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1. Stand des Wissens
1.1. Gelenkknorpel

Der Gelenkknorpel hat eine hyaline Struktur und gewahrleistet die reibungsfreie Bewegung
des Gelenks (Goodrich und Nixon 2006; Adams and Stashk’s Lameness in horses, 6.
Auflage; edited 2011 by Baxter G.). Dies ist essenziell fur eine schmerzfreie Bewegung
und einen groRen Bewegungsradius eines Gelenks. Der Gelenkknorpel setzt sich
zusammen aus 1-12 % Chondrozyten und der extrazellular Matrix (ECM) (Goodrich und
Nixon 2006). Die ECM wiederum besteht zu 75 % aus Wasser, 15 % Kollagen Typ 2 und
10 % Proteoglykanen (Goodrich und Nixon 2006). Zu den Proteoglykanen zahlen
Aggrekan und Glykosaminoglykane (GAG), wie Hyaluronan. Aggrekane sind mit ca. 85 %
Anteil an den Proteoglykanen die am haufigsten vorhandenen Coreproteine im hyalinen
Knorpel (Decker et al. 2015).

Gelenkknorpel ist avaskular und aneural (Ortved und Nixon 2016). Die Versorgung der
Chondrozyten mit Nahrstoffen erfolgt durch Diffusion aus der Synovialflissigkeit, welche
sich im Gelenk befindet und von den Synoviozyten produziert wird (Zayed et al. 2018).
Bei Bewegung und dadurch wechselnder Be- und Entlastung des Knorpels, stromt die
Synovia um und in den Knorpel, sodass dieser standig mit Nahrstoffen versorgt wird

(Adams and Stashk’s Lameness in horses, 6. Auflage; edited 2011 by Baxter G.)

Der Gelenkknorpel ist zwischen 1,5-2,0 mm dick (Mcllwraith et al. 2011) und Iasst sich
histologisch und funktionell in drei Schichten unterteilen (Decker et al. 2015). Die
oberflachliche Zone, welche am weitesten entfernt vom Knochen liegt, besteht aus flachen,
langlichen Chondrozyten, wahrend die Zellen in der mittleren und tiefen Zone grof3 und
rund sind (Decker et al. 2015).

Die Ausrichtung der Chondrozyten in der obersten Zone erfolgt entlang der
Hauptbewegungsachse (Decker et al. 2015). Die Hauptaufgabe dieser Zone besteht darin

Scherkraften aufzunehmen und zu verteilen (Decker et al. 2015).

Die mittlere Zone wird durch saulenartig gestapelte, gro3e, runde Chondrozyten
aufgebaut, welche hauptverantwortlich fir die Produktion und Erhaltung aller

ECM-Komponenten, wie Kollagen Typ 2 und Aggrekan, sind (Decker et al. 2015).



Die tiefe Zone ist direkt oberhalb des Knochens lokalisiert (Decker et al. 2015). Die
Chondrozyten erscheinen mikroskopisch nochmals groRer und runder als jene in der
mittleren Zone. Sie produzieren ebenfalls Komponenten der ECM und sorgen fir die
adaquate Kraftiibertragung auf den darunterliegenden subchondralen Knochen (Decker et
al. 2015).

Hyaliner Knorpel ist, aufgrund der Organisation der Chondrozyten, perfekt geeignet flr das
Aushalten von mechanischer Belastung und fur reversible Verformung (Zayed et al. 2018).
Bei physiologischer Belastung kann der Knorpel um 40 % in seiner Héhe komprimiert
werden (Adams and Stashk’s Lameness in horses, 6. Auflage; edited 2011 by Baxter G.).
Aggrekane sind mitverantwortlich fir die hohe Elastizitat, wahrend die in Fibrillen
organisierten Kollagen Typ 2 Fasern die Form und Stabilitdt gewahrleisten (Decker et al.
2015). Der Knorpel schiitzt den darunter liegenden subchondralen Knochen vor Reibung
und wirkt stoRdampfend (Ortved und Nixon 2016). Bei jeder Art der Bewegung ist dieser
unterschiedlichen Kraften, wie Scher-, Zug- oder Druckkraften ausgesetzt. Je nach
Zeitpunkt im Belastungsablauf und Lokalisation im Gelenk variieren diese
biophysikalischen Krafte deutlich (Guilak 2011). Die Veranderungen werden von den
Chondrozyten mittels lonenkanalen, integrinvermittelten ECM-Verbindungen und
Membran-Deformation registriert und ins Zellinnere weitergeleitet (Guilak 2011). Dort
werden Signalwege aktiviert, welche fur die Knorpelhomdostase bedeutend sind und das
Verhaltnis von anabolen und katabolen Faktoren regulieren (Guilak 2011). Auf3erdem wird
bei Belastung das in der ECM enthaltene Wasser in Bewegung versetzt und sorgt so fur
eine gleichmaRige Druckverteilung auf die Gesamtflache des subchondralen Knochens
(Buckwalter 1998). Vor allem bei punktuellen Belastungen des Knorpels ist dies essenziell,
um eine optimale Drucklbertragung zu gewahrleisten und mégliche Folgen zu minimieren
(Buckwalter 1998).

Durch die Avaskularitat und die hohen Stressbelastungen, welche auf den Gelenkknorpel
wirken, sind sowohl seine eigenen als auch die therapeutischen

Regenerationsmdglichkeiten stark beschrankt.

1.2. Osteoarthritis

Osteoarthritis (OA) ist eine degenerative Gelenkerkrankung, die sowohl beim alternden

Tier als auch beim Menschen, eine groRe Herausforderung an die Medizin stellt (Zayed et



al. 2018). OA ist definiert als progressiver Gelenkknorpelverlust mit unterschiedlich stark
ausgepragten Veranderungen im umgebenden Weichteilgewebe, subchondralen Knochen
und der Synovialmembran (Mcllwraith und Vachon 1988), aber ohne systemische
Auswirkungen (Brandt et al. 2008). Als entscheidende Konsequenz steht dabei der Abbau
der Kollagen Typ 2 Fasern im Fokus, welche zu einem Auflockern und Auflésen der ECM
fuhrt, in deren Folge die Funktion des Knorpels nicht mehr gegeben ist (Brandt et al. 2008).
Dafir verantwortlich sind morphologische, biochemische, molekulare und biomechanische
Veranderungen in der ECM und der Chondrozyten (Brandt et al. 2008). In weiterer Folge

kommt es zu Veranderungen aller Strukturen im Gelenk (Goldring und Otero 2011).

Mégliche Ursachen fiir die Entwicklung von OA sind mechanische Faktoren, wie Uber- und
Fehlbelastung und Traumata, Entziindungen aber auch epigenetische Einflisse (Brandt et
al. 2008).

Jede anormale Belastung, z. B. durch Gelenkfehlstellungen oder Ausgleichsbewegungen
aufgrund von Schmerzen, aber auch akute Uberbelastung, fiihrt zu einer Verschiebung in
der Knorpelhomoostase zu Gunsten der Produktion von katabolen Produkten, wie Zytokine
und Entziindungsmediatoren (Issa und Griffin 2012). Zu den Entziindungsmediatoren
zahlen Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-10, Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), Aggrekanasen, Prostaglandin E2 (PGE2), und
Transformierender Wachstumsfaktor-3 (TGF-B) (Issa und Griffin 2012).

Diese fuhren zu einer deutlichen Erhéhung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in der
Synovia, welche den Knorpel dauerhaft schadigen, in dem sie Chondrozytenapoptose und
stressbedingte Hochregulation von diversen Kinasen, wie MMPs und TNF-q, verursachen
(Goldring und Otero 2011).

Zusammenfassend kann man sagen, dass anormale Gelenkbelastung zum Verlust von
Proteoglykanen und des Kollagennetzwerkes und damit zur Degeneration der ECM im
Knorpel beitragen kann (Goldring und Otero 2011) und dass sich in weiterer Folge eine

Entziindung in allen an der Gelenkbildung beteiligten Strukturen entwickelt.

Zusatzlich kénnen sich, bei Verschiebung der Knorpelhomdostase durch Zunahme

kataboler Faktoren, Stoffwechselprodukte im Gelenk ansammeln, welche weiteren
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oxidativen Stress verursachen. Man spricht zusammenfassend von einer ,damage
associated molecular pattern® (DAMP) (Vinatier et al. 2018). Auf diese Weise wird das
angeborene Immunsystem aktiviert (Berenbaum 2013, Orlowsky und Kraus 2015, Rahmati
et al. 2016), auf dessen Funktion in einem spateren Abschnitt genauer eingegangen

werden wird.

Ein weiterer wichtiger Pravalenzfaktor flr die Entstehung von OA ist das Alter. Beim
physiologischen Altern entsteht eine gering- bis mittelgradige chronische Entziindung,
weswegen der Begriff ,Inflammaging“ (englisch: ,Inflammation” — Entziindung; ,Aging“ —
Altern) etabliert wurde (Mobasheri et al. 2015).

Mit steigendem Alter werden Mitochondrien dysfunktional, welche sich in den Zellen
akkumulieren und so oxidativen Stress im Knorpel erhéhen. Der fehlende Abbau der
Mitochondrien ist des funktionellen Limits der Autophagenkapazitat geschuldet (Mobasheri
et al. 2015). Aufgrund des oxidativen Stresses kommt es zur Bildung von
Multi-Entziindungsprotein-Komplexen, den sogenannten Inflammasomen (Mobasheri et
al. 2015). Beide storen die Zellhomdostase empfindlich und fuhren zur Veranderung des
Phanotyps, verursachen Apoptose und anormale Expression von
Entziindungsmediatoren, wie NOs, Cyclooxygenase (COX) und MMPs (Goldring und
Otero 2011). Diese greifen wiederum das Kollagennetzwerk an und fihren zur

Matrixdegeneration — es entsteht ein Knorpeldefekt.

Knorpeldefekte stellen sich als Verlust der ECM dar. Sie kénnen als Fibrillation,
Ulzerationen oder vollstandige Knorpelschadigung bis auf den subchondralen Knochen
auftreten (Brandt et al. 2008). Neben der Schadigung des Knorpels wird auch die
Synovialmembran und der subchondrale Knochen beeintrachtigt (Brandt et al. 2008). Die
Entzindung wird durch die in der Synovia befindlichen Entziindungsmediatoren,

Chemokine und Zytokine im Gelenk verteilt.
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Ein klinischer Verdacht auf OA kann durch die orthopadische Untersuchung entstehen und
mithilfe von Réntgenbildern bestatigt werden (Ebell 2018). Zu den variablen, radiologisch
sichtbaren Veranderungen gehoren subchondrale Sklerose und Lyse, Verkleinerung bzw.
Asymmetrie des Gelenkspaltes, Osteophytenbildung, osteochondrale Fragmente und
Ankylosen (Brandt et al. 2008). Allerdings korrelieren die rdntgenologischen
Veranderungen oft nicht mit den klinischen Auffalligkeiten (Brandt et al. 2008, Ebell 2018).
Auch hochgradige radiologische Veranderungen koénnen asymptomatisch oder mit
geringen klinischen Auffalligkeiten einhergehen (Brandt et al. 2008). Dies kann auf den

gebildeten Faserknorpel zuriickzufihren sein.

Die klinischen Symptome beginnen meist mit vermehrter Gelenkfullung und Schmerzen.
Beide treten gemeinsam auf, aufgrund von mechanischen und/oder chemischen Stimuli
(Brandt et al. 2008). Spater im Verlauf ist der Bewegungsumfang des Gelenks in Folge von
Fibrosierung eingeschrankt und es tritt Krepitation auf (Brandt et al. 2008). Es sind auch
Kardinalsymptome von Entzindung klinisch zu beobachten, die aber nur auf das
betroffene Gelenk beschrankt sind (Brandt et al. 2008). Zusatzlich nimmt die Viskositat der
Synovialflissigkeit aufgrund der Reduktion des Hyaluronsduregehalts ab (Tnibar et al.
2015). Infolgedessen sinkt die Gleitfahigkeit im Gelenk und die Schutzfunktion der Synovia
fur den Knorpel, wodurch die morphologische Integritdt der Knorpeloberflache verandert
wird (Svala et al. 2017).

Die koérpereigene Heilung besteht in der Bildung von Faserknorpel, welcher vorwiegend
aus Kollagen Typ 1 Fasern besteht und im Vergleich zu Kollagen Typ 2 Fasern eine
schlechtere biomechanische und biochemische Qualitat aufweist. So ist der ,reparierte”

Knorpel anfalliger fur erneute Verletzungen (Brandt et al. 2008).

1.3. Die Rolle von Seneszenz in der Entstehung und Progression von
Osteoarthritis

Eine wichtige Rolle in der Entstehung und Progression von Osteoarthritis spielt die
sogenannte Zellseneszenz. Zellulare Seneszenz ist definiert als der Wachstumsstillstand

von Zellen, welche eine gewisse Anzahl an Mitosen durchlaufen haben (Mobasheri et al.
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2015). Neben der Forderung des Alterungsprozesses und der Entwicklung von
altersbedingten Erkrankungen, ist Seneszenz auch als zentraler, aber positiver
Mechanismus in der Embryologie und bei der Unterdrickung der Krebsentwicklung zu
finden (Vinatier et al. 2018).

Seneszenz kann in fast allen Zellen und Gewebearten auftreten. Nur wenige Zellen bilden
eine Ausnahme, zu ihnen zahlen Keimzellen (Martin und Buckwalter 2001), embryonale
Stammzellen, die meisten Krebszellen und einige Zellen des Immunsystems (z.B.:
aktivierte T-Zellen) (Campisi 2013). Diese besitzen das Telomerase-Enzym, aufgrund
dessen die Verklirzung der Telomere verhindert wird, wodurch Seneszenz vorgebeugt

werden kann (Martin und Buckwalter 2001).

Chondrozyten, die physiologischerweise eine sehr niedrige Mitoserate aufweisen, haben
in Idealumgebung viel Zeit, bis es zum Einsetzten von Seneszenz kommt (Martin und
Buckwalter 2001). Allerdings kénnen sich Telomerverkirzungen, welche folglich zu
Seneszenz flhren, Uber Jahrzehnte akkumulieren oder durch krankheitsbedingte, erhdhte

Zellteilung ausgeldst werden (Martin und Buckwalter 2001).

Wie bereits erwahnt kénnen diverse Ursachen zu Synovitis und Stress der Chondrozyten
und Synoviozyten im Gelenk flihren. Auf diese mitogenen Stimuli hin beginnen sich die
Knorpelzellen verstarkt zu teilen, die Telomere werden schneller als physiologisch verkurzt
und Seneszenz wird induziert (Campisi 2013, Martin und Buckwalter 2001). In der Folge
kommt es sekundar zu Veranderungen im umgebenden Gewebe (Brandt et al. 2008). Es
ist unter anderem mit Sklerose des subchondralen Knochens, Synovitis und

Osteophytenbildung zu rechnen (Brandt et al. 2008).

Mit dem Eintritt in die Seneszenz kommt es zu Veranderungen an der Zelle. Der normale
Phanotyp und die normale Stoffwechselaktivitait gehen verloren, die Zelle wird
empfanglicher gegenlber katabolen und pro-inflammatorischen Faktoren und zeigt eine

verminderte Reaktion auf anabole Faktoren (Mobasheri et al. 2015). Jedoch bleiben sie
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sekretorisch aktiv, aber produziert andere Faktoren, Chemokine und Zytokine als gesunde
Zellen (Childs et al. 2015). lhr Sekretionsprofil wird als
.senescent-associated-secretory-phenotype* (SASP) bezeichnet, durch welchen

Immunzellen angelockt werden (Vinatier et al. 2018).

Die Chondro- und Synoviozyten werden allerdings nicht aufgrund dieser phanotypischen
Veranderungen vom Korper abgebaut, sondern bleiben bestehen und sezernieren
weiterhin Botenstoffe, sogenannte Alarmine (Jeon et al. 2018). Uber diese werden weitere
Immunzellen in das Gelenk gelockt (H6hn et al. 2017). Gleichzeitig werden von
Chondrozyten weniger extrazellulare Matrixkomponenten synthetisiert (Vinatier et al.
2018). Mit der Veranderung des Sekretoms hin zum SASP schaffen und erhalten sich die
Zellen ein entzindliches Milieu und férdern die Degeneration des Gelenkknorpels. Es
kommt zur Ausbildung eines Teufelskreises (Berenbaum 2013). Uber parakrine Interaktion
mit den Nachbarzellen werden diese ebenfalls seneszent und der Knorpelmatrixverlust
breitet sich sukzessive lber den gesamten Gelenkknorpel aus (H6hn et al. 2017, Toh et
al. 2016).

Um die Bedeutung der Seneszenz in der Entstehung und Progredienz von OA besser zu
verstehen wird im Folgenden genauer auf die Mechanismen zelluldrer Seneszenzen und

auf deren Folgen eingegangen.

1.3.1. Grundlagen der zelluldren Seneszenz

Die Seneszenz wurde erstmals von Hayflick und Moorhead 1961 beschrieben, die den
Verlust der Teilungsfahigkeit von Zelllinien in vitro nach einer gewissen Anzahl von Mitosen
feststellten (Mobasheri et al. 2015).

Die anfangliche Annahme, dass Seneszenz als Zeichen des Alters von Zellen auftritt, ist
revidiert worden (Magalhdes und Passos 2018). Der Alterungsprozess ist ein zeitlich
fortschreitender Verfall, der an die Lebenszeit gekoppelt ist (Campisi 2013, Hohn et al.
2017). Dahingegen ist Seneszenz auch im jlingeren Altern, selbst in der Embryogenese
bereits zu finden. In der Embryogenese durchlaufen unter anderem Zellen im apikalen
ektodermal Kamm und im dorsalen Teil des Neuralrohrs, als Teil ihrer Entwicklung, eine
Phase, in der seneszente Zellen aus diesen Bereichen fur den Gewebeumbau zustandig

sind (Calcinotto et al. 2019). Wahrend in der Embryogenese die seneszenten Zellen nach
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Auslbung ihrer Funktion vom Immunsystem abgebaut werden, werden diese bei der
Alterung im Gewebe akkumuliert und kénnen eine DNA-damage-response (DDR;

DNS-Schadenantwort) aktivieren (Magalhdes und Passos 2018).

Obwohl es einige bekannte Ursachen gibt, die zu Zellseneszenz fiihren, sind die exakten
Mechanismen noch nicht vollstandig erforscht. Es wird jedoch angenommen, dass
mechanische Faktoren, wie Uber- oder Fehlbelastung und Traumata, Entziindungen und
veranderte Epigenetik ursachlich sind (Mobasheri et al. 2015). Daraufhin kommt es zu
Veranderungen der Telomerlange, DNS-Schaden, oxidativem Stress und

Entzindungsreaktionen, welche Seneszenz in vivo ausldésen kénnen (Vinatier et al. 2018).

Hierbei kommt es zum irreversiblen Mitosestopp der Zellen in der G1- oder friihen S-Phase
(McCulloch et al. 2017). Die Zellen reagieren folglich nicht mehr auf mitogene Stimuli und

kénnen auch nicht wieder in den Zellzyklus eintreten (Campisi 2013).

Seneszente Zellen weisen eine Kombination aus verschiedenen Charakteristika auf,
anhand derer die Seneszenz erkannt werden kann. Allen voran ist der irreversible
Teilungsstopp ein essenzieller Punkt (McCulloch et al. 2017). Diesem zugrunde liegt oft
die reduzierte Telomerlange und erhéhte ROS Produktion (Mobasheri et al. 2015). Des
Weiteren entwickeln sie eine Hyperplasie (Mobasheri et al. 2015). Dartber hinaus ist die
Genexpression der als Tumorsuppressoren bekannten Faktoren p21, p16™N%4@und p53 und
die senescence-associated-B-galactosidase (SA-B-Gal)-Aktivitat erhéht (Campisi 2013).
Weiterhin zeigen Zellen Veranderungen in der intrazellularen Protein Expression und

Veranderungen im Sekretom hin zum SASP (Campisi 2013).

Auch zeigen sie Veranderungen in der Reaktion auf Wachstumsfaktoren. Die Zellen
verfugen Uber eine erhdhte Sensitivitat fur katabole und pro-inflammatorische Faktoren

und reagieren mit einer verringerten Antwort auf anabole Faktoren (Toh et al. 2016).

Morphologisch sind die Zellen vergroRert, bilden oft multiple Vakuolen und werden
Mehrkernhaltig (Chandeck und Mooi 2010). Die Kerne enthalten Bereiche dicht gepackter,
transkriptionell stillgelegter DNS, sogenannte heterochromatische Herde (senescence-

associated heterochromatic foci; SAHF) (Chandeck und Mooi 2010), welchen eine
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Stabilisierung des seneszenten Phanotyps zugesprochen werden (Chandeck und Mooi
2010).

Auch wenn in vivo die genauen Ursachen flr zellulare Seneszenz derzeit nicht eindeutig
geklart sind, kénnen in vitro allgemein drei verschiedene Kategorien unterschieden werden
(Lowe et al. 2016). Die telomerinduzierte Seneszenz (replikative Seneszenz, RS), die
spannungsinduzierte Seneszenz (SIPS) und die onkogen induzierte Seneszenz (OIS)
(Vinatier et al. 2018). Diese Arten unterscheiden sich in der aktivierenden Signalkaskade.
Allerdings sind fur die Chondrozyten nur die RS und die SIPS von Bedeutung (Ashraf et
al. 2016).

Wahrend bei der RS durch UbermafRige Mitose die Telomerverkiirzung als Faktor eine
Rolle spielt, wird die SIPS durch extrinsische Stressoren, wie DNS-Schaden oder

oxidativen Stress, hervorgerufen (Toh et al. 2016).

Neben der Unterscheidung zwischen den verschiedenen Arten der Seneszenzinduktion,
kann auch zwischen der Wirkungsweise unterschieden werden. Im Falle von
Chondroseneszenz, dem Schwerpunkt dieser Arbeit, werden bei der direkten Form
seneszenzinduzierende Gene, Chemokine und Zytokine (bspw. IL-1B, p53, p16, p21,
p38MAPK) hoch reguliert, wahrend bei der indirekten Art chondroprotektive Faktoren
(bspw. SOX-9, IGF-1) herunterreguliert werden (Ashraf et al. 2016).

1.3.2. Telomerinduzierte zellulare Seneszenz

Die telomerinduzierte zellulare Seneszenz, auch replikative Seneszenz (RS) genannt, tritt
durch Verklrzung der Telomere unter eine kritische Lange auf (Martin und Buckwalter
2001). Die Telomere bestehen aus Ribonukleotidproteinstrukturen, befinden sich an den
Enden der DNS-Strange und schiitzen vor chromosomaler Instabilitdt und Mutation, indem
sie den Verlust von Basenpaaren chromosomaler DNS verhindern (Martin und Buckwalter
2001). Jedoch geht bei jeder Mitose ein Stuck der Telomerlange verloren (Martin und
Buckwalter 2001). Da mit steigendem Alter auch die Anzahl der durchlaufenen Mitosen
zunimmt, sinkt gleichzeitig die Telomerlange. Sobald die kritische Telomerlange

unterschritten wird, kommt es zum Teilungsstopp und die Zellen gehen in Seneszenz



16

(Martin und Buckwalter 2001), wobei die Tumorsupressorgene p53 und p21 aktiviert

werden (Magalhaes und Passos 2018).

Mit jeder durchlaufenen Mitose werden von den Telomerenden 100 bis 200 Basenpaare
nicht repliziert (Martin und Buckwalter 2001). Nach 50 Mitosen (sog. Hayflick-Grenze; in
vitro beschrieben (Mobasheri et al. 2015)) wird die minimalste Telomerlange, welche fir
die Replikation notwendig ist, von 5-7,6 kbp unterschritten (Martin und Buckwalter 2001).
Infolge kénnen keine Schleifenstrukturen mehr gebildet werden, welche fiir eine
erfolgreiche Replikation erforderlich sind (Chandeck und Mooi 2010). Diese
Schleifenstrukturen sind Uber sogenannte Shelterin-Proteine miteinander verbunden
(Chandeck und Mooi 2010, Vinatier et al. 2018), welche verhindern, dass
DNS-Reparaturmechanismen einen Doppelstrangbruch mit  einem  freien
Chromosmenende verwechseln (Chandeck und Mooi 2010). Dieser essenzielle
Mechanismus schitzt vor falsch eingeleiteten DNS-Reparaturmechanismen, durch die es
zu chromosomaler Instabilitdt kommen konnte (Chandeck und Mooi 2010). Sind die
Telomere zu kurz, werden die Doppelstrang-DNS-Enden freigelegt, was eine dauerhafte
DNS-Damage-Response (DDR; dt: DNS-Schadensantwort) und RS zu Folge hat
(Chandeck und Mooi 2010, Childs et al. 2015, Martin und Buckwalter 2001).

RS kann in Folge von hohem Alter, Entzindung oder Verletzungen auftreten (Mobasheri
et al. 2015). Es ist anzumerken, dass nur Zelltypen, die kein Telomerase-Enzym besitzen,
von dieser Art der Seneszenz betroffen sein kénnen (Martin und Buckwalter 2001). Die
Wirkung des Enzyms besteht in der Wiederherstellung der Telomere nach jeder
durchlaufenen Mitose (Magalh&es und Passos 2018). So nutzen sich die Telomere nicht
nennenswert ab und folglich kénnen sich diese Zellen unendlich oft teilen. Dieser
Mechanismus ist besonders bei sich schnell teilenden Zelllinien, wie Keimzellen oder
Stammzellen ausgepragt (Chandeck und Mooi 2010, Martin und Buckwalter 2001).
Zelllinien, denen das Telomerase-Enzym nicht eigen ist, gehen bei erhohter mitotischer
Aktivitat schneller in einen seneszenten Zustand Uber (Martin und Buckwalter 2001). Wie
bereits erwahnt weisen Chondrozyten in physiologischer Umgebung eine sehr geringe

Teilungsrate auf, aber zeigen im entzindeten Milieu oder bei Verletzungen eine deutlich
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erhdhte mitotische Aktivitat (Goldring und Otero 2011). Dadurch nutzen sich die Telomere

verstarkt ab und sie werden seneszent.

Im Falle von Gelenkknorpel flhrt diese Seneszenz zu einer Veranderung der
Matrixstruktur, des Metabolismus und der molekularen Zusammensetzung des Knorpels
(Mobasheri et al. 2015). Die Matrixstruktur wird durch den Abbau der Proteoglykane
aufgelockert und im Zellmetabolismus entsteht SASP und morphologische
Zellveranderungen (Mobasheri et al. 2015). Daraus resultieren Veranderungen der
mechanischen Eigenschaften, die den Knorpel anfalliger fir weitere Stressoren und

Verletzungen machen (Toh et al. 2016).

1.3.3. Spannungsinduzierte zellulare Seneszenz

Die spannungsinduzierte Seneszenz, wird auch stress induced prematur senescence

(SIPS;deutsch: Stressinduzierte vorzeitige Seneszenz) genannt.

Oxidativen Stress und DNS-Schaden, ohne oder nur von geringer Telomerverkuirzung
begleitet, induzieren SIPS (Ashraf et al. 2016). Als Folge der DNS-Schaden kommt es zur
Aktivierung von DDR (Magalhdes und Passos 2018). Durch DNS-Schaden an den
Telomeren, dauert die Reparatur deutlich langer und es bleibt einer persistierende
DDR-Aktivitat bestehen (Magalhdes und Passos 2018).

Diese blockiert den Zellzyklus, in dem die Tumorsuppressorgene p53 und p16'™4a aktiviert
werden (Bu et al. 2017). Auf die genauen Signalkaskaden wird spater in dieser Arbeit noch

weiter eingegangen.

Oxidativer Stress kann durch intrinsische oder extrinsische Stressoren hervorgerufen

werden.

Zu den intrinsischen Stressoren gehoren fehlerhafter Mitochondrienmetabolismus,
Entzindung und beeintrachtigte antioxidative Abwehr (Bu et al. 2017), wahrend
extrinsische Ursachen neurotoxische Medikamente oder mechanischer Stress sind

(Lepetsos und Papavassiliou 2016).

Infolgedessen werden vermehrt ROS, wie Stickoxid (NO) und Superoxid-Anionen
produziert (Lepetsos und Papavassiliou 2016. Dies kann zur Seneszenz und Apoptose von
Chondrozyten fuhren (Bu et al. 2017).
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1.3.4. Onkogeninduzierte zellulare Seneszenz

1997 beschrieben Serrano et al. zum ersten Mal die onkogeninduzierte zellulare
Seneszenz (OIS), welche im Zusammenhang mit der onkogenen Aktivierung von

Ras-Proteinen steht (Serrano et al. 1997).

Die OIS ist eine antiproliferative Reaktion der Zellen auf onkogene Signale (Chandeck und
Mooi 2010). |hr Auftreten wird einerseits als elementar in der Tumorgenese diskutiert,
andererseits ist ihre negative Wirkung als genetischer Stressor bei vielen degenerativen
Erkrankungen bekannt (Chandeck und Mooi 2010, Liu et al. 2018).

Wie bei den vorangegangenen Seneszenzformen, ist bei OIS die SA-B-Gal Aktivitat und
SASP Produktion erhéht und es kommt zur Aktivierung von DDR und Autophagen (Liu et
al. 2018).

Zu den onkogenen Signalen zahlen die Inaktivierung von Genen, die fir die
Tumorsupression zustandig sind, beispielsweise p53, p21, Retinoblastom (RB) und die
aktivierende Mutation von Genen fir bestimmte Proteine, wie p16'™4 und p19ARF
(Chandeck und Mooi 2010, Liu et al. 2018).

Durch unangemessen hohe mitogene Stimuli wird das Gen CDKN2A (Synonym: INK4A
oder ARF) zur verstarkten Expression von p16"42und p19ARF animiert (Tao und Levine
1999). In weiterer Folge konnen sowohl p16'™“@ als auch p19ARF entweder einen
Proliferationsstopp oder die Apoptose von Zellen induzieren (Chandeck und Mooi 2010).
Erhodhte Teilungssignale werden beispielsweise durch Ras-, BRAF- oder AKT-Proteine
induziert (Chandeck und Mooi 2010, Liu et al. 2018). Diese Proteine sind unter anderem
fur ihr Vorkommen in der Tumoratiologie, als sogenannte Proto-Onkogene bekannt
(Chandeck und Mooi 2010).

Bei der OIS sind bis dato drei wichtige Signalwege bekannt, die alle in der Aktivierung von
NF-kB und damit in der Entstehung des Seneszenzphanotyps minden (Liu et al. 2018).
Diese Signalwege sind der BRAF/MEK/ERK-Weg, der PISK/AKT/mTOR-Weg und der
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GAT4-Weg, welcher mittels Ataxia telangiectasia mutated (ATM) und ATR aktiviert wird
(Liu et al. 2018).

Nichtsdestotrotz ist die Relevanz von OIS fir die Entstehung von OA als eher gering
einzuordnen, weswegen in der weiteren Arbeit nicht naher auf diese Form eingegangen

werden soll.

1.4. Seneszenz in Osteoarthritis

In den folgenden Kapiteln wird auf einzelne Faktoren genauer eingegangen werden,

welche fir die Entwicklung von Seneszenz im Gelenkknorpel von Bedeutung sind.

1.4.1. SASP

Jede Knorpelzelle sezerniert ein spezifisches Sekretom, Uber welches sie mit den

Nachbarzellen kommunizieren und ein ideales Milieu fur sich schafft (Tchkonia et al. 2013).

Mit dem Eintreten der Seneszenz verandern sich die Inhaltsstoffe im Sekretom, hin zum
sogenannten senescence-associated secretory phenotype (SASP), einem wichtigen

Erkennungsmerkmal seneszenter Zellen (Childs et al. 2015).

Je nach Ursache (Martin und Buckwalter 2001) und Dauer der Seneszenz (Childs et
al. 2015) unterscheidet sich die Zusammensetzung und das Verhaltnis der enthaltenen
Faktoren, Zytokine und Chemokine. Immer enthalten sind pro-inflammatorische Zytokine
und matrixdegenerierende Enzyme, Wachstumsfaktoren, Fibronektin und ROS (H6hn et
al. 2017). Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehoren allen voran IL-6, IL-8, IL-103,
TNF-a und eine Vielzahl von Monozyten-Chemoattraktant-Proteinen (monocyte
chemoattractant proteins; MNC), Makrophagen-Entziindungsproteinen (macrophage
inflammatory proteins; MIP) und Granulozyten/Makrophagen Kolonie-stimulierende
Faktoren (granulocyte/macrophage stimulating factors; GM-CSF) (Campisi 2013, Toh et
al. 2016).
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Das SASP ist eine DDR (Tchkonia et al. 2013) und die Funktion besteht in der
Anlockung von Immunzellen, Makrophagen und Natirlichen Killer-(NK-)Zellen in die
Synovia (Liu et al. 2018), um seneszente Zellen zu eliminieren (Campisi 2013) und eine
chronische Entziindung zu etablieren (Campisi 2013). Des Weiteren kann Utber enthaltene
Faktoren, wie wachstumsregulierende Onkogene (growth regulated oncogenes; GRO),
Amphiregulin und den vaskuldr endothelialen Wachstumsfaktor (vascular endothelial
growth factor;VEGF) die Zellproliferation und Angiogenese stimuliert werden (Campisi
2013). Uber das SASP erfolgt die Ausbreitung der OA iiber den gesamten Gelenkknorpel
(Tchkonia et al. 2013).

Die Produktion des SASP wird allen voran durch den NF-kB und das Gen p38
hervorgerufen (Campisi 2013, Childs et al. 2015, Liu et al. 2018, Vinatier et al. 2018),
wahrend die Sekretion der im SASP enthaltenen Faktoren autokrin Uber IL-13
aufrechterhalten wird (Childs et al. 2015). Um die Bildung des SASP via NF-kB zu starten,
bindet IL-1a an den Plasmamembranrezeptor IL-1R (Campisi 2013). In Folge wird eine
intrazellulare Signalkaskade aktiviert, welche die Aktivierung von NF-kB zum Ziel hat
(Campisi 2013). Dieses beeinflusst dann die Protein- und Gensynthese fir IL-6 und IL-8
(Campisi 2013).

Der SASP entsteht als Reaktion auf vermehrt oxidativen Stress, Telomerverkirzung,
DNS-Schaden und als Folge von (epi-)genetischen Schaden (Campisi 2013). Sobald die
schnell auftretende DDR abgeklungen ist und die langsamere, permanente DDR eintritt,
werden bestimmte Proteine, wie beispielsweise ATM und Checkpointkinase 2 (CHK2),
hochreguliert (Berenbaum 2013, Campisi 2013), welche dann die SASP-Produktion

auslésen (Campisi 2013).

1.4.2. Angeborenes Immunsystem und lokale Entziindung im Gelenk

Entzindungen im Gelenk, wie sie auch im Rahmen einer OA auftreten, fllhren zum Anstieg
von pro-inflammatorischen Mediatoren in der Synovia (Goldring und Otero 2011). Es sind
eine grol3e Menge an pro-inflammatorischen Zytokinen bekannt, wovon IL-1, IL-2, IL-6 und
IL-12 die am meisten erforschten sind (Rahmati et al. 2016). Zusatzlich sind die

pro-inflammatorischen Mediatoren NO, MMP, Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
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Interferon-y (INF-y) in einer zentralen Rolle (Rahmati et al. 2016), um eine Entzlindung zu
triggern. Die Mediatoren werden von Immunzellen, Chondrozyten, Synoviozyten und
Komponenten des angeborenen Immunsystems, wie beispielsweise Makrophagen,
sezerniert (Rahmati et al. 2016). Zusatzlich werden weitere Immunzellen angelockt und

aktiviert, sodass sich die Entziindung verstarkt (Rahmati et al. 2016).

Die Hauptimmunzellen, die bei OA eine Rolle spielen, stammen von dem angeborenen

Immunsystem.

Das angeborene Immunsystem ist ein unspezifisches Abwehrsystem und stellt eine
wichtige Komponente bei der Entstehung von lokalen Entziindungen im Gelenk dar
(Berenbaum 2013).

Um das Immunsystem zu aktivieren, muss entweder das Milieu eines Pathogen
assoziierten molekularen Musters (pathogen associated molecular pattern; PAMP)
(Berenbaum 2013) oder eines Schaden assoziierten molekularen Muster (damage

associated molecular pattern; DAMP) vorherrschen (Orlowsky und Kraus 2015).

DAMPs kénnen durch Gewebetraumata, Mikrotrauma durch Uberbelastung, oder bei
altersbedingtem ECM-Abbau entstehen (Orlowsky und Kraus 2015). In der Synovia sind
die Faktoren der PAMPs und DAMPs gelést, kbnnen dort an Muster-Erkennungs-
Rezeptoren (pattern recognition receptor; PRR) binden (Berenbaum 2013) und
verursachen eine sterile Entziindung im Gelenk (Orlowsky und Kraus 2015). Diese PRRs
befinden sich auf der Oberflache von Immunzellen, innerhalb von Immunzellen oder frei
I6slich im Blut, sind aber auch auf Chondrozyten und Synoviozyten zu finden (Berenbaum
2013). Die Hauptform von PRRs, die fir OA bedeutend sind, sind die sogenannten Toll-
like-Rezeptoren (TLR), welche im Knorpel mit Veranderungen im Sinne von OA verstarkt
exprimiert werden (Berenbaum 2013, Rahmati et al. 2016). Sie sind auf der Zellmembran
lokalisiert und werden in erster Linie von Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert
(Orlowsky und Kraus 2015). Durch Aktivierung von TLRs werden intrazellulare
Enzymkaskaden induziert, welche bei OA zur Aktivierung von NF-kB und damit
Auspragung von phanotypischen Veranderungen (Orlowsky und Kraus 2015) und

Expression von matrixdegenerierenden Enzymen fuhrt (Rahmati et al. 2016).
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PAMPs und DAMPs zahlen zu den sogenannten Alarminen und fungieren als endogene
Alarmsignale (Jeon et al. 2018). Im Bereich der OA zahlen IL-33, high mobility group box 1
(HMGB1) und Produkte des zugrunde gehenden Knorpels, wie Hyaluronan, Keratansulfat,
oligomerische Knorpelmatrixproteine (Jeon et al. 2018), Fibronektin und Tenascin-C
(Berenbaum 2013) zu der Gruppe der DAMPs und damit zu den Alarminen. Sie fihren zur
Aktivierung des Immunsystems, speziell der T-Helferzellen2 (Miller 2011). Die
Immunzellen haben ein vielfaltiges Aufgabengebiet. Neben der Anlockung und Modulation
von weiteren Immunzellen, sind sie in der Stammzelldifferenzierung, Gefallentwicklung
und ECM-Synthese beteiligt (Jeon et al. 2018).

Durch das erhdhte Level an pro-inflammatorischen Zytokinen, wie es bei OA vorliegt, und
den hoheren Anteil von katabolen Stoffwechselprodukten in der Synovia, wird ein sich
selbst verstarkender Teufelskreis ausgeldst. Es entsteht zunehmend mehr oxidativer
Stress, wodurch die weitere Produktion von NO angeregt wird (Lepetsos und
Papavassiliou 2016) und zeitgleich kommt es zur schnelleren Alterung von Chondrozyten.
Diese beschleunigte Alterung ist auf die Hemmung der Autophagie zurlckzuflhren
(Mobasheri et al. 2015). Autophagie ist ein Mechanismus, welcher Proteine und
Zellorganellen, die nicht mehr benétigt werden oder dysfunktional sind, abbaut (Vinatier et
al. 2018). Bei der Immunantwort werden intrazelluldre Pathogene abgebaut und deren
Antigene prasentiert (Vinatier et al. 2018). Die Autophagie ist daher essenziell, um die

Integritat und die Funktion des Knorpels aufrechterhalten zu kdnnen (Vinatier et al. 2018).

Wenn das pro-inflammatorische Milieu der Seneszenz bei Chondrozyten vorliegt, kommt
es zur Hemmung der Autophagie, wodurch es zur Akkumulation von falsch gefalteten
Proteinen, Bildung dysfunktioneller Mitochondrien und Proteinaggregaten im Gelenk
kommt (Mobasheri et al. 2015). In weiterer Folge kommt es zum Anstieg der ROS
(Mobasheri et al. 2015), welche wiederum die Produktion von Interleukinen, im speziellen
IL-1B, steigern (Mendes et al. 2003).

IL-1B ist ein wichtiges pro-inflammatorisches Zytokin und fihrt Gber diverse Wege, die im
folgenden Kapitel genauer beschrieben werden, unter anderem zum ECM-Abbau (Mendes
et al. 2003).
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1.4.3. Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
(NF-kB)

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells, kurz NF-kB, ist ein
intrazellularer mechano-sensitiver Transkriptionsfaktor (Issa und Griffin 2012) und im
Zusammenhang mit progressiven Gelenkveranderungen eine wichtige Komponente (Choi
et al. 2019). Dieser Faktor wird als Signalweg fur viele OA induzierende Wege bendtigt

und kann die Expression diverser Zielgene bewirken (Choi et al. 2019).

Je nach Belastungsstarke des Knorpels wird dieser Faktor Uber intrazellulare
Signalkaskaden aktiviert oder inhibiert (Issa und Griffin 2012). Zyklisch moderate
Belastung hemmt dessen Aktivitat, wahrend statische und hochbelastende Krafte selbigen
aktiviert (Issa und Griffin 2012). Oxidativer Stress (Lepetsos und Papavassiliou 2016),
Entziindungsmediatoren, Adipokine oder HMGB1 flihren ebenfalls zur Aktivierung von
NF-kB (Choi et al. 2019).

Nach Aktivierung ist NF-kB hauptverantwortlich fiir die Transkription diverser Gene,
welche im SASP enthalten sind (Calcinotto et al. 2019, Goldring und Otero 2011,
Magalhdes und Passos 2018), wie MMPs, NO, COX2, IL-1 (Goldring und Otero 2011). So
wird die SASP Sekretion direkt und indirekt gesteigert (Vinatier et al. 2018). AuRerdem
wird die Synthese von MMP-13 in Chondrozyten gesteigert, indem E74 like factor 3 (ELF3)
und growth arrest and DNA-damage-inducible 4513 (GADD45R) aktiviert werden (Choi et
al. 2019, Goldring et al. 2011). Zudem werden pro-inflammatorische Mediatoren, wie PGE2
und RO vermehrt exprimiert (Issa und Griffin 2012).

NF-kB ist aber auch mit seiner biphasischen Wirkung an der Chondrozytenapoptose
beteiligt. Zum einen verhindert es den TNF-induzierten Zelltod, aber es kann auch
pro-apoptotische Funktionen haben, je nach Stimulus und zellumgebenden Milieu (Choi et
al. 2019).

Bei OA ist NF-kB direkt und indirekt verantwortlich fir die Hypertrophie der
Chondrozyten (Choi et al. 2019), fur gesteigerte Knorpelmatrixdegeneration,

Entziindungsgeschehen (Choi et al. 2019) und in Folge Seneszenz.

Der Faktor NF-kB liegt im Ruhezustand durch Bindung an IkappaB-Proteine inaktiviert
im Zytoplasma vor (Choi et al. 2019). Um den Faktor zu aktivieren, muss die Bindung zum

Inaktiviator phosphoryliert werden (Choi et al. 2019). Erst dann gelangt NF-kB in den
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Zellkern und kann dort die Transkription der Gene induzieren (Choi et al. 2019). Die
Phosphorylierung von lkappaB kann aufgrund von defekter p62-vermittelter Autophagie
(GAT4-Weg), Uiber Phosphoinositid-3-Kinase (PI13K), p38-mitogenaktivierter Proteinkinase
(p3BMAPK), den RIG-1RF-Weg oder erhohten oxidativen Stress, erhdhte ROS und
erhdhte Advanced Glycation Endproducts (AGE) getriggert werden (Vinatier et al. 2018).

14.4. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind eine schadliche Form des Sauerstoffs und werden
im allgemeinen Sprachgebrauch haufiger als Sauerstoffradikale bezeichnet. Zu der
Gruppe der ROS gehdren unter anderem Stickoxid (NO) und Superoxid-Anion (Mobasheri
et al. 2015). Sie koénnen in nicht-toxischen Mengen zur Aufrechterhaltung von
physiologischen Funktionen, der sogenannten Redox Biologie, agieren (Bu et al. 2017),
oder aber in erhdhter, toxischer Menge bei pathologischen Veranderungen, wie
Entziindungen (Bu et al. 2017), mitochondrialer Dysfunktion (Vinatier et al. 2018) oder zur

Abwehr von pathogenen Erregern (Mobasheri et al. 2015), entstehen.

Liegt eine hohe, toxische Konzentration von ROS im Gewebe vor, flhrt dies zu oxidativem
Stress fur die Zellen und in der Folge kann es zu Telomerverkirzung und Seneszenz

kommen (Vinatier et al. 2018).

Durch die verursachten Schaden kommt es zu einer DDR, welche die Gen-Expression von
p53 und p21 stabilisiert. Dies erfolgt durch die Aktivierung von p38MAPK (Jeon et al. 2018)
und der Verringerung der Synthese von IL-1Rezeptor Antagonisten (Ashraf et al. 2016). In
der Folge kommt es zur Aktivierung von NF-kB und Hemmung der Aggrekan- und
Kollagen Typ 2-Synthesen (Ashraf et al. 2016), Knorpelmatrixdegeneration und

Seneszenzinduktion (Ashraf et al. 2016).

ROS sind aulRerdem direkte Mediatoren von p16, welches ebenfalls Seneszenz und

Zelldedifferenzierung unterstitzt (Ashraf et al. 2016).

Weiters wird die Aktivitdt von Aggrekanase und MMP hochreguliert (Jeon et al. 2018),
wodurch es zur Spaltung von Hyaluronsaure (HA), Chondrozytenapoptose und ECM-

Degeneration kommt.
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1.4.5. Metalloproteasen

Metalloproteasen sind Enzyme, welche Proteine spalten kdnnen und daher eine wichtige
Rolle in der Entstehung von OA einnehmen (Rahmati et al. 2016). Im Knorpel sind vor
allem 2 Arten von Metalloproteasen zu finden: Disintegrin- und Metalloproteinasen (A
Disintegrin and Metalloproteinase with thrombospondin motifs; ADAMTS) und Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) (Rahmati et al. 2016). Durch das Zusammenspiel beider Arten
von Metalloproteasen kommt es zur Knorpelmatrixdegeneration, da ADAMTS die
Aggrekane an Stellen schneiden, an die MMPs nicht gelangen kénnen (Kelwick et al.
2015).

OA Chondrozyten produzieren eine Vielzahl an matrixdegenerierenden Enzymen, darunter
MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-13, MMP-14 und ADAMTS-4 und ADAMTS-5 (Goldring et
al. 2011). Vor allem MMP-13, auch Kollagenase 3 genannt, ist fur seine Kollagen Typ 2
schadigende Wirkung bekannt (Goldring et al. 2011). Es wird von seneszenten
Chondrozyten, Synoviozyten und Immunzellen exprimiert, was in den Teufelskreis aus

Knorpeldegeneration, Entzindung und Seneszenz hineinwirkt (Goldring et al. 2011).

Werden Metalloproteasen in UbermaRiger Zahl aktiviert, kommt es zum gesteigerten
Abbau der ECM, der Knorpel nimmt Schaden und das Krankheitsbild der OA wird
vorangetrieben (Rahmati et al. 2016, Wang et al. 2014).

Zu der Gruppe der ADAMTS zahlen Kollagenasen und Aggrekanasen (Rahmati et al.
2016).

Die verschiedenen ADAMTS Typen unterscheiden sich im Aufbau eines Abschnittes,
wodurch sie unterschiedliche Aufgaben haben (Kelwick et al. 2015). Wahrend ADAMTS-4
und ADAMTS-5 unter anderem Aggrekan spalten koénnen, spaltet ADAMTS-13 den
von-Willebrand-Faktor (Kelwick et al. 2015).

Durch den Abbau der Aggrekane im Knorpel wird die Kollagenmatrix freigelegt, welche

dann wiederum von MMP-13 abgebaut werden kann (Kelwick et al. 2015).

Sowohl die ADAMTS als auch die MMPs koénnen in ihrer Wirkung Uber den
Gewebehemmer der Metalloproteasen (TIMP) gehemmt werden (Kelwick et al. 2015).
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1.4.6. Der ATM-p53-p21- Weg — DNA-damage-response (DDR)

Die DDR ist ein Komplex aus zellularen Mechanismen, welche bei DNS-Schaden aktiviert
werden, um Mutationen vorzubeugen und das genetische Material intakt vererben zu
kénnen (Jackson und Bartek 2009). DNS-Schaden kdnnen als Einzelstrangbriche, oder
seltener als Doppelstrangbriiche auftreten (Jackson und Bartek 2009). Je nach Ursache
und Form der Lasion werden unterschiedliche Signalwege aktiviert (Jackson und Bartek
2009), wobei in dieser Arbeit auf den fur OA relevanten ATM-p53-p21 Weg eingegangen

werden soll.

Viele Seneszenzausloser flihren zu genomischen Schaden, welche DDR als Reaktion

ausldst (Campisi 2013).

Ursachen fur DNS-Strangbriche koénnen durch Entzindungen und Infektionen
entstandene ROS sein (Jackson und Bartek 2009), oder freigelegte Telomerenden durch
gesteigerte Mitoseraten oder Alterung der Zelle ((Childs et al. 2015) Fig. 1). Je nach
Effektivitat der Reparaturmechanismen, kann die Zelle den Zellzyklus wieder aufnehmen,

geht in replikative Seneszenz oder in Apoptose ((Childs et al. 2015) Fig. 1).

Bei frei werden der Telomerenden, wie es bei OA der Fall ist, werden zu diesen
Doppelstrangbriichen die Proteinkinase ATM rekrutiert und aktiviert (Jackson und Bartek
2009). Das Signal wird von ATM an CHK2 weitergeleitet, welche dann in Kombination
gemeinsam die CDK-Aktivitat reduzieren (Jackson und Bartek 2009). Die Hemmung von
CDK2 fihrt zum Zellzyklusstopp und gibt so die Mdglichkeit flr die Reparatur der
DNS-Schaden (Jackson und Bartek 2009).

Kann die Beschadigung repariert werden, wird die CDK-Hemmung aufgelést und die Zelle
gelangt zurick in den normalen Zellzyklus (Jackson und Bartek 2009). Wenn eine
Reparatur aufgrund zu starker Schaden und daher chronischer DDR-Aktivierung nicht
maglich ist, wird die Apoptose, oder bei nicht hinreichender Reparatur, die Zellseneszenz
eingeleitet (Jackson und Bartek 2009).

ATM stabilisiert das Gen p53 und erhéht dessen Expression (Childs et al. 2015,
Jackson und Bartek 2009). Zudem wird durch ATM das Transkriptionsziel von p53, das
Gen p21, verstarkt synthetisiert (Childs et al. 2015). Die Expression von p21 wird ebenfalls
durch CHK1 und CHK2 verstarkt (Jackson und Bartek 2009).
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Bei starker DNS-Schadigung kommt es zur Akkumulation von p53 im Gewebe und flihrt
so zur Apoptose der Chondrozyten (Jackson und Bartek 2009). Aufgrund der
abgestorbenen Zellen wird der Clearance Mechanismus hochreguliert ((Childs et al. 2015)
Fig. 1), woraufhin sich eine Entziindung etabliert ((Childs et al. 2015) Fig. 1).

1.4.7. Proteinaggregate und Amyloide

Oxidativer Stress wird durch eine Imbalance der ROS beglinstigt und hat eine schadliche
Wirkung auf Proteine im Allgemeinen (Hohn et al. 2017). Bei OA kommt es durch den
negativen ROS Einfluss zur Bildung und Ansammlung von fehlerhaft gefalteten Proteinen,
Peptiden und Amyloiden in den Chondrozyten (Rahmati et al. 2017). Generell kommt es in
seneszenten Zellen zur verstarkten Akkumulation von oxidierten Proteinen, als in jingeren
Zellen (Rahmati et al. 2017).

Lagern sich abnormale oder dysfunktionale Proteine zusammen entstehen sogenannte
Proteinaggregate (Hohn et al. 2017). Zur Akkumulation kann es aufgrund von fehlender
Aktivitat des abbauenden Systems, dem proteosomalen System, kommen (Hohn et al.
2017). Durch die Bildung von unléslichen Aggregaten dysfunktionaler Proteine kann die
Genexpression verandert werden und sie nehmen so am Alterungsprozess der Zellen teil
(Hohn et al. 2017).

Amyloide begunstigen Zelltod und Zellorganellenfunktionsstérungen (Rahmati et al.
2017). In der Pathogenese von OA ist Tranthyretin das wichtigste Amyloid (Rahmati et al.
2017). Sammelt sich dieses an, wird die Apoptose der Chondrozyten und die Sekretion
von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-6 und induzierbarer Stickstoffmonoxid-

Synthase (inducible nitric oxide synthase; INOS), geférdert (Rahmati et al. 2017).

Das proteosomale System ist als hauptproteolytisches System zusténdig fur das
Erkennen und den Abbau von un- und fehlgefalteten und oxidierten Proteinen in der Zelle
(H6hn et al. 2017). Beim Verlust der Proteostase kommt es zur Ansammlung von toxischen
Proteinaggregaten, welches einen starken Mitspieler der Seneszenz und der Alterung dar
(H6hn et al. 2017).

Das Kern-Proteosom 20S ist mitverantwortlich fir den Abbau von nicht mehr

gebrauchten, kaputten und fehlerhaften Proteinen (H6hn et al. 2017). Bei entzindlichen
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Prozessen ist dies fundamental, um die Funktion der Proteostasen aufrechtzuerhalten
(H6hn et al. 2017).

Eine Unterart von diesem, das i20S, wird durch TNF-a, IFN-y und/oder durch
Lipopolysaccharide aktiviert (Hohn et al. 2017). Es weist auf oxidierte Proteine eine stark
proteolytische  Wirkung auf und ist fur die Ausbidung des Major
Histokompatibilitditskomplex-1 (MHC-1) fur die Immunantwort essenziell (H6hn et al.
2017). Bei Storung des Proteostase-Systems werden Chondrozyten mit pathologischen

Veranderungen schneller arretiert (Hohn et al. 2017).

1.4.8. Metabolische Entziindung

Adipositas, Nahrstoffuberschuss oder Vitamin-D-Mangel koénnen eine systemische
Entzindung verursachen und fliihren zu vermehrtem oxidativem Stress, in dessen Folge
Zelldysfunktion und Seneszenz entstehen (Wang et al. 2015). Die so entstehende
systemische Entziindung wird als metabolisches Syndrom, oder metabolische Entziindung

bezeichnet und kann ebenfalls Ausldser fur OA sein (Wang et al. 2015).

Adipositas stellt nicht nur mechanischen Stress fur das Gelenk dar (Issa und Griffin 2012),
sondern fuhrt durch den veréanderten Metabolismus zum systemischen Anstieg

pro-inflammatorischer Mediatoren (Issa und Griffin 2012).

Eine Vielzahl der so entstehenden pro-inflammatorischen Mediatoren sind ebenfalls an der
Entstehung von OA beteiligt und stéren intraartikuldar den Abbau oxidierter Proteine
(Berenbaum 2013, Issa und Griffin 2012).

Eine Quelle fir pro-inflammatorische Zytokine, im Rahmen des metabolischen
Syndroms, sind Adipozyten (Wang et al. 2015). Sie bedingen einen katabolen
Knorpelumbau und hemmen die Synthese von ECM-Komponenten (Ashraf et al. 2016,
Mobasheri et al. 2015, Wang et al. 2015).

IL-6 und IL-1 stimulieren die Synthese von Akut-Phase-Proteinen (Wang et al. 2015).
Diese steigern die Expression von COX-2 und Knorpelabbauenzymen, wodurch ein
Teufelskreis aus neu entstehenden Entzindungsmediatoren und sich verstarkender
Entziindung und ECM-Abbau entsteht (Wang et al. 2015).
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Die MMP-13 Synthese in seneszenten Chondrozyten kann durch systemisch erhéhte
Leptinwerte vermittelt werden, wie sie bei Adipositas zu finden sind (Griffin et al. 2010, Issa
und Griffin 2012). Leptin wirkt verstarkend auf die Auspragung von OA, indem es iNOS,
COX-2, PGE), IL-6 und IL-8 co-stimuliert (Issa und Griffin 2012).

Ein Nahrstoffiberschuss von Cholesterol, Lipiden und Glucose stort die Integritat des
systemischen Stoffwechsels (Wang et al. 2015). Als Folge des gestorten Systems kommt
es zu einer erhohten Lipidperoxidation in den Synoviozyten und Chondrozyten, worauf

wiederum ein erhéhter Knorpelabbau als Reaktion folgt (Wang et al. 2015).

1.4.9. Pro-inflammatorische Zytokine

Pro-inflammatorische Zytokine sind entziindungsférdernde Proteine, die parakrin oder
autokrin wirken und einen katabolen Zustand im Knorpel herbeifihren (Mobasheri et al.
2015).

Diverse Interleukine, IFN-y, TNF-a und GM-CSF gehdren in diese Gruppe (Campisi 2013,
Toh et al. 2016). Vor allem die Zytokine IL-13 und TNF-a sind an der Zerstérung des
Knorpels bei OA beteiligt (Goldring et al. 2011).

Zu Beginn jeder Entzindung sind Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten an
der Bildung der pro-inflammatorischen Faktoren beteiligt und deren Aktivierung abhangig
von der NF-kB Aktivitdt (Rahmati et al. 2016). Diese Zellen befinden sich frei in der
Synovialflissigkeit und ermoglichen so die gleichmalige Verteilung der Zytokine im

gesamten Gelenkgewebe (Rahmati et al. 2016).

Pro-inflammatorische Mediatoren fiihren in ihren Zielzellen, den Chondrozyten, zu einer
Dysregulation der Expression von katabolen und anabolen Faktoren, zu Gunsten der
katabolen Seite (Goldring et al. 2011). Die aktivierten Chondrozyten produzieren vermehrt
MMPs und ADAMTS, welche die Knorpelmatrixdegeneration vorantreiben (Goldring et al.
2011).

Neben der Entstehung von Entzindungen, sind die Mediatoren auch in der

Aufrechterhaltung und Ausbreitung dieser beteiligt (Rahmati et al. 2016).
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Ein wichtiges Interleukin in der Pathogenese von OA ist das IL-1. Es gibt zwei
Isoformen: das IL-1a und das IL-1B (Guilak et al. 2004). IL-1a ist im Frihstadium von OA
zu finden, wahrend IL-18 eher im fortgeschrittenen Stadium vorhanden ist (Guilak et al.
2004). Das Zytokin IL-1B aktiviert, ebenso wie ROs, die p53-p21-pRB-Signalkaskade
(Ashraf et al. 2016) und hat dahingehend eine wichtige Funktion bei der Entstehung und
Auspragung von OA (Goldring et al. 2011).

Aullerdem induziert es Caveolin-1 (CAV-1), welches kleine Einbuchtungen in der
Zellmembran, sogenannte Caveolae, bildet (Tchkonia et al. 2013) und positiv mit OA in
Verbindung gebracht wird (Tchkonia et al. 2013, Vinatier et al. 2018). Durch die
Uberexpression von CAV-1 kommt es zum Anstieg der p38MAPK und die Chondrozyten
werden in ihrer Fahigkeit Kollagen Typ 2 und Aggrekan zu produzieren gestort (Tchkonia
et al. 2013).

CAV-1 fuhrt zudem direkt zum gesteigerten ECM-Abbau durch eine Erhdhung der
Synthese von NO und Aggrekanase (Tchkonia et al. 2013).

Das Vorhandensein von pro-inflammatorischen Zytokinen in erhéhter Menge flhren
zur Hemmung der Aktivitat von Autophagen (Mobasheri et al. 2015). Diese sind als
Schutzmechanismus im Knorpel tatig. Sind diese weniger stark aktiv, wird der
Alterungsprozess beschleunigt, was wiederum den Verlauf von OA beschleunigt
(Mobasheri et al. 2015).

1.4.10. Alarmine

Alarmine sind endogene Alarmsignale, die bei Zelluntergang durch Gewebeschaden,
Stress oder Apoptose, entstehen (Miller 2011). Sie flhren zu einer Aktivierung des
Immunsystems und schaffen so eine entzindliche Umgebung und verstarkte
Knorpelmatrixdegeneration (Kukolj et al. 2019). Neben den bereits erwahnten Alarminen
DAMPs und PAMPs (Jeon et al. 2018), sind in der Pathogenese von OA vor allem IL-33
(Miller 2011) und HMGB1 (Jeon et al. 2017) hervorzuheben.

HMGBH1 ist ein extrazellulares Alarmin, welches im Zellkern aktivierter Zellen exprimiert
wird, bevor es zur SASP Produktion kommt (Jeon et al. 2017) und wirkt Osteoklasten
aktivierend (Aulin et al. 2020). Bei Zellapoptose oder wahrend der Immunantwort kommt

es zur Verlagerung aus dem Zellkern ins Zytosol und von dort erfolgt die Freisetzung in
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den extrazellular Raum (Aulin et al. 2020, Vinatier et al. 2018). Es bindet u.a. an TLR2 und
TLR4 und kann Komplexe mit IL-1B oder Fibronektinfragmenten bilden, wodurch die

Entzindung und die Synthese von MMPs vorangetrieben werden (Aulin et al. 2020).

Nach Aktivierung von p53 wird HMGB1 vermehrt sezerniert und induziert so Uber die
Aktivierung von NF-kB die SASP Produktion (Vinatier et al. 2018).

IL-33 wird bei Zellapoptose massiv freigesetzt (Kukolj et al. 2019). Auf der
Zelloberflache von Immunzellen befinden sich die Rezeptoren ST2 (IL-1R1) und IL-1
Rezeptor-Accessoire-Protein (IL-1RAcP), an welche IL-33 andockt ((Miller 2011) Fig. 1).
Bei Aktivierung der Rezeptoren, wird eine intrazellulare Signalkaskade ausgelost, welche
in der Aktivierung von NF-kB und MAP-Kinase mundet ((Miller 2011) Fig 1).

1.411. NOTCH-Signalweg

Zellen haben auf ihrer Oberflache viele Rezeptoren und Liganden, unter anderen den
NOTCH-Rezeptor und den Jagged-Liganden. Die Interaktion der zwei Komponenten ist
ein wichtiger Weg der Zell-Zell-Kkommunikation und bekannt als NOTCH-Signalweg (Tian
et al. 2017).

Dieser spezielle Signalweg ist an der Ausbildung der Zelldifferenzierung und -proliferation
beteiligt (Tian et al. 2017). AuBerdem ist er von Bedeutung in der Embryogenese, kommt
aber u.a. auch in der Pathogenese von OA zum Tragen (Tian et al. 2017).

In einer Studie von Tian et.al (2017) wurde gezeigt, dass die NOTCH-Aktivierung tber
den JAG1-Liganden aufgrund der Hemmwirkung dieses Mechanismus auf die zellulare
Seneszenz zu einer hdheren Lebenserwartung von Stammzellen fuhrt.

Via NOTCH-Signalweg wird die Produktionen von Col2 durch SOX9 gehemmt ((Ashraf
etal. 2016) Fig. 2). SOX9 ist eine wichtige Komponente in den Regelablaufen der Synthese
fast aller Gene, die fir die Aggrekan- und Kernproteinsynthese benétigt werden (Ashraf et
al. 2016). Die Hemmung von SOXO9 fuhrt so nicht nur zur verminderten Produktion von
ECM-Komponenten, sondern verstarkt auch die Bildung von ROS und MMPs deutlich
(Ashraf et al. 2016).
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1.4.12. Epigenetik

Die Epigenetik umfasst die Anderung der Genaktivitat, welche zu Verdnderungen des
Phanotyps, bei gleichbleibender DNS, fuhren (Barter et al. 2012). Dabei ermdglichen
epigenetische Mechanismen der Zelle auf exogene Umwelteinflisse schnell zu reagieren
und stellen so ein Risikofaktor fur die Entwicklung von OA dar (Barter et al. 2012). Es ist
bislang nicht eindeutig bekannt, ob es einen Zusammenhang zwischen der epigenetisch
bedingten Alterung und der zellularen Seneszenz gibt (McCulloch et al. 2017). Die drei
bekannten Mechanismen sind: a) die DNS-Methylierung unter Einbeziehung von CpG-
Inseln; b) Histonmodifikation; c) regulierende microRNAs (miRNA) (McCulloch et al. 2017).

Die DNS-Methylierung geht meist mit Suppression der Genexpression an
Promotorstellen einher, an denen die Methylierung stattfindet (Barter et al. 2012). Eine
Menge von Metalloproteasen-Promotoren zeigen eine Hypomethylierung in
osteoarthritischen Knorpelzellen, wodurch die Expressionsanderung erklart werden kénnte
(Barter et al. 2012). Betroffen sind u.a. MMP-13 und ADAMTS-4 (Barter et al. 2012), deren
Expression in OA gesteigert ist (McCulloch et al. 2017). Es ist allerdings nicht geklart, ob
die DNS-Methylierung als Folge oder Ursache der OA zu bewerten ist (McCulloch et al.
2017).

Die Histonmodifikation ist wichtig fir die Auspragung von aktiven und inaktiven
genomischen Regionen (Barter et al. 2012). Dadurch ist die Histon-Deacetylase fur die

Entstehung von katabolen Faktoren im Knorpel mitverantwortlich (Barter et al. 2012).

miRNA sind kleine, nicht-codierende RNS-Abschnitte, die eine wichtige Rolle in der
Genexpression und Entstehung von Pathologien einnehmen (Barter et al. 2012). Als
Knorpelspezifisch wird die miRNA-140 angesehen (Barter et al. 2012). Sie ist im
osteoarthritischen Knorpel vermindert aufzufinden (Barter et al. 2012). Beim Menschen
wurde ihre Funktion in der Unterdrickung von ADAMTS-5 und erhdhter Expression von
Aggrekan festgestellt (Barter et al. 2012). SOX9 wird durch miRNA-145 unterdrickt und
MMP-13 wird durch miRNA-146a und miRNA-27 moduliert (Barter et al. 2012).

1.5. Derzeitige Therapiemdglichkeiten

Alle derzeitig mdglichen Behandlungsansatze fur OA haben das Ziel die vorhandene

Entzindung im Gelenk zu minimieren, Schmerzen zu nehmen und den Teufelskreis von
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Entziindung und Knorpeldegeneration zu durchbrechen (Ortved und Nixon 2016, Zayed et
al. 2018). Auf diesem Wege soll die Progredienz der Knorpeldegeneration verlangsamt,

oder im besten Fall angehalten werden.

Die Therapie umfasst medikamentelle, chirurgische und/oder physikalische Ansatze und
sollte stets in Kombination angewandt werden, um den groitmoglichen Effekt zu erreichen
(Goodrich und Nixon 2006, van Weeren und Back 2016).

Hierfir kommen haufig systemische nicht-steroidales Antiphlogistikum (NSAID),
systemische Polysulfat Glykosaminoglykane (PSGAG) (Bogers 2018), intraartikular (i. a.)
Hyaluronsaure, i. a. Polyacrylamid Hydrogel (PAHG) (Tnibar et al. 2015), operative

Eingriffe und i. a. zellbasierte Methoden zum Einsatz (Bogers 2018).

Eine echte Regeneration (Restitutio ad integrum) im Sinne von Wiederaufbau von Col2
Fasern und anderen Matrixkomponenten erfolgt, aufgrund der fehlenden Blut- und
Nervenversorgung (Ortved und Nixon 2016), allerdings in keinem Fall (van Weeren und
Back 2016).

Als physikalische Therapie werden unter anderem Bewegungs- und
Haltungsmanagement, Sto3wellentherapie (Contino 2018) und Osteopathie/Chiropraktik
verstanden (van Weeren und Back 2016). Die Auswahl der Methoden ist grof3, sodass die
einzige Limitation in der Zielsetzung besteht, welche symptomatische Komponente durch
die Ubungen verbessert werden soll (Contino 2018). Physikalische Therapie fiihrt zur
Balanceverbesserung, einem besseren Korpergefuhl und Propriozeption, Koordinations-
und Bewegungsradiussteigerung und kann dem Muskelabbau durch neuromuskulare

Stimulation entgegenwirken (Contino 2018).

Kontrollierte Bewegung tragt zur Verbesserung der klinischen Symptome bei (Issa und
Griffin 2012) und kann das OA Risiko bei adipdsen Tieren minimieren (Issa und Griffin
2012). Cardio-Training, scheint Gberdies unabhangig vom Gewichtsverlust, einen positiven
Einfluss auf die Gelenkgesundheit zu haben (Issa und Griffin 2012). Das Fuhren des
Pferdes Uber unterschiedliche Untergrinde und Stangen oder die Arbeit mit Balancekissen
fuhrt zu einer besseren Kérperwahrnehmung und Koordination (Contino 2018). Steht ein

Unterwasserlaufband zur Verfiigung, ist dies eine bessere Alternative zur Bewegung an
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der Hand oder einem Landlaufband (Contino 2018). Es wird eine bessere gleichmalige
Belastung der Vordergliedmalien, eine bessere Haltungskontrolle und ein erhohter
Bewegungsradius des betroffenen Gelenks erzielt (Contino 2018). Je nach Zielsetzung
kann mit einem niedrigen Wasserpegel der Bewegungsradius gesteigert werden, oder mit
einem hohen Wasserpegel die Auftriebskraft erhdht und somit die Belastung auf die

Gelenke vermindert werden (Contino 2018).

Die StoRwellentherapie kommt besonders bei low-motion Gelenken zum Einsatz und
fuhrt zu einer reduzierten Lahmheit (Contino 2018). Da nur lokal angewandt, hat es

minimale Nebenwirkungen und wird meist gut toleriert (Contino 2018).

Zu dem Einsatz von physikalischen Therapien werden oft Medikamente kombiniert. Am
haufigsten werden systemisch zu verabreichende NSAIDs genutzt. Diese sind
analgetisch, antipyretisch und anti-inflammatorisch wirksam (Goodrich und Nixon 2006).
Indem die COX-Aktivitat gehemmt wird, kommt es zur negativen Beeinflussung der
Prostaglandinproduktion (Goodrich und Nixon 2006). Uberwiegend werden hierbei die
Wirkstoffe Phenylbutazon, Flunixin meglumine, Ketoprofen, Naproxen und Carprofen

eingesetzt (Goodrich und Nixon 2006).

Ebenfalls systemisch wirksam, da intravends gespritzt, sind Polysulfatierte
Glycosaminoglykane (PSGAGs) (Contino 2018). Sie gehoéren zu der chondroprotektiven
Medikamentengruppe (Goodrich  und Nixon 2006). PSGAGs gelten als
krankheitsmodifizierend (Goodrich und Nixon 2006), reduzieren Lahmheit und sind gut fur
die Behandlung von Synovitis geeignet (Contino 2018). lhre Wirkung ist die Hemmung
diverser lysosomaler Enzyme (MMPs, IL-1, PGE2), die fur das Absterben von
Chondrozyten verantwortlich sind (Goodrich und Nixon 2006). Bei der i. a. Injektion von
PSGAGs wird von einer erhdhten Gefahr fir Gelenksepsis berichtet, weswegen diese oft
mit Antibiotika (125 mg Amikain) kombiniert wird (Contino 2018). Der Einsatz dieser
Gruppe ist besonders bei Pferden mit metabolischen Erkrankungen, wie Hufrehe oder

EMS, eine gute Alternative zu Kortikoisteroiden (Contino 2018).
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Es wird von einigen moéglichen Nahrungserganzungsmittel berichtet, die zumindest
im Humanbereich unterstiitzend eingenommen werden kénnen. Dazu zahlen
Methylsulfonylmethane, Kurkuma, Ingwer und Harpagophytum (Teufelsklaue) (Fuggle et
al. 2020). Allerdings sind hierzu nur sehr limitierte klinische Studien im Humanbereich
vorhanden, bei denen oft auch keine Verbesserung der OA Symptomatik erzielt werden
konnte (Fuggle et al. 2020, Gregory et al. 2008). Haufig wird auch von gastrointestinalen
Nebenwirkungen berichtet (Fuggle et al. 2020). Daher und aufgrund von fehlenden

Informationen zu potenziellen Langzeitfolgen ist davon abzuraten (Gregory et al. 2008).

Collagene, wie Glucosamine und Chondroitin, kbnnen sowohl oral als auch i. a. zum
Einsatz kommen, wobei Glucosamin Sulfat zu bevorzugen ist (Gregory et al. 2008). Diese
oralen Kollagene sind reich an Aminosauren (Fuggle et al. 2020) und sollen durch die
Supplementierung die endogene Kollagenproduktion im Gelenkknorpel anregen (Fuggle
et al. 2020). Obwohl es verschiedene Formen von i. a. und p. o. Kollagenen gibt, sind
derzeit keine Daten vorhanden, die den Einsatz in der OA Therapie unterstiitzen, auch
wenn milde symptomatische und funktionelle Verbesserungen im Humanbereich gezeigt

werden konnten (Fuggle et al. 2020, Gregory et al. 2008).

Eine von Vaishy et al durchgefiihrte Literaturrecherche im Jahr 2019 ergab, dass es
einen maligen Zusammenhang zwischen Vitamin D Mangel und der Progression von OA
beim Menschen gibt, aber die Vitamin D Supplementierung in der Therapie von OA keine
Rolle spielt (Vaishya et al. 2019). Die generelle Effektivitdt bei OA ist umstritten. Eine
Studie aus Indien (2013) konnte Verbesserungen der Schmerzhaftigkeit und der
Gelenkfunktion feststellen, Studien aus GroRbritannien (2016), USA (2013) und Australien
(2016) wiederum nicht (Fuggle et al. 2020).

Im Gegensatz zu systemischen Medikamenten haben intraartikulare Injektionen den
Vorteil, dass sie lokal eine hohe Bioverfugbarkeit aufweisen, wenige systemische
Nebenwirkungen haben und sofort am Wirkungsort vorhanden sind (Jones et al. 2019).
Der Nachteil besteht allerdings darin, dass abhangig von der MolekilgréRe die
Medikamente unterschiedlich schnell aus der Synovialflissigkeit wieder ausgewaschen
werden (Jones et al. 2019). Beispielsweise zeigen Studien, dass HA beim Menschen nach

rund 26h nicht mehr im Gelenk vorhanden ist und ausgespult wurde (Jones et al. 2019).
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Aus der Gruppe der Glucocorticoide kommen Triamcinolon (TA), Celeston oder
Methylprednisolon Acetat i. a. zum Einsatz (Mcllwraith und Lattermann 2019). Sie werden
als potente anti-inflammatorische Medikamente durch Hemmung der Synthese und
Ausschittung mehrere I6slicher Mediatoren, wie Prostaglandinen, MMP-1, -3, -13 und IL-1
gerne in der OA Therapie eingesetzt (Mcllwraith und Lattermann 2019). Durch Hemmung
der Prostaglandinsynthese findet auch eine Schmerzlinderung statt (Mcllwraith und
Lattermann 2019). Wahrend Methylprednisolon einen schadlichen Effekt auf den Knorpel
hat, wird TA sowohl krankheitsmodifizierende als auch symptommodulierende Wirkungen
nachgewiesen (Mcllwraith und Lattermann 2019). Nach i. a. Injektion von TA sind Pferde
weniger lahm und in der Synovialflissigkeit ist eine niedrigere Proteinkonzentration und
eine hohere Hyaluronankonzentration nachweisbar (Mcllwraith und Lattermann 2019).
Zusatzlich werden seltener entziindliche Infiltrate in der Synovialmembran gefunden
(Mcllwraith und Lattermann 2019).

Vielfach wird TA gemeinsam mit HA angewendet. Es ist indirekt bewiesen, dass die
anti-inflammatorische Wirkung von TA und die chondroprotektive Wirkung von HA
gemeinsam das klinische Bild deutlich effektiver verbessern als einzeln angewandt
(Mcllwraith und Lattermann 2019).

Glucocoticoide sind bei Pferden mit metabolischen Erkrankungen nicht indiziert (Contino
2018).

Hyaluronsaure kommt natdrlich im Korper vor und wird von Fibroblasten,
Synoviozyten und Chondrozyten produziert (Gupta et al. 2019). HA ist fur die Viskositat
der Synovialflissigkeit verantwortlich und gewahrleistet so eine gute Gleitfahigkeit
zwischen den Gelenkknorpelflachen (Gupta et al. 2019). Bei OA ist die physiologisch
vorkommende HA-Konzentration in der Synovia geringer als bei gesunden Pferden (Gupta
et al. 2019). Seit den frGhen 1970er Jahren wird HA regelmafdig mit positivem Erfolg
angewendet (Gupta et al. 2019), obwohl der genaue Wirkungsmechanismus immer noch
nicht geklart ist (Freitag et al. 2016). Sicher ist aber, dass HA freie Sauerstoffradikale
abfangt, die Makrophagenchemotaxis hemmt und die Bildung und Freisetzung von
Prostaglandinen vermindert (Goodrich und Nixon 2006). Allerdings ist der Wirkungsgrad
der anti-inflammatorischen und immunmodulatorischen Wirkung abhangig von der

Applikationsart und dem Molekulargewicht des verwendeten HA (Gupta et al. 2019).
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HA, oder andere Viskosupplemente, werden bei milden bis schweren OA-Fallen
angewandt (Freitag et al. 2016). Oftmals kommt HA in Kombination mit mesenchymale
Stammzellen (MSC) oder als Transportmedium bei i. a. Injektionen zum Einsatz (Freitag
et al. 2016). Es schafft ein Milieu, in dem MSCs sehr gut proliferieren und sich in Richtung
Chondrogenese entwickeln kdnnen (Freitag et al. 2016). Die Anwendung von reinem HA
fuhrt zu reduzierter Lahmheit, besserer Belastung der Gliedmalen, reduzierten

Schmerzen und einer besseren Beweglichkeit des Gelenks (Gupta et al. 2019).

Polyacrylamid Hydrogel (PAHG) wird in der Praxis immer haufiger verwendet, da es,
ebenso wie HA, intraartikular einen positiven krankheitsmodifizierenden Effekt aufweist
(Tnibar et al. 2015). PAHG besteht aus Polymergel, sterilem Wasser und zu 2,5 % aus
vernetzten Polyacrylamiden (Tnibar et al. 2015). Es wird nicht resorbiert oder aus dem
Gelenk gewaschen und bleibt so langer im Gelenk bestehen als HA (Tnibar et al. 2015).
Der genaue Wirkmechanismus ist auch hier noch unklar, aber es erhéht die Gleitfahigkeit
im Gelenk und die Elastizitat der Synovialmembran (Tnibar et al. 2015). AuRerdem soll es
die Synoviozyten vor pro-inflammatorischen Zytokinen in der Synovia schitzen und so

Schmerzen lindern (Tnibar et al. 2015).

Zu den zellbasierten Therapien zahlen die Injektion von MSC, autolog konditioniertem
Serum (ACS) und platelet-rich-plasma (PRP) (Bogers 2018). Seltener kommt auch

autologes Proteinserum (APS) zum Einsatz (Bogers 2018).

Das Ziel der zellbasierten Methoden ist, die geschadigten Zellen zu erneuern oder komplett
zu ersetzten (Bogers 2018). Die dafur notwendigen Bestandteile konnen aus Blut,
Knochenmark oder Fettgewebe gewonnen werden und enthalten Produkte, die im Korper
in nur sehr geringen Konzentrationen vorliegen, wie Stammzellen, anti-inflammatorische

Zytokine und/oder Wachstumsfaktoren (Bogers 2018).

MSCs sind multipotente Zellen und werden flr die Therapie von OA meistens aus dem

Knochenmark gewonnen (Fuggle et al. 2020). MSCs kdnnen sich zu drei Gewebetypen, je
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nach Milieu, ausdifferenzieren, Fett, Knorpel und Knochen (Fuggle et al. 2020). Sie
besitzen immunmodulatorische und anti-inflammatorische Eigenschaften (Fuggle et al.
2020) und sollen so bei der Kontrolle der Entziindung und Minderung der Schmerzen
helfen (Marifas-Pardo et al. 2018). Durch den Einsatz von autologen MSC-Quellen sollen
immunologische Reaktionen vermindert werden (Fuggle et al. 2020). Trotzdem besteht die
Vermutung, wie bei dem i. a. Einsatz von HA, dass die MSCs schnell aus dem Gelenk

ausgewaschen werden (Marifias-Pardo et al. 2018).

Einigkeit besteht darin, dass Schmerzen und Funktion des betroffenen Gelenks verbessert
werden (Fuggle et al. 2020). Bei chirurgisch verursachter OA konnten ebenfalls strukturelle
Verbesserungen des Gelenkknorpels festgestellt werden. Durch die Applikation von HA
und autologem Knochenmark konnte in vivo eine verbesserte Integration des Gewebes
und eine erhdhte Bildung von Kollagen Typ 2 Fasern im Ziegenmodell histologisch
beobachtet werden (Saw et al. 2009).

Als Knorpelveranderungen im Sinne von OA sind diffuse ECM-Verluste haufiger als fokale
Lasionen zu beobachten. Daher ist die Implantation von MSCs mittels Scaffolds nicht

zielfuhrend, weshalb die MSCs direkt ins Gelenk injiziert werden (Freitag et al. 2016).

Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1RA) ist der kompetitive Antagonist des
Hauptentzindungsmediator IL-1 bei OA (Bogers 2018). Durch Inkubation des
Patientenblutes mit Borosilicat Glasperlen wird das Serum konzentriert und es liegt ein
erhdhter Anteil von den entzindungshemmenden Zytokinen IL-10, IL-4, IGF-1, TGF- und
am wichtigsten IL-1RA vor (Bogers 2018). Das so entstandene Praparat heil3t ACS oder
auch IRAP. Je nach angewandter Technik kann man zwischen IRAP1 und IRAP2
unterscheiden (Bogers 2018), welche sich im enthaltenen Verhaltnis IL-1 zu IL-1RA
unterscheiden (Bogers 2018). Da in IRAP die Konzentration der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-1B und TNF-a ebenfalls in erhdhter Konzentration vorliegen, wird vermutet,
dass der ausschlaggebende Punkt fur den effektiven Wirkungsgrad des Praparats im
Verhaltnis von IL-1 zu IL-1RA liegt (Bogers 2018).

IL-1RA wirkt in erster Linie dem Chondrozytenabbau entgegen (Zayed et al. 2018).
Allerdings wurde der Therapieeffekt des IRAP aufgrund des IL-1RA noch nicht

nachgewiesen, sondern wird nur vermutet, da dieses in erhéhter Konzentration vorliegt
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(Bogers 2018). Da im Humanbereich in vivo eine geringe Clearancezeit festgestellt wurde,

ist moglicherweise nicht das enthaltene Zytokinprofil verantwortlich (Bogers 2018).

In vitro Studien berichten von einer deutlichen Lahmheitsverbesserung, verringerter

Synovialmembrandicke und verringerten Knorpelfibrillationen (Bogers 2018).

Eine spezielle Form des ACS ist das APS. Im Gegensatz zu IRAP ist keine Inkubation
notwendig, weswegen die Konzentration des Zytokinprofils geringer ist (Bogers 2018).
Trotz alledem sind 12 x mehr Leukozyten und 1,6 x mehr Plattchen enthalten als im
,hormalen“ Blut. Da in diesem Praparat eine erhdhte Konzentration von Leukozyten
vorliegt, ist auch der Anteil von IL-1RA und IL-10 erhéht (Bogers 2018). Der klinische
Outcome bei APS ist stark vom Schweregrad der OA abhangig (Bogers 2018).

Bei Injektion von platlet-rich-plasma (PRP), auf Deutsch plattchenreichem Plasma,
werden Wachstumsfaktoren mittels der Plattchen und Zytokine mittels der Leukozyten ins
Gelenk eingebracht (Bogers 2018). Im Vergleich zum normalen Blut sind 3-5 x héhere
Plattchenkonzentration, aber eine geringere Leukozytenkonzentration enthalten (Bogers
2018). Die enthaltenen Faktoren, z. B. platlet-derived growth factor (PDGF), fibroblast-like
growth factor (FGF), TGF-B, vascular endothelial growth factor (VEGF), hepatocyte growth
factor (HGF) und insulin-like growth factor (IGF)-1 (Fuggle et al. 2020), sollen die
Zellproliferation, Zellmigration, Angiogenese und ECM-Synthese stimulieren (Fuggle et al.
2020).

Allerdings wurde die genaue Wirkungsweise bislang nur im Humanmodell, nicht im
Pferdemodell, nachgewiesen (Bogers 2018). Die Anwendung von purem PRP hat beim
Pferd in einigen OA-Studien nennenswerte Erfolge erzielt, allerdings gibt es zu wenige und
zu aussageschwache Studien, als dass diese Ergebnisse eine effektive Aussagekraft
hatten (Bogers 2018).

Das Praparat wird durch Zentrifugation des Patientenblutes gewonnen (Fuggle et al. 2020).
Im separierten Plasma sind 95 % der Zellen Plattchen (Fuggle et al. 2020). Nach der
Applikation ist weder systemisch noch lokal mit groberen Nebenwirkungen zu rechnen
(Fuggle et al. 2020). Es sind leichte symptomatische, aber keine strukturellen
Verbesserungen, zu erwarten (Fuggle et al. 2020). Das Team um Asjid et al hat
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nachgewiesen, dass PRP einen hemmenden Effekt auf die Chondrozytenapoptose und
damit auf den ECM-Abbau hat (Asjid et al. 2019). Sowohl in vitro als auch in vivo Studien
haben aufgezeigt, dass die enthaltenen Wachstumsfaktoren einen anabolischen Effekt auf
die Proteoglykane und die Col2 Synthese haben (Asjid et al. 2019), wobei die Wirkung
vermutlich auf die Anwesenheit von IL-1RA zurlckzuflhren ist. Dadurch wird die NF-kB
Aktivierung und infolgedessen die Produktion von matrixabbauenden Proteinen gehemmt
(Asjid et al. 2019). Je nach Tier und etwaiger Vorbehandlung mit NSAIDs,
Hydratationszustand und Uhrzeit der Blutabnahme, variiert das Verhaltnis von Plattchen
und Leukozyten stark (Bogers 2018). Nachts und im Dehydriertenzustand ist mit einer
erhohten Leukozytenkonzentration und bei NSAID-Vorbehandlung mit erhohter

Plattchenkonzentration zu rechnen (Bogers 2018).

Es gibt chirurgische MalRnahmen, die die kdrpereigenen Reparaturmechanismen anregen
sollen. Dazu gehdren autologe Chondrozyten Implantation (ACI), Mosaikplastik und

arthroskopisch durchgeflihrte Mikrofrakturen (Freitag et al. 2016).

Die Operationsvarianten sind auf den Versuch der Reparatur von fokalen Defekten
beschrankt und daher bei diffusen Veranderungen, wie sie bei OA haufiger sind, nicht

einsetzbar (Freitag et al. 2016).

Die Mikrofraktur-Op, auch Osteoplastik genannt, soll die Heilungsreaktion im defekten
Knorpel stimulieren (Freitag et al. 2016). Hierflr wird ein Loch durch die subchondrale
Platte des Knorpels bis in den darunterliegenden Markraum gestanzt (Freitag et al. 2016),
welches die Migration von pluripotenten Zellen aus dem Knochenmark bis auf die
Gelenkoberflache ermdglicht (Freitag et al. 2016). Allerdings haben histologische
Untersuchungen ergeben, dass der so entstehende Knorpel mehr Ahnlichkeiten mit
Kollagen Typ 1-reichem Faserknorpel, als mit typischem hyalinem Gelenkknorpel hat
(Freitag et al. 2016).

Bei lokalen Defekten bis zu 9 mm GroRe kann die Mosaikplastik eine operative
Mdoglichkeit darstellen (Freitag et al. 2016). Hierbei wird innerhalb einer Operation ein
Knorpeltransplantat aus dem nicht-gewichtstragenden Bereich des Gelenkknorpels

entnommen und in den Defekt eingesetzt (Freitag et al. 2016). Zwischen der
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subchondralen Platte und dem eingesetzten Knorpelstlck soll sich Faserknorpel als eine
Art ,Kleber* bilden (Freitag et al. 2016). Nachdem mehrere Studien auf eine Resorption
der chondralen Schicht des Transplantats und Degeneration der umgebenden
Knorpeloberflache hinweisen, wird diese Operation immer seltener angewandt (Freitag et
al. 2016). Im Vergleich zu diesem Outcome ist das der ACI langfristig besser und wird als

geeignetere Alternative angewandt (Freitag et al. 2016).

Das ACI erfolgt in zwei Operationen. Zuerst wird eine Knorpelbiopsie aus dem
nicht-gewichtstragenden Gelenkknorpel entnommen und im Labor kultiviert (Fuggle et al.
2020). Dabei vermehren sich die Chondrozyten. Diese werden unter einem Flap in der
zweiten Operation in den Defekt eingebracht (Freitag et al. 2016, Fuggle et al. 2020).
Allerdings hat sich bei langfristiger Beobachtung herausgestellt, dass diese Technik nicht
fur ausgepragte OA geeignet ist, sondern einen potenziell erfolgreicher Therapieansatz fir
die symptomatische Therapie von Knorpelveranderungen im Frihstadium darstellt (Freitag
et al. 2016).

Arthrodesis ist eine weitere chirurgische Therapie, um auf lange Zeit Schmerzen
verhindern zu kdnnen (Chapman et al. 2019). Es gilt als Goldstandard bei der Therapie
von traumatisch bedingten Abrissen des Unterstitzungsbandes vom
Metakarpophalangealgelenk (MKP) oder Metatarsophalangealgelenk (MTP) (Chapman et
al. 2019). Die Technik kann aber auch bei mittel- bis hochgradiger OA des MKP oder MTP
zum Einsatz kommen, um eine adaquate Lebensqualitat generieren zu kénnen. Langfristig
kann das Pferd damit als Koppel- oder Zuchtpferd eingesetzt werden (Chapman et al.
2019).

1.6. Ansatz der Zellverjiingung

Conboy et al. zeigte in einer inspirierenden Studie, dass alte Organismen unter dem
Einfluss eines jungen Milieus verjingt werden kénnen (Conboy et al. 2005). Sie konnten
zeigen, dass die Zellproliferation zunimmt, Proteinaggregate abgebaut werden und die
Telomerlange stabilisiert wird (Conboy und Rando 2012). In den Studien werden
parabiotische Paarungen mit Mausen durchgefihrt. Dabei werden zwei Mause so
miteinander verbunden, dass sie sich einen gemeinsamen Kdrperkreislauf teilen (Conboy
et al. 2005). Die wesentliche Erkenntnis dieser Studie liegt darin, dass die erhdhte

Zellproliferation bzw. Heilung von Muskelverletzungen der alteren Mause nicht auf das
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Zirkulieren von jungen Stammzellen zurlickzuflihren ist, sondern auf die Verjliingung der
vorhandenen Zellen (Conboy et al. 2005). Daraus resultiert die Schlussfolgerung, dass das
verminderte regenerative Potenzial alterer Organismen mit dem die Zelle umgebenden
Milieu zusammenhangt, was wiederum vielversprechend flr zuklnftige Therapieansatze
erscheint (Conboy et al. 2005).

Werden adulte Zellen in jungem Serum Kkultiviert, wird bei diesen Zellen eine
Hochregulation der NOTCH-Liganden, gesteigerte Proliferationsrate und gesteigerte
Differenzierungsfahigkeit beobachtet (Carlson und Conboy 2007, Conboy et al. 2005).
Durch vorherige Kultivierung in einem jungen Milieu waren Zellen Gberdies weniger anfallig
fur die hemmenden Effekte aus dem alten Milieu (Carlson und Conboy 2007). Sie
entwickelten eine Mikro-Nische, in welcher sie zeitweise geschitzt waren (Carlson und
Conboy 2007).

Bemerkenswert ist, dass auch der Kulturliberstand von jungen Zellkulturen ausreicht, um

die Zellen in ihrer Entwicklung zu beeinflussen (Carlson und Conboy 2007).

Diese Ergebnisse erlauben die Schlussfolgerung, dass die Modulation des Milieus alte
Zellen zu einer Verjungung anregen und regenerative Prozesse in Gang gesetzt werden
kénnen (Carlson und Conboy 2007, Conboy et al. 2005).

Das Gelenk-Milieu bei Osteoarthritis wird dominiert von pro-inflammatorischen und
katabolen Faktoren (Issa und Griffin 2012). Werden diese inhibitorischen Faktoren durch
ein junges Milieu verduinnt oder gar ersetzt konnte dies zu einer Verbesserung der

Regenerationsfahigkeit der Zellen fuhren (Carlson und Conboy 2007).

1.7. Vergleich Zellkultursystem Monolayer vs. Explant

Um ideale Kulturbedingungen und eine mdglichst realitdtsnahe Simulation der in vivo
Gegebenheiten reprasentieren zu kdnnen, bendtigt es optimale Kultursysteme. Daflr gibt

es verschiedene Ansatze, unter anderem die Monolayer-Zellkultur und die Explant-Kultur.

Diese beiden Kultursysteme unterscheiden sich in der Bearbeitung der Zellen vor der

Kultivierung. Die Uberflihrungmdglichkeiten der Zellen von in vivo nach in vitro kénnen
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hierbei in zwei verschiedenen Methoden unterteilt werden: enzymatische und
nicht-enzymatische Methoden (Hendijani 2017). Aus der enzymatischen Verarbeitung
entsteht der Monolayer, aus der nicht-enzymatischen Bearbeitung die Explant-Kultur. Der
bedeutendste Unterschied ist, ob die Zellen fir den Kultivierungszeitraum aus ihrem in vivo
Zellverband herausgeldst (enzymatisch; Monolayer) werden oder in ihrem Zellverband

bestehen bleiben (nicht-enzymatisch; Explant) (Hendijani 2017).

Im Monolayer, ein zweidimensionales Zellkultursystem, werden die Zellen vor der
Kultivierung mittels enzymatischer Isolierung aus ihrem Zellverband gewonnen (Hendijani
2017). Wahrend der Kultivierung wachsen die Zellen als Ein-Zellschicht auf ihrer
Unterlage, bis sie die gesamte Unterlage ausfiillen und es zur Zellkontakthemmung
(Konfluenz) kommt (https://pages.binder-world.com/zellkultur (Zugriff: 03.02.2021)). Damit
die Zellen nach Konfluenz nicht absterben, ist ein regelmaRiges Passagieren auf eine neue
Unterlage mit neuem Medium nétig (https://pages.binder-world.com/zellkultur (Zugriff:
03.02.2021))

Bei der Explantationstechnik werden die Zellen nicht aus ihrem Zellverband geldst,
sondern mit einem Fragment, aus dem in vivo Zustand nach in vitro Uberfuhrt (Hendijani
2017, Resau et al. 1991). So kdnnen Beziehungen zwischen den einzelnen Zelltypen in
der Kultivierung mitwirken (Resau et al. 1991). Im Vergleich zum Monolayer weisen die so

gewonnenen Zellen eine héhere Proliferationsrate auf (Hendijani 2017).

Knorpelzellen werden flir das Explantmodell als Stanzbiopsie mit ECM und subchondralem
Knochen gewonnen (vgl. Kapitel 3 Material und Methoden). Die ECM bildet dabei nicht nur
ein GerUst, sondern ist verantwortlich fur biochemische und biomechanische Signale.
Diese sind in vivo essenziell fur die Gewebedifferenzierung und -homdostase und kénnen
daher auch in vitro von Nutzen sein (Hendijani 2017). Die ECM selbst stellt des Weiteren
ein Reservoir fir Wachstumsfaktoren und Zytokine dar (Hendijani 2017). Aulierdem
werden Uber Interaktionen zwischen Zelloberflachenrezeptoren und ECM-Proteine

intrazellulare Signalkaskaden ausgeldst (Hendijani 2017).

Aufgrund dessen, dass der Verarbeitungsschritt der enzymatischen Isolierung, im
Vergleich zum enzymatischen Aufschluss flr das Monolayer, der Zellen wegfallt, ist das

Explantmodel weniger arbeitsintensiv und kostengtinstiger (Hendijani 2017).


https://pages.binder-world.com/zellkultur
https://pages.binder-world.com/zellkultur
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Die Uberlebensrate von Zellen, die mittels 60 min Trypsin aus ihrem Zellverband ausgeldst
werden, sinkt auf 85 % herab (Hendijani 2017). Auf3erdem sind nicht-enzymatisch geldste

Zellen weniger proteolytischem Stress ausgesetzt (Hendijani 2017).

Beim Vergleich von MSC, die einmal mittels enzymatischer Methode und einmal im
Explantmodel isoliert und kultiviert wurden, werden in ihren Hauptmerkmalen deutlich
weniger Unterschiede gefunden als zu erwarten ist (Hendijani 2017). Auch wurden keine
nennenswerten Unterschiede hinsichtlich ihrer immunogenen und immunsuppressiven
Aktivitat festgestellt (Hendijani 2017).

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Effekts von in vitro Monolayer und Explant
Kultur mit und ohne fétalem Kalberserum (FCS) auf Chondrozyten geriatrischer (> 20

Jahre) equiner Donoren.

In der vorliegenden Diplomarbeit wird die Hypothese getestet, dass Kultur mit FCS zu einer
,verjungung“ (reduzierte Genexpression von Seneszenz-assoziierten Markern) der

geriatrischen Chondrozyten flhrt.
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2. Material und Methoden
2.1. Versuchsgrundlagen

Das Ziel des Versuchs war herauszufinden, ob fetales Kalberserum (FCS) im
Kulturmedium einen Einfluss auf die Seneszenz von adulten Chondrozyten hat. Um dieser
Fragestellung nachzugehen, wurde von sechs Pferden im Alter von uber 20 Jahren
Knorpelproben von den Femorkondylen entnommen. In der Folge wurden die
Chondrozyten in unterschiedlichen Medien mit und ohne FCS kultiviert und die

Seneszenzmarker nachfolgend analysiert.

Die Tiere sind an der Universitatsklinik fur Pferde Wien aufgrund von Erkrankungen
unterschiedlicher Genese euthanasiert worden. Anamnestisch und klinisch waren keine
Orthopéadischen Erkrankungen nachweisbar. Die Tiere wurden nicht speziell fur dieses
Projekt euthanasiert, sodass keine Meldung an die Ethik- und Tierschutzkommission nétig

war.

Die Verarbeitung der Proben erfolgte im Labor der Forschungseinrichtung Veterinary

Tissue Engineering and Regenerative Medicine (VETERM).

Je Tier wurden drei Probengruppen gebildet (Aufteilung siehe Tab. 1), wovon jeweils die
Halfte einer Probengruppe in dem Kulturmedium 1 (mit FCS) und in dem Kulturmedium 2
(ohne FCS) kultiviert wurden.
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Probenbezeichnung

Synonym

Besonderheit,

Kultivierung

Probengruppe 1

Nativer Knorpel

nach der Entnahme in

Flissigstoff schock
gefroren
Probengruppe 2 Explants — 3D Kultivierung in
Well-Platten
Probengruppe 3 Isolierte Chondrozyten Kultivierung in

Zellkulturflaschen als

Monolayer

2.2. Verwendete Materialien, Reagenzien und Geratschaften

Tab. 2 Verwendete Reagenzien und Medien

Reagenzien Firma Bezeichnung im
Text
Amphotericin B Biochrom Amphotericin

Betamercapto-Ethanol

SIGMA-ALDRICH

Betamercapto-Ethan

ol

Chloroform

SIGMA-ALDRICH

Chloroform

Collagenase-Pulver

(Life Technologies))

Gibco (Thermo Fisher Scientific | Collagenase-Pulver
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DEPC Wasser Invitrogen  (Thermo  Fisher|DEPC Wasser
Scientific (Life Technologies))

DMEM low glucose Gibco DMEM

Dulbecco's Modified

Eagle's Medium

DNase Inaktivierungsreagenz | Thermo Fisher Scientific (Life| DNase

Technologies)

Inaktivierungsreagen

z

DNase Puffer

Thermo Fisher Scientific (Life

Technologies)

DNase Puffer

Fetales Kalber Serum, | Capricorn (LOT: CP17-1858) FCS

hitzeinaktiviert

Flissiger Stickstoff - Stickstoff

Glycoblue Invitrogen  (Thermo  Fisher|Glycoblue
Scientific (Life Technologies))

Isopropanol Carl Roth Isopropanol

Nukleasefreies Wasser Invitrogen  (Thermo  Fisher|nukleasefreies
Scientific (Life Technologies)) |Wasser

PBS, Gibco (Thermo Fisher Scientific PBS

Phosphat buffered saline

(Life Technologies))

Penicillin/Streptomycin

SIGMA-ALDRICH

Antibiotikum (AB)

rDNase Invitrogen (Thermo  Fisher|rDNase
Scientific (Life Technologies))

StemMacs Basismedium Miltenyi StemMacs

Supplement Miltenyi Supplements




TRIzol Reagent
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Invitrogen  (Thermo  Fisher

Scientific (Life Technologies))

TRIzol

Trizolmercapto-Ethanol

Trizolmercapto-Etha

nol

Wasch-Ethanol

Fisher Bioreagents

EtOH, Ethanol

Tab. 3 Verwendete Materialien

Firma, Chargennummer Bezeichnung im
Text
6-Well-Platte Sarstedt Well-Platte
Biopsiestanze, Biopsiestanze
6mm Durchmesser
Cryotube, 1,8 ml Sarstedt Cryotube
Einmalkanule Kanule
Einmalrasierer Bic Rasierer
Einmalspritze B.Braun Spritze
Eppendorf Roéhrchen 1,5 ml, | Sarstedt Eppendorf Réhrchen
2mi
Falcon, 15 ml, 50ml Falcon Falcon
Glasbecher Simax Glasbecher,
Becherglas
Pinzette KLS Martin Pinzette
Pipettenspitze Biozym Pipette
Skallpellgriff Swann-Morton Skalpell
Skalpellklinge B.Braun Skalpell




49

Spatel Roth Spatel

Sterile Handschuhe Starlab Sterile Handschuhe

Thermoscientific Sterilfilter,  Merck Millipore Sterilfilter

0,2 um

Zellkluturflasche T75 Sarstedt Zellkulturflasche;
T75 Flasche

Zellsieb, 100 ym Greiner bio-one Zellsieb

Tab. 4 Verwendete Geratschaften

Inkubator

Hersteller; Land Bezeichnung im
Text
Brutschrank Heracell 240i, CO2 | Thermo Fisher Scientific; US Inkubator

Cryopulverizations Gerat
BioPulverizer
Equivalent zu 59012MS

BlOspec; Deutschland

BioPulverizer

Cooling & Heating Block)

Magnetruhrer IKA (Modell: Colorsquid) Magnetruhrer
Mikroskop Olympus (Modell: CKX41) Mikroskop
Minispin my FUGE mini CENTRIFUGE |Minispin Zentrifuge
Pipettenboy EPPENDORF; Deutschland Pipette

Vortex MS3 basic (IKA); Deutschland |Vortex

Waage Sartorius (Modell: TE601) Waage
Warmeblock BIOER (Modell: Thermocell Warmeblock
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Workbench - Workbench

Zentrifuge (Rotanta 460R) Hettich; Deutschland Zentrifuge

2.3. Herstellung von Medien und Lésungen

Die im folgenden aufgelisteten Medien und Lésungen wurden im Vorfeld vorbereitet und

im Rahmen des Versuches verwendet.

Herstellung der Collagenase-Losung:

Fur die Herstellung von 50 ml Collagenase-Ldsung wurden 50 mg Collagenase-Pulver in
einem sterilen Becherglas abgewogen. Das Pulver wurde mit 5 ml PBS in Lésung gebracht
und mittels einer Kanlle in eine sterile Spritze aufgezogen. Durch einen Sterilfilter wurde
die Losung in ein neues, steriles Gefal} filtriert. Mit 45 ml PBS wurde die Lé6sungsmenge
auf insgesamt 50 ml aufgefillt und danach je 0,5 ml Penicillin/Streptomycin und

Amphotericin hinzugeflgt.

Herstellung der Kulturmedien:

Es wurden zwei verschiedene Kulturmedien (KM) zu je 50 ml hergestellt. Das
Kulturmedium 1 (KM_1) mit FCS, das Kulturmedium?2 (KM_2) ohne FCS

(Zusammensetzung siehe Tab. 5).

Die Herstellung erfolgte am Anfang fur beide Kulturmedien gemeinsam. Hierfur wurden
97,6 ml StemMacs, 1 ml Penicillin / Streptomycin und 1,4 ml Supplements in einem Gefaf}
miteinander vermengt. Dies stellt das KM_1 dar. Fir die Herstellung des KM_2 wurde von

der Mischung 45 ml in ein neues Gefalk dberfihren und mit 5 ml FCS vermengt.
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Tab. 5 Zusammensetzung und Verwendung Kulturmedien

Bezeichnung Inhaltsstoffe Verwendung
Kulturmedium 1 StemMacs Well-1
Penicillin/Streptomycin Well-2
Supplements T75-1
FCS T75-2
Kulturmedium 2 StemMacs Well-3
Penicillin/Streptomycin Well-4
Supplements T75-3
T75-4

2.4. Probengewinnung

Nach Euthanasie des Pferdes wurde dieses im Bereich des Knies medial und lateral
ausrasiert und der Bereich grof3ziigig mit Alkohol gereinigt und desinfiziert. Mit sterilen
Handschuhen wurde das Femortibialgelenk mittels Skalpells vertikal er6ffnet und nach
kaudal aufgeklappt, sodass die Gelenkflache der Femorkondylen sichtbar waren. Die
Probenentnahme erfolgte aus makroskopisch unveranderten Gelenkknorpelbereichen.
Nach dem Wechsel zu einem neuen sterilen Paar Handschuhe wurden mittels
Biopsiestanze 16 Proben (Probengruppe 2; Explants) entnommen und in einem Falcon,
gefullt mit PBS + 1 % Penicillin/Stremtpoycin + 1 % Amphotericin gesammelt. Fir die
Probengruppe 1 und 3 wurden mittels eines Skalpells Gelenkknorpelschuppen gewonnen
und in zwei weiteren Falcons, gefullt mit
PBS + 1 % Penicillin/Stremtpoycin + 1 % Amphotericin, gesammelt. Die
Knorpelstlickchen flr die Probengruppe 1 werden direkt in Cryotubes gegeben und nach
Beschriftung sofort in flussigem Stickstoff schockgefroren (snap freezen). Die

Knorpelstiickchen fir Probengruppe 3 wurden in einem 50 ml Falcon mit 30 ml
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PBS + 1 % Penicillin/Streptomycin & 1 % Amphotericin) aufbewahrt, bis zur Uberbringung

ins Labor.

2.5. Weiterverarbeitung der Probengruppe 1 (nativer Knorpel)

Die Cryotubes mit den enthaltenen Knorpelstlicken wurden aus dem Transportbehaltnis in
die Kuhleinheit im Labor verbracht, wo sie bis zur Weiterverarbeitung bei — 80° C gelagert

wurden.

2.6. Weiterverarbeitung der Probengruppe 2 (Explants)

Auf der Workbench wurden sterile Well-Platten platziert, wovon je Platte vier Wells genutzt
wurden. Das PBS aus den Falcons wurde verworfen. Die Well-1 und -2 wurden mit je
2 ml KM_1 befiillt und je vier Explants pro Well mit der Knorpelseite nach unten darin
platziert. Die Well-3 und -4 wurden mit je 2 ml KM_2 befillt und ebenfalls je vier Explants
pro Well mit der Knorpelseite nach unten platziert (sieche Tab. 6). Die Inkubation erfolgte
im Inkubator bei 37° C bei 5 % CO.-Konzentration fur 7 Tage. Taglich erfolgte eine
makroskopische und mikroskopische Kontrolle auf Kontaminationen. An Tag 2 wurden die
Explants mit einer sterilen Pinzette in ein 50 ml Falcon mit PBS gegeben und das KM der
Well-Platte gewechselt. Das Falcon wurde vorsichtig geschwenkt und danach wurden die
Explants wieder in eine Well-Platte mit dem jeweiligen Kulturmedium gesetzt. Am Tag 4
erfolgte ein weiterer KM-Wechsel. Nach sieben Tagen wurde der Knorpel mit einem
Skalpell vom Knochen geldst, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Weiterverarbeitung bei - 80° C gelagert.

Tab. 6 Probengruppe 2 Aufbau

Wellnummer Kulturmedium
Well-1 Kulturmedium 1
Well-2 Kulturmedium 1
Well-3 Kulturmedium 2
Well-4 Kulturmedium 2
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2.7. Weiterverarbeitung der Probengruppe 3

Das PBS aus den Falcons wurde auf der Workbench verworfen. Die Knorpelschuppen
wurden in einer Petrischale mittels Skalpells und Pinzette in 1-2 mm grof3e Sticke
geschnitten und in ein steriles Becherglas gegeben. In dieses wurde Collagenase-Ldsung
zur Digestion hinzugegeben, sodass die Probensticke schwammen und ein Ruhrfisch
hinzugefugt. Das Glas wurde im Inkubator auf den Magnetruhrer platziert und dort fur 6 h
belassen. Nach Ablauf der Zeit wurde das Becherglas aus dem Inkubator genommen und
die gleiche Menge an KM (DMEM + 10 % FCS + 1 % AB) wie Kollagenase-Ldsung zur
Verdiinnung hinzugeben. Ein Zellsieb wurde auf ein 50 ml Falcon gesetzt und mit einer
Pipette den KM / Kollagenase-Mix durchlaufen gelassen. Zum Verdiinnen wurde etwas
PBS in das Falcon dazugeben. Das Falcon wurde daraufhin bei Raumtemperatur fir
5 Minuten bei 440 g zentrifugiert, danach der Uberstand abgenommen und die Pellets mit
20 ml PBS resuspensiert. Diese wurden dann zu gleichen Teilen auf zwei 15 ml Falcons
aufgeteilt und erneut fir 5 Minuten bei 440 g zentrifugiert. Nach erneutem Verwerfen des
Uberstandes wurden die Pellets mit je 10 ml PBS resuspensiert und ein weiteres mal mit
den gleichen Einstellungen zentrifugiert. Zum Schluss wurde der Uberstand verworfen und
ein Pellet mit 10 ml KM_1, das andere Pellet mit 10 ml KM_2 resuspensiert. Die Zellen
wurden in je eine T75 Kulturflasche ausgesat und in den Inkubator geben. Die Inkubation
erfolgt unter den gleichen Bedingungen wie im Abschnitt 3.6. beschrieben. Am Tag 2
wurde der Uberstand abgenommen und bei 440 g fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Die Pellets werden mit dem jeweiligen Kulturmedium resuspensiert und in die
ursprunglichen T75 Flaschen, mit frischem Medium, ausgesat. An Tag 4 erfolgte ein
Mediumwechsel. Nach 7 Tagen wurden die Zellen wie folgt geerntet. Daflr wurden ca.
4 ml Trizol und 40 yl Betamercapto-Ethanol mit einer 5 ml Pipette aufgezogen und
mehrmals Uber die Zellen in der Kulturfalsche gespdilt. Mittels Mikroskops wurde das
vollstandige Ablosen der Zellen kontrolliert. Die 4 ml wurden zu gleichen Teilen auf 4
Cryotubes aufgeteilt und bei -80 °C gelagert bis zur Weiterverarbeitung. Fir die spatere

RNS-Isolierung ist es wichtig die exakte Menge des Inhaltes der Cryotubes zu kennen.
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2.8. Allgemeine Arbeitsschritte
2.8.1. RNS-Extraktion
28.1.1. Homogenisierung der Probengruppe 1

Fur die Homogenisierung des nativen Knorpels, wurde der BioPulverizer fiir eine Minute in
flissigen Stickstoff getaucht, um heruntergekihlt zu werden. Danach wurden die
Knorpelschuppen aus den Cryotubes enthommen und in jeweils eine Mulde des
BioPulverizers platziert. 500 yl flissiger Stickstoff wurde mithilfe eines 1,5 ml
Eppendorf Réhrchens auf den Chip geschittet, um eine andauernde Kihlung zu
gewahrleisten. Ein zuvor ebenfalls in fllissigem Stickstoff geklhlter Edelstahl StéRel wurde
in jedem Well platziert und mit einem Hammer eine Minute darauf geschlagen, sodass eine
Pulverisierung der Knorpelschuppen stattfand. Um das feste, gefrorene Pulver zuganglich
zu machen, wurde nach Ablauf der Zeit der StéRel und die zylindrische Edelstahlhiille
entfernt. Mit einem ebenfalls vorgekiihlten Spatel wurde das Pulver in ein
2 ml Eppendorf Réhrchen Uberflihrt und bis zur weiteren Verarbeitung in flissigem

Stickstoff gelagert.

2.8.1.2. RNS-Extraktion

Vorab wurde die Zentrifuge auf 4° C heruntergekuhlt. Nach dem Auftauen der
Probengruppe 1 und 2, wurde dem homogenisierten Pulver 1 ml Trizol (+ 10 ul B-

Mercaptoethanol) zugegeben.

Die Mischung wurde bei hdchster Geschwindigkeit flr 5 Minuten gevortext und
anschlieend fur 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde

in ein neues 2 ml Eppendorf Roéhrchen Uberflhrt.

Die folgenden Schritte sind fir die Verarbeitung aller drei Probengruppen gleich.

Zu der aufgetauten Probe wurde 200 pl Chloroform pro 1 ml TRIzol (Verhaltnis 1:5)

zugegeben. Durch Schitteln wurde die Probe gemischt und anschlieend fur 5 Minuten
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bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde diese fir 15 Minuten bei 13.000 rpm und

4° C zentrifugiert.

Dabei trennt sich die Probe in drei Phasen: eine untere, pinkfarbene Phenol-Chloroform
Phase, eine weillliche Interphase in der Mitte und ganz oben eine klare, wassrige Phase.
In der obersten Phase befindet sich die geloste RNS. Diese wurde mittels Pipette in ein

neues Eppendorf Réhrchen Uberflhrt und die transferierte Menge genau notiert.

2.8.1.3. RNS-Isolation

Um die RNS aus der wassrigen Phase zu isolieren, wurde die Uberfuhrte Flissigkeit mit
der gleichen Volumenmenge an DEPC Wasser verdiinnt. Isopropanol wurde entsprechend

der folgenden Formel hinzugegeben:

(x pl wassrige Phase (wP) + x ul DEPC Wasser) * 0,8 = pl Isopropanol

Werden 200 pl wP gewonnen, dann werden 320 ul Isopropanol zugegeben. Zum Anfarben
der RNS wurden 2 pl Glycoblue je Probe hinzugefugt, durch schitteln grindlich gemischt
und anschlief3end fir 10-15 Minuten bei 4° C inkubiert. Bei 13.000 rpm und 4° C wird die
Probe anschlieRend fir 10 Minuten zentrifugiert. Wenn ein blaues Pellet am Boden
sichtbar war, wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert. War kein Pellet sichtbar, wurde
der Uberstand behalten und erneut bei den genannten Einstellungen zentrifugiert. Das
gewonnene Pellet wurde mit 75 % EtOH gewaschen und erneut bei 14.000 rpm und 4° C
fur 5 Minuten zentrifugiert. Fur das Waschen wurde pro 1 ml TRIzol Reagent 1 ml Ethanol

genutzt.

Nach dem Zentrifugieren wurde der vorangegangene Ethanol-Waschschritt, inklusive der
Zentrifugation, wiederholt. Im Anschluss wurde der Uberstand abpipettiert und die Probe
mit der Minispin Zentrifuge kurz runter gespinnt und der restliche EtOH mit der 10 pl Pipette
abgenommen. Das Pellet wurde mit offenem Eppendorf-Deckel fir 5 Minuten
luftgetrocknet. Zum Schluss wurden 20 pl nucleasefreies Wasser dem Pellet zugesetzt und

das Pellet sollte sich ohne Pipettieren l6sen.
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2.8.2. DNAse-Behandlung

Der Warmeblock wurde auf 37° C vorgeheizt. Die nétigen Reagenzien, bestehend aus
DNase Puffer zu je 3 yl, rDNase zu 1 yl und DNase Inaktivierungsreagenz, wurden

aufgetaut.

Die Mengenangabe bezieht sich auf eine Probe zu 20 yl RNS. Bei Herstellung des
Mastermix (MM) fir eine Anzahl x an Proben, muss das MM fir x + 1 Probe hergestellt
werden. Das Totalvolumen eines MM pro Probe sind 10 ul, woflr je 3 ul DNase Puffer, 1 ul

rDNase und 6 pl nukleasefreies Wasser vermischt werden.

Existieren beispielsweise 5 Proben, muss der MM fiir 6 Proben hergestellt werden, mit

insgesamt 18 ul DNase Puffer, 6 ul rDNase und 36 ul nukleasefreiem Wasser.

Zu jeder Probe wurden je 10 yl MM hinzugegeben und bei 37° C fir 30 Minuten inkubiert.
Danach wurden 3 pl DNase-Inkativierungsreagenz pro Probe hinzugefliigt und gut
vermischt. Nach 2 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe erneut
vorsichtig geschwenkt und anschliefend bei 2000 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Im
Anschluss sollten 2 Phasen sichtbar sein. In der oberen, klaren Phase befindet sich die
RNS, welche in ein neues Eppendorfgefal® Gberfuhrt wurde. Bis zur weiteren Nutzung
erfolgt die Lagerung der RNS bei — 80° C.

2.9. Analyse der Genexpression

Die RNS-Proben werden bei — 80° C an das Labor TamiRNA gesendet und dort mittels
RNASeq analysiert.

2.10. Methoden zur Analyse
210.1. PCA

Die Principal component analysis (PCA) (deutsch: Hauptkomponentenanalyse) ist eine
Clusteranalyse und wird genutzt, um mittels zweier Hauptkomponenten (HK) in einem

grollen Datensatz Variation hervorzuheben und so starke Muster im Datensatz



57

Ubersichtlich darzustellen (https://setosa.io/ev/principal-component-analysis/
Zugriff:25.04.2021).

Die Varianzwerte der Achsen geben dabei die Streuung der Proben in ihren zwei
Hauptwerten an. Die erste HK erfasst aus allen Daten so viel Streuung (Varianz) wie
moglich, die zweite HK erfasst die zweithaufigste Varianz in den Daten (Gansser O. 2017;
Dimensionsreduktion mit PCA und EFA; https://cbs.dtu.dk/chipcourse/Lectures/
ClusteringPCA_2010.pdf (Zugriff: 26.04.2021)). Diese beiden HK werden auf der x-Achse
und der y-Achse eines Diagramms angegeben. Mithilfe von zwei HK ist es meistens
moglich alle Daten zubeschreiben und Gemeinsamkeiten hervorzuheben, ohne die

Diskriminierung der einzelnen Proben zuverlieren.

2.10.2. Differentiellen Expressionsanalyse

Die Bezeichnung ,differentielle Expression“(DE) eines Gens beschreibt in der Statistik die
Tatsache, dass ein Gen in zwei Vergleichskonditionen unterschiedlich stark exprimiert
wird. Aus dem DE-Wert des Gens fiir die jeweilige Gruppe kann in Folge der sogenannte
Fold Change (FC) berechnet werden. Dieser gibt den Quotienten des Gens aus den zu

vergleichenden Konditionsgruppen wieder.

_ DE(A)
" DE(B)

FC

A<B-FC=0-1
A>B-oFC=1—
Ist der DE(A)-Wert kleiner, als der DE(B)-Wert, ist der FC zwischen 0-1.
Ist der DE(A)-Wert groler, als der DE(B)-Wert, ist der FC zwischen 1-co.
FC =1— 00 - log FC positiv
FC=0-1-log FC negativ

Um den FC von mehreren Genen aus der gleichen Vergleichsgruppe optisch besser
miteinander vergleichen zu konnen, kénnen diese auf einem Diagramm dargestellt

werden. Um eine bessere und gleichmaRigere Skalierung erzielen zu kénnen, wird hierfir
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der Logarithmus (log) verwendet. Der FC zwischen 0-1 wird negativ, der FC zwischen 1-
oo wird positiv) (McCarthy und Smyth 2009).

So ist der logFC eines Gens negativ, wenn in der Gruppe A der DE-Wert kleiner ist, als in
der Gruppe B. Dementsprechend ist der FC eines Gens positiv, wenn der DE-Wert eines

Gens in der Gruppe A groRer ist, als in der Gruppe B.

210.3. Datenauswertung

Aufgrund der sehr groRen gewonnen Datenmenge wird in der Auswertung der mittels
RNASeq gewonnen Genexpressionsraten nur auf die drei Vergleichsgruppen ,Nativer
Knorpel®, ,,Chondrozyten in Monolayer Kultur mit FCS* und ,,Chondrozyten ohne FCS und
,Chondrozyten in Monolayer Kultur mit FCS" eingegangen werden. Aus den
resultierenden drei Vergleichen werden jeweils die 20 Top-up und 20 Top-down regulierten
Gene mit Fokus auf sechs fur diese Arbeit besonders relevante Funktionsgruppen:
pro-inflammatorisch, anti-inflammatorisch, pro- apoptotisch,
anti-apoptotisch, chondroprotektiv, chondrodegenerativ, pro-proliferativ

und Entziindungsmediator, mittels Gene-NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/),

UniProt (https://www.uniprot.org/) und Ensembl Genome

Browser (https://www.ensembl.org/horse/) ausgewertet. Zusatzlich werden fir jeden
Vergleich die differenziell regulierten bekannten Knorpel- (ACAN, COL2, SOX9) und

Seneszenzmarker-Gene (Tab. 7) sowie weitere Faktoren, die mit chondrogener

Phanotypregulation (BMP2, BMP6) oder als Entzindungsmediatoren oder
transcriptional Regulators mit Seneszenz (MRC1, HMGB1, PI3, SIN3A, RBP1)

assoziiert sind, gesucht und ausgewertet.

Tab. 7: Seneszenzmarker in cartilage and OA (Coryell et al. 2021, Jeon et al.2018)

Funktion/Gruppierung Gene
Pro-inflammatorische Zytokine IL-1,-2,-6,-7, -8,-12, TNF-alFN-y,
GM-CDF, OSM

Chemokine CCL2, CCL4, Groa



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
https://www.uniprot.org/
https://www.ensembl.org/horse/
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Biomarker fir zellulare Seneszenz CDKN2A (p16'N%42) SA-R-Gal, p53,
p21, PI3K

Proteasen/Matrixdegenerative Enzyme ADAMTs4, ADAMTs5, ADAMTs?7,
MMP-1,-3,-8,-10, -13,-14,

Wachstumsfaktoren TGFb, IGFBP
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3. Ergebnisse
3.1. Principal component analysis (PCA)

In dem Scores Plot der PCA ist auf der X-Achse die 1. HK dargestellt, welche 24,13 % der
totalen Varianz beschreibt, wahrend die 2. HK auf der Y-Achse 10,94 % der totalen Varianz

von beschreibt.

Die Proben der nativen Knorpel (hellblaue Dreiecke) befinden sich im linken, oberen
Quadranten mit einer Spannweite von -49,801 bis -23,759 auf der X-Achse und
60,738 bis 12,799 auf der Y-Achse.

Die Explantproben (orange), sowohl mit (Vierecke), als auch ohne (Kreise) FCS Zusatz im
Kulturmedium, befinden sich im Bereich -32,565 bis -16,541 (X-Achse) und
0,142 bis -34,551 (Y-Achse).

Die Proben des Chondrozyten-Monolayers (grin), mit (Vierecke) und ohne (Kreise) FCS
als Zusatz im Kulturmedium, liegen im Bereich 32,028 bis 58,125 (X-Achse) und
13,594 bis -7,967 (Y-Achse).

Sowohl die Probengruppen der Monolayer, als auch jene der Explants stellen sich als

Cluster dar. Die Nativproben weisen mehr Streuung in ihren zwei HK auf (Abb. 1).

Dartber hinaus ist deutlich zu sehen, dass die Proben der Explants zwar hinsichtlich ihrer
HK né&her jenen des nativen Knorpels angenahert sind als die Monolayer Proben, jedoch

grenzen sie sich trotzdem als Gruppe von den beiden anderen Vergleichsgruppen ab.

Durch die Verarbeitung und Kultivierung der Chondrozyten fir die Monolayer-Kultur
entsteht in der HK 1 eine gréRere Varianz im Vergleich zum nativen Knorpel. In anderen
Worten, die Monolayer-Kultur fuhrt durch die Lésung der Zellen aus ihrem Verband und
die dafur notigen Bearbeitungsschritte zu einer Veranderung der Zelleigenschaften im
Vergleich zum nativen Gewebe. Ziel dieser Arbeit war es daher den Einfluss der Monolayer
Kultur auf die Genexpression von Chondrozyten im Vergleich zu nativem Knorpel zu
analysieren, um zu veranschaulichen, wie wichtig es ist diesen Einfluss bei der Planung

und Interpretation von Experimenten zu bertcksichtigen.
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PCA clusters from sample groups

Chondro

60 minusFCS
Chondro
plusrFCs
Explant

40 minusFCS
Explant
plusFCS
MativeTissue
20 non

10,94% variance

PC2:

— 2|:|

40
-40 -20 0 20 40 60

PC1: 24.13% variance

Abb 1: Principal component analysis (PCA) mit Clusterbildung in den Probengruppen.

Es sind die sechs Proben der jeweiligen Probengruppe graphisch in ihren zwei
Hauptkomponenten (HK) dargestellt. In Grin die Proben der 2D Kultur (isolierte
Chondrozyten), als Kreis in der Kultur ohne FCS, als Quadrat in der Kultur mit FCS. In
Orange sind die Proben der 3D (Explants) dargestellt, als Kreis in der Kultur ohne FCS,
als Quadrat in der Kultur mit FCS. Als blaue Dreiecke sind die nativen Knorpelproben
eingetragen. In den jeweiligen Probengruppen sind Clusterbildungen sowohl in der 2D
Kultur als auch in der 3D Kultur erkennbar. Die Varianz der HK-Werte sind hier bei der
Kultivierung mit und ohne FCS sehr ahnlich. Die HK der nativen Proben weisen eine
héhere Streuung zueinander auf. Die 2D-Kultur fuhrt durch die Losung der Zellen aus
ihrem Verband und die daflr nétigen Bearbeitungsschritte zu einer Veranderung der
Zelleigenschaften im Vergleich zum nativen Gewebe. Dieser Bearbeitungsschritt hat einen

gréReren Einfluss auf die Zellen als die Kultivierung per se.



62

3.2. Zusammenfassung der differentiellen Expressionsanalyse

In Zahlen ausgedrickt, stellen sich die differenziell exprimierten (DE) Gene zwischen den
Vergleichsgruppen Nativer Knorpel, Explant, Chondrozyten Monolayer Kultur mit (+) und
ohne (-) FCS) wie folgt dar (Tab. 8. und Abb. 2): Griin dargestellt sind die hochregulierten
Gene (logFC>2), im Vergleich die Regulationswerte der ersten Gruppe zur zweiten

Gruppe, in Rot die herunterregulierten Gene (logFC<2)
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Tab. 8 Anzahl der regulierten Gene je Vergleichsgruppe

Explant + FCS

Vergleichsgruppen Anzahl  hochregulierter | Anzahl runterregulierte
Gene Gene

Chondrozyten — FCS vs. 6 13

Chondrozyten + FCS

Explant — FCS vs. 423 521

Chondrozyten — FCS

Explant — FCS vs. 16 19

Chondrozyten + FCS

Explant — FCS vs. 19 16

Explant + FCS

Nativer Knorpel vs. 153 225

Chondrozyten — FCS

Nativer Knorpel vs. 162 272

Chondrozyten + FCS

Nativer Knorpel vs. 55 88

Explant — FCS

Nativer Knorpel vs. 74 122
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Differential expression summary
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Abb. 2 Zusammenfassung der differentiellen Expression

Es ist eine Zusammenfassung der differentiellen Expression der hoch- und
runterregulierten Gene der Vergleichsgruppen dargestellt. In Grin die Anzahl der
hochregulierten Gene, in Rot die herunterregulierten Gen. Auf der X-Achse sind die
Vergleichsgruppen aus Kombination der funf Probengruppen (Chondrozyten ohne FCS,
Chondrozyten mit FCS, Explants mit FCS, Explants ohne FCS, nativer Knorpel) als Balken
dargestellt. Die Anzahl der DE-Gene kdnnen auf der Y-Achse abgelesen werden.
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Knorpel vs -FCS Knorpel vs +FCS Knorpel vs -FCS Knorpel vs +FCS Knorpel vs -FCS Knorpel vs +FCS

A -FCS vs +FCS B -FCS vs +FCS C -FCS vs +#FCS

Abb. 3 Venn Diagramm A) aller differentiell exprimierten Gene, B) der gemeinsamen

differentiell hoch- bzw C) herunter-regulierten Gene.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit habe ich mich auf den Vergleich der Monolayer Kulturen
(Chondrozyten — FCS vs. Chondrozyten + FCS, Nativer Knorpel vs. Chondrozyten — FCS)
mit nativem Knorpel konzentriert. Von den im Vergleich ,Nativer Knorpel vs.
Chondrozyten — FCS* 1117 differenziell (302 Gene hoch-, 815 Gene herunter-) regulierten
Genen waren 863 mit den 1230 (338 Gene hoch-, 892 Gene herunter-) im Vergleich
.Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS" differenziell regulierten Genen Uberlappend —
davon sind 863 nur zwischen den Vergleichen nativen Knorpels mit den beiden Monolayer-
Kulturen und 6 zwischen allen 3 Vergleichen geteilt (Abb. 3 Fig.A). Mit den 19 differenziell
(6 Gene hoch-, 13 Gene herunter-reguliert) des Vergleichs ,Chondrozyten — FCS vs.
Chondrozyten + FCS*  teilten sich die Vergleiche ,Nativer Knorpel vs.
Chondrozyten — FCS* und ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS* 8 resp. differenziell
11  exprimierte Gene (Abb.3 Fig.A). Im Vergleich ,Nativer Knorpel vs.
Chondrozyten — FCS* waren entsprechend nur 246 differentiell exprimierte Gene fur
diesen Vergleich unique (Abb.3 Fig.A), fur den Vergleich ,Nativer Knorpel vs.
Chondrozyten + FCS* 356 und fur ,Chondrozyten — FCS vs. Chondrozyten + FCS* 6.
Von den 302 im Vergleich ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten — FCS* hochregulierten
Genen waren 249 mit dem Vergleich ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS* und 0 mit
,Chondrozyten — FCS vs. Chondrozyten + FCS* geteilt und 53 unique (Abb. 3 Fig.B). Von
den 338 im Vergleich ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS* hochregulierten Genen
waren 0 mit ,Chondrozyten — FCS vs. Chondrozyten + FCS* geteilt und 89 unique (Abb. 3
Fig.B). Von den 6 im Vergleich ,Chondrozyten — FCS VS.
Chondrozyten + FCS* hochregulierten Genen waren alle unique (Abb. 3 Fig.B).



66

Von den 815 im Vergleich ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten — FCS* herunterregulierten
Genen waren 615 mit dem Vergleich ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS* und 5 mit
»,Chondrozyten — FCS vs. Chondrozyten + FCS* geteilt und 195 unique (Abb. 3 Fig.C). Von
den 892 im Vergleich ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS* herunterregulierten
Genen waren 9 mit ,Chondrozyten — FCS vs. Chondrozyten + FCS* geteilt und 268 unique
(Abb.3 Fig.C). Von den 13 im \Vergleich ,Chondrozyten —FCS vs.
Chondrozyten + FCS* herunterregulierten Genen waren 4 unique (Abb. 3 Fig.C).

Der Unterschied zwischen nativem Knorpel und Monokultur war also deutlicher ausgepragt
(mehr differenziell exprimierte Gene) als der Unterschied zwischen Kultur mit und ohne
Zusatz von FCS.

In den folgenden Kapiteln wird auf die 20 Topregulierten Gene und jene die im Literaturteil,

als Seneszenz-assoziierte Gene beschrieben wurden, genauer eingegangen werden.

3.3. Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS

In diesem Kontrast wird die Genexpression von nativen Knorpelzellen zu Chondrozyten,
die mit FCS kultiviert wurden, verglichen (Abb 3.LogFC der relevanten Gene in der
Kondition Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS). Die exakten logFC-Werte und die

Gen-Nummern sind der Tabelle 9 zu enthehmen.

3.3.1. Top-up regulierte Gene

Die folgenden 20 Gene wurden im Vergleich Nativer Knorpel zu Chondrozyten kultiviert

mit FCS verstarkt exprimiert.

Das Gen C1QB codiert das Protein complement C1q B chain, welches die erste
Komponente des Serumkonplementsystems und Teil des angeborenen Immunsystems ist.
Im Vergleich wird es im nativen Knorpel 13,28-mal logFC starker exprimiert, als in den

kultivierten Chondrozyten.
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Lymphocyte activating 3 (LAG3) ist Teil des adaptiven Immunsystems, hemmt die
IL-2-Produktion und férdert die durch natirliche Killerzellen vermittelte Zytotoxizitat. Es ist

11,88-mal logFC starker im nativen Knorpel exprimiert.

Die Superoxide Dismutase 3 ist ein Schutzmechanismus des Extrazellularraums
vor toxischen Einflissen durch reaktive Sauerstoffintermediate. Diese entstehen bei der
Umwandlung von Superoxidradikalen in Wasserstoffperoxid und Sauerstoff. SOD3 wird im
nativen Knorpel 11,83-mal logFC starker exprimiert, als in den mit FCS Kkultivierten

Chondrozyten.

TRYOBP ist das Gen fir das Transmembran immune signaling adaptor- Protein.
dieses wird 11,49-mal logFC starker im nativen Knorpel exprimiert. Es ist Teil des
apoptotischen Signalwegs im Rahmen von zellularen Abwehrreaktionen und Teil des
angeborenen Immunsystems. TYROBP steigert die IL-1-8-Produktion, IL-6-Produktion
und die TNF-Biosynthese. Das Gen fiuhrt zur negativen Regulation von IL-10 und der
TGF-p1.

Das am flnft starksten exprimierte Gen (logFC 11,02) in diesem Vergleich ist ein
neues Gen mit dem Gennamen LOC100061154, dem membrane-spanning 4-domains
subfamily A member 6A. Fir das Humanegen wurde eine mdgliche Beteiligung als

Bestandteil eines multimeren Rezeptorkomplexes an der Signaltransduktion beschrieben.

Das Cartilage intermediate layer protein (CILP) ist verantwortlich flr die negative
Regulation des IGF-Rezeptor-Signalwegs. Des Weiteren spielt es wahrscheinlich eine
Rolle bei der Knorpelgerustbildung. CILP kann TGF- 1 interagieren und dessen Wirkung
hemmen. Wird es Uber-exprimiert, kann eine Chondrozytenwachstumshemmung und
beeintrachtigte Matrixreparatur die Folge sein. CILP wird 10,84-mal logFC starker im

nativen Knorpel exprimiert.

ACAP5 codiert flr acid phosphatese 5, tartrate resistant. Es ist an der
Dephosphorylierung von Osteopontin / Knochensialoprotein beteiligt. Im nativen Knorpel

wird es 10,83-mal logFC starker exprimiert, als in der Vergleichskultur.

Complement C1q C chain hat die gleichen Funktionen wie bereits oben erwahntes
C1QB. Es wird im Vergleich zu mit FCS kultivierten Chondrozyten 10,73-mal logFC starker

im nativen Knorpel gebildet.
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Amelotin (AMTN) ist ein Promotor der Kalziumphosphatmineralisierung und wird

10,64-mal logFC mehr im Nativen Knorpel exprimiert.

C-C motif chemokine (LOC100630171) wurde im nativen Knorpel 10,51-mal logFC
starker exprimiert. LogFC 10,48-mal starker wurde das C-C motif chemokine 14
(LOC100071548) ausgebildet. Beide fungieren als zellulare Antwort auf INF-y, IL-1 und
TNF. Neben der Beteiligung an Entzindungsreaktionen regulieren sie die
GTPase-Aktivitat und die ERK1- und ERK2-Kaskaden.

Das Molekul CD163 wird 10,34-mal logFC mehr im nativen Knorpel synthetisiert.

Es ist an der Aktivitat des Scavenger-Rezeptors beteiligt.

Die Bindung von Chondrozyten, Fibroblasten und Osteoblasten wird durch
Chondroadherin (CHAD) geférdert. Es gibt Hinweise darauf, dass CHAD eine wichtige
Rolle in der Wachstumsregulation von Chondrozyten spielt. Bei dem nativen Knorpel wird
dieses Gen 10,21-mal logFC mehr exprimiert, als in den mit FCS kultivierten

Chondrozyten.

Das phosphatidylethanolamine binding protein 4 (PEBP4) wurde 10,18-mal logFC
starker gebildet im nativen Knorpel. PEBP4 hemmt die Aktivierung des Raf-1/MEK/ERK-
Wegs und die JNK-Auslagerung und fordert so den Widerstand gegen TNF-induzierte
Apoptose.

Cathepsin C (CTSC) ist fur die positive Regulierung des apoptotischen Signalwegs

mitverantwortlich. Im Nativen Knorpel wurde es 9,98-mal logFC mehr exprimiert.

CYTLA1, das Cytokine like 1, ist an diversen Prozessen im Knorpel beteiligt, u.a. der
Knorpelhomdostase und der Chondrozytendifferenzierung. Im Vergleich zu in FCS

kultivierten Chondrozyten wurde es im nativen Knorpel 9,71-mal logFC mehr ausgebildet.

Mitwirkend an der GTP-Bindung ist der GTPase, IMAP family member 6 (GIMAPG).

Dieses wurde in seiner Expression 9,60-mal logFC mehr gefordert.

Far das immunoglobulin-like transcript 11 A (ILT11A), welches 9,51-mal logFC
mehr exprimiert wurde im nativen Knorpel, wurde im Human-bereich folgende Funktionen
gefunden. Es hemmt die Produktion von IL-12 und -13, fordert die Bildung von
IL-10, -18, -6, TNF und der MAPK-Kaskade. Des Weiteren ist es bei der Auslésung von

angeborenen Immunreaktionen und Entzindungsreaktionen beteiligt.
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Die hemoglobin subunit epsilon (LOC100068926) ist an zellularen Oxidations-,
Entgiftungs und Wasserstoffperoxid-Abbauprozessen beteiligt. Im nativen Knorpel wurde

es 9,49-mal logFC starker exprimiert.

STRAG6, signaling receptor and transporter of retinol STRA6, wirkt als
Retinol-Transporter durch die Zellmembran. Dieses kam im nativen Knorpel 9,47-mal

logFC mehr vor, als in den mit FCS kultivierten Chondrozyten.

3.3.2. Top-down regulierte Gene

Die nachfolgenden Gene sind in der Kondition Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS in

ihrer Expression am deutlichsten vermindert.

Am deutlichsten wurde Angiopiotin 1 (ANGPT1), mit einem logFC-Wert von -10,91
herunterreguliert. Dieses ist an der Regulierung der Angiogenese, der der TNF-Produktion
und der |-kB-Kinase/NF-kB-Signalkaskade beteiligt. AuRerdem hemmt es die an der

Immunantwort beteiligte Zytokinproduktion.

Non-SMC condensin | complex subunit G (NCAPG) ist der Zellteilung der der
mitotischen Chromosomenkondensation beteiligt. Im nativen Knorpel wurde es -10,87-mal

logFC schwacher exprimiert.

Die Cyclin dependent kinase 1 wird Uber das Gen CDK1 im Nativen Knorpel -
10,43-mal logF C weniger gebildet. CDK1 spielt im Zellzyklus eine wichtige Rolle. Es fordert
den G2-M-Ubergang und den G1-S-Ubergang. In manchen Zellen wird CDK1 flr den
Eintritt in die S-Phase und damit die Mitose bendtigt.

An der Chromosomensegregation beteiligt ist das Centromere protein 1 (CENP1).

Es wurde im nativen Knorpel -10,12-mal logFC schwacher gebildet.

Haptoglobin (LOC100067869) kann mit Hdmoglobin Komplexe bilden, welche tber
den bereits erwahnten CDK163-Scavenger-Rezeptor abgebaut werden. Es wirkt als
Antioxidans, ist antibakteriell wirksam und ist in diversen Stellen der Akutphasereaktion
beteiligt. Mit einem logFC-Wert von -9,91 wird es deutlich schwacher exprimiert im nativen

Knorpel, als in der Vergleichsgruppe.
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Als zellulare Antwort auf IL-1, auf mechanischen Stimulus, auf TGF-g und auf TNF
wirkt ankyrin repeat domain 1 (ANKRD1). Im nativen Knorpel wurde es -9,79-mal logFC
schwacher ausgebildetet. Es foérdert aullerdem apoptotische Prozesse und die
DDR-Signaltransduktion via p53.

Das Gen CSTA codiert fur Cystatin A, ein intrazellularer Thiol-Proteinase-Inhibitor.
Dieses wird im nativen Knorpel -9,77-mal logFC weniger stark exprimiert als in der
Vergleichsgruppe.

Der Chromativ licensing and DNA replication factor 1 (CDT1) ist wichtig flr den
Ubergang von G1-S im mitotischen Zellzyklus und ist ein DNS-Replikations-Checkpoint.
Mit einem logFC-Wert von -9,75 wurde es deutlich schwacher im nativen Knorpel
exprimiert.

Ebenfalls an der Regulation und Koordination von mitotischen Prozessen ist das
Gen ASPM (assembly factor for spindle micrutubules) beteiligt. Es wurde im nativen
Knorpel -9,75-mal logFC weniger exprimiert.

Das epithelial cell transformin 2-Protein wird durch das Gen ECT2 codiert und -
9,66-mal logFC schwacher im nativen Knorpel gebildet. ECT2 wirkt an der positiven
Regulierung von apoptotischen Prozessen, der GTPase-Aktivitat und der
I-kB-Kinase/NF-kB-Signalisierung mit. AulRerdem ist es an dem Transportmechanismen
von Proteinen in den Zellkern beteiligt.

KIF11 bildet das kinesin family member 11 aus. Es ist ein Motorprotein, welches fiir
die Etablierung einer bipolaren Spindel wahrend der Mitose bendtigt wird. Mit einem
logFC-Wert von -9,65 wird es im nativen Knorpel sehr deutlich schwacher exprimiert.

Als negativer Regulator der Kollagenmatrixablagerung ist das Gen CTHRCA1
wirksam. Das codierte Protein ist collagen triple helix repeat containing 1. Des Weiteren ist
CTHRC1 an der Férderung der Osteoblastendifferenzierung und -proliferation und bei des
Whnt-Signalweg beteiligt. Der logFC-Wert betragt -9,63.

Die Zelladhasion wird unter anderem durch das Gen MPDZ vermittelt. Multirple
PDZ domain crumbs cell polarity complex component hat einen logFC-Wert von -9,60 im
nativen Knorpel.

Méglicherweise eine Rolle bei Transportvorgdngen zwischen Golgi und
endoplasmatischem Retikulum in der Zelle hat ERGIC and golgi 2. Im nativen Knorpel wird

es -9,60-mal logFC schwacher exprimiert, als in den mit FCS kultivierten Chondrozyten.
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Mit einem logFC-Wert von -9,58 wird das Gen PI3 im nativen Knorpel deutlich weniger
stark gebildet. Peptidase inhibitor 3 hat ein Peptidase-Inhibitor, ist Teil der angeborenen
Immunantwort und der antibakteriellen humoralen Antwort.

CCNB1 codiert fir das Protein cyclin B1, welches im mitotischen Zellzyklus am
Ubergang der Phase G2 in Phase M beteiligt ist. Im nativen Knorpel wird es -9,50-mal
logFC weniger stark ausgebildet, als in der Vergleichsgruppe.

Das uber das Gen CXCL6 ausgebildete Protein C-X-C motif chemokine ligand 6 ist
neben der Chemotaxis von Neutrophilen und Leukozyten auch Chemokin-vermittleten
Signalwegen und Entzindungsreaktionen beteiligt. Im Vergleich zu in FCS kultivierten
Chondrozyten wird dieses Gen im nativen Knorpel -9,44-mal logFC weniger stark
exprimiert.

NUSAP1 wird -9,40-mal logFC schwacher im Nativen Knorpel gebildet. Das
codierte Protein, nucleolar and spindle associated protein 1, ist an der mitotischen
Zytokinese beteiligt.

Trophinin associated protein (TROAP) ist an der Zelladhasion. Es wurde im nativen
Knorpel -9,31-mal logFC weniger stark ausgebildet.

Hemmend wirkt das aus dem Gen FRMD7 gebildete Protein FERM domain
containing 7 auf die Proteinbildung. Im Vergleich nativer Knorpel zu Chondrozyten mit FCS

im Kulturmedium wurde es -9,30-mal logFC schwacher exprimiert.

3.3.3. Knorpel- und Seneszenz-assoziierte Gene

Von den Seneszenzmarker-Genen (Tab.7) wurde in dieser Vergleichsgruppe folgende
aullerhalb der Top 20 regulierten Gene gefunden:

Aggrecan ist Hauptbestandteil in der ECM, Dbeteiligt an der
Chondrozytenentwicklung und der Kollagenfibrillen-Organisation und wurde mit 6,28-mal
logFC starker im nativen Knorpel als in der Zellkultur exprimiert.

Das Gen SIN3A codiert fir das Protein SIN3 transcription regulator family member
A. Neben der Aktivierung des angeborenen Immunsystems ist dieses auch fir die
Hemmung der Apoptose mitverantwortlich. Des Weiteren fordert es denn Zellibergang der
G2/M-Phase in der Mitose und die Trankription durch die RNS-Polymerase Il. Es wurde
1,71-mal logFC starker im nativen Knorpel, als in der Chondrozytenkultivierung mit FCS

exprimiert.
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SOX9, codierend flr das Protein SRY-box transcription factor 9, wurde 3,45-mal
logFC mehr im nativen Knorpel gebildet. Die Funktionsweise kann, je nach umgebendem
Milieu, sehr unterschiedlich sein. Es kann den Wnt-Signalweg, die
Chondrozytendifferenzierung, Teile des Immunsystems und die Apoptose hemmen.
Daruber hinaus kann es den Aufbau und die Organisation der ECM, die
Chondrozytendifferenzierung und -proliferation férdern. Auflerdem wirkt es am
Notch-Signalweg und den ERK1- und ERK2-Kaskaden mit.

SOX9 kann ebenso als Reaktion der Zelle auf mechanischen Stimulus, TGF-S oder IL-1
gebildet werden.

BMP&6 ist an Entziindungs- und Immunreaktion beteiligt. Im nativen Knorpel wurde
es 2,54-mal logFC haufiger exprimiert als in der FCS-haltigen Zellkultur. Es ist sowohl in
osteoarthrotischem als auch gesundem Knorpel exprimiert.

Bone morphogenetic protein 2 (BMP2) wurde -2,04-mal logFC seltener im nativen
Knorpel exprimiert. Es kann sowohl die Expression von Col2, ACAN und SOX®9, als auch
von Col10, einem Hypertrophymarker, erhdhen.

TIMP1 ist ein metallopeptidase inhibitor 1 und kann die Wirkung von MMPs und
ADAMs hemmen. Es kann aber auch als Zelldifferenzierung und -apoptose regulierender
Wachstumsfaktor wirken. Im nativen Knorpel wurde es -2,2217317-mal logFC schwacher
synthetisiert, als in der Kultivierung mit FCS.

Das retinol binding protein 1 (RBP1) wurde mit einem logFC-Wert von -6,23
deutlich schwéacher im nativen Knorpel, als in der Vergleichsgruppe exprimiert. Die
Depletion des RBP1 flhrt zur Zellseneszenz und der Erhéhung der Expression von p21
und p16.

Die Matrixmetallopeptidase 1 (MMP1) spaltet Kollagene Typ |, II, lll, VIl und X. Im
nativen Knorpel wurde dieses -7,5153748-mal logFC weniger stark exprimiert als in der
Chondrozytenkultur mit FCS im Medium.

MMP13, Matrixmetallopeptidase 13, ist matrixdegenerativ wirksam, in dem es
Fibronektin, Kollagene I, II, Ill, IV, X und XIV und Aggrekan abbaut. Dariber hinaus ist es
fur die embryonale Knochenentwicklung und Verknécherung notwendig. Es wurde -

8,93-mal logFC seltener im nativen Knorpel synthetisiert.
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Abb. 4 LogFC der relevanten Gene in der Kondition Nativer

Knorpel vs. Chondrozyten + FCS

Zur Veranschaulichung der LogFC-Werte der relevanten Gene der Kondition Nativer
Knorpel vs. Chondrozyten + FCS sind diese Werte der 20 top-up (rot), der 20 top-down

(grin) und der sieben seneszenz-relevanten Gene (blau) auf der Y-Achse eingetragen.

Tab. 9 Liste der 20 Top-up, der 20 Top-down regulierten und der differenziell exprimierten
Seneszenz-assoziierten Gene des Vergleichs ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS*
inkl. Genname, logFC-Wert und, falls zutreffend, Funktionsgruppe (pro-inflammatorisch,
anti-inflammatorisch, pro-

apoptotisch, anti-apoptotisch, chondroprotektiv,

chondrodegenerativ, pro-proliferativ, Entziindungsmediator) und Seneszenz- Assoziation

Gen-Name logFC Funktionsgruppe Seneszenz (J/N)
S C1QB 13,2821788 |Entziindungsmediator N
|_8- LAG3 11,8847394 |Entzindungsmediator N

SOD3 11,8319595 |Chondroprotektiv N
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TYROBP 11,4905795 |Entziindungsmediator, N
pro-apoptotisch,
pro-inflammatorisch

LOC100061154 | 11,0196322 N

CILP 10,837618 Chondrodegenerativ J

ACP5 10,8323499 N

c1QcC 10,7327087 |Entzindungsmediator N

AMTN 10,6397108 |Chondroprotektiv N

LOC100630171 | 10,5140627 |Entziindungsmediator N

LOC100071548 | 10,4843191 |Entzindungsmediator N

CD163 10,33756 Pro-inflammatorisch N

CHAD 10,2061496 |Chondroprotektiv N

PEBP4 10,1809003 |Anti-apoptotisch N

CTSC 9,9849745 Pro-apoptotisch N

CYTL1 9,7077273 Chondroprotektiv N

GIMAP6 9,6049384 N

ILT11A 9,5141365 Entziindungsmediator N

LOC100068926 | 9,4997688 N

STRAG6 9,4690247 N

ANGPT1 -10,9066819 |Anti-inflammatorisch, N
Entzindungsmediator

NCAPG -10,8733458 |Pro-proliferativ N

CDK1 -10,4347058 |Pro-proliferativ N

CENPI -10,1232586 |Pro-proliferativ N

< LOC100067869 | -9,909201 N
-8 ANKRD1 -9,7972225  |Entziindungsmediator, N
§ pro-apoptotisch

CSTA -9,7796074 N

CDT1 -9,7489111  |Pro-proliferativ N

ASPM -9,7485976  |Pro-proliferativ N

ECT2 -9,6557773  |Pro-apoptotisch N

KIF11 -9,6496472  |Pro-proliferativ N
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CTHRCA -9,6323574  |Chondroprotektiv N
MPDZ -9,6033739 N
ERGIC2 -9,5978675 N
PI3 -9,6797682  [Entzindungsmediator N
CCNB1 -9,4981809  |Pro-proliferativ N
CXCL6 -9,4399639 [Pro-inflammatorisch, N
Entziindungsmediator
NUSAP1 -9,3935334  |Pro-proliferativ N
TROAP -9,3093826 N
FRMD?7 -9,2918053 N
L ACAN 6,2802435 Chondroprotektiv N
S SOX9 3,494773  [Chondroprotektiv, N
g Pro-proliferativ
% _ SIN3A 1,7124319 Entzindungsmediator J
‘Q 2 TIMP1 -2,2217317  |Chondroprotektiv J
‘?: RBP1 -6,2292018  |Chondroprotektiv J
g. MMP1 -7,5153748 |Chondrodegenerativ J
é MMP13 -8,9262719  |Chondrodegenerativ J

3.4. Nativer Knorpel vs. Chondrozyten — FCS

In dieser Kondition wurde die Genexpression von nativen Knorpelproben im Vergleich zu
Chondrozyten ohne FCS im Kulturmedium ausgewertet (Abb.4. LogFC der relevanten
Gene in der Kondition Nativer Knorpel vs. Chondrozyten — FCS). Die exakten logFC-Werte

und die Gen-Nummern sind der Tabelle 10 zu entnehmen.

3.4.1. Top-up regulierte Gene

Das Gen C1QB (complement C1q B chain) wurde logFC 13,52-mal starker
exprimiert im nativen Knorpel. Es stellt die erste Komponente des

Serumkomplementsystems und Teil des angeborenen Immunsystems dar.

MHC class Il DR a chain ist an der Ausbildung von

MHC-Klasse-II-Proteinkomplexen und der adaptiven Immunantwort beteiligt. Im nativen
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Knorpel wurde es logFC 12,20-mal verstarkt exprimiert.

Im Vergleich wurde das Protein membrane-spanning 4-domains subfamily A
member 6A (LOC100061154) logFC 11,15-mal starker im nativen Knorpel ausgebildet. Es

stellt einen integralen Bestandteil der Membran dar.

Der ankyrin repeat domain 37 (ANKRD37) wurde logFC 11,03-mal mehr im nativen
Knorpel exprimiert. Es hemmt die IL-12 und -13-Bildung, foérdert die IL-10, -18, -6 und
TNF-Produktion. AuRerdem ist von Bedeutung bei der angeborenen Immunantwort und
der Férderung der MAPK-Kaskade.

AMTN (Amelotin) wurde logFC 11,03-mal starker im nativen Knorpel als in den

Chondorzyten exprimiert und ist ein Promotor der Kalziumphosphatmineralisierung.

Die gleiche Funktion wie C1QB hat das verwandte Gen C1QC (complement C1q C

chain). Dieses wurde logFC 11,02-mal schwacher ausgebildet.

Das Cartilage intermediate layer protein (CILP) ist verantwortlich fiir die Hemmung
des IGF-Rezeptor-Signalwegs. CILP wird logFC 10,70-mal starker im nativen Knorpel

exprimiert.

Fir die Regulation der Produktion von VEGF, TGF und Wnt-Signalwegs
mitverantwortlich ist das NDRG family member 2-Protein (NDRG2). Aulzerdem hemmt es
die ERK1- und ERK2-Kaskade und die Zytokinproduktion. NDRG2 wird im nativen Knorpel
logFC 10,70-mal weniger synthetisiert.

Das Gen MARCO codiert fir das Protein macrophage receptor with collagenous
structure, welches an der apoptotischen Zellbeseitigung beteiligt ist. Es entsteht

logFC 10,46-mal 6fters im nativen Knorpel.

An der Rezeptor-vermittelten-Endozytose und der Phagozytose mitbeteiligt ist das
Gen MSR1, welches fiur den macrophage scavenger receptor 1 codiert. Im nativen Knorpel

wurde es logFC 10,46-mal starker exprimiert.

Das Molekil CD163 wird logFC 10,41-mal mehr im nativen Knorpel geférdert. Es

ist an der Aktivitdt des Scavenger-Rezeptors beteiligt.

Als zellulare Antwort auf INF-y, TNF und IL-1 ist das C-C motif chemokine
(LOC100630171) vorhanden. Des Weiteren ist es an Entziindungsreaktionen, der
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Forderung der ERK1- und ERK2-Kaskade und der GTPase-Aktivitat beteiligt. Im nativen
Knorpel wurde das Gen im Vergleich zu den kultivierten Chondrozyten logFC 10,32-mal

starker exprimiert.

Eine Rolle in der Regulierung des Wachstums und der Proliferation von Chondrozyten
spielt méglicherweise Chondroadherin (CHAD). Es férdert die Bindung von Osteoblasten,
Fibroblasten und Chondrozyten. Es wurde logFC 10,13-mal mehr im nativen Knorpel

gebildet.

Das Gen ILT11A wurde im nativen Knorpel logFC 10,05-mal vermehrt exprimiert. Es

wurde keine Funktion in der Onlinesuche gefunden.

Das SOD3-Gen ist ein Schutzmechanismus des Extrazellularraums vor toxischen
Einflissen durch reaktive Sauerstoffteile. Es wird logFC 10,04-mal starker exprimiert im

nativen Knorpel, als in den ohne FCS kultivierten Chondrozyten.

An der Knorpel-Homoostase und der Chondrozytendifferenzierung beteiligt ist das
Protein cytokine like 1 (CYTL1), welches im nativen Knorpel logFC 10,04-mal mehr
gebildet wird.

CLEC12A codiert fur das Protein C-type lectin domain family 12 member A. Im
nativen Knorpel wurde es logFC 10,04-mal gebildet als in den kultivierten Chondrozyten.
Es stellt einen inhibitorischen Signalweg fur naturliche Killerzellen dar und hemmt die

Aktivitat von Signalrezeptoren.

GIMAPG6 (GTPase, IMAP family member 6) wurde im logFC 9,86-starker exprimiert.

Es ist fur die GTPase-Bindung mitverantwortlich.

Fir das Gen mit der Nummer ENSECAG00000024882 (logFC 9,77) wurde wahrend der

Onlinesuche weder ein Genname noch eine Funktion gefunden.

Das Protein lymphocyte activating 3 wird von dem Gen LAG3 codiert. Im nativen
Knorpel wurde es logFC 9,76-mal starker ausgebildet, als in den ohne FCS kultivierten
Chondrozyten. LAG3 ist Teil der adaptiven Immunantwort, senkt die IL-2-Produktion und

fordert die Zytotoxizitat, welche durch natlrliche Killerzellen vermittelt wird.
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3.4.2. Top-down regulierte Gene

Das non-SMC condensin| complex subunit G Protein wurde in dieser
Vergelichsgruppe am starksten herrunterreguliert. Es wurde logFC -10,50-mal schwacher
im nativen Knorpel, als in den kultivierten Chondrozyten ohne FCS-Zusatz im

Kulturmedium ausgebildet. NCAPG ist bei der Zellteilung von Bedeutung.

CDK1 codiert fur die cyclin dependent kinase 1 und wurde im nativen Knorpel
logFC -10,12-mal schwacher exprimiert. Diese Kinase ist fir den Beginn der Mitose
zustandig. Sie fordert den Ubergang von der Phase G2 in die M-Phase und den

G1-S-Ubergang des Zellzyklus.

Fir das Gen TROAP, welches logFC -10,07 schwacher ausgebildet wurde im

nativen Knorpel, wurde keine Funktion gefunden.

Das Protein solute carrier family 1 member 2 (SLC1A2) ist ein Anionen-
Transmembran-Transporter flir L-Glutamat im symport mit Natrium. Die Expression war im

nativen Knorpel logFC -10,05-mal weniger.

Das C-X-C motif chemokine ligand 6 (CXCL6) wirkt in der Leukozyten- und
Neutrophilen-Chemotaxis, Entzindungsreaktionen und humoraler antimikrobieller
Immunantwort mit. Die Expression war im nativen Knorpel logFC -9,96-mal schwacher als

in der Vergleichsgruppe.

Ein integraler Bestandteil der Membran und in Transportvesikel-Membranen ist das
Protein carbonic anhydrase 4 (CA4). Im nativen Knorpel wurde es logFC -9,99-mal

schwacher exprimiert.

Fir die DNS-Replikation und fiir die Mitose notwendig ist das Gen CDT1, codierend
fur das chromatin licensing and DNA replication factor 1- Protein. AuRerdem hilft es bei der
Regulation am G1/ S-Ubergang des Zellzyklus mit. Die Exprimierung im nativen Knorpel

war logFC -9,99-mal tiefer.

Das Centromere Protein |, gebildet von dem CENPI-Gen, wurde im nativen Knorpel
logFC -9,66-mal niedriger exprimiert. Es ist an dem mitotischen Zellzyklus und der

Chromosomensegregation mit wirksam.

KIF11 ist ein Motorprotein, welches in mitotischen Zellen flr die Spindelbildung und

in nicht-mitotischen Zellen flir den Transport von sekretorischen Proteinen aus dem
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Golgikomplex zur Zelloberflache bendétigt wird. Es wurde logFC -9,51-mal niedriger

ausgebildet im nativen Knorpel.

Im Vergleich zu den kultivierten Chondrozyten wurde im nativen Knorpel das Gen
ECT2 logFC -9,50-mal schwacher exprimiert. Das epithelial cell transforming 2 Protein ist
an apoptotischen Prozessen, der GTPase-Aktivitdt, dem Proteintransport und der
I-kB-Kinase/NF-kB positiv beteiligt.

LogFC -9,41-mal tiefer wurde das Gen RRM2 im nativen Knorpel exprimiert. Das
Protein ribonucleotide reductase regulatory subunit M2 ist an der Desoxyribonukleotid-

Biosyntheseprozess und der Oxidoreduktase-Aktivitat beteiligt.

Fur die Zelladhasion mit verantwortlich ist das Protein multiple PDZ domain crumbs
cell polarity complex component, welches logFC -9,40-mal schwacher im nativen Knorpel

ausgebildet wurde.

Die Matrix Metallopeptidase 13 (MMP13) wurde im nativen Knorpel
logFC -9,35-mal tiefer exprimiert als in der Vergleichsgruppe. MMP13 hat
Metalloendopeptidase- und Metallopeptidase-Aktivitat.

Die Aurora kinase B (AURKB) wurde im nativen Knorpel logFC -9,34-mal
schwacher ausgebildet. AURKB ist an der Histon H3-S28 Phosphorylierung, der negativen
Regulation der Proteinbildung und von apoptotische Prozessen der B-Zellen beteiligt.
Aulerdem fordert es die Regulierung der Telomerase-Aktivitat und der Telomererhaltung

durch die Telomerase.

Im mitotische Zellzyklus mitbeteiligt ist CCNB1 (cyclin B1). Es greift positiv am
G2-M-Ubergang ein. Im nativen Knorpel wurde es im Vergleich zu den kultivierten

Chondrozyten logFC -9,30-mal tiefer exprimiert.

Aufgrund der Etablierung der mitotischen Spindellokalisation ist NUSAP1, das
nucleolar and spindle associated protein1, ebenfalls an der mitotischen Zellteilung beteiligt.

Es wurde logFC -9,22-mal schwacher ausgebildet.

LogFC -9,22-mal tiefer gebildet wurde ERGIC2. Es spielt eine mogliche Rolle bei

Transportvorgangen zwischen endoplasmatischen Reticulum und dem Golgi.
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RFC4 codiert fur das Protein replication factor C subunit 4. Dieses DNS-Reparatur,
der DNS-Polymerase-Aktivitat und der DNS-Replikation beteiligt. Im nativen Knorpel

wurde es logFC -9,19-mal seltener exprimiert.

Das Lipopolysaccharide binding protein ist ein Akut-Phase-Protein, wird als
Abwehrmechanismus gegen grampositive und gramnegative Bakterien gebildet und Teil
des angeborenen Immunsystems. Des Weiteren spielt es eine Rolle in der
Makrophagenaktivierung und der Leukozyten- und Neutrophilen-Chemotaxis. Es hemmt
die TNF-Produktion und férdert die IL-6 und IL-8-Produktion. LBP wurde im nativen

Knorpel logFC -9,12-mal seltener exprimiert.

Die phosphoserine aminotransferase 1 (PSAT1) wurde logFC -9,11-mal seltener
gebildet. PSAT1 hat katalytische Aktivitdt und katalysiert die Umwandlung von 3-
Phosphohydroxypyruvat zu Phosphoserin und von 3-Hydroxy-2-oxo-4-

phosphonooxybutanoat zu Phosphohydroxythreonin.

3.4.3. Knorpel-, und Seneszenz-assoziierte Gene

MRC1 codiert fir mannose receptor C-type 1 Protein, welches im nativen Knorpel
9,34-mal logFC mehr exprimiert wurde, als in der Vergleichsgruppe. Es wird u.a. als
Reaktion auf INF-y und IL-4 gebildet.

Je nach umgebendem Milieu hat SOX9 verschiedene Funktionen. Es ist an der
ERK1- und ERK2-Kaskade, der Organisation der ECM und des Chondrozytenwachstums
beteiligt. Es kann eine hemmende Wirkung auf den WNT-Signalweg, die Apoptose, die
Chondrozytendifferenzierung und die Knochenmineralisierung haben. Au3erdem wird es
als Zellantwort auf TGF-g, IL-1 und mechanische Stimuli vermehrt exprimiert.
Dementgegen kann SOX9 die Transkription durch RNS-Polymerase ll, die
Chondrozytenproliferation und -differenzierung férdern. In diesem Vergleich wurde es

2,61-mal logFC intensiver im nativen Knorpel exprimiert.

HMGB1 codiert flr ein redoxsensitives Protein, welches fliir die DNS-Reparatur
essenzial ist. AuRerdem ist es sehr stark an der Koordination und Auspragung des
adaptiven und des angeborenen Immunsystems beteiligt, indem es die immunologische
Toleranz férdert und als DAMP-Molekil im Gewebe die Immunreaktion verstarkt. Es

vermittelt die Freisetzung diverser, u.a. entztundlicher und immunologischer, Chemokine
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und Zytokine, wie bspw. TNF, INF-y, IL-1, IL-6, IL-8 und CXCL10. Des Weiteren wird die
ERK1- und ERK2-Kaskade und die NIK/NF-kB-Signalisierung geférdert. Im nativen
Knorpel wurde es, im Vergleich zur Kultivierung der Chondrozyten mit FCS , -1,04-mal

logFC schwacher exprimiert.

Die Matrixmetallopeptidase 1 wurde im nativen Knorpel -7,71-mal logFC seltener
gebildet, als in der Vergleichsgruppe. Es spaltet Kollagene Typ |, II, lll, VIl und X.

Mit einem logFC-Wert von -8,78 wurde das Gen PI3, codierend fiir peptidase
inhibitor 3, deutlich schwacher im nativen Knorpel exprimiert. Es hemmt die
Peptidase-Aktivitat und ist an der Modulierung der Immunantwort beteiligt.

MMP13 wurde im nativen Knorpel -9,35-mal logFC tiefer synthetisiert, als in der
Chondrozytenkultur inkl. FCS im Kulturmedium. Dieses spaltet, ahnlich wie MMP1,
Kollagen Typ I, I, Ill und X, aber auch Kollagen Typ IV und XIV. DarUber hinaus ist es
bedeutend fir den Abbau von ECM-Komponenten, wie Fibronektin, Aggrekan oder
Tenascin C (TNC).
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Zur Veranschaulichung der LogFC-Werte der relevanten Gene der Kondition Nativer
Knorpel vs. Chondrozyten + FCS sind diese Werte der 20 top-up (rot), der 20 top-down

(grin) und der sechs seneszenz-relevanten Gene (blau) auf der Y-Achse eingetragen.

Tab. 10 Liste der 20 Top-up, der 20 Top-down regulierten und der differenziell exprimierten
Seneszenz-assoziierten Gene des Vergleichs ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten — FCS*
inkl. Genname, logFC-Wert und, falls zutreffend, Funktionsgruppe (pro-inflammatorisch,
anti-inflammatorisch, pro-

apoptotisch, anti-apoptotisch, chondroprotektiv,

chondrodegenerativ, pro-proliferativ, Entzindungsmediator) und Seneszenz- Assoziation

Gen-Name logfFC Funktionsgruppe Seneszenz (J/N)
C1QB 13,5238392 Entzindungsmediator N
DRA 12,1896897 Entziindungsmediator
LOC100061154 11,1522598 N
ANKRD37 11,034714 Entzindungsmediator N
AMTN 11,0297233 N
c1QC 11,0221817 Entziindungsmediator N
CILP 10,6956231 Chondrodegenerativ J
NDRG2 10,6937562 Pro-proliferativ N

o MARCO 10,4644004 Pro-apoptotisch N

3 MSR1 10,4242511 N

= CD163 10,4120423 Pro-inflammatorisch N
LOC100630171 10,3161344 N
CHAD 10,1252556 Chondroprotektiv N
ILT11A 10,0455896 Entzindungsmediator N
SOD3 10,0448353 Chondroprotektiv N
CYTL1 10,0413396 Chondroprotektiv N
CLEC12A 10,0374153 N
GIMAP6 9,8552027 N
ENSECAGO00000 | 9,767998 N
024882
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LAG3 9,7594807 Entziindungsmediator N
NCAPG -10,5044397 Pro-proliferativ N
CDK1 -10,1710384 Pro-proliferativ N
TROAP -10,0694418 N
SLC1A2 -10,04663 N
CXCL6 -9,9628154 Pro-inflammatorisch N
CA4 -9,8972132 N
CDT1 -9,8971749 Pro-proliferativ N
CENPI -9,6574771 Pro-proliferativ N
KIF11 -9,512191 Pro-proliferativ N
% ECT2 -9,4981827 Pro-inflammatorisch N
& [RRM2 -9,4143069 N
= MPDZ -9,4037954 N
MMP13 -9,3522601 Chondrodegenerativ J
AURKB -9,3387276 Anti-apoptotisch N
CCNB1 -9,2749448 Pro-proliferativ N
NUSAP1 -9,2236499 Pro-proliferativ N
ERGIC2 -9,2208485 N
RFC4 -9,187444 Anti-apoptotisch N
LBP -9,1203723 Pro-inflammatorisch N
PSAT1 -9,1142902 N
o MRCA1 9,3407865 J
§ ACAN 6,2252878 Chondroprotektiv N
é _ SOX9 2,6071524 Chondroprotektiv, N
2 % Pro-proliferativ
5 €| HMGB1 -1,0403239 Entziindungsmediator
?'_i MMP1 -7,712026 Chondrodegenerativ
é PI3 -8,7811026 Entzindungsmediator J
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3.5. Chondrozyten + FCS vs. Chondrozyten — FCS

In der folgenden Kondition wurde die Genexpression von der Kultivierung Chondrozyten
ohne FCS zu Chondrozyten mit FCS verglichen. (Abb.5. LogFC der relevanten Gene in
der Kondition Chondrozyten + FCS vs. Chondrozyten — FCS). Die exakten logFC-Werte

und die Gen-Nummern sind der Tabelle 11 zu entnehmen.

3.5.1. Top-up regulierte Gene

Vanin 1 (VNN1) wurde von den Genen mit einem logFC von 2,91 am starksten
hochreguliert in der Kultivierung ohne FCS im Vergleich zu der Kultivierung mit FCS. VNN1
ist Hydrolase-aktiv, die auf Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen wirkt. Des Weiteren ist es an

Stoffwechselprozess von Stickstoffverbindungen beteiligt.

Mit einem logFC-Wert von 2,59 wurde COL11A2 bei der Kultivierung ohne
FCS-Zusatz starker exprimiert. Collagen type Xl a2 chain ist ein Strukturbestandteil der

ECM und begunstigt die Chondrozyten-Differenzierung und Kollagenfibrillen-Organisation.

SCD codiert flr stearoyl-CoA  desaturase, einem einfach-ungesattigten
Fettsdure-Biosyntheseprozessor. Es wird als Reaktion auf Fettsauren synthetisiert. Ohne
FCS wurde SCD 2,58-mal logFC verstarkt gebildet.

Glutaminyl-peptide cyclotransferase (QPCT) kann mittels seiner
Transferase-Aktivitat Acylgruppen Ubertragen. QPCT wurde ohne FCS 2,50-mal logFC

mehr exprimiert.

2,45-mal logFC haufiger wurde SLCG6A9 exprimiert. Der solute carrier family 6
member 9 ist ein Aminosaure:Natrium-Symporter und kann Glycin durch die Membran

transportieren.

Der Nerve growth factor wird von dem Gen NGF codiert. Er reguliert die neuronalen
apoptotischen Prozesse negativ und kann als Transmembran-Rezeptor fiur die

Protein-Tyrosin-Kinase wirken. NGF wird 2,32-mal logFC haufiger gebildet.

An der Organisation der ECM beteiligt ist MIA SH3 domain containing (MIA). Dieses

wurde ohne FCS 1,87-mal logFC 6fter von den Chondrozyten exprimiert.
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Das Gen GCH1 wurde 1,83-mal logFC haufiger produziert. Die GTP
cyclohydrolase 1 kann an der Dopaminsynthese beteiligt sein. AuRerdem kann es die

Schmerzempfindlichkeit und die -persistenz beeinflussen.

Far das Gen mit der Nummer ENSECAG00000027666 wurden keine Angaben

gefunden. Dieses wurde 1,8-mal logFC mehr in der Kultivierung ohne FCS gebildet.

Fibronectin 1 (FN1) wurde ohne FCS im Kulturmedium 1,79-mal logFC starker von
den Chondrozyten synthetisiert. FN1 wirkt an der Bindung von Chaperonen und
Proteoglykanen mit. Neben der Akut-Phase-Reaktion regt es auch die Wundheilung und

die Genexpression an. Die Sekretion von TGF- wird auerdem gehemmt.

An der Chondrozytendifferenzierung mitwirksam ist der solute carrier family 39
member 14 (SLC39A14). Des Weiteren kommt es unterstitzend bei der Regulation des
G-Protein gekoppelten Rezeptor-Signalweges vor. SLC39A14 wurde ohne FCS 1,78-mal
logFC mehr produziert.

OCIAD2 codiert fur das Protein OCIA domain containing 2 und wird als Reaktion
auf Bakterien vermehrt von den Zellen synthetisiert. In der Kondition kam es in der ersten
Gruppe 1,69-mal logFC haufiger vor.

Ebenso wird das chromosome 1 C150rf48 homolog- Protein (C1H150rf48) bei
Kontakt zu Bakterien in der Expression verstarkt. In der Kultivierung ohne FCS kam
es 1,63-mal logFC haufiger vor als in der Kultivierung mit FCS.

Das Protein DENN domain containing 2D (DENND2D) wurde 1,60-mal logFC
héher exprimiert nach der Kultivierung ohne FCS.

Das Gen MIR8995 wurde 1,53-mal logFC intensiver ohne FCS produziert. Es ist
fur die neutrophile Degranulation und die Regulation des Lipidstoffwechsels mit

verantwortlich.

Inter-a-trypsin inhibitor heavy chain 5 (ITIH5) ist an Hyaluronsaure-
Stoffwechselprozesses mit wirksam. Ohne FCS im Kulturmedium wurde ITIH5 1,49-mal
logFC starker exprimiert.

Die Retikulumstress-induzierte intrinsische Apoptose wird durch Synoviolin 1
(SYVN1) negativ beeinflusst. Uberdies ist es am Weg der Protein-Ubiquitinierung beteiligt.
Es wurde 1,46-mal logFC haufiger synthetisiert.

Das Gen RPN1 codiert flir das Protein ribophorin |, welches an der

Protein-Glykosylierung wirksam ist. Ohne FCS wurde es 1,42-mal logFC &fter produziert.
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Der basic helix-loop-helix-family member e41 (BHLHE41) wurde 1,41-mal logFC
intensiver exprimiert ohne FCS. BHLHE41 ist ein DNS-bindender Transkriptionsfaktor, der
RNS-Polymerase 2-spezifisch wirkt. Des Weiteren reguliert es zirkadian die
Genexpression.

SREBF2, das sterol regulatory element binding transcription factor 2-Protein,
reguliert negative die Transkription durch RNS-Polymerase 2 und ist eine Zellantwort auf
Low-Density-Lipoprotein-Partikel-Stimulus. Ohne FCS im kulturmedium der Chondrozyten

wurde es 1,41-mal logFC starker exprimiert.

3.5.2. Top-down regulierte Gene

Die nachfolgenden Gene wurden in der Vergleichskondition Kultivierung der Chondrozyten

ohne FCS vs. Chondrozyten mit FCS in der ersten Gruppe am schwachsten exprimiert.

Interferon induced transmembrane protein 5 (IFITM5) wurde -5,44-mal logFC
weniger haufig gebildet. Es ist an der Knochenmineralisierung und der
Knochenmorphogenese beteiligt.

IGFBP2, das insulin like growth factor binding protein 2, bindet den IGF und
reguliert den IGF-Rezeptor-Signalweg. Aulierdem wird die Proliferation aktiver T-Zellen
gefordert. Ohne FCS wurde IGFBP2 -3,35-mal logFC seltener exprimiert.

OGN wurde -3,01-mal logFC weniger synthetisiert. Osteoglycin flhrt in Verbindung
mit TGF-B-1 oder TGF-£-2 zur Knochenbildung.

Die Genexpression wird zirkadian von inhibitor of DNA binding 3, HLH (ID3) beeinflusst.
Darlber hinaus wirkt es in der Zelldifferenzierung und der negativen Regulierung der
Transkription von RNS-Polymerase 2. ID3 wurde -2,77-mal logFC seltener ohne FCS
produziert.

Chemotaxis und Genexpression wird von FGF7 (fibroblast growth factor 7)
gefordert. Zusatzlich ist das Protein fur den
Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor-Signalweg und -Bindung mit verantwortlich. In
der ersten Gruppe dieses Vergleichs wurde FGF7 -2,60-mal logFC seltenere exprimiert.

-2,48-mal logFC niedriger wurde das Gen LOC100050637 synthetisiert.
Interferon-induced transmembrane protein 3 wird als Abwehrreaktion auf Viren, als Antwort
auf INF-a, INF-S oder INF-y gebildet.
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Fir das Gen mit der Nummer ENSECAG00000028911 wurden keine Angaben
gefunden. Es wurde in diesem Vergleich -2,43-mal logFC seltener in der Kultivierung ohne
FCS gebildet.

Fir das Gen GLIPR1, welches fir GLI pathogenesis related 1 codiert, wurde keine
bei Equiden beschriebene Funktion gefunden. Im Humanbereich wurde die Beeinflussung
des Lipidstoffwechsels und die Beteiligung an der neutrophilen Degranulation beschrieben.
Es wurde ohne FCS von den Chondrozyten -2,13-mal logFC seltener exprimiert.

An der Signaltransduktion und der Hormontransduktion mitwirkend ist
Adrenomedullin (ADM). Dieses wurde in der ersten Gruppe -2,12-mal logFC tiefer
exprimiert.

Lumican (LUM) wurde -2,12-mal logFC seltener ohne FCS synthetisiert. LUM ist an
der Proteinbildung, der Kollagenbildung, der Kollagenfibrillenorganisation mit wirksam und
fordert die Produktion von TGF-£1.

Das Gen RBP1 ist an der Lipidbindung und Prozessen der Retinsdure-Biosynthese.
Es war -2,12-mal logFC niedriger in seiner Expression.

Haptoglobin (LOC100067869) ist ein Antioxidans, ist antibakteriell wirksam und
spielt eine Rolle bei der Modulation vieler Aspekte der Akutphasereaktion. In der
Kultivierung ohne FCS wurde es -2,11-mal logFC seltener ausgebildet.

Angiopiotin 1 (ANGPT1) kam in der Expression der ersten Gruppe -2,03-mal logFC
seltener vor. ANGPT1 senkt die an der Immunantwort beteiligte Zytokinproduktion, regelt
die TNF-Produktion und die I-kB-Kinase/NF-kB-Signalisierung.

Fir die Organisation der ECM mit verantwortlich ist ECM2, das extracellular matrix
protein 2, welches ohne FCS -1,97-mal logFC niedriger exprimiert wurde. ECM2 kommt
darlber hinaus auch in der Kollagen-V-Bindung und der Zell-Substrat-Adh&sion vor.

Tetraspanin 8 (TSPANS8) kam -1,96-mal logFC seltener in der Kultivierung ohne
FCS vor. Es ist an der Regulierung der Genexpression wirksam.

Der RNS-Transmembrantransporter SID1 transmembrane family member 2
(SIDT2) wurde -1,87 logFC weniger synthetisiert.

STK17B, die serine/threonine kinase 17b, wurde -1,87-mal logFC sporadischer
produziert ohne FCS in dem Kulturmedium der Chondrozyten. Diese Kinase ist bei
intrazellularer Signaltransduktion mitwirksam und férdert apoptotischen Prozesse.

Als negativer Regulator des BMP-Signalwegs fungiert chordin like 1 (CHRDL1).

Dieses wurde -1,86-mal logFC weniger haufig in der Kultur ohne FCS exprimiert.
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-1,86-mal logFC sparlicher war die Expression von EFFEMP1 ausgefallen. Das
EGF containing fibulin extracellular matrix protein 1 senkt die
Chondrozytendifferenzierungsrate und bindet den epidermalen Wachstumsfaktor.

Tropomyosin 1 (TPM1) ist bei Muskelkontraktionen, der Organisation von
Aktinfilamenten und bei der Aktinfilament-Bindung wirksam. In der Chondrozytenkultur
ohne FCS im Medium war die Expression -1,78-mal logFC tiefer, als in der

Chondrozytenkultur mit FCS als Zusatz.

3.5.3. Knorpel-, OA- und Seneszenz-assoziierte Gene

Im Zusammenhang mit Seneszenz wurde kein differential exprimiertes Gene in dieser

Vergleichsgruppe gefunden.

Die Knorpelmarker ACAN (7,25 logFC) und SOX9 (0,88 logFC), welche beide
starker in der Kultivierung ohne FCS exprimiert wurden, und SUB1, welches -0,55-mal
logFC schwacher exprimiert wurde.

Die genauen Funktionen fliir SOX9 und ACAN kénnen aus den vorangegangenen

Kapiteln enthommen werden.
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Abb.6. LogFC der relevanten Gene in der Kondition

Chondrozyten + FCS vs. Chondrozyten — FCS

Zur Veranschaulichung der LogFC-Werte der relevanten Gene der Kondition
Chondrozyten + FCS vs. Chondrozyten — FCS sind diese Werte der 20 top-up (rot), der
20 top-down (grun) und der zwei seneszenz-relevanten Gene (blau) auf der Y-Achse

eingetragen.

Tab. 11 Liste der 20 Top-up, der 20 Top-down regulierten und der differenziell exprimierten
Seneszenz-assoziierten Gene des Vergleichs ,Chondrozyten — FCS
vs. Chondrozyten + FCS* inkl. Genname, logFC-Wert und, falls zutreffend,
Funktionsgruppe  (pro-inflammatorisch,  anti-inflammatorisch, pro-  apoptotisch,
anti-apoptotisch, chondroprotektiv, chondrodegenerativ, pro-proliferativ,

Entzindungsmediator) und Seneszenz- Assoziation

Gen-Name logFC Funktionsgruppe Seneszenz (J/N)

VNN1 2,9129605 N

Top-up
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COL11A2 2,5866568 Chondroprotektiv
SCD 2,5754525
QPCT 2,499813
SLC6A9 2,449865
NGF 2,3187208 Pro-apoptotisch
MIA 1,8728588 Chondroprotektiv
GCH1 1,8281103
ENSECAG0000002 | 1,7982435
7666
FN1 1,7873849 Chondroprotektiv,
Pro-inflammatorisch
SLC39A14 1,7813859 Chondroprotektiv
OCIAD2 1,683241
C1H150rf48 1,6327667
DENND2D 1,5966292
MIR8995 1,5258152
ITIH5 1,4902104 Chondroprotektiv
SYVN1 1,4640219 Anti-apoptotisch
RPN1 1,4214215
BHLHE41 1,4083783 Pro-proliferativ
SREBF2 1,4069335
IFITM5 -5,4406581
c
_§ IGFBP2 -3,3504436 Anti-inflammatorisch
§ OGN -3,0124111



https://vertebrate.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/vgnc_id/VGNC:50766
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Knorpel-

und
Senesze

nz-

ID3 -2,7703713 Chondroprotektiv

FGF7 -2,592969 Pro-inflammatorisch

LOC100050637 -2,4766348

ENSECAG0000002 | -2,4268315

8911

GLIPR1 -2,1294839

ADM -2,1213441

LUM -2,1180557 Chondroprotektiv,

Pro-proliferativ,

Pro-inflammatorisch

RBP1 -2,1155654 Chondroprotektiv

LOC100067869 -2,112471

ANGPT1 -2,0349226 Anti-inflammatorisch,

Entzindungsmediator

ECM2 -1,9703898 Chondroprotektiv

TSPANS -1,9640516

SIDT2 -1,8716065

STK17B -1,8661073 Pro-apoptotisch

CHRDL1 -1,8590763 Chondrodegenerativ

EFEMP1 -1,8588525 Chondrodegenerativ

TPM1 -1,7801737

SOX9 0,8812416 Chondroprotektiv,

Pro-proliferativ
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4. Diskussion

Der Vergleich nativen Knorpels mit Chondrozyten des gleichen Donors, welche in
Monolayer Kultur mit und ohne FCS flir sieben Tage kultiviert wurde zeigte, dass der
Unterschied zwischen nativem Knorpel und Monolayer Kultur (1117 (ohne FCS) bzw.
1230 (mit FCS) differenziell exprimierte Gene) deutlicher war als zwischen Monolayer
Kultur mit und ohne FCS (19 differenziell exprimierte Gene). Im Folgenden wird das

Vorkommen der Gene entsprechend ihrer Funktionsgruppen diskutiert.

4.1. Physiologische Gene im gesunden Knorpel

Von den Genen, die zu den physiologischen Genen des Gelenkknorpels gehdren,
wurden zwei (BMP6, FGF2) im Nativen Knorpel, eins (BMP2) in der Kultur mit
FCS-Zusatz und eins (SOX9) sowohl in der Monolayerkultur ohne FCS, als auch im

Nativen Knorpel differentiell exprimiert.
Dies zeigt, dass die native Knorpelprobe die wenigsten Veranderungen aufweist.

Es gibt funf Gene, deren Expression in vivo typischerweise mit einem gesunden Knorpel
in Verbindung gebracht werden. Dies sind BMP, SOX9, TGF-R, FGF und IGF1, welche
fur die Aufrechterhaltung der physiologischen Knorpelhomdostase und die
Differenzierung der Chondrozyten hauptverantwortlich sind (Kwon et al. 2016, Zhang et
al. 2019).

BMP2 kam in der Zellkultur mit FCS vermehrt vor, wahrend BMP6 vermehrt im nativen
Knorpel vorkam.

Beide Gene kénnen sowohl in physiologischem als auch OA-Knorpel gebildet werden
(Branly et al. 2018, Kwon et al. 2016, Thielen et al. 2019). Allerdings ist BMP2 fir die
Expression von Col10, einem typischen Hypertrophiemarker, bekannt (Kwon et al. 2016).
Da BMP2 aber auch die Expression von SOX9, Col2 und ACAN, typische Komponenten
des gesunden Knorpels, fordert (Branly et al. 2018), kann das vermehrte Vorkommen in
der Zellkultur mit FCS auch auf einen positiven Einfluss des FCS fur die Zellen

hinweisen. Diese Annahme passt mit den Erkenntnissen von Conboy et al. zusammen,
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die belegen, dass der FCS-Zusatz anti-inflammatorisch wirksam sein kann (Carlson und
Conboy 2007, Conboy et al. 2005, Conboy und Rando 2012).

BMP6 ist flir die Knochenbildung mitverantwortlich (Thielen et al. 2019), indem es
wahrend der enchondralen Ossifikation (EO) pro-hypertrophisch wirksam ist (Thielen et
al. 2019). Da die Expression von BMP6 physiologisch mit dem Alter abnimmt (Thielen et
al. 2019), lasst das gesteigerte Vorkommen in der nativen Knorpelprobe auf
hypertrophisch Veranderten Knorpel hinweisen, wie es auch im Bild der OA und
Seneszenz auftritt. Dies unterstiitz die Uberlegung, dass die Knorpelproben, obwohl
makroskopisch unauffallig, aufgrund des Alters erste Veranderungen im Sinne von

Seneszenz und OA aufweisen.

S0X9 wurde sowohl im Nativen Knorpel als auch in der Kultur ohne FCS (Vergleich der
Kultivierungen mit FCS vs. ohne FCS) hoher exprimiert. Dass die Expressionsrate von
SOX9 sowohl im nativen Knorpel als auch in der Kultur erhéht ist, wurde auch von
Lepage et al. (2021) publiziert, was darauf schlieRen lasst, dass Anderungen in der
Expressionsrate von SOX9 aufgrund von Mediumzusatzen erfolgen kénnte. Das in
diesem Versuch verwendete Medium STEM MAX enthalt zwar kein FCS, jedoch gibt es
vom Hersteller keine definierten Supplemente. Dass in den Proben der Kultivierungen die
chondroprotektiven Gene vermindert waren, unterstitz die Vermutung des Auftretens von
Seneszenz.

Obwohl die Expressionsrate von SOX9 im Alter abnimmt (Zhang et al. 2019), war diese
im nativen, alten Knorpel deutlich héher als in den in vitro Kultivierungen. Der
LogFC-Wert fur ein Gen ergibt sich aus dem Verhaltnis des Wertes von beiden
Vergleichsproben. Das bedeutet, dass ein positiver logFC von SOX9 im Vergleich nativer
Knorpel vs. Kultur ohne/mit FCS ein Anstieg von SOX9 im nativen Knorpel sein kann,
oder eine sehr starke Expressionshemmung in der Zellkultur. Eine mdgliche Erklarung far
den positiven logFC-Wert von SOX9 in dem nativen Knorpel kdnnte also eine
verminderte Bildung in der Zellkultur aufgrund von Stress sein. Da die Expression von
SOX9 bei Hypertrophie und Seneszenz vermindert ist (Rim et al. 2020), kann dies darauf
schliel3en, dass die Spender-Knorpel gestinder waren, als bei dem Alter angenommen.
Die vorgefundene Expressionsrate von SOX9 passt mit den Forschungsergebnissen aus
Studien, die die essenzielle Funktion von SOX9 fiir die Knorpelhomobostase nennen

(Zhang et al. 2019), Uberein. SOX9 kann des Weiteren die Expression von Col9
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induzieren (Kwon et al. 2016), welches ebenfalls im nativen Knorpel gehauft gebildet

wurde.

Die Expression von FGF2, als anti-apoptotisch wirksames Gen (Kwon et al. 2016), war

im nativen Knorpel héher als in beiden Zellkulturen mit und ohne FCS.

Wie flr alle Zellen, herrschen auch far Chondrozyten in vivo optimale Gegebenheiten,
um ihre physiologische Gensynthese und Mitoserate aufrecht zu erhalten. Dafir
verantwortlich ist die Knorpelhomdostase, ein feinabgestimmtes Zusammenspiel aus
degradierenden und synthetisierenden Faktoren (Bolduc et al. 2019, Zhao et al. 2020).
Die Hauptregulatoren dieses Mechanismuses sind die Chondrozyten selbst (Aigner et al.
2007). Nur gesunde, phanotypisch unveranderte Chondrozyten kénnen diese Aufgabe
erfullen und die Homéostase im Gleichgewicht halten. Demnach sollten im nativen
Knorpel vor allem Gene der Funktionsgruppe anti-inflammatorisch und chondroprotektiv
in grof3er Zahl exprimiert werden.

Pro-inflammatorisch, anti-apoptotisch und chondrodegenerative Gene sollten im
Vergleich zu den beiden Zellkulturen nur in geringem Ausmaf im nativen Knorpel

vorliegen (Zhang et al. 2019).

4.2. Pro-Proliferative Funktionsgruppe

Im Vergleich der nativen Knorpel Proben mit Chondrozyten aus der Monolayer-Kultur mit
FCS (drei Gene - SUB1, LUM, ASPM) und ohne FCS (ein Gen - BHLHE41) wurden Finf
Gene, die der Funktionsgruppe pro-proliferativ zugeordnet werden kdnnen differentiell
exprimiert. Sieben weitere Gene (NUSAP1, CCNB1, KIF11, CENPI, CDT1, CDK1,
NCAPG) wurden sowohl in dem Monolayer mit und ohne FCS starker als im nativen
Knorpel exprimiert. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Kultivierung einen
grof3en Stressfaktor fir die Chondrozyten darstellt. Auf den Stress reagieren die Zellen
mit Anstieg der Zellteilung (Halliwell 2014).

Die Zellteilung ist im gesunden Knorpel auf einem sehr geringen Niveau, da
Knorpelzellen eine sehr geringe pro-proliferative Aktivitat haben (Aigner et al. 2007,

Bolduc et al. 2019). Dahingehend sollten in den Nativen Knorpelproben niedrig sein. In
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der Zellkultur, unabhangig vom verwendeten Medium, sollten diese Gene, als

Stressantwort der Knorpelzellen, vermehrt exprimiert werden.

4.3. Funktionsgruppe der Apoptose

Zwei Gene (ANGPT1, IGFBP2), welche der Funktionsgruppe anti-inflammatorisch
zugeordnet werden konnten, wurden in den Vergleichen der Monolayerkultur mit FCS
sowohl im Vergleich zu der nativen Knorpelprobe, als auch im Vergleich zu der
Monolayerkultur ohne FCS des Donors differentiell exprimiert. Drei weitere Gene
(SYVN1, AURKB, RFC4) dieser Funktionsgruppe wurden in der Zellkultur ohne FCS
vergleichend zur nativen Knorpelprobe verstarkt exprimiert. Dies lasst darauf schliefl3en,
dass die Knorpelproben von gesunden Donoren kamen, die keine Veranderungen im

Sinne von OA oder Seneszenz aufwiesen.

Im Vergleich der Gruppen nativer Knorpel (drei Gene - TYROBP, CTSC, MARCO)

vs. Chondrozyten mit FCS (drei Gene - ANKRD1, ECT2, STK17B) und ohne FCS (zwei
Gene - NGF, ECT2) wurden acht Gene der pro-apoptotischen Funktionsgruppe
uberwiegend des Donors exprimiert. ECT2 wurde im Vergleich der beiden Zellkulturen in

der Zellkultur mit FCS verstarkt gefunden.

Die erhdhte Expression dieser Gengruppe im nativen Knorpel war aufgrund des
geriatrischen Alters der Knorpelspender zu erwarten. Ebenso war mit einem Anstieg der
Genexpression in der Zellkultur ohne FCS zu rechnen, wobei ECT2 zwar ohne FCS im
Vergleich zu der Expressionsrate im nativen Knorpel verstarkt gebildet wurde, aber im
Vergleich zu der Rate in der Kultur mit FCS seltener. Dies deutet daraufhin, dass FCS in

der Zellkultur einen geringeren Einfluss auf die apoptotischen Gene hat, als erwartet.

In der Zellkultur mit FCS wurden zudem deutlich mehr pro-proliferative Gene exprimiert
als ohne FCS. Dies kann als Versuch der Zellen UbermaRige Apoptose zu kompensieren
hindeuten (Aigner et al. 2007). Die Apoptose entsteht aufgrund des Stresses der Zellen
wahrend der Kultivierung. Ein Anstieg in der Kultur mit FCS spricht daher fir einen
positiven Einfluss des FCS. Andererseits neigen Chondrozyten bei UbermaRiger

Proliferation zur hypertrophen Dedifferenzierung, was wiederum gegen die positive
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Wirkung des FCS spricht und die Ausbildung von OA und Seneszenz unterstitzt
(Endisha et al. 2018).

4.4, Hypertrophie

Im Vergleich der beiden Monolayerkulturen zu der nativen Knorpelprobe des Donors

wurde Aggrekan im nativen Knorpel starker als in beiden Zellkulturen exprimiert.

Dies spricht gegen Hypertrophie der Knorpelproben, da Aggrekan bei Hypertrophie
vermindert gebildet wird (Wuest et al. 2018). Es kann zudem der Funktionsgruppe
Chondroprotektiv zugeordnet werden, da es Hyaluronsaure in der ECM binden kann und
eine essenzielle Komponente der Proteoglykan-Gruppe im gesunden Knorpel ist (Thielen
et al. 2019). Zu bedenken ist, dass Hypertrophie und Seneszenz nicht mit einem festen
Set an Genen und deren Veranderungen verknlpft. Daher kann eine Hypertrophie nicht
ausgeschlossen werden, zumal die Expression von ACAN am Anfang von Hypertrophie
erhoht ist (Singh et al. 2019). Erst bei Fortschreiten von OA kommt es zur

Runterregulation (Wuest et al. 2018).

Beim Vergleichen der Aggrekan-Expresssionswerte in den beiden Monolayer-Kulturen

wurde es vermehrt in der Kultur ohne FCS gefunden.

Dies kann auf den Anfang von Hypertrophie in der Zellkultur hinweisen. Daraus
schlielfend kann man davon ausgehen, dass durch die Kultivierung eine Hypertrophie
der Chondrozyten eingeleitet wird. Diesen Schluss aufgrund eines Gens zu ziehen, ist
aber schwierig, da Hypertrophie nicht anhand eines Gens festgemacht werden kann.
Typische Hypertrophiegene sind Col1, Col10, RUNX2, MMP13 und Versikan (VCAN)
(Branly et al. 2018, Fisch et al. 2018, Rim et al. 2020, Wuest et al. 2018), welche bei
hypertrophischen Veranderungen in ihrer Expression hochreguliert werden. Ebenfalls auf
Hypertrophie hinweisend ist die Herrunterregulierung der Expression von Col2, SOX9
und ACAN (Ma et al. 2013, Rim et al. 2020, Wuest et al. 2018). Es ist aber zu beachten,
dass es kein festes Set an Genen gibt, welches Hypertrophie anzeigt, sondern immer
das Zusammenspiel von phanotypischen Veranderungen und
Genexpressionsveranderungen hin- bzw. beweisend ist (Rim et al. 2020). Um das
Ausmal} von Dedifferenzierung von Chondrozyten in der Zellkultur zu bestimmen, wird
deswegen die Relation von ACAN : VCAN und Col2 : Col1 genutzt. Ein Wert von unter
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eins steht fur Dedifferenzierung der Knorpelzellen (Charlier et al. 2019). Am Anfang der
Hypertrophie steht allerdings immer der Anstieg von physiologischen Knorpelgenen
(Col2, SOX9, ACAN) in Kombination mit dem Anstieg der RUNX2-Expression (Singh et
al. 2019).

Die Hypertrophie der Knorpelzellen ist wahrend der enchondralen Ossifikation (EQ) im
Bereich der Wachstumsplatte von Knochen ein physiologisch in vivo ablaufender
Prozess, kommt aber im gesunden adulten Knorpel nicht vor (Rim et al. 2020). Die
pathologische hypertrophe Dedifferenzierung bei adulten Knorpelzellen ist von der
physiologischen zu unterscheiden, und wird nach Verletzungen oder bei Entziindungen
aktiviert (Rim et al. 2020). Die daflir zustandigen Signalwege sind der Wnt/TGF-3-,
ERK1/2-, Notch-, p38MAPK- und/oder NF-kB-Signalweg (Charlier et al. 2019, Yao und
Wang 2020).

Gene, die von den hypertrophischen Zellen exprimiert werden, fihren zu einer
Mineralisierung und folglich zu einer Verkalkung des umliegenden Gewebes (Rim et al.
2020). Dadurch wird die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der Zellen abgeschnitten
und diese werden apoptotisch (Rim et al. 2020). In den zurlickbleibenden ,Léchern®
kénnen dann neue Blutgefalle aus der Tiefe ein sprossen (Rim et al. 2020). Den gleichen
Ablauf gibt es auch bei der Entstehung von OA. Die hierbei am Anfang stehende
Hypertrophie wird als pathologisch angesehen und entsteht an Stellen des
Gelenkknorpels, die UbermaRiger Belastung ausgesetzt sind. Durch das Versteifen des
Knorpels in diesem Bereich in Folge der Mineralisierung und Verkalkung, sind betroffene
Stellen anfalliger fur weitere Fibrillationen (Rim et al. 2020). Die dabei exprimierten Gene
entsprechen denen, wahrend der EO (Rim et al. 2020). Auch Charlier et al. (2019)
beschreiben, dass bei experimentell induzierter OA die in vivo beobachtete
Genexpression die gleiche ist, wie bei hypertropher Dedifferenzierung von Chondrozyten.
Daher kann man sagen, dass bei der Kultivierung beobachtete Hypertrophiemarker fir
die Ausbildung eines osteoarthrotischen Knorpelzelltyps in der Zellkultur steht (Charlier et
al. 2019, Lepage et al. 2021).
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4.5. Dedifferenzierung — Funktiontionsgruppe Chondrozytenprotektiv/-

degenerativ

Im Vergleich der Zellkulturen mit FCS und ohne FCS mit den nativen Knorpelproben,
wurden in der Zellkultur mit FCS vier Gene (EFEMP1, CHRDL1, MMP13, MMP1) der
Funktionsgruppe chondrodegenerativ differentiell exprimiert vor. Alle vier dieser Gene
wurden im Vergleich zwischen den beiden Monolayern in der Kultur mit FCS starker
exprimiert, als in der Kultivierung ohne FCS. Ein Gen (CILP) wurde in den nativen
Knorpelproben mehr als in den Monolayern gefunden. Dies lasst auf einen grof3en
Stressorenimpakt durch die Kultivierung und die daflir notwendige Verarbeitung auf die
Chondrozyten schleil’en. Auf diesen negativen Einfluss reagieren die Zellen mit einem
anstieg an katabolen Genen, wie es auch in der Literatur beschrieben wurde (Bolduc et
al. 2019).

Das verstarkte Vorkommen von CILP in der nativen Probe lasst auf eine beeintrachtige
Matrixreparaturkapazitat der Knorpelzellen schlielen, da dieses bei erhéhter Expression
die Chondrozyten im Wachstum hemmt. Mit einem gesteigerten Vorkommen ist bei OA

und Seneszenz zu rechnen.

Die vier in der Zellkultur vermehrt vorkommende Gene lassen auf Veranderungen der
Chondrozyten im Sinne von OA und Seneszenz schlief3en, da ihre gesteigerte
Expression Marker hierfur sind (Rim et al. 2020, Thielen et al. 2019). |hre gesteigerte
Expression mit FCS spricht gegen einen positiven Einfluss von FCS auf den

kulturbedingten Stress bzw. Abmilderung der negativen Einflisse fir die Knorpelzellen.

Diese Schlussfolgerung ist nicht mit den Ergebnissen von Carlson et al. (2007) und
Conboy et al. (2005) in Einklang, welche publizierten, dass die Imitierung eines fetalen
Milieus bzw. der Zusatz von Komponenten aus dem fetalen Milieu einen zellprotektiven
Effekt haben kann (Carlson und Conboy 2007, Conboy et al. 2005). Die erhéhte
Expression von MMP13, als Schlisselenzym des Knorpelmatrixverlust (Bolduc et al.
2019), ist als Reaktion der Zellen auf den Stress der Kultivierung zu erwarten gewesen.
Rim et al. (2020) publizierten zudem, dass die in vitro Expression von MMP13 in den
Knorpelproben alterer Individuen, wie sie auch hier vorlagen, héher ausfallt als bei denen

von jungeren Individuen. Die erhohte Expression im vorliegenden Versuch kann daher
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auch zum Teil damit erklart werden, dass die hier verwendeten Proben von Pferden alter

als 20 Jahre gewonnen wurden.

Werden die Knorpelzellen gestort, sind sie, als Hauptregulatoren der
Knorpelhomdostase, nicht mehr in der Lage eine auftretende Dysbalance auszugleichen
(Aigner et al. 2007). Die auftretenden katabolen Faktoren, ob durch die Chondrozyten
selbst oder durch dulRere Einflisse gebildet, kdnnen nicht mehr durch das
Hochregulieren der Produktion von anabolen Faktoren kompensiert werden (Aigner et al.
2007). Die Knorpelzellen unterstlitzen somit aktiv den ECM-Abbau und es kommt zur

Ausbildung von OA und Seneszenz (Aigner et al. 2007).

Es gibt diverse Einflussfaktoren, die zur Dedifferenzierung von Chondrozyten flihren.
Neben degradierenden Enzymen, ROS und Entzindungsmediatoren in vivo, kommen in
vitro Kultivierung, Veranderungen im Sauerstoffpartialdruck und Digestationsenzyme fur
die RNS-Isolierung hinzu (Carrera et al. 2010, Charlier et al. 2019, Lepage et al. 2021,
Wouest et al. 2018). Ebenso wird das Phanomen durch alle auch OA-begunstigende
Faktoren geférdert (Charlier et al. 2019). Zusatzlich zu den beginstigenden
Dedifferenzierungsfaktoren in der Zellkultur, kann es in vitro auch spontan zum Auftreten

von Dedifferenzierung kommen (Charlier et al. 2019).

Fur die ex vivo Kultivierung von Knorpelzellen missen diese aus dem Knorpel
entnommen werden und werden damit aus ihrem physiologischen Milieu herausgelost.
Da der zellulare Phanotyp schon per se durch die Stérung bzw. Entfernung der ECM
stark negativ beeinflusst ist, fihrt die Kultivierung alleine schon zur Stérung der

Knorpelhomdostase und damit zur Dedifferenzierung (Aigner et al. 2007).

Im Gelenkknorpel, der avaskular ist, liegt der Sauerstoffpartialdruck in vivo bei 3-6 % und
~ 20-40 mmHg (Carrera et al. 2010). Sowohl hypoxische als auch hyperoxische
Bedingungen kénnen die Lebensspanne von Chondrozyten deutlich verkirzen (Carrera
et al. 2010). Wahrend die Kultivierung bei atmospharischen Werten (20-21 % O.)
(hyperoxisch) zur Hemmung der Proliferation und Induktion von Apoptose und
Seneszenz fuhrt (Carrera et al. 2010), hat auch ein Sauerstoffgehalt von weniger als 5 %
(Hypoxie) einen zytotoxischen Einfluss (Carrera et al. 2010). Obwohl es in der Hypoxie
zu Zellschaden in Folge von p53-Anstieg kommt, ist eine niedrige O2-Konzentration in
der Kultur von Vorteil (Carrera et al. 2010), solange der Wert Uber dem Schwellenwert fur

eine schwere Hypoxie bleibt. Steht den Zellen in vitro eine héhere O2-Konzentration als
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physiologisch zur Verfligung, werden vermehrt ROS von den Chondrozyten gebildet
(Carrera et al. 2010). Diese fuhren zu DNS-Schaden und oxidativem Stress, welche
wiederum das Risiko fir die Entwicklung des OA-Phanotyps beglinstigen (Yudoh et al.
2005). Viele Zellkultivierungen werden bei 95 % Raumluft (~ 21 % O2) und 5 % CO-
durchgefuhrt (Halliwell 2014). Hypoxische Zellen sind, da es mehr der in vivo Situation

entspricht, resistenter gegen ROS-Schaden (Carrera et al. 2010).

Alle oben genannten Einflussfaktoren begunstigen die Veranderung der Genexpression
bei der Kultivierung, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die in vitro
analysierten Gene nicht dem exakten in vivo Bild entsprechen (Halliwell 2014). Dieser
Umstand ist auch in der Entwicklung von neuen Therapieansatzen zu bedenken. In vitro
funktionierende Therapien mussen nicht zwangslaufig auch in vivo erfolgreich sein,
sodass die Ubertragung von den Ergebnissen aus Zellkulturen auf die Anwendung am

lebenden Tier zusatzlich mit in vivo Studien belegt werden mussen (Rim et al. 2020).

Neben der Hypertrophie und Dedifferenzierung kommt es bei der Ausbildung von OA

auch zur Seneszenz.

Seneszente Zellen weisen viele Ahnlichkeiten zu osteoarthrotischen Zellen auf, wie die
Telomerverklrzung, Erhéhung der SA-B-Gal-Aktivitat oder die Genexpression, welche
sich im SASP widerspiegelt (Rim et al. 2020). Im gesunden Gelenkknorpel sind in vivo
keine seneszenten Zellen vorhanden, wobei zu beachten ist, dass Knorpelzellen
Quiescent sind. Das bedeutet, dass sie keine oder sehr wenig Proliferation und Aktivitat

aufweisen (Singh et al. 2019).

In vivo kdnnen im Knorpelbereich um OA-Lasionen herum seneszente Zellen gefunden
werden (Rim et al. 2020). Da es auch bei der Seneszenz von Knorpelzellen zur
Ausbildung eines hypertrophischen Phanotyps kommt, kann davon ausgegangen
werden, dass OA, Seneszenz und hypertrophe Dedifferenzierung mit einander einher

gehen und sich gegenseitig begunstigen (Rim et al. 2020).

Obwohl vor allem die Knorpelzellen treibend fur die Entstehung von Seneszenz sind,
exprimieren auch die umgebenden Fibroblasten in vivo fordernde Gene, wie CDKN1A,
CDGN2A, IL-6, CXCL8, CCL2 und MMP3 (Rim et al. 2020). Wie auch bei der
Hypertrophie, gibt es flir Seneszenz und OA kein eindeutiges Set an Genen (Rim et al.
2020). Typischerweise ist aber mit einem Anstieg von RUNX2, Col10, IL-18 und

Akkumulation von diversen MMPs zu rechnen (Rim et al. 2020).
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Im Vergleich der Gene der Funktionsgruppe chondroprotektiv in den Zellkulturen mit
und ohne FCS konnten sieben Gene (COL11A2, FN1, FBN1, MIA, ITIH5, SLC39A14,
S0OX9) in der Kultur ohne FCS gefunden werden. Im Gegensatz wurden nur funf
chondroprotektive Gene (CTHRC1, ID3, LUM, TIMP1, ECM2) in der FCS-haltigen
Zellkultur gefunden. Ebenso waren sechs Gene (SOD3, CYTL1, COL9, SOX9, ACAN,

CHAD) in der nativen Knorpelprobe des Donors zu finden.

Dies lasst darauf schliel3en, dass die erwartete positive Einfluss von FCS auf die
Knorpelzellen in der Kultur geringer ausfallt als angenommen. Dieses Verhaltnis ist nicht
mit anderen Forschungsergebnissen konform, welche den Schluss zulieRen, dass FCS
einen chondroprotektiven Effekt haben kénnte (Carlson und Conboy 2007, Conboy et al.
2005). Moglicherweise ist der Einfluss der Zellkultivierung auch viel gro3er als der

positive Einfluss des FCS, sodass kein Ausgleich der negativen Stressoren stattfindet.

Eine mogliche Erklarung fiir die niedrige Expression des Gens Fibrillin 1 (FBN1) im
nativen Knorpel ist, dass FBN1 vor allem in juvenilem Knorpel vorkommt, aber in deutlich
geringeren Konzentrationen im adulten Knorpelgewebe (Kemper et al. 2019). Fibrillin 1
ist im juvenilen Knorpel an Stellen mit hoher proliferativer Aktivitat (Kemper et al. 2019)
zu finden. Das vermehrte Vorhandensein in den in vitro Proben kann auf eine erhdhte
Proliferationsrate aufgrund von Stress in der Zellkultur und dies wiederrum hinweisend

fur Hypertrophie und Seneszenz sein.

Das Vorkommen von SOD3 in der nativen Knorpelprobe deutet daraufhin, dass die
Knorpelproben von gesunden Gelenkknorpelbereichen, ohne osteoarthrotische
Veranderungen stammten, da eine verminderte Expression in OA Knorpel beobachtet
wurde (Bolduc et al. 2019). Diese Annahme wird ebenfalls von der Expressionsrate von
Col9 unterstitzt. Col9 ist dafiir bekannt wichtig in der Ausbildung einer Knorpelmatrix zu
sein (Luo et al. 2017). Bereits im friihen Stadium von degenerativen

Gelenkserkrankungen wird es abgebaut (Luo et al. 2017).
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4.6. Funktionsgruppe der Inflammation und Entziindungsmediatoren — der

Einfluss von Eicosanoiden im FCS

Von den Genen, die durch den Zusatz von FCS differentiell exprimiert waren, waren acht
Gene der Funktionsklasse ,Entziindungsmediator‘ (C1QB, C1QC, LAG3, SIN3A, DRA,
ANKRD37, BMP6, TYROBP). Im Vergleich ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten — FCS*
wurden zwei Entzindungsmediator-Gene (HMGB1, CXCL6) hochreguliert. In der
Kultivierung mit FCS wurden vier Gene (Haptoglobin, PI3, ANGPT1, CXCLG6) differentiell
exprimiert, wobei CXCL6 mit FCS starker gebildet wurde als ohne FCS.

Zum einen lasst die Vielzahl an Mediatoren, die im nativen Knorpel gefunden wurden,

darauf schlieRen, dass der geriatrische Knorpel Anzeichen von Seneszenz aufweist.

Zum andern lasst sich aufgrund des erhdhten Vorkommens in der FCS-haltigen Kultur
darauf schlieen, dass im FCS enthaltene Inhaltsstoffe die negativen Einfliisse durch die
Kultivierung nicht ausreichend neutralisieren kdnnen, sondern zum Teil auch verstarken.
Die Mediatoren, wie z.B. HMGBH1, flihren zu Hypertrophie, Seneszenz und damit zur OA
(Taniguchi et al. 2018). Die Expression von HMGB1 wird hochreguliert, wenn die Zellen

in einem gestressten oder Uberaktivierten Zustand sind (Aulin et al. 2020).

Dies kann aufgrund der im FCS enthaltenen Eicosanoide geschehen. Bei der
Kultivierung ohne FCS-Zusatz, kommt es zur Akkumulation aller negativen Einflusse,

ohne moglichen protektiven Effekt des FCS fur die Knorpelzellen.

Fetales Kalberserum enthalt, da von Feten gewonnen, Inhaltsstoffe und Proteine wie im
fetalen Individuum. Es liegt eine Vielzahl von anabolen Faktoren vor, durch welche sich
der Knorpel aufbauen und korrekt ausbilden kann. Diesen Effekt versuchten wir in der
Zellkultur mit FCS nachzuweisen. Allerdings ist die exakte Zusammensetzung der
FCS-Inhaltsstoffe nicht bekannt. Zudem ist die Zusammensetzung des FCS zwischen
den verschiedenen Herstellern und Chargen unterschiedlich, unteranderem im Gehalt
der Eicosanoide. (Niederstaetter et al. 2021). Eicosanoide sind Lipide, welche aus
Arachidonsaure entstehen und sowohl pro-, als auch anti-inflammatorisch wirken kénnen
(Coras et al. 2020). Bislang ist die genaue Wirkung bei OA nicht eindeutig geklart,
sodass von einem negativen Einfluss der Eicosanoide auf das Milieu der Zellen
ausgegangen werden muss, da sie auch eine starke pro-inflammatorische Wirkung

haben kénnen (Coras et al. 2020). Durch den unterschiedlich hohen Gehalt an
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Eicosanoiden, kann der positive Einfluss des FCS auf die Chondrozyten unterschiedlich

ausfallen.

In den Vergleichen Nativer Knorpel und Kultur ohne FCS vs. Kultur mit FCS wurden zwei
anti-inflammatorische Gene (IGFBP2, ANGPT1) in der Kultivierung mit FCS verstarkt
gebildet. Dies lasst auf einen positiven bzw. Entziindungshemmenden Einfluss des FCS
fur die Chondrozyten schlieRen. Diese Schlussfolgerung geht mit den von Conboy
(Carlson und Conboy 2007, Conboy et al. 2005, Conboy und Rando 2012) publizierten

Ergebnissen konform, nachdem FCS ein entzlindliches Milieu abmildern soll.

Die Genexpression der Zellen wird von ihrem Zustand und ihr Zustand wiederum von
ihrem Milieu beeinflusst. Liegt ein entziindetes Milieu mit dem Einfluss diverser
Stressoren der Chondrozyten vor, kommt es zur Ausbildung von OA und Seneszenz der
Knorpelzellen. Durch den Einsatz von FCS als Kulturmediumzusatz, wurde untersucht,
ob ein Milieu, ahnlich dem fetalen, erzeugt werden kann. Conboy beschrieb in Studien,
dass durch die Erhéhung von anabolen Faktoren, wie im fetalen Stadium, eine
Verbesserung des regenerativen Potenzials erlangt werden kann und dies die negativen

Einflisse von Stressoren abmildern kénne (Conboy et al. 2005).

Entstehender oxidativer Stress wahrend der Kultivierung, fuhrt zur Hemmung der Bildung
von BMP7 und IGF1, welche die Matrixsynthese hemmen und den Zelltod férdern
(Bolduc et al. 2019). Da die Kultivierung Stress fiir die Chondrozyten bewirkt (Halliwell
2014), ist mit einem Anstieg der Gene zu rechnen, welche der Funktionsgruppen
pro-inflammatorisch, anti-apoptotisch, chondrodegenerativ und pro-proliferativ

angehoren.

Neben den gefundenen anti-inflammatorischen Genen in der Zellkultur mit FCS wurden
in dieser auch vier pro-inflammatorische Gene (LUM, FGF7, ECT2, CXCL6) gefunden.
Finf Gene (FN1, HMGB1, LBP, ECT2, CXCL6) wurden im Vergleich zu ihrem
Vorkommen in der nativen Knorpelprobe in der Kultur ohne FCS verstarkt gebildet, wobei
die Expressionsrate von ECT2 und CXCL6 im Vergleich Zellkultur mit FCS vs. ohne FCS
in der Kultur mit FCS héher war. Dies lasst den Schluss zu, dass die Kultivierung und die

Verarbeitung die Zellen einem sehr groRen Stress ausgesetz hat und dass der FCS
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Gehalt in dem Monolayer keinen positiven Einfluss auf die Kultivierungsbedingungen der

Chondrozyten hat.

Es wurden sowohl in der Kultivierung mit FCS, als auch in der Kultivierung ohne FCS
pro-inflammatorische Gene gefunden. Es kann dahingehend kein Unterschied in der
Anzahl der pro-inflammatorischen Gene zwischen den beiden Zellkulturen gefunden
werden. Das lasst darauf schlieBen, dass FCS nicht das Milieu beeinflusst, in dem es die
pro-inflammatorische Genexpression vermindert, sondern die Expression von

anti-inflammatorischen Genen steigern konnte (Niederstaetter et al. 2021).

4.7.Seneszenz-assoziierte Gene

Der Vergleich nativen Knorpels mit Chondrozyten aus der Monolayer Kultur mit und ohne
FCS zeigt, dass im nativen Knorpel Knorpel-assoziierte Gene ACAN logFC 6,28 im
Vergleich zu Monolayer +FCS bzw 6,23 zu -FCS), SOX9 (log FC 3,5 zu +FCS, 2,61 zu -
FCS) sowie das C-C motif chemokine (LOC100630171, logFC 10,51 zu +FCS bzw

10,32 zu -FCS) differentiell héher exprimiert sind, wohingegen in den Monolayer Kulturen
drei Seneszenz-assoziierte Faktoren, C-X-C motif chemokine ligand 6 (log FC 9,44 zu
+FCS, 9,96 zu -FCS), MMP1 (log FC 7,515 zu +FCS, 7,71 zu -FCS), MMP13 (log FC
8,93 zu +FCS, 9,35 zu -FCS). Im Vergleich zwischen nativem Knorpel und Monlayer-
Kultur mit FCS wurde zusatzlich das C-C motif chemokine 14 (LOC100071548) héher in
nativem Knorpel (LogFC 10,48) und der Hemmer der Metalloproteinasen TIMP1 (logFC
2,222) hoher in Monolayer Kultur exprimiert. Im Vergleich zwischen den beiden
Monolayer Kulturen waren keine SASP Faktoren differentiell reguliert, was darauf
schlielen 1alkt dass der Effekt der Monolayer Kultur auf Seneszenz héher ist als der
Effekt des Zusatzes von FCS.

Von diesen Genen kénnen vier Gene (ACAN, SOX9, TIMP1, RBP1) eine Schutzfunktion
bzw. Vorkommen bei Abwesenheit von Seneszenz zugeschrieben werden. Neun der
Gene (CILP, SIN3A, MMP1, MMP13, MRC1, HMGBAH1, PI3, FGF7, SUB1) fordern

Seneszenz bzw sind bei Auftreten selbiger vorhanden.
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Dieses Verhaltnis an Genen lasst darauf schlieRen, dass die Kultivierung unabhangig
vom Kulturzusatz die Entstehung und Auspragung von Seneszenz und OA begtinstigt.
Der Zusatz von FCS als Kulturmedium hat nicht den gewlinschten schitzenden Effekt,

sondern kann durch den Inhalt von Eicosanoiden einen gegenteiligen Effekt bewirken.

Alles in Allem geben die Ergebnisse der Genanalyse kein eindeutiges Bild tber die
Wirkung des FCS in der Kultivierung wieder. Es wurden sowohl chondroprotektive und
anti-inflammatorische Gene, als auch chondrodegenerative und pro-inflammatorische
Gene in der Zellkultur mit und ohne FCS und in der nativen Knorpelprobe vermehrt
gefunden. FCS kann somit sowohl einen verjlingenden und regenerierenden Effekt auf

die Chondrozyten haben, kann aber ebenso die OA-artigen Veranderungen vorantreiben.

Das nicht eindeutige Ergebnis kann aufgrund unterschiedlicher Ursachen begriindet sein.
Eine Mdglichkeit ist die unbekannte Zusammensetzung von FCS. FCS weist je nach
Charge und Hersteller Unterschiede in der Zusammensetzung und Konzentration dr
Inhaltsstoffe auf. (Niederstaetter et al. 2021). Da es sich bei FCS um ein aus dem
Kalberfetus gewonnenes Produkt handelt, kann die Konzentration der Inhaltsstoffe
zwischen den Chargen und Anbietern nicht gleich sein. Es unterliegt gewissen
Schwankungen, unter anderem im Gehalt der Eicosanoide, welche einen nicht
unbeachtlichen negativen Einfluss auf Zellkulturen haben kann. Ebenso sind die
Supplemente des STEM MACS nicht genau definiert, sodass auch hier der Einfluss auf

die Zellen in vitro unterschiedlich ausfallen konnte.

Des Weiteren konnen, obwohl Knorpelproben ausschliel3lich von makroskopisch
unauffalligen Gelenken und anamnestisch OA-gesunden Pferden enthommen wurden,
erste OA-Veranderungen auf molekularer und zellularer Ebene nicht ausgeschlossen
werden. Zudem ist aufgrund der kleinen Probengruppe die Varianz der biologischen
Proben zueinander sehr hoch. Dies kdnnte mit groRer gewahlten Probengruppen

abgemildert und die Ergebnisse verdeutlich werden.
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Zusatzlich hat die in vitro Kultivierung per se einen sehr grof3en Einfluss auf die
Knorpelzellen, sodass ein Méglicher Effekt des FCS nicht eindeutig festgestellt werden
kann. Die ex vivo Transplantation der Knorpelzellen und das Herauslésen aus dem
bestehenden Knorpel-Matrix-Geflige sorgt flir neue Druckverhaltnisse,
Sauerstoffumgebung und Nahrstoffversorgung. Bereits diese Veranderungen setzten die
perfekt an ihre Umgebung angepassten Zellen unter enormen Stress, der sich in

Entziindungsmediatoren und veranderter Genexpression widerspiegeln kann.

Die Resultate der Studie legen dar, dass FCS keinen positiven Einfluss auf die Alterung
von Chondrozyten in vitro hat. Die Anzahl und Verteilung seneszenz-assooziierten Gene
lasst den Schluss zu, dass die Knorpelzellen keinen Schutz, weder teilweise noch
vollstandig, vor dem Stressorenimpakt durch die Kultivierung und Verarbeitung erhalten.
Die Chondrozyten exprimieren Gene, ahnlich der bei Seneszenz und OA
vorkommenden, was die Schlussfolgerung ergibt, dass die Chondrozyten durch FCS

keine Verjungung in vitro erfahren.
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5. Zusammenfassung

Osteoarthrose (OA) ist eine beim alternden Pferd weit verbreitete Erkrankung. 50 % aller
Pferde Uber 15 Jahre (van Weeren und Grauw 2010) sind weltweit davon betroffen,
unabhangig ob Freizeitpferd oder Sportpferd. OA st eine klassische
Verschleillerkrankung, die durch unterschiedliche intrinsische und extrinsische
Einflussfaktoren, wie z.B. Trauma, Uberlastung und Entziindungen entstehen und
gefordert werden kann. Dabei gehen die Chondrozyten in Seneszenz Uber und es kommt
zum Abbau von Knorpelmatrix, was Knorpeldefekte zuriicklasst. Bei Seneszenz verlieren
die Chondrozyten ihre Teilungsfahigkeit aufgrund von verklrzten Telomeren und
verandern ihre mitotische Aktivitdt hin zur Ausbildung des Seneszenz-assoziierten
sekretorischen Phanotypes. In Folge dieser Veranderungen kommt es zum Verlust des
gesunden Knorpelgewebes, Ausbreitung der OA auf den gesamten Gelenkknorpelbereich
und es treten Bewegungsschmerzen, Einschrankungen im Bewegungsradius,

Weichteilschmerzen und réntgenologische Veranderungen auf.

Aufgrund der sehr schlechten intrinsischen Regenerationskapazitat des Knorpels ist eine
Restitutio ad integrum nicht mdglich. Statt physiologischen Kollagen Typ 2 wird
minderwertiges Kollagen Typ 1 gebildet. Es entsteht biomechanisch weniger belastbarer

Faserknorpel, der anfalliger flr erneute Verletzungen ist.

Die derzeitigen Therapiemoglichkeiten sind dahingehend sehr beschrankt und bestehen
vor allem aus anti-inflammatorischen und chondroprotektiven Regimen, wie Hyaluron oder
Polysulfatierte Glycosaminoglykane. So kann die Entziindungsphase verkurzt werden und
im besten Fall das Voranschreiten verlangsamt werden. Trotzdem kann eine Bildung von

Kollagen Typ 1 nicht verhindert werden.

Nach Studien von Conboy et al. (Carlson und Conboy 2007, Conboy et al. 2005, Conboy
und Rando 2012) in denen beschrieben wurde, dass durch ein fetales Milieu
Entziindungsgeschehen reduziert werden kénnen und alte Gewebe eine bessere Heilung
zeigten, ist die Fragestellung dieser Diplomarbeit gesetzt worden, ob fetales Kalberserum
(FCS) eine Verjungung von Chondrozyten bewirken kann. Durch Imitierung eines fetalen

Milieus in vitro sollen die Zellen zur Hochregulation von reparaturspezifischen
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Molekilsignalen angeregt werden und die Regenerationskapazitat erhdht werden.
Maoglicherweise kdnnen so auch seneszente Zellen zurlick in die Zellzyklus gelangen und

osteoarthrotische Veranderungen minimiert werden.

Ziel dieser Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob adulte, potenziell
osteoarthrotisch-veranderte Chondrozyten durch die Kultivierung mit FCS im Vergleich zur
Kultivierung ohne FCS und im Vergleich zu nativem Knorpelgewebe eine Verjingung
erfahren, im Sinne der Genexpression und ob FCS in der Kultur die negativen Einflisse
entstehend durch Kultivierung, Veranderungen im Sauerstoffpartialdruck und

Digestationsenzyme, ausgleichen kann.

Hierfur wurden Knorpelproben von sechs Pferden mit einem Alter von ber 15 Jahre von
den Femurkondylen gewonnen. Die Einteilung der Proben erfolgte in drei Gruppen: nativer
Knorpel, isolierte Chondrozyten in Zellkultur mit FCS und isolierte Chondrozyten in
Zellkultur ohne FCS. Nach Kultivierung bzw. direkt nach der Probenentnahme (nativer
Knorpel) wurde die RNS isoliert und von dem externen Labor tamiRNA mittels Next
Generation Sequencing analysiert. Der Fokus lag dabei auf OA-spezifischen,
Seneszenz-assoziierten und Hypertrophie Genen, um den Einfluss von FCS im

Kulturmedium zu untersuchen.

Im Ergebnis lasst die Genanalyse keine eindeutige Aussage zur Beantwortung der
Fragestellung zu. Ursachlich fir dieses uneindeutige Ergebnis kann die zu geringe
Probenanzahl sein, sodass die Varianz der einzelnen Gen-Expressions-Werte die
Ergebnisse zu stark beeinflusst. Ebenso kénnen die Inhaltsstoffe der Chargen von FCS
und dem genutzten STEM MACS die Ergebnisse beeinflussen. Die Unterschiede in der
Zusammensetzung und Konzentration, speziell der Eicosanoide im FCS kann das Milieu

der Chondrozyten pro-inflammatorisch beeinflussen.

Um eine bessere Aussage treffen zu konnen, sollte der Versuch mit mehr Proben

wiederholt werden.
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Auch koénnte das Alter der Pferde hoher angesetzt werden, um wirklich osteoarthrotisch
veranderte Knorpelproben zu gewinnen bzw. mit Proben von bekanntlich osteoarthrotisch
veranderten Gelenken gearbeitet werden. So kdnnte man sicher sein, dass Osteoarthritis

und Seneszenz bei allen Proben vorliegt.
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6. Summary

Osteoarthritis (OA) is a common condition in the aging horse. It affects 50% of all horses
over 15 years of age worldwide (van Weeren and Grauw 2010), whether leisure or sport
horses. OA is a classic wear and tear disease that can develop and be promoted by various
intrinsic and extrinsic contributing factors, such as trauma, overload, and inflammation. In
this process, chondrocytes enter senescence and cartilage matrix degradation occurs,
leaving cartilage defects. In senescence, chondrocytes lose their ability to divide due to
shortened telomeres and change their mitotic activity toward the formation of the
senescence-associated secretory phenotype. As a result of these changes, there is loss of
healthy cartilage tissue, spread of OA to the entire articular cartilage area, and there is pain

on movement, limitation of range of motion, soft tissue pain, and radiographic changes.

Due to the very poor intrinsic regenerative capacity of cartilage, restitutio ad integrum is
not possible. Instead of physiological type 2 collagen, inferior type 1 collagen is formed.
The result is biomechanically less resilient fibrocartilage that is more susceptible to re-

injury.

Current therapeutic options are very limited in this regard and consist mainly of anti-
inflammatory and chondroprotective regimens, such as hyaluronan or polysulfated
glycosaminoglycans. Thus, the inflammatory phase can be shortened and, in the best
case, the progression slowed down. Nevertheless, type 1 collagen formation cannot be

prevented.

Following studies by Conboy et al. (Carlson and Conboy 2007, Conboy et al. 2005, Conboy
and Rando 2012) in which it was described that a fetal milieu can reduce inflammatory
events and old tissues showed better healing, the question of this thesis has been set
whether fetal calf serum (FCS) can induce a rejuvenation of chondrocytes. By mimicking a
fetal environment in vitro, the cells should be stimulated to upregulate repair-specific
molecular signals and increase regenerative capacity. It may also allow senescent cells to

return to the cell cycle and minimize osteoarthritic changes.
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The aim of this work was to answer the question whether adult, potentially osteoarthritically
altered chondrocytes undergo a rejuvenation by cultivation with FCS compared to
cultivation without FCS and compared to native cartilage tissue, in terms of gene
expression and whether FCS in culture can compensate for the negative influences arising

from cultivation, changes in oxygen partial pressure and digestion enzymes.

For this purpose, cartilage samples were obtained from the femoral condyles of six horses
older than 15 years. The samples were divided into three groups: native cartilage, isolated
chondrocytes in cell culture with FCS, and isolated chondrocytes in cell culture without
FCS. After cultivation or directly after sample collection (native cartilage), RNA was isolated
and analyzed by the external laboratory tamiRNA using next generation sequencing. The
focus was on OA-specific, senescence-associated and hypertrophy genes to investigate

the influence of FCS in the culture medium.

As a result, the gene analysis does not allow a clear conclusion to answer the question.
The reason for this ambiguous result may be the too small number of samples, so that the
variance of the individual gene expression values influences the results too much.
Likewise, the ingredients of the batches of FCS and the STEM MACS used may influence
the results. The differences in composition and concentration, especially of eicosanoids in

FCS may influence the chondrocyte pro inflammatory milieu.

Also, the age of the horses could be set higher to obtain truly osteoarthritically altered
cartilage samples or work with samples from known osteoarthritically altered joints. This

way, one could be sure that osteoarthritis and senescence are present in all samples.
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7.2. Abbildungs-/Tabellenverzeichnis
Abb. 1 Principal component analysis (PCA) mit Clusterbildung in den Probengruppen
Es sind die sechs Proben der jeweiligen Probengruppe graphisch in ihren zwei
Hauptkomponenten (HK) dargestellt. In Griin die Proben der 2D Kultur (isolierte
Chondrozyten), als Kreis in der Kultur ohne FCS, als Quadrat in der Kultur mit FCS. In
Orange sind die Proben der 3D (Explants) dargestellt, als Kreis in der Kultur ohne FCS,
als Quadrat in der Kultur mit FCS. Als blaue Dreiecke sind die nativen Knorpelproben
eingetragen. In den jeweiligen Probengruppen sind Clusterbildungen sowohl in der 2D
Kultur als auch in der 3D Kultur erkennbar. Die Varianz der HK-Werte sind hier bei der

Kultivierung mit und ohne FCS sehr &hnlich. Die HK der nativen Proben weisen eine
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hohere Streuung zueinander auf. Die 2D-Kultur fuhrt durch die Losung der Zellen aus
ihrem Verband und die dafir nétigen Bearbeitungsschritte zu einer Veranderung der
Zelleigenschaften im Vergleich zum nativen Gewebe. Dieser Bearbeitungsschritt hat einen
grolReren Einfluss auf die Zellen, als die Kultivierung per se.

Abb. 2 Zusammenfassung der differentiellen Expression

Es ist eine Zusammenfassung der differentiellen Expression der hoch- und
runterregulierten Gene der Vergleichsgruppen dargestellt. In Grun die Anzahl der
hochregulierten Gene, in Rot die Herunterregulierten Gen. Auf der X-Achse sind die
Vergleichsgruppen aus Kombination der Finf Probengruppen (Chondrozyten ohne FCS,
Chondrozyten mit FCS, Explants mit FCS, Explants ohne FCS, nativer Knorpel) als Balken

dargestellt. Die Anzahl der DE-Gene kdnnen auf der Y-Achse abgelesen werden.

Abb. 3 Venn Diagramm A) aller differentiell exprimierten Gene, B) der gemeinsamen

differentiell hoch- bzw C) herunter-regulierten Gene.

Abb. 4 LogFC der relevanten Gene in der Kondition Nativer

Knorpel vs. Chondrozyten + FCS

Zur Veranschaulichung der LogFC-Werte der relevanten Gene der Kondition Nativer
Knorpel vs. Chondrozyten + FCS sind diese Werte der 20 top-up (rot), der 20 top-down

(griin) und der sieben seneszenz-relevanten Gene (blau) auf der Y-Achse eingetragen.

Abb. 5 LogFC der relevanten Gene in der Kondition Nativer

Knorpel vs. Chondrozyten — FCS

Zur Veranschaulichung der LogFC-Werte der relevanten Gene der Kondition Nativer
Knorpel vs. Chondrozyten + FCS sind diese Werte der 20 top-up (rot), der 20 top-down

(grun) und der sechs seneszenz-relevanten Gene (blau) auf der Y-Achse eingetragen.
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Abb. 6 LogFC der relevanten Gene in der Kondition
Chondrozyten + FCS vs. Chondrozyten — FCS

Zur Veranschaulichung der LogFC-Werte der relevanten Gene der Kondition
Chondrozyten + FCS vs. Chondrozyten — FCS sind diese Werte der 20 top-up (rot), der
20 top-down (grun) und der zwei seneszenz-relevanten Gene (blau) auf der Y-Achse

eingetragen.

Tab. 1 Gruppenaufbau

Tab. 2 Verwendete Reagenzien und Medien

Tab. 3 Verwendete Materialien

Tab. 4 Verwendete Geratschaften

Tab. 5§ Zusammensetzung und Verwendung Kulturmedien
Tab. 6 Probengruppe 2 Aufbau

Tab. 7 Seneszenzmarker

Tab. 8 Anzahl der regulierten Gene je Vergleichsgruppe

Tab. 9 Liste der 20 Top-up, der 20 Top-down regulierten und der differenziell exprimierten
Seneszenz-assoziierten Gene des Vergleichs ,Nativer Knorpel vs. Chondrozyten + FCS*
inkl. Genname, logFC-Wert und, falls zutreffend, Funktionsgruppe (pro-inflammatorisch,
anti-inflammatorisch, pro- apoptotisch, anti-apoptotisch, chondroprotektiv,

chondrodegenerativ, pro-proliferativ, Entzindungsmediator) und Seneszenz- Assoziation

Tab. 10 9 Liste der 20 Top-up, der 20 Top-down regulierten und der differenziell
exprimierten Seneszenz-assoziierten Gene des Vergleichs
-Knorpel vs. Chondrozyten — FCS* inkl. Genname, logFC-Wert und, falls zutreffend,
Funktionsgruppe  (pro-inflammatorisch,  anti-inflammatorisch, pro-  apoptotisch,
anti-apoptotisch, chondroprotektiv, chondrodegenerativ, pro-proliferativ,

Entzindungsmediator) und Seneszenz- Assoziation

Tab. 11 Liste der 20 Top-up, der 20 Top-down regulierten und der differenziell exprimierten
Seneszenz-assoziierten Gene des Vergleichs
,Chondrozyten + FCS vs. Chondrozyten — FCS* inkl. Genname, logFC-Wert und, falls

zutreffend, Funktionsgruppe (pro-inflammatorisch, anti-inflammatorisch, pro- apoptotisch,
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anti-apoptotisch, chondroprotektiv, chondrodegenerativ, pro-proliferativ,

Entziindungsmediator) und Seneszenz- Assoziation

7.3. Abkiirzungsverzeichnis
AB — Antibiotikum
ACAN — Aggrekan
ACI — autologe Chondrozyten-Implantation
ACN — Aggrekan
ACP5 - acid phosphatase 5, tartrate resistant
ACS - autologes konditioniertes Serum
ACT - autologe Chondrozyten Transplantation

ADAM - A Disintegrin And Metalloproteinase; deutsch: ein Disintegrin und

Metalloproteinase

ADAMTS - A Disintegrin and Metalloproteinase with thrombospondin motifs; deutsch:

Disintegrin und Metalloproteinase mit Thrombospondin
ADM — Adrenomedullin

AGE — Advanced Glycation Endproduct

AKT(-Protein) — Gen der Proteinkinase B

AMT — Amelotin

ANGPT — Angiopoietin 1

ANKRD1 — ankyrin repeat domain 1

ANKRD37 — ankyrin repeat domain 37

AP — activator protein; deutsch: Aktivator Protein


https://de.wikipedia.org/wiki/Metalloproteasen
https://de.wikipedia.org/wiki/Metalloproteasen
https://de.wikipedia.org/wiki/Metalloproteasen
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APS — autologes Proteinserum

ASPM - assembly factor for spindle microtubules

ATM — Ataxia telangiectasia mutated protein

ATR — Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein

AURKB — Aurorakinase B

BHLHE41 — basic helix-loop-helix family member e41

BMP — bone morphogenetic protein; deutsch: Knochenmorphogenetisches Protein
BRAF — Gen, welches fir B-RAF (Protoonkogen) codiert

C1H150rf48 — chromosome 1 C150rf48 homolog

C1QB — complement C1q b chain

C1QC - complement C1q C chain

CA4 — carbonic anhydrase 4

CAV - Caveolin

CCNB1 - cyclin B1

CD163 — CD163 Molekill

CDGN -

CDK - Cyklin dependant kinase; deutsch: Cyklin abhangige Kinase

CDK1 - cyclin dependent kinase 1

CDKNZ2A - cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, Synonym: INK4A oder ARF
CDT1 — chromatin licensing and DANN replication factor 1

CENPI — centromere protein 1
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CHAD — Chondroadherin

CHEK - Checkpointkinase-Gen

CHK — Checkpointkinase-Protein

CHRDL1 — chordin like 1

CILP — cartilage intermediate layer protein

CLEC12 — C-type lectin domain family 12 member A
Col — Kollagen

COX - Cyclooxygenase

CpG-Insel — Abschnitt auf der DNS mit sich haufig wiederholenden Cytosin-Guanin
Nukleotidabfolge

CRP — C-reaktives Protein

CSTA — Cystatin A

CTHRC1 — collagen triple helix repeat containing 1
CTSC — Cathepsin

CXCL — C-X-C motif chemokine ligand

CYTL1 - cytokine like 1

DAMP — damage-related molecular patterns; deutsch: Schaden assoziierte molekulare

Muster

DDR — DNA-damage-response; deutsch: DNS-Schadenanwort
DE - differential expression; deutsch: differentielle Expression
DENND2D — DENN domain containing 2D

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium
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DRA — MHC class Il DR alpha chain

ECM — extracellular matrix;deutsch: extrazellulare Matrix

ECT2 — epithelial cell transforming 2

EFEMP1 — EGF containing fibulin extracellular matrix protein 1

EGF — epidermal growth factor, deutsch: Epidermaler Wachstumsfaktor
ELF-3 — E74 like factor 3

EMS — equines metabolisches Syndrom

EO — enchondrale Ossifikation

ERGIC2 - ERGIC and golgi 2

ERK — extracellular signal-related kinase; deutsch: extrazellulare Signale regulierte

Kinase

EtOH — Wasch-Ethanol

FC — Fold Change

FCS — fetal calf serum; deutsch: fetales Kalberserum

FGF — fibroblast-like growth factor

FN1 — Fibronektin 1

FRMD7 — FERM domain containing 7

GADD 4503 — growth arrest and DNA damage-inducible 453
GAG - Glykosaminoglykan

GATA4 — GATA binding protein 4

GCH1 — GTP cyclohydrolase 1
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GIMAP6 — GTPase, IMAP family member 6
GLIPR1 — GLI pathogenesis related 1

GM-CSF - granulocyte/macrophage stimulating factors; deutsch:

Granulozyten/Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor

GRO - growth regulated oncogenes; deutsch: Wachstum regulierter Onkogen
HA — hyaluronacid; deutsch: Hyaluronsaure

HGF — hepatocyte growth factor; deutsch:Hepatozyten Wachstumsfaktor
HK — Hauptkomponente

HMGB — high mobility group box

i. a. — intraarticular

ID3 — inhibitor of DNA binding 3, HLH protein

IFITM5 — interferon induced transmembrane protein 5

IFN-y — Interferon-y

IGF — insulin-like growth factor, deutsch: Insulindhnlicher Wachstumfaktor
IGFBP2 — insulin like growth factor binding protein

IL — Interleukin

IL-1R1 — Rezeptor ST2

IL-1RACP — IL-1 Rezeptor-Accessoire-Protein

ILT11A — immunoglobulin-like transcript 11 A

iINOS - inducible nitric oxide synthase; deutsch: induzierbarer Stickstoffmonoxid

Synthase

IRAP — Interleukin 1 Rezeptor Antagonist Protein
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ITIHS — inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 5

JNK — c-Jun N-terminal Kinase

kbp — kilobase pairs; deutsch: Kilobasen Paare

KIF11 — kinesin family member 11

KM — Kulturmedium

LAG3 - Lymphocyte activating 3

LBP — lipopolysaccharide binding protein

LOC100050637 — interferon-induced transmembrane protein 3
LOC100061154 — membrane- spanning 4-domains subfamily A member 6A
LOC100067869 — Haptoglobin

LOC100068926 — hemoglobin subunit epsilon

LOC100071548 — C-C motif chemokine 14

LOC100630171 — C-C motif chemokine

LOG/log — Logarithmus

LUM — Lumikan

MAML — Mastermind like protein

MARCO — macrophage receptor with collagenous structure

MC-Medium — MEF-conditioned medium

MCP — monocyte chemoattractant protein; deutsch: Monozyten-Chemoattraktant-Protein
M-CSF — Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor

Mdm2 — murine double minute (mdm) oncogene, Regulator von p53 (Tumorsuppressor)
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MHC — major histocompatibility complex

MIA — MIA SH3 domain containing

MIP — macrophage inflammatory protein; deutsch: Makrophagen-Entziindungsprotein
MIR8995 — eca-mir-8995

mMiRNA — micro RNA

MKP — Metakarpophalangealgelenk

MM — Mastermix

MMP — Matrix-Metalloproteinase

MNC — monocyte chemoattractant proteins; deutsch: Monozyten-Chemoattraktant-

Proteinen

MPDZ — multiple PDZ domain crumbs cell polarity complex component
MPGES-1 — mikrosomale PGE-Synthese-1

MRC — mannose receptor C type 1

MSC — mesenchymale Stammzelle

MSR1 - macrophage scavenger receptor 1

MTOR — mechanistic Target of Rapamycin; deutsch: Ziel des Rapamycins
MTP — Metatarsophalangealgelenk

NCAPG — non-SMC condensin | complex subunit G

NDRG2 — NDRG family member 2

NEXT — Notch extracellular truncation

NF-kB — nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
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NGF — nerve growth factor

NICD — Notch intrazellular Domain
NK — natirliche Killerzelle

NO — Stickoxid

NSAID — non-steroidal anti-inflammatory drug; deutsch: nicht-steroidales

Antiphlogistikum

NUSAP1 — nucleolar and spindle associated protein 1
O2 — Sauerstoff

OA — Osteoarthritis

OCIAD2 — OCIA domain containing 2

OGN - Osteoglycin

OIS - onkogen induzierte zellulare Seneszenz
p16INK4A — Tumorsuppressor

p19ARF — alternative reading frame (ARF) protein p19 bei der Maus, beim Menschen
p14ARF

p21 — CDK1-Inhibitor

p38MAPK — p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen
p53 — Tumorsuppressor-Protein

PAHG — Polyacrylamid Hydrogel

PAMP — pathogen associated molecular pattern; deutsch: Pathogen assoziierte

molekulare Muster

PBS — Phosphat buffered saline
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PCA - principal component analysis;deutsch: Hauptkomponentenanalyse
PDGF - platelet-derived growth factor

PEBP4 — phosphatidylethanolamine binding protein 4

PGE-2 — Prostaglandin E2

P13 — Peptidas inhibitor 3

PI3K — Phosphoinositid-3-Kinase

PIP3 — Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat

PRP — platelet rich plasma; deutsch: Plattchen reiches Plasma

PRR - pattern recognition receptor; deutsch: Mustererkennungsrezeptoren
PSAT1 — phosphoserine aminotransferase 1

PSGAG - Polysulfatierte Glycosaminoglykane

PTEN — Phosphatase and tensin homolog

QPCT - glutaminyl-peptide cyclotransferase

RAGE — Rezeptor fir AGE

RB — Retinoblastom-Protein, ein Tumorsuppressorprotein

RBP1 — retinol binding protein 1

RBPjk — Recombination-signal-binding-protein-for-immunoglobulin-kappa-J-region
RFC4 — replication factor C subunit 4

ROS - reactive oxygen species, deutsch: reaktive Sauerstoffspezies
RPN1 — Ribophorin 1

RRM2 — ribonucleotide reductase regulatory subunit M2
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RS — replikative Seneszenz; ODER: telomerinduzierte Seneszenz
RUNX2 — Runt-related transcription factor 2

SAHF — senescence-associated heterochromatic foci; deutsch: Seneszenz-assoziierte

heterochromatische Herde

SASP — Senescence-Associated Secretory Phenotype; deutsch: Seneszenz-asoziierter

sekretorischer Phanotyp

SA-B-Gal — senescence-associated-B-galactosidase; deutsch: Seneszenz-asoziierte

B-Galactosidase

SCD - stearoyl-CoA desaturase

SIDT2 — SID1 transmembrane family member 2
SIN3A — SIN3 transcription regulator family member A

SIPS - stress induced premature senescenz; deutsch: Stressinduzierte vorzeitige

Seneszenz

SLC1A — solute carrier family 1 member 2

SLC39A14 — solute carrier damily 39 member 14

SLCB6A9 — solute carrier family member 9

SOD3 — Superoxide Dismutase 3

SOX-9 — sex related Y chromosom (SRY) related HMG box
sPA2 — I6sliche Phospholipase 2

SREBF2 — sterol regulatory element binding transcription factor 2
STK17B — serine/threonine kinase 17b

STRAG — signaling receptor and transporter of retinol STRAG
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SUB1 — SUB1 regulator of transcription; Activated RNA polymerase Il transcriptional

coactivator p15

SYVN1 — Synoviolin 1

T75 — Zellkulturflasche

TA — Triamcinolon

TGF-B — Transforming growth factor-3

TIMP — Gewebehemmer der Metalloprotease
TLR - Toll-like-Rezeptor

TNC — Tenascin C

TNF-a — Tumornekrosefaktor a

TPM1 — Tropomyosin 1

TP53 — Tumorsuppresor-Gen p53

TRAOP - trophinin associated protein
TSPANS — tetraspanin 8

TYROBP — Transmembran immune signaling adaptor
VCAN - Versikan

VEGF - vascular endothelial growth factor; deutsch: vaskularer endothelialer

Wachstumsfaktor
VNN1 — Vanin 1

wP — wassrige Phase
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