Aus der Orthopadischen Universitatsklinik Heidelberg

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Tobias Renkawitz

Forschungszentrum fur Experimentelle Orthopadie

Leitung: Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Solvig Diederichs

Die Relevanz der AKT-Aktivierung fur die

In-vitro-Chondrogenese humaner mesenchymaler Stromazellen

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doctor scientiarum humanarum (Dr. sc. hum.)
an der
Medizinischen Fakultat Heidelberg
der

Ruprecht-Karls-Universitat

vorgelegt von
Felicia Anna Maria Klampfleuthner
aus
Prien am Chiemsee
2023






Dekan: Herr Prof. Dr. med. Dr. h.c. Hans-Georg Krausslich

Doktormutter: Frau Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Solvig Diederichs






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

INhaItSVEIrZEICHNIS. ... e e e s s s s s e r e e s mm i nn s s nennns I
AbKUrzungsverzeiChNis. ...t e e e s v
LI =TT L= 0 o T PPNt 1
(P N G o4 o 1= ISP PPPPPPPPRRR 1
1.1.1 Aufbau von artikularem Knorpel............ooooiiiii e 1
1.1.2 Embryonale Knorpelentwicklung und enchondrale Ossifikation ............................ 3
1.1.3 Knorpeldefekte und zellbasierte Therapieansatze .............ccovvveviiiiiiiiieieeeeiiinn. 7

1.2 Mesenchymale Stromazellen als vielversprechende Zellalternative fir die Repara-
tur artiKulAren KNOIPEIS ..o e 9
1.2.1 MSC-basiertes Tissue Engineering von Knorpelgewebe in vitro........................ 10
1.2.2 Chondrogene Bedingungen fir die In-vitro-Knorpelneogenese mit MSC ............ 10
1.2.3 Enchondrale Differenzierung humaner mesenchymaler Stromazellen................ 11
1.2.4 Relevante Signalwege fur die enchondrale Differenzierung.............ccccooeeeeeeee. 12
1.2.5 Methoden zur Reduktion der Hypertrophie wahrend der MSC-Chondrogenese.. 16
1.3 Der IGF1/PISK/IAKT-SIgNalIWEQG .....cooiiiiiieeeeeeeee e 17
1.3.1 Aktivierung und zellintrinsische Deaktivierung des PI3K/AKT-Signalweges........ 18

1.3.2 Externe und endogene AKT-Agonisten wahrend der MSC-Chondrogenese in
1771 2 20
1.3.3 Pro-chondrogene Funktion des IGF1/AKT-Signalweges...........cccccoeeeiiiiiiieneenenn. 21
1.3.4 Bedeutung von AKT fir den hypertrophen Chondrozytenphanotyp .................... 22
1.4 ZICISEIZUNG. ... 24
7 | = 1 =Y 4T T=Y o N 25
2.1 Chemikalien und REAGENZIEN..........coiiii i 25
2.2 Wachstumsfaktoren, Hormone und ENzyme ..............oiiiiiiiiiiiiiiiiicee e, 27
b2 T 1o 11 o1 o] 4= o I 28
D N 41 1] Co Ty oY R 28
2.4 HISTOIOGI® ... 28
2.4.2 WeSTEINDIOL ... e e eeenees 28
2 N <1 29
2.6 Verbrauchsmaterialien .............oouiiiiiiiiiii e 29
2 A = 111 0= PR 30
2.8  PUffer UNd LOSUNGEN .......uuiiiiiiii e 31
2.8.1 Allgemeine PUFTEr ..o 31
2.8.2 ZElKURUr-PUFEE ... snnnnnnnnnnnes 31
2.8.3 Puffer fur SDS-PAGE und Westernblot...............uuiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeees 31
2.8.4 Puffer fur Glykosaminoglykan-Quantifizierung ... 32
2.8.5 Puffer fur die DNA-QUaNtifiZierung .............ooeoiiiiiiiiee e 33
2.8.6 Puffer fur die Agarose-GeleleKtrophorese.............occuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 33
e A || (0 1 (85 0 =T [1= o U 33
200t O T - | - 34

bt I o 1 112 T (= TP 35



Inhaltsverzeichnis

B I () =1 4 3 o T 1= o P 36
3.1 Rechtliche und ethische Aspekte der Studie ............oooviiiiiiiiiii e, 36
3.2 ZElKURUL ... 36

3.2.1 Gelatine-Beschichtung von ZellkulturplastiK..............cccooiieiiiiiiiiccee e, 36
3.2.2 MSC-Isolation aus Knochenmark.............ooouuiiiiiii i 36
3.2.3 AC-Isolation aus KnorpelbiopSi€N .........ccoveiiiiiiiii e 37
3.2.4 Trypsin/EDTA-Behandlung .............cooiiiiiiiiiiicce e 38
3.2.5 Kryo-Konservierung und Auftauen von Zellen.............ccccoceeeiiiiiiiiiiiiiicee e, 38
3.2.6 In-vitro-Knorpelneogenese von MSC und AC in 3D-Pelletkultur ......................... 39
3.2.7 Ernte von Pellets und ZellkulturGberstanden..............oooiiiiiiiiicie e, 39
3.3 HistologisChe ANAIYSEN ..o 39
3.3.1 Fixierung und Paraffineinbettung von MSC- und AC-Pellets fur histologische
UNEErSUCNUNGEN ... e e et e e e e e eeaaees 39
3.3.2 Anfertigen von Mikrotomschnitten..............coooiiii e, 40
3.3.3 Entparaffinierung, Rehydrierung und Dehydrierung von Schnitten..................... 40
3.3.4 Safranin-O-FaArbUNG .......cooo i 40
3.3.5 Immunhistochemische Detektion von Kollagen Typ ..., 40
3.4 Biochemische ANalySEn .........o i 41
3.4.1 Herstellung von Proteinlysaten ... 41
3.4.2 SDS-PAGE ... ..o 41
3.4.3 WeSEErNDIOL ... e a e 42
3.4.4 Densitometrische ANalYSe ........cooooiiiiiiiie 43
3.4.5 Quantifizierung des Glykosaminoglykangehalts in Pellets und Zellkulturiber-
] =1 T [T o TP 43
3.4.6 Quantifizierung des DNA-Gehalts in Pellets.............ccooooiiii 44
3.4.7 Bestimmung der ALP-Aktivitat in ZellkulturGberstanden..............ccccoooeeeiieiinnn. 44
3.5 Molekularbiologische Methoden ... 45
3.5.1 RNA-ISOIAtION ...ttt e e e e e e e e e e e e aeaane 45
3.5.2 Reverse Transkription von RNA (cDNA-Synthese) ..., 45
3.5.3 Quantitative Real-Time PCR........cooiiiiii e 46
3.5.4 Auswertung der Real-Time PCR.......cooo i 47
3.5.5 Agarose-GelelektrophoreSse .......ccoooeeeeeeee e 47
3.8 SHALISTIK ..eeeeiieee e a e e e 48

L o 1= o1 1= P 49

4.1 Hinweise auf unterschiedliche AKT-Aktivierung in MSC und AC durch Analyse von
MiICroarray-Daten ..........coooiiiiiiiiiiiii 49

4.2 Antikorper-Etablierung zum Nachweis der AKT-Phosphorylierung auf Protein-
1= 0= = R 51
4.3 AKT-Aktivierung zu Beginn der 3D-Knorpelneogenese von MSC und AC.............. 52

4.3.1 Vergleich der pAKT-Proteinspiegel zu Beginn der 3D-Knorpelneogenese von
MSC UNA AC ...ttt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e nnsrneeeaaaaeeaaanns 52
4.3.2 Erhdéhung der initialen AKT-Aktivierung durch Insulin und PDGF-BB.................. 53
4.3.3 Effekte erhohter initialer pAKT-Spiegel auf die frihe MSC-Chondrogenese ....... 55
4.4 AKT-Aktivierung wahrend der fruihen MSC-Chondrogenese bis Tag 7 ................... 57

4.4.1 Verlauf der AKT-Phosphorylierung in chondrogen induzierten MSC-Pellets an
TG 57

4.4.2 Effekt von TGFB1 und Dexamethason auf Insulin-induzierte AKT-Phosphory-
lierung an Tag 1 der MSC-ChoNdrOgeNESE .........ccceeiiiiiiiiiiiiiiee et 58



Inhaltsverzeichnis

4.4.3 Vergleich der AKT-Aktivierung von MSC und AC in der frihen 3D-Pelletkultur... 59
4.4 .4 Effekte von Insulin- und PDGF-BB-Behandlung bis Tag 7 der MSC-Chondro-

ENESE ..ottt i e e e ettt e e e e ettt e e e e eee et e e —t——aeeeeeeteteat—aaaaeaaaeearrtaaaaaaaeeeerrnns 61

4.5 Verlauf der AKT-Aktivierung wahrend enchondraler MSC-Differenzierung und
chondraler AC-Redifferenzierung .............oooviiiiiiiiiiciiicce e 65

4.5.1 Charakterisierung der hypertrophen MSC-Chondrogenese im Vergleich zur AC-
RediffereNZIEIUNG .......ccoeeiiiee e 65

4.5.2 Vergleich der AKT-Aktivierung wahrend enchondraler MSC-Chondrogenese
und chondraler AC-Redifferenzierung.............ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiii e, 67

4.5.3 Abhangigkeit der AKT-Aktivierung von TGFB1, BMP-, FGFR- und WNT-
ST (o] 0 F=1 10T PSPPSR TPTPPTRRRRRRN 68

4.6 Die funktionale Klassifizierung des AKT-Signalweges fiir die MSC-Chondrogenese
............................................................................................................................... 73
4.6.1 Nachweis reduzierter AKT-Aktivierung durch den PI3K-Inhibitor LY294002 ....... 73
4.6.2 Einfluss von 25 yM LY294002 auf die enchondrale MSC-Differenzierung .......... 74
4.6.3 Regulation der PTHLH-Expression durch AKT-Aktivitat..............cccoeeiiieiinnnnnn. 75

4.6.4 Effekte von 0,25 uM, 1,25 uM oder 2,5 yM LY294002 auf hypertrophe und
oy (=ToTe =T gL 1V F= 4 (=T N 77

4.6.5 Bedeutung von AKT-Aktivierung fur die chondrogene Differenzierung von MSC 79
4.6.6 Relevanz der AKT-Aktivierung flir TGFB-Signaling und SOX9-Proteinakkumu-

[ALION. .. 80
5 DiSKUSSION ...ciiiiiiiiiiiir i ——————————— 82
5.1 Abhangigkeit der AKT-Aktivierung vom Differenzierungsstadium.................cc........ 83

5.2 Bedeutung ausgewogener AKT-Aktivierung fir die frihe MSC-Chondrogenese .... 84
5.3 Regulation der differenzierungsabhangigen AKT-Aktivierung durch TGFf und

FGFR-AKLIVITAL ... 86

5.4 AKT als Regulator der chondrogenen Differenzierungsgeschwindigkeit................. 88
5.5 Hinweise auf eine multifaktorielle AKT-Funktion fur die MSC-Chondrogenese........ 89
5.6 Limitierungen der StUAI© ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieib e 91
5.7  Fazit UNd AUSDIICK .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb naaee 92

AT T3 1 014 0= = Eo =] UL ' R 94
7 LiteraturverzeiChnis ... 96
Eigenanteil an Datenerhebung und -auswertung..........cccciiiiiii IX
Eigene Veroffentlichungen und Tagungsbeitrage...........cccoviiiiiiiiiisnnnsnnnnn X
Lebenslauf........c i —————— Xl
DanKSaguUNQ ..o XIv
Eidesstattliche Versicherung..........coeeeiiii s XVI



Abklrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

v Mikro

3D Dreidimensional

AC Artikulare Chondrozyten

ACAN Aggrekan (Genname)

ACI Autologe Chondrozytenimplantation

AKT V-akt murine thymoma viral oncogene homolog (engl.)
ALK Activin receptor like kinase (engl.)

ALP Alkalische Phosphatase

AP-1 Aktivatorprotein 1

APS Ammoniumpersulfat

Aqua dest. Destilliertes Wasser (aqua destillata)

ATP Adenosintriphosphat

BMP Knochenmorphogenetisches Protein (engl. bone morphogenetic protein)
bp Basenpaare

BSA Bovines Rinderserum (engl. bovine serum albumin)
Bzw. Beziehungsweise

Ca Kalzium (engl. calcium)

CD Cluster of Differentiation

cDNA Komplementare DNA (engl. complementary DNA)
cm? Quadratzentimeter

CO- Kohlenstoffdioxid

COL Kollagen (engl. collagen)

CPSF6 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 (engl.)
CREB cycloAMP Responsive Element Binding Protein (engl.)
Ct Schwellenwertzyklus (engl. cycle threshhold)

Dex Dexamethason

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid)
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMMB 1,9-Dimethylmethylenblau

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ds Doppelstrangig

EDso Mittlere Effektivdosis



Abkulrzungsverzeichnis

ERK
EZM
EDTA
engl.
et al.
Exp.
FCS
FGF
FGFR
g

G/IC
GAG
GDF
GSK3p
HCI
HRP
Hz
IBSP
IGF1
IGF1R
INS

IR

IRS
IHH
KCI
kDa
Kitrl

I

LAP
lat.
LDN-21
LEF
LRP
LR3-IGF
LTBP
LY

m

M

Extracellular signal-regulated kinase (engl.)
Extrazellulare Matrix

Ethylendiamintetraacetat

Englisch

Und andere (lat.: et alii/aliae)

Experiment

Fotales Kalberserum (engl. fetal calf serum)
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (engl. fibroblast growth factor)
FGF-Rezeptor

Gramm

Guanin/Cytosin

Glykosaminoglykan
Wachstums-/Differenzierungsfaktor (engl. growth/differentiation factor)
Glykogensynthase-Kinase-33

Chlorwasserstoff

Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)
Hertz

Integrin bindendes Sialoprotein

Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor 1 (engl. insulin-like growth factor 1)
IGF1-Rezeptor

Insulin

Insulin-Rezeptor

Insulinrezeptorsubstrat

Indian hedgehog

Kaliumchlorid

Kilodalton

Kontrolle

Liter

Latency-Associated Peptide

Latein

LDN-212854

Lymphoid enhancer-binding factor (engl.)

Low-density lipoprotein receptor-related protein (engl.)
Long Arginine(R) 3-IGF1 (engl.)

Latent TGF-beta binding protein (engl.)

LY294002

Milli; Meter

Molar



Abklrzungsverzeichnis

MAPK
MEK
MgCl.
MMP
mRNA
MSC
mTORC
n
NaCl
NaOH
0z

p; P
PAGE
PBS
PDGF
PD
PDPK1
PFA
pH; PH
PHLPP
PI3K
PIP2
PIP3
PKB
PP2A
PTEN
PTH1R
PTHrP/PTHLH
gPCR
R

Rl
RNA
RPL13
RT
RUNX
Safranin O
SARA
SDS

VI

Mitogen-aktivierte Proteinkinase (engl. Mitogen-activated protein kinase)
MAPK/ERK-Kinase

Magnesiumchlorid

Matrixmetalloproteinase

Messenger RNA (engl.)

Mesenchymale Stromazellen (engl. mesenchymal stromal cells)
Mechanistic target of rapamycin complex (engl.)

Nano

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Ossifikationszentrum

Phospho, p-Wert; Passage

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate-buffered saline)
Wachstumsfaktor aus Thrombozyten (engl. platelet-derived growth factor)
PD173074

3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (engl.)
Paraformaldehyd

Latein: potentia hydrogenii, Pleckstrin-Homologie

PH domain leucine-rich repeat protein phosphatases (engl.)
Phosphoinositid-3-Kinase

Phosphatidylinositol(4,5)-biphosphat
Phosphatidylinositol(3,4,5)-triphosphat

Proteinkinase B

Proteinphosphatase 2A

Phosphatase and tensin homolog (engl.)

PTH-Rezeptor

Parathyroid hormone-related protein

Quantitative Echtzeit-PCR (real-time quantitative PCR)
Rezeptor Typ |

Rezeptor Typ Il

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Ribosomales Protein L13

Raumtemperatur (circa 20°C); Reverse Transkriptase

Runt related transcription factor

Safranin Orange

SMAD anchor for receptor activation (engl.)

Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfat)



Abkulrzungsverzeichnis

SEM
SH2
SHIP
SMAD
SOX9
TBS
TCF
TEMED
TGFB

Tris

uv

viv
VS.

w/v

Xg

Standardfehler (engl. standard error of the mean)

Src homology 2 (engl.)

SH2-domain-containing inositol 5-phosphatase (engl.)

SMA and mothers against decapentaplegic (engl.)

Sex determining region y-related high-mobility group box 9 (engl.)
Tris-gepufferte Salzlésung (Tris-buffered saline)

T-cell factor (engl.)

Tetramethylethylendiamin

Transformierender Wachstumsfaktor 8 (engl. transforming growth factor 8)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Einheit (engl. unit)

Ultraviolett

Volt

Volumenanteil (engl. volume/volume)

versus

Gewichtsanteil (engl. weight/volume)

g-Kraft

Vi






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Knorpel

Neben Muskeln und Knochen stellt Knorpel einen essentiellen Bestandteil des skelettalen
Stutz- und Bewegungsapparates dar. Knorpel besteht aus spezialisierten Knorpelzellen, den
Chondrozyten, und einer von ihnen sekretierten, faserhaltigen extrazellularen Matrix (EZM),
die primar aus Kollagenen, Proteoglykanen und Wasser besteht. Je nach Zusammensetzung
werden drei unterschiedliche Knorpelarten unterschieden. Wahrend elastischer Knorpel an nur
wenigen Stellen wie Ohrmuschel oder auRerem Gehdrgang vorkommt und zusatzlich zu Kol-
lagen Typ Il auch elastische Fasern enthalt, ist Faserknorpel primar durch ein von Typ-I-Kol-
lagen gebildetes Fasergeflecht und enorme Zugfestigkeit gekennzeichnet. Er enthalt einen
vergleichsweise geringen Matrixanteil, ist wenig elastisch und kommt beispielsweise in den
Menisken vor. Hyaliner Knorpel ist durch variable Anordnungsmuster der Kollagenfibrillen
auch bei hohen Biegungsbelastungen stabil und halt mit einem Wassergehalt von 60 — 70%
enormen Druckbelastungen stand. Als wenige Millimeter dicke Schicht Uberzieht hyaliner
Knorpel die Epiphysen von Knochen, die an der Bildung echter Gelenke (/at. articulatio) betei-
ligt sind. Zusammen mit der Synovialflissigkeit ermdglicht hyaliner, artikuldrer Knorpel durch
seine glatte Oberflache reibungslose Bewegungsablaufe im Gelenk und schitzt Knochen
durch Kraftabsorption vor Schadigung.

Da artikularer Knorpel weder von Nerven noch Blutgefalien durchzogen ist, ist die intrinsische
Regenerationsfahigkeit dieses Gewebes nur schwach ausgepragt. Unbehandelte artikulare
Knorpeldefekte werden durch kdrpereigene Reparaturmechanismen mit fibrésem Knorpelge-
webe gefillt. Dieses fibrose Ersatzmaterial weist im Gegensatz zu hyalinem Knorpel einen
hohen Reibungskoeffizienten und nur geringe Druckstabilitat auf. Daraus resultierende gering-
wertigere biomechanische Eigenschaften im Gelenk legen oftmals den Grundstein fur dege-
nerative Erkrankungen wie Arthrose. Im arthrotischen Gelenk wird die Knorpelschicht sukzes-
sive abgebaut und der darunter liegende Knochen freigelegt, was zu gro3er Schmerzbelas-
tung, vollstandiger Immobilitat des Patienten und langfristig zur Notwendigkeit fihren kann,
das Gelenk mittels endoprothetischer Verfahren zu ersetzen (Rabenberg 2013). Um dieser
Entwicklung zuvorzukommen, wird intensiv an Therapieansatzen zur Behandlung lokaler
Knorpeldefekte geforscht, die stets darauf abzielen, die Zusammensetzung des Reparaturge-
webes so genau wie mdglich an hyalinen Gelenkknorpel anzupassen, um eine mdglichst ur-

springliche Gewebesituation im Gelenk wiederherzustellen.

1.1.1 Aufbau von artikuldrem Knorpel

Artikularer Knorpel ist beim Menschen zwei bis vier Millimeter dick und wird aufgrund variie-

render Zusammensetzung von Matrixkomponenten und Chondrozytenmorphologie in vier
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Zonen eingeteilt (Abbildung 1). Die Oberflaichenzone macht zwischen 10 - 20% der Gesamt-
dicke aus, steht mit der Synovialflissigkeit in Kontakt und ist fir die Gleitfahigkeit im Gelenk
malfigeblich. Die Chondrozyten dieser Zone sind flach und die dicht gepackten Fasern aus
Kollagen Typ Il und Typ IX parallel zur Knorpeloberflache ausgerichtet, was zum Schutz der
unteren Schichten vor Scher- und Zugkraften beitragt.

Die sich anschlieRende mittlere oder Ubergangszone macht bis zu 60% des Knorpelvolu-
mens aus. Sie ist durch wenige Chondrozyten mit runder Zellmorphologie und einen hohen
Proteoglykangehalt gekennzeichnet. Der hohe Wassergehalt und die ungleichmaRige Anord-
nung der im Vergleich zur Oberflachenzone dickeren Kollagen-Typ-II-Fibrillen tragen zur Resi-
lienz gegen Druckbelastung bei.

In der tiefen Zone sind die rundlichen Chondrozyten saulenartig aneinandergereiht. Durch die
zur Knorpeloberflache senkrechte Ausrichtung der stabilen Kollagen-Typ-ll-Fibrillen und einen
hohen Proteoglykangehalt mit maximaler Aggrekankonzentration bietet diese Zone den grofi3-
ten Widerstand gegen Druckbelastungen.

Die Kollagen-Typ-IlI-Fibrillen der tiefen Zone reichen uber die Tidemark, einer histologisch farb-
baren Trennlinie, in die sich anschlieRende kalzifizierte Zone. Diese enthalt nur wenige, ver-
grolRerte Chondrozyten (Oliveira Silva et al. 2020). Dieser sogenannte hypertrophe Chondro-
zytenphanotyp ist durch Kollagen Typ X und hohe Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (ALP)
charakterisiert, was zur Mineralisierung dieser Zone beitragt. Die kalzifizierte Zone verankert
als wichtige Ubergangszone den hyalinen Knorpel an den subchondralen Knochen und garan-
tiert somit die Integritat des Gelenks (Bhosale und Richardson 2008; Matsiko et al. 2013;
Sophia Fox et al. 2009).

Oberflachenzone :_ _ cddl s g
: > N . 22
’ (7 o
Artikularer Ubergangszone - IS l;— Kollagen-II-Fibrillen
Knorpel \
’ . T Chondrozyten
tiefe Zone

. T : i A 2@+ Tidemark
kalzifizierte Zone | g\

hypertrophe
Chondrozyten

subchondraler Knochen

Abbildung 1: Schematische Ubersicht des zonalen Aufbaus von artikularem Knorpel. Modifiziert nach Oliveira
Silva et al. 2020.
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Die zellulare Komponente von Gelenkknorpel stellen artikuldare Chondrozyten (AC) dar, ein
spezialisierter Zelltyp mit rundlicher Morphologie. Sie produzieren und sekretieren die EZM-
Komponenten und machen beim Menschen etwa 1% des Knorpelvolumens aus (Stockwell
1967). In der Folge werden AC mit fortlaufender EZM-Synthese und zunehmender Knorpel-
masse auseinander geschoben, was als interstitielles Wachstum bezeichnet wird. Die am hau-
figsten in Knorpelgewebe vorkommenden Makromolekule sind Kollagene (60% der Trocken-
masse) und Proteoglykane (etwa 30%), wohingegen seltenere Matrixkomponenten wie Lipide,
Phospholipide, nicht-kollagenartige Proteine und Glykoproteine zusammen nur etwa 1% der
Knorpeltrockenmasse ausmachen.

Kollagene bestehen aus drei linksgangigen a-Polypeptidketten, die sich zu einer kompakt ge-
wickelten, rechtsgangigen Superhelix zusammenfinden (Gelse et al. 2003). Diese dichte Wick-
lung ist ausschlaggebend fur die Zugfestigkeit und tragt entscheidend zur Etablierung eines
robusten Netzwerkes bei, das auch anderen Strukturkomponenten festen Halt in der Matrix
bietet. Unter insgesamt 7 unterschiedlichen Kollagenarten im hyalinen Knorpel ist Kollagen
Typ Il (Gen: COL2A1) mit 90 - 95% der Trockenmasse das haufigste Makromolekul der EZM
und bildet Fibrillen und Fasern, die von den Kollagenen Typ IV, V, VI, IX und XI stabilisiert
werden (Eyre 1991). Typisch fur die mineralisierte Ubergangszone zwischen Knorpel und Kno-
chen ist Kollagen Typ X (Gen: COL10A1).

Die zweitgrolite Gruppe von Makromolekilen im hyalinen Knorpel stellen Proteoglykane dar,
die aus einem Kernprotein und einem oder mehreren kovalent gebundenen Glykosaminogly-
kanen bestehen. Diese unverzweigten Kohlenhydratketten sind wiederum aus sich wiederho-
lenden Disaccharideinheiten aufgebaut. Die haufigsten Glykosaminoglykane im Knorpel stel-
len Chondroitin- und Keratansulfatketten dar. Proteoglykane weisen durch ihren hohen Anteil
negativer Ladung an Sulfat- und Carboxylatgruppen eine grof3e Wasserbindekapazitat auf und
sind somit entscheidend fir die Kompensation von Druckbelastungen und die Elastizitat von
Knorpelgewebe (Roughley und Lee 1994). Das grote und haufigste Proteoglykan im Knorpel
ist Aggrekan (Gen: ACAN), das aus mehr als 100 Chondroitin- und Keratansulfatketten besteht
(Hardingham und Fosang 1992). Es kommt als Polymer zahlreicher Aggrekanmolekdle vor,
die nicht-kovalent an Hyaluronan gebunden sind (Kiani et al. 2002; Roughley und Lee 1994).
Kleinere Proteoglykane wie Dekorin, Biglykan und Fibromodulin sind nicht direkt an der Knor-
pelstabilitat beteiligt, tragen durch Interaktion mit Kollagenen aber zur Organisation des Fibril-
lennetzwerkes bei und beeinflussen durch das Binden von Wachstumsfaktoren die Chondro-
zytenaktivitat (Cohen et al. 1998; Temenoff und Mikos 2000).

1.1.2 Embryonale Knorpelentwicklung und enchondrale Ossifikation

Da im Embryo alle spéter als Knochen vorliegenden Strukturen mit Ausnahme des Schadels
zuerst als hyaliner Knorpel angelegt werden, ist Knorpel als Primordialskelett der entschei-

dende Strukturgeber des embryonalen Wirbeltierkérpers. Wahrend embryonale
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Knorpelstrukturen der Kopfregion wie beispielsweise Teile der Nasenhdhle aus kranialen Neu-
ralleistenzellen des Ektoderms entstehen, stammt das knorpelige Primordialskelett des Bewe-
gungs- und Stitzapparates vom Mesoderm, dem mittleren embryonalen Keimblatt, ab (Gans
und Northcutt 1983; Kaucka und Adameyko 2019). Als einer der ersten Schritte der Knorpel-
entwicklung migrieren mesenchymale Vorlauferzellen im sich entwickelnden Embryo zunachst
in kiinftige Skelettbereiche und kondensieren, was einer Erhéhung der Zelldichte ohne Zell-
vermehrung entspricht (DeLise et al. 2000). Die Zellen im Inneren der Kondensation beginnen
nach einer kurzen Adaptationsphase mit arretiertem Zellzyklus zu proliferieren (Fell 1925;
Solursh und Reiter 1975) und werden von mehreren Schichten mesenchymaler Zellen mit fib-
roblastenartiger Morphologie umgeben, die das Perichondrium bilden (Egawa et al. 2014;
Kronenberg 2007). Die chondrogene Differenzierung der proliferierenden Zellen im Konden-
sationszentrum wird einerseits durch die bei der Kondensation etablierten Zell-Zell-Kontakte
und andererseits durch die Knochenmorphogeneseproteine (engl. bone morphogenic pro-
teins, BMPs) 2, 4 und 7 sowie fibroblast growth factor (FGF)18 induziert, die von perichondri-
alen Zellen sekretiert werden (DeLise et al. 2000; Kronenberg 2003; Ohbayashi et al. 2002).
Die so entstehenden Prachondroblasten beginnen den Transformierenden Wachstumsfaktor
B (engl. transforming growth factor B, TGFB) und BMPs zu exprimieren. TGF3 und BMP initi-
ieren eine weitere Differenzierung der Zellen in Chondroblasten und letztlich Chondrozyten,
indem sie unter anderem die Expression des wichtigsten Transkriptionsfaktors der Chondro-
genese, sex determining region y-box 9 (SOX9), induzieren und aufrechterhalten (Bi et al.
1999; Lefebvre und Smits 2005; Thielen et al. 2019; Yoon et al. 2005). Die dadurch vermittelte
kontinuierliche Sekretion von Proteoglykanen und Kollagen Typ Il in die Mikroumgebung der
Chondrozyten fuhrt zur Expansion des Knorpelgewebes und zur Ausbildung des Primordi-
alskeletts. Alle Skelettelemente, die, wie beispielsweise Teile der Nase oder artikularer Knor-
pel, im adulten Kérper nicht durch Knochen ersetzt werden, verbleiben in diesem Stadium. Alle
anderen spater knéchernen Strukturen durchlaufen bereits ab der sechsten Woche der Emb-
ryonalentwicklung den Prozess der enchondralen Ossifikation (Abbildung 2), in deren Ver-
lauf Knorpelgewebe zu Knochen umgewandelt wird. Im ersten Schritt der enchondralen Ossi-
fikation reduzieren Chondrozyten die Sekretion typischer Matrix-Komponenten von hyalinem
Knorpel wie Kollagen Typ Il und Aggrekan und bilden unter VergroRerung ihres Zellvolumens
einen sogenannten hypertrophen Phanotyp aus. Hypertrophe Chondrozyten sekretieren ver-
mehrt Kollagen Typ X, was den Beginn der Gewebemineralisierung einldutet (Schmid und
Linsenmayer 1985; Shen 2005). In dieser friihen Phase der Mineralisierung spaltet die Alkali-
sche Phosphatase (ALP, Gen: ALPL) anorganisches Pyrophosphat zu Phosphat, das in An-
wesenheit von Ca?*-lonen Hydroxylapatit bildet (Balcerzak et al. 2003; Magne et al. 2003;
Milldn 2013). Zur Stabilisierung der verkndéchernden Matrix tragt das Integrin-bindende Sia-
loprotein (engl. integrin binding sialo protein, Gen: IBSP) bei, das ebenfalls von hypertrophen

Chondrozyten sekretiert wird und die Bildung von Hydroxylapatit unterstitzt (Ganss et al.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der enchondralen Ossifikation. OZ = Ossifikationszentrum. Modifiziert
nach Egawa et al., 2014.

1999; Hunter und Goldberg 1993). Weitere hypertrophe Marker sind parathyroid hormone/pa-
rathyroid hormone-related peptide receptor (Gen: PTH1R) und Indian hedgehog (Gen: IHH),
deren Expression die enchondrale Differenzierung der hypertrophen Chondrozyten weiter vo-
rantreibt (Karp et al. 2000; Vortkamp et al. 1996). Im letzten Stadium der Gewebemineralisie-
rung kontrollieren Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), vornehmlich die Kollagenasen MMP1
und MMP13 und die Gelatinasen MMP2 und MMP9, den Abbau der verkalkten Matrix und
bereiten das Gewebe somit auf die Vaskularisierung vor (Ortega et al. 2004; Shiomi et al.
2010; Studer et al. 2012). Der durch Kollagen Typ X, ALP-Aktivitat, IBSP und MMPs induzierte
Umbau des urspringlich knorpeligen Gewebes ermdglicht das Eindringen von Vorlauferzellen,
die zu Osteoblasten differenzieren und Knochenmatrix aufbauen, sowie von Endothel- und
hamatopoetischen Zellen, die das Knochenmark bilden. Im weiteren Verlauf der Verknéche-
rung werden neben dem sogenannten primaren Ossifikationszentrum in der Diaphyse des
Roéhrenknochens auch sekundare Ossifikationszentren in den Epiphysen ausgebildet. Um
Langenwachstum im Knochen zu ermdglichen bleibt ein Knorpelabschnitt zwischen primarem

und sekundarem Ossifikationszentrum, die sogenannte Wachstumsfuge, von der
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Mineralisierung ausgeschlossen (Abbildung 3). Diese sogenannte Wachstumsfuge besteht
aus drei morphologisch unterscheidbaren Zonen, die aus ruhenden, proliferierenden oder hy-
pertrophen Chondrozyten bestehen. Jede dieser Chondrozytenpopulationen vermittelt spezi-
fische Prozesse in Langenwachstum und Mineralisierung. Die Chondrozyten der ruhenden
Zone speisen zum einen kontinuierlich neue Zellen in die proliferierende Zone ein, die sonst
durch die hypertrophe Weiterdifferenzierung der proliferierenden Chondrozyten sukzessive an
Volumen verlieren wirde. Zum anderen exprimieren die Chondrozyten der ruhenden Zone
parathyroid-related protein (PTHrP, Gen: PTHLH), das die Zellvermehrung in den benachbar-
ten proliferierenden Chondrozyten aufrechterhalt und gleichzeitig ihre hypertrophe Differenzie-
rung verzogert (Vortkamp et al. 1996), was ein vorzeitiges SchlieRen der Wachstumsfuge ver-
hindert. Sobald ruhende Chondrozyten ihren Ruhezustand verlassen, unterliegen sie einer
morphologischen Umwandlung in flache, saulenartig angeordnete Chondrozyten, die prolife-
rieren. Durch Zellvermehrung und EZM-Ablagerung der proliferierenden Chondrozyten wer-
den Diaphyse und Epiphyse auseinandergeschoben, was den Knochen in seiner Lange wach-
sen lasst. Chondrozyten, die das proliferative Stadium als prahypertrophe Chondrozyten ver-
lassen, werden unter ansteigendem Zellvolumen hypertroph und tragen so am starksten zum
Langenwachstum des Knochens bei (Hallett et al. 2019; Noonan et al. 1998). Prahypertrophe
und hypertrophe Chondrozyten exprimieren PTH1R und IHH, das sowohl die Proliferation und
enchondrale Differenzierung benachbarter Chondrozyten vorantreibt als auch die Differenzie-
rung perichondrialer Zellen in Osteoblasten vermittelt und die PTHrP-Expression in den ruhen-
den Chondrozyten induziert. PTHrP wiederum halt die Chondrozyten in der proliferierenden
Zone in einem proliferativen Zustand, verhindert deren vorzeitige hypertrophe Differenzierung
und inhibiert die IHH-Expression (Lee et al. 1996; Vortkamp et al. 1996). IHH und PTHrP
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Abbildung 3: Darstellung der tibialen Wachstumsfuge adulter Mduse nach Hamatoxylin/Eosin-Farbung. Der ver-
groRerte Ausschnitt zeigt die drei Zonen der Wachstumsfuge, die aus ruhenden, proliferierenden oder hypertrophen
Chondrozyten bestehen. Abbildung modifiziert nach Dixit et al., 2020.
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agieren somit in einer negativen Feedbackschleife, die die Geschwindigkeit der enchondralen
Differenzierung reguliert und somit Wachstum und Ossifikationsprozesse in Balance halt. Zum
Verbleib der hypertrophen Chondrozyten in der Wachstumszone wird die Meinung, dass hy-
pertrophe Chondrozyten apoptotisch werden und absterben (Silvestrini et al. 1998; Zenmyo et
al. 1996), inzwischen durch Experimente zur Abstammungsverfolgung herausgefordert, die
nahelegen, dass hypertrophe Chondrozyten zu Osteoblasten transdifferenzieren und somit
zum Aufbau der Knochenmatrix beitragen kénnen (Park et al. 2015; Yang et al. 2014a; Yang
et al. 2014b; Zhou et al. 2014). Auch nach Mineralisierung der Wachstumsfuge und Erreichen
der finalen Skelettgrofie findet im Knochen durch das Zusammenspiel von Osteoblasten und
Osteoclasten, die Knochensubstanz abbauen, eine standige Erneuerung der Knochenmatrix
statt, um beispielsweise Mikroschaden auszugleichen (Hadjidakis und Androulakis 2006). Da
eine derartige intrinsische Regenerationskapazitat im Knorpel fehlt, sind betroffene Patienten
mit Knorpeldefekten auf Therapien angewiesen, um das Risiko langfristiger Schaden am Be-

wegungsapparat zu minimieren.

1.1.3 Knorpeldefekte und zellbasierte Therapieansétze

Ein finffach erhohtes Arthroserisiko fur Patienten mit unbehandelten, fokalen Knorpeldefekten
unterstreicht die Relevanz erfolgreicher Knorpeltherapien (Gelber et al. 2000; Martel-Pelletier
et al. 2016). Die frihesten Versuche, Knorpeldefekte zellbasiert durch In-situ-Regeneration zu
heilen, gehen auf die 1950er Jahre zurtick (Pridie 1959).

1.1.3.1 Mikrofrakturierung

Die Methode nach Pridie zielte auf die regenerative Kapazitat von Knochenmark ab und hielt
nach einigen Adaptationen unter der Bezeichnung Mikrofrakturierung Ende der 1990er Jahre
Einzug in den klinischen Therapiealltag (Steadman et al. 1999). Sie wird vor allem bei kleine-
ren Knorpeldefekten bis zu einer GroRe von 2,5 cm? eingesetzt. Im Verlauf des Eingriffes wird
die subchondrale Knochenplatte nach Reinigung des Defekts perforiert, sodass mit dem ent-
weichenden Knochenmark mesenchymale Vorlduferzellen und Wachstumsfaktoren in den De-
fekt flieRen, die zum Aufbau von Reparaturgewebe beitragen. Neben ihrer anabolen Funktion
besitzen diese Vorlauferzellen auch immunregulatorische Eigenschaften, die entzundliche
Prozesse im Gelenk reduzieren und somit die Knorpelreparatur férdern kdnnen (Harrell et al.
2019). Obwohl die Methode der Mikrofrakturierung aufgrund geringer Kosten und begrenzten
Aufwandes haufig angewendet wird, sind die Langzeiterfolge fiir die Reparatur des Knorpels
gering (Solheim et al. 2018). Da sich das austretende Knochenmark vor allem durch Bewe-
gung im gesamten Gelenk verteilt und zuweilen nicht im Defekt gehalten wird, bleibt das ana-
bole und anti-inflammatorische Potential des Knochenmarks zum Grofteil ungenutzt. Das ent-

stehende Knorpelersatzgewebe besteht aulerdem oftmals aus Faserknorpel, der hyalinem
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Knorpel in puncto biomechanischer Kompetenz unterlegen ist. Die autologe matrixinduzierte
Chondrogenese (AMIC) als Weiterentwicklung der Mikrofrakturierung beinhaltet das ober-
flachliche Schliel3en des Defekts durch eine Kollagenmembran, um das Knochenmark im De-
fekt zu konzentrieren und die mesenchymalen Vorlauferzellen zur chondrogenen Differenzie-
rung zu stimulieren (Benthien und Behrens 2010). Alles in allem flihrt Mikrofrakturierung aber
nur kurzzeitig zu einer Schmerzlinderung und aufgrund der schwachen biomechanischen Ei-
genschaften des erzeugten Faserknorpels sowie des Narbengewebes verschlechtert sich der
therapeutische Erfolg mit der Zeit gravierend (Grottkau et al. 2022; Volz et al. 2017).

1.1.3.2 Autologe Chondrozyten Implantation (ACI)

Fir Knorpeldefekte von mehr als 2,5 cm? GréRe beruhen klinisch angewandte Zelltherapien
fur die Knorpelregeneration seit 1994 auf der Implantation artikularer Chondrozyten (ACI;
Brittberg et al. 1994). Um patienteneigene artikulare Chondrozyten zu isolieren, wird gesundes
Knorpelgewebe aus einem nicht-gewichttragenden Bereich des Gelenks enthommen und en-
zymatisch verdaut, um die Zellen aus der sie umgebenden EZM zu I6sen. Da artikularer Knor-
pel nur in begrenztem Malde enthommen werden kann, ohne die Integritat des Gelenks zu
gefahrden, kdnnen aus einer Biopsie nur wenige Chondrozyten gewonnen werden. Deswegen
ist eine etwa dreiwdchige In-vitro-Expansion der Knorpelzellen nétig, um eine ausreichend
hohe Zellzahl fur die Defektbehandlung zu erhalten. AnschlieRend werden die Zellen in einer
zweiten Operation in den Knorpeldefekt transferiert. Als Weiterentwicklung der ACI entstand
die Matrix-assoziierte Chondrozyten-Implantation, bei der ein Kollagen Typ l/lll-Tragermaterial
mit expandierten autologen Chondrozyten besiedelt und nach mehrtagiger In-vitro-Vorkultur in
einen bestehenden Knorpeldefekt transplantiert wird (Behrens et al. 2006). Obwohl ACI-ba-
sierte Verfahren in Langzeitstudien bis 20 Jahre nach Behandlung die Symptome des Patien-
ten durchaus verbesserten (Peterson et al. 2010), bringt die Verwendung von AC fur die Be-
handlung von Knorpeldefekten drei wesentliche Nachteile mit sich. Erstens mussen sich Pati-
enten zwei separaten kostspieligen Eingriffen unterziehen, die oft in einer offenen Gelenk-
Operation durchgefiihrt werden und deren Nachwirkungen zeit- und schmerzintensiv sein kon-
nen. Zweitens resultiert die Entnahme von intaktem Knorpelgewebe fiir die Isolation von AC
in einem neuen Defekt, der aufgrund der fehlenden intrinsischen Regenerationsfahigkeit von
Knorpel nicht heilt. So kann auch dieser neu gesetzte Defekt zur Morbiditat des umgebenden
Gewebes und langfristig zur Entwicklung von Arthrose flihren (Gelber et al. 2000; Lee et al.
2000; Martel-Pelletier et al. 2016). Ein dritter gravierender Nachteil der Verwendung von AC
stellt die In-vitro-Expansion dar, die notwendig ist um eine ausreichend hohe Zellzahl fir die
Defektbehandlung zu erreichen. Wiederholte Zellteilungen in kinstlicher, nicht-nativer Umge-
bung wahrend der AC-Expansion in vitro fihren zu einem stetigen Verlust des Chondrozyten-

phanotyps, was durch chondrogene Stimulation in vitro nur teilweise umkehrbar ist und als
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Redifferenzierung bezeichnet wird (Caron et al. 2012). Neben morphologischen Anderungen
hin zum Fibroblasten dulert sich die Dedifferenzierung von AC vor allem in der reduzierten
Expression der knorpeltypischen Gene COL2A1 und ACAN, wahrend COL1A1 ansteigt (Benz
et al. 2002; Binette et al. 1998; Winter et al. 2003). Wenn dedifferenzierte Chondrozyten in
einen Knorpeldefekt transferiert werden, ist das von ihnen aufgebaute Reparaturgewebe oft-
mals fibrés und dem nativen Gewebe somit biochemisch und mechanisch unterlegen
(Peterson et al. 2003; Tins et al. 2005). Diese gravierenden Nachteile der ACI verdeutlichen,
dass artikulare Chondrozyten keine ideale Zellquelle fur die Knorpelregeneration darstellen.
Eine vielversprechende Alternative, um diese Limitierungen zu umgehen, stellen mesen-

chymale Stromazellen dar.

1.2 Mesenchymale Stromazellen als vielversprechende Zellalternative fur die

Reparatur artikularen Knorpels

Mesenchymale Stromazellen (engl. mesenchymal stromal cells, MSC) sind Vorlauferzellen
mesodermaler Abstammung, die ohne irreversible Defekte zu verursachen aus postnatalen
Geweben wie Knochenmark oder Fett isoliert werden kénnen, wo sie zur Regeneration be-
schadigter Strukturen beitragen (da Silva Meirelles et al. 2006). MSC befinden sich an der
Oberflache von feinen, das Knochenmark durchziehenden Blutgefallen, den Sinusoiden, und
tragen zu deren Stabilisierung bei. Erstmals wurden diese Zellen aus Knochenmark von Meer-
schweinchen isoliert und urspriinglich als fibroblastenartige, plastikadharente Zellen mit hoher
Proliferationskapazitat beschrieben, deren dicht wachsende Kolonien von nur einer Zelle ab-
stammen kénnen (Friedenstein et al. 1970). Aufgrund ihres multipotenten Charakters, der eine
Differenzierung dieser Zellen entlang mesenchymaler Entwicklungslinien wie der adipogenen,
osteogenen und chondrogenen erlaubt (Ashton et al. 1980; Friedenstein 1976; Mackay et al.
1998; Owen und Friedenstein 1988; Pittenger et al. 1999; Yoo et al. 1998), wurden diese Zel-
len als mesenchymale Stammzellen bezeichnet (Caplan 1991). Laut Caplans Charakterisie-
rung seien mesenchymale Stammzellen in der Lage, in samtliche vom Mesoderm abstammen-
den Gewebe wie Knorpel, Knochen, Muskel, Fett, Dermis, Sehnen, Bander oder Bindege-
webszellen zu differenzieren. Da ein entsprechender Nachweis allerdings nicht erbracht wor-
den ist (Bianco et al. 2008), werden diese Zellen nach starker Kritik inzwischen als mesen-
chymale Stromazellen bezeichnet und sollten ausschlielich als Vorlaufer skelettaler Gewebe
angesehen werden (Bianco et al. 2013). Die Minimalkriterien zur Identifizierung von MSC be-
inhalten Plastikadharenz, die Expression von Oberflachenmarkern (CD105*, CD73*, CD90",
CD45, CD34, CD14/CD11-, CD79a/CD19, HLA-DR") und die Differenzierungskapazitat in die
adipogene, osteogene und chondrogene Richtung (Dominici et al. 2006). Da die gewahlten

Oberflachenmarker jedoch auch auf Bindegewebszellen zu finden sind und sich ihre
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Expression im Laufe der MSC-Expansion andern kann (Bianco et al. 2013), verbleibt die Plas-
tikadharenz als gangige Methode, um MSC zu charakterisieren.

Zu den Vorteilen, MSC statt AC fiur die Knorpelregeneration zu verwenden, gehdrt unter an-
derem, dass den Patienten Knochenmark unter minimalinvasiven Bedingungen beispielsweise
mittels Punktion aus dem Hiftkamm entnommen werden kann, ohne irreparable Schadigun-
gen des Spendergewebes hervorzurufen. Auferdem ermdglicht die im Vergleich zu AC héhere
Proliferationskapazitat von MSC, dass sie wahrend der In-vitro-Expansion in kiirzerer Zeit star-
ker vermehrt werden kdnnen, bis eine expansionsbedingte Beeintrachtigung des Differenzie-
rungspotentials eintreten wirde. In Summe stellen MSC somit eine attraktive Zellalternative

fur die Knorpelregeneration dar.

1.2.1 MSC-basiertes Tissue Engineering von Knorpelgewebe in vitro

Die Knorpelregeneration war eines der friihesten Felder des Tissue Engineerings (Vacanti et
al. 1991). Tissue Engineering ist ein interdisziplindres Gebiet, das die Prinzipien der Ingenieur-
und Biowissenschaften verbindet, um mit Hilfe von geeigneten Zellen, bioaktiven Wachstums-
faktoren und unterstutzenden Biomaterialien biologische Ersatzgewebe zu entwickeln, die die
urspriingliche Gewebefunktion wiederherstellen, erhalten oder verbessern (Langer und
Vacanti 1993). Die angestrebten Charakteristika des Ersatzgewebes orientieren sich dabei an
der anatomischen Struktur, den biomechanischen Eigenschaften und den physiologischen
Funktionen des nativen Gewebes. Fir hyalinen Knorpel hangen diese Eigenschaften primar
von Kollagen Typ Il und Proteoglykanen ab, was sie bei der Bewertung von Knorpel-Tissue-

Engineering-Konstrukten zu entscheidenden Evaluierungskriterien macht.

1.2.2 Chondrogene Bedingungen fr die In-vitro-Knorpelneogenese mit MSC

Gangige Differenzierungsprotokolle der In-vitro-Knorpelneogenese mit MSC basieren auf ei-
ner hochdichten Pelletkultur, die den Kondensationsschritt mesenchymaler Vorlduferzellen
wahrend der embryonalen Knorpelentwicklung imitiert. Die in den Zellpellets bestehende hohe
Zelldichte und die dadurch ermoglichten Zell-Zell-Kontakte wurden in Studien mit Extremita-
tenknospen von Hihner- und Mauseembryos in vivo und in vitro als ausschlaggebend fir die
Differenzierung mesenchymaler Zellen zu Chondrozyten nachgewiesen (Ahrens et al. 1977;
Capdevila und Johnson 1998; Pizette und Niswander 2000; Umansky 1966). Neben der 3D-
Kultur ist die Verwendung eines chondrogenen Mediums entscheidend, das die Differenzie-
rung von MSC zu Chondrozyten induziert und unterstitzt. Chondrogenes Medium ist klassi-
scherweise serumfrei und setzt sich aus definierten Komponenten zusammen, wobei die wich-
tigsten Bestandteile TGF[3, Insulin und Dexamethason sind (Johnstone et al. 1998; Puetzer et
al. 2010; Yoo et al. 1998). Wahrend TGFB als Chondroinduktor in vitro fungiert, verstarken
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Insulin und Dexamethason die TGFB-induzierte chondrogene MSC-Differenzierung (Derfoul
et al. 2006; Hara et al. 2016; Johnstone et al. 1998).

1.2.3 Enchondrale Differenzierung humaner mesenchymaler Stromazellen

Die ersten Tage der chondrogenen MSC-Pelletkultur sind von einem hohen Zellverlust von bis
zu 50% gepragt, der vermutlich durch die Anpassung von Einzelschichtkultur an die hoch-
dichte 3D-Kultur ausgel6st wird (Fischer et al. 2018). Laut Daten einer friiheren Studie unserer
Arbeitsgruppe starten MSC aus der Expansion mit hoher Proliferationskapazitat in die 3D-
Kultur, bringen den Zellzyklus innerhalb weniger Tage zum Erliegen und beginnen zwischen
Tag 10 und 14 erneut zu proliferieren. Mit Wiederaufnahme der Proliferation differenzieren
MSC-basierte Pra-Chondroblasten zu Chondrozyten mit rundlicher Zellmorphologie
(Dexheimer et al. 2012). Ahnlich zur In-vitro-Redifferenzierung von AC unter identischen Kul-
turbedingungen steigen wahrend der 42-tagigen In-vitro-Chondrogenese von MSC die Expres-
sion der chondrogenen Marker COL2A1 und ACAN (Sekiya et al. 2002; Winter et al. 2003)
und im Verlauf ihrer Differenzierung sekretieren die Zellen eine knorpeltypische EZM, die reich
ist an Kollagen Typ Il und Proteoglykanen (Pelttari et al. 2006).

Anders als AC jedoch differenzieren MSC unter Zunahme ihres Zellvolumens in einen hyper-
trophen Chondrozytenphanotyp, was von der Chondrozytendifferenzierung in der Wachstums-
fuge bekannt ist. Mit fortschreitender enchondraler Differenzierung steigt die Expression uner-
wulnschter hypertropher Marker wie COL710A1, IHH und PTH1R sowie des osteogenen Mar-
kers IBSP und die ALP-Aktivitat. Diese Prozesse, die auch wahrend der enchondralen Ossifi-
kation in vivo ablaufen, kénnen unter geeigneten Bedingungen die Mineralisierung in von MSC
produziertem Knorpelgewebe induzieren. Da derartige Bedingungen durch einen niedrigen
Phosphatgehalt in vitro nicht gegeben sind, werden Mineralisierungstendenzen in Knorpelpel-
lets in der Regel durch ektope, subkutane Transplantation ins Tiermodell nachgewiesen. Vier
Wochen nach ektoper Implantation in immundefiziente Mause sind MSC-basierte Knorpelpel-
lets im Gegensatz zu AC-Pellets in der Regel mineralisiert und verkndchert (Pelttari et al.
2006). Dies verdeutlicht, dass AC wahrend der In-vitro-Knorpelneogenese den chondralen Dif-
ferenzierungsweg einschlagen, wahrend MSC unter identischen Kulturbedingungen der en-
chondralen Richtung folgen. Obwohl effiziente Differenzierungsprotokolle entwickelt wurden,
die in vitro zur Reduktion der Hypertrophie in chondrogen differenzierenden MSC fihren, ist
es trotz jahrzehntelanger Forschung bisher nicht gelungen, den hypertrophen Chondrozyten-
phanotyp in MSC vollstéandig zu unterdricken. Um MSC in vitro in den eigentlich erwlnschten
AC-ahnlichen Chondrozytenphanotyp differenzieren zu kdnnen, ist es essentiell zu verstehen,

inwiefern MSC und AC unterschiedlich auf identische In-vitro-Kulturbedingungen reagieren.
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1.2.4 Relevante Signalwege fiir die enchondrale Differenzierung

Auf der Suche nach unterschiedlichen Antworten von MSC und AC auf identische Kulturbe-
dingungen wahrend der In-vitro-Knorpelneogenese wurden Signalwege untersucht, die auch

in der embryonalen Knorpelentwicklung und enchondralen Ossifikation eine Rolle spielen.

1.2.4.1 Der TGFB-Signalweg

Die TGFB-Familie besteht aus den drei Liganden TGFB1, TGFB2 und TGFB3 und ist Teil der
TGFB-Superfamilie, die auch Aktivine, BMPs und growth/differentiation factors (GDFs) um-
fasst. Die TGFB-Liganden werden als inaktive Proteinvorlaufer translatiert, die durch Ausbil-
dung intermolekularer Disulfidbriicken Dimere bilden (Ten Dijke und Arthur 2007). Neben dem
eigentlichen, sogenannten ,reifen“ TGFB-Homo- oder Heterodimer enthalt das TGFB-Vorlau-
ferprotein auch eine Pro-Region namens latency-associated peptide (LAP) (Daopin et al. 1992;
Tzavlaki und Moustakas 2020). Nach ihrer Spaltung durch eine Endopeptidase bindet LAP an
TGFB und halt es inaktiv. Im Golgi-Apparat wird der Komplex um das latent TGFS binding
protein (LTBP) erweitert, was eine schnelle Sekretion und Verankerung in der EZM ermdglicht
(Khalil 1999). Durch die Abspaltung von LAP liegt TGF in seiner aktiven Form vor und bindet
an einen der Typ |I-Rezeptoren TGFBRII, ACVRIIA oder ACVRIIB, die durch Autophosphory-
lierung aktiviert werden und einen der drei TGFB-Typ-I-Rezeptoren activin receptor like kinase
4 (ALK4), ALK5 (auch: TGFBRI) oder ALKY rekrutiert (Thielen et al. 2019). Nach dessen Akti-
vierung erfolgt die kanonische Signalweiterleitung tber SMA and mothers against decapen-
taplegic homolog 2 oder 3 (SMAD2 oder SMAD3), die durch das Protein SMAD anchor for
receptor activation (SARA) am Rezeptor verankert werden. Nach ihrer Phosphorylierung (im
Folgenden als p abgekurzt) spalten sich pPSMAD2 oder pSMAD3 von SARA ab und bilden
einen Komplex mit SMAD4, das fir die Translokation in den Nukleus sorgt, wo der SMAD-
Komplex als Transkriptionsfaktor die Expression chondrogener Marker reguliert. In einem ne-
gativen Rlckkopplungssystem agieren SMADG und SMAD?7 als Inhibitoren des TGF[3-Signal-
weges, indem sie die Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 blockieren (Hata et al. 1998;
Nakao et al. 1997). TGF ist in frihe Chondrogenese-relevante Prozesse involviert. In mesen-
chymalen Zellen aus Extremitatenansatzen des Huhnerembryos induziert TGFf in vitro die
Expression von Fibronektin, Syndekan, Tenascin oder N-Cadherin, die an der Zellkondensa-
tion beteiligt sind (Chimal-Monroy und De Leon 2003; Leonard et al. 1991). Auf posttransiati-
onaler Ebene begunstigt TGFB laut Studien in ATDC5-Zellen und 3D-Kultur boviner AC die
Proteinstabilitat von SOX9 als wichtigstem chondrogenen Transkriptionsfaktor (Chavez et al.
2017; Coricor und Serra 2016). Wie in expandierten humanen MSC untersucht wurde, vermit-
telt durch TGF[ aktiviertes SMAD3 im Nukleus die Komplexformation von SOX9 und dessen
Ko-Aktivatoren CREB-binding protein und p300, was die Transkription chondrogener Marker
wie COL2A1 und ACAN induziert (Furumatsu et al. 2005; Sekiya et al. 2000). Neben seiner
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pro-chondrogenen Funktion wurde TGFB-Signaling in Chondrozyten auch als anti-hyper-
tropher Effektor beschrieben. In den Wachstumsfugen von Mausen erhéhte ein knorpelspezi-
fischer Smad2-Knockout, globaler Smad3-Knockout oder ein daraus kombinierter Doppel-
Knockout die /hh-Expression in der hypertrophen Zone, was im Vergleich zu Kontrollmausen
auch die Ihh-Proteinspiegel in der ruhenden Zone erhoéhte, sowie Kollagen-Typ-X-Protein in
prahypertrophen und hypertrophen Chondrozyten (Wang et al. 2016; Yang et al. 2001). In
frihen enchondralen In-vitro-Kulturmodellen bestehend aus 3D-Pellets von Wachstumsfugen-
Chondrozyten von Ratten bzw. Kaninchen oder Chondrozyten aus dem Sternum von Huh-
nerembryos reduzierte TGFB-Behandlung die Col10a1-, Mmp13-Genexpression, die ALP-En-
zymaktivitat oder als Mal} flr Mineralisierung die Kalzium-Ablagerung (Ballock et al. 1993;
Kato et al. 1988). Wahrend der /n-vitro-Chondrogenese humaner MSC wurde eine selektiv
antihypertrophe TGFB-Wirkung beschrieben, da die ALP-Aktivitat deutlich anstieg, sobald die
TGFB1-Behandlung ausgesetzt wurde, wahrend andere hypertrophe Marker wie COL710A1

oder /HH leicht reduziert oder unverandert waren (Dreher et al. 2020).

1.2.4.2 Der BMP-Signalweg

Zur TGFB-Superfamilie gehéren auch die 14 bekannten BMP-Liganden, die als Dimere vorlie-
gen und jeweils an die Typ-Il-Rezeptoren ACVRIIA, ACVRIIB oder BMPRII binden, was zur
Heteromerbildung eines Typ-lI-Rezeptors mit einem der vier Typ-I-Rezeptoren ALK1
(ACVRL1), ALK2 (ACVR1), ALK3 (BMPRIA) oder ALK6 (BMPRIB) fuhrt (Heldin und
Moustakas 2016; Thielen et al. 2019). Nach Phosphorylierung des Typ-I-Rezeptors durch den
Liganden-aktivierten Typ-lI-Rezeptor erfolgt die Signalweiterleitung Uber Phosphorylierung
von SMAD1/5/9, die als Komplex mit SMAD4 in den Nukleus translozieren, wo sie die Tran-
skription von Zielgenen regulieren (Sanchez-Duffhues et al. 2020). Wahrend der Embryonal-
entwicklung spielen BMPs eine entscheidende Rolle bei der Kondensation von MSC und der
Chondrozytenproliferation (Minina et al. 2002; Minina et al. 2001). Smad1/5/9-Signaling stimu-
liert in der embryonalen Knochenentwicklung von Mausen die terminale Chondrozytendiffe-
renzierung und den Knochenaufbau (Cao und Chen 2005). Auch wahrend der TGFB-induzier-
ten In-vitro-Chondrogenese humaner MSC wird SMAD1/5/9-Signaling Uber ALK1/2/3/6 akti-
viert, was moglicherweise durch die zellautonome Expression von BMP4 und BMP7 vermittelt
wird (Dexheimer et al. 2016; Hellingman et al. 2011). Der frGheren Auffassung, dass BMP-
induziertes pSMAD1/5/9-Signaling fur die hypertrophe In-vitro-Differenzierung von MSC-ba-
sierten Chondrozyten verantwortlich sein kénnte (Hellingman et al. 2011; Kronenberg 2003;
Leijten et al. 2012; Pogue und Lyons 2006), widersprach zum einen die Beobachtung, dass
die BMP-Signalwegaktivitat in Form von pSMAD1/5/9-Proteinspiegeln sowohl wahrend der In-
vitro-Knorpelneogenese von MSC als auch AC reduziert wurde (Dexheimer et al. 2016). Zum

anderen zeigen bisher unpublizierte Daten unserer Arbeitsgruppe, dass BMP-vermittelte
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ALK1/2/3/6-Aktivitat eine eher untergeordnete Rolle fur die MSC-Chondrogenese spielt und
nur begrenzt zum pro-chondrogenen TGFB1-Signal beitragt (Diederichs, Dreher, Niesch et

al., in Bearbeitung), was die Hypothese einer rein pro-hypertrophen BMP-Funktion widerlegte.

1.2.4.3 Der FGF-Rezeptor-Signalweg

Der FGF-Signalweg, zu dem 22 Liganden (FGF1-22) in 6 Unterfamilien und 4 Tyrosin-Kinase-
Rezeptoren (FGFR1-4) gehdren, reguliert zahlreiche zellulare Funktionen wie Migration,
Proliferation, Differenzierung und Zelliberleben (Xie et al. 2020). Nachdem FGF-Liganden an
einen inaktiven, monomeren FGFR gebunden haben, erfolgt Dimerisierung und Aktivierung
des Rezeptors durch Phosphorylierung spezifischer Tyrosin-Reste an der intrazellularen Re-
zeptordoméane. Je nach Zellkontext werden verschiedene nachgeschaltete Signalkaskaden
aktiviert, wobei der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg der prominenteste ist. RAF, MEK und ERK
sind Kinasen, die durch Phosphorylierung eines Serin/Threonin- (RAF, ERK) oder Serin/Tyro-
sin/Threonin-Restes (MEK) das jeweils hachgeschaltete Protein aktivieren, was im Falle von
ERK auch ein Transkriptionsfaktor sein kann. Das charakteristische Expressionsprofil von
FGFs und den FGF-Rezeptoren wahrend der Knochenentwicklung impliziert ihre kritische
Rolle fir die enchondrale Differenzierung von Chondrozyten. Kondensierende mesenchymale
Vorlauferzellen exprimieren Fgf2, Fgf4, Fgf7, Fgf8 und Fgf9, wahrend mit zunehmender Diffe-
renzierung zu Chondrozyten und in der Wachstumsfuge hauptsachlich Fgf2, Fgf8, Fgf9, Fgf18,
Fgf21 und Fgf23 zu finden sind (Crossley et al. 1996; Hung et al. 2007; Ohbayashi et al. 2002).
In der ruhenden und proliferativen Zone der Wachstumsfuge konnten vornehmlich Fgfr2, Fgfr3
und Fgfr4 nachgewiesen werden, wohingegen Fgfr1 zwar auch in der ruhenden, als einziger
Fgf-Rezeptor jedoch auch in der hypertrophen Zone auftrat (Lazarus et al. 2007; Su et al.
2014). Globaler Knockout von Fgf2, Fgf3 oder Fgfr3 in der Maus inhibierte das skelettale Lan-
genwachstum, was zu Zwergwuchs fuhrte, und reduzierte die Knochenmineralisierung, wah-
rend bei Fgfr2-Knockout-Mausen die Ausbildung der Extremitatenknospen sogar vollstandig
aussetzte (Su et al. 2014). In einer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe reduzierte eine Be-
handlung mit FGF18 die GAG-Ablagerung wahrend der In-vitro-Chondrogenese humaner
MSC (Fischer et al. 2018). Dies stand im Einklang mit der beschriebenen Inhibition der Chond-
rozytendifferenzierung durch FGFR3/FGF18 in spaten embryonalen oder postnatalen Wachs-
tumsfugen von Mausen, widersprach aber einer anderen In-vitro-Studie, in der FGF18-Be-
handlung die GAG/DNA-Ablagerung wahrend der MSC-Chondrogenese erhéhte (Correa et al.
2015; Naski et al. 1998). Unter pharmakologischer FGFR-Inhibition wahrend der MSC-Chond-
rogenese waren COL2A1, COL10A1 sowie die ALP-Aktivitat erhéht (Dreher et al. 2020), was
zum einen darauf hinwies, dass chondrogen differenzierende MSC FGF-Liganden sekretier-
ten, und zum anderen zeigte, dass eine Reduktion der FGFR-Aktivitat die chondrogene Diffe-

renzierung beschleunigte. Dieser anti-chondrogene FGFR-Effekt stand im Einklang mit einer
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Studie zu humanen AC, in der ERK durch Uberexpression seiner vorgeschalteten Kinase MEK
kontinuierlich aktiviert wurde, was zu reduzierten ACAN- und SOX9-Spiegeln und verringerter
Proteoglykansynthese fiihrte (Yin et al. 2009). Somit ist der FGF-Signalweg ein wichtiger Inhi-

bitor der Differenzierungsgeschwindigkeit wahrend der MSC-Chondrogenese in vitro.

1.2.4.4 Der WNT-Signalweg

Der WNT-Signalweg umfasst 19 WNT-Liganden sowie 15 Rezeptoren und Ko-Rezeptoren,
wobei die 10 Frizzled (FZD)-Proteine als Hauptrezeptoren fungieren (Niehrs 2012). Der kano-
nische WNT-Signalweg ist abhangig vom Transkriptionsfaktor B-Catenin und wird durch das
Binden von sekretierten WNT-Liganden an den FZD-Rezeptor initiiert. Die Rekrutierung eines
der zwei Ko-Rezeptoren low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP)-5 oder -6 indu-
ziert Konformationsanderungen des nachgeschalteten Molekilkomplexes, der aus Glykogen-
synthase-Kinase-3p (GSK3p), Axin, adenosomatosis polyposis coli (APC) und Casein-Kinase-
la (CKla) besteht. Die so induzierte Unterdriickung der GSK3B-vermittelten Phosphorylierung
von B-Catenin flhrt zur Stabilisierung und nukledren Translokation von B-Catenin (Usami et
al. 2016). Im Zellkern bindet B-Catenin Transkriptionsfaktoren wie T-cell factor (TCF) oder lym-
phoid enhancing factor (LEF), was die Transkription von Zielgenen aktiviert (Archbold et al.
2012). In Mausstudien mit konditionalem Knockout des 3-Catenin-Gens Ctnnb1 erwies sich
der WNT-Signalweg als entscheidend flr die Etablierung eines hypertrophen Chondrozyten-
phanotyps wahrend der embryonalen Entwicklung der Gliedmalfien (Day et al. 2005; Enomoto-
Iwamoto et al. 2002; Lu et al. 2013; Takegami et al. 2016). Neben dem kanonischen, -
Catenin-abhangigen WNT-Signalweg werden durch spezielle Kombinationen von WNT-Ligan-
den und FRZ-Rezeptoren auch nicht-kanonische, B-Catenin-unabhangige Signalwege akti-
viert (Niehrs 2012). Trotz steigender Expression nicht-kanonischer WNT-Signalwegkompo-
nenten wahrend der MSC-Chondrogenese (Diederichs et al. 2019) deuten unpublizierte Daten
unserer Arbeitsgruppe darauf hin, dass statt nicht-kanonischem eher kanonisches WNT-Sig-
naling an der enchondralen MSC-Differenzierung beteiligt ist. Damit im Einklang schalteten
chondrogen differenzierende MSC kanonisches WNT-Signaling, dargestellt als Proteinlevel
von aktivem B-Catenin, im Verlauf der In-vitro-Knorpelneogenese langsamer ab als AC
(Diederichs et al. 2019). Die Reduktion der WNT-Aktivitat durch den Porcupine-Inhibitor IWP-
2, der die Sekretion von WNT-Liganden aus der Zelle blockiert, fUhrte bei unveranderten
COL2A1-Spiegeln zu einer starken Abnahme der hypertrophen Marker COL10A1, IHH und
PTH1R sowie des osteogenen Markers /IBSP und der ALP-Aktivitat (Diederichs et al. 2019).
Diese starke Reduktion des hypertrophen Chondrozytenphanotyps durch IWP-2 identifizierte
WNT fir die MSC-Chondrogenese als einen pro-hypertrophen Signalweg.

Der Vergleich von Signalwegaktivitdten zwischen der enchondralen MSC-Differenzierung und

chondralen AC-Redifferenzierung hat unser Verstandnis von der Regulation des
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Chondrozyten-phanotyps in vitro erheblich erweitert, indem Signale identifiziert wurden, durch
deren Modulation der hypertrophe Phanotyp in chondrogen differenzierenden MSC reduziert

werden kann.

1.2.5 Methoden zur Reduktion der Hypertrophie wéhrend der MSC-Chondrogenese

Fir die Reduktion des hypertrophen Chondrozytenphanotyps wahrend der MSC-Chondroge-
nese in vitro stehen aktuell zwei Ansatze zu Verfigung, die auf Modulation des WNT- oder
PTHrP-Signalweges beruhen. Einen ersten vielversprechenden Ansatz zur Reduktion des hy-
pertrophen Phanotyps wahrend der MSC-Chondrogenese stellt die WNT-Inhibierung dar. Be-
sonders aussichtsreich erschien diese Methode, weil der WNT-Signalweg neben seiner pro-
hypertrophen Effekte in der Wachstumsfuge in Osteoblasten die IHH-Aktivitat kontrolliert (Liu
et al. 2008), die auch mit der Chondrozyten-Hypertrophie in der MSC-Chondrogenese in vitro
assoziiert wird. Die Inhibition der kanonischen als auch nicht-kanonischen WNT-Aktivitat durch
IWP-2 wahrend der MSC-Chondrogenese reduzierte den hypertrophen Phanotyp deutlich,
ohne die chondrogene Differenzierung zu beeintrachtigen (Diederichs et al. 2019). Nach ekt-
oper Transplantation ins Mausmodell waren Mineralisierung und Knochenbildung in IWP-2-
behandelten Knorpelpellets jedoch nur reduziert und nicht vollstandig unterdriickt (Diederichs
et al. 2019). Folglich war es durch WNT-Inhibition trotz groRer Fortschritte noch nicht gelun-
gen, einen robusten Chondrozytenphanotyp zu induzieren, der sich wie in AC der Fall ohne
weitere Inhibitorbehandlung in vivo selbst stabilisieren konnte.

Eine zweite effiziente In-vitro-Methode zur Reduktion der Hypertrophie in der MSC-Chondro-
genese beruht auf der Manipulation des PTHrP-Signalweges. Als wichtiger Spieler der
IHH/PTHrP-Feedbackschleife fordert PTHrP in der Wachstumsfuge einerseits die Proliferati-
onsaktivitdt von Chondrozyten in der proliferierenden Zone und hemmt andererseits die IHH-
induzierte hypertrophe Differenzierung (Mak et al. 2008; Vortkamp et al. 1996). Basierend auf
der Beobachtung, dass AC wahrend der 3D-Redifferenzierung PTHrP-Protein auf durchgangig
hohem Niveau sekretierten, enchondral differenzierende MSC die PTHrP-Sekretion nach Tag
14 der 3D-Kultur jedoch reduzierten (Fischer et al. 2010), wurde intensiv an einer adaquaten
PTHrP-Behandlung gearbeitet, um den hypertrophen Phanotyp wahrend der chondrogenen
MSC-Differenzierung zu reduzieren. Zunachst wurden MSC-Pellets von Tag 7 bis 42 der
Chondrogenese konstant mit 2,5 nM PTHrP(1-34) behandelt, was die chondrogene Differen-
zierung stark inhibierte (Fischer et al. 2014; Weiss et al. 2010). In einem zweiten Ansatz wurde
PTHrP drei Mal pro Woche als 6-stlindiger Puls verabreicht. Unter dieser Behandlung war der
hypertrophe Phanotyp leicht verringert, ohne die Chondrogenese zu beeintrachtigen (Fischer
et al. 2014). Als weitere Anpassung der Behandlung wurde der 6-stiindige PTHrP-Puls taglich
verabreicht, was die Hypertrophie bei gleichbleibender EZM-Ablagerung stark reduzierte
(Fischer et al. 2016). Trotz vielversprechender Resultate in vitro mineralisierten und verkno-

cherten diese Knorpelpellets nach ektoper Transplantation in vivo (Diederichs, Dreher, Niesch
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et al., Publikation in Vorbereitung), was darauf hindeutete, dass trotz aller Fortschritte kein
stabiler, AC-ahnlicher Chondrozytenphanotyp induziert werden konnte.

Obwohl sowohl WNT-Inhibition als auch taglicher PTHrP-Puls effektive Ansatze darstellen, die
Hypertrophie in chondrogen differenzierenden MSC zu reduzieren, ist es bisher nicht méglich,
MSC in vitro vollstandig zu einem AC-ahnlichen Chondrozytenphanotyp zu differenzieren. Dies
verdeutlicht unser nach wie vor llickenhaftes Wissen iber Regulatoren des Chondrozytenpha-
notyps in vitro und unterstreicht die Notwendigkeit, weitere Signalwege zu identifizieren, die

an der enchondralen MSC-Differenzierung beteiligt sind.

1.3 Der IGF1/PI3K/AKT-Signalweg

Ein Signalweg, der im Kontext der enchondralen MSC-Differenzierung bisher noch nicht un-
tersucht worden ist, ist der durch den Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor 1 (engl. insulin-like
growth factor 1, IGF1) induzierte Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/AKT-Signalweg'. AKT,
auch Proteinkinase B (PKB) genannt, wurde 1977 als Onkogen in einer Mauslinie mit ausge-
pragter Thymombildung identifiziert (Staal et al. 1977). Der Name AKT setzt sich aus dem
Namen dieser Mauslinie, AKR, und dem Gewebe der Tumorbildung, dem Thymus, zusam-
men. Mit AKT1, AKT2 und AKT3 wurden insgesamt drei Proteinisoformen identifiziert, die von
drei unterschiedlichen Genen codiert werden (Cheng et al. 1992; Nakatani et al. 1999; Staal
et al. 1988). Die AKT-Proteine sind Kinasen, die nachgeschaltete Substrate an der Hydro-
xylgruppe von Serin- oder Threonin-Resten phosphorylieren, was sowohl zur Aktivierung als
auch Inhibierung der so modifizierten Proteine fihren kann. Eine AKT-Kinase besteht aus drei
Domanen: einer Pleckstrin-Homologie (PH)-Domane am N-Terminus des Proteins, einer zent-
ralen Kinase-Domane und einer regulatorischen Domane am C-Terminus (Hanada et al.
2004). Die drei AKT-Isoformen unterscheiden sich vor allem in den PH- und regulatorischen
Domanen, wahrend die Kinase-Domanen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit aufweisen
(Martelli et al. 2012). Zu den beschriebenen Isoform-spezifischen AKT-Funktionen zahlen Zell-
Uberleben, Proliferation und Proteinsynthese flir AKT1, Glukoseaufnahme von Zellen fur AKT2
und neuronale Entwicklung fir AKT3. Im Einklang damit ist fur AKT1 und AKT2 eine globale
Expression in zahlreichen Gewebetypen beschrieben, wahrend AKT3 hauptsachlich im Gehirn
exprimiert wird (Hinz und Jicker 2019). Da alle drei Isoformen eine identische oder ahnliche
Substratspezifitat aufweisen (Walker et al. 1998), kann der Verlust einer Isoform durch die

verbleibenden AKT-Varianten zellkontextabhangig kompensiert werden (Hers et al. 2011).

' Manche Aspekte der folgenden Einleitungsabschnitte sind in stark verkiirzter Form in eine aus dieser
Arbeit entstandene Erstautorpublikation eingeflossen (siehe Klampfleuthner et al. 2022).
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1.3.1 Aktivierung und zellintrinsische Deaktivierung des PI3K/AKT-Signalweges

Die AKT-Aktivierung erfolgt Uber verschiedene Rezeptor-Tyrosin-Kinasen an der Zellmemb-
ran, die durch das Binden spezifischer Liganden wie IGF1 an ihren jeweiligen Rezeptor akti-
viert werden (Abbildung 4) (Hanada et al. 2004). Der IGF1-Rezeptor (IGF1R) beispielsweise
besteht aus zwei identischen Monomeren, die jeweils eine extrazellulare a-Untereinheit mit
Liganden-Bindedomane und eine Zellmembran-durchspannende B-Untereinheit mit Kinase-
Domane enthalten (LeRoith et al. 2021). Aufgrund einer hohen strukturellen Ahnlichkeit zwi-
schen Insulin und IGF1, aber auch zwischen deren Rezeptoren, kann Insulin neben seinem
eigenen Insulin-Rezeptor (IR) auch den IGF1R oder Hybridrezeptoren aus IR- und IGF1R-
Untereinheiten binden (LeRoith et al. 2021). Trotz deutlich hoherer Affinitat von Insulin und
IGF1 fur die jeweils eigenen Rezeptoren ist die in typischen serumfreien Medien enthaltene
Insulinkonzentration im pg/ml-Bereich hoch genug, um auch den IGF1R zu aktivieren (Denley
et al. 2005; Phornphutkul et al. 2006; Steele-Perkins et al. 1988). Nachdem IGF1 oder Insulin
an die extrazelluldare a-Domane des IGF1R binden, flhrt eine Konformationsanderung des
Rezeptorproteins zur Autophosphorylierung eines Tyrosin-Restes an der B-Untereinheit, was
die rezeptoreigene Kinase-Aktivitat erhéht (Denley et al. 2005). Die Aktivierung dieser Kinase
phosphoryliert eine Reihe von nachgeschalteten Proteinsubstraten, einschlieRlich der Insulin-
rezeptorsubstrate (IRS)-1 und IRS-2 (Danielpour und Song 2006), was wiederum zur Phos-
phorylierung und Aktivierung der PI3K fihrt. PI3K phosphoryliert daraufhin

IGF1R IGF1R
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Abbildung 4: Schematische Ubersicht (iber die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges am Beispiel des IGF1R.
Modifiziert nach Manning & Cantley 2007.
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Phosphatidylinositol(4,5)-biphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol(3,4,5)-triphosphat (PIP3),
was die PIP3-Konzentration an der Zellmembran erhoht. Da die PH-Domane der AKT-Kinasen
eine hohe Bindeaffinitat zu PIP3 aufweist, erhdht sich mit steigendem PIP3-Spiegel auch die
Rekrutierungsrate von AKT an die Zellmembran, das in seiner inaktiven Form im Cytoplasma
verteilt vorliegt (Manning und Toker 2017). Das Binden von AKT an PIP3 initiiert Konformati-
onsanderungen, die die AKT-Phosphorylierung durch die Phosphoinositid-abhangige Protein-
kinase 1 (engl. phosphoinositide-dependent protein kinase 1, PDPK1) an Threonin 308 (T308)
der Kinase-Domane und durch mechanistic target of rapamycin complex 2 (mTORC2) an Serin
473 (S473) der regulatorischen Domane ermdglichen. Die Aktivierung von mTORC?2 ist bislang
nicht eindeutig geklart, scheint aber entweder direkt Uber Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie
IGF1R, die PI3K-vermittelte PIP3-Synthese oder in einer positiven Feedbackschleife durch
AKT zu erfolgen (Thobe et al. 2017; Zhao et al. 2020). Neben zahlreichen weiteren Phospho-
rylierungsstellen des AKT-Proteins sind T308 und S473 essentiell, um AKT vollstandig zu ak-
tivieren. Abhangig vom Zellkontext phosphoryliert die aktive AKT-Kinase im Cytoplasma oder
Zellkern nachgeschaltete Proteine. Bislang sind mehr als 100 AKT-Substrate unterschiedlicher
Funktionen wie Protein- und Lipidkinasen, Transkriptionsfaktoren oder Regulatoren des Zell-
zyklus identifiziert worden (Manning und Cantley 2007). AKT ist beispielsweise an der Aktivie-
rung von mTORC1 beteiligt, einem wichtigen Vermittler der Proteinsynthese (Bhaskar und Hay
2007). Da AKT-Kinasen in der Regel mehrere Substrate parallel phosphorylieren, folgt auf
AKT-Aktivierung keine lineare, sondern eine stark verzweigte Signalweiterleitung. Die AKT-
vermittelte simultane Aktivierung oder Inhibition seiner Substrate und der mit ihnen assoziier-
ten Signalwege, die an vielfaltigen Zellprozessen beteiligt sind, resultiert in einer hohen Kom-
plexitat des PI3K/AKT-Signalweges und einem breit gefacherten Repertoire AKT-abhangiger
Effekte. Zusatzlich kénnen unterschiedliche AKT-Induktoren zu einer unterschiedlichen Starke
und Dauer des AKT-Signals flhren, was sich wiederum auf die Aktivierung nachgeschalteter
Signalwege und deren Effekte auswirken kann. Selbst eine marginale Veranderung der AKT-
Aktivierung durch verschiedene Liganden, die sich beispielsweise in schwacherer Aktivierung
des einen und starkerer Inhibierung eines anderen AKT-abhangigen Signalweges aulert,
kann eine Zellantwort auf scheinbar ahnliche extrazelluldre Stimuli grundlegend verandern.

Um die AKT-Signalwegaktivitat auf die dynamischen Anforderungen einer Zelle abzustimmen,
existieren mehrere intrazellulare Optionen der AKT-Inhibition. Durch die Phosphatasen Phos-
phatase and tensin homolog (PTEN) oder SH2-domain-containing inositol 5°-phosphatase
(SHIP) beispielsweise wird PIP3 zu unterschiedlichen PIP2-Varianten dephosphoryliert
(PTEN: PI(4,5)P2, SHIP: PI(3,4)P2) (Hinz und Jucker 2019), was die PIP3-Konzentration an
der Zellmembran und somit die Rekrutierung und Aktivierung von AKT reduziert. Eine weitere
Option, AKT-Aktivitat zu inhibieren, stellen direkte AKT-Phosphatasen dar. Wahrend die Pro-
teinphosphatase 2A (PP2A) AKT an T308 dephosphoryliert, entfernen die PH domain leucine-
rich repeat protein phosphatases 1 und 2 (PHLPP1 and PHLPP2) die AKT-Phosphorylierung
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an S473, was ebenfalls zur Deaktivierung der AKT-Kinase fuhrt (Hinz und Jucker 2019;
Manning und Toker 2017). Inhibition des AKT-Signalweges findet auch durch posttranslatio-
nale Modifikationen statt, wie zum Beispiel durch Acetylierung in der PH-Doméane von AKT zur
Hemmung der PIP3-Bindung, Glykosylierung in der Kinase-Domane zur Reduktion der AKT-
Substratphosphorylierung oder Ubiquitinierung zur Induktion der Proteasom-vermittelten De-
gradation (Chan et al. 2014; Sundaresan et al. 2011; Wang et al. 2012). Die Vielzahl an unter-
schiedlichen Optionen der AKT-Inhibition verdeutlicht, dass das Abschalten des AKT-Signal-
weges fir die Funktionalitat einer Zelle und das Uberleben eines Organismus genauso wichtig
ist wie dessen Aktivierung. So ist AKT-Uberstimulation mit unkontrolliertem Zellwachstum bis
hin zu extremer Uberwucherung und erhéhter Tumoranfalligkeit verschiedener Gewebe asso-
ziiert, dem eine betroffene Zelle mit Induktion apoptotischer Prozesse entgegentreten kann
(Los et al. 2009). Da der AKT-Signalweg je nach Zellkontext vielfaltige zellulare Prozesse wie
Zelliberleben, Proliferation und Differenzierung kontrolliert, ist es nicht Gberraschend, dass er
als wichtiger Knotenpunkt des zelluldren Signalnetzwerkes von vielen anderen Signalwegen

aktiviert werden kann.

1.3.2 Externe und endogene AKT-Agonisten wahrend der MSC-Chondrogenese in

vitro

In Abwesenheit von Serum als IGF1-Quelle ist Insulin im klassischen chondrogenen Differen-
zierungsmedium der wichtigste pAKT-Induktor. Zusatzlich wurden auch andere Chondroge-
nese-relevante Signalmolekile als potentielle AKT-Agonisten beschrieben. In Monolayer-Kul-
turen humaner AC, humaner Krebszelllinien oder perichondrialer Mesenchymzellen neonata-
ler Mause erhdhte Behandlung mit TGFB, das im chondrogenen Medium als Chondroinduktor
in hohen Dosen eingesetzt wird, zwischen 1 und 15 ng/ml fur bis zu 60 Minuten die pAKT-
Proteinspiegel (Cheng et al. 2014; Qureshi et al. 2007; Walker et al. 2013). In humanen Mus-
kelzellen hingegen waren die pAKT-Spiegel nach 3-tdgiger Behandlung mit 1 ng/ml TGF31
reduziert (Trendelenburg et al. 2009). Die Modulation der AKT-Aktivitat durch TGF war somit
stark zellkontextabhangig. Liganden des BMP-Signalweges wie BMP4 und BMP7, deren Ex-
pression wahrend der MSC-Chondrogenese anstieg (Dexheimer et al. 2016), erhéhten in einer
humanen Chondrosarkom-Zelllinie, der Mausmyoblasten-Zelllinie C2C12 oder Stammzellen
aus Mauseembryos die pAKT-Spiegel nach bis zu 120-minltiger Behandlung mit Konzentra-
tionen zwischen 10 und 100 ng/ml (Boergermann et al. 2010; Chattopadhyay et al. 2017; Chen
et al. 2014; Kang et al. 2011; Lee et al. 2009b). AuRerdem reduzierte Uberexpression des
BMP-Zielgens inhibitor of differentiation 1 (ID1) in humanen Krebszelllinien die Transkription
des AKT-Inhibitors PTEN, was einen weiteren Mechanismus zur AKT-Aktivierung durch BMP
darstellte (Lee et al. 2009a). Auch der FGFR, dessen Aktivitat die Geschwindigkeit der chond-
rogenen MSC-Differenzierung in vitro reguliert (Dreher et al. 2020), gilt als haufiger AKT-
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Induktor (Mossahebi-Mohammadi et al. 2020; Su et al. 2014; Xie et al. 2020). In In-vitro-Expe-
rimenten mit humanen Krebszelllinien steigerte die Behandlung mit 10 ng/ml FGF2 die pAKT-
Proteinspiegel (Quan et al. 2020; Turner und Grose 2010). Neben TGF(-, BMP- und FGFR-
Signaling wurden auch kanonischen WNT-Liganden wie Wnt3a AKT-aktivierende Effekte zu-
gesprochen. In humanen Trophoblastenzellen und Fibroblasten- oder Pankreas-Zelllinien von
Mausen fluhrte die Behandlung mit 100 - 150 ng/ml Wnt3a zu einer transienten AKT-Aktivie-
rung innerhalb von 5 bis 30 Minuten (Gui et al. 2013; Kim et al. 2007; Sonderegger et al. 2010).
Auch nicht-kanonische Liganden wie Wnt5a wurden als AKT-Induktoren beschrieben. In einem
Hyaluronsaure-Hydrogel, das mit humanen MSC und einem Wnt5a-Mimetic beladen war, wa-
ren die pAKT-Proteinspiegel nach 7 Tagen In-vitro-Chondrogenese im Vergleich zur Wnt5a-
freien Kontrolle erhdht (Deng et al. 2022). Des Weiteren waren die pAKT-Level in Stimulati-
onsexperimenten mit Wnt5a in Monolayer-Kulturen humaner AC sowie einer humanen Ma-
genkrebs-Zelllinie oder nach Wnt11-Uberexpression in der Hamsterzelllinie CHO im Vergleich
zu Kontrollen erhéht (Huang et al. 2017; Liu et al. 2013; Railo et al. 2008). Obwohl der AKT-
Signalweg wahrend der In-vitro-Knorpelneogenese mit MSC kontinuierlich durch Insulin indu-
ziert wird und mdglicherweise auch von anderen Chondrogenese-relevanten Signalmolekilen
moduliert werden kdnnte, ist bisher Uberraschenderweise nicht bekannt, welche Rolle die AKT-

Aktivierung fur die MSC-Chondrogenese spielt.

1.3.3 Pro-chondrogene Funktion des IGF1/AKT-Signalweges

Erste indirekte Hinweise auf eine ubiquitdre Funktion des IGF1/AKT-Signalweges ergab die
Expressionsanalyse von Igf1 und Igf1r wahrend der embryonalen Entwicklung. Da /gf1 und
Igf1r wahrend aller Stadien der humanen, bovinen und ovinen Embryonalentwicklung, also
von frlhen undifferenzierten Mehrzellstadien bis hin zu ausdifferenzierten fetalen Geweben,
detektiert wurden (Lighten et al. 1997; Watson et al. 1992; Watson et al. 1994; Zhang et al.
1994), wurde der IGF/AKT-Signalweg zunéachst als fur die gesamte embryonale Differenzie-
rung relevant angesehen, ohne dass eine spezifischere Einordnung seiner Funktion moglich
gewesen ware. In darauffolgenden Studien zur Morphogenese der knorpeligen Extremitaten
im Mause- oder Hihnerembryo wurden Igf1- und Igf1r-Expression in kondensierenden mesen-
chymalen Zellen und Chondrozyten-Vorlaufern nachgewiesen (McQueeney und Dealy 2001;
van Kleffens et al. 1998; Wang et al. 1995), was eine potentielle chondroinduktive Funktion
des IGF/AKT-Signalweges unterstiitzen wirde.

Darauffolgende Knockout-Studien untersuchten die Rolle von AKT-Signalwegkomponenten
fur die Chondrozytendifferenzierung und Integritat der Wachstumsfuge. In Mausen mit Defizi-
enz von Igf1, Igfir, Ir oder Einzel- bzw. Doppel-Knockout von Akt1/2 wurde keine reduzierte
Expression chondrogener Marker oder eine Beeintrachtigung von Proteoglykan- oder Kol-
lagen-Typ-llI-Ablagerung beobachtet (Heilig et al. 2016; Louvi et al. 1997; Peng et al. 2003;
Ulici et al. 2009; Wang et al. 2011). Damit einhergehend ergaben Stimulationsstudien in
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Ratten, deren Hypophyse zur Minimierung von Effekten durch endogene Signalmolekile ent-
fernt wurde, dass kontinuierliche IGF1-Injektion mittels subkutan platzierter, osmotischer Mini-
pumpen keinen Effekt auf die EZM-Produktion pro Zelle hatte (Hunziker et al. 1994). Auf
Grundlage dieser Knockout-Studien blieb somit festzuhalten, dass IGF/AKT in vivo keine pro-
chondrogene Funktion erfillte.

Im Gegensatz dazu ist fur isolierte Chondrozyten und Knorpelexplantate in serum-freier In-
vitro-Kultur bekannt, dass IGF1- oder Insulinbehandlung entscheidend fiir die Expression
chondrogener Marker ist und die EZM-Ablagerung steigert (Bhaumick und Bala 1991;
Chubinskaya et al. 2008; Cigan et al. 2013; Luyten et al. 1988; Maor et al. 1993; Osborn et al.
1989; Yaeger et al. 1997). Dariiber hinaus zeigten Uberexpressions- und Inhibitorstudien, dass
der PI3K/AKT-Signalweg die Proteoglykan- und Typ-lI-Kollagenablagerung sowie die Expres-
sion von ACAN und SOX9 in 3D-Alginat- oder Monolayer-Kultur humaner AC, sowie Rinder-
AC und Nucleus-pulposus-Zellen von Ratten stimulierte (Ahmed et al. 2014; Cheng et al. 2009;
Starkman et al. 2005; Yin et al. 2009). Diese unterschiedlichen Effekte des PI3K/AKT-Signal-
weges in vivo und in vitro legten nahe, dass die Rolle von AKT fur die Knorpelablagerung

kontextabhangig sein konnte.

1.3.4 Bedeutung von AKT flir den hypertrophen Chondrozytenphé&notyp

Ob der PI3K/AKT-Signalweg auch pro-hypertroph wirken kénnte, wurde in einer Vielzahl von
Tierentwicklungsstudien untersucht. Der Knockout von /gf1 oder Igf1r oder der kombinierte
Knockout von Akt1 und Akt2 in Mausen beeintrachtigte die hypertrophe Zone der Wachstums-
fuge in hohem Malde, sodass diese in der Lange reduziert war und morphologisch weniger
hypertrophe, also kleinere, Chondrozyten enthielt (Cooper et al. 2013; Peng et al. 2003; Ulici
et al. 2009; Wang et al. 1999). Diese Beeintrachtigung fuhrte letztendlich zu verzégerter Ossi-
fikation, reduzierter Skelettmineralisierung und einer verringerten Knochenlange (Baker et al.
1993; Heilig et al. 2016; Liu et al. 1993; Peng et al. 2003; Wang et al. 2011; Wang et al. 2006).
Im Gegensatz dazu verlangerte Stimulation mit IGF1 oder Insulin die hypertrophe Zone und
verstarkte die Auspragung des hypertrophen Chondrozytenphanotyps in explantierten, emb-
ryonalen MittelfuRknochen von Maus oder Ratte und in Tibiae junger Kaninchen wahrend der
frihen postnatalen Skelettentwicklung (Abbaspour et al. 2008; Mushtaqg et al. 2004;
Phornphutkul et al. 2008; Phornphutkul et al. 2006). Stimulation mit IGF1 oder Insulin erhéhte
aulRerdem die Expression von /hh, Col10a1 und anderen hypertrophen Markern in Monolayer-
Kulturen von Chondrozyten, die aus der tibialen Wachstumsfuge von Hihnern isoliert worden
waren, und einer chondrogenen Rattenzelllinie (Choukair et al. 2014; Ciarmatori et al. 2007;
Leach et al. 2007). Angesichts solch starker Belege erscheint es wichtig, eine mdgliche pro-
hypertrophe Rolle des PI3K/AKT-Signalweges auch wahrend der MSC-Chondrogenese

in vitro in Betracht zu ziehen.
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Far die In-vitro-Osteogenese humaner MSC wurde interessanterweise gezeigt, dass die ALP-
Aktivitat, Osteopontin-Protein und andere Marker, die Osteozyten mit hypertrophen Chondro-
zyten gemein haben, unter AKT-Inhibition reduziert waren (Baker et al. 2015; Xia et al. 2019;
Ye et al. 2019; Zhang et al. 2016). Dies zeigte, dass die osteogene MSC-Differenzierung von
PI3K/AKT-Aktivitat abhangig war. Zusammenfassend deutet die Literatur auf eine pro-chond-
rogene IGF/AKT-Funktion in vitro, aber nicht in vivo hin. Eine pro-hypertrophe Rolle von AKT
ist vor allem in vivo evident und auch in einigen In-vitro-Systemen beschrieben worden. Als
bisher einzige Erkenntnis zur Funktion von AKT in der In-vitro-Chondrogenese humaner MSC
wies unsere Arbeitsgruppe in einer friiheren Studie nach, dass die PISK/AKT-Aktivitat nur in
der frihen Phase der chondrogenen Differenzierung entscheidend zur Zellproliferation beitrug,
in der spaten Phase aber nicht mehr, wobei Proliferation wiederum mafgeblich war fir eine
korrekt ablaufende Chondrogenese und die Ablagerung von Kollagen Typ Il (Dexheimer et al.
2012; Fischer et al. 2018). Ob der AKT-Signalweg auch in der spaten Phase der MSC-Chond-
rogenese von Bedeutung ist und ob er als pro-chondrogener Signalweg die Geschwindigkeit
der chondrogenen MSC-Differenzierung reguliert oder als pro-hypertropher Signalweg die
Etablierung eines hypertrophen Chondrozytenphanotyps begtinstigt, bleibt bislang jedoch un-
geklart.
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1.4 Zielsetzung

Die Verwendung von MSC firr das Tissue Engineering von Knorpelgewebe ist durch ihre en-
chondrale Entwicklung in einen hypertrophen Chondrozytenphanotyp limitiert, der aus der
Wachstumsfuge bekannt ist. Um MSC chondral zu einem AC-ahnlichen Phanotyp differenzie-
ren zu kénnen, missen Signalwege identifiziert werden, die flr diese enchondrale statt chond-
rale Chondrozytendifferenzierung verantwortlich sein kénnten. Ein Signalweg, der in diesem
Kontext bisher noch nicht untersucht worden ist, ist der PI3K/AKT-Signalweg. Wahrend er in
der Wachstumsfuge als pro-hypertropher Signalweg an der Chondrozyten-Hypertrophie und
Knochenbildung beteiligt ist, ist der PISK/AKT-Signalweg in vitro essentiell fir die Knorpelbil-
dung von Chondrozytenkulturen und hat somit eine pro-chondrogene Funktion. Obwohl AKT
wahrend der MSC-Chondrogenese in vitro durch die kontinuierliche Behandlung mit Insulin
unablassig aktiviert wird, ist bisher Uberraschenderweise nicht geklart, welche Rolle der
PISK/AKT-Signalweg fur die enchondrale Differenzierung von MSC spielt.

Das Ziel dieser Studie war es daher zunachst herauszufinden, ob der AKT-Signalweg wahrend
der enchondralen bzw. chondralen Chondrozytendifferenzierung gleich stark auf externe Sti-
mulation reagiert und ob Chondrogenese-relevanten Signalwege die AKT-Aktivierung wah-
rend der MSC-Chondrogenese regulieren. Des Weiteren sollte die Rolle des PI3K-AKT-Sig-
nalweges aufgeklart werden, wobei der Fokus besonders auf einer putativen pro-chondroge-
nen versus pro-hypertrophen Funktion lag. Um dies zu erreichen wurde die AKT-Aktivierung
wahrend der MSC-Chondrogenese mit derjenigen der AC-Redifferenzierung verglichen und
Signalwege, die die Geschwindigkeit der Chondrogenese regulieren (TGFB, BMP, FGFR),
bzw. der pro-hypertrophe WNT-Signalweg durch Entzug von Agonisten oder Zugabe von In-
hibitoren moduliert. Um die PI3K/AKT-Funktion zu klassifizieren, wurden die Effekte von AKT-
Stimulation bzw. -Inhibition auf chondrogene Marker, Proteoglykanablagerung sowie hypertro-
phe und osteogene Marker untersucht.

Diese Studie klart auf, welche Differenzierungsprozesse wahrend der MSC-Chondrogenese
PISK/AKT-abhéangig sind, was wesentlich dazu beitragen wird, Differenzierungsprotokolle zu
entwickeln, um MSC zu einem AC-ahnlichen und damit nicht-hypertrophen Chondrozytenpha-
notyp zu differenzieren, der uneingeschrankt fur die klinische Knorpelregeneration einsetzbar

ist.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung
ABsolute QPCR SYBR Green Mix, (2x)

Aceton

Alizarin rot S

Ammoniumpersulfat (APS, (NH4)2S20s)
Aquatex

Ascorbinsaure-2-phosphat
B-Glycerophosphat

B-Mercaptoethanol

Borsaure

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bradford Reagenz

Bromphenolblau

Certistain Fast Green FCF

Chloroform

Chondroitin-6-sulfat

Coomassie Brilliant Blue

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (dNTPs)
Dexamethason
Dinatriumhydrogenphosphat (Na:HPO4)
1,9-Dimethylmethylenblau (DMMB)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Loading Dye 6x

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Eosin

Essigsaure

Ethanol

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
Fotales Kalberserum (FCS)

Ficoll™ Paque Plus

Gelatine aus Schweinehaut, Typ A
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (100 ng/pl)
Glutamin (L-Glutamin)

Glycerin

Hersteller

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Chroma (Munster)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

PeqgLab (Erlangen)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Life Technologies (Carlsbad, USA)
Chroma (Munster)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Cytiva (Schweden)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Gibco/Life Technologies (Carlsbad, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)
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Glycin

Hamalaun nach Mayer (sauer)
ImmPact Vector Red Substrate Kit
Isopropanol

IWP-2

Kalziumchlorid (CaCl,)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Lumi-Light Western Blotting Substrate
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natrium-Pyruvat

Natrium-Selenit

Natronhydroxid (NaOH)

Neo-Mount

Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Oligo(dT) Primer

p-Nitrophenol Standard (10 mM)
p-Nitrophenylphosphat

Paraffin Paraplast X-Tra®
Paraformaldehyd (PFA)

Pefabloc®

Penicillin/Streptomycin [100 U/ml]
peqGOLD TriFast

peqGreen DNA/RNA Farbstoff
PhosphoSafe™ Extraktionsreagenz
Ponceau Rot S

Precision Plus ProteinStandards™ DualColor
Primer Eurofins MWG

Prolin (L-Prolin)

Restore™ PLUS Stripping Solution
RNaseOut™ Ribonuclease Inhibitor, 40 U/pl
Roti® Histol

Rotiphorese® 30 Acrylamid

Safranin Orange (Safranin O)
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Carl Roth (Karlsruhe)

Chroma (Munster)

Vector Laboratories (USA)

Carl Roth (Karlsruhe)

Tocris Bioscience (Bristol, UK)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Merck (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

Roche Applied Science (Basel, CH)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Fluka/Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Merck (Darmstadt)

Gibco/Life Technologies

Eurofins Genomics (Ebersberg)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Leica Biosystems (Nussloch)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, USA)
PeqgLab/VWR (Erlangen)

PeqgLab/VWR (Erlangen)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Eurofins MWG Operon (Huntsville, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Chroma (Munster)
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Salzsaure (HCI)
Tetramethylethylenediamin (TEMED)
Transferrin

Trifast

Tris Base

Trishydrochlorid (Tris-HCI)
Trizol

Trypanblau (0,4%)
Trypsin/EDTA

Turksche Losung

Tween® 20

UltraPure destilliertes Wasser

WesternBright Quantum HRP Substrat

Carl Roth (Karlsruhe)

Bio-Rad (Herules, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
VWR (Erlangen)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
ambion/Life Technologies (Carlsbad)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Biochrom/Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad)
Advansta (San Jose, USA)

2.2 Wachstumsfaktoren, Hormone und Enzyme

Bezeichnung
BMP4

BMP7

Dexamethason

FGF2

Hyaluronidase aus Rindertestes
IGF1

Insulin

ITS* Premix

Kollagenase B aus C. histolyticum
LR3-IGF

Pronase

Proteinase K > 600 U/mL
RNaseOut™ Ribonuclease Inhibitor
Taq DNA Polymerase, rekombinant
TGFB1

Trypsin/EDTA 10x (0,5%/0,2%)

Hersteller

R&D Systems, Bio-Techne (Wiesbaden)
R&D Systems, Bio-Techne (Wiesbaden)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Active Bioscience (Hamburg)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

R&D Systems, Bio-Techne (Wiesbaden)
Sanofi-Aventis (Frankfurt am Main)

Corning Life Sciences (New York City, USA)
Roche Applied Science (Basel, CH)

R&D Systems, Bio-Techne (Wiesbaden)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, USA)
Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, USA)
Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach), Biomol
(Hamburg)

Merck (Darmstadt)
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2.3 Inhibitoren

Bezeichnung Hersteller

IWP-2 Tocris Bioscience (Bristol, UK)
LDN-212854 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
LY294002 Tocris Bioscience (Bristol, UK)

2.4 Antikorper

2.4.1 Histologie

Bezeichnung Hersteller

Anti-human Kollagen Typ Il (11-4Cll) aus MP Biomedicals (Santa Ana, USA)
Maus, monoklonal, Cat. 8631712

BrightVision Poly-AP-Anti Ms/Rb/Ra aus Immunologic (Duiven, NL)

Ziege, Cat. DPVO55AP

2.4.2 Westernblot

Bezeichnung Hersteller
Anti-B-Aktin (AC-15) aus Maus, GeneTex (Irvine, USA)

monoklonal, Cat. GTX26276
Anti-phospho-AKT (Ser473) aus Kaninchen,  Cell Signaling Technologies (Danvers, USA)
polyklonal, Cat. 9271

Anti-AKT aus Kaninchen, Cell Signaling Technologies (Danvers, USA)
polyklonal, Cat. 9272

Anti-BSPII (IBSP, LFMb-24) aus Maus, Santa Cruz Biotechnologies (Dallas, USA)
monoklonal, Cat. Sc-73634

Anti-phospho-SMAD1/5/9 aus Kaninchen, Cell Signaling (Danvers, USA)
monoklonal, Cat. 13820

Anti-SOX9 aus Kaninchen, Merck (Darmstadt)
polyklonal,Cat. Ab5535

Anti-SMAD1 aus Kaninchen, abcam (Berlin)
monoklonal, Cat. Ab33902

Anti-SMADS aus Kaninchen, abcam (Berlin)
monoklonal, Cat. Ab40771

Anti-phospho-SMADZ2/3 aus Kaninchen, Cell Signaling (Danvers, USA)
monoklonal, Cat. 3108

Anti-SMAD2 aus Kaninchen, monoklonal, Cell Signaling (Danvers, USA)
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Cat. 8685
Anti-Kaninchen HRP aus Ziege, polyklonal,
Cat. 111-035-046
Anti-Maus HRP aus Ziege, polyklonal,
Cat. 115-035-071
Anti-Ziege HRP aus Rind, polyklonal,
Cat. 805-035-180

2.5 Kits

Bezeichnung
Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit

Omniscript RT Kit (ANTP Mix 5 mM,
RT Puffer 10x)

2.6 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
Adhasions-Objekttrager SuperFrost® Ultra

Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Mem-

bran

Dermatril® P

Einfrierbox (Mr. Frosty)
Einmalskalpelle
Einweg-Pipetten (5/10/25 ml)
Entsorgungsbeutel Brand
Filterpapier Whatman 3 mm
Flachbodenplatte 6- und 24-well
Flachbodenplatte 96-well, schwarz
Kanulen

Kryordéhrchen
Laborhandschuhe

LightCycler 8 Tube-Streifen
LightCycler 96-Well-Platte, flach
Mikrotomklingen A35, N35
Nylonsieb (40 pym)

Parafiim M

Pipettenspitzen

Jackson ImmunoRes. (West Grove, USA)

Jackson ImmunoRes. (West Grove, USA)

Jackson ImmunoRes. (West Grove, USA)

Hersteller
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Qiagen (Hilden)

Hersteller
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
GE Healthcare (Chalfont St Giles, UK)

KCL GmbH (Eichenzell)

Nalgene (Waltham, USA)

Feather (Osaka, JP)

Falcon® Corning (Durham, USA)

Neolab (Heidelberg)

GE Healthcare (Chalfont St Giles, UK)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Greiner Bio One (Kremsmunster, AT)

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
Simport (Saint-Mathieu-de-Beloeil, CAN)
Peha-Soft Hartmann (Heidenheim)
Roche Applied Science (Basel, CH)
Roche Applied Science (Basel, CH)
Feather (Osaka, JP)

BD Falcon (Franklin Lakes, USA)
Pechiney Plastic Packaging (Chicago, USA)
Eppendorf (Hamburg)
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Polytronréhrchen

Reaktionsgefale (0,5/1,5/2 ml)
Reaktionsgefalte (15/50 ml)
Reaktionsgefalte, RNase-frei (0,5/1,5/2 ml)
Rundbodenplatte 96-well

Steritop Express™ Plus (0,22 uym)
TouchNTuff® Robust Nitril

TissueCut® Microtome Blade
Zellkulturflaschen Cellstar T25, T75, T175

Zellschaber

2.7 Primer

Greiner Bio One (Kremsmdunster, AT)
Eppendorf (Hamburg)

Greiner Bio One (Kremsmunster, AT)
Steinbrenner Laborsysteme (Wiesenbach)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Merck (Darmstadt)

Ansell (Brussel, BE)

Medite (Burgdorf)

Greiner Bio One (Kremsmunster, AT)
Neolab (Heidelberg)

Tabelle 1: Primersequenzen, Annealingtemperaturen (T) und ProduktgrofRen

Gen Forward-Sequenz (5°-3") TI[°C] Produkt-
Reverse-Sequenz (5°-37) gréle

ACAN GGAACCACTTGGGTCACG 58 117 bp
GCACATGCCTTCTGCTT

ALPL CACCAACGTGGCTAAGAATG 58 126 bp
ATCTCCAGCCTGGTCTCCTC

COL2A1 TGGCCTGAGACAGCATGAC 58 373 bp
AGTGTTGGGAGCCAGATTGT

COL10A1 TTTACGCTGAACGATACCAAA 58 119 bp
TTGCTCTCCTCTTACTGCTAT

CPSF6 AAGATTGCCTTCATGGAATTGAG 58 89 bp
TCGTGATCTACTATGGTCCCTCTCT

IBSP CAGGGCAGTAGTGACTCATCC 59 103 bp
TCGATTCTTCATTGTTTTCTCCT

IHH CGACCGCAATAAGTATGGAC 60 353 bp
GGTGAGCGGGTGTGAGTG

PTH1R GGTGAGGTGGTGGCTGT 58 326 bp
AGCATGAAGGACAGGAAC

PTHLH CGGTGTTCCTGCTGAGCTA 58 161 bp
TGCGATCAGATGGTGAAGGA

RPL13 CATTTCTGGCAATTTCTACAG 58 524 bp
AGGCAACGCATGAGGAAT

SOX9 GTACCCGCACTTGCACAAC 60 72 bp
TCGCTCTCGTTCAGAAGTCTC

Primer wurden bei Eurofins Genomics (Ebersberg) bestellt.
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2.8 Puffer und Losungen

Alle einfach konzentrierten Gebrauchslésungen wurden durch eine entsprechende Verdun-

nung der konzentrierten Stammlésungen mit Reinstwasser hergestellt.

2.8.1 Allgemeine Puffer

Phosphate-Buffered Saline (PBS) (10x)
1,37 M NaCl, 26,8 mM KCI, 101,4 mM Na2HPO4, 17,6 mM KH2PO4.

1x PBS pH 7,4 wurde durch Verdiinnen der Stammlésung mit Reinstwasser im Verhaltnis 1:10

hergestellt.

Tris-Buffered Saline (TBS) (10x)
250 mM Tris-HCI, 1,45 M NaCl, 27 mM KCI.

Der pH-Wert von 7,6 wurde mit HCI 32% eingestellt. Die einfach konzentrierte Gebrauchslé-

sung wurde durch 1:10-Verdlinnung der Stammlésung mit Aqua dest. hergestellt.

Tris-HCI
Alle Tris-HCI Lésungen wurden durch Ansetzen einer Tris Base-Lésung in der bendtigten Mo-
laritat hergestellt. Der geforderte pH-Wert wurde anschlieRend mit HCI 32% oder 1 M HCI

eingestellt.

2.8.2 Zellkultur-Puffer

Trypsin/EDTA-LOsung

10x Trypsin-EDTA 1:10 in Aqua dest. verdiinnen, um eine 0,05%/0,02% L&sung zu erhalten.

0,1% Gelatine

0,1 g Gelatine wurde in 1 | sterilem PBS aufgenommen und durch Aufkochen gel6st.

2.8.3 Puffer fiir SDS-PAGE und Westernblot

SDS-Sammelgel (5%)

16,4% (v/v) Rotiphorese 30, 150 mM Tris HCI pH 6,8, 0,1% (w/v)
SDS, 0,08% (w/v) Ammoniumpersulfat, 0,08% (v/v) TEMED in
Aqua dest.

Trenngel (10%)
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33% (v/v) Rotiphorese 30, 374 mM Tris HCI pH 8,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) APS, 0,04%
(v/v) TEMED in Aqua dest.

4x Lammli-Ladepuffer
249 mM Tris HCI pH 6,8, 33,2% (w/v) Glycerin, 8,0% (w/v) SDS, 0,02% (w/v) Bromphenolblau

in Aqua dest. Vor Gebrauch 1:10 mit f-Mercaptoethanol verdiinnt eingesetzt.

10x Laufpuffer
248 mM Tris Base, 1,92 M Glycin, 1% (w/v) SDS in Aqua dest.

10x TBE-Puffer flir Semi-Dry Blot
10,8% (w/v) Tris, 5,5% (w/v) Borsaure, 2% (v/v) 0,5 M EDTA (pH 8) in Aqua dest. Fir die

Anwendung 1:10 in Reinwasser verdinnen

TBS-T
0,05% (v/v) Tween® 20 in TBS

Blockierungslosung/Milch
5% Magermilchpulver (w/v) in TBS-T

Coomassie-Farbelosung

0,25% (w/v) Coomassie Brilliantblau, 50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure in Aqua dest.

Coomassie-Entfarbelésung
25% (v/v) Methanol, 7,5% (v/v) Essigsaure in Aqua dest.

2.8.4 Puffer fiir Glykosaminoglykan-Quantifizierung

Proteinase-K-Puffer

200 pg/ml Proteinase K in 0,05 M Tris und 1 mM CaCl, in Aqua dest., pH 8

TE-Puffer
20x TE-Puffer (Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit) wurde 1:20 in Aqua dest. verdinnt.

DMMB-Farbeld6sung fir Pellets
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3,04 g/l Glycin, 2,38 g/l NaCl, 20 mg/l| DMMB, pH 3 in Aqua dest., im Dunkeln lagern, ca. 3

Monate haltbar.

DMMB-Farbeldsung fiir Uberstéande
5,02 mg/ml Glycin, 3,94 mg/ml NaCl, 0,034 mg/ml DMMB, pH 3, im Dunkeln lagern, ca. 3

Monate haltbar.

2.8.5 Puffer fiir die DNA-Quantifizierung

PicoGreen-Farbelésung
PicoGreen (Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit) wurde 1:200 in 1x TE-Puffer verdinnt.

2.8.6 Puffer fiir die Agarose-Gelelektrophorese

50x TAE-Puffer
242 g/l Tris Base, 57,1 g/l Eisessig, 50 mM EDTA in Aqua dest., pH 8

6x Ladepuffer
40% Saccharose, 0,25% Bromphenolblau, 30% Glycerin in Reinwasser

1,5% Agarosegel
1,5% Agarose (w/v), 0,03 ul/ml peqGreen in TAE-Puffer

2.9 Zellkulturmedien

Anlésen von Wachstumsfaktoren, Agonisten und Inhibitoren

5 pug TGFB1 wurden in 100 yl 10 mM Zitronensaure, pH 3, gel6st, und anschliefend mit 400
pl PBS auf eine Stammkonzentration von 10 pg/ml verdinnt. 50 ug FGF2 wurden in 500 pl 1%
BSA in PBS geldst und mit Aqua dest. auf eine Stammkonzentration von 10 pg/ml verdinnt.
IGF1 und LR3-IGF wurden jeweils in Aqua dest. als Stammlésungen von 200 ug/ml angesetzt.
BMP4, BMP6 und BMP7 wurden in PBS mit 4 mM HCI und 0,1% BSA geldst und auf eine
Stammkonzentration von 100 ug/ml gebracht. LDN-212854 wurde als 1 mg/ml Stammlésung
in DMSO verwendet. IWP-2 wurde als 50 mM Stammlésung in DMSO angesetzt. 5 mg
LY294002 wurden in 581,7 yl DMSO aufgenommen um eine 25 mM Stamml&sung zu erhalten.

Kollagenase B und Hyaluronidase wurden in PBS aufgenommen.

Enzyme, Wachstumsfaktoren, Agonisten und Inhibitoren wurden nach dem Lésen aliquotiert
und bei -20°C oder - 80°C gelagert.
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Expansionsmedium fir MSC (ES-Medium)
DMEM Basismedium mit Glukose (4,5 g/l), L-Glutamin (0,58 g/l) und Natriumpyruvat (0,11 g/I)
(Life Technologies, Art. 41966), 12,5% (v/v) FCS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-

Glutamin, nicht-essentielle Aminosauren, 50 uM 2-Mercaptoethanol, 4 ng/ml FGF2.

FGF2 wurde vor Gebrauch des Mediums frisch hinzugegeben und das Medium anschliel3end

nicht langer als sieben Tage verwendet (Lagerung bei 4°C).

Expansionsmedium fir Chondrozyten
DMEM Basismedium mit Glukose (1,5 g/l), L-Glutamin (0,58 g/l) und Natriumpyruvat (0,11 g/I)
(Life Technologies, Art. 31885), 10% (v/v) FCS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium
40% (v/v) Expansionsmedium, 50% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO

Chondrogenes Differenzierungsmedium

DMEM Basismedium mit Glukose (4,5 g/l), L-Glutamin (0,58 g/l) und Natriumpyruvat (0,11 g/l)
(Life Technologies, Carlsbad, USA, Art. 41966), 5 ug/ml Transferrin, 5 ng/ml Natriumselenit,
1,25 mg/ml BSA, 0,1 uM Dexamethason, 0,17 mM Ascorbinsdure-2-phosphat, zusatzlich 1

mM Natriumpyruvat (Endkonzentration 2 mM), 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin, 0,35 mM L-
Prolin, 10 ng/ml TGFB1, 5 pg/ml Insulin. Die Medienzusatze TGFB1 und Insulin wurden vor
Gebrauch frisch zugegeben. Das Medium wurde bei 4°C gelagert und nicht langer als sieben
Tage verwendet. Fir MSC wurden Insulin, Transferrin, Natriumselenit und BSA durch ITS*

Premix (Endkonzentration: 1%) ersetzt.

2.10 Gerate
Bezeichnung Hersteller
Agarosegel-Belichtungskammer PEQLAB/VWR (Erlangen)

Agarosegelelektrophorese Kammer

DNA/RNA UV Cleaner Hood

Edelstahlkugeln 5 mm fir Proteinisolierung
Gielstationen fur SDS-Gele

Heizplatte fur Paraffinschnitte

LightCycler 96

Mikroskop Axioplan2 Imaging + AxioCam HRC
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Neubauer-Zahlkammer

Omega FLUOstar Luminometer
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Bio-Rad (Hercules, USA)

Kisker Biotech (Steinfurt)

Retsch (Haan)

Bio-Rad (Hercules, USA)
Medax(Neumdinster)

Roche Applied Science (Basel, CH)
Zeiss (Oberkochen)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Karl Hecht (Sondheim vor der Rhon)
BMG LABTECH GmbH (Ortenberg)
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pH Meter PB-11, pH Elektrode PY-P11
Polytron PT MR2100

Schlittenmikrotom Jung Histoslide 2000R
Schwingmuhle MM 400

SDS-PAGE Mini Protean Il

SDS-PAGE Short und Spacer-Platten 1,5 mm

Sunrise Magellan Mikroplattenleser

Warmeofen fir Knorpelverdau Hybrid 2000

Western Blot Belichtungskammer Fusion-SL

3500-WL

Western Blot Mini Trans-Blott Cell
Zentrifuge Rotina 420

Zentrifuge Universal 320
Zellkulturbank HeraSafe

2.11 Software

Bezeichnung
AxioVision Rel 4.6.3.0

Bio-1D

BioCapt 44968
Endnote™ X9

Fusion Molecular Imaging
LightCycler® 96 Software
Magellan 6.6

MS Office

ND-1000 V3.8.1

Omega Control
Photoshop 7.0.1

SPSS Statistics 25

Sartorius (Géttingen)
Kinematika (Luzern, CH)
Leica (Wetzlar)

Retsch (Haan)

Bio-Rad (Hercules, USA)
Bio-Rad (Hercules, USA)
Tecan (Mannedorf, CH)
H. Saur (Reutlingen)
PEQLAB/VWR (Erlangen)

Bio-Rad (Hercules, USA)
Hettich (Tuttlingen)
Hettich (Tuttlingen)

Heraeus Instruments (Hanau)

Hersteller

Zeiss (Oberkochen)

Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Clarivate (Philadelphia, USA)

Vilber Lourmar (Eberhardzell)

Roche Applied Science (Basel, Schweiz)
Tecan (Mannedorf, Schweiz)

Microsoft (Redmont, USA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
BMG LABTECH GmbH (Ortenberg)
Adobe Systems (San José, USA)

IBM (Armonk, USA)
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3 Methoden

3.1 Rechtliche und ethische Aspekte der Studie

Die Nutzung humaner Gewebeproben im Rahmen dieser Studie wurde von der Ethikkommis-
sion der Medizinischen Fakultat der Universitat Heidelberg und in Ubereinstimmung mit der
Deklaration von Helsinki von 1975 in ihrer neuesten Fassung genehmigt. Die Verwendung des
Probenmaterials bedurfte der schriftlichen Zustimmung der Patientinnen und Patienten, nach-
dem diese Uber Wesen und Zweck der Studie sowie eventuelle mit der Probenentnahme ver-
bundene Gesundheitsrisiken aufgeklart worden waren. Den Teilnehmenden war es zu jeder
Zeit moglich, unter Vernichtung des zur Verfiigung gestellten Gewebes und der daraus gene-
rierten Proben von der Studie zuriickzutreten. Vorschriften der arztlichen Schweigepflicht und
des Datenschutzes wurden im Rahmen der Studie eingehalten. Das Studienkonzept wurde
von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Heidelberg begutachtet
und bewilligt (Nummer S-117/2014 und S-845/2019).

3.2 Zellkultur

3.2.1 Gelatine-Beschichtung von Zellkulturplastik

Um Zellkulturplastik fur die Expansion von MSC mit Gelatine zu beschichten, wurde die 0,1%
Gelatinelésung zunachst erwarmt. Anschlie®end wurden 4 bzw. 6 ml Lésung in eine T75 oder
T175 Zellkulturflasche Uberflhrt und die Gelatine gleichmafig auf dem Flaschenboden verteilt.
Die frisch beschichtete Zellkulturplastik wurde flir mindestens 30 Minuten bei RT inkubiert,

bevor die Gelatineldsung entfernt und die MSC ausgesat wurden.

3.2.2 MSC-Isolation aus Knochenmark

MSC wurden aus humanen Knochenmarksaspiraten von 48 Patientinnen und Patienten iso-
liert, die sich einer Hiftendoprothese-Operation unterzogen. Das Alter der behandelten Per-
sonen lag zwischen 21 und 86 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 63 + 14 Jahren (22
weiblich, 26 mannlich). Das Knochenmarkaspirat wurde zunachst von Knochenstiicken sowie
Hamagglutinationen befreit und anschliefend zweimal mit sterilem PBS und anschlielender
Zentrifugation (10 Minuten, 650 x g) gewaschen. Im Folgenden wurden die im Knochenmar-
kaspirat vorhandenen Zelltypen uber eine Dichte-Gradienten-Zentrifugation voneinander se-
pariert. Hierfur wurde das gewaschene Knochenmark in 15 — 20 ml PBS aufgenommen, auf
15 ml Ficoll Paque™ geschichtet und fiir 35 Minuten bei 1460 x g und deaktivierter Brems-
funktion zentrifugiert. Wahrend sich die kernlosen Erythrozyten nach der Zentrifugation am
GefalRboden und die Granulozyten in der darauffolgenden Phase im unteren Teil des Reakti-

onsgefalles befanden, sammelten sich die mononuklearen Zellen als deutlich sichtbarer
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Zellring in der Interphase zwischen Ficoll Paque™ Plus und PBS an. Die mononukleéren Zel-
len wurden mit einer Stabpipette abgenommen und dreimal mit PBS gewaschen und unter
absteigender Rotationszahl (650, 450, 290 x g) fur jeweils 10 Minuten zentrifugiert. Fir die
Bestimmung der Zellzahl wurden die isolierten Zellen in einem Verhaltnis von 1:5 bis 1:50 in
Turckscher Lésung aufgenommen, die die Lyse der noch in Suspension befindlichen Erythro-
zyten induzierte, und in einer Neubauerzahlkammer gezahlt. Anschlielend wurden 125.000 —
150.000 Zellen pro Quadratzentimeter in eine gelatinisierte Zellkulturflasche mit ES-Medium
transferiert, was als Passage 0 (P0Q) bezeichnet wurde, und in einem Inkubator bei 37°C und
6% CO:2 kultiviert. Nach 24 Stunden wurden nicht-adhdrente hadmatopoetische Zellen durch
Spulen der Zellkulturflasche mit PBS entfernt. Die adharenten Zellen bildeten kolonieartige
,2opots”“ aus und wurden bei etwa 80% Konfluenz durch Inkubation mit Trypsin/EDTA-L6sung
vom Flaschenboden abgeldst. Der enzymatische Trypsin-Verdau wurde durch Zugabe von
FCS-haltigem DMEM oder Expansionsmedium im Verhaltnis 1:2 oder 1:2,5 gestoppt. 10 pl der
Zellsuspension wurde in 0,4% Trypanblau-Lésung aufgenommen und die Zellzahl mit einer
Neubauerzahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden ab P1 in einer Dichte von 5000 pro Quad-
ratzentimeter ausgelegt und wuchsen in einem homogenen Zellrasen. Das ES-Medium wurde
dreimal pro Woche erneuert. Nach Passage 3 wurden die Zellen fur die jeweiligen Versuche

verwendet.

3.2.3 AC-Isolation aus Knorpelbiopsien

Knorpelproben wurden aus makroskopisch intakten Bereichen von Tibiaplateau oder Femur-
kondylen von insgesamt 11 Arthrose-Patientinnen und -Patienten gewonnen, die sich einer
Knieendoprothese-Operation unterzogen. Das Alter der behandelten Personen lag zwischen
49 und 77 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 65 £ 9 Jahren (7 weiblich, 5 mannlich).
Mithilfe eines Skalpells wurde der hyaline Knorpel vom subchondralen Knochen getrennt,
moglichst ohne kalzifizierte Knorpelbereiche mit zu Uberfihren, und zerkleinert. Das Knorpel-
gewebe wurde durch Benetzung mit PBS vor dem Austrocknen geschitzt und gewogen. In
einem Verdauansatz (10 ml/g Knorpelgewebe), der aus 1,5 mg/ml Kollagenase B und
100 pg/ml Hyaluronidase in Chondrozyten-Expansionsmedium bestand, wurde das zerklei-
nerte Knorpelgewebe in einem 50-ml-Reaktionsgefall unter standiger Rotation bei 37°C flr
16 — 20 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die isolierten Chondrozyten mithilfe eines
Nylonsiebes (40 ym Maschenweite) vom unverdauten Gewebe separiert, durch 10-minuatige
Zentrifugation bei 300 x g vom Verdaumedium getrennt und mit 20 ml PBS gewaschen. Die
Zellzahl wurde mithilfe von Trypanblau und einer Neubauerzahlkammer bestimmt. Nach er-
neuter Zentrifugation wurden die Zellen in einer Dichte von 5700 Zellen pro Quadratzentimeter
in 25 ml AC-Expansionsmedium aufgenommen, in T175 Zellkulturflaschen ausgelegt und bei
37°C und 6% CO; inkubiert. Nach zwei bis drei Tagen wurden nicht adharente Zellen und

Geweberlckstande durch Spulen der Zellkulturflasche mit PBS entfernt. Bei etwa 80%
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Konfluenz wurden die Zellen durch Inkubation mit Trypsin/EDTA vom Flaschenboden abgeldst
und passagiert. Das AC-Expansionsmedium wurde zweimal pro Woche erneuert. Die isolier-

ten AC wurden nach Passage 2 fir die entsprechenden Versuche verwendet.

3.2.4 Trypsin/EDTA-Behandlung

Um adharente Zellen in Monolayerkultur vom Boden einer Zellkulturflasche abzulésen, wurde
zunachst das Medium abgenommen und der Flaschenboden zweimal mit PBS gewaschen,
um das Trypsin-inhibierende FCS vollstandig zu entfernen. Anschliellend wurden die Zellen
fur 4 bis maximal 10 Minuten bei 37°C und 6% CO2 mit 4 ml der Trypsin/EDTA-L&sung inku-
biert. Das Ablésen der Zellen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert und die Trypsinreaktion
unmittelbar durch Zugabe des jeweiligen FCS-haltigen Expanionsmediums im Verhaltnis 1:3
gestoppt. Die Zellsuspension wurde nach zweimaligem Waschen mit PBS bei 300 x g fur 5 Mi-
nuten abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in PBS oder dem jeweiligen Kulturmedium aufge-
nommen. Die Lebendzellzahl wurde mittels Neubauer-Zahlkammer und 0,4% Trypanblau-L6-

sung bestimmt, bevor die Zellen entsprechend weiterverwendet wurden.

3.2.5 Kryo-Konservierung und Auftauen von Zellen

Die Kryo-Konservierung stellt ein schonendes Einfrierverfahren dar, das die Bildung von Eis-
kristallen verhindert, was potentielle Zellschadigungen wahrend des Einfrierprozesses mini-
miert. Sofern sie nicht direkt weiterkultiviert oder geerntet wurden, wurden Chondrozyten nach
PO oder P1 und MSC nach P1 oder P2 eingefroren. Hierfir wurden 1 — 5 Millionen Zellen in
1 ml 4°C kaltes Einfriermedium aufgenommen, in ein Kryoréhrchen uberfuhrt und in einem
Isopropanol-gefilliten Gefrierbehalter Gber Nacht bei -80°C gelagert. Zur Langzeitlagerung
wurden die mit Zellsuspension gefullten Kryoréhrchen in flissigen Stickstoff Gberflhrt.

Um die Zellen aufzutauen wurden die Kryoréhrchen in ein 37°C warmes Wasserbad Uberfuhrt
und die aufgetaute Zellsuspension sofort im Verhaltnis 1:10 in das jeweilige Zelltyp-spezifische
Expansionsmedium in einem 50 ml Reaktionsgefal® aufgenommen. Durch 10-minutige Zentri-
fugation bei 300 x g wurden die aufgetauten Zellen vom Einfriermedium getrennt, in 10 ml
Expansionsmedium resuspendiert und die Lebendzellzahl mittels Trypanblau-L6sung und
Neubauerzahlkammer bestimmt. Anschlieend wurden 875.000 MSC oder 1.000.000 AC in
jeweils 25 ml ihres entsprechenden Expansionsmedium aufgenommen, so dass MSC in einer
Dichte von 5000 Zellen pro Quadratzentimeter und AC in einer Dichte von 5700 Zellen pro

Quadratzentimeter in T175 Zellkulturflaschen ausgelegt werden konnten.
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3.2.6 In-vitro-Knorpelneogenese von MSC und AC in 3D-Pelletkultur

Bei Erreichen von 100% Konfluenz in der finalen Passage wurden MSC oder AC mittels
Trypsin/EDTA-Behandlung vom Boden der Zellkulturflasche geldst, jeweils 500.000 Zellen in
500 pl chondrogenem Medium aufgenommen, das fir MSC ITS* Premix oder fir AC eine ver-
gleichbare Insulinkonzentration enthielt. Nach Uberfiihren der Zellsuspension in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefal® wurden diese bei 37°C und 6% CO-inkubiert. Durch Absinken der Zellen und
spontane Aggregation bildeten MSC oder AC innerhalb von 24 Stunden Zellpellets am Boden
des Reaktionsgefalles. Nicht aggregierende Zellen oder kleinere Zellpellets an der Gefal3-
wand, sogenannte ,Satellitenpellets®, wurden beim Mediumwechsel an Tag 1 der chondroge-
nen Kultur entfernt. An Tag 4 oder 5 wurden die Zellpellets mithilfe einer abgeschnittenen 500-
pI-Pipettenspitze in eine 96-Loch-Platte mit rundem Boden transferiert und bis Tag 42 der Dif-
ferenzierung unter chondrogenen Bedingungen kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte dreimal

pro Woche.

3.2.7 Ernte von Pellets und Zellkulturiiberstédanden

Um Pellets fur Westernblot zu ernten, wurden diese vorsichtig mit einer abgeschnittenen Pi-
pettenspitze in ein 1,5-ml-SafeLock-Reaktionsgefal® Uberfihrt und in flissigem Stickstoff
schockgefroren, nachdem tUberstehendes Medium riickstandslos entfernt worden war. Um die
sensiblen Phosphorylierungsprofile der Zellen nicht zu verfélschen wurden die Pellets nach
Entnahme aus der Lochplatte nicht mit PBS gewaschen. Im Gegensatz dazu wurden Pellets,
die fir Genexpressions- oder histologische Analysen verwendet wurden, nach Uberfiihrung in
ein 1,5-ml-Reaktionsgefal’ vorsichtig mit PBS gespult, um Mediumreste vollstandig zu entfer-
nen. Die Pellets wurden anschlieBend entweder in flussigem Stickstoff schockgefroren oder
sofort weiterverarbeitet.

Zellkulturiberstande von vier bis finf Pellets pro Gruppe und Zeitpunkt wurden in einem 1,5-
ml-Reaktionsgefald vereinigt, vorsichtig homogenisiert und die Reaktionsgefale in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Fir das Einfrieren von Pellets oder Zellkulturiiberstanden in fllissi-

gem Stickstoff wurden stets SafeLock-Reaktionsgefalie verwendet.

3.3 Histologische Analysen

3.3.1 Fixierung und Paraffineinbettung von MSC- und AC-Pellets fiir histologische
Untersuchungen

Pellets wurden fur 2 Stunden bei RT oder dber Nacht bei 4°C mit 200 pl 4% PFA behandelt,

zweimal in PBS gewaschen und einer aufsteigenden Isopropanolreihe von 70, 96 und 100%

unterzogen. Anschliefiend wurden die Pellets mit wenigen Tropfen einer 0,01% Eosinldsung

gefarbt, mit 100% lIsopropanol gewaschen und fiir jeweils 2 Stunden in Aceton bei RT bzw.
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flissigem Paraffin bei 65°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Pellets in Blockgefale mit fri-
schem flissigem Paraffin tGberflhrt und mittig platziert. Das Paraffin hartete Gber Nacht bei RT

aus.

3.3.2 Anfertigen von Mikrotomschnitten

Die Paraffinbléckchen wurden zunachst auf ca. 4°C gekuhlt, bevor an einem Schlittenmikrotom
5 um diinne Schnitte angefertigt wurden. Sobald die Pelletmitte erreicht war, wurden acht bis
zehn Schnitte angefertigt und zunachst im Wasserbad bei 38°C gestreckt. AnschlielRend wur-
den in chronologischer Reihenfolge jeweils zwei Schnitte auf einen Objekttrager aufgezogen,
fur ein bis zwei Stunden auf einer 36°C warmen Heizplatte getrocknet und nach mindestens

einer Stunde fur 24 Stunden bei 42°C in einem Warmeschrank getrocknet.

3.3.3 Entparaffinierung, Rehydrierung und Dehydrierung von Schnitten

Vor einer histologischen Farbung wurden die Schnitte im organischen Lésungsmittel Roti®-
Histol viermal fur 5 Minuten entparaffiniert und in einer absteigenden Isopropanol-Reihe
(100%, 90%, 70%, 50%) und Aqua dest. fir jeweils 5 Minuten rehydriert. Nach einer immun-
histochemischen Farbung wurden die Schnitte mit Aquatex und einem Deckglas eingedeckt.
Nach einer Farbung in wassrigen Losungen wurden die Schnitte kurz in Isopropanol (96% und
zweimal 100%) fiir 10 - 30 Sekunden teilentwassert und fir viermal 5 Minuten in Roti®-Histol

inkubiert, bevor sie mit Neo-Mount und einem Deckglas eingedeckt wurden.

3.3.4 Safranin-O-Farbung

Zur Farbung von in die Pelletmatrix abgelagerten Proteoglykanen wurde Safranin O verwen-
det, ein kationischer Farbstoff, der die negativ geladenen Proteoglykane im Knorpel orange-
rot farbt. Nach Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte wurden diese zweimal fur
5 Minuten in Aqua dest. inkubiert und anschlief3end fir 20 Minuten in 0,2% Safranin-O-Lésung
gefarbt. Uberschissige Lésung wurde im Anschluss durch dreimaliges Spllen mit Aqua dest.
entfernt. Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte flir 20 Sekunden mit 0,04% Fast Green-L6-
sung behandelt, um Safranin-O-ungefarbtes und somit Proteoglykan-armes Gewebe griin dar-
zustellen. Nach erneutem Waschen in Aqua dest. wurden die Proben wie in Kapitel 3.3.3 be-

schrieben dehydriert und eingedeckt.

3.3.5 Immunhistochemische Detektion von Kollagen Typ Il

Um Kollagen Typ Il immunhistochemisch nachzuweisen, wurden die entparaffinierten und re-
hydrierten Schnitte fir 2 Minuten in PBS &quilibriert. Um die entsprechenden Antigene fur die
Farbung freizulegen, folgte ein 15-minutiger Verdau der Schnitte in einer feuchten Kammer mit

4 ng/ml Hyaluronidase in PBS pH 5,5 bei 37°C. AnschlieRend wurden die Schnitte dreimal fur
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2 Minuten mit PBS gewaschen und fiir weitere 30 Minuten mit 1 mg/ml Pronase in PBS bei
37°C verdaut, woraufhin unspezifische Bindestellen bei RT fiir 30 Minuten mit 5% BSA in PBS
abgesattigt wurden. Die Inkubation mit Primarantikdrper gegen Kollagen Typ 1l (1:1000 in 1%
BSA/PBS) erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Als Negativkontrolle wurde ein Schnitt mit 1% BSA in
PBS ohne Primarantikoérper inkubiert. Am nachsten Tag wurden ungebundene Antikoérper
durch dreimaliges Waschen mit TBS flir jeweils 5 Minuten entfernt und die Schnitte mit ALP-
gekoppeltem Sekundarantikérper (Bright Vision) fir 30 Minuten bei RT inkubiert, bevor erneute
Waschschritte mit TBS erfolgten. AnschlieRend wurden die Schnitte fir 10 bis 15 Minuten mit
ImmPact Vector Red-Substratlésung im Dunklen bei RT inkubiert. In den Bereichen der
Schnitte, in denen Sekundarantikdrper gebunden war, entstand durch den Substratumsatz der
ALP ein roter Farbniederschlag. Nachdem der Farbevorgang durch einen weiteren TBS-
Waschschritt beendet worden war, wurden die Zellkerne fir 3 Minuten in Hamalaun nach Ma-
yer gefarbt. Die Schnitte wurden anschlielend zweimal in Leitungswasser gespllt und ab-
schlielend fur 15 Minuten in Leitungswasser geblaut. AbschlielRend wurden die Schnitte wie

in Kapitel 3.3.3 beschrieben eingedeckt.

3.4 Biochemische Analysen

3.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Um die Phosphatgruppen phosphorylierter Proteine wahrend der Proteinisolation zu schitzen,
wurde der Lysepuffer PhosphoSafe verwendet, der zusatzlich mit dem Serin-Protease-Inhi-
bitor Pefabloc versetzt wurde (Endkonzentration: 1mM). Pellets wurden in je 60 ul des Phos-
phoSafe/Pefabloc-Puffers aufgenommen und in ein gekuhltes 1,5-ml-SafeLock-Reaktionsge-
fal Gberfuhrt. Nach Zugabe einer eisgekuhlten Metallkugel wurden die Pellets in einer
Schwingmuhle fur 2x 2 Minuten bei 30 Hz mechanisch aufgeschlossen. Die Proben wurden
zwischen einzelnen Schritten auf Eis gekuhlt. Die Zelllysate wurden anschlieend bei 13.000
x g fuir 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert und die klaren Uberstande in ein ReaktionsgefaR Uber-
fuhrt. Die Proben wurden mit 4x Lammli-Puffer versetzt und die enthaltenen Proteine durch 5-
minatiges Aufkochen bei 95°C und 550 rpm im Heizblock denaturiert. Anschlieliend wurden
die Proben bei -20°C gelagert.

3.4.2 SDS-PAGE

Um Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts aufzutrennen, wurde die sodium dodecyl!
Sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) verwendet. Das daflr hergestellte
Polyacrylamid-Gel enthielt das anionische Tensid Natriumdodecylsulfat (SDS), das die Eigen-
ladung der Proteine durch negative Ladungen Uberlagert. Die gegenseitige AbstoRung dieser

negativen Ladungen tragt zur Linearisierung der zuvor gefalteten Proteine bei. Da sich die
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Proteine im elektrischen Feld mit zunehmender Moleklilgrofe langsamer durch das Polyac-
rylamid-Gel in Richtung des positiven Pols bewegen, werden die in der Probe enthaltenen
Proteine der Grofe nach aufgetrennt. Fir die SDS-PAGE wurden jeweils 1,5 mm dicke Gele
mit 10 oder 15 Taschen hergestellt, die aus einem unteren 10% Trenngel und einem oberen
5% Sammelgel bestanden. Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Gele in feuchte Papier-
ticher und einer Plastikfolie eingewickelt und tUber Nacht bei 4°C gelagert.

Fir die SDS-PAGE wurden die Gele in die Laufkammer eingespannt und diese mit 1x SDS-
Laufpuffer beflllt. Jeweils 20 ul des mit 4x Laemmli-Puffer versetzten Zelllysats, was einem
Viertel eines Pellets entsprach, wurden in die Taschen des Sammelgels aufgetragen. Als Re-
ferenz fur die Proteingrof3e wurden 5 pl des Markers Precision Plus Protein Standards™ Dual
Color von Bio-Rad verwendet. Nach 30-minutiger Konzentration der Proteine im Sammelgel
bei 80 V wurde die Spannung fir eine Stunde auf 120 V erhéht und der Lauf gestoppt, wenn
die blaue Lauffront das untere Ende des Trenngels erreicht hatte. AnschlieRend wurde das
Sammelgel abgetrennt und das Trenngel fiur 5 Minuten in 1x TBE-Puffer vorsichtig ge-

schwenkt, um das SDS aus dem Gel zu I6sen und so die Blotting-Effizienz zu erhdhen.

3.4.3 Westernblot

Der Proteintransfer vom SDS-Gel auf eine Amersham Hybond ECL Nitrozellulosemembran
erfolgte mittels der Semi-Dry-Blot-Methode. Dafur wurden Membran und Whatman-Papiere
zunachst in 1x TBE-Puffer getrankt und anschliefend in bestimmter Reihenfolge Ubereinan-
dergeschichtet. Auf einen Stapel aus drei Whatman-Papieren folgte die Membran, auf der das
Gel mittig und ohne Luftblasen einzuschlieRen platziert wurde. Der Stapel schloss mit drei
weiteren Whatman-Papieren ab. Der Transfer erfolgte fur 12 Minuten bei 1,3 A (bis 25 V) in
der Turboblot-Apparatur von Bio-Rad. Im Anschluss wurde das Gel kurz in Coomassie-Farbe-
I6sung gefarbt und anschlieRend in Entfarberldsung entfarbt, um nicht transferierte Proteine
nachzuweisen. Die Membran wurde fir 10 Minuten in Ponceau-S-Farbel6sung gefarbt und in
Aqua dest. entfarbt, was die Ubertragenen Proteinbanden sichtbar machte. Anschlielend
wurde die Membran in einer Plastikfolie bei 50 kDa geschnitten, die Membranabschnitte in
TBS-T entfarbt und fir 1 Stunde bei RT in 5% Milch/TBS-T inkubiert, um unspezifische Bin-
dungsstellen zu blockieren. Im folgenden Schritt wurden die Membranabschnitte in 15-ml-Re-
aktionsgefalle mit dem jeweiligen Primarantikérper in 5%Milch/TBS-T Uberflhrt und je nach
Antikérper bei RT oder 4°C inkubiert. Nach 3x 5-minitigem Waschen mit TBS-T folgte die
Inkubation mit einem HRP-gekoppeltem Sekundarantikdrper fir 1 Stunde bei RT, der mit
Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt war. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit TBS-T wurden die Komponenten der Detektionslésung, die das
HRP-Substrat enthielten, 1:1 gemischt und gleichmafig auf der Membran verteilt. Fir die De-
tektion starker Signale wie (-Aktin wurde das Lumi-Light Western Blotting Substrat von Roche

Applied Science verwendet, wahrend schwachere Signale mit dem WesternBright
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Chemilumineszenz Substrat Quantum von Advansta detektiert wurden. Die Proteinsignale
wurden in einer Belichtungskammer entwickelt und die detektierten Protein- und Markerban-

den wurden mit Hilfe von Photoshop zusammengestellit.

3.4.4 Densitometrische Analyse

Fur jede Proteinbande wurde die optische Dichte der detektierten Pixel mit Hilfe des BIO-1D-
Programms semiquantifiziert. Hierfir wurden aufgrund der 256-fach héheren Grauauflésung
16-bit-Formate statt 8-bit-Bilder verwendet. In einem ersten Schritt der Quantifizierung wurde
zunachst das Hintergrundsignal mit der Higel-zu-Hiigel-Methode manuell bestimmt und vom
Gesamtbild subtrahiert. Anschlieliend wurde die zu messende Bandenbreite bestimmt und
das ,Volumen® der Signale berechnet. Die ermittelte Signalintensitat des jeweiligen Proteins

wurde zur Normalisierung auf die Bandendichte von (3-Aktin bezogen.

3.4.5 Quantifizierung des Glykosaminoglykangehalts in Pellets und Zellkulturiiber-
stédnden

Die Bestimmung des Glykosaminoglykangehalts in Knorpelpellets oder Zellkulturiberstanden
erfolgte durch den 1,9-Dimethylmethylenblau (DMMB)-Assay (Farndale et al. 1986). Der As-
say basiert auf der metachromatischen Farbung der GAGs durch den Farbstoff DMMB. Um
die GAGs aus der Knorpelmatrix herauszulésen, erfolgte zunachst ein enzymatischer Verdau
durch Proteinase K. Hierfir wurden zwei Zellpellets pro Gruppe und Zeitpunkt in 200 ul
0,1 mg/ml Proteinase K-Puffer aufgenommen und Uber Nacht bei 60°C und 800 rpm im Ther-
momixer inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben kurz abzentrifugiert und bis zur GAG-
Messung bei -20°C gelagert. Fir die Messung wurden die Proben auf Eis aufgetaut, je nach
Kulturdauer der Pellets in 1x TE-Puffer verdiinnt (Pellets von Tag 0 - 14: unverdunnt oder 1:2,
Pellets von Tag 21 - 42: 1:3 bis 1:5) und jeweils 30 pl der verdinnten Verdaulésung in eine
96-Loch-Flachbodenplatte vorgelegt. Eine Standardkonzentrationsreihe von 7,8 pg/ml bis
500 pg/ml wurde aus einer 10 mg/ml Chondroitin-6-Sulfat-Stammlésung schrittweise durch
1:2-Verdinnungen in 1x TE-Puffer hergestellt und ebenfalls je 30 ul vorgelegt. Als Blank diente
1x TE-Puffer. Zu den Proben, dem

Standard und dem Blank wurden je 200 yl DMMB-Farbel6sung fur Pellets zugegeben und die
Absorption bei 530 nm im OMEGA-Plattenlesegerat gemessen. Die ermittelten Werte wurden
auf den DNA-Gehalt der Proben normalisiert. Zur Bestimmung des GAG-Gehalts in Zellkultu-
ruberstanden wurden diese nach der Lagerung bei -20°C auf Eis aufgetaut, homogenisiert und
kurz abzentrifugiert. 30 pl der Proben wurden unverdinnt in eine 96-Loch-Flachbodenplatte
vorgelegt. Frisches chondrogenes Medium diente als Blank. Nach Zugabe von jeweils 200 pl
DMMB-L6sung fur Zellkulturiberstande wurde die Messung wie oben beschrieben durchge-

fuhrt. Alle Messungen wurden als Duplikate durchgeflhrt.
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3.4.6 Quantifizierung des DNA-Gehalts in Pellets

Der DNA-Gehalt pro Pellet wurde anhand des Quant-iT PicoGreen dsDNA Assays bestimmt,
der auf der Messung eines grinen Fluoreszenzsignals nach Bindung des Farbstoffs Flu-
orescein an die DNA beruht. Zunachst wurden die mit Proteinase K verdauten Proben im Ver-
haltnis 1:10 in 1x TE-Puffer verdiinnt. Aus einer 100 pug/ml A-DNA-Stammlésung wurde in 1:2-
Verdinnungsschritten in 1x TE-Puffer eine Standardkonzentrationsreihe erstellt (1 pug/ml bis
15,625 ng/ml). Anschlielend wurden 80 pl 1x TE-Puffer in eine schwarze 96-Well-Flachbo-
denplatte vorgelegt und jeweils 20 pl Probe oder Standard zugegeben. Als Blank diente das
gleiche Gesamtvolumen 1x TE-Puffer. Die PicoGreen-Farbelésung wurde 1:200 in 1x TE-Puf-
fer verdinnt und je 100 pl zu Blank, Standard und Proben hinzugefuigt. Die Proben wurden
anschlielend fur 5 Minuten im Dunkeln inkubiert und die Fluoreszenz anschlieend bei einer
Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 535 nm im OMEGA-

Plattenlesegerat gemessen.

3.4.7 Bestimmung der ALP-Aktivitat in Zellkulturiiberstédnden

Die Bestimmung der ALP-Aktivitat in Zellkulturiberstdanden beruht auf der ALP-vermittelten
Hydrolyse des Substrats para-Nitrophenylphosphat, wodurch es zur Bildung von gelbem p-
Nitrophenol kommt. Um den Verlauf der ALP-Aktivitat wahrend der 3D-Kultur von MSC und
AC oder unter verschiedenen Behandlungen zu bestimmen, wurden stets die Zellkulturiber-
stande derselben vier bis flunf Pellets pro Gruppe verwendet. In wéchentlichem Abstand wur-
den unmittelbar vor dem Mediumwechsel und somit 48 Stunden nach dem letzten Medium-
wechsel jeweils 150 pl Uberstand der entsprechenden Pellets in einem 1,5-ml-Reaktionsgefan
gesammelt, in flissigem Stickstoff gefroren und bis zur Messung bei -80°C gelagert. Zur Be-
stimmung der ALP-Aktivitat wurden die Proben aufgetaut, homogenisiert und kurz abzentrifu-
giert. Eine p-Nitrophenol-Standardreihe (100 pug/ml bis 1 ug/ml) wurde in 1:2-Verdinnungen in
frischem chondrogenen Medium angesetzt. Als Blank wurde chondrogenes Medium ohne p-
Nitrophenol verwendet. Jeweils 100 pl der Proben, der Standardreihe und des Blanks wurden
als Duplikate in eine 96-Loch-Flachbodenplatte pipettiert und mit jeweils 100 ul der Substrat-
I6sung versehen, die sich aus 10 mg/ml p-Nitrophenolphosphat in ALP-Puffer zusammen-
setzte. Die Proben wurden fir 3 Stunden bei RT inkubiert und die Absorptionsanderungen bei
405/490 nm alle 30 Minuten gemessen. Anhand der p-Nitrophenol-Standardkurve wurde die
Menge des durch die ALP umgesetzten Substrats bestimmt und die ALP-Aktivitat in ng/ml/min
angegeben.
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3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 RNA-Isolation

Die Gesamt-RNA der Zellen wurde mit Hilfe von Phenol und Chloroform extrahiert. Die ein-
phasige Guanidinisothiocynat/Phenol-Lésung (peqGold Trifast) lysiert die Zellen, denaturiert
Proteine und stabilisiert die RNA. Nach der Zugabe von Chloroform sammeln sich DNA und
Proteine in der organischen Phenol/Chloroform-Phase oder der Phasengrenze, wahrend die
RNA sich in der wéassrigen Phase im Uberstand befindet. Pro Gruppe wurden vier bis funf
Pellets in einem Polytronréhrchen in 1 ml Trifast aufgenommen und mit Hilfe des Polytrons fur
vier Durchgange a 20 Sekunden mechanisch zerkleinert. Um eine Erwarmung der Proben zu
vermeiden, wurden diese nach jedem Durchgang auf Eis gekihlt. Wenn eine Probe vollstandig
zerkleinert war, wurde das Polytronmesser nacheinander mit jeweils 1 ml 0,5 M NaOH, RNase-
freiem Wasser und Trifast gespult. Anschliefiend wurden die Lysate in RNase-freie 1,5-ml-
Reaktionsgefale uberfuhrt und bei -80°C eingefroren.

Zur Isolation der RNA wurden die Trifast-Lysate bei RT aufgetaut, fir 30 Sekunden gevortext
und anschlieRend fur 10 Minuten bei RT inkubiert. Nach der Zugabe von 200 pl Chloroform
wurden die Proben 30 Sekunden lang gevortext und erneut fir 10 Minuten bei RT inkubiert.
Zur Phasentrennung wurden die Proben bei 13.000 x g fir 5 Minuten zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase wurde daraufhin in ein neues RNase-freies 1,5-ml-Reaktionsgefal® tberfihrt.
Die Prazipitation der RNA erfolgte, indem 500 pul Isopropanol zugegeben wurde, die Probe flr
30 Sekunden gevortext und fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert wurde. Nach erneuter Zentrifuga-
tion bei 13.000 x g und 4°C flr 15 Minuten wurde das Prazipitat zweimal mit 1 ml eiskaltem
75% Ethanol gewaschen und nach jedem Waschschritt wieder fir 15 Minuten bei 13.000 x g
und 4°C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Ethanol vollstandig abgenom-
men und die Reste durch Verdampfen bei gedffnetem Deckel entfernt, wobei das zunachst
weillich erscheinende RNA-Pellet transparent wurde. Die Gesamt-RNA wurde schlieflich in
10 mM Tris HCI resuspendiert und die RNA-Konzentration am NanoDrop ND-1000 Spektro-
photometer ermittelt. Hierfir wurde die UV-Lichtabsorption von 1 pl der jeweiligen Probe bei
einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Die Reinheit der Probe wurde anhand des Verhalt-
nisses UV260/UV280 bestimmt, da Proteine und Phenole ein Absorptionsmaximum von
280 nm aufweisen. Ein 260/280-Verhaltnis von 1,8 bis 2,0 deutete auf eine ausreichend reine

nukleinsaurehaltige Probe hin.

3.5.2 Reverse Transkription von RNA (cDNA-Synthese)

Zur Herstellung eines DNA-Templates fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde mRNA
in stabilere complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Dies erfolgte mithilfe der Reversen
Transkriptase (RT), einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase. Fur die cDNA-Synthese wurden
jeweils 500 ng Gesamt-RNA eingesetzt und mit RNAse freiem Aqua dest. auf 9 pl

45



Methoden

Gesamtvolumen aufgefullt. Nach Zugabe von 1 pl Oligo(dT)-Primer (0,5 pg/ml) wurden die
Proben fir 10 Minuten bei 70°C denaturiert und auf Eis geklhlt. Anschlielend wurde ein Mas-
termix hinzugefugt, der aus 2 ul RT-Puffer, 1 ul RNAseOUT+, 1 yl dNTPs (5 mM) und 5 ul
RNAse-freiem Aqua dest. pro Probe bestand. Dieser Ansatz wurde fir 2 Minuten bei 42°C
erhitzt und anschlief3end jeweils 1 pl Omniscript RT hinzugefligt. Nach 1-stlindiger Inkubation
bei 37°C wurde die RT-Enzymaktivitat durch Erhitzen auf 93°C fir 5 Minuten abgestoppt. 10 ul
der synthetisierten cDNA wurde 1:5 mit RNAse freiem Aqua dest. verdiinnt und zusammen mit

den nicht verdiinnten Proben bei -20°C gelagert.

3.5.3 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) basiert auf einer DNA-Rep-
likation mit simultaner Messung der relativen Zunahme an DNA-Molekulen nach jedem Amp-
lifikationsschritt. Nach Aufbrechen des DNA-Doppelstrangs in der Denaturierungsphase, la-
gern sich sequenzspezifische Primer abhangig von der Primer-spezifischen Annealingtempe-
ratur an die DNA an. In der darauffolgenden Elongationsphase vervollstandigt die DNA-Poly-
merase durch das Anfugen von dNTPs den neuen DNA-Strang. Dieser Zyklus wurde 45-mal
wiederholt. Die Quantifizierung erfolgt mithilfe des interkalierenden Farbstoffs SYBR® Green,
der sich wahrend der Amplifikation an doppelstrangige DNA anlagert. Nach jedem Zyklus wird
der Fluoreszenzfarbstoff mit einer Wellenldnge von 494 nm angeregt und die Intensitat des
Emissionslichts bei 521 nm vom Gerat detektiert. Wenn erstmalig signifikant Hintergrundsig-
nale Uberschritten werden, wird dieser Wert als cycle threshold (Ct-Wert) bezeichnet. Er kor-
reliert mit der relativen Ausgangsmenge eines cDNA-Abschnitts in der Probe. Die Spezifitat
des Amplifikats wurde nachgewiesen, indem die generierte dsDNA durch kontinuierlichen
Temperaturanstieg getrennt wird, was zum Abfall des emittierten Lichts fuhrt. Abhangig vom
Guanin-/Cytosin-Gehalt des Produkts und dem abnehmenden Fluoreszenzsignal ergibt sich
fur jedes Produkt eine spezifische sogenannte Schmelzkurze. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Lightcycler-System von Roche verwendet mit dem unten angegeben Reaktionsan-

satz und unter den angegeben Reaktionsbedingungen.
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Reaktionsansatz: Reaktionszyklus und Temperaturverlauf:

12,5yl  SYBR® Green Mix Anzahl | Zeit [Sek.] Temp.
0,5yl Forward-Primer Prainkubation 1x 600 95°C
0,5yl Reverse-Primer Denaturierung 15 95°C

2,0yl cDNA (1:5 verdinnt) Anlagerung 45x 20 58-61°C
9,5yl RNAse freies Wasser Elongation 30 72°C
30 95°C
30 55°C

Melting 1x
200 0,2°C/Sek.

1 95°C

3.5.4 Auswertung der Real-Time PCR

Die Expression eines Gens wird in der Regel auf ein moglichst konstant exprimiertes Refe-
renzgen normalisiert, um Unterschiede in der Qualitat und Quantitat der einzelnen cDNA-Pra-
parationen auszugleichen und die relative Genexpression zu berechnen. Als Referenzgene
dienten in dieser Arbeit RPL13, das flr das ribosomale Protein L13 kodiert und zur Protein-
translation beitragt, und CPSF6, das flir die Untereinheit 6 des Cleavage and polyadenylation
specificity factor kodiert und in die mRNA-Prozessierung involviert ist. Fir jede Probe wurde
der Mittelwert der beiden Referenzgene vom Ct-Wert des untersuchten Gens subtrahiert. Mit
dem erhaltenen ACt-Wert und unter Bertcksichtigung eienr vom Hersteller angegebenen the-
oretischen 1,8-fachen Amplifikation eines Templates pro Zyklus wurde die relative Genexpres-
sion berechnet:

relative Genexpression (%) = 1,8(72¢9 x 100

3.5.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Spezifitat des vervielfaltigten PCR-Produkts wurde mittels Gelelektrophorese in einem
1,5%-igen Agarosegel kontrolliert. Je hdher der Prozentsatz an Agarose, umso starker sind
die Quervernetzungen im Gel, die beim Auspolymerisieren entstehen. Fur die Herstellung ei-
nes 1,5%-igen Gels wurden 2,25 g Agarose in 150 ml 1x TAE-Puffer durch Erhitzen geldst und
unter Rihren auf etwa 60°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 4,5 pl des interkalierenden DNA-
Farbstoffs peqGreen wurde die Agaroselésung in eine Gelkammer mit Kdmmen gegossen,
woraufhin das Gel fur etwa 20 Minuten auspolymerisierte. Die PCR-Proben wurden mit 2 pl
des 6x Ladepuffers versetzt und in die Taschen des Agarosegels geladen, wobei eine Tasche
pro Reihe mit 5 pl einer 100-bp-DNA-Leiter als Langenstandard befullt wurde. Bei 120 V fur

35 Minuten bewegten sich die negativ geladenen DNA-Fragmente in Richtung Anode und
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wurden ihrer GréRe entsprechend aufgetrennt. Die Bandenhdhe der spezifischen PCR-Pro-
dukte im Gel wurden anschlieRend unter UV-Belichtung sichtbar gemacht und fotografisch

dokumentiert.

3.6 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Software SPSS 25.0 von IBM durchgefiihrt.
Die Anzahl der verwendeten unabhangigen MSC- oder AC-Spenderpopulationen fir jeden
Versuch wurde in den Beschriftungen der entsprechenden Abbildungen angegeben. Fir die
Berechnung relativer Veranderung wurde die Kontrolle wie unter den jeweiligen Abbildungen
angegeben auf 1 gesetzt. Unterschiede zwischen Gruppen wurden entweder mit dem studen-
tischen t-Test oder mit dem Rangsummen-basierten Mann-Whitney-U (MWU) berechnet. Ein

Wahrscheinlichkeitswert von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Hinweise auf unterschiedliche AKT-Aktivierung in MSC und AC durch
Analyse von Microarray-Daten

Um Hinweise zu erhalten, ob eine unterschiedliche AKT-Aktivierung wahrend enchondraler
MSC-Differenzierung und AC-Redifferenzierung zu erwarten sein konnte, sollte zunachst die
Expression von AKT-Signalwegkomponenten zwischen MSC-Chondrogenese und AC-Redif-
ferenzierung verglichen werden. Hierfir wurden bestehende Daten einer globalen Transkrip-
tomanalyse (durchgeflihrt am Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg, Abteilung Ge-
nomic and Proteomics, angewiesen von Verena Dexheimer, 2011) auf unterschiedliche Ex-
pressionslevel von wichtigen Komponenten des AKT-Signalweges an Tag 0 und Tag 28 der
Knorpelneogenese von MSC und AC hin Gberprift. Fir diese Analyse wurden die wichtigsten
Komponenten des PI3K/AKT-Signalweges ausgewahlt, die bekanntermallen die Transkription
von AKT1, AKT2 und AKT3 regulieren oder an der AKT-Phosphorylierung beteiligt sind.

An Tag 0 waren mit JUN, JUNB, JUND, STAT3 vier von funf relevanten Transkriptionsfaktoren,
die die AKT-Expression stimulieren, in MSC niedriger exprimiert als in AC, was im Einklang
mit einer 2-fach niedrigeren AKT1-Expression in MSC stand (Tabelle 2). AKT2 bzw. AKT3, die
vor allem mit Glukosemetabolismus bzw. neuronaler Entwicklung assoziiert werden, waren in
beiden Zelltypen weder an Tag 0 noch an Tag 28 in nennenswertem Ausmal’ exprimiert. Die
AKT-Aktivatoren IGFBP3 bzw. IGFBP5 waren in MSC im Vergleich zu AC 2,7-fach bzw. 4-
fach niedriger exprimiert. Zusatzlich waren von insgesamt sieben mindestens 1,5-fach unter-
schiedlich exprimierten AKT-Inhibitoren finf in MSC hdéher als in AC (PPP2RA, PPP2R3C,
PPP2R5C, IGFBP6 und IGFBPY), was insgesamt auf eine geringere AKT-Aktivierung in MSC
als in AC an Tag 0 hindeutete. An Tag 28 waren zwar einerseits neben 2,2-fach erhdhten
JUNB-Spiegeln, die im Einklang mit 1,5-fach erhdhtem AKT1 standen, auch der AKT-Agonist
IGFBP5 um das 5,6-Fache erhéht und die mRNA-Spiegel des AKT-Inhibitors IGFBP6 11,7-
fach reduziert (Tabelle 2). Da aber andererseits auch wichtige AKT-Signalwegkomponenten
wie PIK3R, eine von insgesamt funf regulatorischen PI3K-Untereinheiten, oder das Adapter-
protein /RS2 in MSC niedriger exprimiert waren als in AC, lie3en die Daten nicht einheitlich
auf eine Regulationsrichtung schlussfolgern. Zusammenfassend deutete die Analyse der Ge-
nexpression relevanter AKT-Signalwegkomponenten auf eine unterschiedliche AKT-Aktivie-

rung in MSC und AC an Tag 0 der 3D-Knorpelneogenese hin.
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Tabelle 2: Gemittelte Microarrayexpressionswerte von AKT-Signalwegkomponenten an Tag 0 und Tag 28 der

chondrogenen 3D-Pelletkultur in MSC versus AC; n =4 -5.

Tag 0 Tag 28
Liganden MSC AC x-fach | MSC AC x-fach
INS Insulin / / / 82 / 1,3
IGF-1 Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor 1 86 / / / / 1,0
Rezeptoren und Adapterproteine
INSR Insulinrezeptor / / / / / 1,0
IGF1R IGF1-Rezeptor 87 95 -1,1 / / 1,1
IRS1 Insulinrezeptorsubstrat 1 823 273 3,0 266 253 1,1
IRS2 Insulinrezeptorsubstrat 2 173 315 -1,8 174 315 -1,8
GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2 241 126 1,9 117 133 1,1
AKT-regulierende Transkriptionsfaktoren
JUN Jun Proto-Onkogen, AP 1-Untereinheit 1940 3834 -2,0 1672 2362 1,4
JUNB JunB Proto-Onkogen, AP1-Untereinheit 968 3146 -3,2 1558 703 2,2
JUND JunD Proto-Onkogen, AP1-Untereinheit 9560 15986 -1,7 8075 6188 1,3
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 714 1760 -2,5 1568 1646 -1,0
AATF Apoptosis antagonizing transcription factor 375 436 -1,2 376 372 1,0
AKT-Isoformen
AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 1904 3807 -2,0 2404 1600 1,5
AKT2 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2 83 / / / / -1,1
AKT3 V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 / / / / / 1,1
PI3K-Untereinheiten
PIK3CA PI3K: katalytische Untereinheit p110a / / / 81 / 1,0
PIK3CB PI3K: katalytische Untereinheit p110b 83 / / / / -1,1
PIK3CD PI3K: katalytische Untereinheit p110-0 85 100 -1,2 / / 1,0
PIK3CG PI3K: katalytische Untereinheit p110-y / / / / / 1,1
PIK3R1 PI3K: regulatorische Untereinheit  p85a 229 247 -1,1 413 1219 -2,9
PIK3R2 PI3K: regulatorische Untereinheit ~ p853 1759 2310 -1,3 1933 1495 1,3
PIK3R3 PI3K: regulatorische Untereinheit ~ p55-y / / / / / 1,1
PIK3R4 PI3K: regulatorische Untereinheit  p150 131 130 1,0 117 112 1,1
PIK3R5 PI3K: regulatorische Untereinheit  p101 / / / / / 1,0
AKT-Induktoren und -Signalverstarker
PDPK1 Phosphoinositide-dependent protein kinase 1 669 819 -1,2 790 694 1,1
MAPKAP1 MAPK associated protein 1, mTORC2-Untereinheit 379 190 2,0 258 194 1,3
IGFBP3 IGF-Bindeprotein 3 3464 9473 -2,7 1515 2108 1,4
IGFBP5 IGF-Bindeprotein 5 2598 10391 -4,0 10003 1774 5,6
Inhibitoren
PTEN Phosphatase and tensin homolog 529 422 1,3 728 744 -1,0
SHIP2 SH2-domain-containing inositol 5°-phosphatase 710 1286 -1,8 1432 587 2.4
PHLPP1 PH domain leucine-rich repeat protein phosphatases 1 / 84 / / / -1,1
PPP2R2A  Proteinphosphatase 2, regul. Untereinheit B alpha 925 611 1,5 215 144 1,5
PPP2R3C  Proteinphosphatase 2, regul. Untereinheit B”’gamma 333 200 1,7 / 119 -1,6
PPP2R5B Proteinphosphatase 2, regul. Untereinheit beta 146 210 -1,4 226 146 1,5
PPP2R5C  Proteinphosphatase 2, regul. Untereinheit gamma 1208 739 1,6 1296 881 1,5
IGFBP1 IGF-Bindeprotein 1 177 231 -1,3 / / 1,1
IGFBP2 IGF-Bindeprotein 2 1218 6551 -5,4 470 318 1,5
IGFBP4 IGF-Bindeprotein 4 23931 25293 -1,1 8105 5402 1,5
IGFBP6 IGF-Bindeprotein 6 7022 1863 3,8 459 5375 11,7
IGFBP7 IGF-Bindeprotein 7 5401 2899 1,9 3643 5142 1,4

gelb: mindestens 1,5-fach héher exprimiert in MSC als in AC
blau: mindestens 1,5-fach niedriger exprimiert in MSC als in AC
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4.2 Antikorper-Etablierung zum Nachweis der AKT-Phosphorylierung auf Pro-
teinebene

Um die AKT-Aktivierung durch Phosphorylierung nachweisen zu kénnen, musste zunachst ein
geeigneter Antikorper etabliert werden. Es wurde der polyklonale phospho-AKT (Ser473) An-
tikbrper (Cat. #9271) von Cell Signaling Technology, der die AKT-Phosphorylierung an Serin
473 nachweist, sowie der AKT-Antikérper (Cat. #9272) derselben Firma fur die Detektion des
Gesamt-AKT-Proteins ausgetestet. Fur die Evaluierung der Antikorper wurde auf bereitge-
stellte Proteinlysate zurtckgegriffen, fur deren Generierung C2C12-Zellen durch H.O.-Be-
handlung (5 mM) fir 15 Minuten oxidativem Stress ausgesetzt wurden, was den wichtigsten
AKT-Induktor, die PI3-Kinase, aktiviert (Proteinlysate generiert von Elisabeth Kramer). Pro-
teinlysate der Behandlungs- und Kontrollgruppe wurden als Duplikate auf ein SDS-PAGE-Gel
geladen und nach Proteinauftrennung auf dieselbe Membran geblottet. Wahrend eine Memb-
ranhalfte mit dem in unserem Labor bereits etablierten pPI3K-Antikbrper inkubiert wurde,
wurde die andere Membranhalfte mit pAKT- und anschlielfiend AKT-Antikérper behandelt. De-
tektion der pPI3K ergab wie erwartet zwei starke Banden auf einer Hohe von etwa 60 kDa und
150 kDa und eine dritte schwachere Bande, die knapp unter 70 kDa lag, was die Phosphory-
lierung der PI3K-Untereinheiten bestatigte (Abbildung 5A). Die Detektion von pAKT- und AKT-
Protein ergab deutliche Banden auf der erwarteten H6he von 60 kDa (Abbildung 5A rechts, B).
Wahrend ein starkes pAKT-Signal spezifisch in der H,O.-stimulierten Gruppe detektiert wurde,
waren die Gesamt-AKT-Proteinspiegel wie erwartet sowohl in der Kontroll- als auch in der
Behandlungsgruppe nachweisbar, wobei auch hier héhere AKT-Proteinspiegel in der H2O-

stimulierten Gruppe auftraten (Abbildung 5A, B). Fur beide Antikbrper waren auf der gesamten
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Abbildung 5: Etablierung von pAKT- und AKT-Antikérper mittels Westernblot in mit H202 stimulierten
C2C12-Zellen. Um die PI3K und somit AKT zu aktivieren, wurden C2C12-Zellen fir 15 Minuten mit 5 mM H20:2
behandelt. Die Proteinlysate der nicht behandelten Kontrolle (-) und der H202-Gruppe (+) wurden jeweils als Dup-
likate auf dasselbe SDS-PAGE-Gel geladen. Nach dem Proteintransfer wurde die Nitrocellulosemembran vertikal
durch die zentral platzierte Markerbande geschnitten und jeweils eine Membranhalfte mit Antikérper gegen pPI3K
(60/85 kDa) bzw. pAKT (A) und AKT (B, beide 60 kDa) und entsprechenden Sekundarantikdrpern inkubiert. 3-Aktin
diente als Ladekontrolle.
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Membran keine unspezifischen Banden zu erkennen. Somit wurden beide Antikdrper als ge-
eignet angesehen, die pAKT- und AKT-Proteinspiegel im weiteren Projektverlauf zuverlassig

nachzuweisen.

4.3 AKT-Aktivierung zu Beginn der 3D-Knorpelneogenese von MSC und AC

4.3.1 Vergleich der pAKT-Proteinspiegel zu Beginn der 3D-Knorpelneogenese von
MSC und AC

Die aus den Genexpressionsdaten abgeleitete Hypothese, dass MSC mit niedrigerer AKT-
Aktivierung als AC in die 3D-Knorpelneogenese starteten, wurde im Folgenden auf Protein-
ebene untersucht. Identisch zur Behandlung der MSC- und AC-Populationen, die fur die
Microarray-Analyse verwendet worden waren, wurden MSC und AC zunachst nach ihrem je-
weiligen Standardprotokoll mit dem fiir die beiden Zelltypen optimierten Medium expandiert
und die AKT-Phosphorylierung der finalen Passage analysiert. Um Inkubationsdauer-abhan-
gige Unterschiede der AKT-Aktivierung auszuschlielien wurde der letzte Mediumwechsel der
Expansionskultur stets 24 Stunden vor dem Erntezeitpunkt durchgefihrt. Die Westernblot-De-
tektion zeigte, dass alle funf untersuchten MSC-Populationen durch niedrige, teilweise kaum
detektierbare pAKT-Proteinspiegel charakterisiert waren, wahrend die pAKT-Spiegel in AC
laut densitometrischer Auswertung iber 3000-fach erhoht war (Verhaltnis der Bandendichten
von pAKT zu B-Aktin: 0,005 in MSC versus 17,21 in AC; Abbildung 6A, B). Als Nachstes wurde
untersucht, ob die unterschiedlichen pAKT-Proteinspiegel auf die Verwendung der MSC- oder
AC-spezifischen Expansionsmedien zurickzuflihren waren, die abweichende Konzentratio-
nen von AKT-Agonisten wie IGF1 oder Insulin als Bestandteile von FCS, Glukose oder FGF2
enthielten (Burke und Vuk-Pavlovi¢ 1993; Katoh und Nakagama 2014; Masui et al. 2015; Ryu

et al. 2010; Yin et al. 2009). Hierflr wurden im folgenden Experiment zwei unabhangige AC-
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Abbildung 6: Vergleich der AKT-Aktivierung vor Beginn der chondrogenen Re-/Differenzierung von MSC
versus AC. (A) MSC und AC wurden nach jeweiligem Standardprotokoll in individuell optimierten Medien expan-
diert, 24 Stunden nach dem letzten Mediumwechsel trypsiniert und jeweils 500.000 Zellen der finalen Passage in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die AKT-Aktivierung wurde mittels Westernblot durch Nachweis von pAKT-
und AKT-Proteinspiegeln analysiert. -Aktin diente als Ladekontrolle. Alle Proben wurden auf dasselbe Gel gela-
den. (B) Densitometrie des in (A) gezeigten Westernblots: die pAKT-Proteinspiegel wurden auf die Bandendichte
von 3-Aktin derselben Probe bezogen. Mittelwert + SEM; ** p < 0,01, studentischer t-Test; n = 5 fur MSC, n = 3 fir
AC. N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhéangiger Spenderpopulationen.
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Populationen mit MSC-Expansionsmedium kultiviert und die AKT-Phosphorylierung in Zellly-
saten von MSC und AC am Ende der Expansion verglichen. Auch nach Anpassung des ver-
wendeten Expansionsmediums ergab die Westernblot-Analyse eine signifikant niedrigere
AKT-Aktivierung in MSC verglichen zu AC (Abbildung 7A, B). Somit wurde die aus den
Microarray-Daten abgeleitete Hypothese, dass MSC mit einer niedrigeren AKT-Aktivierung in
die Knorpelneogenese starteten als AC, auf Proteinebene bestatigt. Darlber hinaus war die
ungleiche AKT-Aktivierung zu Beginn der Re-/Differenzierung von MSC und AC grofteils nicht
auf variable Expansionsbedingungen, sondern vermutlich auf zelltypspezifische Unterschiede
in der Signalverarbeitung zuriickzufihren, die sowohl die pAKT-Induktion als auch Aufrechter-

haltung der AKT-Aktivierung kontrollieren.

A
MSC AC B
Spender 1 2 3 1 2 c 04 ;
PAKT -— < 03
A 02
AKT == auses T O % 0,1
B-AKIUN e o’ e w— — < oA :
MSC  AC

Abbildung 7: Vergleich der AKT-Aktivierung in MSC versus AC vor Beginn der Re-/Differenzierung unter
angepassten Kulturbedingungen. (A) MSC und AC wurden bis zur finalen Passage mit MSC-Expansionsmedium
in 2D-Kultur expandiert. 24 Stunden nach dem letzten Mediumwechsel wurden die Zellen trypsiniert und in flissi-
gem Stickstoff schockgefroren. Die AKT-Aktivierung wurde mittels Westernblot durch Nachweis von pAKT- und
AKT-Proteinspiegeln analysiert. -Aktin diente als Ladekontrolle. Alle Proben wurden auf dasselbe Gel geladen.
(B) Densitometrie des in (A) gezeigten Westernblots: die pAKT-Proteinspiegel wurden auf die Bandendichte von
B-Aktin derselben Probe bezogen. Mittelwerte + SEM; ***p < 0,001, studentischer -Test; n = 3 fir MSC, n = 2 fir
AC. N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger Spenderpopulationen.

4.3.2 Erhéhung der initialen AKT-Aktivierung durch Insulin und PDGF-BB

Um herauszufinden, ob die niedrigere AKT-Aktivitat zu Beginn der MSC-Chondrogenese Aus-
wirkungen auf die frihe chondrogene Differenzierung hat, wurden zunachst geeignete AKT-
Agonisten ermittelt, um die initialen pAKT-Proteinspiegel zu erhéhen. Hierfur wurden neben
Insulin als Hauptinduktor der AKT-Phosphorylierung auch FGF2 und PDGF-BB als weitere
potente AKT-Stimulatoren (Chaudhary und Hruska 2001; Franke et al. 1995; Mossahebi-
Mohammadi et al. 2020; Romashkova und Makarov 1999) auf ihr Potential hin untersucht, die
AKT-Aktivierung zu Beginn der MSC-Chondrogenese zu erhéhen. Dafir wurden MSC am
Ende der Expansionskultur mit FGF2 (4 ng/ml als verwendete Standardkonzentration im MSC-
Expansionsmedium, 10 oder 15 ng/ml), Insulin (5, 10 oder 15 pug/ml) oder dem platelet-derived
growth factor (PDGF)-BB (5, 10 oder 15 ng/ml) behandelt. Die Westernblot-Analyse ergab
keine nennenswerte Erhdhung der pAKT-Spiegel nach einer Stunde Behandlung mit 4, 10

oder 15 ng/ml FGF2 im Vergleich zur Kontrolle (serumhaltiges Expansionsmedium ohne
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zusatzliche Wachstumsfaktoren) (Abbildung 8A). Nach 24-stindiger FGF2-Behandlung waren
die pAKT-Spiegel in zwei von drei Experimenten ebenfalls kaum erhéht (Abbildung 8B) und in
einem von drei Experimenten reduziert (Abbildung 8C). Im Gegensatz dazu erhdéhten wie er-
wartet alle drei getesteten Insulinkonzentrationen die AKT-Aktivierung nach 1 Stunde (Abbil-
dung 8A), wobei unter 15 pg/ml Insulin keine weitere Steigerung der pAKT-Spiegel im Ver-
gleich zur 10 pg/ml-Gruppe zu beobachten war. Auch nach 24-stiindiger Insulinbehandlung
waren die pAKT-Proteinlevel in allen drei unabhangigen Experimenten stark erhéht (Abbildung
8B), wobei in zwei von drei Experimenten bereits eine Konzentration von 5 pg/ml Insulin aus-
reichte, um die AKT-Phosphorylierung deutlich zu induzieren. In einem von drei Versuchen
fuhrte 24-stundige Behandlung mit 10 pyg/ml Insulin zur starksten pAKT-Induktion (Abbildung
8C). Auch unter PDGF-BB-Behandlung war die AKT-Aktivierung nach 1 Stunde dosisabhangig
erhoht, wobei durch 50 ng/ml PDGF-BB verglichen zur 15 ng/ml-Gruppe keine weitere Steige-
rung der AKT-Phosphorylierung erreicht wurde (Abbildung 8A). Eine 24-stiindige PDGF-BB-
Behandlung hatte in zwei von drei Experimenten keinen Effekt auf AKT-Aktivierung im Ver-
gleich zur Kontrolle (Abbildung 8B), wohingegen in einem von drei Versuchen die durch 15
ng/ml PDGF-BB induzierten pAKT-Proteinspiegel nach 24 Stunden sogar héher waren als in
der mit 10 pg/ml Insulin behandelten Gruppe (Abbildung 8C). Anhand dieser Ergebnisse
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Abbildung 8: Stimulation der pAKT-Proteinspiegel am Ende der MSC-Expansion mit FGF2, Insulin und
PDGF-BB. Expandierte MSC wurden am Ende der Expansionskultur fir 1 (A) oder 24 (B, C) Stunden mit FGF2,
Insulin oder PDGF-BB in den angegebenen Konzentrationen behandelt (A, B, C) Die pAKT- und AKT-Proteinspie-
gel wurden mittels Westernblot analysiert. -Aktin diente als Ladekontrolle. Die gezeigten Westernblot-Detektionen
sind reprasentativ fir A: n =3, B: n =2, C: n = 1. (D, E) Densitometrische Auswertung: die pAKT-Proteinspiegel
nach 1- oder 24-stiindiger Behandlung mit 10 pg/ml Insulin oder 15 ng/ml PDGF-BB wurden auf die Bandendichte
von B-Aktin derselben Probe bezogen. Dargestellt werden die Mediane + 95% Konfidenzinterval. Die Kontrollgruppe
(ohne zusatzliche Wachstumsfaktoren) wurde auf 1 gesetzt (unterbrochene Linie). * p < 0,05, MWU. D: n = 4,
E: n = 5. N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger Spenderpopulationen pro Zeitpunkt.
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wurden 10 pg/ml Insulin und 15 ng/ml PDGF-BB fir die folgenden Experimente gewahlt, um
die initiale AKT-Aktivierung zu Beginn der MSC-Chondrogenese zu erhdhen. Laut Auswertung
von insgesamt vier unabhangigen Versuchen fihrte 15 ng/ml PDGF-BB nach einer Stunde im
Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikanten pAKT-Stimulation, die im Trend 5,9-fach starker
schien als in der mit 10 pg/ml Insulin behandelten Gruppe (Abbildung 8D). Nach 24 Stunden
allerdings waren die pAKT-Spiegel unter 10 ug/ml Insulin im Vergleich zur Kontrolle signifikant
erhoht, wahrend die AKT-Aktivierung unter PDGF-BB nicht reproduzierbar gesteigert war (Ab-
bildung 8E). Die beiden Agonisten schienen AKT also mit unterschiedlicher Geschwindigkeit
zu induzieren, wobei PDGF-BB zu einer schnellen und Insulin zu einer langsamen Induktion
der pAKT-Spiegel fihrte. Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass FGF2-Behandlung die
pAKT-Spiegel von MSC kaum beeinflusste, wahrend die AKT-Phosphorylierung durch PDGF-

BB kurzfristig und durch Insulin eher langerfristig stimuliert wurde.

4.3.3 Effekte erhéhter initialer pAKT-Spiegel auf die friihe MSC-Chondrogenese

Um herauszufinden, ob die niedrigere AKT-Aktivitat zu Beginn der MSC-Chondrogenese Aus-
wirkungen auf die frhe chondrogene Differenzierung hat, wurden MSC fir die letzten 24 Stun-
den der Expansion mit den AKT-Induktoren Insulin (10 pg/ml) oder PDGF-BB (15 ng/ml) be-
handelt, worauf eine 7-tagige 3D-Pelletkultur unter chondrogenen Standardbedingungen
folgte. Da nach einer Behandlungsdauer von nur 24 Stunden vor Beginn der chondrogenen
3D-Kultur zu erwarten war, dass Differenzierungseffekte mit fortschreitender Kulturdauer im-
mer schwerer zu identifizieren waren, wurde Tag 7 der Chondrogenese als friiher Analysezeit-
punkt gewahlt. Um zu bertcksichtigen, dass GAG zu frihen Zeitpunkten der MSC-Chondro-
genese durch das Fehlen stabilisierender Kollagen-Fasern in das umgebende Medium ausge-
spult werden kdnnen, wurden neben den abgelagerten GAG im Pellet auch die freigesetzten
GAG im Uberstand bestimmt. Wahrend der GAG-Gehalt pro Pellet an Tag 7 in der Insulin-
Gruppe im Trend 1,3-fach erhdht war, hatte die kurze Vorbehandlung mit PDGF-BB keinen
Effekt auf die Proteoglykanablagerung bis Tag 7 (1,1-fach) und auch der GAG-Gehalt im Uber-
stand blieb durch beide Behandlungen im Vergleich zur Kontrolle unverandert (Abbildung 9A).
Allerdings reduzierten beide Behandlungen den DNA-Gehalt pro Pellet signifikant (Insu-
lin: - 26%; PDGF-BB: - 37%; Abbildung 9B), was auf eine geringere Zellzahl schliel3en lief3.
Bezogen auf die DNA war der GAG-Gehalt im Pellet sowie im Uberstand teilweise deutlich
erhoht, sodass der hdhere Gesamt-GAG-Gehalt in beiden Gruppen Signifikanz erreichte (Ab-
bildung 9C). Diese Daten zeigten, dass eine erhdhte AKT-Aktivierung zu Beginn der MSC-
Chondrogenese unabhangig von der Aktivierungskinetik zwar einerseits den Zellverlust ver-
starkte, andererseits aber zu einer erhdhten Proteoglykanablagerung in der verbleibenden

Zellpopulation fuhrte.
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Abbildung 9: Effekt von Insulin- und PDGF-BB-Behandlung am Ende der Expansion auf die friihe chondro-
gene Differenzierung. Nach 24-stiindiger Behandlung mit 10 pg/ml Insulin oder 15 ng/ml PDGF-BB vor Beginn der
Knorpelneogenese wurden MSC unter chondrogenen Bedingungen flir 7 Tage als 3D-Pellets kultiviert. (A) Bestim-
mung des GAG-Gebhalts in Pellets sowie im Zellkulturiiberstand mittels DMMB-Assay; INS, PDGF: n = 4. (B) DNA-
Gehalt pro Pellet via PicoGreen-Assay; INS, PDGF: n = 4. (C) Der GAG-Gehalt pro Pellet, im Zellkulturiiberstand
oder in Pellet + Uberstand (gesamt) wurde auf den DNA-Gehalt desselben Pellets bezogen; INS, PDGF: n = 4. (D,
E, F) Genexpressionsanalyse fiir die chondrogenen Marker SOX9 und COL2A1, den hypertrophen Marker
COL10A1 sowie den osteogenen Marker IBSP mit CPSF6 und RPL13 als Referenzgenen an Tag 7. Mittelwerte +
SEM; INS: n =4, PDGF: n = 3. Die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt (unterbrochene Linie). * p < 0,05, ** p < 0,01,
MWU; n = 4 unabhangige Spenderpopulationen.

Wahrend die mRNA-Spiegel des chondrogenen Transkriptionsfaktors SOX9 an Tag 7 von Vor-
behandlung mit Insulin oder PDGF-BB unberuhrt blieben, war die COL2A7-Expression in der
Insulin-Gruppe im Trend (-13%) und in der PDGF-BB-Gruppe signifikant reduziert (-77%), was
zeigte, dass eine kurzzeitige AKT-Stimulation zusatzlich zu GAG/DNA andere chondrogene
Marker nicht stimulierte (Abbildung 9D). Bei unveranderten COL10A71-Spiegeln nach beiden
Vorbehandlungen (Abbildung 9E) war der osteogene Marker IBSP in der Insulin-Gruppe sig-
nifikant reduziert (Abbildung 9F). Somit schien erhdhte AKT-Aktivierung MSC zumindest in
Bezug auf die untersuchten Marker COL710A7 und IBSP nicht starker in die enchondrale Rich-
tung zu lenken. Zusammenfassend erreichte eine Erhéhung der initialen AKT-Aktivierung vor

allem eine gesteigerte GAG-Bildung der verbleibenden chondrogen differenzierenden MSC
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und lie3 die frihe enchondrale Differenzierung grofteils unbeeinflusst. Somit schien die nied-
rige AKT-Aktivierung zu Beginn der MSC-Chondrogenese in erster Linie die frihe GAG-Abla-
gerung zu beeintrachtigen, die enchondrale Differenzierungsrichtung von MSC aber nicht zu

verantworten.

4.4 AKT-Aktivierung wahrend der frihen MSC-Chondrogenese bis Tag 7

Da bereits vor Beginn der In-vitro-Knorpelneogenese eine zellintrinsisch unterschiedliche AKT-
Aktivierung in MSC und AC beobachtet wurde, stellte sich als nachstes die Frage, ob sich die
gefundenen Unterschiede in der AKT-Signalwegaktivierung auch in der chondrogenen 3D-
Kultur fortsetzen wurden. Da chondrogene Medien neben Insulin auch TGFB1 und Dexame-
thason enthalten und fur beide Komponenten je nach Zellkontext sowohl als AKT-stimulie-
rende oder -inhibierende Effekte beschrieben wurden (Fujita et al. 2004; Valderrama-Carvajal
et al. 2002), sollte zunachst ermittelt werden, wie sich die Behandlung mit TGFB31 oder Dexa-

methason auf die AKT-Phosphorylierung in chondrogen induzierten MSC auswirkte.

4.4.1 Verlauf der AKT-Phosphorylierung in chondrogen induzierten MSC-Pellets an
Tag 1

Um einen geeigneten Erntezeitpunkt fur die Untersuchung der TGFB1- oder Dexamethason-
Effekte auf die AKT-Phosphorylierung zu bestimmen, wurde die Kinetik der AKT-Aktivierung
durch chondrogenes Medium an Tag 1 der Chondrogenese in zwei unabhangigen MSC-Po-
pulationen bestimmt. In beiden Experimenten wurde eine Induktion der AKT-Phosphorylierung
bereits 15 Minuten nach Mediumwechsel nachgewiesen (Abbildung 10A, B). Wahrend in Ex-
periment 1 die AKT-Phosphorylierung nach einer Stunde eine Klimax mit anschlieRender Pla-
teauphase bis mindestens 24 Stunden nach Mediumwechsel erreichte (Abbildung 10A), nahm
der pAKT-Proteinspiegel in Experiment 2 bereits nach einer Stunde sukzessive ab (Abbildung
10B). In Pellets beider MSC-Populationen wurde AKT-Aktivierung zwischen 24 und 48 Stun-
den nach Mediumwechsel deutlich reduziert. Da in beiden Experimenten die maximale AKT-
Phosphorylierung nach 60 Minuten erreicht wurde, erwies sich diese Stimulationsdauer als
optimaler Erntezeitpunkt fir die folgenden Experimente, um potentielle TGFB- oder Dexame-

thason-Effekte auf pAKT-Level detektieren zu kénnen.
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der AKT-Aktivierung an Tag 1 der MSC-Chondrogenese. (A, B) MSC-Pellets
wurden mit chondrogenem Medium (inkl. 6,25 pg/ml Insulin, 10 ng/ml TGFB1 und 100 nM Dexamethason) behan-
delt und zu den angegebenen Zeitpunkten nach Behandlungsstart in flissigem Stickstoff geerntet. Die pAKT- und
AKT-Proteinspiegel wurden in Proteinlysaten mittels Westernblot bestimmt. 3-Aktin diente als Ladekontrolle; n = 2
unabhangige MSC-Populationen.

4.4.2 Effekt von TGFB1 und Dexamethason auf Insulin-induzierte AKT-Phosphory-
lierung an Tag 1 der MSC-Chondrogenese

Der Effekt von TGFB1 bzw. Dexamethason auf die AKT-Phosphorylierung in chondrogen in-
duzierten MSC wurde untersucht, indem 3D-Pellets von unabhangigen MSC-Populationen an
Tag 1 der Chondrogenese fur 1 Stunde mit chondrogenem Medium mit oder ohne Insulin
(6,25 pg/ml), TGFB1 (10 ng/ml) oder variablen Dexamethason-Konzentrationen (0 nM, 10 nM,
100 nM als Standardkonzentration im chondrogenen Medium oder 1 uM) behandelt wurden.
In allen drei unabhangigen Spenderpopulationen flhrte Insulin wie erwartet zu einer starken
pAKT-Induktion (Abbildung 11A, B). In zwei von drei Experimenten blieben die pAKT-Protein-
spiegel nach 1-stiindiger TGFB-Behandlung sowohl in An- als auch Abwesenheit von Insulin
unverandert (Abbildung 11A) und wurden in einem von drei Experimenten im Vergleich zum
Stimulationsbeginn (0 Stunden) sogar reduziert (Abbildung 11B). Somit fuhrte TGFB1 in
chondrogen stimulierten MSC nach 1-stindiger Behandlung nicht zur Erhéhung der pAKT-
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Insulin - - + + Insulin - - + +
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Abbildung 11: Effekt von Insulin und TGFf1 auf die AKT-Phosphorylierung an Tag 1 der MSC-Chondroge-
nese. MSC-Pellets wurden an Tag 1 der Chondrogenese fiir 1 Stunde mit chondrogenem Medium (inkl. 100 nM
Dexamethason) mit/ohne Insulin oder TGFB1 behandelt. Die pAKT- und AKT-Proteinspiegel wurden mittels Wes-
ternblot analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. (A) Gezeigt wird eines von zwei Experimenten, in denen TGF31
die pAKT-Proteinspiegel nicht beeinflusste. (B) In diesem dritten Versuch fihrte TGFB1-Behandlung zu reduzierten
pAKT-Proteinspiegeln. Alle Proben wurden auf dasselbe Gel geladen und das Experiment in insgesamt drei unab-
hangigen Spenderpopulationen wiederholt (n = 3).
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Spiegel, sondern hatte spenderabhangig keinen oder einen leicht reduzierenden Einfluss auf
die AKT-Phosphorylierung.

Um den Effekt von Dexamethason auf die AKT-Aktivierung in chondrogen induzierten MSC zu
untersuchen, wurden MSC-Pellets zunachst an Tag 0 fur 0,5 Stunden mit 100 nM Dexame-
thason (Dex), 6,25 ug/ml Insulin oder beiden Medienzusatzen in Kombination behandelt. Im
Gegensatz zu Insulin fuhrte Dexamethason in zwei unabhangigen MSC-Populationen nicht zu
einer Erhéhung der pAKT-Spiegel (Abbildung 12A). Nach 24-stlindiger Kultivierung von MSC-
Pellets mit chondrogenem Medium, das 0 nM, 10 nM, 100 nM (als Standardkonzentration im
chondrogenen Medium) oder 1 yM Dexamethason enthielt, waren die basalen pAKT-Spiegel
in zwei unabhangigen Spenderpopulationen dosisabhangig erhéht, wobei unter 1000 nM
Dexamethason keine deutliche Steigerung im Vergleich zur 100-nM-Gruppe erkennbar war
(Abbildung 12B). Eine 1-stindige Behandlung der Pellets mit gruppenspezifischem Medium
an Tag 1 hingegen fuhrte unabhangig von der verwendeten Dexamethason-Konzentration zu
vergleichbaren pAKT-Proteinspiegeln (Abbildung 12B).

Somit wurde gezeigt, dass die Induktion der AKT-Phosphorylierung durch Insulin als wichtigs-
tem AKT-Agonisten des chondrogenen Mediums nicht nennenswert von Dexamethason be-
einflusst wurde. Inhibierende TGFp-Effekte auf die pAKT-Proteinspiegel traten in manchen

Versuchen auf und konnten folglich nicht per se ausgeschlossen werden.
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Abbildung 12: Effekt von Dexamethason auf die Phosphorylierung von AKT zu Beginn der MSC-Chondro-
genese. (A) Pellets expandierter MSC wurden an Tag O fir 0,5 Stunden mit 100 nM Dexamethason (Dex),
6,25 pg/ml Insulin oder beiden Medienzusatzen in Kombination behandelt. (B) MSC-Pellets wurden zunéachst fiir
24 Stunden in chondrogenem Medium kultiviert, das die angegebenen Dexamethason-Konzentrationen enthielt,
bevor sie an Tag 1 fiir eine weitere Stunde mit den entsprechenden gruppenspezifischen Medien stimuliert wurden.
(A, B) Die Proteinspiegel von pAKT und AKT wurden mittels Westernblot analysiert. 3-Aktin diente als Ladekon-
trolle. Alle Proben wurden auf dasselbe Gel geladen. A: n = 1, B: n = 2 unabhangige MSC-Populationen.

4.4.3 Vergleich der AKT-Aktivierung von MSC und AC in der friihen 3D-Pelletkultur

Bezuglich der AKT-Aktivierung an Tag 1 ergaben vier direkte Vergleiche auf derselben Wes-
ternblot-Membran etwa 11-fach niedrigere pAKT-Spiegel in MSC als in AC (Abbildung 13A, B).
Um herauszufinden, ob sich auch die kurzfristige Insulinantwort von MSC und AC unterschied,
wurden Pellets beider Zelltypen an Tag 1 fir eine Stunde mit chondrogenem Medium behan-

delt und die AKT-Aktivierung in Zelllysaten bestimmt. Zwei direkte Vergleiche auf derselben
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Abbildung 13: Vergleich der AKT-Aktivierung in MSC versus AC an Tag 1 der Knorpelneogenese. (A, C)
MSC- oder AC-Pellets wurden an Tag 1 der 3D-Kultur 24 Stunden (A, B) oder 1 Stunde (C) nach Mediumwechsel
in flissigem Stickstoff geerntet. Die AKT-Aktivierung durch Nachweis von pAKT-Proteinspiegeln in Zelllysaten von
MSC- und AC-Pellets wurde auf derselben Westernblotmembran in je vier (A, n = 4) oder zwei (C, n = 2) unabhan-
gigen Experimenten direkt miteinander verglichen. B-Aktin diente als Ladekontrolle. (B) Densitometrie der in (A)
gezeigten Westernblots: die pAKT-Proteinspiegel wurden auf Bandendichte von (-Aktin derselben Probe bezogen.
Mittelwerte £ SEM, *p < 0,05, studentischer {-Test. N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger Zellpo-
pulationen fir MSC und AC. Exp. 1 und Exp. 5 beziehungsweise Exp. 2 und Exp. 6 wurden mit identischen MSC-
und AC-Populationen durchgefihrt.

Westernblot-Membran zeigten deutlich niedrigere pAKT-Proteinspiegel in MSC versus AC
nach 1-stundiger Behandlung (Abbildung 13C), was auf eine unterschiedliche Sensitivitat der
beiden Zelltypen schliel3en lief3.

Im weiteren Verlauf der 3D-Kultur war die AKT-Aktivierung an Tag 3 (48 Stunden nach Medi-
umwechsel) in beiden Zelltypen auf vergleichbarem Niveau und erreichte an Tag 5 sogar ho-
here Level in MSC als in AC (Abbildung 14A). Nach kurzfristiger Insulinstimulation fur eine
Stunde an Tag 3 waren die pAKT-Proteinspiegel in beiden unabhangigen Experimenten in
MSC niedriger als in AC, erreichten aber an Tag 5 vergleichbare Level (Abbildung 14B). Zu-
sammenfassend zeigten diese Daten, dass MSC unmittelbar zu Beginn der 3D-Kultur sowohl
auf einen kurzfristigen als auch langeren Insulinstimulus mit schwacherer AKT-Aktivierung re-
agierten als AC. Mit zunehmender Kulturdauer jedoch glich sich die Dynamik der AKT-Signal-
wegaktivierung in MSC und AC einander an, so dass die kurzfristige Insulinantwort in beiden
Zelltypen vergleichbar war. Dies legte nahe, dass sowohl MSC als auch AC die Aktivierung
des AKT-Signalweges unter chondrogenen Re-/Differenzierungsbedingungen bereits friih

nach Induktion der Knorpelneogenese in vitro anpassten.
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Abbildung 14: Vergleich der AKT-Aktivierung an Tag 3 und 5 der MSC-Chondrogenese bzw. AC-Redifferen-
zierung. MSC- und AC-Pellets wurden an Tag 3 und 5 der 3D-Kultur 48 Stunden nach dem Mediumwechsel ge-
erntet (A) oder fir 1 Stunde mit chondrogenem Medium stimuliert (B). Die AKT-Aktivierung durch Nachweis von
pAKT-Proteinspiegeln in Zelllysaten von MSC- und AC-Pellets wurde auf derselben Westernblotmembran in je zwei
unabhangigen Experimenten direkt miteinander verglichen. 3-Aktin diente als Ladekontrolle. Exp. 1 und Exp. 3
beziehungsweise Exp. 2 und Exp. 4 wurden mit identischen MSC- und AC-Populationen durchgefiihrt. N = 2
unabhangige Spenderpopulationen fir MSC und AC.

4.4.4 Effekte von Insulin- und PDGF-BB-Behandlung bis Tag 7 der MSC-Chondro-
genese

Um die Auswirkungen der an frihen Zeitpunkten niedrigen AKT-Aktivierung in MSC fur die
chondrogene Differenzierung zu untersuchen, zielte die folgende Versuchsreihe darauf ab, die
AKT-Aktivitat wahrend der frihen MSC-Chondrogenese unter Standardinsulinbehandlung zu
erhoéhen. Hierfur wurde versucht, den AKT-Signalweg in zwei unabhangigen Versuchsreihen
mit insgesamt vier AKT-Induktoren starker zu induzieren als durch die im chondrogenen Me-
dium verwendete Standardinsulin-Konzentration von 6,25 ug/ml. Da eine Vorbehandlung mit
den AKT-Agonisten Insulin und PDGF-BB am Ende der MSC-Expansion bereits leichte Effekte
in Form von gesteigerter GAG-Ablagerung erzielte, wurden in der ersten Versuchsreihe MSC
in Expansion zunachst wie zuvor beschrieben fiir die finalen 24 Stunden mit 10 ug/ml Insulin
oder 15 ng/ml PDGF-BB vorbehandelt. In der anschlieRenden 3D-Kultur wurden die Pellets
der Insulin-Gruppe mit einer im Vergleich zur Standardkonzentration erhéhten Insulindosis von
10 pg/ml kultiviert (in Abbildung 15 als ,Ins” bezeichnet), wahrend die Pellets der PDGF-BB-

61



Ergebnisse

A B
Exp. 1 Exp. 2
Stunden 1 24 Stunden 1 24
Gruppe Ktrl Ins P Ktrl Ins P Gruppe Kitrl Ins P Kirl Ins P
PAKT s wwem - pAKT D P —
AKT o ovm S oo s o AKT e v o @ o o -
BAKIN .  — —— -— — BrAKLN ——— e e
C
Tag 7
Stunden Exp. 3 Exp. 4

Gruppe Ktrl Ins P Kt Ins P

PAKT s s e oomp o9 ——

AKT o e o s o a

B-Al’(tln N — | — — —
Abbildung 15: Effekt von Insulin- oder PDGF-BB-Behandlung auf die pAKT-Proteinspiegel in der frithen
MSC-Chondrogenese. MSC wurden fir die finalen 24 Stunden am Ende der Expansion und bis Tag 7 der Pellet-
kultur entweder mit einer erhdhten Insulinkonzentration von 10 ug/ml (Ins) oder zuséatzlich zur Standardinsulinkon-
zentration mit 15 ng/ml PDGF-BB (P) behandelt. Die Zellen der Kontrollgruppe (Ktrl) erhielten keine Vorbehandlung
in der Expansion und wurden in 3D-Kultur mit der Standardinsulinkonzentration von 6,25 pg/ml kultiviert. (A, B, C)
Westernblot-Analyse von pAKT- und AKT-Proteinspiegeln nach 1-stiindiger Behandlung an Tag 0 bzw. nach 24-
stiindiger Behandlung an Tag 1 (A, B) oder 48 Stunden nach Mediumwechsel an Tag 7 (C). B-Aktin diente als

Ladekontrolle. Jedes Experiment wurde mit einer unabhangigen MSC-Population durchgefiihrt; n = 2 fiir jeden
untersuchten Zeitpunkt.

Gruppe zusatzlich zur Standardinsulinkonzentration mit 15 ng/ml PDGF-BB (,P“) behandelt
wurden. Die Westernblot-Analyse zweier unabhangiger Experimente ergab, dass die pAKT-
Proteinspiegel nach 1-stindiger Behandlung an Tag 0 weder durch eine erhdhte Insulindosis
von 10 pg/ml noch durch zusatzlich 15 ng/ml PDGF-BB im Vergleich zur Standardinsulinbe-
handlung (Kontrolle) erhéht waren (Abbildung 15A, B). Wahrend die AKT-Phosphorylierung
nach 24-stiindiger Behandlung an Tag 1 sowohl in der Insulin- als auch in der PDGF-Gruppe
im Vergleich zur Kontrolle mit Standardinsulinkonzentration marginal gesteigert waren, war
diese Erh6hung 48 Stunden nach Mediumwechsel an Tag 7 in zwei weiteren unabhangigen
Experimenten nicht evident (Abbildung 15C). Dies zeigte, dass die im chondrogenen Medium
verwendete Insulinkonzentration von 6,25 ug/ml die AKT-Phosphorylierung bereits so stark
induzierte, dass eine hdéhere Insulindosis oder zusatzliches PDGF-BB die pAKT-Induktion
kaum steigern konnte. Trotz dieser nur schwachen Steigerung der pAKT-Spiegel fihrten beide
Behandlungen bis Tag 7 zu einem leicht reduzierten GAG-Gehalt im Pellet (Insulin, PDGF-BB:
- 14%, p > 0,05) und im Uberstand (Insulin: - 12%, p > 0,05; PDGF-BB: - 16%, p < 0,05; Ab-
bildung 16A). Vergleichbar zu den beobachteten Effekten nach Vorbehandlung alleine war der
DNA-Gehalt in der Insulin-Gruppe signifikant, in der PDGF-BB-Gruppe im Trend reduziert (Ab-
bildung 16B), was das Gesamt-GAG/DNA-Verhaltnis an Tag 7 in beiden Gruppen leicht
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erhohte (Insulin: 1,54-fach, p < 0,05; PDGF-BB: 1,45-fach, p > 0,05; Abbildung 16C). Wahrend
die mMRNA-Spiegel des chondrogenen Markers SOX9 wie zuvor unverandert blieben, war die
COL2A1-Expression in beiden Gruppen im Trend leicht erhéht (Abbildung 16D), was vor allem
fur PDGF-BB einen Gegensatz zu 24-stiindiger Vorbehandlung in der Expansion darstellte
und nachteilige Effekte somit gerettet wurden. COL710A1 als Marker flr hypertrophe Differen-
zierung wurde im Vergleich zur Kontrolle weder von Insulin- noch PDGF-BB-Behandlung be-
einflusst (Abbildung 16E), wohingegen der osteogene Marker IBSP in der Insulin-Gruppe im
Trend wieder reduziert war (Abbildung 16F). Zusammenfassend war jedoch eine kontinuierli-

che Behandlung mit erhéhter Insulinkonzentration oder PDGF-BB zusatzlich zur Standardin-
sulinkonzentration bis Tag 7 trotz leichter Steigerung der GAG/DNA-Menge aufgrund des er-
hohten Zellverlustes nicht zielfihrend, um die Chondrogenese von MSC zu verbessern.
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Abbildung 16: Effekt von Insulin- oder PDGF-BB-Behandlung auf die friihe MSC-Chondrogenese. MSC wur-
den fur die finalen 24 Stunden am Ende der Expansion und bis Tag 7 der Pelletkultur entweder mit einer erhéhten
Insulinkonzentration von 10 pg/ml (INS) oder zusatzlich zur Standardinsulinkonzentration mit 15 ng/ml PDGF-BB
(PDGF) behandelt. Die Zellen der Kontrollgruppe (Ktrl, unterbrochene Linie) erhielten keine Vorbehandlung in der
Expansion und wurden in 3D-Kultur mit der Standardinsulinkonzentration von 6,25 pug/ml kultiviert. (A, B) In Tag-
7-Pellets wurde der GAG-Gehalts mittels DMMB und der DNA-Gehalt mittels PicoGreen bestimmt; n = 4 - 5. (C)
Normalisierung des GAG-Gehalts von Tag-7-Pellets auf DNA; n = 4 - 5. (D, E, F) Genexpressionsanalyse fir die
chondrogenen Marker SOX9 und COL2A1, den hypertrophen Marker COL10A1 und den osteogenen Marker IBSP
mit CPSF6 und RPL13 als Referenzgenen an Tag 7; n = 4 - 5. Mittelwerte £+ SEM; * p < 0,05, ** p < 0,01; MWU.
N-Angaben beziehen sich auf die jeweiligen Experimente mit unabhangigen MSC-Populationen pro Gruppe.

Im Folgenden wurden zwei weitere anabole Wachstumsfaktoren und bekannte AKT-In-
duktoren auf ihr Potential hin untersucht, die Insulin-induzierte AKT-Aktivitat wahrend der
MSC-Chondrogenese zu steigern. Getestet wurde IGF1, das in humanen AC und MSC sowie

bovinen Knorpelexplantaten die Proteoglykansynthese oder -ablagerung steigerte (Fischer et
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al. 2018; Luyten et al. 1988; Starkman et al. 2005). Als zweiter Wachstumsfaktor wurde LR3-
IGF (engl. Long Arginine(R) 3-IGF1) verwendet, ein synthetisches, verlangertes IGF-Analo-
gon. Es unterscheidet sich von der nativen Sequenz des humanen IGF1-Peptids dadurch,
dass Glutaminsaure (E) an Position Nr. 3 seiner Aminosauresequenz durch Arginin (R) ersetzt
und der N-Terminus um 13 Aminosauren verlangert wurde. Durch diese Modifikationen soll
LR3-IGF einerseits sowohl seine Affinitat als auch sein Aktivierungspotential fir den IGF1R
behalten, andererseits aber weniger anfallig fir Inhibition durch IGF-Bindeproteine sein
(Ballard et al. 1987). Um fir humane MSC unter chondrogenen Bedingungen zunéachst zu
testen, ob und in welchem Ausmalf IGF1 oder LR3-IGF die AKT-Phosphorylierung im Ver-
gleich zu Insulin induzieren kénnen, wurden MSC an Tag 0 der Chondrogenese flr eine
Stunde entweder mit der Standardinsulinkonzentration von 6,25 ug/ml (2 1,07 yM), 100 ng/ml
(2 13,1 nM) IGF1 oder 3,5 nM LR3-IGF behandelt. Die Wahl der LR3-IGF-Konzentration ori-
entierte sich an seiner spezifischen Wirkdosis von EDsy = 1,1 nM sowie Studien mit Muskel-
zelllinien aus Ratte und Schwein bzw. einer Epithelzelllinie aus Ratte (Pampusch et al. 2005;
Song et al. 2003; Xi et al. 2007). Laut Westernblot-Detektion erhdhte IGF1-Behandlung vergli-
chen zur Kontrolle ohne zusatzlichen AKT-Agonisten die pAKT-Proteinspiegel nur marginal
(Abbildung 17A). LR3-IGF induzierte AKT-Phosphorylierung zwar starker als IGF1, blieb aber
deutlich unter dem durch Insulin-Behandlung erreichten pAKT-Niveau (Abbildung 17A). Um
additive Effekte von IGF1 oder LR3-IGF auf die Insulin-induzierten pAKT-Level zu untersu-
chen, wurden MSC-Pellets zunachst an Tag 0 der Chondrogenese mit der Standardinsulin-
konzentration von 6,25 ug/ml allein oder in Kombination mit entweder 100 ng/ml IGF1 oder
3,5 nM LR3-IGF behandelt. Nach 1-stiindiger Ko-Behandlung mit Insulin erschienen die pAKT-
Spiegel sowohl unter IGF1 als auch LR3-IGF leicht reduziert (Abbildung 17B). An Tag 7 waren
die pAKT-Spiegel unter IGF1 oder LR3-IGF unverandert, Gesamt-AKT-Protein schien vergli-
chen zur Kontrolle allerdings in beiden Gruppen leicht reduziert (Abbildung 17C). Nach 7-tagi-
ger Behandlung war der GAG-Gehalt in der IGF1-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle signifikant
um 36% reduziert, unter LR3-IGF-Behandlung hingegen leicht um 30% erhéht (Abbildung
17D). Ein unter IGF1 leicht und unter LR3-IGF signifikant reduzierter DNA-Gehalt liel wie be-
reits bei PDGF-BB-Behandlung und erhdhter Insulinkonzentration auf eine verringerte Zellzahl
pro Pellet schlieRen (Abbildung 17E). Das GAG/DNA-Verhaltnis war in der IGF1-Gruppe im
Trend reduziert, fur LR3-IGF aber signifikant erhoht, was darauf hindeuten kénnte, dass IGF-
BPs an den negativen IGF1-Effekten beteiligt sein kdnnten (Abbildung 17F). Zusammenfas-
send schien die niedrige AKT-Aktivierung in der frihen MSC-Chondrogenese die GAG-Abla-
gerung zu beeintrachtigen, wobei die friihe Uberstimulation von AKT mdglicherweise eine Se-
lektion von Zellen mit vermehrter Proteoglykanablagerung bewirkte. Im Kontext der frihen en-
chondralen Differenzierung schien die Behandlung mit erhéhter Insulinkonzentration im Ge-
gensatz zu PDGF-BB einen leicht anti-osteogenen Effekt zu erzielen, der sich in einer redu-

zierten IBSP-Expression aullerte.
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Abbildung 17: Effekte von IGF1 oder LR3-IGF in Ab- oder Anwesenheit von Insulin auf AKT-Aktivierung und
Proteoglykan-Ablagerung. (A, B) MSC-Pellets wurden an Tag O fir 1 Stunde mit 100 ng/ml IGF1 oder 3,5 nM
LR3-IGF (LR3) in An- oder Abwesenheit von Insulin behandelt. Die AKT-Aktivierung durch Nachweis von pAKT-
Proteinspiegeln wurden mittels Westernblot analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle; n = 2. (C) MSC-Pellets wur-
den bis Tag 7 zusatzlich zur Standardinsulinkonzentration von 6,25 ug/ml entweder mit 100 ng/ml IGF1 oder 3,5 nM
LR3-IGF behandelt. Die pAKT-Proteinspiegel an Tag 7 (48 Stunden nach Mediumwehcsel) wurden mittels Wes-
ternblot analysiert. 3-Aktin diente als Ladekontrolle; n = 3. (D, E) Der GAG-Gehalt pro Tag-7-Pellet wurde durch
DMMB-Assay und der DNA-Gehalt mittels PicoGreen-Assay bestimmt. (F) Normalisierung des GAG-Gehalts von
Tag-7-Pellets auf DNA. Die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt (unterbrochene Linie). IGF1: n = 3; Kontrolle, LR3: n = 6.
Mittelwerte + SEM; * p < 0,05, MWU. N-Angaben beziehen sich auf die Experimente mit unabhangigen MSC-Po-
pulationen pro Gruppe.

4.5 Verlauf der AKT-Aktivierung wahrend enchondraler MSC-Differenzierung
und chondraler AC-Redifferenzierung

4.5.1 Charakterisierung der hypertrophen MSC-Chondrogenese im Vergleich zur
AC-Redifferenzierung

Um zunachst die chondrogene Differenzierung von MSC zu bestatigen und die Unterschiede
zwischen enchondraler MSC-Chondrogenese und chondraler AC-Redifferenzierung darzule-
gen, wurden MSC und AC unter identischen Bedingungen mit 10 ng/ml TGFB1 und 6,25 ug/ml
Insulin als 3D-Pellets kultiviert und der Grad der Differenzierung nach 42 Tagen histologisch,
via Genexpressionsanalysen sowie auf Proteinebene mittels Westernblot und Quantifizierung
der ALP-Enzymaktivitat charakterisiert?. Safranin-O- und immunhistochemische Farbungen
ergaben fir MSC- und AC-Pellets nach 42-tagiger 3D-Kultur eine dhnlich homogene Ablage-
rung von Proteoglykanen und Kollagen Typ Il (Abbildung 18A, B). Obwohl die COL2A7-mRNA-
Spiegel zu Beginn der 3D-Kultur in AC signifikant héher waren, erreichten MSC an Tag 21 und

2 Die folgenden Ergebnisse sind teilweise in einer Erstautorpublikation beschrieben worden (Klampfleu-
thner et al. 2022). Entsprechende Hinweise finden sich in den Abbildungsbeschriftungen.
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42 vergleichbare COL2A1-Level (Abbildung 18C), was eine erfolgreiche chondrogene Diffe-
renzierung in beiden Zelltypen belegte. Im Gegensatz zu AC jedoch war die Expression der
hypertrophen Marker COL10A1 (p < 0,05), IHH und PTH1R (p > 0,05) in differenzierenden
MSC an Tag 21 und 42 erhéht (Abbildung 18D). Damit einhergehend waren auch die mRNA-
Spiegel des osteogenen Markers IBSP in MSC an Tag 21 und 42 hdher als in AC (Abbildung
18E), was sich ebenfalls auf Proteinebene widerspiegelte. Wahrend IBSP-Protein mittels Wes-
ternblot-Detektion ab Tag 21 der MSC-Chondrogenese nachweisbar war und im Laufe der

weiteren Kultur zunahm, lag der IBSP-Proteinspiegel in den untersuchten AC zu allen
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Abbildung 18: Hypertrophe MSC-Chondrogenese versus nicht-hypertrophe AC-Redifferenzierung. (A, B)
Safranin-O-Farbung von Proteoglykanen oder Immunhistochemie fir Kollagen Typ Il von Mikrotomschnitten, die
von MSC- oder AC-Pellets nach 42-tagiger 3D-Kultur angefertigt wurden. MaRstabsbalken: 100 um. MSC: n = 8;
AC: n =5. (C, D, E) Genexpression des chondrogenen Markers COL2A1, der hypertrophen Marker COL10A1,
IHH und PTH1R sowie des osteogenen Markers IBSP. (F) IBSP-Proteinspiegel wahrend MSC-Chondrogenese
(oben) und AC-Redifferenzierung (unten). Gezeigt ist jeweils ein reprasentativer von insgesamt drei Westernblots
fur MSC oder AC. B-Aktin diente als Ladekontrolle. (G) Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (ALP) wurde in
vereinten Zellkulturiiberstanden bestimmt, die firr jedes unabhangige Experiment alle 7 Tage von jeweils vier Pel-
lets geerntet wurden. In allen Graphen werden Mittelwerte + SEM dargestellt. * p < 0,05 MSC versus AC, MWU.
MSC: n =6 -7, AC: n = 4. N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger MSC- oder AC-Populationen.
Die Teilabbildungen 18A, B, C, D und G wurden in Klampfleuthner et al. 2022 verdéffentlicht.
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Zeitpunkten unter der Detektionsgrenze (Abbildung 18F). Auch die ALP-Enzymaktivitat im
Uberstand als weiteres Kennzeichen enchondraler Differenzierung war ab Tag 21 der MSC-
Chondrogenese signifikant hdher als bei AC, deren Werte auch hier zu jedem Zeitpunkt unter
der Nachweisgrenze lagen (Abbildung 18G). Zusammenfassend bewiesen MSC durch Abla-
gerung einer extrazellularen Knorpelmatrix aus Proteoglykanen und Kollagen Typ Il auf AC-
ahnlichem Niveau ein hohes chondrogenes Differenzierungspotential. Im Gegensatz zur
chondralen AC-Redifferenzierung jedoch folgten MSC dem unerwiinschten enchondralen Dif-
ferenzierungsweg, der durch den Anstieg hypertropher und osteogener Marker gekennzeich-

net war.

4.5.2 Vergleich der AKT-Aktivierung wahrend enchondraler MSC-Chondrogenese
und chondraler AC-Redifferenzierung

Da bereits zu fruhen Zeitpunkten der 3D-Kultur deutliche Unterschiede in der AKT-Aktivierung
zwischen MSC-Chondrogenese und AC-Redifferenzierung beobachtet wurden, sollte im Fol-
genden Uberprift werden, ob die AKT-Signalwegaktivitat auch in der weiteren enchondralen
versus chondralen Differenzierung unterschiedlich verlaufen wirde. Hierfir wurden die pAKT-
Proteinspiegel in Zelllysaten von MSC- und AC-Pellets bestimmt, die wahrend der 3D-Kultur
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Abbildung 19: Gegenlaufige AKT-Aktivierung wahrend MSC-Chondrogenese und AC-Redifferenzierung.
(A) Die AKT-Aktivierung im Verlauf der MSC- und AC-3D-Pelletkultur wurde in woéchentlichem Abstand jeweils 48
Stunden nach Mediumwechsel mittels Westernblot-Analyse fur pAKT bestimmt. 3-Aktin diente als Ladekontrolle.
Gezeigt wird jeweils ein reprasentativer von n = 6 - 7 Experimenten mit 6 unabhangigen MSC-Populationen oder
n = 4 unabhangigen AC-Populationen. (B) Densitometrische Analyse der pAKT-Proteinspiegel bezogen auf die
Bandendichte von (3-Aktin im Verlauf von MSC-Chondrogenese und AC-Redifferenzierung. MSC: n =6 — 7 in 6
unabhangigen Spenderpopulationen. AC: n = 4. (C, D) Densitometrische Analyse vom direkten Vergleich der
pAKT-Proteinspiegel zwischen MSC und AC zu den genannten Zeitpunkten. Proben von Tag 7 und 14, sowie
Proben von Tag 21 bis 42 wurden jeweils auf derselben Membran miteinander verglichen. Mittelwerte + SEM;
MSC, AC: n = 3. N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger Spenderpopulationen von MSC und AC.
*p < 0,05 MSC versus AC, MWU. Die Teilabbildungen 19A, B und D wurden in Klampfleuthner et al. 2022 veroéf-
fentlicht.
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in wochentlichen Abstanden jeweils 48 Stunden nach dem letzten Mediumwechsel geerntet
worden waren, und der Verlauf der AKT-Aktivierung in MSC und AC miteinander verglichen.
Interessanterweise stiegen die pAKT-Proteinspiegel in allen funf untersuchten MSC-Populati-
onen innerhalb der ersten drei Wochen der Chondrogenese an und erreichten einen populati-
onsabhangigen Héhepunkt zwischen Tag 7 und 28 (Abbildung 19A, B). In vier von finf MSC-
Populationen nahm die AKT-Aktivierung anschlieRend bis Tag 42 sukzessive ab. Im Gegen-
satz zur MSC-Chondrogenese sanken die pAKT-Proteinspiegel wahrend der AC-Redifferen-
zierung bis Tag 21 und blieben bis zum Ende der 3D-Kultur auf niedrigem Niveau (Abbildung
19A, B). Der direkte Vergleich der pAKT-Proteinspiegel auf derselben Westernblot-Membran
ergab signifikant niedrigere pAKT-Proteinspiegel in MSC versus AC an Tag 7 und Tag 14 (Ab-
bildung 19C), aber ein signifikant hdheres pAKT-Niveau in MSC verglichen zu AC zwischen
Tag 21 und 42 (Abbildung 19D). Auffallig war somit, dass sich die AKT-Aktivierung in der fri-
hen (Tag 0 - 14) und spaten 3D-Kultur (Tag 21 - 42) in MSC und AC gegenlaufig verhielt, was
einen wichtigen Unterschied bezuglich des AKT-Signalwegs zwischen enchondraler MSC-Dif-

ferenzierung und chondraler AC-Redifferenzierung darstellte.

4.5.3 Abhéngigkeit der AKT-Aktivierung von TGFB1, BMP-, FGFR- und WNT-Sig-
naling

Der PI3K/AKT-Signalweg ist ein zentraler Knotenpunkt im zellularen Signalnetzwerk, der von
vielen anderen Signalwegen beeinflusst werden kann. Der transiente Anstieg der AKT-Aktivie-
rung unter konstanten Kulturbedingungen warf somit die Frage auf, ob typische Chondroge-
nese-relevante Signalwege fur diese Erhdhung der pAKT-Spiegel verantwortlich sein kénnten.
Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die AKT-Aktivierung von TGF31, BMP und FGFR,
die die Geschwindigkeit der chondrogenen Differenzierung regulieren, oder von pro-hyper-
trophem WNT kontrolliert wird, was erste Hinweise auf die AKT-Funktion wahrend der MSC-

Chondrogenese liefern kénnte.

4.5.3.1 Effekt von TGFB1 auf AKT-Aktivierung

In verschiedenen Zelltypen wie humanen AC, Chondrozyten-Vorlaufern aus der Maus oder in
humanen Krebszelllinien fuhrte TGFB-Behandlung zu AKT-Phosphorylierung (Cheng et al.
2014; Qureshi et al. 2007; Walker et al. 2013). In den oben beschriebenen Versuchen fihrte
TGFB1-Behandlung von chondrogen induzierten MSC an Tag 1 in manchen Versuchen zu
einer leichten Reduktion der AKT-Phosphorylierung. Um den Beitrag von TGFB1 zur AKT-
Aktivierung wahrend der MSC-Chondrogenese zu untersuchen, wurde die TGFB1-Behand-
lung ab Tag 21, in der Phase hochster AKT-Aktivierung, abgebrochen (kein TGFB1), wahrend
die Kontrollpellets flir die gesamte 6-wochige Kulturdauer mit 10 ng/ml TGFB1 behandelt wur-

den (Ktrl). Safranin-O- und immunhistochemische Farbungen von Tag-42-Kontrollpellets
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zeigten eine durchweg homogene, starke Ablagerung von Proteoglykanen und Kollagen Typ
II, wahrend die Pellets der Behandlungsgruppe vor allem in den Randbereichen deutlich
schwacher gefarbt waren (Abbildung 20A, B). Interessanterweise waren die pAKT-Protein-
spiegel unter TGFB1-Entzug in vier von funf MSC-Populationen an Tag 35 und 42 héher als in
der Kontrolle (Abbildung 20C, D). Auch wenn in einem von flinf Experimenten die pAKT-Level
unter TGFB1-Entzug reduziert waren, wiesen diese Ergebnisse in Summe darauf hin, dass
TGFB1 wahrend der spaten MSC-Chondrogenese ein AKT-Antagonist zu sein schien. Da
TGFB1 die pAKT-Spiegel zu Beginn der Knorpelneogenese spenderabhangig nicht oder nur

leicht reduzierte, schien die AKT-Inhibition durch TGFB1 mit fortschreitender Differenzierung

zuzunehmen.
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Abbildung 20: Abhangigkeit der AKT-Aktivierung von TGFB-Behandlung wahrend der MSC-Chondroge-
nese. MSC-Pellets wurden fir 6 Wochen als 3D-Pellets unter chondrogenen Bedingungen kultiviert. Ab Tag 21
wurde dem chondrogenen Medium der Behandlungsgruppe TGFf nicht weiter zugesetzt (kein TGF[3), wahrend die
Kontrollpellets Uiber den gesamten Kulturzeitraum mit 10 ng/ml TGFB behandelt wurden. (A, B) Mikrotomschnitte
von MSC-Pellets geerntet an Tag 42 nach Safranin-O-Farbung von Proteoglykanen und Immunhistochemie fiir Kol-
lagen Typ Il. MaRstabsbalken: 100um. (C) Proteinspiegel von pAKT und AKT wurden mittels Westernblot analysiert.
B-Aktin diente als Ladekontrolle. Gezeigt wird ein reprasentatives von insgesamt drei Experimenten. (D) Densito-
metrische Analyse der pAKT-Proteinspiegel bezogen auf die Bandendichte von B-Aktin in Abhangigkeit von TGF31
im Verlauf der MSC-Chondrogenese. Mediane + 95% Konfidenzintervalle; n = 3 unabhangige MSC-Populationen.
Verdffentlicht in Klampfleuthner et al. 2022.

4.5.3.2 Effekt von BMP-Signalwegaktivitdt auf AKT-Aktivierung

Mit BMP wurde im nachsten Schritt ein Signalweg untersucht, der wahrend der MSC-Chond-
rogenese endogen induziert wird und auch als AKT-Induktor in verschiedenen Zelltypen be-
kannt ist (Chattopadhyay et al. 2017; Chen et al. 2014; Lee et al. 2009b). Um die BMP-Signal-
wegaktivitat zu reduzieren wurde LDN-212854 (LDN-21) verwendet, das als selektiver Inhibitor

neben der Aktivin-Rezeptor-ahnlichen Kinase-1 (engl. activin receptor-like kinase-1, ALK1;
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auch: activin A receptor like 1, ACVRL1) auch ALK2, 3 und 6 und somit alle typischen BMP-
responsiven Typ-I-Rezeptoren inhibiert. Die Aktivitdt des Inhibitors wurde in Tag-0-MSC-Pel-
lets untersucht, die nach 2-stiindiger Vorbehandlung mit 500 nM LDN-21 oder 0,02% DMSO
(Kontrolle) fir eine Stunde mit jeweils 10 ng/ml oder 100 ng/ml BMP4 und BMP7 stimuliert
wurden. Die BMP-induzierten pSMAD1/5/9-Proteinspiegel wurden durch LDN-21 deutlich re-
duziert, was die Inhibition der BMP-Signalwegaktivitat unter LDN-21 belegte (Abbildung 21A).
Dies wurde durch die Reduktion der ALP-Enzymaktivitat nach 6-wéchiger LDN-21-Behandlung
untermauert (Abbildung 21B), die gemall der beschriebenen geringen Bedeutung von
BMP/ALK1/2/3/6-Signaling wahrend der MSC-Chondrogenese (Diederichs, Dreher, Niesch

et al., Publikation in Vorbereitung) relativ gering war. Laut Evaluierung histologischer
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Abbildung 21: Abhangigkeit der AKT-Aktivierung vom BMP-Signalweg wahrend enchondraler MSC-Diffe-
renzierung. (A) MSC-Pellets wurden an Tag 0 der Chondrogenese fur 2 Stunden mit 0,02% DMSO (Ktrl) oder
500 nM LDN-212854 (LDN-21) vorbehandelt und anschlieRend mit je 10 oder 100 ng/ml der angegebenen BMP-
Liganden stimuliert. Proteinspiegel von pAKT und AKT wurden mittels Westernblot analysiert. -Aktin diente als
Ladekontrolle; n = 1. (B) Die ALP-Enzymaktivitat in Abhangigkeit von LDN-21 wurde in wdchentlichen Abstédnden
wahrend 42-tagiger MSC-Chondrogenese in vereinten Zellkulturiiberstdnden von vier Pellets bestimmt; n = 3. Mit-
telwerte + SEM; * p < 0,05. (C, D) Mikrotomschnitte von Tag-42-MSC-Pellets nach Safranin-O-Farbung von Prote-
oglykanen und Immunhistochemie fir Kollagen Typ II; n = 3. Malstabsbalken: 100 um. (F) Westernblot: Protein-
spiegel von pAKT und AKT in Abhangigkeit von LDN-21-Behandlung. Gezeigt wird ein reprasentatives von insge-
samt drei Experimenten; n = 3. (G) Densitometrische Analyse der pAKT-Proteinspiegel bezogen auf die Banden-
dichte von B-Aktin in Abhangigkeit von LDN-21. Mediane + 95% Konfidenzintervalle; n = 3. N-Angaben beziehen
sich auf die Anzahl unabhangiger MSC-Populationen. Veroffentlicht in Klampfleuthner et al. 2022.
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Farbungen war die Ablagerung von Proteoglykanen und Kollagen Typ Il in Tag-42-Pellets von
Kontroll- und LDN-21-Gruppe vergleichbar (Abbildung 21C, D). Darlber hinaus blieben auch
die pAKT-Proteinspiegel unter BMP-Inhibition an allen untersuchten Zeitpunkten unverandert
(Abbildung 21E, F), womit auch der BMP-Signalweg nicht verantwortlich fir die steigende
AKT-Aktivitat wahrend der MSC-Chondrogenese zu sein schien.

4.5.3.3 Effekt von FGFR-Signalwegaktivitdt auf AKT-Aktivierung

Auf der weiteren Suche nach einem Chondrogenese-relevanten, AKT-induzierenden Signal-
weg wurde im Folgenden der FGFR-Signalweg naher beleuchtet. Als starker ERK- sowie AKT-
Induktor in vielen Zellsystemen beschrieben (Quan et al. 2020; Turner und Grose 2010), re-
guliert der FGFR-Signalweg die Geschwindigkeit der chondrogenen MSC-Differenzierung in
vitro (Dreher et al. 2020). Um eine méglichst weitreichende Inhibition des FGF-Signalweges
zu erreichen, wurde mit PD173074 (PD) ein ATP-kompetitiver Inhibitor gewahlt, der die Aktivi-
tat von allen vier FGFRs reduziert. Fir die Analyse der pAKT-Proteinspiegel unter FGFR-Inhi-
bition ab Tag 7 wurde auf bereits bestehende Proteinlysate zurlickgegriffen, die im Kontext
des Einflusses von FGF auf die MSC-Chondrogenese hergestellt wurden (Dreher et al. 2020).
Unter PD-Behandlung war die AKT-Aktivierung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle in allen drei
unabhangigen Experimenten vor allem an Tag 21, dem Zeitpunkt maximaler pAKT-Spiegel
bezogen auf B-Aktin, reduziert (Abbildung 22A - D). Interessanterweise schien die Klimax der

AKT-Aktivierung unter PD friher aufzutreten als unter Kontrollbedingungen, was vor allem in
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Abbildung 22: Abhdngigkeit der AKT-Aktivierung vom FGFR-Signalweg. MSC-Pellets unter chondrogenen
Bedingungen wurden ab Tag 7 der 3D-Kultur mit 250 nM PD173074 (PD) oder der entsprechenden Konzentration
des Losungsmittels DMSO (0,02%; Ktrl) behandelt. (A, B, C) Die Proteinspiegel von pAKT und AKT in Abhangigkeit
von PD-Behandlung wurden mittels Westernblot In drei unabhangigen MSC-Population bestimmt; n = 3. (D) Den-
sitometrische Analyse der pAKT-Proteinspiegel bezogen auf die Bandendichte von 3-Aktin in Abhangigkeit von PD;
n = 3. Mediane + 95% Konfidenzintervalle; * p < 0,05, MWU. Zellkulturarbeiten, Herstellung der Proteinlysate und
die Durchfiihrung der in B und C gezeigten Westernblots erfolgte durch Simon Dreher.
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zwei von drei Experimenten evident war (Abbildung 22A, B). Anhand dieser Experimente
wurde der FGFR-Signalweg als ein Verstarker der AKT-Phosphorylierung wahrend der MSC-

Chondrogenese identifiziert, der den Verlauf der AKT-Aktivierung leicht zu verzdgern schien.

4.5.3.4 Effekt von WNT-Signalwegaktivitét auf AKT-Aktivierung

Als ein wesentlicher Treiber der hypertrophen MSC-Differenzierung gilt der WNT-Signalweg
(Diederichs et al. 2019). Sollte AKT unter Kontrolle des WNT-Signalweges stehen, ware eine
Verringerung der AKT-Aktivitat unter WNT-Inhibition zu erwarten. Um dies zu Uberprifen,
wurde WNT-Aktivitat einem bereits etablierten Protokoll entsprechend mittels 2 uM IWP-2 ab
Tag 14 der Chondrogenese inhibiert (Diederichs et al. 2019; Narcisi et al. 2015) und die daraus
resultierenden Effekte auf die pAKT-Proteinspiegel untersucht. In Ubereinstimmung mit friihe-
ren Ergebnissen (Diederichs et al. 2019) schienen Proteoglykan- und Kollagen-Typ-ll-Ablage-
rung unter IWP-2 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle leicht erhéht (Abbildung 23A, B), wahrend
die ALP-Aktivitat unter IWP-2 signifikant reduziert wurde (Abbildung 23C). Wie zuvor beobach-
tet, verlief auch in diesen Experimenten der AKT-Anstieg mit typischer Klimax bis Tag 21 und
abschlieRendem Abfall, worauf die Behandlung mit IWP-2 keinerlei Einfluss nahm (Abbildung
23D, E). Somit war auch WNT-Aktivitat wahrend der MSC-Chondrogenese nicht fur die erhoh-
ten pAKT-Proteinspiegel verantwortlich.
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Abbildung 23: Abhédngigkeit der AKT-Aktivierung vom WNT-Signalweg. MSC-Pellets unter chondrogenen Be-
dingungen wurden ab Tag 14 der 3D-Kultur mit 2 yM IWP-2 oder 0,04% DMSO (Ktrl) behandelt. (A, B) Safranin-O-
Farbung von Proteoglykanen oder Immunhistochemie fur Kollagen Typ Il von Tag 42-MSC-Pellets; n = 3. Mal3-
stabsbalken: 100 um. (C) Die ALP-Enzymaktivitat in Abhangigkeit von IWP-2 wurde in wochentlichen Abstanden
wahrend 6-woéchiger MSC-Chondrogenese in vereinten Zellkulturiiberstdnden von vier Pellets bestimmt; n = 3. Mit-
telwerte £ SEM; * p < 0,05, * p < 0,01, MWU. (D) Westernblot-Detektion von pAKT- und AKT-Proteinspiegeln in
Abhangigkeit von IWP-2. Gezeigt wird ein reprasentatives von insgesamt drei Experimenten; n = 3. (E) Densitomet-
rische Analyse der pAKT-Proteinspiegel bezogen auf die Bandendichte von 3-Aktin in Abhangigkeit von IWP-2.
Mediane + 95% Konfidenzintervalle; n = 3. N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger MSC-Populati-
onen. Veroffentlicht in Klampfleuthner et al. 2022.
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Zusammenfassend legten diese Ergebnisse dar, dass im Gegensatz zu TGF3, BMP oder WNT
die globale FGFR-Aktivitat einen Beitrag zur steigenden AKT-Aktivierung wahrend der MSC-
Chondrogenese leistete. Da FGFR-Signaling die Geschwindigkeit der MSC-Chondrogenese
reguliert, ohne spezifisch die hypertrophe Differenzierung zu beeinflussen, kénnte dies mog-
licherweise darauf hinweisen, dass AKT in die Kontrolle der chondrogenen Differenzierungs-
geschwindigkeit involviert ist. Durch Inhibition der AKT-Aktivitat wahrend der MSC-Chondro-

genese sollte diese Hypothese im Folgenden validiert werden.

4.6 Die funktionale Klassifizierung des AKT-Signalweges fur die MSC-Chond-
rogenese

Um die funktionale Rolle von AKT fur die enchondrale MSC-Differenzierung zu bestimmen
wurde die AKT-Aktivitat im Folgenden ab Tag 21 der MSC-Chondrogenese durch den gangi-
gen PI3K-Inhibitor LY294002 (LY) reduziert, dessen inhibitorische Aktivitat durch Besetzen der
ATP-Bindeposition entsteht (Vlahos et al. 1994; Walker et al. 2000).

4.6.1 Nachweis reduzierter AKT-Aktivierung durch den PI3K-Inhibitor LY294002

Um zunachst nachzuweisen, dass die LY-vermittelte PI3K-Inhibition tatsachlich zu reduzierten
pAKT-Proteinspiegeln in chondrogen induzierten MSC flihrt, wurden MSC-Pellets unmittelbar
bei Induktion der chondrogenen Differenzierung fur 0,5 Stunden mit insulin-haltigem chondro-
genen Medium behandelt, das entweder die entsprechende Menge des flr LY verwendeten
Lésungsmittels DMSO (0,1%; Kontrolle) oder 25 uM LY enthielt. Die Insulin-induzierten pAKT-
Proteinspiegel nach 30-minutiger Stimulation wurden durch 25 yM LY deutlich reduziert (Ab-
bildung 24), was den verwendeten PI3K-Inhibitor als valides Instrument bestatigte, um die

AKT-Aktivierung in MSC zu verringern.
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Abbildung 24: Effekt des PI3K-Inhibitors LY294002 auf AKT-Phosphorylierung. MSC-Pellets an Tag 0 wurden
fur 0,5 Stunden mit chondrogenem Medium behandelt, das neben Insulin 0,1% DMSO (Kontrolle) oder 25 yM

LY294002 (LY) enthielt. Die Proteinspiegel von pAKT und AKT wurden mittels Westernblot bestimmt. 3-Aktin diente
als Ladekontrolle; n = 1.
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4.6.2 Einfluss von 25 uM LY294002 auf die enchondrale MSC-Differenzierung

Um herauszufinden, ob AKT fir die enchondrale MSC-Differenzierung eine pro-hypertrophe
oder pro-chondrogene Rolle spielte, wurde die PI3K/AKT-Aktivitdt durch Behandlung mit
25 uM LY ab Tag 21 inhibiert, da die AKT-Aktivierung zu diesem Zeitpunkt der MSC-Chond-
rogenese im Mittel am starksten ausfiel (siehe Abbildung 19A). Die Westernblot-Analyse be-
statigte eine deutliche Reduktion der pAKT-Proteinspiegel durch 25 uM LY an allen untersu-
chen Zeitpunkten (Abbildung 25A, B). Beachtenswert war die stark reduzierte Expression der
hypertrophen Marker COL10A1 (- 81%, p > 0,05), IHH (- 95%, p < 0,05), PTH1R (- 76%,
p < 0,05) unter LY-Behandlung an Tag 42 (Abbildung 25C), die fir IHH und PTH1R sogar
unter das Niveau von Tag 21 zu fallen schien. Unter den osteogenen Markern war unter LY-
Behandlung neben der ALP-Enzymaktivitat (Abbildung 25D) auch IBSP-mRNA (- 94%,
p < 0,05) und IBSP-Protein an Tag 42 reduziert (Abbildung 25E, F).
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Abbildung 25: Effekt von 25 uM LY auf die hypertrophe Differenzierung wahrend der MSC-Chondrogenese.
MSC-Pellets wurden ab Tag 21 mit 0,1% DMSO (Ktrl) oder 25 uM LY behandelt und Effekte auf Hypertrophie in
MSC-basierten Chondrozyten untersucht. (A) pAKT- und AKT-Proteinspiegel wurden mittels Westernblot bestimmt.
B-Aktin diente als Ladekontrolle; n = 3. (B) Densitometrie fir Westernblots aus (A). Mediane + 95% Konfidenzinter-
valle. (C, E) Genexpression der hypertrophen Marker COL10A1, IHH und PTH1R und des osteogenen Markers
IBSP mit CPSF6 und RPL13 als Referenzgene an Tag 42; n = 3. (D) Die ALP-Enzymaktivitat wurde in wochentli-
chen Abstanden in kombinierten Zellkulturiiberstanden von vier bis finf Pellets bestimmt. Mittelwerte + SEM,
*p < 0,05, MWU; n = 3. (F) Westernblot-Detektion von IBSP; n = 3. * p < 0,05, Ktrl vs. 25 uyM LY, MWU. N-Angaben
beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger MSC-Populationen. Die Teilabbildungen 25A, B, C und D wurden in
Klampfleuthner et al. 2022 verdffentlicht.
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Neben dieser deutlichen Abnahme von hypertrophen und osteogenen Markern wurde jedoch
auch die Ablagerung von Proteoglykanen und Kollagen Typ Il durch die Behandlung mit
25 uM LY stark beeintrachtigt (Abbildung 26A, B). Die Quantifizierung des GAG/DNA-Verhalt-
nisses ergab eine signifikante Verringerung von 70% in der LY-Gruppe verglichen zur Kontrolle
(Abbildung 26C). Die augenscheinlich reduzierte GréRe der LY-behandelten Pellets (Uber-
sichtsbilder in Abbildung 26A, B) spiegelte sich in einem signifikant reduzierten DNA-Gehalt
wider (- 38%, p < 0,05, Abbildung 26D). Dariber hinaus war auch die Expression der chond-
rogenen Marker COL2A7 und ACAN um jeweils 98% reduziert (p < 0,05), was die starke Be-
eintrachtigung der MSC-Chondrogenese durch dreiwdchige Behandlung mit 25 yM LY unter-
strich. Dies verdeutlichte, dass die AKT-Signalwegaktivitat in der spaten MSC-Chondrogenese

notwendig war, um eine effiziente Ablagerung von Knorpelmatrix zu gewahrleisten.
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Abbildung 26: Effekt reduzierter AKT-Aktivierung durch 25 yM LY auf die chondrogene Differenzierung in
MSC. MSC-Pellets wurden ab Tag 21 mit 0,1% DMSO (Kitrl) oder 25 uyM LY behandelt und Effekte auf die MSC-
Chondrogenese untersucht. (A, B) Mikrotomschnitte von Tag-42-MSC-Pellets nach Safranin-O-Farbung von Pro-
teoglykanen und Immunhistochemie fir Kollagen Typ Il. Ma3stabsbalken: 100 uym fiir VergrofRerungen und 1 mm
fir Ubersichtsbilder; n = 3. (C, D) GAG/DNA-Verhaltnis: der GAG-Gehalt pro Pellet wurde mittels DMMB-Assay,
der DNA-Gehalt mittels PicoGreen-Assay bestimmt. (E) Tag-42-Genexpression der chondrogenen Marker
COL2A1 und ACAN mit CPSF6 und RPL13 als Referenzgenen; n = 3. Mittelwerte £+ SEM, * p < 0,05, MWU. N-
Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger MSC-Populationen. Verdffentlicht in Klampfleuthner et
al. 2022.

4.6.3 Regulation der PTHLH-Expression durch AKT-Aktivitét

Der beobachtete Einbruch der MSC-Chondrogenese durch 25 uM LY war vergleichbar mit
Ergebnissen einer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe, in der konstante Behandlung mit
2,5 nM PTHrP(1-34) zu deutlich kleineren Pellets mit stark beeintrachtigter Ablagerung von

Proteoglykanen und Kollagen Typ Il fihrte (Fischer et al. 2014). In einer In-vivo-Mausstudie
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wurde von erhéhten mRNA- und Proteinspiegeln von Pthrp unter knorpelspezifischem Igf1r-
Knockout berichtet (Wang et al. 2011). Dies deutete an, dass der Igf1r-/Akt-Signalweg in der
Wachstumsfuge in die Expression von Pthrp und somit /hh involviert sein konnte. In einer
friheren Studie unserer Arbeitsgruppe wurde beobachtet, dass redifferenzierende AC ab Tag
21 der 3D-Kultur hohe PTHrP-Level sekretierten, wahrend die PTHrP-Sekretion in MSC ab
Tag 14 stark abnahm und bis Tag 28 vollstandig zum Erliegen kam (Fischer et al. 2010). Im
Kontext der anti-hypertrophen PTHrP-Funktion in der Wachstumsfuge hdchst interessant er-
scheint der inverse Verlauf von PTHrP-Sekretion und AKT-Aktivierung wahrend MSC-Chond-
rogenese und AC-Redifferenzierung. Aus dem Vergleich von PTHrP- und AKT-Verlauf und
den Hinweisen aus der Literatur leitete sich die Fragestellung ab, ob die steigende AKT-Akti-
vitat in MSC fur den Abfall der PTHrP-Spiegel verantwortlich sein konnte. Um dies zu untersu-

chen, wurde die AKT-Aktivierung in MSC-Pellets zweier unabhangiger MSC-Populationen ab
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Abbildung 27: Effekt von reduzierter AKT-Aktivierung auf die PTHLH-Expression. MSC-Pellets wurden ab
Tag 7 (A, B) oder Tag 1 (C) mit 0,01% DMSO (Ktrl) oder 0,25 - 2,5 uM LY behandelt. (A) Proteinspiegel von pAKT
und AKT wurden mittels Westernblot bestimmt. B-Aktin diente als Ladekontrolle; n = 1. (B, C) Die PTHLH-Genex-
pression unter LY-Behandlung in insgesamt vier unabhangigen Experimenten wurde auf das Referenzgen RPL13
bezogen; n=2 fir LY ab Tag 7 bzw. Tag 1. A und Experiment 2 zeigen Daten derselben MSC-Population. N-
Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger Spenderpopulationen.
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Tag 7 durch LY inhibiert und der Verlauf der PTHLH-mRNA-Spiegel mittels gPCR analysiert.
Da in vorherigen Experimenten Behandlung mit 25 uM LY ab Tag 21 die Aufrechterhaltung
des Chondrozytenphanotyps stark beeintrachtigte, wurden fiir die folgende Versuchsreihe
niedrigere Inhibitorkonzentrationen von 0,25 uM, 1,25 yM und 2,5 uM LY gewahlt, um die
Frage nach der Beteiligung von AKT zur PTHLH-Expression beantworten zu kénnen. Bereits
eine Konzentration von 0,25 yM LY war ausreichend, um die pAKT-Proteinspiegel im Ver-
gleich zur Kontrolle zur verringern (n = 1; Abbildung 27A). In Experiment 1 blieb die PTHLH-
Expression ab Tag 0 auf einem niedrigen Niveau und wurde im weiteren Kulturverlauf durch
keine der verwendeten LY-Konzentrationen beeinflusst (Abbildung 27B, links). Im zweiten un-
abhangigen Experiment wurden hohe PTHLH-Spiegel an Tag 0 bis Tag 7 stark reduziert, wo-
bei LY-Behandlung keinen Einfluss auf die PTHLH-Expression hatte (Abbildung 27B, rechts).
Da dieser starke Abfall der PTHLH-Spiegel (- 94%) in diesem Versuch bereits nach Tag 0 und
somit vor LY-Behandlung auftrat, hatte diese zeitliche Abfolge potentielle LY-Effekte auf PTH-
LH moglicherweise maskieren kdnnen. Um dies in den folgenden Experimenten zu vermeiden,
wurden MSC-Pellets bereits ab Tag 1 mit LY behandelt. Auch in den Experimenten 3 und 4
sank die PTHLH-Expression bereits nach Tag 0 um 47% bzw. 78% und unabhangig von LY-
Behandlung weiter bis Tag 7 (Abbildung 27D). Somit war AKT-Aktivierung, anders als fur
Chondrozyten in der Wachstumsfuge vorgeschlagen, nicht flir den Abfall der PTHLH-Expres-

sion wahrend der MSC-Chondrogenese verantwortlich.

4.6.4 Effekte von 0,25 uM, 1,25 uM oder 2,5 uM LY294002 auf hypertrophe und os-
teogene Marker

Um auszuschlief3en, dass eine zu starke, anti-chondrogene PI3K/AKT-Inhibition mégliche pro-
hypertrophe AKT-Effekte maskierte, war es notwendig, AKT zu inhibieren, ohne die MSC-
Chondrogenese erheblich zu beeintrachtigen. Deswegen wurden MSC-Pellets im Folgenden
ab Tag 21 mit den im Vergleich zur urspringlich gewahlten Dosis von 25 uyM niedrigeren LY-
Konzentrationen 0,25 uM, 1,25 uM oder 2,5 yM behandelt.

Wie zuvor bereits beobachtet reduzierten alle drei Inhibitorkonzentrationen die pAKT-Protein-
spiegel im Vergleich zur Kontrolle, wobei in einem von drei Experimenten die maximale Inhi-
bition der pAKT-Proteinspiegel bereits mit 1,25 yM LY erreicht schien (Abbildung 28A - C). Die
Expression der hypertrophen Marker COL10A1, IHH und PTH1R blieben unter 0,25 uM LY
unverandert, zeigte allerdings mit 1,25 yM und 2,5 yM LY einen Trend zur Reduktion (Abbil-
dung 28D). Weder die Expression des osteogenen Markers ALPL an Tag 42 noch die ALP-
Enzymaktivitat im Verlauf der MSC-Chondrogenese wurde durch LY-Behandlung beeinflusst
(Abbildung 28E, F). Obwohl auch die mRNA-Spiegel des osteogenen Markers IBSP von AKT-
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Inhibition unberihrt blieben (Abbildung 28G), war IBSP-Protein unter 1,25 uM und 2,5 yM LY
in drei unabhangigen MSC-Populationen an allen untersuchten Zeitpunkten interessanter-
weise deutlich erhéht (Abbildung 28H). Dies stand im Einklang mit den zuvor beobachteten
reduzierten IBSP-Spiegeln unter verstarkter AKT-Aktivierung. Damit einhergehend schienen

unter LY-Behandlung auch die B-Catenin-Proteinspiegel als essentielle Komponente des
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Abbildung 28: Effekt von reduzierter AKT-Aktivierung auf die hypertrophe Differenzierung wahrend der
MSC-Chondrogenese. MSC-Pellets wurden ab Tag 21 der Chondrogenese mit 0,01% DMSO (Kitrl), 0,25 M,
1,25 uM oder 2,5 uM LY behandelt und Effekte auf Hypertrophie in MSC-basierten Chondrozyten untersucht. (A, B)
pAKT- und AKT-Proteinspiegel wurden mittels Westernblot bestimmt. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Gezeigt wer-
den zwei von insgesamt drei unabhangigen Experimenten; n = 3. (C) Densitometrische Analyse der pAKT-Protein-
banden bezogen auf die Bandendichte von 3-Aktin in Abhangigkeit von LY-Behandlung. Mediane + SEM. (D, E, G)
Tag-42-Genexpression der hypertrophen Marker COL10A1, IHH und PTH1R und der osteogenen Marker ALPL und
IBSP mit CPSF6 und RPL13 als Referenzgenen; n = 3. (F) Die ALP-Enzymaktivitdt wurde in wochentlichen Abstan-
den in vereinten Zellkulturiberstanden von 4 Pellets pro Experiment bestimmt. Mittelwerte £+ SEM, n=3. (H, I) Wes-
ternblot-Detektion von IBSP (n = 3) und B-Catenin (B-Cat., n = 1). N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unab-
hangiger Spenderpopulationen; MWU. Die Teilabbildungen 28A, C, D, F und G wurden in Klampfleuthner et al. 2022
veroffentlicht.
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kanonischen, pro-hypertrophen WNT-Signalweges dosisabhangig angehoben (Abbildung
28H; n = 1). Zusammenfassend reduzierte AKT-Inhibition in der spaten Chondrogenese kon-
zentrationsabhangig die hypertrophen Marker COL10A1, IHH und PTH1R in geringem Male,
was einen Beitrag von AKT zur friihen enchondralen MSC-Differenzierung vermuten lassen
koénnte. Wahrend die osteogenen Marker IBSP und ALPL sowie die ALP-Aktivitat unter AKT-
Inhibition vollstandig unberihrt blieben, stiegen die Proteinspiegel von IBSP deutlich an, was
darauf hindeutete, dass AKT-Aktivierung die Translation oder Proteinstabilitat von IBSP be-

eintrachtigen konnte.

4.6.5 Bedeutung von AKT-Aktivierung fiir die chondrogene Differenzierung von
MSC

Um herauszufinden, ob die LY-abhangige Reduktion der hypertrophen Marker mit einem ver-
ringerten Chondrozytenphanotyp einherging, wurden im Folgenden die Effekte von 0,25 pM,
1,25 uM oder 2,5 uM LY ab Tag 21 auf EZM-Ablagerung und chondrogene Marker an Tag 42
untersucht. Safranin-O-Farbung und Immunhistochemie lieen in allen LY- sowie der Kontroll-
gruppe auf eine homogene Ablagerung von Proteoglykanen und Kollagen Typ Il schlielRen
(Abbildung 29A, B). Wahrend keine Intensitatsunterschiede zwischen LY- und Kontrollpellets
in der Kollagen-Typ-lI-Farbung ersichtlich waren, erschien die Intensitat der Safranin-O-Far-

bung vor allem in der Pelletperipherie dosisabhangig reduziert (Abbildung 29A, B). Diese
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Abbildung 29: Effekt reduzierter AKT-Aktivierung auf die chondrogene Differenzierung in MSC. MSC-Pellets
wurden ab Tag 21 der Chondrogenese mit 0,01% DMSO (Ktrl) oder 0,25 uM, 1,25 uM oder 2,5 uM LY behandelt
und Effekte auf die MSC-Chondrogenese untersucht. (A, B) Mikrotomschnitte von Tag-42-MSC-Pellets nach Saf-
ranin-O-Farbung fir Proteoglykane und Immunhistochemie fiir Kollagen Typ Il. Ma3stabsbalken: 100 ym; n = 3.
(C, D) GAG/DNA-Verhéltnis: der GAG-Gehalt pro Pellet wurde mittels DMMB-Assay, der DNA-Gehalt mittels Pi-
coGreen-Assay bestimmt. (E) Tag 42-Genexpression der chondrogenen Marker COL2A7 und ACAN mit CPSF6
und RPL13 als Referenzgenen; n=3. Mittelwerte £+ SEM. N-Angaben beziehen sich auf die Anzahl unabhangiger
MSC-Populationen. * p < 0,05; MWU. Veroéffentlicht in Klampfleuthner et al. 2022.
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Beobachtung spiegelte sich in einem signifikant reduzierten GAG/DNA-Verhaltnis bei gleich-
bleibendem DNA-Gehalt unter 1,25 uM und 2,5 uM LY wider (Abbildung 29C, D). Damit im
Einklang standen die im Trend reduzierten mRNA-Spiegel der chondrogenen Marker COL2A1
und ACAN unter 1,25 uM und 2,5 uM LY (Abbildung 29E). Somit wurde die zuvor gezeigte
reduzierte Expression hypertropher Marker mit einem Riickgang der chondrogenen Differen-
zierung unter LY erklart. Anhand dieser Daten konnte die Funktion des AKT-Signalweges fiir

die MSC-Chondrogenese als ,pro-chondrogen klassifiziert werden.

4.6.6 Relevanz der AKT-Aktivierung fiir TGFB-Signaling und SOX9-Proteinakkumu-
lation

Um die pro-chondrogene Rolle der PI3K/AKT-Aktivierung fir die MSC-Chondrogenese weiter
zu untermauern, wurde im Folgenden der Beitrag des PI3K/AKT-Signalweges zum
TGFB/SMAD2-Signaling und der SOX9-Proteinakkumulation untersucht. Hierfir wurden in
Zelllysaten von MSC-Pellets unter LY-Behandlung die Proteinspiegel von phosphoryliertem
SMAD2 und SOX9 bestimmt. Die Analyse der Westernblots ergab eine dosisabhangige Ver-
ringerung der pSMAD2-Spiegel nach Behandlung mit 0,25 - 2,5 uM LY (Abbildung 30A) und
eine starke Reduktion unter 25 yM LY (Abbildung 30B). Auch die SMADZ2-Proteinspiegel
schienen mit zunehmender LY-Konzentration leicht reduziert (Abbildung 30A, B). Daruber hin-
aus verringerten 2,5 uM oder 25 uM LY die SOX9-Proteinspiegel an allen untersuchten Zeit-
punkten, wahrend 0,25 uM oder 1,25 yM LY nicht flr eine Reduzierung der SOX9-Spiegel
ausreichten (Abbildung 30C, D). Diese Daten belegten, dass die Aktivitat des PI3SK/AKT-Sig-

nalweges entscheidend war flr adaquates TGFB-induziertes SMAD2-Signaling und die

A LY B
Kl  0,25uM  1,25uM  2,5uM Ktrl  25uM LY
Tag 2128 35 4228 35 42 28 35 42 28 35 42 Tag 2128 3542 28 3542
pSMAD2 S 4 PSMAD2 == e e =
SMAD2/3 VR S SMAD2/3 = - -
B-Aktln T — — e —— ——— ————— B-Aktn‘] - - . ———
C Ly D
Kirl  0,25uM  1,25uM  2,5uM Ktrl  25uM LY
Tag 2128 35 42 2835 4228 35 42 28 35 42 Tag 21 28 3542 28 3542
SOXO W Mm@ i Mo - SOX9 I s aw
B-AKIN - e a o — i ———— - B-AKLN mr s s s e s e

Abbildung 30: Beitrag von AKT-Aktivierung zu pro-chondrogenem TGFB-Signaling und SOX9-Proteinakku-
mulation. MSC-Pellets wurden ab Tag 21 der Chondrogenese mit den angegebenen LY - oder den entsprechenden
DMSO-Konzentrationen behandelt (A, C: 25 uM LY oder 0,1% DMSO (Ktrl); B, D: 0,25 - 2,5 uM LY oder 0,01%
DMSO (Kitrl)). Die Proteinspiegel fur pPSMAD2, SMAD2/3 (A, B) und SOX9 (C, D) wurden mittels Westernblot be-
stimmt. 3-Aktin diente als Ladekontrolle. Alle Proben einer Teilabbildung wurden auf dasselbe Gel geladen und auf
derselben Membran detektiert. Gezeigt wird ein reprasentatives von insgesamt drei Experimenten mit unabhangi-
gen MSC-Populationen (n = 3). Veréffentlicht in Klampfleuthner et al. 2022.
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Ergebnisse

Akkumulation des Transkriptionsfaktors SOX9, zwei unabdingbaren Voraussetzungen fir eine
erfolgreiche MSC-Chondrogenese. Dies untermauerte die pro-chondrogene Funktion von AKT

fur die chondrogene Differenzierung von MSC.
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5 Diskussion

Eine Haupteinschrankung der Verwendung von MSC flr das Knorpel-Tissue-Engineering ist
ihre im Gegensatz zu AC enchondrale Differenzierung in einen hypertrophen Chondrozyten-
phanotyp. Um MSC wahrend der In-vitro-Knorpelneogenese in einen AC-ahnlichen Phanotyp
differenzieren zu kdnnen, ist ein tiefgrindiges Verstandnis Uber relevante Signalwege nétig,
die wie TGFB, BMP und FGFR die Geschwindigkeit der MSC-Chondrogenese regulieren oder
wie WNT spezifisch die Hypertrophie férdern. In diesem Kontext blieb die Funktion des
PI3K/AKT-Signalweges fur die chondrogene MSC-Differenzierung bisher Uberraschender-
weise unklar, obwohl er bekanntermalen die Chondrozytenhypertrophie in der Wachstums-
fuge vermittelt, entscheidend zur EZM-Ablagerung isolierter Chondrozyten beitragt und wah-
rend der Knorpelneogenese in vitro kontinuierlich durch Insulin stimuliert wird. Die hier vorlie-
gende Arbeit zeigte zum ersten Mal, dass MSC mit niedrigerer AKT-Aktivierung in die Knor-
pelneogenese starteten als AC, was die frihe Proteoglykanablagerung pro Zelle zu beein-
trachtigen schien und vor verstarktem Zellverlust schitzte. Wie in der aus dieser Arbeit her-
vorgegangenen Publikation erstmalig beschrieben (Klampfleuthner et al. 2022), wurde die
AKT-Aktivierung im Verlauf der Knorpelneogenese interessanterweise stark unterschiedlich
reguliert und stieg in chondrogen differenzierenden MSC transient an, wahrend die initial ho-
hen pAKT-Spiegel in der AC-Redifferenzierung schnell abnahmen. Diese inverse Regulation
war insofern bemerkenswert, als dass andere bisher untersuchte Signalwege einen nahezu
identischen Aktivitatsverlauf wahrend der Re-/Differenzierung von MSC und AC zeigten, wie
das speziell fur die TGFB-, BMP- oder WNT-Signalwege berichtet wurde (Dexheimer et al.
2016; Diederichs et al. 2019). Zur steigenden AKT-Aktivierung in der MSC-Chondrogenese
trug im Gegensatz zu TGFB-Behandlung oder endogenem BMP- oder WNT-Signaling die
FGFR-Aktivitat bei, womit AKT von einem Signalweg kontrolliert wurde, der in vitro die chond-
rogene Differenzierungsgeschwindigkeit von MSC reguliert. Trotz des inversen Verlaufs der
AKT-Aktivierung, der eine pro-hypertrophe AKT-Funktion fir die MSC-Chondrogenese hatte
vermuten lassen koénnen, trieb AKT anders als in der Wachstumsfuge nicht spezifisch die hy-
pertrophe Entwicklung, sondern war in der spaten MSC-Chondrogenese essentiell fur die Auf-
rechterhaltung des Chondrozytenphanotyps und der Knorpelbildung, was in der aus dieser
Dissertation entstandenen Veréffentlichung erstmalig dokumentiert wurde (Klampfleuthner et
al. 2022). Mechanistisch untermauert wurde diese pro-chondrogene AKT-Funktion durch die
Erkenntnis, dass AKT-Aktivierung fur adaquate TGFB/SMAD2-Signalwegaktivitat und SOX9-
Proteinakkumulation notwendig war .

Weitere Untersuchungen sind nétig um unser Verstandnis von enchondralen Differenzierungs-
prozessen zu erweitern und es langfristig zu ermdglichen, die Ausbildung eines hypertrophen
Chondrozytenphanotyps wahrend der MSC-Chondrogenese besser zu kontrollieren und MSC
fur die klinische Anwendung in der Knorpelregeneration zu verwenden. Aufgrund der hier be-

schriebenen Erkenntnisse sollten alle kunftigen Versuche, MSC in einen AC-ahnlichen
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Chondrozytenphanotyp zu differenzieren, darauf abgestimmt sein, die Induktion und Aufrecht-
erhaltung der AKT-Aktivierung wahrend der chondrogenen MSC-Differenzierung in vitro zu

ermdglichen, um eine erfolgreiche Knorpelneogenese mit MSC zu erreichen.

5.1 Abhangigkeit der AKT-Aktivierung vom Differenzierungsstadium

Eine interessante und neuartige Entdeckung dieser Arbeit war — wie bereits in der aus dieser
Arbeit entstandenen Veroffentlichung (Klampfleuthner et al. 2022) diskutiert - die inverse Re-
gulation der AKT-Aktivierung unter identischer Stimulation von MSC und AC ohne kausale
Verbindung zur Hypertrophie-Entwicklung wahrend der In-vitro-Knorpelneogenese. Hohe
pAKT-Spiegel waren dedifferenzierten und friih redifferenzierenden AC sowie chondrogen dif-
ferenzierenden MSC in der mittleren Differenzierungsphase (mit variabler Klimax zwischen
Tag 7 und 28) gemein, wahrend sie in beiden Zelltypen mit zunehmender Chondrozytenreifung
abnahmen. Laut frGherer Daten unserer Arbeitsgruppe folgen auf einen anfanglichen Wachs-
tumsstopp zu Beginn der MSC-Chondrogenese der Wiedereintritt in die Proliferation und der
Beginn der EZM-Ablagerung zwischen Tag 10 und 21 der Knorpelneogenese (Dexheimer et
al. 2012). Somit fiel die Phase der hohen AKT-Aktivierung offenbar mit dem Stadium prolife-
rierender Chondroblasten zusammen. Dies deutete darauf hin, dass die Regulation des AKT-
Signalweges nicht von der eingeschlagenen Differenzierungsrichtung, sondern eher vom Dif-
ferenzierungsstadium der Zellen abhangig war. Somit schienen undifferenzierte MSC durch
eine niedrige AKT-Aktivierung gekennzeichnet zu sein, wahrend die pAKT-Spiegel simultan
zur Differenzierung in proliferierende Chondroblasten sukzessive anstiegen und mit Erreichen
des Stadiums differenzierter Chondrozyten wieder abnahmen. Diese Beobachtung stand im
Einklang mit der hohen AKT-Aktivierung zu Beginn der Knorpelneogenese in AC, die im Ge-
gensatz zu MSC als dedifferenzierte Chondrozyten dem Stadium proliferierender Chond-
roblasten bereits sehr nah sind. Auch in Entwicklungsstudien an Mausen wurde mittels im-
munhistochemischen Nachweises beobachtet, dass hohe pAKT-Spiegel in ruhenden und
proliferierenden Chondrozyten der Wachstumsfuge mit voranschreitender Differenzierung in
hypertrophe Chondrozyten stark abnahmen (lkegami et al. 2011; Kita et al. 2008). In der
chondrogenen Mauszelllinie ATDC5 war die Insulin-induzierte Akt-Aktivierung in proliferieren-
den Chondrozyten ebenfalls hoch und im differenzierten, hypertrophen Chondrozytenstadium
reduziert (Phornphutkul et al. 2006). Da die Expression des Insulinrezeptors nach Insulinbe-
handlung abnahm, schlugen die Autoren eine Insulin-induzierte Reduktion des Rezeptors als
moglichen Mechanismus vor. Wahrend dieser Mechanismus auf die hier beobachtete abneh-
mende AKT-Aktivierung in AC zutreffen kénnte, schien er nicht mit den transient ansteigenden
pAKT-Proteinspiegeln wahrend der MSC-Chondrogenese in Einklang zu stehen. Da MSC die

AKT-Aktivitat reduzierten, wenn sie das Chondrozytenstadium erreicht hatten, deutete dies
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eher auf einen AKT-regulierenden Mechanismus hin, der vom Differenzierungsstadium der

Zellen abhing und zu einer hohen AKT-Aktivierung in proliferierenden Chondroblasten fihrte.

5.2 Bedeutung ausgewogener AKT-Aktivierung fur die frathe MSC-Chondro-
genese

In Anbetracht der hohen pAKT-Spiegel zu Beginn der AC-Redifferenzierung wurde zuséatzlich
zu den in Klampfleuthner et al. publizierten Daten in dieser Studie untersucht, ob eine Erho-
hung der initial niedrigen AKT-Aktivierung die MSC-Chondrogenese beschleunigen kdnnte.
Unter den drei untersuchten potentiellen AKT-Agonisten war FGF2 zu Beginn der Chondroge-
nese Uberraschenderweise kein Induktor der AKT-Phosphorylierung. Dies war insofern uner-
wartet, als dass eine Behandlung mit 5 — 25 ng/ml FGF2 die pAKT-Spiegel in verschiedenen
Zellsystemen wie humanen Krebs- oder Fibroblasten-Zelllinien und embryonalen Maus-Fib-
roblasten bis zu 12 Stunden deutlich erhéhte (Lau et al. 2013; Lin et al. 2011; Penke et al.
2018; Quan et al. 2020). Interessanterweise waren die pAKT-Spiegel auch in humanen
Stammzellen aus Fettgewebe gesteigert, die wahrend zwei-wochiger adipogener Differenzie-
rung zusatzlich zu 10 pg/ml Insulin in der Kontrollgruppe auch mit 100 ng/ml FGF2 behandelt
wurden (Lu et al. 2020). Im Einklang mit der hier beobachteten ausbleibenden AKT-Aktivierung
durch FGF2 zu Beginn der MSC-Chondrogenese blieben die pAKT-Spiegel in neuronalen
Stammzellen aus Mauseembryos oder humanen Leberendothelzellen nach Behandlung mit 1
bis 10 ng/ml FGF2 fur 15 Minuten oder 12 Stunden unverandert (Adepoju et al. 2014; Zou et
al. 2012). Zusammenfassend war die FGF2-induzierte AKT-Phosphorylierung in der Literatur
als stark zellkontextabhangig beschrieben und zu Beginn der MSC-Chondrogenese nicht evi-
dent.

Im Gegensatz zu FGF2 ermdglichte die Behandlung mit Insulin oder PDGF-BB zu Beginn der
Knorpelneogenese mit MSC eine robuste Aktivierung des AKT-Signalweges. Interessanter-
weise fuhrte PDGF-BB zu einer kurzfristigen und Insulin zu einer langer anhaltenden AKT-
Phosphorylierung. Die hier gezeigte schnelle, aber kurz anhaltende AKT-Aktivierung durch
PDGF-BB wurde auch in embryonalen Maus-Fibroblasten (Park et al. 2003; Tan et al. 2012)
und in einer humanen Leberkrebs-Zelllinie beschrieben, in der die PDGF-vermittelte PIP3-
Synthese in Ubereinstimmung mit den hier prasentierten Daten innerhalb von einer Stunde
induziert wurde (Jones et al. 1999). Ein direkter Vergleich der AKT-Aktivierung durch PDGF-
BB und Insulin in einer Rattenretina-Zelllinie ergab wie auch hier gezeigt eine schnelle, kurze
pAKT-Induktion durch PDGF-BB und eine anhaltende Erhéhung der AKT-Aktivierung durch
Insulin (Biswas et al. 2008). Die spezifische Geschwindigkeit, mit der PDGF-BB oder Insulin
ihren jeweiligen Rezeptor binden und AKT aktivieren, ist beispielsweise vom stochiometri-
schen Rezeptor/Liganden-Verhaltnis, der Konzentration von Liganden-spezifischen Schlissel-
molekilen wie Rezeptoren, Adaptorproteinen, aktivierter Kinasen und Phosphatasen oder der

Liganden-spezifischen Signalwegmodulation durch negative Feedbackschleifen abhangig (De
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Meyts et al. 1995). In welchem Ausmal} diese einzelnen PDGF- oder Insulin-abhangigen Fak-
toren zur AKT-Aktivierung beitragen, lasst sich aufgrund ihres komplexen Zusammenspiels
kaum festlegen. Im Gegensatz dazu fir diese Arbeit eindeutig quantifizierbar ist aber, dass flr
die AKT-Stimulation eine 3600-fach hdhere Konzentration an Insulin- verglichen zu PDGF-BB-
Molekilen verwendet wurde (Insulin: 1,7 uM; PDGF-BB: 0,47 nM). Angesichts dieser Tatsa-
che konnte einerseits spekuliert werden, dass sich durch den Uberschuss mehrere Insulinmo-
lekile um einen IR sammeln, sich gegenseitig an der IR-Bindung hindern und so das AKT-
Signal verzdgern. Andererseits konnte der hohe Insulintiberschuss wie in ATDC5 und huma-
nen Krebszelllinien zunachst zu einer starken Reduktion der IR-Expression flihren (Carpentier
et al. 1984; Phornphutkul et al. 2006), um die Zelle vor akuter AKT-Uberaktivierung zu schiit-
zen. Wenn die IR-Expression anschlieRend in Abhangigkeit von der extrazellularen Insulin-
konzentration wieder graduell ansteigt, wirde dies auch zu sukzessiver AKT-Aktivierung fih-
ren. Fur die gewahlte PDGF-Konzentration hingegen kdnnte ein ausgewogenes Rezeptor/Lig-
anden-Verhaltnis eine effiziente und schnelle AKT-Aktivierung ermdglichen.

Unterschiedliche Effekte der initialen AKT-Aktivierung durch Insulin und PDGF-BB zeigten sich
in der hier vorliegenden Arbeit in der Genexpression von zwei der insgesamt vier untersuchten
Marker. Wahrend eine schnelle pAKT-Induktion durch PDGF-BB zu Beginn der MSC-Chond-
rogenese COL2A1 an Tag 7 reduzierte, anderte eine langsamere AKT-Stimulation durch In-
sulin die COL2A1-Spiegel nicht, senkte aber die IBSP-Spiegel. Fur die embryonale Maus-Fib-
roblasten-Zelllinie NIH3T3 wurde zwar beschrieben, dass je nach Lange der AKT-Aktivierung
unterschiedliche AKT-Substrate in unterschiedlichen Zellkompartimenten induziert werden
koénnen, was variable Zellantworten hervorrufen kann (Kunkel et al. 2005). Da die Lange der
AKT-Aktivierung in dieser Arbeit jedoch nicht durch variable Behandlungsdauer mit demselben
Agonisten moduliert und die Effekte damit nicht eindeutig auf die Signaldauer zurickgefihrt
wurden, kénnten die beobachteten unterschiedlichen Effekte auch schlichtweg aus der Ver-
wendung unterschiedlicher AKT-Agonisten resultieren.

Unabhangig vom verwendeten Agonisten war eine Folge der initialen AKT-Stimulation eine
vermehrte Proteoglykanablagerung pro Zelle bei Uberraschenderweise verstarktem Zellver-
lust. Méglicherweise war dies das Ergebnis eines Selektionsprozesses durch erhdhte AKT-
Aktivierung, bei dem auf Kosten der verbleibenden Zellsubpopulation hauptsachlich diejenigen
Zellen den Wechsel von Monolayer- zu 3D-Pelletkultur tberlebten, die zu friihen Zeitpunkten
der Knorpelneogenese in der Lage sind, chondrogene Stimuli effizient in GAG-Ablagerung
umzuwandeln. Da der verstarkte Zellverlust sowohl bei initialer Behandlung mit Insulin oder
PDGF-BB als auch unter verlangerter Behandlung mit hoher Insulindosis, PDGF-BB, IGF1
oder LR3-IGF in unabhangigen Experimenten auftrat, war dies ein robuster, wiederkehrender
Effekt. Eine generelle Selektion von Chondroprogenitoren durch AKT-Stimulation stellte dies
aber nicht dar, da in diesem Fall auch erhéhte COL2A1-Spiegel zu erwarten gewesen waren.

Trotz Erhéhung der friihen Proteoglykanproduktion pro Zelle war der verstarkte Zellverlust

85



Diskussion

nach initialer AKT-Stimulation ganzlich unerwtinscht. Von einer ahnlichen Beobachtung wurde
in humanen MSC aus Fettgewebe berichtet, in denen 48-stiindige Behandlung mit 100 nM
Insulin, was nur 6% der in dieser Arbeit verwendeten Insulindosis entsprach, die Apoptoserate
in Monolayer-Kultur signifikant erhdhte (Scioli et al. 2014). Die Autoren flhrten dies auf eine
AKT-vermittelte Inhibierung von FGFR1/ERK-Signaling zuriick, die ebenfalls in humanen
Brustkrebs-Zelllinien oder der Mausmyoblasten-Zelllinie C2C12 beschrieben wurde (Moelling
et al. 2002; Rommel et al. 1999; Yao et al. 2019). Auch fir die in der hier vorliegenden Arbeit
verwendeten MSC aus Knochenmark ist durch frihere Studien unserer Arbeitsgruppe be-
kannt, dass FGF2/ERK-Signalwegaktivitat in der Expansionskultur die Proliferation steigert
(Hagmann et al. 2013) und eine hohe Proliferationsrate zu Beginn der Chondrogenese den
frihen Zellverlust im Pellet reduzierte (Dexheimer et al. 2012). Die Autoren schlussfolgerten,
dass ein aktiver Metabolismus und eine hohe Proliferationsaktivitat zu Beginn der MSC-
Chondrogenese essentiell war, damit mdglichst viele Zellen den anspruchsvollen Ubergang
von Expansionskultur zu hoher Zelldichte in der Pelletkultur Gberlebten. Somit kénnte die initi-
ale AKT-Stimulation mit PDGF-BB oder einer supraphysiologischen Insulinkonzentration wie
auch fur MSC aus Fettgewebe vorgeschlagen (Scioli et al. 2014) die ERK-Signalaktivitat und
somit die Proliferation in dieser entscheidenden Ubergangsphase derart reduziert haben, dass
die Zellen den Wechsel zur Pelletkultur seltener tberlebten. Aufgrund der hier prasentierten
Ergebnisse bleibt also festzuhalten, dass eine Uberstimulation der initialen AKT-Aktivierung
undifferenzierten MSC den Ubergang von Expansions- zu 3D-Pelletkultur zuséatzlich er-
schwerte und so den Zellverlust verstarkte. Die niedrige AKT-Aktivierung zu Beginn der MSC-
Chondrogenese schien somit keine wesentliche Beeintrachtigung der Differenzierung darzu-
stellen, der entgegengewirkt werden musste, sondern vielmehr einen anti-apoptotischen

Schutzmechanismus darzustellen.

5.3 Regulation der differenzierungsabhangigen AKT-Aktivierung durch TGF[3
und FGFR-Aktivitat

Im Einklang mit der Chondrogenese-stimulierenden AKT-Funktion wurde die AKT-Aktivierung
mit TGFB und FGFR durch zwei Signalmolekile moduliert, die ebenfalls die chondrogene Dif-
ferenzierungsgeschwindigkeit regulieren. Obwohl TGFf in humanen AC, humanen Krebszell-
linien oder mesenchymalen Mauszellen als AKT-Stimulator beschrieben wurde (Cheng et al.
2014; Qureshi et al. 2007; Walker et al. 2013) wirkte TGF wahrend der MSC-Chondrogenese
Uberraschenderweise eher inhibierend und der differenzierungsabhangige Anstieg der AKT-
Aktivierung wurde nicht durch TGF@ induziert, was auch in der aus dieser Dissertation ent-
standenen Publikation dokumentiert wurde (Klampfleuthner et al. 2022). Ein inhibierender
TGFB-Effekt wurde in einer humanen Krebszelllinie beschrieben, in der TGF3 die PTEN-Pro-
teinspiegel erhohte und so die AKT-Phosphorylierung inhibierte (Kimbrough-Allah et al. 2018).

Da die PTEN-Genexpressionsspiegel unverandert blieben, war dies offenbar ein post-
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/translationaler Effekt. Da die PTEN-Expression laut Microarray-Daten unserer Arbeitsgruppe
wahrend der TGFB-induzierten MSC-Chondrogenese nicht anstieg, ware ein post-/translatio-
naler Mechanismus der TGFB-abhangigen PTEN-Induktion auch fir die MSC-Knorpelneoge-
nese denkbar. Ein weiterer potentieller Mechanismus zur TGFB-induzierten AKT-Inhibierung
wurde in einer Mauslymphozyten-Zelllinie beschrieben, in der TGFB/Smad2/3/4-Signaling die
Genexpression der PIP3-Phosphatase SHIP induzierte (Valderrama-Carvajal et al. 2002). Als
Folge der SHIP-vermittelten Reduktion der PIP3-Spiegel war auch die AKT-Aktivierung beein-
trachtigt. Der vorgeschlagene Mechanismus einer TGFB/SHIP-abhangigen AKT-Inhibition ist
auch flr die chondrogene MSC-Differenzierung denkbar, da laut Microarray-Daten die SHIP-
Expression im Verlauf der MSC-Chondrogenese unter TGF anstieg. Da Insulin wahrend der
Knorpelneogenese in supraphysiologischen Konzentrationen vorhanden ist und AKT ohne re-
gulierende Mechanismen bis zu einem schadlichen Mal aktiviert werden konnte, agiert TGF[3
moglicherweise als AKT-regulierender Gegenspieler und schitzt die Zelle so vor ibermafiger
AKT-Aktivierung.

Da FGF2/FGFR-Stimulation wie hier erstmalig dokumentiert zu Beginn der MSC-Chondroge-
nese die AKT-Phosphorylierung nicht steigern konnte, war der Beitrag des endogenen FGFR-
Signalings zur AKT-Aktivierung im Verlauf der chondrogenen MSC-Differenzierung unerwartet
hoch. In Einklang mit der hier beobachteten reduzierten AKT-Aktivierung unter FGFR-Inhibi-
tion wurden auch in humanen oder Mausbrustkrebs-Zelllinien verringerte pAKT-Proteinspiegel
durch bis zu 500 nM PD beschrieben (Chew et al. 2020; Qian et al. 2014; Valacca et al. 2015).
Im Gegensatz dazu berichteten weitere Studien mit anderen humanen Krebszelllinien aller-
dings von einer unveranderten oder erhohten AKT-Aktivierung unter vergleichbarer PD-Be-
handlung (Englinger et al. 2018; Nguyen et al. 2013). Die PD-vermittelten Effekte auf AKT-
Phosphorylierung schienen somit je nach Zellkontext zu variieren und wahrend der MSC-
Chondrogenese vom Differenzierungsstadium abhangig zu sein.

Der Ruckgang der AKT-Aktivitat bei beschleunigter chondrogener Differenzierung unter
FGFR-Inhibition schien zunachst nicht mit einer pro-chondrogenen AKT-Rolle vereinbar. Zwar
waren die pAKT-Spiegel unter PD insgesamt reduziert, das Maximum der AKT-Aktivierung in
zwei von drei unabhangigen Experimenten aber interessanterweise friher erreicht als unter
Kontrollbedingungen. Damit einhergehend, dass chondrogen induzierte MSC unter FGFR-In-
hibition das Stadium proliferierender Chondroblasten bekanntermalRen schneller erreichen,
kénnte somit auch die friher einsetzende AKT-Phosphorylierung, die koinzident zur steigen-
den Proliferationsaktivitat auftritt, auf die schnellere Differenzierung zurlickzuflihren sein. Ob-
wohl zunachst kontraintuitiv, schien sich die verfrihte AKT-Aktivierung unter beschleunigter
Differenzierung doch mit der Hypothese vereinbaren zu lassen, dass die AKT-Aktivierung wah-

rend der Knorpelneogenese vom Differenzierungsstadium der Zellen abhéngig war.
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5.4 AKT als Regulator der chondrogenen Differenzierungsgeschwindigkeit

Wie fiur AC-Kulturen bekannt zeigte sich hier die PI3K/AKT-Aktivierung in der spaten Phase
der MSC-Chondrogenese als essentiell fir die Knorpelmatrixablagerung und dariber hinaus
fur die Aufrechterhaltung des Chondrozytenphanotyps. Wie TGFp ist der PI3BK/AKT-Signalweg
somit ein Stimulator der chondrogenen Differenzierungsgeschwindigkeit in MSC, was erstma-
lig in der aus dieser Dissertation entstandenen Publikation veréffentlicht wurde
(Klampfleuthner et al. 2022). Zum ersten Mal fir die In-vitro-Knorpelneogenese beschrieben
war eine wichtige Erkenntnis dieser Arbeit, dass die PI3K/AKT-Aktivierung essentiell fir ada-
quates TGFB/SMAD2-Signaling und die SOX9-Proteinakkumulation war, was eine pro-chond-
rogene Rolle von AKT mechanistisch untermauerte. Uber Signalweginteraktionen zwischen
PISK/AKT und TGF wurde in verschiedenen Zellen und Geweben berichtet, die je nach Zell-
kontext sowohl stimulierend als auch hemmend sein konnten (Danielpour und Song 2006; Luo
2017). Eine AKT-vermittelte Stimulation von TGFB-Signaling wurde in verschiedenen Brust-
krebs-Zelllinien beschrieben, in denen AKT das deubiquitylierende Enzym Ubiquitin-spezifi-
sche Protease 4 (USP4) aktivierte. Dies fihrte zu einem reduzierten Ubiquitylierungs-abhan-
gigen Abbau des TGFBRI und somit verstarkter TGFB-Signalwegaktivitat (Zhang et al. 2012).
In einer Hundenieren-Zelllinie steigerte AKT-Aktivitdt die SMAD2-Transkription Uber Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors Twist1 und forderte so die TGFB-Signalwegaktivitat (Xue et al.
2012), was im Einklang steht mit den hier beobachteten niedrigeren SMAD2-Spiegeln unter
PI3K/AKT-Inhibition. Wie auch in der aus dieser Arbeit entstandenen Publikation Klampfleuth-
ner et al. kurz thematisiert, verstarkte phosphoryliertes AKT in humanen Nieren- oder Krebs-
zelllinien sowie einer Mausepithel-Zelllinie die TGFB-Signalwegaktivitat, indem es die Bindung
von SMAD2/3 an den TGFBR1 unterstutzte (Bakin et al. 2000; Miura et al. 2000; Thien et al.
2015; Tsukazaki et al. 1998). Je nach Zellkontext wurde dies tUber TSC1, hepatic growth factor-
regulated tyrosine kinase substrate (Hgs) oder Uber den SMAD-Ko-Faktor SARA vermittelt.
Diese drei vorgeschlagenen Schlisselfaktoren kénnten auch fir die mechanistische Aufkla-
rung der in dieser Arbeit beobachteten Abhangigkeit des TGFB/SMAD2-Signalweges von
AKT-Aktivierung relevant sein. Die Bedeutung des PI3K/AKT-Signalweges fir die SOX9-Ex-
pression und -Proteinakkumulation wurde in Ubereinstimmung mit den hier beschriebenen Be-
obachtungen auch fiir humane AC, Chondrozyten der menschlichen fétalen Wachstumsplatte
und Nucleus-pulposus-Zellen berichtet (Cheng et al. 2009; Fernandez-Cancio et al. 2008; Yin
et al. 2009). Auch in Abwesenheit von TGFB erhdhte konstitutiv aktives AKT die SOX9- und
somit die COL2A1-Expression in Monolayerkultur humaner AC (Lefebvre et al. 1997; Yin et al.
2009), was auf eine pro-chondrogene AKT-Funktion hindeutete, die tber die Rolle eines blo-
Ren Vermittlers der TGFB-SignalUbertragung hinausging.

Aufgrund der starken Belege einer pro-chondrogenen AKT-Funktion in vitro erschien es zu-
nachst Uberraschend, dass derartige anabole AKT-Effekte in vivo nicht ersichtlich waren. So

berichteten Studien an Mausen, in denen die Gene fur Igf1, Igfir, Ir, Pi3k oder Akt als wichtige
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Komponenten des PI3K/AKT-Signalweges inaktiviert wurden, zwar von Defekten in der
Wachstumsfuge, aber nicht von einer Beeintrachtigung der Proteoglykanablagerung (Cooper
et al. 2013; Fukai et al. 2010; Heilig et al. 2016; Liu et al. 1993; Louvi et al. 1997; Peng et al.
2003; Ulici et al. 2009; Wang et al. 1999; Wang et al. 2011). Wie auch in Klampfleuthner et al.
2022 diskutiert konnte dies darauf zurtickzuflhren sein, dass der Verlust eines einzelnen Gens
in einem komplexen In-vivo-Setting mit vielfaltigen Wechselwirkungen leicht durch alternative
Rezeptoren, Liganden oder Isoformen des Effektors kompensiert werden kann. Dies wurde
durch eine Studie verdeutlicht, in der Ir-Deletion in isolierten, in vitro kultivierten Rippen-
Chondrozyten neugeborener Mause die Sox9-Spiegel und die Proteoglykanablagerung redu-
zierte, in Chondrozyten der Wachstumsfuge aber keinen vergleichbaren Effekt hatte (Zhang
et al. 2014). Somit scheint die Notwendigkeit der PISK/AKT-Aktivierung fur die Knorpelneoge-
nese in vitro starker ausgepragt zu sein, da in definierten Kultursystemen viele der in vivo

mdglichen Kompensationsmechanismen nicht ablaufen kénnen.

5.5 Hinweise auf eine multifaktorielle AKT-Funktion fur die MSC-Chondroge-
nese

Obwohl sich die enchondrale Chondrozytendifferenzierung in vivo und die MSC-Chondroge-
nese in vitro in vielen Aspekten ahneln, wurde hier als wichtiger Unterschied aufgedeckt, dass
der AKT-Signalweg wahrend der chondrogenen MSC-Differenzierung im Gegensatz zur
Wachstumsfuge keine pro-hypertrophe Funktion erflllte. Diese Erkenntnis steht im Einklang
mit vielfaltigen unabhangigen Beobachtungen, die in dieser Arbeit und der daraus entstande-
nen Publikation beschrieben wurden. Erstens war der AKT-Signalweg zu Beginn der Knorpel-
neogenese, wenn die Determinierung der enchondralen statt chondralen Entwicklungslinie
stattfindet, in MSC deutlich schwéacher aktiviert als in AC, was es unwahrscheinlich erschienen
lie®, dass AKT die Wahl der enchondralen Differenzierungsrichtung treibt. Zweitens regulierte
nicht pro-hypertroph wirkendes WNT-Signaling, sondern die geschwindigkeitsregulierenden
TGFB und FGFR die AKT-Aktivierung. Drittens waren unter PI3K/AKT-Inhibition neben hyper-
trophen auch chondrogene Marker reduziert, was AKT als spezifisch pro-hypertrophen Effek-
tor ausschloss. Viertens war AKT-Aktivierung fir TGFB/SMAD2-Signaling und SOX9-Pro-
teinakkumulation notwendig, zwei essentiellen pro-chondrogenen Stimuli. Somit war die
PI3K/AKT-Inhibition kein geeignetes Mittel, um die Hypertrophie wahrend der MSC-Chondro-
genese zu reduzieren, ohne den Chondrozytenphanotyp zu beeintrachtigen, was erstmalig in
der aus dieser Arbeit entstandenen Publikation berichtet wurde (Klampfleuthner et al. 2022).
Dies stand im Einklang mit Studien, in denen IGF1-Uberexpression in humanen oder bovinen
MSC neben hypertrophen und osteogenen Markern wie COL710A1 oder ALPL auch die chond-
rogenen Marker SOX9 und COL2A1 sowie die Proteoglykan- und Kollagen-Typ-II-Ablagerung
erhdhte (Frisch et al. 2014; Steinert et al. 2009). Diese Studien bekraftigten eine pro-chondro-
gene statt pro-hypertrophe AKT-Rolle fir die MSC-Chondrogenese. Vor diesem Hintergrund
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mag es zunachst Uberraschend erscheinen, dass PI3K/AKT-Aktivierung in osteogen differen-
zierenden MSC die ALP-Aktivitat, Gewebemineralisierung, Osteopontin- und Osteocalcin-Pro-
teinspiegel stimulierte, Charakteristika, die Osteoblasten und hypertrophe Chondrozyten ge-
mein haben (Baker et al. 2015; Xia et al. 2019; Ye et al. 2019; Zhang et al. 2016). Ein Haupt-
unterschied zwischen der osteogenen und chondrogenen MSC-Differenzierung jedoch ist die
Anwendung von TGFpB, das in der Knorpelneogenese in vitro stets in hohen Mengen zur Ver-
fugung steht und dessen Aktivitat laut der vorliegenden Studie durch PI3K/AKT verstarkt
wurde. Da die ausgeubte AKT-Funktion von der Art der Aktivierung und Wechselwirkungen
mit anderen Signalwegen abhangen kann, ist es durchaus denkbar, dass AKT in der Abwe-
senheit von TGF( differenzierende MSC in anderer Weise beeinflusst als mit TGF der Fall
(ebenfalls diskutiert in Klampfleuthner et al. 2022). Vergleichbar zur TGFB-freien MSC-Osteo-
genese wird der TGFB-Signalweg in der hypertrophen Zone der Wachstumsfuge laut geringe-
rer TGFBRI-Proteinspiegel und SMAD2/3-Aktivierung nur geringfugig induziert (Wang et al.
2019). Dies erlaubt zu spekulieren, dass AKT in der Abwesenheit von TGF@ durchaus pro-
hypertroph agieren kénnte. Damit im Einklang steht die Beobachtung, dass nach abgebroche-
ner TGFB-Behandlung wahrend der MSC-Chondrogenese neben der AKT-Aktivierung auch
die ALP-Aktivitat anstieg (Dreher et al. 2020). Da eine Verstarkung des hypertrophen Chond-
rozytenphanotyps in dieser Arbeit aber unerwiinscht war, wurde die Hypothese einer pro-hy-
pertrophen AKT-Funktion in Abwesenheit von TGFf nicht experimentell iberpruft.

Eine weitere, bisher unpublizierte Neuheit dieser Arbeit, die die Komplexitat der AKT-Funktion
fur die MSC-Chondrogenese unterstrich, war die Uberraschende Beobachtung, dass initiale
AKT-Uberstimulation mit Insulin die IBSP-Expression reduzierte, wahrend AKT-Inhibition die
IBSP-Proteinspiegel in der spaten MSC-Chondrogenese erhdhte. Dass dies kein allgemeiner
anti-osteogener AKT-Effekt war, zeigte sich daran, dass andere osteogene und hypertrophe
Marker unter Insulin-Uberstimulation und Inhibition mit LY unveréandert blieben. Aufgrund der
Tatsache, dass die IBSP-Genexpressionsspiegel unter AKT-Inhibition nicht anstiegen, waren
die erhéhten IBSP-Proteinspiegel vermutlich auf verstarkte Translation oder post-translatio-
nale Protein-stabilisierende Modifikationen zurlickzuflihren, in die AKT direkt oder indirekt in-
volviert sein kdnnte. Zu Beginn der Chondrogenese regulierte Insulin IBSP jedoch durchaus
auf transkriptioneller Ebene. Diese erstmalig beschriebene Inhibition der IBSP-Proteinakku-
mulation durch AKT deutete an, dass AKT neben seiner pro-chondrogenen Rolle méglicher-
weise auch selektiv anti-osteogen agieren konnte. Die hier erhdhten 3-Catenin-Proteinspiegel
unter AKT-Inhibition deuteten an, dass kanonisches WNT-Signaling an der AKT-abhangigen
Regulation der IBSP-Proteinspiegel beteiligt sein kdnnte. Dass AKT neben einer pro-chondro-
genen womdglich auch eine selektiv anti-osteogene Funktion erflillt, ohne jedoch hypertrophe
Marker zu beeinflussen, legt eine komplexe, multifaktorielle Rolle von AKT flr die MSC-Chond-
rogenese nahe, die es in zukunftigen Studien weiter aufzuklaren gilt. Ein besseres Verstandnis

daruber, welche Teilaspekte der enchondralen Differenzierung von AKT beeinflusst werden
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und welche AKT-Downstream-Targets in diese Regulationen involviert sind, kénnte langfristig
zur Entwicklung von Differenzierungsprotokollen beitragen, die eine chondrale MSC-Differen-

zierung ermoglichen.

5.6 Limitierungen der Studie

Aufgrund der mangelnden Verfugbarkeit von nativem, gesundem Knorpelgewebe wurden fir
die Experimente dieser Studie AC verwendet, die aus makroskopisch unauffalligem Knorpel-
gewebe des Tibiaplateaus und der Femurkondylen von Arthrose-Patientinnen und -Patienten
isoliert wurden. Trotz grof3er Sorgfalt kann nicht ausgeschlossen werden, dass die arthrotische
Umgebung im Gelenk den Phanotyp der enthommenen AC beeinflusste. Anhand grindlicher
Charakterisierung wurde jedoch nachgewiesen, dass die verwendeten AC wahrend der Knor-
pelneogenese in vitro keinerlei Anzeichen hypertropher Differenzierung zeigten, die aus der
arthrotischen Degeneration des Spendergewebes resultieren kdnnten, was auch in der ent-
standenen Publikation thematisiert wurde (auch diskutiert in Klampfleuthner et al. 2022).

Die standardmaRige Verwendung der Peptidase Trypsin, um aggregierende MSC wahrend
der Expansionskultur vom Boden eines ZellkulturgefalRes zu I6sen, stellt eine weitere potenti-
elle Limitierung dieser Studie dar. Als Peptidase spaltet Trypsin Adhasions- und andere extra-
zellulare Matrixproteine auf der Zelloberflache, was zur Dissoziierung der Zellen von einer be-
siedelten Oberflache flihrt. Es ist naheliegend, dass eine Behandlung mit Trypsin auch Rezep-
toren auf der Zelloberflache und sensible molekulare Unterschiede wie temporare Phosphory-
lierung nachgeschalteter Kinasen wie der PI3K oder AKT beeinflussen kann, was einen ver-
meintlich objektiven Vergleich von AKT-Phosphorylierung méglicherweise verfalscht. Die Be-
handlung mit Trypsin ist aulerdem schwer zu standardisieren, weil die Effizienz dieser Pep-
tidase von zahlreichen Parametern wie Anwendungstemperatur, pH und Restaktivitdt nach
Ansetzen der Gebrauchslésung abhangt. Da die pAKT-Spiegel nicht nur nach der Trypsinbe-
handlung am Ende der Expansion, sondern auch 24 Stunden nach Beginn der Pelletkultur in
MSC niedriger waren als in AC, war die abweichende AKT-Aktivierung zu Beginn der Knorpel-
neogenese ein Trypsin-unabhangiger, robuster Unterschied. Nichtsdestotrotz schien dieser
Unterschied in der AKT-Aktivierung unmittelbar nach der Trypsinbehandlung am Ende der Ex-
pansion aber deutlich starker ausgepragt als an Tag 1 der Pelletkultur und somit 24 Stunden
nach der letzten Trypsinbehandlung (291-fach versus 10,8-fach). Ob dies tatsachlich auf die
Folgen der Trypsinbehandlung oder auf die Anpassung der pAKT-Spiegel unter chondrogenen
Bedingungen in beiden Zelltypen zurickzufuhren war, war fir diese Studie nicht relevant und
wurde nicht weiter untersucht.

Eine weitere vermeintliche Limitierung dieser Studie ist die Verwendung eines kunstlichen In-
hibitors zur Untersuchung der PI3K/AKT-Relevanz fur die MSC-Chondrogenese anstatt die

Insulinbehandlung zu reduzieren oder abzusetzen. In diesem Falle kdnnte aber eine mogliche
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Kompensation des Insulinmangels durch zellautonome IGF1-Sekretion oder die Regulation
von AKT durch andere Signalwege wie TGFB oder FGFR dazu fihren, die AKT-Bedeutung fiir
die chondrogene Differenzierung zu unterschatzen. Deshalb wird die AKT-Funktion oftmals,
wie auch in dieser Studie, durch LY-vermittelte PI3K-Inhibition untersucht. Hierbei ist es aber
fur die Integritat der Ergebnisse wichtig, potentielle Nebeneffekte von LY zu bericksichtigen,
da eine LY-vermittelte Inhibition anderer Signalwege und zellularer Prozesse wiederum zur
Uberinterpretation der PI3K/AKT-Funktion fiihren kénnte (ebenfalls diskutiert in
Klampfleuthner et al. 2022). Fir LY betreffen beschriebene Nebeneffekte jedoch entweder
AKT-Downstream-Targets wie mTOR1 oder GSK3B (Bain et al. 2007; Gharbi et al. 2007),
deren Inhibition durch LY ohnehin erwartet wurde, oder Regulatoren des Zellzyklus wie CK2,
PLK1, PIM1 oder PIM3 (Bain et al. 2007; Davies et al. 2000). Da in einer unserer fruheren
Studien LY die Proliferation in der spaten MSC-Chondrogenese jedoch nicht beeintrachtigte
(Fischer et al. 2018), schienen diese fur den Zellzyklus relevanten Nebeneffekte von LY flr

die chondrogene MSC-Differenzierung keine Rolle zu spielen.

5.7 Fazit und Ausblick

Zusammenfassend wurde mit Hilfe dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass die AKT-Aktivierung
wahrend der MSC-Chondrogenese und AC-Redifferenzierung unterschiedlich reguliert war.
Da die initial hohen pAKT-Spiegel mit zunehmender AC-Redifferenzierung abnahmen und die
AKT-Aktivierung wahrend der MSC-Chondrogenese gleichzeitig zur Proliferation transient an-
stieg, deutete dies darauf hin, dass die AKT-Aktivierung vom Differenzierungsstadium abhan-
gig war und im Stadium proliferierender Chondroblasten ihr Maximum erreichte. Die zu Beginn
der Knorpelneogenese niedrigen pAKT-Spiegel in MSC schienen keine Beeintrachtigung der
Differenzierung darzustellen, sondern schitzten vor Zellverlust durch AKT-Uberstimulation.
Die transient steigende AKT-Aktivierung wahrend der chondrogenen MSC-Differenzierung, die
nicht von TGFB vermittelt, aber von endogener FGFR-Aktivitat geférdert wurde, unterstitzte
die Aufrechterhaltung des Chondrozytenphanotyps in MSC. Somit wurde AKT als Regulator
der chondrogenen Differenzierungsgeschwindigkeit identifiziert. Mechanistisch untermauert
wurde diese pro-chondrogene Funktion, da AKT-Aktivierung relevant fur adaquates
TGFB/SMAD2-Signaling und SOX9-Proteinakkumulation war. Trotz vieler Parallelen zur hy-
pertrophen Chondrozytendifferenzierung in der Wachstumsfuge, agierte AKT wahrend der
MSC-Chondrogenese nicht hypertroph, was moglicherweise auf die Inhibition durch TGFf zu-
ruckzufuhren sein kénnte. Dass AKT-Aktivierung wahrend der chondrogenen MSC-Differen-
zierung die IBSP-Proteinspiegel reduzierte, deutete auf eine multifaktorielle AKT-Funktion fir
die MSC-Chondrogenese hin, die Uber eine rein pro-chondrogene Rolle hinausgehen kdnnte.
Auf Grundlage der hier gewonnenen Erkenntnisse zu Verlauf und Funktion von AKT in der

MSC-Chondrogenese kann nun in zukinftigen Studien entschlisselt werden, welche
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Teilaspekte der enchondralen Differenzierung von bestimmten AKT-induzierenden und AKT-
nachgeschalteten Signalwegen reguliert werden. Je besser unser Verstandnis Gber den kom-
plexen Wirkungsbereich des AKT-Signalweges in der MSC-Chondrogenese ist, desto zielge-
richteter kdnnen einzelne AKT-abhangige Differenzierungsaspekte wahrend der MSC-Chond-
rogenese zu Gunsten einer chondralen MSC-Differenzierung kontrolliert werden. Indem hier
zum ersten Mal aufgedeckt wurde, dass Induktion und Anstieg der AKT-Aktivierung notwendig
fur die Chondrozytendifferenzierung mit MSC warr, leistet diese Arbeit einen wichtigen Beitrag,
MSC in Zukunft in einen nicht hypertrophen, AC-ahnlichen Phanotyp zu differenzieren und sie

damit fur die klinische Knorpelregeneration einsetzbar zu machen.
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6 Zusammenfassung

Eine vielversprechende Zellquelle flr das Tissue Engineering von Knorpelgewebe stellen
mesenchymale Stromazellen (MSC) dar. Im Gegensatz zu artikularen Chondrozyten (AC) kon-
nen MSC aus regenerierbaren Geweben wie Knochenmark isoliert werden ohne irreversible
Schaden hervorzurufen. Bislang ist die Verwendung von MSC fur die In-vitro-Knorpelneoge-
nese allerdings durch ihre Differenzierung in einen hypertrophen Chondrozytenphanotyp limi-
tiert, der aus der Wachstumsfuge bekannt ist und zu unerwinschter Knochenbildung fuhrt. Um
MSC zu einem AC-ahnlichen Phanotyp differenzieren zu kobnnen, missen Signalwege identi-
fiziert werden, die flr diese enchondrale statt chondrale Fehldifferenzierung verantwortlich
sein koénnten. In diesem Kontext bisher nicht untersucht war der Phosphoinositid-3-
Kinase(PI3K)/AKT-Signalweg, der in der Wachstumsfuge als pro-hypertropher Effektor an der
Chondrozytenhypertrophie und Knochenbildung beteiligt ist. Obwohl AKT wéahrend der MSC-
Chondrogenese in vitro durch die Behandlung mit Insulin kontinuierlich aktiviert wird, war bis-
her Uberraschenderweise nicht geklart, ob der PI3K/AKT-Signalweg die enchondrale Differen-
zierung von MSC in vitro fordert. Das Ziel dieser Studie war es daher, die Funktion des
PI3K/AKT-Signalweges fir die MSC-Chondrogenese in vitro aufzuklaren. Anfangliche Unter-
suchungen, ob enchondral differenzierende Zellen sensitiver auf AKT-Stimulierung reagierten
als chondral differenzierende Zellen, ergaben eine deutliche Abhangigkeit der AKT-Aktivierung
vom Differenzierungsstadium. Trotz identischer und konstanter exogener Stimuli starteten
MSC mit niedrigerer AKT-Aktivierung in die Knorpelneogenese als AC, steigerten die AKT-
Aktivierung bis zum Erreichen des Stadiums proliferierender Chondroblasten, woraufhin die
pAKT-Spiegel in beiden Zelltypen mit voranschreitender Chondrozytenreifung abnahmen. Im
Einklang mit der beobachteten Klimax der pAKT-Spiegel in einer Phase intensiver Proliferation
trug endogenes FGFR-Signaling zur AKT-Aktivierung bei, das fir seine proliferative Funktion
bekannt ist. Im Gegensatz dazu inhibierte das in supraphysiologischen Konzentrationen ver-
wendete TGFB1 eine potentiell Ubermalige AKT-Aktivierung. Eine Erhéhung der initial niedri-
gen pAKT-Spiegel steigerte zwar geringfiigig die Proteoglykanablagerung, reduzierte aber vor
allem die Zellzahl pro Pellet, so dass die niedrige initiale AKT-Aktivierung in MSC flr das an-
fangliche Zelliberleben beim Ubergang zur serumfreien chondrogenen 3D-Kultur notwendig
war. Zur Beantwortung der Frage, welche Funktion die erhdhte AKT-Aktivierung in der spaten
MSC-Chondrogenese erflllt, zeigten Inhibitionsversuche, dass die PI3K/AKT-Signalwegakti-
vitat fur die Aufrechterhaltung des Chondrozytenphanotyps und fiir die Knorpelmatrixablage-
rung essentiell war. Zum ersten Mal beschrieb diese Studie fir die In-vitro-Knorpelneogenese
die Notwendigkeit von PI3K/AKT-Aktivierung fur adaquates TGFB/SMAD2-Signaling und die
SOX9-Proteinakkumulation und untermauerte die pro-chondrogene Rolle von AKT, die im
Kontrast zu In-vivo-Knockout-Studien steht, wo der Verlust einzelner Signalwegkomponenten
offensichtlich besser kompensiert werden kann. Im Gegensatz zur Wachstumsfuge war fur die

MSC-Chondrogenese keine pro-hypertrophe AKT-Funktion evident, was wahrscheinlich auf
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die verwendete hohe Konzentration von anti-hypertroph wirkendem TGF@ zuriickzuflihren
war. Dass AKT-Aktivierung wahrend der enchondralen MSC-Differenzierung die IBSP-Protein-
spiegel reduzierte, deutete auf eine multifaktorielle AKT-Funktion fir die MSC-Chondrogenese
hin, die neben einer pro-chondrogenen und in Abwesenheit von TGF pro-hypertrophen auch
eine selektiv anti-osteogene Wirkung beinhalten kénnte.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass MSC im Verlauf der Chondrogenese
unter konstanter Stimulation je nach Differenzierungsstadium ein variables Maf} an AKT-Akti-
vierung benétigen. Da eine frihe AKT-Uberstimulation den Zellverlust verstarkt und spate
PI3K/AKT-Inhibition die Knorpelneogenese beeintrachtigt, muissen Modulationen des
PI3K/AKT-Signalweges sorgfaltig auf den chondrogenen Differenzierungsgrad abgestimmt
werden. Die hier erstmals belegte Relevanz der steigenden AKT-Aktivierung fur die MSC-
Chondrogenese ist wegweisend fur das Knorpel-Tissue-Engineering, da zukunftige Versuche,
die Chondrozytenhypertrophie in vitro zu reduzieren, darauf abgestimmt sein missen, nach
initial niedriger AKT-Aktivierung einen differenzierungsabhangigen Anstieg der AKT-Signal-
wegaktivitat zu ermdglichen. Die Erkenntnisse dieser Arbeit erweitern unser noch lickenhaftes
Verstandnis von PI3K/AKT-abhangigen Differenzierungsprozessen, die entscheidend flr eine
erfolgreiche Knorpelneogenese mit MSC sind. Somit leistet diese Studie einen wichtigen Bei-
trag, um MSC in einen AC-ahnlichen Chondrozytenphanotyp differenzieren zu kdnnen, der

uneingeschrankt fir die klinische Knorpelregeneration einsetzbar ist.
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