zu analysieren und mdgliche Kontaminationen z.B. mit hAmatopoetischen Stamm-
zellen (HSC) aufzudecken, wurde die Expression bestimmter Oberflachenmarker
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Da es keinen einzelnen, spezifischen
Marker fir mesenchymale Stammzellen gibt, wurde neben der Plastikadharenz und
des adipogenen, osteogenen und chondrogenen Differenzierungspotentials zur
Charakterisierung von MSC die Expression eines Sets an Oberflachenmarker als
Kriterium herangezogen. Mdoglichst reine BMSC-Populationen zeichnen sich durch
mehr als 95 % CD73-, CD90- und CD105-positive Zellen und weniger als 2 % CD19-
und CD34-positive Zellen wie HSC aus. Alle stichprobenartig tberpriften BMSC-
Populationen bestanden hauptsachlich aus CD73-, CD90- und CD105-
exprimierenden Zellen und enthielten nur wenige CD19- und CD34-positive Zellen
(Tab. 47, Abb. 16).

Tab. 47 Expression von Oberflachenmarkern auf BMSC
Ubersicht tber den prozentualen Anteil an Zellen in der Gesamtpopulation,

die einen bestimmten Oberflachenmarker exprimierten.

BMSC CD19" CD34" CcD73" CD90" CD105"
Patienten-Nr. (£2%) | (£2%) | (295%) | (295%) | (=95 %)
539 0,62 % 0,62 % 90,5 % 95,0 % 84,8 %

565 0,3% 3,0% 98,4 % 98,9 % 96,8 %

669 0,24 % 0,48 % 96,8 % 96,6 % 94,3 %

684 0,67 % 0,67 % 96,8 % 94,1 % 93,3 %

704 0,85 % 1,04 % 99,3 % 99,5 % 99,2 %

720 0,14 % 0,13 % 96,2 % 95,9 % 95,3 %
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Abb. 16 Durchflusszytometrische Analyse von Oberflachenmarkern auf BMSC

(A) Unspezifisches Binden der Isotyp-Kontrollen (FITC: griin, PE: rot) wurde durch den Vergleich mit
ungefarbten BMSC (schwarze Linie) ausgeschlossen. (B) BMSC-Populationen in Passage 3
enthielten nur wenige CD19- und CD34-positive Zellen und (C) tUberwiegend CD73-, CD90- und

CD105-positive BMSC. Schwarze Linie: Isotyp-Kontrolle, rote bzw. griine Linie: entsprechender
Oberflachenmarker.
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4.2 Einfluss von BMSC und Chondrozyten auf die Protein-

expression der kokultivierten Knorpelexplantate

Um den Einfluss von BMSC, Chondrozyten und eines Gemisches aus beiden
Zelltypen auf das kokultivierte Knorpelexplantat zu untersuchen, wurden nach
Entfernen der Fibringele sequentielle Proteinextrakte mit Natriumchlorid (NaCl) und
Guanidinhydrochlorid (GdnHCI) aus dem Knorpelgewebe hergestellt. Die Protein-
extrakte wurden mittels SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und
anschlieBend das Bandenmuster der mit Silberfarbung bzw. mit Coomassie-Blau
angefarbten Proteine im Gel verglichen. Die Vorfraktionierung der GdnHCI-I6slichen
Proteine in grofRer bzw. kleiner 100 kDa mittels Amicon Zentrifugen-Filtereinheiten
fuhrte dazu, dass die Proteinkonzentration des Filtrats mit den kleinen Proteinen zu
gering fur die SDS-PAGE war, sodass darauf verzichtet werden musste.

Zwischen den Proteinextrakten aus OA-Knorpelexplantaten, die mit einem zellfreien
Fibringel (+F) oder Fibringelen mit BMSC (+MSC), Chondrozyten (+Ch) bzw. einem
Gemisch beider Zelltypen (+Mix) fur 7 bzw. 28 Tage kokultiviert wurden, konnten im
Bandenmuster weder Unterschiede zwischen den verschiedenen Kokultur-

bedingungen noch zwischen den zwei Zeitpunkten detektiert werden (Abb. 17).
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Abb. 17 Coomassie-Blau-Farbung von Proteinbanden (mono- und kokultivierte OA-Knorpel-
explantat-Proteinextrakte)

Zwischen den Proteinextrakten aus OA-Knorpelexplantaten, die mit einem zellfreien Fibringel (+F)
bzw. mit Fibringelen mit BMSC (+MSC), Chondrozyten (+Ch) oder einem Gemisch beider Zelltypen
(+Mix) far 7 bzw. 28 Tage kokultiviert wurden, waren keine Unterschiede im Proteinexpressionsmuster
zu erkennen. Beispiele dreier Knorpelproben von unterschiedlichen OA-Patienten, (A) NaCl-lgsliche
Proteinfraktion, (B) GdnHCI-l6sliche Proteinfraktion, kDa: Molekulargewicht des Proteinstandards.
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Auch mittels der sensitiveren Silberfarbung konnten keine Unterschiede im
Bandenmuster detektiert werden (Abb. 18).

NaCl-lésliche GdnHCl-lsliche
Knorpelproteine Knorpelproteine
Tag7 Tag 28 Tag7 Tag 28
+ + + + + + + + + 0+

kDa F MSC Mix Ch F MSC Mix Ch |= MSC M|x cn F MSC Mix Ch kDa
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Abb. 18 Silberfarbung von Proteinbanden (mono- und kokultivierte OA-Knorpelexplantat-
Proteinextrakte)

Zwischen den Proteinextrakten aus OA-Knorpelexplantaten, die mit einem zellfreien Fibringel (+F)
bzw. mit Fibringelen mit BMSC (+MSC), Chondrozyten (+Ch) oder einem Gemisch beider Zelltypen
(+Mix) fur 7 bzw. 28 Tage kokultiviert wurden, waren keine Unterschiede im Proteinexpressionsmuster
zu erkennen. kDa: Molekulargewicht des Proteinstandards.

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteinextrakte aus OA- bzw. N-Knorpel-
explantaten, die mit BMSC in Fibringel bzw. einem zellfreien Fibringel fur 7 und 28
Tage kokultiviert wurden, wiesen ebenfalls keine eindeutigen Unterschiede im
Bandenmuster zwischen OA- und N-Knorpel bzw. mono- und kokultiviertem Knorpel-
explantat oder Tag 7 und Tag 28 auf (Abb. 19).
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Abb. 19 Coomassie-Blau-Farbung von Proteinbanden (mono- und kokultivierte OA- und N-
Knorpelexplantat-Proteinextrakte)

Zwischen den Proteinextrakten aus OA-Knorpelexplantaten (OA) und N-Knorpelexplantaten (N), die
mit einem zellfreien Fibringel (+F) bzw. mit Fibringelen mit BMSC (+MSC) fir 7 bzw. 28 Tage
kokultiviert wurden, waren keine Unterschiede im Proteinexpressionsmuster zu erkennen. (A) NaCl-
I6sliche Proteinfraktion, (B) GdnHCI-Iésliche Proteinfraktion, kDa: Molekulargewicht des Protein-
standards.

Um eine feinere Auftrennung der Knorpelproteinextrakte, die hauptsachlich aus
grof3en Matrixproteinen bestehen und nur wenige zytoplasmatische Chondrozyten-
proteine enthalten, zu erreichen, wurden eigene Versuche mittels 2D-Elektrophorese
durchgefuhrt sowie Proben zur Analyse an ein Proteinlabor der TU Minchen
(Fakultat fur Chemie, Fachgebiet Industrielle Biokatalyse, AG Prof. Briick) versandt.
Allerdings liel3 sich das aus Knorpelgewebe extrahierte Proteingemisch auch trotz
vorheriger enzymatischer Deglykosylierung nur unzureichend anhand des
isoelektrischen Punktes auftrennen. Deshalb waren bei der anschlieRenden
elektrophoretischen Trennung nach dem Molekulargewicht keine einzelnen Spots,

sondern nur eine grol3e Wolke zu erkennen.
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4.3 Gegenseitige Beeinflussung der Proteinsekretion von Knorpel-

explantaten und BMSC bei Kokultur

Um zu untersuchen, ob Kokultur mit Knorpelexplantaten die Proteinsekretion von
BMSC beeinflusste und ob es Unterschiede zwischen OA- und N-Knorpelexplantaten
gab, wurden Zellkulturiberstdande von BMSC in Mono- und Kokultur mit OA- und N-
Knorpelexplantaten sowie von zellfreien OA- und N-Knorpelexplantaten nach 28
Tagen in Kultur auf eine Vielzahl von Analyten wie z.B. Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren mittels eines Luminex-Multiplex-lImmunoassays von der HOT
Screen GmbH in Reutlingen analysiert.

Interleukin-6 (IL-6), ein Regulator von Entzindungsreaktionen, konnte in allen
untersuchten Zellkulturiiberstanden in ungefahr gleicher Menge detektiert werden
(Abb. 20A). IL-1B, ein pro-inflammatorisches Zytokin, wurde nicht von N-Knorpel-
explantaten produziert (Abb. 20B). Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) spielt
ebenfalls bei Entziindungen eine Rolle und konnte im Uberstand von BMSC und
Knorpelexplantaten jeweils in Mono- und gegenseitiger Kokultur detektiert werden
(Abb. 20C). Die Matrixmetalloprotease 9 (MMP-9), welche denaturierte Kollagen-
fibrillen abbaut, wurde von BMSC sowie OA- und N-Knorpelexplantaten in den
Uberstand abgegeben (Abb. 20D). Interleukin-8 (IL-8), ein chemotaktisches,
inflammatorisches Zytokin, wurde sowohl von OA- als auch von N-Knorpel-
explantaten sezerniert und konnte im Uberstand von BMSC in Kokultur mit
Knorpelexplantaten detektiert werden, wobei die von BMSC in Monokultur
produzierte IL-8-Menge an der Detektionsgrenze des verwendeten Multiplex-ELISAs
lag (Abb. 20E).
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Abb. 20 Nachweis von BMSC, OA- und N-Knorpelexplantaten sezernierter Faktoren im
Zellkulturiberstand

IL-6 (A), IL-18 (B), TNF-a (C), MMP-9 (D) und IL-8 (E) im Zellkulturiberstand von BMSC in
Monokultur (BMSC, braune Punkte), in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten (BMSC+N, hellgriine
Quadrate) oder OA-Knorpelexplantaten (BMSC+OA, hellrote Pyramiden) und von N-Knorpel-
explantaten (N+F, dunkelgrine Rauten) bzw. OA-Knorpelexplantaten mit zellfreiem Fibringel (OA+F,
dunkelrote Dreiecke) an Tag 28; dargestellt sind die einzelnen Messwerte (n=3), die Linie zeigt den
Mittelwert an.
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Da sich fur IL-8 Unterschiede zwischen Knorpelexplantaten in Mono- bzw. Kokultur
mit BMSC andeuteten, wurden weitere Uberstande mittels eines IL-8-ELISAs
analysiert. Zwischen den Uberstanden von BMSC bzw. N- und OA-Knorpel-
explantaten jeweils in Monokultur und Kokultur von Zellen und Explantat konnten an
Tag 7 keine Unterschiede in der sezernierten Menge an IL-8 detektiert werden (Abb.
21A). An Tag 28 (Abb. 21B) enthielt der Uberstand von BMSC sowohl in Kokultur mit
OA- als auch mit N-Knorpelexplantaten mehr IL-8 als BMSC in Monokultur. Der
Unterschied zwischen Knorpelexplantaten mit zellfreiem Fibringel und Kokultur mit
BMSC in Fibringel war nur fur OA-Knorpelexplantate signifikant. Sowohl N- als auch
OA-Knorpelexplantate in Monokultur sezernierten signifikant mehr IL-8 als BMSC in
Monokultur und es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen N- und OA-
Knorpelexplantaten, unabhéngig davon, ob in Mono- oder Kokultur mit BMSC. In
allen Kulturbedingungen nahm die IL-8-Sekretion von Tag 7 zu Tag 28 signifikant ab
(Abb. 21C).

Da sich in der Luminex-Analyse abzeichnete, dass BMSC in Kokultur mit OA- oder
N-Knorpelexplantaten weniger MMP-9 sezernierten als BMSC in Monokultur, wurden
mit weiteren Uberstanden von BMSC, OA- und N-Knorpelexplantaten in Mono- und
Kokultur Zymogramme erstellt. Mittels Gelatine-Zymographie lassen sich MMP-2 und
MMP-9 nachweisen. Die Luminex-Analyse des Uberstands lieR auf Unterschiede in
der MMP-9-Proteinsekretion schlieBen, im Zymogramm konnten jedoch nur die
Banden der Pro- und aktiven Form von MMP-2 detektiert werden. An Tag 7
sezernierten OA- und N-Knorpelexplantate in Monokultur weniger und in Kokultur mit
BMSC mehr pro-MMP-2 im Vergleich zu BMSC in Monokultur (Abb. 22A). Bei der
aktiven Form gab es keine signifikanten Unterschiede zu BMSC in Monokultur
(Abb. 22B). Der Uberstand von Knorpelexplantaten in Kokultur mit BMSC enthielt
sowohl mehr pro-MMP-2 als auch mehr von der aktiven Form des Enzyms als die
Knorpelexplantate mit zellfreiem Fibringel. An Tag 28 enthielt nur der Uberstand von
OA-Knorpelexplantaten mit zellfreiem Fibringel signifikant weniger pro- (Abb. 22D)
und aktives MMP-2 (Abb. 22E) als der Uberstand von BMSC in Monokultur und als
der in Kokultur mit BMSC.
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Abb. 21 IL-8 im Zellkulturiiberstand von BMSC, N- und OA-Knorpelexplantaten in Mono- und
Kokultur

IL-8 im Zellkulturiiberstand von BMSC in Monokultur (braune Balken), in Kokultur mit N-
Knorpelexplantaten (griine, schraffierte Balken) oder OA-Knorpelexplanteten (rote, schraffierte
Balken) und von N-Knorpelexplantaten (griine Balken) bzw. OA-Knorpelexplantaten mit zellfreiem
Fibringel (rote Balken) an (A) Tag 7, (B) Tag 28 und (C) an Tag 7 (helle Balken) und Tag 28 (dunkle
Balken); *=p<0,05, **=p<0,01; signifikante Unterschiede zwischen den angezeigten Balken; nicht-
parametrischer Mann Whitney Test.
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Abb. 22 MMP-2 im Zellkulturiiberstand von BMSC, N- und OA-Knorpelexplantaten in Mono-
und Kokultur
Pro-MMP-2 an Tag 7 (A) und Tag 28 (D) bzw. die aktive Form von MMP-2 an Tag 7 (B) und Tag 28
(E) im Zellkulturiberstand von N-Knorpelexplantaten (griine Balken) und OA-Knorpelexplantaten (rote
Balken) mit zellfreiem Fibringel (ohne Muster) oder mit BMSC in Fibringel (schraffierte Balken) im
Vergleich zu BMSC in Monokultur (Linie bei 100 %); Reprasentative Ausschnitte der MMP-2-Banden
im Zymogramm (C, F); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zu BMSC in Monokultur (Linie bei 100 %);
nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test; #=p<0,05; ##=p<0,01; ###=p<0,001; signifikanter
Unterschied zwischen den angezeigten Balken (Mono- und Kokultur); nicht-parametrischer Mann
Whitney Test.
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4.4 Einfluss von Knochen-/ Knorpelexplantaten auf die Expression
von miRs und potentiellen Zielgenen in kokultivierten BMSC

und Chondrozyten

4.4.1 miR-675-, miR-301- und COL2A1-Genexpression
Die Expression von Kollagen Il kann u.a. direkt von der miR-301 reguliert werden
(Shi et al., 2011) oder indirekt durch miR-675, die die Expression oder Aktivitat eines

Repressors der Kollagen II-Expression modulieren soll (Dudek et al., 2010).

4.4.1.1 Kokultur mit OA-Knochenexplantaten

OA-Knochenexplantate hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Expression der
mMiR-675 und die Genexpression von COL2A1 in kokultivierten BMSC (Abb. 23A) und
nur BMSC in Monokultur wiesen eine signifikant erhéhte COL2A1-Expression an Tag
28 im Vergleich zu Tag 7 auf (Abb. 23B).

In Chondrozyten, die auf OA-Knochenexplantaten kokultiviert wurden, war die miR-
675-Expression an Tag 7 erhdht und die COL2A1-Expression an Tag 28 reduziert im
Vergleich zu Chondrozyten in Monokultur (Abb. 23C), wohingegen weder bei der
Kokultur noch bei der Monokultur signifikante Unterschiede in der miR-675- und
COL2A1-Expression zwischen Tag 7 und Tag 28 auftraten (Abb. 23D).

Wurde ein Gemisch aus BMSC und Chondrozyten auf OA-Knochenexplantaten
kokultiviert, war die COL2A1-Expression an Tag 28 signifikant niedriger als im
Gemisch, das ohne Explantat kultiviert wurde (Abb. 23E) und im Vergleich zu Tag 7
war nur der COL2A1-Expressionslevel des Gemisches in Monokultur an Tag 28
signifikant erhéht (Abb. 23F).
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Abb. 23 Einfluss von OA-Knochenexplantaten auf die miR-675- und COL2A1-Genexpression
miR-675- (gelbe Balken) und COL2A1-Genexpression (blaue Balken) von BMSC (A), Chondrozyten
(C) und einem Gemisch beider Zelltypen (E) in Kokultur mit OA-Knochenexplantaten nach 7 Tagen
(Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen (Balken mit Muster) im Vergleich zur Monokultur (O-Linie);
miR-675- (gelbe Balken) und COL2A1-Genexpression (blaue Balken) von BMSC (B), Chondrozyten
(D) und einem Gemisch beider Zelltypen (F) in Monokultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit OA-
Knochenexplantaten (Balken mit Muster) an Tag 28 im Vergleich zu Tag 7 (O-Linie); *=p<0,05;
signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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4.4.1.2 Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten

Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten fuhrte in BMSC zu einer reduzierten COL2A1-
Genexpression nach 7 Tagen chondrogener Differenzierung im Vergleich zu BMSC
in Monokultur, wohingegen nach 28 Tagen kein Unterschied mehr bestand. Die miR-
675- und miR-301-Expression wurde durch die Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten
nicht beeinflusst (Abb. 24A). Auch zwischen Tag 7 und Tag 28 gab es weder bei
BMSC in Monokultur noch in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten signifikante
Unterschiede in der miR-Expression. Allerdings wiesen BMSC unter beiden
Kulturbedingungen an Tag 28 signifikant hhere COL2A1-Expressionslevel auf als
an Tag 7 (Abb. 24B).

Chondrozyten, die auf OA-Knorpelexplantaten kultiviert wurden, zeigten nur in der
miR-675-Expression an Tag 7 einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu
Chondrozyten, die ohne Explantat kultiviert wurden (Abb. 24C). Weder bei der
Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten noch bei der Monokultur anderten sich die
mMiR-675-, MmiR-301- und COL2A1-Expressionslevel zwischen Tag 7 und Tag 28
(Abb. 24D).

Wurden BMSC und Chondrozyten in einem Fibringel gemischt und gemeinsam auf
OA-Knorpelexplantaten kultiviert, war nur die miR-675-Expression an Tag 28
signifikant héher als im Gemisch in Monokultur (Abb. 24E). Im Vergleich zu Tag 7
war die miR-675-Expression im Gemisch in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten und
die COL2A1-Expression im Gemisch aus BMSC und Chondrozyten in Monokultur an
Tag 28 hoher (Abb. 24F).
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Abb. 24 Einfluss von OA-Knorpelexplantaten auf die miR-675-, miR-301- und COL2A1-Gen-

expression

miR-675- (gelbe Balken), miR-301- (orangene Balken) und COL2A1-Genexpression (blaue Balken)
von BMSC (A), Chondrozyten (C) und einem Gemisch beider Zelltypen (E) in Kokultur mit OA-
Knorpelexplantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen (Balken mit Muster) im
Vergleich zur Monokultur (0-Linie); miR-675- (gelbe Balken), miR-301- (orangene Balken) und
COL2A1-Genexpression (blaue Balken) von BMSC (B), Chondrozyten (D) und einem Gemisch beider
Zelltypen (F) in Monokultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten (Balken mit
Muster) an Tag 28 im Vergleich zu Tag 7 (0-Linie); *=p<0,05; **=p<0,05; signifikanter Unterschied zur
0O-Linie; nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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4.4.1.3 Kokultur mit N-Knorpelexplantaten

Kokultur mit N-Knorpelexplantaten bewirkte in BMSC einen signifikanten Anstieg der
MiR-675-Expression an Tag 7 und eine Reduktion der COL2A1-mRNA-Level an
beiden Zeitpunkten im Vergleich zu BMSC in Monokultur (Abb. 25A). Sowohl BMSC
in Mono- als auch in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten wiesen an Tag 28 im
Vergleich zu Tag 7 erhéhte miR-675- und COL2A1-Expressionslevel auf (Abb. 25B).
Beim direkten Vergleich von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten zu BMSC
in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in
der miR-675- oder COL2A1-Expression (Abb. 25C).

Wie bei OA-Chondrozyten in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten (Abb. 24C) schien
auch bei N-Chondrozyten in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten die miR-675-
Expression an Tag 7 hoher zu sein als bei N-Chondrozyten in Monokultur
(Abb. 25D). Wegen der mangelnden Verfugbarkeit von N-Knorpelproben konnte
dieses Experiment nur viermal durchgefuhrt werden und ergab keine signifikanten

Unterschiede.
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Abb. 25 Einfluss von N-Knorpelexplantaten auf die miR-675- und COL2A1-Genexpression

(A) miR-675- (gelbe Balken) und COL2A1-Genexpression (blaue Balken) von BMSC in Kokultur mit
N-Knorpelexplantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen (Balken mit Muster) im
Vergleich zur Monokultur (O-Linie); (B) miR-675- (gelbe Balken) und COL2A1-Genexpression (blaue
Balken) von BMSC in Monokultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit N-Knorpelexplantaten
(Balken mit Muster) an Tag 28 im Vergleich zu Tag 7 (0-Linie); (C) miR-675- (gelbe Balken) und
COL2A1-Genexpression (blaue Balken) von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten nach 7
Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen (Balken mit Muster) im Vergleich zu BMSC in Kokultur
mit N-Knorpelexplantaten (0-Linie); (D) miR-675- (gelber Balken) und COL2A1-Genexpression (blauer
Balken) von N-Chondrozyten in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten nach 7 Tagen im Vergleich zur
Monokultur (0-Linie); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-parametrischer Wilcoxon
Signed-Rank Test.
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4.4.2 miR-124a, SOX9 und CTGF Gen- und Proteinexpression
Die miR-124a kann sowohl im 3'-UTR der SOX9- (Cheng et al., 2009) als auch der
CTGF-mRNA binden (Lv et al., 2011) und somit die Gen- und Proteinexpression

dieser beiden Zielgene regulieren.

4.4.2.1 Kokultur mit OA-Knochenexplantaten

In BMSC fuihrte die Kokultur mit OA-Knochenexplantaten zu einer reduzierten CTGF-
Genexpression an Tag 28 im Vergleich zu BMSC in Monokultur (Abb. 26A).
Chondrozyten, die mit OA-Knochenexplantaten kokultiviert wurden, wiesen erhdhte
miR-124a-Level auf im Vergleich zu Chondrozyten in Monokultur, wobei die
Expression der beiden mdglichen Zielgene, SOX9 und CTGF, unverandert blieb
(Abb. 26C). Im Gemisch aus BMSC und Chondrozyten bewirkte die Kokultur mit OA-
Knochenexplantaten an Tag 28 eine signifikante Erh6hung der miR-124a-Expression
und eine signifikante Reduktion der CTGF-Genexpression (Abb. 26E).

Verglichen mit der Expression an Tag 7 wiesen an Tag 28 weder BMSC (Abb. 26B),
noch Chondrozyten (Abb. 26D) noch das Gemisch aus beiden Zelltypen (Abb. 26F)
Unterschiede in der miR-124a-, SOX9- oder CTGF-Expression auf.

4.4.2.2 Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten

Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten flihrte an Tag 7 und Tag 28 sowohl in BMSC
(Abb. 27A) als auch in Chondrozyten (Abb. 27C) und einem Gemisch beider
Zelltypen (Abb. 27E) zu einer gesteigerten miR-124a-Expression im Vergleich zu den
jeweiligen Monokulturen. Allerdings war lediglich die CTGF-Expression an Tag 7 im
Gemisch durch die Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten reduziert. Verglichen mit der
Expression an Tag 7 wiesen an Tag 28 weder BMSC (Abb. 27B), noch
Chondrozyten (Abb. 27D) noch das Gemisch aus beiden Zelltypen (Abb. 27F)
Unterschiede in der miR-124a-, SOX9- oder CTGF-Expression auf.
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Abb. 26 Einfluss von OA-Knochenexplantaten auf die miR-124a-, SOX9- und CTGF-Gen-

expression

miR-124a- (gelbe Balken), SOX9- (blaue Balken) und CTGF-Genexpression (pinke Balken) von
BMSC (A), Chondrozyten (C) und einem Gemisch beider Zelltypen (E) in Kokultur mit OA-Knochen-
explantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen (Balken mit Muster) im Vergleich zur
Monokultur (O-Linie); miR-124a- (gelbe Balken), SOX9- (blaue Balken) und CTGF-Genexpression
(pinke Balken) von BMSC (B), Chondrozyten (D) und einem Gemisch beider Zelltypen (F) in
Monokultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit OA-Knochenexplantaten (Balken mit Muster) an
Tag 28 im Vergleich zu Tag 7 (0-Linie); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-
parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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Abb. 27 Einfluss von OA-Knorpelexplantaten auf die miR-124a-, SOX9- und CTGF-Gen-
expression

miR-124a- (gelbe Balken), SOX9- (blaue Balken) und CTGF-Genexpression (pinke Balken) von
BMSC (A), Chondrozyten (C) und einem Gemisch beider Zelltypen (E) in Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen (Balken mit Muster) im Vergleich zur
Monokultur (O-Linie); miR-124a- (gelbe Balken), SOX9- (blaue Balken) und CTGF-Genexpression
(pinke Balken) von BMSC (B), Chondrozyten (D) und einem Gemisch beider Zelltypen (F) in
Monokultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten (Balken mit Muster) an Tag
28 im Vergleich zu Tag 7 (0-Linie); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-
parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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Da die Interaktion von miR und mRNA nicht zwingend zum Abbau der mRNA fuhren
muss, sondern auch lediglich die Translation inhibiert werden kann, wurden die
Proteinexpressionlevel von Sox9 und CTGF mittels Western Blotting bzw. ELISA
untersucht.

Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten fuhrte in BMSC an Tag 7 und 28 zu erhohter
Sox9-Proteinsynthese im Vergleich zu BMSC in Monokultur. Auf die Sox9-
Proteinsynthese von Chondrozyten hatte das kokultivierte OA-Knorpelexplantat
jedoch keinen Einfluss (Abb. 28A). Auch zwischen Tag 7 und Tag 28 gab es in
BMSC und Chondrozyten weder bei Mono- noch bei Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten Unterschiede in der Sox9-Proteinexpression (Abb. 28B). Im Zellkultur-
Uberstand von BMSC sowohl in Mono- als auch in Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten wurde an Tag 28 jeweils eine signifikant hohere CTGF-Konzentration
gemessen im Vergleich zu Tag 7 (Abb. 29A). Keine Unterschiede in der CTGF-
Konzentration traten bei Chondrozyten auf sowie zwischen BMSC und Chondrozyten
in Mono- und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten. Allerdings betrug die von OA-
Knorpelexplantaten sezernierte Menge an CTGF an Tag 7 und Tag 28 ca. 100 pg/mg
Gesamtprotein im Uberstand. Da OA-Knorpelexplantate CTGF ins Kulturmedium
abgaben, konnte eine Reduktion der CTGF-Produktion kokultivierter BMSC bzw.
Chondrozyten durch die erhéhten miR-124a-Level evtl. durch das vom Knorpel
sezernierte CTGF Uberdeckt worden sein. Deshalb wurde zusétzlich die intrazellulére
CTGF-Proteinmenge im Zelllysat gemessen. Hier zeigten sich bei 3-4 Experimenten
zwar keine signifikanten Unterschiede, jedoch war die CTGF-Menge tendenziell
reduziert bei Chondrozyten in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten im Vergleich zur
Monokultur (Abb. 29B). Zwischen Tag 7 und 28 bestanden ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede (Abb. 29C), wobei BMSC in Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten an Tag 28 eher mehr CTGF zu produzieren schienen als an Tag 7.
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Sox9 Proteinexpression:
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Abb. 28 Einfluss von OA-Knorpelexplantaten auf die Sox9-Proteinexpression

(A) Sox9-Proteinexpression von BMSC (braune Balken) und Chondrozyten (grine Balken) nach 7
Tagen (helle Balken) bzw. 28 Tagen (dunkle Balken) in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten im
Vergleich zur Monokultur (Linie bei 100 %); (B) Sox9-Proteinexpression von BMSC (braune Balken)
und Chondrozyten (griine Balken) in Monokultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten (Balken mit Muster) an Tag 28 im Vergleich zu Tag 7 (Linie bei 100 %); (C)
Reprasentativer Sox9-Western Blot mit $-Aktin als Ladekontrolle von Zelllysaten aus BMSC bzw.
Chondrozyten (Ch) in Fibringel in Mono- und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten nach 7 und 28
Tagen; kDa: Molekulargewicht des Proteinstandards; *=p<0,05; signifikanter Unterschied zur
Monokultur (Linie bei 100 %); nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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Abb. 29 Einfluss von OA-Knorpelexplantaten auf die CTGF-Proteinexpression

(A) CTGF-Konzentration im Zellkulturiiberstand von BMSC (braune Balken), Chondrozyten (griine
Balken) und OA-Knorpelexplantaten (rote Balken) nach 7 Tagen (helle Balken) bzw. 28 Tagen (dunkle
Balken) in Mono- oder Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten; (B) CTGF-Proteinexpression von BMSC
(braune Balken) und Chondrozyten (grine Balken) nach 7 Tagen (helle Balken) bzw. 28 Tagen
(dunkle Balken) in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten im Vergleich zur Monokultur (Linie bei 100 %);
(C) CTGF-Proteinexpression von BMSC (braune Balken) und Chondrozyten (griine Balken) in
Monokultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten (Balken mit Muster) an Tag
28 im Vergleich zu Tag 7 (Linie bei 100 %); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zwischen den
angezeigten Balken; nicht-parametrischer Mann Whitney Test.
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4.4.2.3 Kokultur mit N-Knorpelexplantaten

BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten wiesen nach 7 und 28 Tagen
chondrogener Differenzierung hohere miR-124a- und an Tag 28 auch hohere SOX9-
Genexpressionslevel auf als BMSC in Monokultur, wohingegen die CTGF-
Genexpression durch das kokultivierte N-Knorpelexplantaten unverandert blieb
(Abb. 30A). Im Vergleich zu Tag 7 zeigten BMSC sowohl in Mono- als auch in
Kokultur an Tag 28 hohere CTGF-Level (Abb. 30B). In der miR-124a- und SOX9-
Genexpression gab es keine Unterschiede zwischen Tag 7 und Tag 28. In BMSC in
Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten war die CTGF-Genexpression an Tag 7 im
Vergleich zu BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten signifikant niedriger
(Abb. 30C), wobei dieser Unterschied an Tag 28 nicht mehr auftrat. Ebenso gab es
keine Unterschiede in der miR-124a- und SOX9-Genexpression zwischen der
Kokultur mit OA-Knorpel- und der mit N-Knorpelexplantaten. N-Chondrozyten in
Kokultur mit N-Knorpelexplantaten wiesen tendenziell hdhere miR-124a-Gen-
expressionslevel auf als N-Chondrozyten in Monokultur (Abb. 30D), wobei sich bei

der Genexpression von SOX9 kein Trend abzeichnete.
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Abb. 30 Einfluss von N-Knorpelexplantaten auf die miR-124a-, SOX9- und CTGF-Genexpression
(A) miR-124a- (gelbe Balken), SOX9- (blaue Balken) und CTGF-Genexpression (pinke Balken) von
BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen
(Balken mit Muster) im Vergleich zur Monokultur (0O-Linie); (B) miR-124a- (gelbe Balken), SOX9-
(blaue Balken) und CTGF-Genexpression (pinke Balken) von BMSC in Monokultur (Balken ohne
Muster) und Kokultur mit N-Knorpelexplantaten (Balken mit Muster) an Tag 28 im Vergleich zu Tag 7
(O-Linie); (C) miR-124a- (gelbe Balken), SOX9- (blaue Balken) und CTGF-Genexpression (pinke
Balken) von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw.
28 Tagen (Balken mit Muster) im Vergleich zu BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten (0O-Linie);
(D) miR-124a- (gelber Balken) und SOX9-Genexpression (blauer Balken) von N-Chondrozyten in
Kokultur mit N-Knorpelexplantaten nach 7 Tagen im Vergleich zur Monokultur (0O-Linie); *=p<0,05;
**=p<0,05; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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4.4.3 miR-29b, COL1A1 und COL3A1 Gen- und Proteinexpression

miR-29b kann sowohl die Expression von Kollagen | als auch von Kollagen Il
regulieren, da es Bindestellen in der 3'-UTR der mRNAs beider Zielgene gibt
(Steele et al., 2010).

4.4.3.1 Kokultur mit OA-Knochenexplantaten

OA-Knochenexplantate hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von
miR-29b, COL1A1 und COL3AL1 in kokultivierten BMSC (Abb. 31A). Auch zwischen
Tag 7 und Tag 28 blieben die Expressionslevel der miR und ihrer potentiellen
Zielgene in BMSC sowohl in Mono- als auch in Kokultur mit OA-Knochenexplantaten
unveréandert (Abb. 31B).

Chondrozyten, die fur 28 Tage auf OA-Knochenexplantaten kokultiviert wurden,
wiesen niedrigere COL3Al-Level auf als Chondrozyten in Monokultur (Abb. 31C).
Keine Unterschiede traten in der miR-29b- und COL1A1-Genexpression auf. Die
Expression aller drei untersuchten Gene anderte sich weder in mono- noch in
kokultivierten Chondrozyten zwischen Tag 7 und Tag 28 (Abb. 31D).

Wurden BMSC und Chondrozyten in einem Fibringel gemischt und gemeinsam auf
OA-Knochenexplantaten kokultiviert, zeigte dieses Zellgemisch nach 7 Tagen
niedrigere COL3A1-Genexpressionslevel und nach 28 Tagen niedrigere COL1A1-
Level im Vergleich zum Gemisch beider Zelltypen in Monokultur (Abb. 31E).
Zwischen Tag 7 und Tag 28 traten keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 31F).
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Abb. 31 Einfluss von OA-Knochenexplantaten auf die miR-29b-, COL1A1- und COL3A1l-Gen-
expression

miR-29b- (gelbe Balken), COL1A1- (blaue Balken) und COL3A1-Genexpression (pinke Balken) von
BMSC (A), Chondrozyten (C) und einem Gemisch beider Zelltypen (E) in Kokultur mit OA-Knochen-
explantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen (Balken mit Muster) im Vergleich zur
Monokultur (0O-Linie); miR-29b- (gelbe Balken), COL1A1- (blaue Balken) und COL3A1-Genexpression
(pinke Balken) von BMSC (B), Chondrozyten (D) und einem Gemisch beider Zelltypen (F) in Mono-
kultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit OA-Knochenexplantaten (Balken mit Muster) an Tag 28
im Vergleich zu Tag 7 (0-Linie); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-parametrischer
Wilcoxon Signed-Rank Test.
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4.4.3.2 Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten

Genexpression

Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten flhrte in BMSC zu erhdhter miR-29b-Expression
an Tag 7 und erniedrigter COL1A1- und COL3A1-Genexpression an beiden Zeit-
punkten verglichen mit der Expression von BMSC in Monokultur (Abb. 32A). In
Chondrozyten erhohte sich durch die Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten die
miR-29b-Expression an beiden Zeitpunkten, wohingegen die COL1A1- und COL3A1-
Expression im Vergleich zu Chondrozyten in Monokultur unverandert blieb
(Abb. 32C). Wurde ein Gemisch aus BMSC und Chondrozyten auf OA-Knorpel-
explantaten kultiviert, zeigten sich niedrigere COL1A1- und COL3Al-Expressions-
level im Vergleich zum Zellgemisch in Monokultur (Abb. 32E).

Zwischen Tag 7 und Tag 28 gab es weder in BMSC (Abb. 32B) noch in
Chondrozyten (Abb. 32D) oder dem Gemisch (Abb. 32F) in Mono- und Kokultur mit
OA-Knorpelexplantaten signifikante Unterschiede in der miR-29b-, COL1A1- oder
COL3A1-Genexpression.

Proteinexpression

Um zu untersuchen, ob die durch Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten erhéhte miR-
29b- und erniedrigte COL1A1- und COL3A1-Genexpression in BMSC Auswirkungen
auf die Kollagen-Proteinsynthese und -sekretion hat, wurden aus dem Zellkultur-
uberstand von BMSC in Fibringel in Mono- und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten
Kollagene extrahiert und sezerniertes Kollagen | mittels Western Blotting analysiert.
Weder an Tag 7 noch an Tag 28 traten signifikante Unterschiede bei Kollagen | im
Uberstand von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten im Vergleich zur
Monokultur auf (Abb. 33).
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Abb. 32 Einfluss von OA-Knorpelexplantaten auf miR-29b-, COL1A1l- und COL3A1-Gen-
expression

miR-29b- (gelbe Balken), COL1A1- (blaue Balken) und COL3A1-Genexpression (pinke Balken) von
BMSC (A), Chondrozyten (C) und einem Gemisch beider Zelltypen (E) in Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen (Balken mit Muster) im Vergleich zur
Monokultur (0-Linie); miR-29b- (gelbe Balken), COL1A1- (blaue Balken) und COL3A1-Genexpression
(pinke Balken) von BMSC (B), Chondrozyten (D) und einem Gemisch beider Zelltypen (F) in Mono-
kultur (Balken ohne Muster) und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten (Balken mit Muster) an Tag 28
im Vergleich zu Tag 7 (O-Linie); *=p<0,05; **=p<0,05; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-
parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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A Kollagen | im Uberstand von BMSC in Fibringel

. I B Kollagen |im Uberstand von BMSC in Fibringel
in Kokultur mit OA-Knorpelexplantat vs. Monokultur

in Mono-und Kokultur mit OA-Knorpelexplantat
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Abb. 33 Einfluss von OA-Knorpelexplantaten auf die Kollagen I-Proteinsekretion kokultivierter
BMSC

(A) sezerniertes Kollagen | im Uberstand von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten an Tag 7
(Balken ohne Muster) und Tag 28 (Balken mit Muster) im Vergleich zur Monokultur (Linie bei 100 %);
(B) Reprasentativer Kollagen I-Western Blot mit Kollagenextrakten aus Zellkulturiiberstand von BMSC
in Fibringel in Mono- und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten nach 7 und 28 Tagen; al(l), a2(l):
Proteinbande der alphal und 2 Kette von Kollagen I; kDa: Molekulargewicht des Proteinstandards.

4.4.3.3 Kokultur mit N-Knorpelexplantaten

Kokultur mit N-Knorpelexplantaten steigerte in BMSC die miR-29b-Expression und
reduzierte die COL1Al-Genexpression nach 7 und 28 Tagen im Vergleich zu
monokultivierten BMSC, wobei die COL3Al-Level unverandert blieben (Abb. 34A).
Zwischen den beiden Zeitpunkten zeigten sich keine signifikanten Anderungen in der
Expression von miR-29b, COL1Al1 und COL3A1l in Mono- oder Kokultur mit
N-Knorpelexplantaten (Abb. 34B). Ebenso gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen BMSC in Kokultur mit OA- und BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten
(Abb. 34C).

Chondrozyten, die aus N-Knorpel isoliert wurden und anschlieBend auf N-Knorpel-
explantaten kultiviert wurden, wiesen zwar hdhere miR-29b-Expressionslevel auf
verglichen mit N-Chondrozyten, die ohne Explantat kultiviert wurden (Abb. 34D), aber
der Unterschied war wegen der geringen Anzahl an Versuchen (n=4) nicht signifikant.
In der COL1A1- und COL3A1-Genexpression zeichnete sich kein Trend ab.
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Abb. 34 Einfluss von N-Knorpelexplantaten auf die miR-29b-, COL1A1- und COL3A1l-Gen-
expression

(A) miR-29b- (gelbe Balken), COL1Al- (blaue Balken) und COL3A1-Genexpression (pinke Balken)
von BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw. 28 Tagen
(Balken mit Muster) im Vergleich zur Monokultur (0-Linie); (B) miR-29b- (gelbe Balken), COL1A1-
(blaue Balken) und COL3Al-Genexpression (pinke Balken) von BMSC in Monokultur (Balken ohne
Muster) und Kokultur mit N-Knorpelexplantaten (Balken mit Muster) an Tag 28 im Vergleich zu Tag 7
(0-Linie); (C) miR-29b- (gelbe Balken), COL1A1- (blaue Balken) und COL3A1-Genexpression (pinke
Balken) von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten nach 7 Tagen (Balken ohne Muster) bzw.
28 Tagen (Balken mit Muster) im Vergleich zu BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten (0-Linie);
(D) miR-29b- (gelber Balken), COL1A1l- (blauer Balken) und COL3A1-Genexpression (pinker
Balken) von N-Chondrozyten in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten nach 7 Tagen im Vergleich zur
Monokultur (0-Linie); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zur 0-Linie; nicht-parametrischer Wilcoxon
Signed-Rank Test.
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4.5 Einfluss der miR-29b auf die Expression der Kollagene | und Il

in chondrogen differenzierenden BMSC in einer OA-Umgebung

4.5.1 Losliche, von OA-Knorpelexplantaten abgegebene Faktoren fordern die
miR-29b-Expression in kokultivierten BMSC und hemmen die Kollagen |

und Ill Genexpression und Proteinsekretion

Um zu untersuchen, ob die Induktion der miR-29b-Expression und die damit
einhergehende Inhibition der COL1Al- und COL3A1-Genexpression in BMSC in
Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten durch I6sliche, vom Knorpel ins Kulturmedium
abgegebene Faktoren vermittelt wird, oder ob der direkte Kontakt zum Knorpel
notwendig ist, wurden BMSC als Micromass Pellets fiir 7 Tage in chondrogenem
Medium kultiviert, welches zuvor mit einem OA-Knorpelexplantat fur zwei Tage
konditioniert wurde (KM), bzw. in nicht-konditioniertem Medium (NM). Auch diese
indirekte Kokultur fihrte zu héherer miR-29b-Expression und niedrigerer COL1A1l-
und COL3A1-Genexpression von BMSC in KM im Vergleich zu BMSC in NM
(Abb. 35A). Auf Proteinebene stellte sich mittels Western Blots mit Kollagenextrakten
aus Zellkulturiiberstanden von BMSC in KM bzw. NM heraus, dass BMSC in KM
ca. 50 % weniger Kollagen | sezernierten als BMSC in NM (Abb. 35B, C). Die
Sekretion von Kollagen IlI, was sich am Detektionslimit befand, wurde durch Kultur in
KM nach 7 Tagen hingegen nicht beeinflusst.
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A Gen\?xpression B Kollagen | and Il im Uberstand von BMSC
(BMSC in KM vs. NM) als Micromass Pellets in KM vs. NM
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Abb. 35 Genexpression und Proteinsekretion von BMSC in KM

(A) miR-29b- (gelber Balken), COL1A1- (blauer Balken) und COL3A1-Genexpression (pinker Balken)
von BMSC, die als Micromass Pellets fir 7 Tag in chondrogenem Medium, welches mit OA-Knorpel-
explantaten konditioniert wurde (KM), kultiviert wurden im Vergleich zu BMSC, die als Micromass
Pellets in nicht-konditioniertem Medium (NM) kultiviert wurden (O-Linie);

(B) Densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden der alphal und alpha2 Ketten von Kollagen |
(blauer Balken) und Kollagen IIl (pinker Balken) von Western Blots mit Kollagenextrakten aus
Zellkulturiberstanden von BMSC, die als Micromass Pellets fir 7 Tag in KM kultiviert wurden relativ
zur Kultur in NM (Linie bei 100 %);

(C) Reprasentative Kollagen | und Il Western Blot-Bilder von Kollagenextrakten aus Zellkultur-
Uberstadnden von BMSC, die als Micromass Pellets flir 7 Tage in NM und KM kultiviert wurden;
*=p<0,05; signifikanter Unterschied zur Linie bei 0 bzw. 100 %; nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-
Rank Test.
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4.5.2 miR-29b reguliert die COL1A1 und COL3A1 mRNA- und Proteinsynthese
Um zu verifizieren, dass die durch Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten gesteigerte
miR-29b-Expression fur die Reduktion der COL1A1- und COL3A1-Genexpression in
BMSC verantwortlich ist, wurde durch Transfektion mit einem miR-29b-Mimic die
miR-29b in BMSC uberexprimiert. Bei dem Mimic handelt es sich um eine kurze,
chemisch modifizierte doppelstrdngige RNA, die die endogene miR "nachahmt"
(engl. to mimic). Nach erfolgreicher Transfektion lieRen sich erwartungsgeman
hohere miR-29b-Level detektieren (Abb. 36A) und die COL1Al- und COL3A1-
Genexpression war niedriger als in BMSC, die mit einer Kontroll-miR mit zufalliger
Basensequenz transfiziert wurden (NT-miR, non-targeting Kontroll-miR). Die
Uberexpression von miR-29b durch die Transfektion von BMSC mit dem Mimic fiihrte
auf Proteinebene zu einer deutlichen Inhibition der Kollagen I und Ill Proteinsynthese
(Abb. 36B). Um zu bestétigen, dass die h6heren miR-29b-Level zu der Reduktion der
COL1A1- und COL3A1-Expression in BMSC Kkultiviert mit OA-Knorpelexplantaten
beitragen, wurden BMSC mit einem miR-29b-Inhibitor bzw. einer NT-miR transfiziert.
Bei dem Inhibitor handelt es sich um ein kurzes, chemisch modifiziertes
einzelstrangiges RNA-Molekdl, das so designed wurde, dass es endogene miR-29b-
Molekile spezifisch bindet und dadurch inhibiert. Dies fuhrt zu einer Hemmung der
miR-Aktivitat, indem die Bindung der durch den Inhibitor blockierten miR an ihre Ziel-
MRNA verhindert wird. Nach der Transfektion mit dem Inhibitor bzw. der NT-miR
wurden die BMSC fir 7 Tage in konditioniertem chondrogenen Medium Kkultiviert
(KM). Im Vergleich zu NT-miR-transfizierten BMSC, in denen es durch das
konditionierte Medium zur Hochregulation der miR-29b-Expression und dadurch zur
Inhibition der COL1A1- und COL3A1-Genexpression kommt, zeigten mit miR-29b-
Inhibitor transfizierte BMSC, die in KM kultiviert wurden, niedrigere miR-29b-Level
und héhere COL1A1- und COL3A1-Genexpressionslevel (Abb. 36C).
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Abb. 36 Gen- und Proteinexpression von Kollagen | und Il in BMSC nach Transfektion mit
miR-29b-Mimic und Inhibitor

(A) miR-29b- (gelber Balken), COL1A1- (blauer Balken) und COL3A1-Genexpression (pinker Balken)
von BMSC in Monolayer, die mit einem miR-29b-Mimic transfiziert wurden, im Vergleich zu BMSC, die
mit einer non-targeting Kontroll-miR (NT-miR) transfiziert wurden (O-Linie);

(B) Reprasentative Kollagen | und Ill Western Blots mit den entsprechenden B-Aktin Blots als
Ladekontrollen von Zelllysaten aus BMSC in Monolayer, die mit einem miR-29b-Mimic bzw. einer
NT-miR transfiziert wurden;

(C) miR-29b- (gelber Balken), COL1A1- (blauer Balken) und COL3A1-Genexpression (pinker Balken)
von BMSC, die in Monolayer mit einem miR-29b-Inhibitor transfiziert und anschlieend als Micromass
Pellets fur 7 Tage in konditioniertem Medium (KM) kultiviert wurden im Vergleich zu BMSC, die mit
einer NT-miR transfiziert und in KM kultiviert wurden (0-Linie);

*=p<0,05; **=p<0,05; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-
Rank Test.
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4.5.3 miR-29b fordert die Apoptose von BMSC, reguliert aber nicht deren
Proliferation

Neben dem inhibitorischen Effekt auf die Kollagenexpression, hat die miR-29b auch
einen modulatorischen Einfluss auf das Uberleben von BMSC in der OA-Umgebung.
BMSC, die in konditioniertem Medium kultiviert wurden (KM), zeigten im Vergleich
zu BMSC in nicht-konditioniertem Medium (NM) eine gesteigerte Aktivitat der
Caspasen 3 und 7, was mit einer erhdhten Apoptoserate korreliert (Abb. 37A).
Ebenso fiihrte eine miR-29b-Uberexpression in BMSC durch Transfektion mit
einem miR-29b-Mimic zu erhohter Caspase-3/7 Aktivitat verglichen mit NT-miR-
transfizierten BMSC (Abb. 37B). Um zu Uberprifen, ob die durch Kultivierung in KM
induzierte erhohte miR-29b-Expression zur gesteigerten Apoptoserate beitragt,
wurde die Caspase-3/7-Aktivitdt von BMSC gemessen, die mit einem miR-29b-
Inhibitor bzw. einer NT-miR transfiziert und anschlie3end in KM kultiviert wurden.
Das Blockieren der miR-29b durch den Inhibitor fuhrte zu signifikant reduzierter
Caspase-3/7-Aktivitat im Vergleich zu NT-miR-transfizierten BMSC (Abb. 37C).
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Abb. 37 Quantifizierung der Caspase-3/7-Aktivitat von BMSC

(A) Caspase-3/7-Aktivitat von BMSC in Monolayerkultur in konditioniertem chondrogenen Medium
(KM), relativ zur Caspaseaktivitdt von BMSC in nicht-konditioniertem Medium (NM, Linie bei 100 %,
n=8); (B) Caspase-3/7-Aktivitdt von BMSC in Monolayerkultur nach Transfektion mit einem miR-29b-
Mimic relativ zu BMSC, die mit einer non-targeting Kontroll-miR (NT-miR) transfiziert wurden (Linie bei
100 %, n=8); (C) Caspase-3/7-Aktivitat von BMSC in Monolayerkultur, die mit einem miR-29b-Inhibitor
transfiziert und anschlieend in KM kultiviert wurden im Vergleich zu BMSC, die mit einer NT-miR
transfiziert und in KM kultiviert wurden (Linie bei 100 %, n=10); *=p<0,05; **=p<0,05; signifikanter
Unterschied zur Linie bei 100 %; nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.

Ein moglicher Mechanismus, durch den miR-29b die Apoptoserate beeinflussen
koénnte, ist die Modulation der Expression von apoptotischen Regulatoren wie die
anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Mcl-1, welche beide bestatigte Zielgene von
Mitgliedern der miR-29-Familie sind (Xiong et al., 2010). Wurden BMSC als
Micromass Pellets in KM kultiviert, wiesen sie signifikant niedrigere BCL2-

Genexpressionslevel auf als BMSC, die in NM kultiviert wurden, wobei in der MCL1-
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Genexpression keine Unterschiede auftraten (Abb. 38A). Transfektion mit einem
mMiR-29b-Mimic fuhrte zu reduzierten BCL2- und MCL1-Expressionslevel im Ver-
gleich zu BMSC, die mit einer NT-miR transfiziert wurden (Abb. 38B). Das Blockieren
der miR-29b durch Transfektion eines miR-29b-Inhibitors und anschlie3ender
Kultivierung in KM reduzierte die miR-29b-Level und resultierte in erhdhten MCL1-
Level, wohingegen die BCL2-Genexpression unverandert blieb im Vergleich zu
BMSC, die mit einer NT-miR transfiziert und in KM kultiviert wurden (Abb. 38C).
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Abb. 38 Expression von Genen, die mit der Regulation der Apoptose in Verbindung stehen

(A) miR-29b- (gelber Balken), BCL2- (blauer Balken) und MCL1-Genexpression (pinker Balken) von
BMSC, die als Micromass Pellets flr 7 Tage in konditioniertem chondrogenen Medium (KM) kultiviert
wurden im Vergleich zu BMSC, die als Micromass Pellets in nicht-konditioniertem Medium (NM)
kultiviert wurden (O-Linie, n=7); (B) miR-29b- (gelber Balken), BCL2- (blauer Balken) und MCL1-Gen-
expression (pinker Balken) von BMSC in Monolayer, die mit einem miR-29b-Mimic transfiziert wurden,
im Vergleich zu BMSC, die mit einer non-targeting Kontroll-miR (NT-miR) transfiziert wurden (O-Linie,
n=6); (C) miR-29b- (gelber Balken), BCL2- (blauer Balken) und MCL1-Genexpression (pinker Balken)
von BMSC, die in Monolayer mit einem miR-29b-Inhibitor transfiziert und anschlieend als Micromass
Pellets fir 7 Tage in KM kultiviert wurden im Vergleich zu BMSC, die mit einer NT-miR transfiziert und
in KM kultiviert wurden (O-Linie, n=8); *=p<0,05; **=p<0,05; signifikanter Unterschied zur 0-Linie; nicht-
parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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BMSC, die in KM kultiviert wurden, wiesen im Vergleich zu BMSC in NM eine hdhere
Menge an BrdU auf, welches wahrend der DNA-Synthese statt Thymidin eingebaut
wurde, was auf eine hohere Proliferationsrate von BMSC in KM schlie3en l&sst
(Abb. 39A). Die Uberexpression von miR-29b durch Transfektion mit einem miR-29b-
Mimic fuhrte jedoch zu keinem signifikanten Unterschied in den eingebauten Mengen
an BrdU verglichen mit NT-miR-transfizierten BMSC (Abb. 39B).
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Abb. 39 Quantifizierung des BrdU-Einbaus wéahrend der DNA-Synthese

(A) Proliferation von BMSC in Monolayer, die in konditioniertem chondrogenen Medium kultiviert
wurden (KM) im Vergleich zu BMSC, die in nicht-konditioniertem Medium (NM) kultiviert wurden (Linie
bei 100 %, n=6); (B) Proliferation von BMSC, die mit einem miR-29b-Mimic transfiziert wurden, im
Vergleich zu BMSC, die mit einer non-targeting Kontroll-miR (NT-miR) transfiziert wurden (Linie bei
100 %, n=8); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zur Linie bei 100 %; nicht-parametrischer Wilcoxon
Signed-Rank Test.
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4.5.4 Stimulation mit IFN-y induziert die miR-29b-Expression

Da l6sliche, vom OA-Knorpelexplantat ins Medium abgegebene Faktoren fur die
Induktion der miR-29b-Expression verantwortlich sind, wurde zunachst untersucht,
ob sich die Stimulation der miR-29b-Expression dadurch verhindern lasst, dass die
Aktivitat von Proteasen im konditionierten Medium durch Zugabe von Protease-
inhibitoren gehemmt wird. Neben Serin- und Cysteinproteasen, inhibierte der
verwendete Proteaseinhibitorcocktail mit EDTA auch Matrixmetalloproteasen
(MMPs). Weder durch Zugabe des Proteaseinhibitorcocktails mit EDTA zum KM
(Abb. 40A) noch durch den EDTA-freien Proteaseinhibitorcocktail (Abb. 40B) liel3
sich die durch Kultivierung in KM induzierte Hochregulation der miR-29b-Expression
und die damit einhergehende Reduktion der COL1A1- und COL3A1-Genexpression
im Vergleich zu BMSC in NM verhindern.
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Abb. 40 Genexpression von BMSC, die in konditioniertem Medium versetzt mit
Proteaseinhibitoren kultiviert wurden

miR-29b- (gelbe Balken), COL1A1- (blaue Balken) und COL3A1-Genexpression (pinke Balken) von
BMSC, die als Micromass Pellets fur 7 Tage in konditioniertem chondrogenen Medium kultiviert
wurden (KM), das mit einem Proteaseinhibitorcocktail mit EDTA (A) bzw. ohne EDTA (B) versetzt
wurde, im Vergleich zu BMSC, die als Micromass Pellets in nicht-konditioniertem Medium (NM)
kultiviert wurden (0-Linie, n=7); *=p<0,05; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-parametrischer
Wilcoxon Signed-Rank Test.
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Als néchstes wurde versucht, die miR-29b-Expression durch Zugabe verschiedener
Zytokine zu stimulieren, von denen z.B. bekannt ist, dass sie einen inhibitorischen
Effekt auf die Kollagenexpression haben oder die miR-29b-Expression in anderen
Zelltypen fordern.

Der Zellkulturiberstand von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten enthielt
mehr IL-8 als der von BMSC in Monokultur (Abb. 21, S. 77). Stimulation von BMSC
mit IL-8 (10 ng/ml) hatte jedoch keinen Einfluss auf die Expression von miR-29b,
COL1A1 oder COL3A1 (Abb. 41A). Auch die Stimulation mit TNF-a (10 ng/ml) und
IL-6 (0,5 - 10 ng/ml), welche im Uberstand von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten nachgewiesen wurden (Abb. 20, S. 75), konnte die miR-29b-Expression
nicht induzieren (Abb. 41B, C). BMSC, die fir 7 Tage als Micromass Pellets in
chondrogenem Medium mit LIF (1, 5, 10 ng/ml) stimuliert wurden, zeigten keine
Anderung in der miR-29b-, COL1A1- oder COL3A1-Genexpression im Vergleich zu
unstimulierten BMSC (Abb. 41D). Stimulation mit IL-18 (0,5 - 10 ng/ml), einem pro-
inflammatorischen Zytokin, welches im Uberstand von BMSC in Kokultur mit OA-
Knorpelexplantaten vorkam (Abb. 20, S. 75), hatte keinen Einfluss auf die miR-29b-
Level (Abb. 41E), fuhrte jedoch zu niedrigeren COL1Al- und héheren COL3A1-
Genexpressionslevel im Vergleich zu unstimulieten BMSC. In BMSC hatte die
Stimulation mit zwei verschiedenen Zytokinmischungen (IL-1B+IL6, IL-1B+IL-8+TNF-a)
ebenfalls keinen Effekt auf die miR-29b-Expression (Abb. 41F). Stimulation von
BMSC mit ansteigenden Konzentrationen von IFN-y fuhrte zu einem Anstieg der
miR-29b-Expression und einer zunehmenden Reduktion der COL1A1- und COL3A1-

Genexpression verglichen mit unstimulierten BMSC (Abb. 41G).
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Abb. 41 Genexpression von BMSC nach Stimulation mit verschiedenen Zytokinen
miR-29b- (gelbe Balken), COL1A1- (blaue Balken) und COL3A1-Genexpression (pinke Balken) von
BMSC, die als Micromass Pellets fur 7 Tage in chondrogenem Medium mit verschiedenen Zytokinen
in unterschiedlichen Konzentrationen (Balken mit Mustern) stimuliert wurden im Vergleich zu BMSC,
die als Micromass Pellets in nicht-konditioniertem Medium (NM) kultiviert wurden (0-Linie); *=p<0,05;
***=p<0,001; signifikanter Unterschied zur O-Linie; nicht-parametrischer Wilcoxon Signed-Rank Test.
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5 Diskussion

Um zukiinftig MSC-basierte Therapieanséatze fur die Knorpelregeneration bei OA
einzusetzen, wie beispielsweise zurzeit bereits Chondrozyten bei der ACT zur
Therapie kleiner Knorpeldefekte, ist ein besseres Verstandnis des modulatorischen
Einflusses der OA-Mikroumgebung wichtig, in welche die Zellen implantiert werden.
Denn zum einen kann der artikulare Knorpel und der subchondrale Knochen die
Chondrogenese der MSC bzw. den Phanotyp der differenzierten Chondrozyten
beeinflussen, zum anderen kdnnen die implantierten Zellen wiederum einen Einfluss
auf den geschadigten Knorpel/Knochen und das intrinsische Knorpelregenerations-
potential haben. In dieser Arbeit wurde deshalb die Interaktion zwischen artikularem
Knorpel- und subchondralem Knochenexplantat mit differenzierten Chondrozyten
und chondrogen differenzierenden BMSC mittels direkter und indirekter in vitro 3D-

Kokulturmodelle untersucht.

5.1 Einfluss von BMSC/Chondrozyten auf das kokultivierte
Knorpelexplantat
Kokultivierte BMSC/Chondrozyten kénnten z.B. durch die Sekretion |l6slicher
Faktoren wie Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zytokine einen Einfluss auf die
Genexpression und Proteinbiosynthese der Chondrozyten oder auf deren
Proliferation im OA-Knorpelexplantat haben. Die kokultivierten Zellen kénnen auch in
das OA-Knorpelexplantat einwandern und dort neue Matrixkomponenten
produzieren. MSC sind neben ihren trophischen Eigenschaften auch fir ihre
parakrinen, anti-inflammatorischen und immunmodulatorischen Effekte bekannt und
kénnten somit einen therapeutischen Nutzen fir die intrinsische Knorpelregeneration
haben (Murphy et al., 2013).
Um den mdglichen Einfluss kokultivierter Zellen auf das Knorpelexplantat zu
untersuchen, wurde mittels SDS-PAGE/2D-Elektrophorese nach Unterschieden im
Proteinexpressionsmuster zwischen OA- und N-Knorpelexplantaten gesucht, die
zellfrei bzw. mit BMSC/Chondrozyten kultiviert wurden. Fir die Herstellung von
Proteinextrakten aus den Knorpelexplantaten wurde eine Kombination aus
physikalischen, enzymatischen und chemischen Methoden verwendet, die von
Wilson et al. fur Huftkopf-Knorpel von Mausen etabliert wurde (Wilson und Bateman,
2008; Wilson et al., 2008; Wilson et al., 2012). Zunachst wurde das in flissigem

Stickstoff schockgefrorene Knorpelexplantat mit einem Dismembrator pulverisiert
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und die GAGs anschlieend mittels Chondroitinase deglykosyliert. Die Proteine
wurden schliel3lich mit zwei verschiedenen Puffern extrahiert: zuerst mit einem
nicht-denaturierenden NaCl-Puffer, gefolgt von einem chaotropen GdnHCI-Puffer.
Mit NaCl werden v.a. intrazellulare Proteine extrahiert (Vincourt et al., 2006), mit
GdnHCI, das Bindungen zwischen Matrixkomponenten Igost, v.a. Matrixproteine
(Belluoccio et al., 2006).

Adulter humaner artikularer Knorpel besteht hauptsachlich aus einer dichten ECM,
die sich aus hochmolekularen Molekilen wie Kollagenen und Proteoglykanen
zusammensetzt und in die sehr wenige Chondrozyten eingebettet sind (ca. 1-2 %
des Knorpelvolumens). Deswegen ist es schwer, zellulare, niedermolekulare
Chondrozyten-Proteine im Proteinextrakt aus Knorpelexplantaten zu detektieren, der
hauptsachlich ein Gemisch aus hochmolekularen ECM-Proteinen enthélt. Deshalb
wurde zundchst versucht, das erhaltene Knorpelproteinlysat vor der SDS-PAGE
weiterzufraktionieren in Proteine, die grof3er bzw. kleiner als 100 kDa sind. Jedoch
war die Ausbeute an Proteinen < 100 kDa aus einem Knorpelexplantat fur die
Auftrennung im SDS-Gel mit anschlieRender Coomassie- oder Silberfarbung zu
gering, um detektiert zu werden. In den Gesamtproteinextrakten konnten keine
eindeutigen Unterschiede im Proteinbandenmuster zwischen den verschiedenen
Kokulturbedingungen (zellfrei vs. Kokultur mit BMSC/Chondrozyten) oder zwischen
unterschiedlich langer Kulturdauer (Tag 7 vs. Tag 28) detektiert werden. Auch das
Bandenmuster der Proteinextrakte von OA- und N-Knorpelexplantaten wies, anders
als erwartet, keine offensichtlichen Unterschiede auf. Deshalb wird vermutet, dass
durch die sequentielle Proteinextraktion keine quantitativen Unterschiede mehr
detektierbar waren, da es bei jedem Schritt zu Verlusten kam.

Die erhaltenen Proteinmengen schwankten trotz gleichem Ausgangsgewicht der
Knorpelexplantate erheblich und auch in der GdnHCI-IGslichen Proteinfraktion
tauchten Banden auf, die bereits in den NaCl-I6slichen Proteinextrakten vorkamen.
Dies deutet darauf hin, dass die Extraktion mit NaCl unterschiedlich effektiv
funktioniert hat.

Da die Auftrennung nach dem Molekulargewicht mittels SDS-PAGE scheinbar nicht
ausreichend war, um feine Unterschiede zwischen OA-/N-Knorpelproteinextrakten in
Mono- oder Kokultur mit BMSC/Chondrozyten zu detektieren, wurden die
Proteinextrakte auch mittels 2D-Elektrophorese analysiert. Bei der 2D-Elektro-

phorese werden Proteine zuerst bei der isoelektrischen Fokussierung (IEF) nach
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ihrem isoelektrischen Punkt in einem pH-Gradienten und anschlieBend nach ihrem
Molekulargewicht (SDS-PAGE) getrennt. Dies fuhrt zu einer besonders hoch-
auflésenden Trennung von Proteingemischen in einzelne Proteinspots, die
anschlieBend massenspektrometrisch identifiziert werden kénnen. Dadurch treten
moglicherweise Unterschiede in niedermolekularen Proteinen hervor, die im 1D-Gel
nicht sichtbar sind. Allerdings eignet sich die 2D-Elektrophorese nur flr Proteine bis
zu einem Molekulargewicht von 100 kDa. Somit storen nicht nur die negativ
geladenen, anionischen Knorpelkomponenten wie Aggrecan und Hyaluronséure bei
der IEF, sondern auch alle anderen hochmolekularen Knorpelproteine, wodurch die
selteneren zellularen Chondrozytenproteine tberdeckt werden und nicht detektiert
werden konnen. Das Abfiltrieren der Proteine > 100 kDa fuhrte, wie oben bereits
erwahnt, zu einer zu geringen Proteinausbeute. Auch eine zusatzliche De-
glykosylierung der Proteinextrakte vor der IEF mit einer Proteindegylkosylierungs-
mischung aus funf verschiedenen Proteindegylcosidasen (Promega) brachte keine
Verbesserung und die Knorpelproteinextrakte lieBen sich nicht mittels 2D-
Elektrophorese trennen.

Es konnte somit nicht geklart werden, ob die kokultivierten Zellen mdglicherweise
einen Einfluss auf das Knorpelexplantat haben. Hierzu wéren weitere, detailiertere
Untersuchungen der komplexen Proteinextrakte aus Knorpelexplantaten nétig, wie
z.B. eine differentielle quantitative Analyse der Peptide mittels ICAT (isotope-coded
affinity tag, Isotopen-codierte Affinitatsmarkierung) oder iTRAQ (isobaric tags for
relative and absolute quantitation), beides nicht Gel-basierte Methoden. Eine weitere
Moglichkeit, den Einfluss kokultivierter Zellen auf das Knorpelexplantat zu
analysieren ware beispielsweise mittels eines cDNA-Arrays. Hierfir muss allerdings
maoglichst reine MRNA von hoher Qualitat aus dem Gewebe isoliert werden. Dies ist
bei adultem, artikularem Knorpel aufgrund der geringen Dichte an Chondrozyten
problematisch. Damit wirde man einen Einfluss auf die Genexpression der
Chondrozyten im Knorpelexplantat detektieren, was sich jedoch nicht unbedingt auf

Proteinebene widerspiegeln muss.
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5.2 Gegenseitige Beeinflussung der Proteinsekretion von artikularem

Knorpelexplantat und BMSC bei Kokultur

Da Zellen durch die Sekretion von verschiedenen Faktoren ihre Mikroumgebung
beeinflussen, kénnten von N-Knorpelexplantaten abgegebene Faktoren beispiels-
weise eine fordernde Wirkung und solche von OA-Knorpelexplantaten einen
hemmenden Einfluss auf chondrogen differenzierende BMSC haben. Andererseits
konnten wie schon erwahnt auch die kokultivierten Zellen einen modulierenden Effekt
auf die Knorpelhomdostase haben. Deshalb wurde der gegenseitige Einfluss auf die
Proteinsekretion von Knorpelexplantaten und chondrogen differenzierenden BMSC in
Kokultur analysiert. Mittels eines Multiplex-Immunoassays wurde nach unterschiedlich
sezernierten Faktoren wie Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren im
Zellkulturiberstand von BMSC, OA- und N-Knorpelexplantat in Monokultur bzw.
Kokultur gesucht.

Zytokine spielen in der Pathogenese der OA ein zentrale Rolle (Fernandes et al.,
2002; Wojdasiewicz et al., 2014), u.a. indem sie das Gleichgewicht von Proteinasen
wie z.B. MMPs und deren Inhibitoren, den TIMPs (tissue inhibitors of
metalloproteinases) regulieren. Bei OA ist das Gleichgewicht von Synthese und
Abbau der ECM zu Gunsten des Katabolismus verschoben (Goldring, 2000). Die
Kollagen- und Proteoglykandegradation kann durch verschiedene Faktoren
beeinflusst werden. Pro-inflammatorische Zytokine wie z.B. IL-13, TNF-qa, IL-17 und
IL-18 wirken katabol, anti-inflammatorische Zytokine wie z.B. IL-4, IL-10, IL-11, IL-13,
IL-1ra (interleukin-1 receptor antagonist) und IFN-y werden als inhibitorische
Faktoren eingestuft, da sie die Wirkung kataboler Zytokine blockieren. Mitglieder der
TGF-B-, BMP- und FGF-Familie sowie IGF-1 gelten als anabole Knorpelfaktoren, da
sie die Synthese von Matrixproteinen fordern. AuBerdem gibt es noch sog.
regulatorische Zytokine wie IL-6, IL-8 und LIF, die nicht direkt den Knorpelabbau
stimulieren, sondern die Effekte kataboler Zytokine modulieren (Goldring, 2000).

Der Zellkulturiberstand von chondrogen differenzierenden BMSC in Kokultur mit OA-
Knorpelexplantaten enthielt am Entnahmezeitpunkt Tag 7 mehr IL-6 als der von
BMSC in Monokultur, fur Tag 28 wurde kein Unterschied mehr beschrieben (Leyh et
al., 2014b). Die Luminex-Analyse von Zellkulturiberstanden nach 28 Tagen
chondrogener Differenzierung bestatigte, dass zu einem spateren Zeitpunkt der

Chondrogenese keine Unterschiede bezuglich der IL-6-Sekretion zwischen BMSC in
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Mono- und Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten bestanden. Sowohl BMSC als auch
OA- und N-Knorpelexplantate sezernierten IL-6 allerdings auch noch nach 28 Tagen
in Kultur, wobei sich ein tendenzieller Unterschied zwischen der Sekretion von OA-
und N-Knorpelexplantaten andeutete. Ob N-Knorpelexplantate jedoch tatséchlich
mehr IL-6 sezernieren als OA-Knorpelexplantate misste in einer grof3eren Stich-
probe von Uberstanden analysiert werden, denn Leyh et al. (2014b) konnten IL-6 in
einer kleinen Stichprobe (n=5) nur an Tag 7 in Uberstanden von N-, nicht jedoch von
OA-Knorpelexplantaten detektieren. Da nach 28 Tagen keine Unterschiede beziiglich
der IL-6-Sekretion zwischen BMSC in Mono- oder Kokultur mit OA- oder N-Knorpel-
explantaten detektiert wurden, scheint vom Knorpelexplantat sezerniertes IL-6
zumindest keinen dauerhaften Einfluss auf die chondrogene Differenzierung ko-
kultivierter BMSC zu haben. Dafir spricht auch, dass die Stimulation von chondrogen
differenzierenden BMSC mit IL-6 nach 7 Tagen die Genexpression von COL2A1
zwar reduzierte, nach 28 Tagen jedoch kein Unterschied mehr zu den unstimulierten
Kontrollen beschrieben wurden (Leyh et al., 2014b).

Von IL-1B ist im Zusammenhang mit OA bekannt, dass es katabole Prozesse im
Knorpel z.B. durch die Induktion von MMPs fordert, wodurch es zur verstarkten
Matrixdegradation im Verlauf der OA kommt (Wojdasiewicz et al., 2014). IL-1p wurde
in der Luminex-Analyse allerdings nur in einem aus drei Zellkulturiberstanden von
OA-Knorpelexplantaten detektiert und war in solchen von N-Knorpelexplantaten nicht
nachweisbar. BMSC in Mono- und Kokultur mit Knorpelexplantaten sezernierten
IL-18 hingegen in detektierbaren Mengen, wobei die IL-1B-Level von BMSC in
Monokultur héher waren als in Kokultur mit Knorpelexplantaten. Leyh et al. wiesen
an Tag 28 im Zellkulturtiberstand von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten
in einer gréReren Stichprobe (n=6) jedoch signifikant mehr IL-1B nach als bei BMSC
in Monokultur. Es wurde allerdings kein Unterschied zwischen der Sekretion von OA-
und N-Knorpelexplantaten detektiert (Leyh et al., 2014b). Die Ergebnisse der
Luminex-Analyse deuten darauf hin, dass Kokultur mit Knorpelexplantaten die IL-1B-
Sekretion der BMSC inhibierte, die Ergebnisse von Leyh et al. (2014b) legen nahe,
dass OA-Knorpelexplantate die IL-1B-Sekretion von BMSC eher steigerte. Um zu
klaren, ob Kokultur mit Knorpelexplantaten die IL-1B-Sekretion von BMSC fordert
oder hemmt, sind weitere Analysen noétig. Jedenfalls beeinflusst die Kokultur mit
Knorpelexplantaten die Proteinsekretion von BMSC und IL-18 hemmt deren

chondrogene Differenzierung, denn Stimulation von chondrogen differenzierenden
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BMSC mit IL-1B reduzierte u.a. die Genexpression von COL2A1 im Vergleich zu
unstimulierten Kontrollen (Leyh et al., 2014b).

TNF-a wirkt wie IL-1B ebenfalls katabol durch die Induktion von MMPs und die
Inhibition von TIMPs (Sakai et al., 2001; Shingu et al., 1993). Im Zellkulturiberstand
von BMSC und Knorpelexplantaten jeweils in Mono- und gegenseitiger Kokultur
konnte TNF-a detektiert werden. Obwohl auch die mit zellfreien Fibringelen
kultivierten Knorpelexplantate TNF-a sezernierten und der Uberstand von BMSC in
Monokultur die hdchste TNF-a-Konzentration aufwies, fuhrte die Kokultur nicht zu
einem additiven Effekt. Die TNF-a-Level der Kokulturen waren geringer als die von
BMSC in Monokultur und nur geringfiigig hoher als die der Knorpelexplantate in
Monokultur. Somit scheint die Kokultur mit Knorpelexplantaten die TNF-a-Sekretion
von BMSC zu inhibieren. AuBerdem beeinflussten artikulare Knorpelexplantate die
TNF-a-Sekretion von BMSC unabhangig davon, ob die chondrogene Differenzierung
in einer OA-Mikroumgebung oder in Gegenwart von normalem Knorpel stattfand.

IL-8 konnte sowohl in Zellkulturiberstdanden nach 7 und 28 Tagen von OA- sowie
N-Knorpelexplantaten und BMSC in Monokultur als auch in solchen von BMSC in
Kokultur mit OA- und N-Knorpelexplantaten nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
dieser Arbeit ergénzen die von Leyh et al. (2014b). Es konnte gezeigt werden, dass
die sezernierte Menge an IL-8 in allen Kulturbedingungen lber die Zeit signifikant
zurlckging. An Tag 7 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, an Tag 28
jedoch war die IL-8-Konzentration in den Uberstanden von N- und OA-Knorpel-
explantaten mit zellfreien Fibringelen sowie in Kokultur mit BMSC hoéher als im
Uberstand der BMSC-Monokultur. Die Kokultur mit BMSC reduzierte die IL-8-
Sekretion der Knorpelexplantate deutlich, bei den OA-Knorpelexplantaten sogar
signifikant. Somit hemmen BMSC die IL-8-Sekretion des Knorpels, was einen
anabolen Effekt auf den Knorpelmetabolismus darstellt und sich somit positiv auf die
Knorpelhomoostase auswirken kénnte.

An der physiologischen Knorpelhomoostase sind Proteinasen wie Aggrecanasen
(ADAMTS4, ADAMTSS), Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13) und Gelatinasen
(MMP-2, MMP-9) sowie deren Regulatoren, die TIMPs (TIMP-1 bis TIMP-4) beteiligt.
Bei der Pathognese der OA spielen Proteinasen und ihre Inhibitoren eine zentrale
Rolle (Burrage et al., 2006; Galasso et al., 2012). OA ist durch die Degradation des
artikularen Knorpels gekennzeichnet, die durch gesteigerte MMP-Aktivitdt und/oder

deren mangelnder Inhibition durch TIMPs beginstigt wird. MMPs sind Zink-
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abhangige Endopeptidasen, wobei Kollagenasen (MMP-13) die Triplehelix spalten
und Gelatinasen (MMP-2) anschlieBend das denaturierte Kollagen in Kkleine
Fragmente spalten. Im Zusammenhang mit dem Pathomechanismus der OA wurde
v.a. die Expression von MMP-13 intensiv untersucht, da dieses Kollagen II-spaltende
Enzym von OA-Chondrozyten vermehrt exprimiert wird und dessen Expression durch
pro-inflammatorische Zytokine wie IL-18 und TNF-a gesteigert wird (Forsyth et al.,
2005; Shlopov et al., 1997). MMP-2 (Gelatinase A) ist u.a. in der Lage folgende
ECM-Komponenten abzubauen: Kollagen I, IV, V, VIl und X, Laminin, Elastin,
Fibronectin und Proteoglykane. MMP-9 (Gelatinase B), neben Cathepsin K die
haufigste Osteoklasten-Protease, spaltet Kollagen 1V, V, VII und X, Elastin und
Kollagen [, Il und Il nach Proteolyse durch Kollagenasen (Galasso et al., 2012).
Chondrozyten exprimieren sowohl MMP-2 als auch MMP-9 und im OA-Knorpel ist
die Expression dieser beiden MMPs erhdht (Duerr et al., 2004; Soder et al., 2006).

Die Ergebnisse der Luminex-Analyse deuteten darauf hin, dass die Knorpel-
explantate einen inhibitorischen Effekt auf die MMP-9-Sekretion kokultivierter
chondrogen differenzierender BMSC haben. Dies kénnte die Bildung einer Knorpel-
matrix fordern. Deshalb wurden zur Verifizierung mit Zellkulturiiberstdnden von
BMSC, OA- und N-Knorpelexplantaten in Mono- und Kokultur Gelatine-Zymogramme
erstellt. Im Zymogramm konnten jedoch nur die Banden der Pro- und aktiven Form
von MMP-2 detektiert werden. MMP-9 wird von OA-Knorpel in viel geringeren
Mengen sezerniert als MMP-2 (Soder et al., 2006) und lie3 sich vermutlich deshalb
nicht mittels Gelatine-Zymographie nachweisen. OA- und N-Knorpelexplantate
sezernierten vergleichbare Mengen an pro-MMP-2. Auch bei der reifen Form des
Enzyms gab es keinen Unterschied zwischen OA- und N-Knorpelexplantaten. Im
Vergleich zu BMSC in Monokultur sezernierten OA- und N-Knorpelexplantate in
Monokultur weniger pro-MMP-2, bei der aktiven Form gab es keine signifikanten
Unterschiede. In kokultivierten BMSC mit Knorpelexplantaten summierte sich die pro-
MMP-2-Menge auf und war somit jeweils signifikant hoher als bei monokultivierten
Zellen oder zellfreien Explantaten. Fur die reife Form war nur der Unterschied
zwischen Kokultur und den Knorpelexplantat-Monokulturen signifikant, nicht jedoch
zur BMSC-Monokultur. Da bei der Knorpeldegradation jedoch die aktive Form eine
Rolle spielt und die Sekretion von MMP-2 von BMSC in Mono- und Kokultur mit
Knorpelexplantaten sich nicht signifikant unterschied, scheinen die Knorpelexplantate

keinen Einfluss auf chondrogen differenzierende BMSC bezuglich der MMP-2-
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Aktivitat zu haben. Andererseits bringen die kokultivierten BMSC moglicherweise
einen negativen, katabolen Effekt fir den Knorpel mit sich, da unter Kokultur-
bedingungen sowohl mehr Pro-MMP-2 als auch mehr von der aktiven Form im
Uberstand vorhanden war als im Zellkulturiiberstand zellfreier Knorpelexplantate.
Somit konnte das von den BMSC zusétzlich sezernierte MMP-2 den Knorpelabbau
verstarken. Um diese Hypothese zu uberprifen sind allerdings weitere Analysen wie
z.B. zur Expression der TIMPs notig, denn neben der Hemmung von aktiven MMPs
sind TIMPs auch an der Aktivierung der Pro-Form beteiligt. So interagieren beispiels-
weise TIMP-2 und -4 mit Pro-MMP-2 und TIMP-1 mit Pro-MMP-9 (Brew und
Nagase, 2010). AuRerdem ist bekannt, dass BMSC auch TIMPs sezernieren und
auf pro-inflammatorische Zytokine mit gesteigerter TIMP-Expression reagieren
(Lozito und Tuan, 2011). Dies konnte bei Kokultur maoglicherweise auch einen
positiven, protektiven Effekt auf die Knorpel-ECM haben.

Durch die Interaktion zwischen artikularem Knorpelexplantat und chondrogen
differenzierenden BMSC kommt es zu veranderter Proteinsekretion sowohl des
Knorpelexplantats als auch der BMSC. Durch das komplexe Zusammenspiel
verschiedener kataboler und anaboler Faktoren ist es schwer, eindeutig positive oder
negative Effekte fur die Zellen oder das Gewebeexplantat durch die gegenseitige
Beeinflussung der Proteinsekretion auszumachen. Es konnte allerdings gezeigt
werden, dass es durchaus Unterschiede in der Proteinsekretion zwischen Mono- und
Kokultur gibt, die fur eine BMSC-basierte Knorpelregeneration bei OA von

Bedeutung sein kdnnten.

5.3 Subchondrale Knochen- und artikuldare Knorpelexplantate
beeinflussen die Expression von miRs und potentiellen

Zielgenen in kokultivierten BMSC und Chondrozyten
Die direkte Kokultur von BMSC/Chondrozyten mit OA-Knorpel- und OA-Knochen-
explantaten fihrt zu einer verdnderten Zusammensetzung der von den Zellen in
Fibringelen neugebildeten ECM mit verminderten mechanischen und biochemischen
Eigenschaften im Vergleich zur Monokultur (Leyh et al., 2014a; Leyh et al., 2014b).
Da Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten vor allem die Expression von Kollagenen
wie Kollagen I, Il und Ill reduziert (Leyh et al., 2014a; Leyh et al., 2014b), war ein Ziel
dieser Arbeit die Identifizierung der verantwortlichen regulatorischen Faktoren. Als

mogliche Modulatoren der Kollagenexpression kommen miRs in Betracht. miRs
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konnen die Genexpression post-transkriptionell regulieren, indem sie entweder die
Translation inhibieren oder den Abbau der Ziel-mRNA férdern. Ersteres fuhrt zu
reduzierter Proteinsynthese, letzteres zusétzlich zu reduzierten mRNA-Leveln.
Deshalb wurde zunachst geprift, ob OA-Knorpel-/subchondrale OA-Knochen-
explantate die Expression bestimmter miRs in BMSC und Chondrozyten
beeinflussten, die mit solchen Genen assoziiert sind, deren Expression durch
Kontakt zu OA-Gewebeexplantaten verandert ist. Sowohl von OA- als auch normalen
Chondrozyten sezernierte Morphogene kénnen die chondrogene Differenzierung von
MSC induzieren, ohne die hypertrophe Differenzierung zu férdern (Aung et al., 2011;
Diao et al., 2013; Hwang et al., 2007). Deshalb wurden BMSC und Chondrozyten
zusatzlich gemeinsam in einem Fibringel gemischt und dieses Zellgemisch mit
Gewebeexplantaten kultiviert (Trikultur). Neben l6éslichen Faktoren scheinen auch
Zell-Zell-Interaktionen wichtig zu sein. Bei der direkten Kokultur von MSC und
Chondrozyten in Form von Pelletaggregaten profitieren durch trophische MSC-
Faktoren auch die Chondrozyten, die nicht dedifferenzieren sondern ihren
chondrogenen Phanotyp beibehalten und sogar proliferieren (Acharya et al., 2012;
Zuo et al., 2013).

Die Expression von Kollagen IlI, dem dominierenden Kollagen der Knorpel-ECM,
kann entweder direkt durch den Transkriptionsfaktor Sox9 gesteuert werden (Bell et
al., 1997) oder indirekt Uber miR-675. Dudek et al. (2010) postulierten, dass die
Expression von Kollagen 1l in humanen artikularen Chondrozyten durch miR-675
reguliert wird, indem die miR einen bisher nicht charakterisierten Repressor der
Kollagen-II-Expression inhibiert. Die Expression der miR-675 wiederum ist vom
Transkriptionsfaktor Sox9 abhangig, der die Expression von H19 reguliert, aus dem
die reife miR-675 hervorgeht (Abb. 42).

Abb. 42 Regulation der COL2A1-Expression
miR-124a Die COL2A1-Expression kann dirket durch SOX9
verstarkt werden (grauer Pfeil) oder indirekt,
- indem SOX9 die Expression der InRNA H19
S0X9 fordert, aus der die reife miR-675 hervorgeht, die
einen noch unbekannten Repressor von COL2A1
inhibiert. Die Expression von SOX9 kann von der
miR-124a inhibiert werden.
COL2A1 H19 —s miR-675 (Abbildung modifiziert nach Dudek et al., 2010)

\ Repressor? /
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Die Kokultur mit OA/N-Gewebeexplantaten fihrte allgemein zu erhdhter miR-675-
Expression in kokultivierten Chondrozyten, BMSC und dem Gemisch, wohingegen
die COL2A1-Genexpression im Vergleich zu den jeweiligen Monokulturen inhibiert
wurde.

mMiR-675 wurde als Knorpel-spezifischer, SOX9-abhéangiger positiver Regulator von
COL2A1 beschrieben (Dudek et al.,, 2010). Deshalb erwartet man bei einem
erhohten miR-675-Level auch einen erhohten COL2A1-Level, denn der Repressor
der COL2A1-Expression sollte dann verstarkt von der miR inhibiert werden. Dadurch
sollte die Transkription von COL2A1 weniger reprimiert werden. Da die Kokultur mit
Gewebeexplantaten zwar die miR-675-Expression stimulierte, aber zu reduzierter
COL2A1-Expression von Chondrozyten und chondrogen differenzierenden BMSC
fuhrte, postulieren wir, dass die durch Kokultur mit Knochen- und Knorpelexplantaten
reprimierte COL2A1-Expression nicht durch miR-675 reguliert ist.

Sowohl die Kokultur mit OA- als auch mit N-Knorpelexplantaten resultierte in
chondrogen differenzierenden BMSC in geringerer COL2A1-Expression verglichen
mit BMSC in Monokultur. Auch beim direkten Vergleich zwischen BMSC in Kokultur
mit OA-Knorpelexplantaten und BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten ergaben
sich keine Unterschiede in den miR-675- und COL2A1-Expressionslevel. Dass sich,
anders als erwartet, keine deutlichen Unterschiede zwischen der Kollagen- und miR-
Expression zwischen der Kokultur mit OA- und N-Knorpelexplantaten zeigten, deckt
sich mit den Ergebnissen der Luminex-Analyse. Die Untersuchung der Zellkultur-
Uberstdnde deckte nur marginale Unterschiede in der Sekretion zwischen OA- und
N-Knorpelexplantaten auf. Dies konnte daran liegen, dass der normale Knorpel,
bevor er mit BMSC kokultiviert wurde, schon ca. zwei Wochen in Medium gelagert
war. AulRerdem fand durch das Ausstanzen der Explantate ebenfalls eine Verletzung
des N-Knorpels statt. Die Daten zur Kokultur von Chondrozyten, die aus N-Knorpel
isoliert und mit N-Knorpelexplantaten kokultiviert wurden, sind wenig aussagekréaftig,
da die N-Knorpelproben nur in geringer Anzahl und Menge zur Verfiigung standen.
Doch es deutete sich an, dass auch das N-Knorpelexplantat eine negative Wirkung
auf die COL2A1-Expression der kokultivierten N-Chondrozyten hatte. Allerdings war
hierftir auch nicht die miR-675 verantwortlich, da deren Expression durch die Kokultur
induziert wurde. Es lasst sich somit zusammenfassen, dass OA-Knochen- sowie OA-
und N-Knorpelexplantate die COL2A1-Expression von kokultivierten Zellen reprimiert.

Diese Inhibition der COL2A1-Expression wird jedoch nicht durch miR-675 vermittelt.

118



Diskussion

Der Vergleich der Expressionslevel an Tag 28 zu Tag 7 zeigte den Einfluss der
Kulturdauer in chondrogenem Medium. Mit fortschreitender chondrogener
Differenzierung exprimierten BMSC in Mono- sowie in Kokultur mit OA- und N-Knorpel-
explantaten mehr COL2A1, d.h. dass BMSC auch in Gegenwart von Gewebe-
explantaten die chondrogene Differenzierungslinie einschlagen koénnen. Dies trifft
maoglicherweise auch auf die Kokultur mit OA-Knochen zu, auch wenn die Erhéhung
der COL2A1-Expression hier nicht signifikant war. Auf Chondrozyten und das Gemisch
hatte die Kulturdauer in chondrogenem Medium kaum einen Einfluss bezliglich der
COL2A1-Expression. Reife Chondrozyten, die nicht dedifferenzieren sondern ihren

Phanotyp beibehalten, exprimieren gleichbleibende Mengen an COL2AL1.

Da miR-675 als regulatorischer Faktor der COL2A1-Expression in unserem System
ausgeschlossen werden konnte, wurde nach einer weiteren miR gesucht, die die
Expression von COL2A1 regulieren kann. Die Literaturrecherche ergab, dass miR-
301 im 3'-UTR der COL2A1-mRNA binden kann. Dies wurde auch mittels Luciferase-
Assay in Brustkrebszelllinien bereits nachgewiesen (Shi et al.,, 2011). Doch die
Kokultur von BMSC mit OA-Knorpelexplantaten hatte keinen Einfluss auf die

Expression von miR-301.

Wie schon erwahnt, wird die Expression von COL2A1 vor allem direkt vom
Transkriptionsfaktor Sox9 gesteuert (Bell et al., 1997). Somit erwartet man bei
reduziertem COL2A1l-Level durch Kokultur mit Gewebeexplantaten auch eine
erniedrigte Expression von SOX9. Deshalb wurde der Einfluss der Gewebe-
explantate auf die Expression von SOX9 in kokultivierten Zellen untersucht.
AuBerdem wurden auch die Expressionslevel von miR-124a analysiert, denn es
wurde mittels Luciferase-Assay mit HelLa-Zellen bestatigt, dass SOX9 ein Zielgen
dieser miR ist (Cheng et al., 2009). Somit konnte die in Kokultur beobachtete
Inhibition der COL2A1-Expression durch eine gesteigerte miR-124a-Expression
hervorgerufen werden, die die SOX9-Expression inhibiert.

Weder die Kokultur mit OA-Knochen- noch mit OA-Knorpelexplantaten fihrte in
BMSC, Chondrozyten oder dem Gemisch beider Zelltypen zu einer Veranderung der
SOX9-Expression im Vergleich zu monokultivierten Zellen. Lediglich bei der Kokultur
von BMSC mit N-Knorpelexplantaten war die SOX9-Expression nach 28 Tagen
tendenziell erhoht. Die SOX9-Expressionslevel von Tag 7 und Tag 28 unterschieden

sich in allen Ko- und Monokulturbedingungen nicht signifikant voneinander, obwohl
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monokultivierte BMSC im Verlauf der chondrogenen Differenzierung mehr COL2A1
exprimierten. Jedoch hatten die Gewebeexplantate einen Einfluss auf die miR-124a-
Expression. OA- und N-Knorpelexplantate forderten die miR-124a-Expression in
allen kokultivierten Zellen, die Kokultur mit OA-Knochenexplantaten nur in
Chondrozyten und dem Gemisch, nicht jedoch in BMSC. Da die Regulation durch
miRs post-transkriptionell stattfindet, kdnnten sich die Auswirkungen der miR-mRNA-
Interaktion auch ausschlie3lich auf Proteinebene zeigen. Deshalb wurden aus den
Fibringelen Proteinlysate hergestellt und die Sox9-Proteinexpression mittels Western
Blot untersucht. OA-Knorpel beeinflusste die Sox9-Proteinexpression von
Chondrozyten nicht, steigerte aber die Sox9-Proteinexpression von chondrogen
differenzierenden BMSC um ca. 50%. Allerdings wurde nur die Gesamt-Sox9-
Proteinmenge bestimmt. Da die phosphorylierte Form des Transkritionsfaktors
(pSox9) einen COL2A1-Enhancer aktiviert (Huang et al., 2000), waren weitere
Analysen zum Anteil an phosphoryliertem Sox9 in den Proteinlysaten notig gewesen.
Moglicherweise beeintrachtigt die Kokultur die Phosphorylierung von Sox9. Dies
wirde zu reduzierten COL2A1-Level fuhren, weil weniger aktives, phosphoryliertes
Sox9 zur Verfigung steht, um die COL2A1-Expression zu verstarken. Dadurch lieRe
sich erklaren, warum die erhOhten Sox9-Proteinlevel nicht wie erwartet die
Expression von COL2A1 erh6hen. Die Inhibition der COL2A1-Expression bei
Kokultur mit Gewebeexplantaten wird somit wahrscheinlich durch andere

Faktoren/andere miRs geregelt.

Die Kokultur mit Gewebeexplantaten steigerte die Expression von miR-124a. Die
Suche nach weiteren potentiellen Zielgenen von miR-124a mittels miRWalk (Dweep
und Gretz, 2015) lieferte unzéahlige Treffer. Von denen wurde CTGF als viel-
versprechender Kandidat identifiziert, da die miR-124/CTGF-Interaktion schon mittels
eines Luciferase-Reporter-Assays in einer Brustkrebszelllinie bestatigt werden
konnte (Lv et al., 2011). BMSC und ein Gemisch aus BMSC und Chondrozyten
wiesen nach 28 Tagen chondrogener Differenzierung in Kokultur mit OA-Knochen-
explantaten niedrigere CTGF-Level auf als die entsprechenden Monokulturen. Beim
Gemisch fuihrte auch die Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten im Vergleich zur Kultur
ohne Explantat zu erniedrigter CTGF-Expression. Im Verlauf der chondrogenen
Differenzierung nahm bei BMSC in Mono- und Kokultur mit N-Knorpelexplantaten die
CTGF-Expression zu. BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten exprimierten im
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Vergleich zu BMSC in Kokultur mit N-Knorpelexplantaten weniger CTGF. Um zu
uberprifen, ob sich die Inhibition der CTGF-Expression durch miR-124a mdglicher-
weise auf Proteinebene deutlicher auswirkt, wurde die CTGF-Konzentration von
Zellkulturtiberstanden mittels ELISA bestimmt. Dabei bestatigte sich, dass BMSC mit
zunehmender chondrogender Differenzierung mehr CTGF produzierten. Auch OA-
Knorpelexplantate mit zellfreiem Fibringel sezernierten eine nicht zu ver-
nachlassigende Menge an CTGF, die ungefahr in der GroRenordnung von BMSC in
Monokultur lag. Deswegen war es nicht mdglich, zu sagen, ob die CTGF-Expression
der BMSC in Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten durch die erhthten miR-124a-
Level inhibiert wurde. Deshalb wurde als nachstes die CTGF-Konzentration in den
Fibringel-Proteinlysate gemessen. Hier zeigten sich fur BMSC in Kokultur mit OA-
Knorpelexplantaten keine Unterschiede zu BMSC in Monokultur. Fir Chondrozyten
deutete sich jedoch an, dass die Kokultur mit OA-Knorpelexplantaten nach 28 Tagen
maoglicherweise die CTGF-Synthese reduzierte. Sollte sich diese Beobachtung in
einer gréf3eren Stichprobe bestétigen, ware dies interessant, da CTGF fir die ECM-
Produktion von Chondrozyten essentiell ist (Nishida et al., 2007). Aul3erdem férdert
CTGF die Proliferation von Chondrozyten (Nishida et al., 2002). In OA-Knorpel findet
man bei den Chondrozyten, die Cluster bilden und somit proliferieren, eine Uber-
expression von CTGF (Omoto et al.,, 2004). Es wird vermutet, dass artikulare
Chondrozyten CTGF als Reaktion auf OA-bedingte Schaden produzieren, um die
Proliferation von Chondrozyten zu steigern und dadurch die ECM-Synthese zu
erhohen (Kubota und Takigawa, 2011). Gestitzt wird diese Hypothese durch die
Ergebnisse einer in vivo Studie mit Ratten, bei der Knorpeldefekte durch
Mononatrium-Jodazetat-induzierte (engl. monosodium iodoacetate, MIA) OA durch
CTGF-Injektionen in Gelatinehydrogelen regeneriert werden konnten (Nishida et al.,
2004). Somit ware eine hohe CTGF-Konzentration in der Knorpelmikroumgebung far
Zell-basierte Knorpelregenerationsstrategien winschenswert. Vondaher haben OA-
Gewebeexplantate einen negativen Effekt auf die kokultivierten Zellen, da durch die
induzierte miR-124a-Expression die CTGF-Genexpression und Proteinsynthese zum

Teil inhibiert wird.

Kokultur mit OA-/N-Knorpelexplantaten filhrte in BMSC sowie z.T. auch in
Chondrozyten und einem Gemisch aus beiden Zelltypen zu erhdhter Expression der
miR-29b und parallel zur erniedrigten Expression von COL1A1 und COL3AL. Bei
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Kokultur mit Knochenexplantaten waren diese Effekte nicht nachweisbar. Die Kokultur
mit OA-Knorpelexplantaten beeinflusste die von BMSC sezernierte Kollagen-I-
Proteinmenge im Zellkulturiberstand nicht. Da aus der Literatur aber bekannt ist, dass
miR-29b sowohl in der 3-UTR der COL1A1-mRNA als auch der COL3A1-mRNA
binden kann (Cheng et al., 2013; Maurer et al., 2010; Steele et al., 2010), wurde der
Effekt von miR-29b auf die Kollagene | und Ill im Detail untersucht.

5.4 miR-29b reguliert die Expression der Kollagene | und Il in
chondrogen differenzierenden BMSC in einer OA-Umgebung

Da die Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten zur Induktion der miR-29b-Expression
und gleichzeitig zur Inhibition der Expression von COL1Al1 und COL3A1l in
chondrogen differenzierenden BMSC fuhrte, wurde die Rolle von miR-29b wéahrend
der chondrogenen Differenzierung von BMSC in einer OA-Umgebung und ihr
Einfluss auf die Expression der Kollagene | und Il genauer analysiert. Aul3erdem
wurde nach regulatorsichen Faktoren der miR-29b-Expression gesucht. Die
Ergebnisse dieses Teilprojekts wurden in der Fachzeitschrift Scientific Reports
veroffentlicht (Mayer et al., 2017).

Zunachst wurde untersucht, ob I6sliche, vom Knorpelexplantat sezernierte Faktoren
die miR-29b-Expression stimulieren und parallel dazu die Expression von COL1Al
und COL3A1l herunterreguliert wird oder ob der direkte Kontakt zum Knorpel-
explantat daflr notwendig ist. BMSC, die als Micromass Pellets in chondrogenem,
mit OA-Knorpelexplantaten konditioniertem Medium (KM) kultiviert wurden, wiesen
im Vergleich zu BMSC-Pellets, die in nicht-konditioniertem chondrogenen Medium
(NM) kultiviert wurden, héhere miR-29b- und niedrigere COL1A1l- und COL3A1-
Expressionslevel auf. Die Ergebnisse waren vergleichbar mit denen der direkten
Kokultur in Fibringelen auf OA-Knorpelexplantaten. Die indirekte Kokultur fihrte
auRerdem zu signifikant reduzierten Kollagen I-Proteinleveln im Uberstand. Somit
konnte gezeigt werden, dass losliche, vom OA-Knorpelexplantat sezernierte
Faktoren die Expression der miR-29b fordern und die Genexpression und
Proteinsekretion von Kollagen | und Ill hemmen. Uberexpressions- und Inhibitions-
experimente mit einem miR-29b-Mimic bzw. miR-29b-Inhibitor bestatigten, dass
hohere miR-29b-Level zu niedrigeren Kollagen | und Il Gen- und Proteinlevel fuhren.
BMSC, die mit einem miR-29b-Inhibitor transfiziert und anschlielend in KM kultiviert
wurden, wiesen hohere COL1A1- und COL3Al-Level auf als BMSC, die mit einer
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non-targeting Kontroll-miR (NT-miR) transfiziert wurden. Somit konnte gezeigt
werden, dass die erhohte miR-29b-Expression, induziert durch l6sliche, von OA-
Knorpelexplantaten sezernierte Faktoren, fir die reduzierte Kollagen | und il
Expression von chondrogen differenzierenden BMSC in Kokultur mit OA-Knorpel-

explantaten verantwortlich ist.

Neben dem inhibitorischen Effekt auf die Kollagenexpression spielt miR-29b auch
eine Rolle beim Uberleben und Wachstum von Zellen. Die Mitglieder der miR-29-
Familie beeinflussen Proliferation und Apoptose verschiedener Zelltypen. miR-29b
férdert die Apoptose z.B. durch Inhibition der Translation anti-apoptotischer Proteine
wie Mcl-1 und Bcl-2 (Mott et al., 2007; Xiong et al., 2010). Zudem kann miR-29b die
Proliferation hemmen (Cui et al., 2011; Wei et al., 2013).

BMSC, die in KM kultiviert wurden, zeigten eine gesteigerte Caspase-3/7-Aktivitat im
Vergleich zu BMSC, die in NM kultiviert wurden. Uberexpression von miR-29b durch
Transfektion eines Mimics filhrte ebenfalls zu erhoéhter Caspase-3/7-Aktivitat
verglichen mit BMSC, die mit einer NT-miR transfiziert wurden. BMSC, die mit einem
miR-29b-Inhibitor transfiziert und anschlieRend in KM kultiviert wurden, wiesen eine
signifikant schwachere Caspase-3/7-Aktivitat auf als mit NT-miR tranfizierte BMSC in
konditioniertem Medium.

Die Apoptose wird u.a. durch die Regulation der Expression von pro- und anti-
apoptotischen Proteinen aus der Bcl-2-Familie beeinflusst. Es wurde beschrieben,
dass miR-29b dirket in der 3'-UTR von Mcl-1 und Bcl-2 bindet (Xiong et al., 2010).
Beide anti-apoptotischen Proteine sind in der &uf3eren Mitochondrienmembran
lokalisiert und férdern das zellulare Uberleben. Sie inhibieren die Porenbildung von
pro-apoptotischen Proteinen wie Bax und Bak. So wird die Permeabilisierung der
Mitochondrienmembran und dadurch die Freisetzung von Cytochrom C und das
Anschalten des programmierten Zelltods durch die Aktivierung von Caspasen
verhindert (Elmore, 2007). Ein moglicher Mechanismus, wie miR-29b die
Apoptoserate beeinflussen konnte, ist durch die Modulation der Expression von
apoptotischen Regulatoren wie die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Mcl-1.
BMSC, die in KM kultiviert wurden, wiesen hthere miR-29b-Level und niedrigere
BCL2-Level auf, wohingegen die MCL1-Level vergleichbar waren mit denen von
BMSC, die in NM kultiviert wurden. Uberexpression von miR-29b durch Transfektion

eines Mimics reduzierte sowohl die BCL2- als auch die MCL1-Expression signifikant.
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Transfektion von BMSC mit einem miR-29b-Inhibitor und anschlie3ende Kultivierung
in KM brachte nur die MCL1-Expression auf das normale Level zurick. Hohere miR-
29b-Level, die durch sezernierte OA-Knorpelfaktoren induziert wurden, férderten die
Apoptose von chondrogen differenzierenden BMSC, was sich in der gesteigerten
Caspase-3/7-Aktivitat zeigte. Die erh6hte Apoptoserate geht z.T. darauf zurlck, dass
miR-29b direkt die Expression von Regulatoren der Apoptose inhibiert wie die anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Mcl-1. Chen et al. (2017) berichteten, dass miR-
29b die Apoptose von Ratten-Chondrozyten durch Inhibition von Progranulin fordert,
was zu einem veranderten Verhaltnis von Bcl2 zu Bax fuhrt und die Proteinlevel von
gespaltener Caspase-3 erhoht.

miR-29b férdert die Apoptose von BMSC in einer OA-Umgebung, spielt jedoch keine
Rolle bei der Regulation der Proliferation. BMSC, die in KM kultiviert wurden, wiesen
zwar hohere Proliferationsraten auf als BMSC in NM, die Uberexpression von miR-
29b durch Mimic-Transfektion beeinflusste die Proliferation jedoch nicht. Somit muss
ein anderer Mechanismus fir die gesteigerte Proliferation, die durch l6sliche, vom

OA-Knorpelexplantat sezernierte Faktoren induziert wird, verantwortlich sein.

Als nachstes wurde versucht, Faktoren zu identifizieren, die fur die Hochregulation
der miR-29b-Expression in BMSC wahrend der chondrogenen Differenzierung in
einer OA-Umgebung verantwortlich sind. Die indirekte Kokultur mit konditioniertem
Medium reicht aus, um die miR-29b-Level zu steigern. Daher handelt es sich um
l6sliche, vom Knorpelexplantat sezernierte Faktoren, die die miR-29b-Expression
regulieren. Es sind verschiedene Mechanismen bekannt, wie die Expression von
miRs reguliert werden kann. Entweder wird die Biosynthese bzw. Reifung der miRs
beeinflusst oder ihre Aktivitat (Davis und Hata, 2009; Ha und Kim, 2014). Die
Biosynthese von miR-Genen kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden: pre-
transkriptionell durch epigenetische Kontrolle wie z.B. DNA-Methylierung (Lujambio
et al., 2008) oder Histonmodifikationen (Scott et al., 2006), auf der
Transkriptionsebene durch Transkriptionsfaktoren (Chang et al., 2008), wahrend der
Prozessierung des Primar-miR-Transkripts zur reifen miR (Davis und Hata, 2009)
und post-transkriptionell durch RNA-Methylierung, Uridylierung oder Adenylierung
(Ha und Kim, 2014). Auch die Aktivitdt von miRs kann durch verschiedene Faktoren
reguliert werden, z.B. indem Argonaute-Proteine und die Bildung des RIS-Komplex

beeinflusst werden. Der Turnover und die Degradation von miRs, welche durch

124



Diskussion

Nukleasen kontrolliert wird (Das et al., 2010) regulieren ebenfalls die in der Zelle
vorhandene Menge an miRs. Es ist jedoch noch wenig tUber spezielle Faktoren oder
Mechanismen bekannt, welche die Biosynthese der miR-29b regulieren. Im humanen
Genom gibt es zwei Gene (MIR29B1 auf Chromosom 7 und MIR29B2 auf
Chromosom 1), die fur zwei Vorlaufer-miRs (miR-29b-1 und miR-29b-2) kodieren.
Durch Splicing entstehen dann reife miR-29bs mit identischer Sequenz (Kriegel et
al., 2012). Die Promoterregionen dieser beiden Gene weisen verschiedene
Bindestellen fir mehrere Transkriptionsfaktoren wie z.B. c-Myc oder NF-kB auf, die
die Expression von miR-29b supprimieren (Amodio et al., 2015).

Le et al. beobachteten, dass die SOX9-Expresseion von chondrogen differenzierenden
MSC bis Tag 7 anstieg und nach 14 Tagen abnahm (Le et al.,, 2015). Dieses Ex-
pressionsmuster war invers korreliert mit der miR-29b-Expression. Weiter zeigten sie,
dass eine Uberexpression von SOX9 in Chondrosarkomzellen zu einer Abnahme der
Expression von Mitgliedern der miR-29-Familie flhrte, wohingegen ein Sox9-
Knockdown ihre Expression steigerte. Da wir in unserem Kokultursystem jedoch
keine Anderung der SOX9-Genexpression in BMSC detektiert haben, wurde eine
Sox9-abhangige Regulation der miR-29b-Expression ausgeschlossen.

Losliche, vom OA-Knorpelexplantat ins Medium abgegebene Faktoren induzierten
die miR-29b-Expression. Die Analyse von Zellkulturiiberstanden von OA-Knorpel-
explantaten zeigte, dass neben Zytokinen auch Proteasen wie MMP-2 und MMP-9
sezerniert wurden. Deshalb wurde zunachst untersucht, ob sich die Stimulation der
miR-29b-Expression dadurch verhindern lasst, dass die Aktivitdt von Proteasen im
konditionierten Medium durch Zugabe von Proteaseinhibitoren gehemmt wird. Der
verwendete Proteaseinhibitorcocktail inhibierte Serin- und Cysteinproteasen. Durch
Zugabe von EDTA, einem Chelatbildner, lieRen sich zusatzlich auch Matrixmetallo-
proteinasen inhibieren, denn durch die Chelatisierung der Metallionen aus dem
aktiven Zentrum dieser Enzyme verlieren sie ihre katalytische Aktivitat. Doch weder
durch Zugabe des Proteaseinhibitorcocktails mit EDTA zum KM noch durch den
EDTA-freien Proteaseinhibitorcocktail liel3 sich die durch KM induzierte Steigerung
der miR-29b-Expression und die damit einhergehende Reduktion der COL1A1- und
COL3A1-Genexpression im Vergleich zu BMSC in NM verhindern. Deshalb kdnnen
Proteasen als Regulatoren der miR-29b-Expression in unserem Kokultursystem

ausgeschlossen werden.
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Inflammatorische Faktoren kénnten als Regulatoren der miR-29b-Synthese in Frage
kommen, denn Le et al. berichteten, dass IL-18 die Expression von miR-29b in
Chondrozyten erhéhte (Le et al., 2015). Im Vorgangerprojekt zu dieser Arbeit wurde
beschrieben, dass der Zellkulturiberstand von BMSC in Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten signifikant hohere Level an IL-1[3, IL-6 und IL-8 im Vergleich zu BMSC in
Monokultur enthielt (Leyh et al., 2014b). Doch weder durch Stimulation mit IL-13, IL-6
oder IL-8 liel3 sich eine Hochregulation der miR-29b-Expression in BMSC induzieren.
Stimulation mit TNF-a schien zwar die COL1Al-Expression zu inhibieren, hatte
jedoch ebenfalls keinen Einfluss auf die miR-29b-Expressionslevel. Von LIF, einem
Mitglied der IL-6-Familie, ist beschrieben, dass es die Expression von miR-29c Uber
den JAK/STAT-3-Pathway in Nierenfibroblasten von Ratten erhdhte (Yu et al., 2015).
Doch die Stimulation mit LIF hatte keinen Einfluss auf die miR-29b-Expression in
chondrogen differenzierenden BMSC. Da in vivo sehr wahrscheinlich nicht ein
einzelner Faktor, sondern eine Synergie mehrerer Faktoren die Expression von miR-
29b regulieren, wurden BMSC auch mit einem Gemisch verschiedener pro-
inflammatorischer Zytokine stimuliert. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Roggli
et al. mit humanen Pankreas-Inselzellen (Roggli et al., 2012) induzierten verschiedene
Zytokingemische die miR-29b-Expression von chondrogen differenzierenden BMSC
nicht. Es wurde beschrieben, dass die miR-29a/b-1-Promotorregion mehrere sog.
GAS-Elemente (interferon gamma activated sequences) enthalt (Schmitt et al., 2012;
Smith et al.,, 2012). IFN-y aktiviert den JAK/STAT-Signalweg, wodurch aktivierte
STAT-1-Dimere an die GAS-Elemente binden und dadurch die Expression von miR-
29b in verschiedenen Melanomzelllinien gesteigert wurde (Schmitt et al., 2012). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde in Zellkulturiberstanden von OA-Knorpelexplantaten
mittels ELISA kein IFN-y detektiert. Allerdings konnten Tsuchida et al. IFN-y in der
Synovialflissigkeit von OA-Patienten, aber nicht in OA-Knorpelextrakten nach-
weisen, obwohl Chondrozyten IFN-y produzieren (Tsuchida et al., 2014). Die
Stimulation von Zellkulturen mit IFN-y induzierte die miR-29b-Expression in
chondrogen differenzierenden BMSC im Vergleich zu unstimmulierten Kontrollen
konzentrationsabhangig. Dies ging mit einer Reduktion der Expression von COL1Al
und COL3Al einher. Somit scheint IFN-y ein Regulator der miR-29b-Expression

wéahrend der chondrogenen Differenzierung von BMSC zu sein.
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miR-29b spielt also eine wichtige Rolle wahrend der chondrogenen Differenzierung
von BMSC in einer OA-Mikroumgebung. BMSC sind in der Lage, auch unter OA-
Bedingungen chondrogen zu differenzieren, denn die Expression von Kollagen Il
stieg von Tag 7 zu Tag 28 an. Aber miR-29b beeinflusst die BMSC-basierte
Knorpelregeneration in einer OA-Umgebung. Sowohl die Expression von Kollagen lil,
das v.a. von undifferenzierten BMSC exprimiert wird, als auch die Kollagen I-
Expression, welche als Marker fur dedifferenzierte Chondrozyten gilt, werden beide
von miR-29b inhibiert, wodurch sich die Zusammensetzung der neu gebildeten ECM
andert. Es wurde berichtet, dass miR-29b zum veranderten Verhaltnis von Kollagen
Il und | von humanen OA- und dedifferenzierten artikularen Chondrozyten beitragt
(Moulin et al., 2017). Moulin et al. zeigten aufRerdem, dass miR-29b auch in der
3'-UTR der COL2A1-mRNA bindet. Ein direkter inhibitorischer Effekt der miR-29b auf
die Kollagen II-Expression konnte im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht nach-
gewiesen werden, da die miR-29b-Uberexpressionsexperimente mit BMSC in
Monolayer durchgefiihrt wurden. Unter diesen Bedingungen exprimierten die BMSC
trotz chondrogenem Induktionsmedium keine nachweisbaren Mengen an COL2A1.
Trotzdem ware es denkbar, dass die gesteigerte miR-29b-Expression fur die
reduzierte COL2A1-Expression bei direkter Kokultur von BMSC in Fibringelen auf

OA-Knorpelexplantaten zumindest mitverantwortlich sein kénnte.

Neben dem inhibitorischen Effekt auf die Kollagenexpression forderte miR-29b die
Apoptose von chondrogen differenzierenden BMSC in Kokultur mit OA-Knorpel-
explantaten. Dies kdnnte einerseits einen Kontrollschritt darstellen, um ungunstiges,
ubermaliges Zellwachstum zu verhindern, andererseits aber auch einen negativen
Effekt haben, wenn dadurch die Apoptose von reifen Chondrozyten gefordert wird
(Chen et al., 2017). Ein potentieller induktiver Regulator der miR-29b-Expression ist
IFN-y. Dieses Zytokin wird von OA-Chondrozyten produziert und wurde in
Traumaknorpelextrakten sowie in der Synovialflissigkeit von OA-Patienten und
Kontrollpersonen detektiert (Tsuchida et al., 2014). Doch wahrscheinlich wird die
Expression von miR-29b nicht durch einen einzigen Faktor reguliert, sondern durch

ein komplexes Zusammenspiel mehrerer Faktoren.
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Somit lasst sich zusammenfassen, dass die hohe miR-29b-Expression wahrend der
chondrogenen Differenzierung von BMSC in einer OA-Mikroumgebung sowohl
positive als auch ungunstige Effekte fiur die BMSC-basierte OA-Knorpelregeneration
hat. Hohe miR-29b-Level férdern die Apoptose. Dadurch wird zwar unkontrolliertes
Zellwachstum verhindert, aber auch die Anzahl an BMSC reduziert, die die
Chondrogenese durchlaufen. Aul3erdem inhibiert die erhdhte miR-29b-Expression,
die durch losliche, von OA-Knorpelexplantaten sezernierte Faktoren induziert wird,
die Expression der Kollagene | und Ill. Dadurch wird die Zusammensetzung der neu
gebildeten ECM beeinflusst. Dies konnte wichtig sein, um die Bildung von
minderwertigem, fibrosem Knorpel zu verhindern und stattdessen die Genese von

hyalinem Knorpel zu férdern.
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6 Zusammenfassung

Osteoarthrose (OA), eine multifaktorielle, degenerative Erkrankung, die das gesamte
Gelenk betrifft, ist v.a. charakterisiert durch einen progressiven und irreversiblen
Verlust des artikularen Knorpels. Da Knorpellasionen nicht spontan heilen und
funktionales Knorpelgewebe nicht regeneriert wird, sind fur die Regeneration Zell-
basierte Strategien mit Chondrozyten oder mesenchymalen Knochenmark-
stammzellen (BMSC) vielversprechend. Vorarbeiten zeigten, dass die Kokultur von
BMSC/Chondrozyten mit OA-Knorpel- und OA-Knochenexplantaten zu einer ver-
anderten Zusammensetzung der neugebildeten extrazellularen Matrix (ECM) mit
verminderten mechanischen und biochemischen Eigenschaften fihrte. Um die
Qualitat von BMSC regeneriertem Knorpelgewebe zu verbessern, ist ein besseres
Verstandnis der Signale aus der arthrotischen Mikroumgebung wichtig. In dieser
Arbeit wurde deshalb die Interaktion zwischen artikularem Knorpel-/subchondralem
Knochenexplantat mit Chondrozyten/chondrogen differenzierenden BMSC unter-
sucht. Denn zum einen kann der artikulare Knorpel und der subchondrale Knochen
die Chondrogenese der BMSC bzw. den Phanotyp der Chondrozyten beeinflussen,
zum anderen kénnen die kokultivierten Zellen wiederum einen Einfluss auf den
geschadigten Knorpel/Knochen und das intrinsische Knorpelregenerations-
potential haben.

Mittels 1D- und 2D-Gelelektrophorese lie3en sich keine eindeutigen Unterschiede in
der Proteinkomposition von Knorpelexplantaten, die =zellfrei oder mit
BMSC/Chondrozyten kokultiviert wurden, nachweisen. Als néchstes wurde der
gegenseitige Einfluss auf die Proteinsekretion von Knorpelexplantaten und
chondrogen differenzierenden BMSC in Kokultur analysiert. Die Kokultur mit BMSC
reduzierte die IL-8-Sekretion der Knorpelexplantate, einem regulatorischen Zytokin
der Knorpelhomoostase, deutlich. Dies stellt einen anabolen Effekt auf den
Knorpelmetabolismus dar und kénnte sich somit positiv auf die Knorpelhomoostase
auswirken. ECM-Komponenten werden u.a. von Matrixmetalloproteinasen (MMPSs)
abgebaut. Kokultur von BMSC mit Knorpelexplantaten fuhrte zu héheren MMP-2-
Mengen im Zellkulturiberstand verglichen mit den Zellen und Gewebeexplantaten in
Monokultur. Das von den kokultivierten BMSC zusatzlich sezernierte MMP-2 kdnnte
einen negativen, katabolen Effekt auf das Knorpelexplantat haben und den
Knorpelabbau verstarken.
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Da Kokultur mit OA-Gewebeexplantaten v.a. die Expression von Kollagenen wie
Kollagen I, 1l und Il reduzierte, sollten die dafiir verantwortlichen reprimierenden
Faktoren identifiziert werden. Da als mogliche Modulatoren der Kollagenexpression
microRNAs (miRs) als post-transkriptionelle Regulatoren der Genexpression in
Betracht kommen, wurde der Einfluss von subchondralen Knochen- und artikularen
Knorpelexplantaten auf die Expression von solchen miRs untersucht, die mit der
Regulation der Kollagen I-, 1I- und lllI-Expression assoziiert sind. miR-675 gilt als
SOX9-abhangiger, positiver Regulator von COL2A1. Die Kokultur mit Gewebe-
explantaten stimulierte die Expression von miR-675, reduzierte aber die COL2A1l-
Expression, was miR-675 als Regulator ausschlief3t. Da die Expression von COL2A1
auch direkt durch den Transkriptionsfaktor SOX9 gesteuert werden kann, wurden die
Expression von SOX9 und der miR-124a, die SOX9 als potentielles Zielgen hat,
untersucht. Die Kokultur mit Gewebeexplantaten beeinflusste die SOX9-Expression
nicht, fuhrte allerdings zu erhdhter miR-124a-Expression, was z.T. eine reduzierte
CTGF-Gen- und Proteinexpression zur Folge hatte. Dies ware ein Nachteil fur Zell-
basierte Knorpelregenerationsstrategien, da CTGF die ECM-Produktion und
Proliferation von Chondrozyten begunstigt. Losliche, von OA-Knorpelexplantaten
sezernierte Faktoren induzierten die Expression von miR-29b in chondrogen
differenzierenden BMSC, was die Expression der Kollagene | und Il inhibierte. Die
gesteigerte miR-29b-Expression flhrte auRerdem zu hdherer Caspase-3/7-Aktivitat
und forderte die Apoptose z.T. direkt durch Inhibition der anti-apoptotischen Proteine
Bcl-2 und Mcl-1. Als stimulierender Faktor der miR-29b-Expression wurde IFN-y
identifiziert. Somit lasst sich zusammenfassen, dass die erhdhte miR-29b-Expression
wahrend der chondrogenen Differenzierung von BMSC in einer OA-Mikroumgebung
sowohl forderliche als auch unerwiinschte Effekte fir die BMSC-basierte
Knorpelregeneration hat. miR-29b férdert die Apoptose, wodurch unkontrolliertes
Zellwachstum verhindert wird, aber auch die Anzahl an BMSC reduziert wird, die die
Chondrogenese durchlaufen. AufRerdem inhibiert die durch OA-Knorpel induzierte
miR-29b-Expression die Expression von Kollagen |, einem Marker fir de-
differenzierte Chondrozyten, und Kollagen lll, das v.a. von undifferenzierten BMSC
exprimiert wird. Dadurch wird die Zusammensetzung der neu gebildeten ECM
beeinflusst, was die Bildung von minderwertigem, fiboroésem anstelle von artikularem

hyalinen Knorpel verhindern kdnnte.
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7 Summary

Osteoarthritis (OA), a multifactorial degenerative disease which affects the whole
joint is mainly characterized by a progressive and irreversible loss of articular
cartilage. As cartilage lesions do not heal spontaneously and functional cartilage
tissue is not regenerated, cell-based strategies for cartilage regeneration using
chondrocytes or bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSC) are
promising. Preliminary work demonstrated that coculture of BMSC/chondrocytes with
OA cartilage and OA bone explants results in an altered composition of the newly
formed extracellular matrix (ECM) with diminished mechanical and biochemical
properties. To improve the quality of regenerated cartilage tissue by BMSC a better
understanding of the signals from the OA microenvironment is necessary. Therefore,
the interaction of articular cartlage and subchondral bone explants with
chondrocytes/chondrogenically differentiating BMSC was analyzed in this study. On
the one hand, articular cartilage and subchondral bone can influence chondrogenesis
of BMSC or the phenotype of chondrocytes and on the other hand, cocultivated cells
can affect the impaired cartilage or bone and the intrinsic potential for cartilage
regeneration.

Using 1D and 2D gel electrophoresis, no consistent differences in protein
composition of cartilage explants cultivated cell-free or with BMSC/chondrocytes was
detected. Next, the mutual influence on protein secretion of cartilage explants and
chondrogenically differentiating BMSC in coculture was analyzed. Coculture with
BMSC significantly reduced cartilage explants' secretion of IL-8, a regulatory cytokine
of cartilage homeostasis. This could be interpreted as an anabolic effect on the
cartilage metabolism and thus would have a positive effect on cartilage homeostasis.
Components of the ECM are degraded by matrix metalloproteinases (MMPS).
Coculture of BMSC with cartilage explants resulted in higher MMP-2 concentrations
in cell culture supernatants compared to those of cells or tissue explants in
monoculture. MMP-2 additionally secreted by cocultivated BMSC may have a
negative, catabolic effect on cartilage explants enhancing cartilage degradation.

As coculture with OA tissue explants mainly reduced the expression of collagens like
collagen type I, Il and Ill, the factors responsible for this repression should be
identified. Since microRNAs (miRs) are known posttranscriptional regulators of gene

expression and thus possibly modulate the expression of collagens, the influence of
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subchondral bone- and articular cartilage explants on the expression of those miRs
was analyzed which are associated with the regulation of collagen type I, Il and Il
expression. miR-675 is described as a SOX9-dependent positive regulator of
COL2A1. Coculture with cartilage and bone explants stimulated the expression of
miR-675 but reduced COL2A1 expression, hence, miR-675 was excluded to regulate
COL2AL1 expression in our system. As expression of COL2A1 can be also regulated
directly by the transcription factor SOX9, expression of SOX9 and miR-124a which
targets SOX9, was analyzed. Coculture with tissue explants did not alter SOX9
expression, but led to elevated miR-124a level which resulted in reduced gene and
protein expression of CTGF. This seems to be a disadvantage for cell-based
cartilage regeneration approaches because CTGF is an important factor for ECM
production and proliferation of chondrocytes. Soluble factors secreted by OA
cartilage explants induced the expression of miR-29b in chondrogenically
differentiating BMSC which inhibited collagen | and Ill expression. Elevated miR-29b
expression resulted in higher caspase 3/7 activity and promoted apoptosis of BMSC
in part by directly inhibiting the anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Mcl-1. IFN-y was
identified to stimulate miR-29b expression. It was concluded that enhanced miR-29b
expression during chondrogenic differentiation of BMSC in an OA microenvironment
has both supportive and possibly also unfavourable effects on BMSC-based OA
cartilage regeneration. High miR-29b expression promotes apoptosis preventing
excessive cell growth, however also reducing the number of BMSC undergoing
chondrogenesis. Furthermore, elevated miR-29b expression induced by OA cartilage
inhibits the expression of collagen |, a marker for dedifferentiated chondrocytes, and
collagen lll, mainly produced by undifferentiated BMSC. Thus, the composition of the
newly formed ECM is affected which might avoid formation of inferior fibrocartilage

instead of articular hyaline cartilage.
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lll. Abkilrzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

% Prozent

°C Grad Celcius

pl Mikroliter

pHm Mikrometer

UM mikromolar

2D zweidimensional

3D dreidimensional

ACI autologous chondrocyte implantation

ACT autologe Chondrozytentransplantation

ADAMTS a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs

ALP alkalische Phosphatase

AMIC autologe Matrix-induzierte Chondrogenese

ATP Adenosintriphosphat

BCA bicinchoninic acid, Bicinchoninsaure

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BMI body mass index

BMP bone morphogenetic protein, knochenmorphogenetisches Protein

BMSC bone marrow-derived mesenchymal stem cell,
mesenchymale Knochenmarksstammzelle

BrdU 5-Bromo-2‘-deoxyuridin

BSA bovine serum albumin, bovines Serumalbumin

Caspase cysteine aspartic acid-specific protease

CC calcified cartilage, kalzifizierter Knorpel

CeN cysteine-rich protein 61 (Cyr61), connectiv tissue growth factor
(CTGF), nephroblastoma overexpressed protein (Nov)

CD cluster of differentiation

cDNA complementary DNA, komplementare DNA

Ch Chondrozyten

Chr Chromosom

cm?® Quadratzentimeter
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Abkirzung Bedeutung

c-Myc V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog

CO, Kohlenstoffdioxid

COL1A1 Kollagen Typ |, alpha 1

COL2A1 Kollagen Typ Il, alpha 1

COL3Al1 Kollagen Typ lll, alpha 1

COMP cartilage oligomeric matrix protein

COX-2 Cyclooxygenase-2

CPC chondrocyte progenitor cell

CPDL cumulative population doubling level

CSC cartilage stem cell

CT threshold cycle

CTGF connectiv tissue growth factor

Cu Kupferion

DFG Deutsche Forschungsgemeinschaft

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure

dNTP Nukleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

ECM extracellular matrix, extrazellulare Matrix

EDTA ethylene diamine tetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ER endoplasmatisches Retikulum

F zellfreies Fibringel

EACIT fibril associated collagens with interrupted triple helices,
Fibrillenassoziierte Kollagene

FACS fluorescence-activated cell sorting

FCS fetal calf serum, Fetales Kéalberserum

FGF fibroblas growth factor, Fibroblasten-Wachstumsfaktor

FITC Fluorescein-lsothiocyanat

FRET Forster-Resonanzenergietransfer

g Gramm
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Abkirzung Bedeutung

g Erdbeschleunigung

GAG Glykosaminoglykan

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GAS IFN-gamma activated sequence

GdnHCI Guanidinhydrochlorid

gaof. gegebenenfalls

GOl gene of interest

h Stunde

H,0, Wasserstoffperoxid

HRP horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase

hsa Homo sapiens (Mensch)

HSC hematopoietic stem cell, hamatopoetische Stammzelle
ICAT isotope-coded affinity tag, Isotopen-codierte Affinitatsmarkierung
IEF Isoelektrische Fokusierung

IFN-y Interferon gamma

Ig Immunglobulin

IGF-1 Insulin-like growth factor 1, Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor 1
Ihh indian hedgehog

IL Interleukin

IL-1ra Interleukin-1 receptor antagonist

iTRAQ isobaric tags for relative and absolute quantitation
JAK Januskinase

kb Kilobase

kDa Kilodalton

KM konditioniertes Medium

L Liter

LIF leukaemia inhibitory factor, Leukdmiehemmender Faktor
INRNA long non-coding RNA

M molar

mA Milliampere

MACI Matrix-induzierte autologe Chondrozyten-Implantation
Mcl-1 myeloid leukemia cell differentiation protein 1
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Abkirzung Bedeutung
MIA monosodium iodoacetate, Mononatrium-Jodazetat
min Minute
miR microRNA
MIiRNA microRNA
mi Milliliter
mM millimolar
MMP Matrixmetalloproteinase
mmu Mus musculus (Maus)
MRNA messenger RNA, Boten-RNA
MSC mesenchymal stem cell, mesenchymale Stammzelle
MW Mittelwert
N nicht-OA
n Anzahl
NaCl Natriumchlorid
NC-Domane non-collagenous domain
NFkB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
ng Nanogramm
NM nicht-konditioniertes Medium
nm Nanometer
NORM normalizer
NSAID nonsteroidal anti-inflammatory drug,
nichtsteroidaler Entzindungshemmer
nt Nukleotid
NT-miR non-targeting Kontroll-miR, Negativkontrolle
OA Osteoarthrose
OARSI Osteoarthritis Research Society International
oD optische Dichte
P Passage
PBS phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlésung
PCR polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PDL population doubling level
PE Phycoerythrin
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Abkirzung Bedeutung

POD Peroxidase

pre-miRNA precursor microRNA, Vorlaufer-miR

pri-miRNA primary microRNA, Primar-miR

PVDF Polyvinylidenfluorid

4PCR guantitative real time polymerase chain reaction,
guantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

RIN RNA integrity number

RIPA radio immunoprecipitation assay, Radioimmunprazipitationsassay

RISC RNA-induced silencing complex

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

rno Rattus norvegicus (Ratte)

ROS reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies

RQ relative quantification

rRNA ribosomale RNA

RT Reverse Transkriptase, Raumtemperatur

Runx2 Runt-related transcription factor 2

S Sekunde

SBP subchondral bone plate, subchondrale Knochenplatte

SD standard deviation, Standardabweichung

SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

SDS.PAGE sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SLRP small leucine-rich repeat proteoglycan

SnRNA small nuclear RNA

s0g. sogenannt
SRY-related (sex determining region of Y gene) HMG (high-

S0x mobility group) box

STAT Signal transducer and activator of transcription

STB subchondral trabecular bone, subchondraler trabekularer Knochen

STZ superficial tangential zone, Tangentialzone

TBS Tris-buffered saline, Trisgepufferte Salzl6sung

TBS-T Tris-bufferd saline with Tween 20
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Abkirzung Bedeutung

Tcl-1 T-cell leukemia/lymphoma 1

TEMED Tetramethylethylendiamin

TGE-B transforming growth factor beta,
transformierender Wachstumsfaktor beta

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases

TMB 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin

TNF-a Tumornekrosefaktor alpha

tRNA Transfer-RNA

U unit, Einheit

u.a. unter anderem

UTR untranslatierte Region

Vv Volt

v.a. vor allem

VEGF vascular endothelial growth factor

VS. versus

VSMC Vascular smooth muscle cell, glatte GefaBmuskelzelle

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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IV. Herstellerverzeichnis

Da wahrend der Zeit, in der die Experimente zu dieser Arbeit durchgefihrt wurden,

zahlreiche Firmen von anderen tUbernommen wurden und sich somit der Hersteller

geédndert hat, aber Markennamen

bzw. Produktlinienbezeichnungen

meist

beibehalten wurden, ist in folgender Tabelle der frihere Name mit angegeben.

Produktlinie, Marke, Unternehmen Firmensitz
Abcam Cambridge, UK
Affymetrix, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Agilent Technologies Santa Clara, USA
Ambion, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

AppliChem

Darmstadt, Deutschland

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

B. Braun Biotech International

Melsungen, Deutschland

Bandelin electronic

Berlin, Deutschland

Baxter Deutschland

UnterschleiRheim, Deutschland

BD Biosciences, Becton, Dickinson and Company

Franklin Lakes, USA

BD Pharmingen, Becton, Dickinson and Company

Franklin Lakes, USA

Biochrom

Berlin, Deutschland

Biometra

Gottingen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Deutschland

Miinchen, Deutschland

Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Corning Corning, USA
Epicentre, lllumina Madison, USA

Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Falcon, Corning

Corning, USA

Feather Safety Razor

Osaka, Japan

Fluka, Sigma-Aldrich, Merck

Darmstadt, Deutschland

Gibco, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
GraphPad Software La Jolla, USA
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

Jackson ImmunoResearch Laboratories

West Grove, USA

Lonza Group

Basel, Schweiz
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Produktlinie, Marke, Unternehmen

Firmensitz

Macherey-Nagel

Duren, Deutschland

Merck

Darmstadt, Deutschland

Microsynth

Balgach, Schweiz

Millipore, Merck

Darmstadt, Deutschland

Miltenyi Biotec

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Nicon

Tokyo, Japan

Nunc, Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

OmniKine, Assay Biotechnology Company

Sunnyvale, USA

Peprotech Germany

Hamburg, Deutschland

Peglab Biotechnologie

Erlangen, Deutschland

Pierce, Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Promega Corporation

Fitchburg, USA

R&D Systems, Bio-Techne

Minneapolis, USA

RayBiotech

Norcross, USA

Roche

Basel, Schweiz

Santa Cruz Biotechnology

Dallas, USA

Serva Electrophoresis

Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Merck

Darmstadt, Deutschland

Stiefel, Glaxo Smith Kline

Brentford, UK

Stratagene, Agilent Technologies

Santa Clara, USA

Tecan Group

Mannedorf, Schweiz

Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Treestar Ashland, USA

Vilber Lourmat

Eberhardzell, Deutschlande

Worthington Biochemical Corporation

Lakewood, USA
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