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Vorwort

Die nachfolgende Dissertation ist in der Zeit zwischen April 2014 und Februar 2016 am
Institut fir Osteologie und Biomechanik des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
entstanden. Im Rahmen des Medizinstudiums begab ich mich friihzeitig auf die Suche
nach einer experimentellen Doktorarbeit, um einen umfassenden Einblick in die
Grundlagenforschung zu erhalten und somit neben dem Kklinisch gepragten Studium
Kompetenzen in der empirischen Wissenschaft erlangen zu kdnnen.

Prof. Michael Amling und Prof. Thorsten Schinke unterstiitzten mich hierbei und gaben
mir die Mdglichkeit, an einem spannenden orthopadischen Krankheitsbild zu forschen,
welches noch weitgehend unverstanden und zugleich hochprévalent ist — der Arthrose.
Wéhrend am Institut vorrangig Projekte durchgefiihrt werden, die sich mit
regulatorischen Mechanismen und Krankheiten des Knochens befassen, galt es, in
meinen Untersuchungen mit Hilfe bereits etablierter Methoden bisherige Arbeiten auf
jenem Gebiet fortzufuhren und neue Erkenntnisse Uber den Gelenkknorpel und dessen
Interaktion mit anderen gelenkbildenden Geweben zu gewinnen.

Aufbauend auf einer Verdffentlichung dieser Arbeitsgruppe' aus dem Jahre 2010
wurden Experimente an einem Mausmodell und an Knorpelzellen von Minipigs
durchgefuhrt, welche im Dezember 2015 publiziert wurden. Jene Publikation dient als
Grundlage fir diese Dissertation und wird nachfolgend zusammenfassend dargestellt.
Zusétzlich werden die weiterfiihnrenden Arbeiten kurz erldutert und gemeinsam mit den

Ergebnissen der Veroffentlichung in den wissenschaftlichen Kontext eingeordnet.
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Abstract

Although articular cartilage degeneration represents a major public health problem, the under-
lying molecular mechanisms are still poorly characterized. We have previously utilized
genome-wide expression analysis to identify specific markers of porcine articular cartilage, one
of them being Thrombospondin-4 (Thbs4). In the present study we analyzed Thbs4 expression
in mice, thereby confirming its predominant expression in articular cartilage, but also identifying
expression in other tissues, including bone. To study the role of Thbs4 in skeletal development
and integrity we took advantage of a Thbs4-deficient mouse model that was analyzed by unde-
calcified bone histology. We found that Thbs4-deficient mice do not display phenotypic differ-
ences towards wildtype littermates in terms of skeletal growth or bone mass acquisition. Since
Thbs4 has previously been found over-expressed in bones of Phex-deficient Hyp mice, we
additionally generated Thbs4-deficient Hyp mice, but failed to detect phenotypic differences
towards Hyp littermates. With respect to articular cartilage we found that Thbs4-deficient mice
display transient thinning of articular cartilage, suggesting a protective role of Thbs4 for joint
integrity. Gene expression analysis using porcine primary cells revealed that Thbs4 is not
expressed by synovial fibroblasts and that it represents the only member of the Thbs gene fam-
ily with specific expression in articular, but not in growth plate chondrocytes. In an attempt to
identify specific molecular effects of Thbs4 we treated porcine articular chondrocytes with
human THBS4 in the absence or presence of conditioned medium from porcine synovial fibro-
blasts. Here we did not observe a significant influence of THBS4 on proliferation, metabolic
activity, apoptosis or gene expression, suggesting that it does not act as a signaling molecule.
Taken together, our data demonstrate that Thbs4 is highly expressed in articular chondrocytes,
where its presence in the extracellular matrix is required for articular cartilage integrity.
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Introduction

Osteoarthritis is a highly prevalent disorder characterized by loss of articular cartilage, a unique
avascular and hypocellular tissue covering the joints [1,2]. The current treatment options are
limited to surgical procedures, such as microfracture, osteochondral implantation, and, in the
end-stage, total joint replacement [3,4]. In addition, autologous transplantation of articular
chondrocytes after ex vivo expansion has emerged as a promising alternative therapeutic
approach over the last two decades [5,6]. Since it is commonly accepted however, that any of
these treatments only leads to formation of a fibrocartilagenous tissue with inferior quality
compared to native articular cartilage, it is of utmost clinical importance to understand the
molecular mechanisms controlling the function of articular chondrocytes. This may not only
help to optimize ongoing tissue-engineering approaches, but also to identify potential molecu-
lar targets for pharmacological stimulation of matrix production by articular chondrocytes.

One potential explanation for the paucity of knowledge regarding specific regulators of
articular chondrogenesis is the shortness of articular cartilage in mice, which hinders the iden-
tification of unexpected osteoarthritis phenotypes in genetically modified mouse models,
unlike it was the case for other skeletal disorders [7]. For the same reason, it is extremely
difficult to isolate primary articular chondrocytes from mice, which explains why many experi-
ments related to arthritis have been performed with rib or epiphyseal growth plate chondro-
cytes. Regardless of these limitations several studies have been performed to identify specific
markers of articular cartilage in mice, and there is an increasing number of mouse models dis-
playing an arthritis phenotype [8-14]. Given the potential importance of identifying molecular
differences between chondrocytes from articular and non-articular cartilage, we have previ-
ously performed genome-wide expression analysis with native tissues and cultured cells of por-
cine origin [15]. Here it was possible to separate articular and growth plate cartilage from the
bone matrix and to culture a sufficient number of chondrocytes from both sources ex vivo. The
major disadvantage of this approach was related to the use of porcine Gene Chips, which did
not provide the same genetic coverage compared to the murine system.

Despite this limitation however, we made at least three important observations [15]. First,
we identified common markers of cartilage, but also genes with specific expression in either
growth plate or articular cartilage. Second, we found that the molecular differences between
the two types of chondrocytes persisted after 10 and 20 days of ex vivo culture. Third, we
defined 19 markers of articular chondrocytes, thereby raising the question, which of these are
relevant regulators of articular cartilage integrity. Here we analyzed the physiological role of
Thbs4, one of these previously identified markers, by studying the skeletal phenotype of a
mouse deficiency model. We found that Thbs4-deficient mice do not display defects of skeletal
growth or bone mass acquisition, but that articular cartilage thickness is transiently reduced.

Materials and Methods
1. Mouse models

Thbs4-deficient mice on a C57Bl/6 genetic background were purchased from the Jackson Labo-
ratories (#005845). Their genotyping was performed with the primers 5'-GGG TGG GAT
TAG ATA AAT GCCTGC TCT-3",5"-GGA GAG AGA ATA GCA AGA TCA GCT C-3,
and 5-AAC AAG CAA TGG AAG GCA GAC CCT G-3', giving rise to a 412 bp and a 544 bp
fragment for the wildtype and mutant allele, respectively. To evaluate the impact of Thbs4 in
the context of X-linked hypophosphatemic rickets, Thbs4-deficient mice were crossed with
Hyp mice (C57Bl/6 genetic background), which were also obtained from the Jackson Laborato-
ries (#000528). To induce experimental arthritis, Thbs4-deficient mice were crossed with
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transgenic mice expressing human TNFo. (Tg197 on a C57B1/6 genetic background), which
have been described elsewhere [16]. Joint swelling of the foot paws was assessed between 5 and
10 weeks of age using a clinical score graded from 0 (no swelling) to 3 (severe swelling of toes
and ankle) as described previously [17]. Grip strength was analyzed on wire (diameter of 3
mm) using a score from 0 (normal grip strength) to -4 (no detectable grip strength) as
described [17]. All mice were fed ad libitum and housed in a regular light/dark cycle under
SPF-conditions. Animal experiments were approved by the animal facility of the University
Medical Center Hamburg Eppendorf and by the “Amt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz”
(Org529).

2. Cell culture

Primary murine osteoclasts were generated by differentiating bone marrow cells for 10 days
with 1,25-dihydroxyvitamin D3 (10 nM) added for the whole period, and M-Csf (20 ng/ml)
and Rankl (40 ng/ml) added from day 3 until day 10 [18]. Primary murine osteoblasts were iso-
lated by collagenase digestion of calvariae from newborn mice and differentiated for 20 days in
the presence of ascorbic acid (10 mM) and £3-glycerophosphate (50 pg/ml) as described [18].
Porcine synovial tissue was obtained from the right and the left knee of 6 weeks old minipigs.
Digestion of the prepared synovial membrane was performed with 1 mg/dl collagenase type 1a
solution (Sigma-Aldrich, Germany) for 60-75 min at 37°C. Isolated synovial fibroblasts were
seeded and cultured in Synoviocyte Basal Medium (Cell Applications, USA) supplemented
with 10% heat-inactivated Synoviocyte Growth Supplement (Cell Application, USA) at normal
cell culture conditions. Conditioned medium of these cells was collected for 24 hours in basal
medium. To isolate chondrocytes bone-cartilage cylinders were harvested from the medial and
lateral condyle of knee joints of 6 weeks old minipigs. The cylinders were separated in articular
and growth plate cartilage under the dissecting microscope. Chondrocytes were released by col-
lagenase type la solution (Sigma-Aldrich, Germany) as described [15]. The cells were cultured
in DMEM/Hams’F12 (Biochrom, Germany) supplemented with 10% (v/v) FBS (Lonza, Ger-
many) at 37°C under an atmosphere of 5% (v/v) O, and 5% (v/v) CO,. These experiments
were approved by the animal facility of the University Medical Center Hamburg Eppendorf
and by the “Amt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz” (Org356).

3. Expression analysis

RNA from murine tissues, cultured murine osteoclasts and osteoblasts, or porcine chondro-
cytes and synoviocytes was isolated using the RNeasyMini kit (Qiagen, Germany). DNase
digestion was performed according to manufacturer’s instructions. Concentration and quality
of RNA were measured using a NanoDrop ND-1000 system (NanoDrop Technology, USA).
For RT-PCR expression analysis, 1ug of RNA was reversed transcribed using SuperScriptIII
(Invitrogen, Germany) according to manufacturer’s instructions. Predesigned TagMan gene
expression assays (Applied Biosystems, Germany) were used to quantify expression of all
murine genes, as well as for the porcine genes ACAN, FN1, COL2A1, COL10A1, ASPN, FRZB,
and SDC4. For the other porcine gene the resulting cDNA was used for a PCR reaction with
gene-specific primers (PRG4: 5'-CAT CTC TCT TTG ACG GTG AGG G-3" and 5'-GCT
CCA TAG TGC AGA CTT TCT TGA-3"; THBSI: 5'-CCA GCA GCC GTT TCT ATG TTG
T -3’ and 5'-cct atg tga cga gga tca tgc-3"; THBS2: 5'-gac gag ttt ggg tct gtg ga-3"and 5'-cca geg
tag gtt tgg tca ta-3; THBS3: 5'-cag gta cga ctg ctg tgg ac-3"and 5’-ggc act gtg tca ttg cat cg-3";
THBS4: 5-ATC CAG GCG ATC GAA ATT CTG-3"and 5-AGG TGT CCT ATC GCT GGT
TCC T-3’; THBS5/COMP: 5-GGA TGC CTG TGA CAA CTG TC-3’ and 5-AAG GCC CTG
AAGTCG GTG AG-3’, MATN3: 5'-ACC CAC GCG CCC TAT TCT-3"and 5'-CGA GTG
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GGT CTG GAG ATG GA-3"; GAPDH: 5’-CTT CGT CAA GCT CAT TTC CTG G-3’ and 5-
AGT CAG GAG ATG CTC GGT GTG-3’) and SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
Germany). GAPDH expression was used as an internal control. Relative quantification was per-
formed according to the AACt method, and results were expressed in linear form using the for-
mula 224" for both RT-PCR assays.

4. Skeletal analysis

After sacrifice the dissected skeletons were fixed in 3.7% PBS-buffered formaldehyde for 18
hours at 4°C, before they were stored in 80% ethanol. All skeletons were analyzed by contact
radiography using a Faxitron Xray cabinet (Faxitron Xray Corp., USA) to measure the length
of the lumbar spine and femora. For bone histology, the lumbar vertebral bodies L3 to L6 and
one tibia of each mouse were dehydrated in ascending alcohol concentrations and then embed-
ded in methylmetacrylate as described previously [18]. Sections of 5 um thickness were cut in
the sagittal plane on a Microtec rotation microtome (Techno-Med GmbH, Germany). For
articular cartilage histology, knee joints were processed in the same way. All sections were
stained by toluidine blue and von Kossa/van Gieson staining procedures as described [18]. His-
tomorphometry was performed according to the ASBMR guidelines [19] using the OsteoMea-
sure histomorphometry system (Osteometrics Inc., USA). Articular chondrocyte apoptosis was
assessed on 5 pum thin decalcified paraffin sections by in situ TUNEL technology (Roche,
#11684795910) according to the manufacturer s instructions.

5. Cellular assays

To assess proliferation, metabolic activity and apoptosis, porcine articular chondrocytes were
seeded into 96-well plates at a density of 1.000 cells per ml. On the next day cells were incu-
bated for 24 hours with human THBS4 (R&D Systems, #2390-TH) at different concentrations
in serum-free medium or in serum-free medium mixed with an equal amount of conditioned
medium from porcine synovial fibroblasts. BrdU incorporation, MTT conversion and Caspase
3/7 activities were determined with commercially available systems (GE Healthcare Amer-
sham, #RPM250, Sigma Aldrich, #M2158, and Promega, #G8090, respectively) according to
the manufacturer’s instructions. To analyze cell adhesion 96-well-microtest plates were coated
with 5 pug/ml THBS4 or 5 ug/ml THBS5/COMP (R&D Systems, #3134-CP) at 4°C overnight.
Porcine articular chondrocytes were washed twice with HBBS/C (Hank s Balanced Salt Solu-
tion + 1 mM calcium chloride), pre-treated with tosylphenylalanyl chloromethyl ketone-
treated trypsin (0.1 mg/ml) in HBBS/C, before trypsinization was stopped after incubation for
5 min at 37°C. The cells were then washed three times with HBBS/C and resuspended in
HBBS/C containing 1% heat inactivated BSA. Were indicated, a monoclonal antibody to integ-
rin 1 (BD Biosciences, #552828) was added to a final concentration of 16 pg/ml and incubated
with the cells for 30 min at room temperature. Coated wells were washed four times with
HBBS/C before addition of 3 x 10* cells per well. After overnight incubation at 37°C under an
atmosphere of 5% (v/v) O, and 5% (v/v) CO, the number of attached cells was quantified. To
assess the effects of THBS4 and/or conditioned medium from porcine synovial fibroblasts on
gene expression, cells were treated for 6 hours, before RNA was isolated for QRT-PCR expres-
sion analysis.

6. Serum analysis of individuals with osteoarthritis

Patients with osteoarthritis were recruited from the Department of Orthopaedics at the Univer-
sity Medical Center Hamburg-Eppendorf. Patient selection was based on a careful clinical
examination and history according to the pattern of osteoarthritis (OA). Only individuals with
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primary OA were included. OA secondary to any known cause as well as any other arthropathy
were exclusion criteria. All patients had severe, symptomatic primary OA of at least one large
joint of the lower or upper extremity (knee, hip or shoulder; index joint) with radiographic
joint space narrowing to less than a residual 1/3, and the request for total joint arthroplasty as
the primary reason for consultation. Patients with knee or hip OA without signs and symptoms
of OA in one or more additional joints were considered to have a relatively confined local dis-
ease and were classified as mono-osteoarthritis (mOA). Patients who, in addition to severe OA
of the index joint, displayed clinically obvious hand OA of multiple interphalangeal joints and
further joints of the lower and or upper extremities were considered to be more severely
affected on a systemic level and were classified as poly-osteoarthritis (pOA). As an approach to
distinguish between individuals with a presumably rather small total volume of articular carti-
lage affected locally by OA (mOA) versus individuals with a comparatively larger total volume
of articular cartilage affected at multiple sites (pOA), we used these clinical differentiation crite-
ria to build two distinct subpopulations of OA from our routine inpatient and outpatient clinic.
Serum concentration of THBS4 was quantified using the antibody-based detection kit (Qayee-
Bio, China). After the blood draw, serum samples were kept at room temperature for a maxi-
mum of two hours before storage at -70°C until analysis without additional freeze-thaw cycles.
All participants provided written informed consent. This study and consent procedure was
approved by the local ethics committee (Aerztekammer Hamburg, PV4037).

7. Statistical analysis

All data presented in the manuscript were obtained from the analysis of littermates (n > 5) and
are presented as means + standard deviations. Statistical analysis was performed using
unpaired, two-tailed Student’s t test, and p-values below 0.05 were considered statistically
significant.

Results

Given the previously observed predominant expression of THBS4 in porcine articular cartilage
[15], we first addressed the question, whether the same is the case in mice. We therefore iso-
lated RNA from different tissues of 15 weeks old wildtype and Thbs4-deficient mice to monitor
Thbs4 expression by qRT-PCR. Here we found, as expected only in wildtype mice, that Thbs4
is highly expressed in articular cartilage, yet there was also strong expression in other tissues,
such as tendon, spleen and cortical bone (Fig 1A). We additionally analyzed, which of the two
bone remodeling cell types is the primary source of Thbs4 expression and performed qRT-PCR
with RNA from primary osteoclasts and osteoblasts at different stages of differentiation. Here
we found that Thbs4 was differentially expressed in osteoblast cultures, whereas Thbs4 tran-
scripts were undetectable in osteoclast cultures (Fig 1B). Since articular cartilage displayed the
highest expression of Thbs4 in wildtype mice, we additionally analyzed if Thbs4-deficiency
would affect the expression of articular chondrocyte marker genes. Here we did not observe
significant differences in the expression of Col2al, Acan, Comp, Prg4 and Sdc4 between wild-
type and Thbs4-deficient mice, suggesting that Thbs4 does not play a major role as a regulator
of articular cartilage gene expression (Fig 1C). Nevertheless, given the high expression of Thbs4
in skeletal tissues, we went on to study the skeletal phenotype of Thbs4-deficient mice.

We first applied Xray analysis, but failed to detect major differences towards wildtype litter-
mates (Fig 2A). Likewise, quantification of spine and femur length did not reveal a significant
difference between wildtype and Thbs4-deficient mice at 6 and 26 weeks of age (Fig 2B). We
additionally applied non-decalcified histology of tibia sections to analyze for potential differ-
ences in the growth plate (Fig 2C). Histomorphometric quantification of the growth plate
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Fig 1. Murine Thbs4 is highly expressed in skeletal tissues. (A) qRT-PCR monitioring Thbs4 expression
in various tissues of 15 weeks old widltype (WT) and Thbs4-deficient mice (KO). Li, liver; Lu, lung; He, heart;
Ao, aorta; Br, brain; St, stomach; Te, tendon; Sp, spleen; CB, cortical bone; AC, articular cartilage. Bars
represent mean + SD (n = 4). Thbs4 expression was undetectable in all KO tissues. (B) gqRT-PCR monitoring
Thbs4 expression in primary osteoclasts (Ocl) and osteoblasts (Obl) from wildtype mice at different stages of
differentiation. Bars represent mean + SD (n = 3). (C) gRT-PCR monitioring expression of the indicated genes
in articular cartilage of 15 weeks Thbs4-deficient mice. The dotted red line indicates the expression in
wildtype littermates. Bars represent mean + SD (n = 4).

doi:10.1371/journal.pone.0144272.g001

thickness did not reveal statistically significant differences between wildtype and Thbs4-defi-
cient mice at 6 and 26 weeks of age (Fig 2D). Likewise, the lengths of the proliferative and
hypertophic zones within the tibia growth plate were not affected by Thbs4-deficiency (Fig 2E).
We additionally analyzed spine sections in the same groups of mice with respect to a potential
bone phenotype (Fig 3A). By quantifying trabecular bone parameters we again found no differ-
ence between wildtype and Thbs4-deficient littermates (Fig 3B). Collectively, these data sug-
gested that Thbs4 does not function as a physiologically relevant regulator of skeletal growth,
bone formation or remodeling.

Another question to be addressed was based on previously reported findings in Phex-defi-
cient Hyp mice, a model of X-linked hypohosphatemic rickets [20,21]. These mice display
defects of skeletal growth and bone matrix mineralization, which are only partially explained
by hypophosphatemia [22,23]. A genome-wide expression analysis revealed that Thbs4 is
markedly over-expressed in cortical bone of these mice, similar to Fgf23, whose increased
expression in Hyp mice is known to cause their renal phosphate loss [24]. Since it was reason-
able to speculate that a higher abundance of Thbs4 in the bone matrix could interfere with
mineralization, we generated Thbs4-deficient Hyp mice and analyzed their skeletal phenotype.
Here we found, as expected, that Hyp mice displayed a severe skeletal phenotype with patho-
logical enrichment of non-mineralized osteoid, yet this pathology was not affected by Thbs4-
deficiency (Fig 3C). Subsequent quantification of growth plate thickness and osteoid volume
confirmed that the skeletal phenotype of Hyp mice was not significantly altered by additional
Thbs4-deficiency (Fig 3D), thereby demonstrating that increased Thbs4 expression by Phex-
deficient osteoblasts is not involved in the pathogenesis of X-linked hypophosphatemic rickets.
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Fig 2. Intact skeletal growth in Thbs4-deficient mice. (A) Xray analysis demonstrates absence of gross
skeletal abnormalities in 6 weeks old Thbs4-deficient mice. (B) Length of lumbar spine and femur in 6 and 26
weeks old wildtype (WT) and Thbs4-deficient (KO) mice. (C) Toluidine blue staining of the tibia growth plates
from 6 weeks old wildtype (+/+) and Thbs4-deficient (-/-) mice. (D) Quantification of the tibial growth plate
width (GPW) in wildtype (WT) and Thbs4-deficient (KO) mice at 6 and 26 weeks of age. (E) Quantification of
the lengths of the proliferative zone (PZ) and hypertrophic zone (HZ) in the same sections. All bars represent
mean + SD (n = 6 per group).

doi:10.1371/journal.pone.0144272.9g002

To assess the articular cartilage phenotype of Thbs4-deficient mice we analyzed sections
from the knee joints of 6, 26 and 52 weeks old mice and determined the thickness of the articu-
lar cartilage layer in three different regions of interest (Fig 4A). Here we found that 26 weeks
old Thbs4-deficient mice displayed significantly reduced articular cartilage thickness in all
regions of interest, both in the femur (Fig 4B) and in the tibia (Fig 4C). This genotype-depen-
dent difference was not observed at the age of 52 weeks, where the articular cartilage thickness
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Fig 3. No impact of Thbs4-deficiency on bone mass or matrix mineralization on a wildtype or Hyp
genetic background. (A) Von Kossa/van Gieson staining of spine sections from 6 and 26 weeks old wildtype
(+/+) and Thbs4-deficient (-/-) mice. (B) Quantification of the trabecular bone volume per tissue volume (BV/
TV) and trabecular thickness (Tb.Th.) in wildtype (WT) and Thbs4-deficient (KO) mice at both ages. Bars
represent mean + SD (n = 6 per group). (C) Xray analysis (top panels) and von Kossa/van Gieson staining of
tibia (middle panels) or spine sections (bottom panels) from 6 weeks old Hyp mice with (+/+) or without (-/-)
Thbs4. (D) Quantification of the growth plate width (GPW) in the tibia (top) or the osteoid volume per bone
volume (OV/BV) from mice of the indicated genotypes. Bars represent mean + SD (n = 5 per group).
Asterisks indicate statistically significant differences towards WT controls (p<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0144272.g003

was similar to 26 weeks old Thbs4-deficient mice in both genotypes. We also determined the
number of chondrocytes per cartilage area in femur and tibia from the respective mice (Fig
5A). Here we did not observe statistically significant differences, and the same was the case for
the percentage of apoptotic cells as assessed by TUNEL assay at the age of 26 weeks (Fig 5B).
Finally, in an attempt to obtain a molecular explanation for the transient phenotype of Thbs4-
deficient mice, we monitored expression of known osteoarthritis susceptibility (OAS) genes
[25-28] in articular cartilage from 26 weeks old mice. Whereas Gdf5 expression was not

+/+ -I-
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Fig 4. Transient thinning of articular cartilage in Thbs4-deficient mice. (A) Von Kossa/van Gieson (left
panels) or toluidine blue staining (right panels) of articular cartilage from the knee joints of 26 weeks old
wildtype (+/+) and Thbs4-deficient (-/-) mice. The three regions of interest for quantification of articular
cartilage width are indicated. (B) Quantification of the articular cartilage width (ACW) in femora from wildtype
(WT) and Thbs4-deficient (KO) mice at 6, 26 and 52 weeks of age. (C) Quantification of the articular cartilage
width (ACW) in femur and tibia sections from the same mice. All bars represent mean + SD (n = 6 per group).
Asterisks indicate statistically significant differences between WT and KO (p<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0144272.g004
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Fig 5. Chondrogenesis is unaffected in articular cartilage in Thbs4-deficient mice. (A) Quantification of
the chondrocyte number per cartilage area in femur and tibia sections from 6, 26 and 52 weeks wildtype and
Thbs4-deficient mice. Bars represent mean + SD (n = 6 per group). (B) Representative images showing
TUNEL-positive cells in articular cartilage from the femora of 26 weeks old wildtype and Thbs4-deficient mice.
The percentage of TUNEL-positive cells is givenon the right. Values represent mean + SD (n = 6 per group).
(C) gqRT-PCR monitioring expression of the indicated genes in articular cartilage of 26 weeks wildtype Thbs4-
deficient mice. Bars represent mean + SD (n = 4). Asterisks indicate statistically significant differences
between WT and KO (p<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0144272.9g005

detectable by qRT-PCR in samples from either genotype, we found no significant changes
between wildtype and Thbs4-deficient mice in terms of Frzb or Matn3 expression (Fig 5C).
Interestingly however, Aspn, encoding a small leucine-rich proteoglycan potentially inhibiting
TGFf3-dependent matrix synthesis [28,29], was expressed at lower levels in articular cartilage
of 26 weeks old Thbs4-deficient mice.

To address the question, if Thbs4-deficiency would affect the severity of joint destruction in
a mouse model of rheumatoid arthritis, we additionally crossed Thbs4-deficient mice with
mice carrying a transgene causing over-expression of human TNFa. [16,17]. Here we found
that the presence of the transgene caused progressive joint swelling of the foot paws together
with a decline in grip strength until the age of 12 weeks, yet Thbs4-deficiency did not signifi-
cantly affect these two clinical scores (S1A Fig). When we histologically analyzed the knee
joints at 12 weeks of age however, we found enhanced destruction of subchondral bone specifi-
cally in Thbs4-deficient TNFo-transgenic mice (S1B Fig). Taken together, these findings
revealed that Thsb4 has a protective role in articular cartilage, although its deficiency does not
affect the affect proliferation or apoptosis of articular chondrocytes.

Since Thbs4 is only one member of a protein family, we next compared expression of all five
thrombospondin-encoding genes in primary chondrocytes from articular and growth plate
cartilage, as well as in synovial fibroblasts. To avoid any cross-contamination of these cell pop-
ulations we again utilized minipigs, where the two types of cartilage, as well as synovial fibro-
blasts can be undoubtedly separated. Using QRT-PCR expression analysis we found that
THBSI1, THBS2, THBS3 and COMP/THBS5 were all expressed in both types of chondrocytes
(Fig 6). With the exception of COMP/THBS5, we also detected their expression in synovial
fibroblasts. In sharp contrast, THBS4 expression was only detected in articular chondrocytes
and not in any of the other cell types.

To analyze a potential impact of THBS4 on the behavior of articular chondrocytes we also
used porcine cells. More specifically, we assessed cellular proliferation (Fig 7A), metabolic
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Fig 6. Porcine THBS4 is specifically expressed in articular chondrocytes. Shown are the results of
qRT-PCR expression analyses for all members of the THBS family, as well as markers for synovial fibroblasts
(FNT), chondrocytes (ACAN, COL2A1) and hypertrophic chondrocytes (COL 10A7). Primary cells (AC,
articular chondrocytes; GP, growth plate chondrocytes; SF, synovial fibroblasts) were derived from 6 weeks
old minipigs. Shown is the relative expression (after normalization to GAPDH) towards the cell type displaying
the highest expression level. All bars represent mean + SD (n = 3).

doi:10.1371/journal.pone.0144272.g006

activity (Fig 7B) and apoptosis (Fig 7C) over 24 hours in primary articular chondrocytes in the
presence of increasing concentrations of human THBS4. As a control we performed the same
assays with conditioned medium (50% final concentration) from cultured porcine synovial
fibroblasts (SF-CM), and again co-administered increasing concentrations of human THBS4.
Here we found that THBS4 did not cause a significant influence on any of the parameters.
Interestingly however, while SF-CM did not affect proliferation or metabolic activity of the
articular chondrocytes, it significantly increased the Caspase-3/7 activity, suggesting a pro-apo-
ptotic influence, which was however unaffected by THBS4. Finally, since COMP/THBS5 has
been shown to mediate chondrocyte attachment in an integrin-dependent manner [30], we
analyzed if THBS4 would serve a similar function. To address this possibility we coated non-
tissue culture plates with THBS4 or COMP, before adding porcine articular chondrocytes in
the presence or absence of an antibody against 81-integrin. After 24 hours we counted

the adherent cells and found that they attached to COMP-coated plates in a 81-integrin-depen-
dent manner (Fig 7D). In contrast, we failed to detect adherent articular chondrocytes on
THBS4-coated plates.

As we observed reduced expression of Aspn in articular cartilage of 26 weeks old Thbs4-defi-
cient, we additionally treated articular chondrocytes for 6 hours with THBS4 and/or SF-CM,
before isolating RNA for qRT-PCR expression analysis. When monitoring expression of the
OAS genes we observed no significant influences of THBS4, either alone or in the presence of
SE-CM (Fig 8A). Importantly however, expression levels of ASPN, FRZB and MATN3 (but not
of GDF5) were remarkably reduced by SF-CM, thus suggesting a direct transcriptional influ-
ence by yet unidentified SF-derived molecules. Based on these findings we additionally moni-
tored expression of COL2A1, ACAN, THBS4 and SDC4, the latter gene encoding a negative

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0144272 December 2,2015 11/18

15



o ®
@ " PLOS I e Skeletal Phenotype of Thbs4-Deficient Mice

A control SF-CM B = control SF-CM

S 200 % 200

,,\2 100 & 100

S z

£ ]

2 = 0

E 0 = 1 10 100 - 1 10 100 E - 1 10 100 - 1 10 100

THBS4 (ng/ml) THBS4 (ng/ml) THBS4 (ng/ml) THBS4 (ng/ml)

C g control SF-CM D -«

8 600 £ 200

= €

o * - =

8 . . =

= @

g 300 E 100

S 3 5

2 o £ o

8 - 1 10 100 - 1 10 100 < -+ -+ - + ant-B1

S THBS4 (ng/ml) THBS4 (ng/ml) non-coated THBS4 COMP

Fig 7. THBS4 does not affect the molecular behavior of porcine articular chondrocytes. (A) BrdU
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indicated. Bars represent mean + SD (n =5). (B) MTT conversion monitoring metabolic activity of porcine
articular chondrocytes under the same conditions. Bars represent mean + SD (n = 5). (C) Caspase-3/7
activity monitoring apoptosis of porcine articular chondrocytes under the same conditions. Bars represent
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indicates a statistically significant of the antibody (p<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0144272.g007

regulator of articular chondrocytes [9]. Again, we failed to detect a significant influence of
THBS4, either alone or in the presence of SF-CM (Fig 8B). In contrast, whereas SF-CM caused
a transcriptional repression of ACAN and THBS4, SDC4 expression was more than 5-fold
induced by SF-CM, thus underscoring the suspected influence of SF-derived molecules on gene
expression in articular chondrocytes. With respect to THBS4 however, our combined results
suggest that it does not act as a signaling molecule directly regulating articular proliferation,
differentiation or gene expression.

Discussion

The thrombospondins represent a family of secreted matricellular proteins potentially regulat-
ing various processes of tissue remodeling [31]. The five Thbs family members can be divided
into two subgroups based on their domain structure and mode of multimerization. Thbs4,
together with Thbs3 and Thbs5, belongs to the second subgroup considered to form a penta-
meric stucture [32]. While mutations of Thbs5, better known as cartilage-oligomeric matrix
protein (Comp), cause two different forms of skeletal dysplasia, the role of Thbs3 and Thbs4 in
the skeleton are still poorly defined [33,34]. More specifically, while a transiently accelerated
endochondral ossification has been reported for mice lacking Thbs3, the skeletal phenotype of
Thbs4-deficient mice has not been analyzed previously. Interestingly however, two recent stud-
ies have identified a specific function of Thbs4 in myocardial remodeling [35,36], thereby
underscoring the relevance of previous findings showing that Thbs4 expression is specifically
induced in hypertrophic or failing hearts [37,38]. More recently, Thbs4-deficient mice were
found to display an altered composition of extracellular matrices in tendons and skeletal mus-
cles, which also affected the physiological functions of both tissues [39].
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Fig 8. THBS4 does not affect gene expression in porcine articular chondrocytes. (A) gRT-PCR
monitoring OAS gene expression in porcine articular chondrocytes treated with human THBS4 and/or SF-CM
for 6 hours. (B) qRT-PCR monitoring expression of COL2A1, ACAN, THBS4 and SDC4 expression in the
same samples. Bars represent mean + SD (n = 4). Asterisks indicate statistically significant differences
towards untreated cells (p<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0144272.g008

Since we have previously identified Thbs4 as a marker of articular cartilage [15], our main
interest was an in-depth skeletal phenotyping of Thbs4-deficient mice, thereby also addressing
the question, whether its increased expression in bones from Hyp mice is relevant for the path-
ogenesis of X-linked hypophosphatemic rickets [24]. Through the use of undecalcified histol-
ogy with subsequent histomorphometry we found that Thbs4-deficiency has no impact on
skeletal growth, bone mass acquisition or skeletal remodeling, and we were able to rule out a
contribution of Thbs4 to the skeletal phenotype of Phex-deficient Hyp mice. We did however
observe a significant reduction of articular cartilage thickness in 26 weeks old Thbs4-deficient
mice when compared to wildtype littermates, although there was no difference found in 6 or 52
weeks old animals. More specifically, it appeared that the age-related gain of articular cartilage
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thickness is abolished in Thbs4-deficient mice, whereas the ageing-associated articular cartilage
degeneration was not accelerated [40-42]. These data indicate that Thbs4 has a protective role
for articular cartilage integrity and suggest that its absence is partially compensated by other
molecules, possibly Thbs family members, thereby preventing complete loss of joint surfaces in
Thbs4-deficient mice. We additionally crossed the Thbs4-deficiency into a TNF-transgenic
background, which is commonly used to study the impact of specific molecules on the severity
of rheumatoid arthritis [16,43,44]. Here we did not observe a significant impact of the Thbs4-
deficiency on two clinical scores of rheumatoid arthritis, i.e. paw swelling and grip strength, yet
loss of subchondral bone was apparently enhanced in Thbs4-deficient TNF-transgenic mice,
thereby supporting the concept that Thbs4 has a protective role in articular cartilage.

With respect to the underlying molecular mechanisms we performed experiments with por-
cine articular chondrocytes, thereby avoiding the principal problem to obtain primary murine
articular chondrocytes at sufficient quantity and without contaminating additional cell types.
Here we administered recombinant human THBS4 to study its potential effects on different
cellular parameters. Using the porcine system additionally allowed us to introduce a control,
i.e. conditioned medium from synovial fibroblasts (SF-CM), since these cells appear to secrete
factors modulating activities of articular chondrocytes [45]. We found, unexpectedly, that
short-term treatment with SF-CM significantly increased Caspase-3/7 activity and SDC#4
expression in articular chondrocyte cultures, while it reduced the expression of genes associ-
ated with osteoarthritis and/or encoding components of the cartilage extracellular matrix,
including THBS4. Albeit interesting and worth being further investigated, the most important
finding related to the present study however was that THBS4 administration did not affect any
of the tested parameters, and it did not protect against the negative influence of SF-CM. There-
fore, although we observed a specific reduction of Aspn expression in 26 weeks old Thbs4-defi-
cient mice, it is unlikely that this alteration is directly caused by Thbs4-deficiency, since our
combined analyses essentially rule out that THBS4 acts as a signaling molecule directly regulat-
ing transcription in articular chondroctes. We additionally performed cell adhesion assays,
thereby confirming that COMP/THBS5 mediates chondrocyte attachment in an integrin-
dependent manner [30], unlike THBS4. Albeit these findings are principally consistent with
the lack of differences regarding cellular density in articular cartilage between wildtype and
Thbs4-deficient mice, they failed to provide a molecular explanation for the observed differ-
ences. Therefore, we can only speculate about the causes of the transient reduction of articular
cartilage thickness in Thbs4-deficient mice. However, since Thbs4 has been shown to interact
with various matrix molecules [46], this phenotype might be related to subtle differences in
extracellular matrix integrity, similar to the tendons, where Thbs4-deficiency affects collagen
fibrillogenesis [39].

The absence of evidence supporting a function of THBS4 as a signaling molecule essentially
rules out the possibility that the development of drugs activating THBS4 is a possible approach
for the treatment of osteoarthritis. However, since THBS4, in contrast to the other THBS family
members or additional matrix proteins, such as type-II-collagen or aggrecan, is specifically
expressed by articular and not by growth plate chondrocytes, monitoring THBS4 expression
could still be useful for the quality control of tissue-engineered articular cartilage [15]. In the
same line of thought, it is reasonable to hypothesize that THBS4 or THBS4 fragments could
serve as biomarkers to monitor joint destruction. In fact, while it is obvious that the introduc-
tion of disease-specific biomarkers, such as PSA for prostatic hyperplasia, has revolutionized
disease management in the last decades, a screening or treatment monitoring for osteoarthritis
is still not possible, since specific markers of articular cartilage remain to be identified [47]. We
therefore measured THBS4 serum concentrations in individuals with mono-osteoarthritis
(S2A Fig) or poly-osteoarthritis (52B Fig) using a commercially available ELISA against intact
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THBS4. Although we found that the latter group displayed higher circulating levels of intact
THBS4, the difference towards individuals with mono-osteoarthritis or controls was not signif-
icant (S2C Fig). This implies that THBS4 is most likely not a valid biomarker of human osteo-
arthritis, yet it might be useful to analyze a larger number of individuals, also including cases
with other causes of articular cartilage loss (such as rheumatoid arthritis), and to analyze for
the presence of THBS4 cleavage products that are potentially generated in specific pathological
settings.

Supporting Information

S1 Fig. Loss of subchondral bone in TNF-transgenic Thbs4-deficient mice. (A) Quantifica-
tion of foot paw swelling (left) and grip strength (right) over time in TNF-transgenic mice with
(WT) or without (KO) a functional Thbs4 allele. Values represent mean + SD (n = 4 per
group). (B) Von Kossa/van Gieson staining of knee joints from 12 weeks old TNF-transgenic
mice with (+/+) or without (-/-) a functional Thbs4 allele. The quantification of the subchon-
dral bone volume is given on the right. Bars represent mean + SD (n = 4 per group). Asterisks
indicate statistically significant differences between WT and KO (p<0.05).

(TIF)

S2 Fig. THBS4 concentrations in sera from individuals with osteoarthritis. (A) Age and
gender distribution of individuals with mono-osteoarthritis (n = 20). (B) Age and gender distri-
bution of individuals with poly-osteoarthritis (n = 21). (C) THBS4 concentrations in the sera
from patients with mono-osteoarthritis (mOA) or poly-osteoarthritis (pOA). The dotted red
line indicates the mean serum concentration measured in 6 control individuals without osteo-
arthritis.

(TIF)
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Supplemental Figures
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S1 Fig. Loss of subchondral bone in TNF-transgenic Thbs4-deficient mice. (A) Quanti-
fication of foot paw swelling (left) and grip strength (right) over time in TNF-transgenic mice with
(WT) or without (KO) a functional Thbs4 allele. Values represent mean = SD (n = 4 per group).
(B) Von Kossal/van Gieson staining of knee joints from 12 weeks old TNF-transgenic mice with
(+/+) or without (-/-) a functional Thbs4 allele. The quantification of the subchondral bone
volume is given on the right. Bars represent mean £ SD (n = 4 per group). Asterisks indicate
statistically significant differences between WT and KO (p<0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0144272.s001
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S2 Fig. THBS4 concentrations in sera from individuals with osteoarthritis. (A) Age and
gender distribution of individuals with mono-osteoarthritis (n = 20). (B) Age and gender
distribution of individuals with poly-osteoarthritis (n = 21). (C) THBS4 concentrations in the sera
from patients with mono-osteoarthritis (MOA) or poly-osteoarthritis (pOA). The dotted red line
indicates the mean serum concentration measured in 6 control individuals without osteoarthritis.
doi:10.1371/journal.pone.0144272.s002
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Il.  Einleitung

Die primére Arthrose ist eine degenerative Erkrankung des Gelenks, die durch die
Destruktion des Gelenkknorpels sowie Verdnderungen von Synovialmembran und
subchondralem Knochen charakterisiert ist. Aufgrund der daraus resultierenden
Funktionseinschrankung gilt sie als eine der haufigsten Ursachen fir Behinderung und
stellt eine besondere soziodkonomische Herausforderung fir das Gesundheitssystem
dar.>™* In Deutschland betrégt die Lebenszeitpravalenz der Arthrose nach jetzigem Stand
23,8% (Frauen: 27,8%, Manner: 19,7%), wahrend die verursachten Kosten im Jahre
2008 bei 7,62 Milliarden € lagen, was 3% der gesamten Gesundheitskosten entsprach.>®
Als Risikofaktoren werden allen voran ein hohes Alter, Ubergewicht, Traumata und ein

weibliches Geschlecht aufgefihrt.

Klinisch manifestiert sich die Erkrankung durch Schmerzen und eine Bewegungs-
einschrankung der betroffenen Gelenke. Dabei kénnen prinzipiell alle Gelenke des
Kdrpers involviert sein, Hufte und Knie nehmen jedoch eine tbergeordnete Rolle ein.
Im Frihstadium &ulert sich die Arthrose h&ufig nur unter Belastung schmerzhaft,
jedoch nimmt sie einen progredienten Verlauf und flhrt in spateren Stadien zu
Dauerschmerzen und einer erheblich eingeschrankten Mobilitat. Dieser Prozess kann
mehrere Jahrzehnte andauern und erfolgt interindividuell sehr variabel. Neben der
dominierenden Schmerzsymptomatik kommt es haufig zu rezidivierenden Synovitiden,
welche sich durch Schwellung des Gelenks prasentieren. Infolge der degenerativen
Prozesse kann es zusatzlich zu Veradnderungen des subchondralen Knochens kommen,
was zur Ausbildung von Osteophyten fiihren kann.” Ebenso kénnen Strukturen wie
Muskeln, Bénder und Menisken Schaden davontragen.®

Aufgrund der lang andauernden Latenzphase und der sehr geringen regenerativen
Fahigkeiten des Gelenkknorpels sind Diagnostik und Friiherkennung der Arthrose von
extrem groRer Bedeutung.® Allerdings erweist sich die Bildgebung mittels
konventioneller Réntgenanalyse als wenig aussagekréftig, auch die Magnet-Resonanz-
Tomographie ist wegen hoher Kosten und geringer Sensitivitat fur die Diagnosefindung
ungeeignet: So gibt es Patienten mit strukturellen (radiologisch sichtbaren) Zeichen der
10-12

Arthrose, wahrend sich diese klinisch unaufféallig prasentieren und vice versa.

Erschwerend kommt das Fehlen von validen laborchemischen Markern hinzu, die
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eindeutig mit der Schwere der Gelenkdestruktion korrelieren. Ein solcher Biomarker
kdnnte eine objektive Methode zur Friherkennung (im Sinne eines Screenings), zur
Beurteilung der Krankheitsprogression und der Wirksamkeit potentieller Medikamente

darstellen.>°

Die therapeutischen Mdglichkeiten zur konservativen Behandlung der Arthrose sind
stark limitiert und rein symptomatischer Natur. Bis dato gibt es keine zugelassenen
Medikamente, die einer kausalen Therapie entsprechen und das Fortschreiten der
Erkrankung verhindern konnen (Disease modifying osteoarthritis drug, DMOAD). Zur
Linderung der Schmerzsymptomatik werden zumeist nicht-steroidale Antirheumatika
(NSAR) eingesetzt, welche bei chronischem Gebrauch bedeutende gastrointestinale,
kardiale und renale Nebenwirkungen aufweisen.'*® Begleitend zu einer medi-
kamentGsen Therapie ist ein gesunder Lebensstil von groRer Bedeutung — insbesondere
Risikogruppen gehdren diesbezuglich besser aufgekléart. Eine Gewichtsreduktion bei
Ubergewichtigen Patienten gilt demnach als eine der effektivsten Methoden, um die
Symptome zu lindern. Des Weiteren ist eine moderate Bewegung in Form von Gelenk-

schonendem Sport oder Physiotherapie zu empfehlen.'®%

Aufgrund des progredienten Krankheitsverlaufs ist eine operative Therapie indes hdufig
unausweichlich. Mittels Arthroskopie konnen einerseits Defekte der Knorpeloberflache
geglattet und beseitigt werden (Débridement), andererseits koénnen verschiedene
knochenmarkstimulierende Methoden (Abrasionsarthroplastik, Mikrofrakturierung,
Pridie-Bohrung) angewendet werden, um die Neubildung von Knorpel anzuregen —
hierbei entsteht ein fibrokartilaginares Gewebe, welches dem hyalinen Gelenkknorpel
jedoch in seinen biomechanischen Eigenschaften qualitativ unterlegen ist. Im Gegensatz
dazu werden bei der Osteochondralen Transplantation (Osteochondral autograft
transplantation, OAT) ganze Knorpel-Knochen-Stanzzylinder aus einem intakten und
minderbelasteten Bereich des Gelenks enthnommen und an die Stelle des Defekts
transplantiert. Bei groRflachigen Schéden greift man dagegen auf die Autologe
Chondrozyten-Implantation (ACI) zurlck. Bei dieser Methode werden lediglich
Knorpelzellen aus einem ebenfalls nicht belasteten Bereich des Gelenks entnommen,
daraufhin in vitro kultiviert und in einem zweiten Eingriff an den Defektstellen

reimplantiert. %%
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Die Ultima Ratio in der Therapie der Arthrose stellt die Versorgung mit einer
Totalendoprothese (TEP) dar. Bei diesem Verfahren wird das geschadigte Gelenk in
toto entfernt und durch ein kinstliches Implantat ersetzt. Allein im Jahre 2014 wurden
in Deutschland 409.050 Patienten mit der Hauptdiagnose Arthrose vollstationar
behandelt, wobei insgesamt 292.970 TEPs an Knie und Hiifte eingesetzt wurden.?*®
Lediglich die Schweiz weist im internationalen Vergleich eine hohere Rate an

Implantationen in Relation zur Bevélkerung auf.?®

Die eingeschréankten medikamentdsen Behandlungsoptionen und die hohe Zahl an
chirurgischen Eingriffen sind dabei als Folge eines unverstandenen Pathomechanismus
zu sehen. Das Gelenk als eigenstandiges Organ stellt ein komplexes Netzwerk von
Interaktionen zwischen Knorpel, Knochen, Synovialmembran und Synovialflissigkeit
dar — selbst ein Einfluss von angrenzenden Ligamenten und Muskeln auf die
Gelenkhomdostase ist denkbar. Um die Atiologie der Arthrose zu ergriinden, wird es
daher von entscheidender Bedeutung sein, die physiologischen Prozesse innerhalb des
Gelenks besser zu verstehen. Wéhrend sich die aktuelle Literatur mehrheitlich mit
Modellen und Geweben beschaftigt, die bereits ein erkranktes Gelenk reprasentieren,

fokussierten wir uns auf Mechanismen im physiologischen Zustand.

Zentrale Fragen im Rahmen dieser Arbeit waren, ob synoviale Fibroblasten und deren
Produkte einen regulatorischen Einfluss auf Chondrozyten haben und ob sich von den
molekularen Unterschieden der Chondrozyten des Gelenks und denen der
Wachstumsfuge Ruckschlisse auf die besonderen Eigenschaften des Gelenkknorpels

ziehen lassen.
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I11. Darstellung der Publikation

In einer vorangegangenen Arbeit aus dem Jahre 2010 wurden im Institut fir Osteologie
und Biomechanik (IOBM) mittels einer genomweiten Expressionsanalyse spezifische
Marker von porcinen artikuldren Chondrozyten identifiziert.® Die zweithochste
Spezifitat in vivo liel’ sich dabei fiir THBS4 (Thrombospondin-4) nachweisen.

Die Familie der Thrombospondine stellt eine Gruppe von funf Glykoproteinen dar, die
in verschiedensten Geweben des Korpers an der Organisation der extrazellularen Matrix
(EZM) beteiligt sind — so auch in Knochen und in Knorpel.?”*® Obwohl die Interaktion
von THBS4 mit verschiedenen fibrillaren Kollagenen ebenso wie fur Thrombospondin-
5 (Cartilage Oligomeric Matrix Protein, COMP) beschrieben wird,?* ist die
Bedeutung von THBS4 fir die Funktionalitat des Skelettsystems noch ungeklart. Aus
diesem Grund wurde ein Thbs4-defizientes Mausmodell untersucht und dessen

skelettaler Phanotyp im Zuge dieser Publikation analysiert.

Der erste Teil der Analysen zielte allen voran auf die morphometrische
Charakterisierung des Skelettsystems der Thbs4-defizienten Mé&use ab, da in Wildtypen
eine starke Expression von Thbs4 in artikularem Knorpel sowie kortikalem Knochen
nachgewiesen werden konnte (Fig. 1A). Hierbei konnten jedoch weder per
Rontgenuntersuchung noch per Histomorphometrie Verédnderungen gegeniber Wildtyp-
Tieren festgestellt werden (Fig. 2A-E, 3A, 3B).

Eine andere Fragestellung ergab sich aufgrund der Erkenntnis, dass Thbs4 im Knochen
von Hyp-Madusen tberexprimiert wird. Hyp-Méause weisen eine Deletion innerhalb des
Phex-Gens auf und zeigen so den Phanotyp der X-chromosomalen hypo-
phosphatamischen Rachitis (X-linked hypophosphatemic rickets, XLHR), welcher sich
durch skelettale Deformitaten und Wachstumsretardierung manifestiert.®*** Die
ubermélige Expression von Thbs4 wird hierbei als mdgliche Ursache fir eine
verringerte Mineralisation diskutiert,® weshalb wir Thbs4-defiziente Hyp-Méause
generierten. Der Phénotyp dieser zeigte jedoch weder radiologisch noch histologisch
oder histomorphometrisch Unterschiede zu dem der Hyp-Mause (Fig. 3 C, D). Somit
konnten wir nicht nachweisen, dass THBS4 in der Pathogenese der XLHR von

entscheidender Bedeutung ist.
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Des Weiteren untersuchten wir, ob THBS4 oder dessen Fehlen einen Einfluss auf die
Differenzierung oder Morphologie von artikuldren Chondrozyten hat. Daher verglichen
wir die Dicke der Gelenkknorpelschicht im Knie von 6, 26 und 52 Wochen alten
Wildtyp- und Knockout-Mé&usen miteinander. Hierbei stellten wir in den 26 Wochen
alten Thbs4-defizienten M&usen eine signifikant geringere Knorpelschichtdicke als in
den Wildtypen fest, welche sich im Alter von 52 Wochen jedoch wieder angeglichen
hatte (Fig. 4A, B, C). Weiterhin verglichen wir in 26 Wochen alten Mausen die
Expression von Genen, fiir die Mutationen beschrieben sind, welche mdéglicherweise fir
die Entstehung von Arthrose pradestinieren (= susceptibility genes): Aspn,*** Frzb,*
Gdfs ¥ und Matn3.® Hierbei zeigte lediglich Aspn eine Abweichung, namlich eine
verringerte Expression in den Thbs4-defizienten Mausen (Fig. 5C), wahrend Gdf5

weder in den Knockouts noch in den Wildtypen detektiert werden konnte.

Die Beobachtung der unterschiedlich dicken Knorpelschicht in den 26 Wochen alten
Mausen und vielmehr noch die stattgefundene Kompensation im Alter von 52 Wochen
legten die Vermutung nahe, dass im Gelenk komplexe Regulationsmechanismen fiir den
Erhalt der physiologischen Knorpelschicht verantwortlich sind. Aufgrund dieser
Erkenntnis wurde der Fokus fortan auf die Erforschung eben dieser Prozesse gerichtet,

was gleichzeitig den Beginn meiner Arbeiten darstellt.

Fur alle weiteren Analysen griffen wir als Tiermodell auf 6 Wochen alte Minipigs
zurlick, da diese fiir die Kultivierung der gewtinschten Zellen viele Vorteile aufweisen:
Im Gegensatz zum Mausmodell lasst sich deutlich mehr Gewebe isolieren, die
eindeutige Trennung von Knorpel des Gelenks und der Wachstumsfuge wird ermdglicht

und ebenso wird die spezifische Extraktion der Synovialmembran erleichtert.

Zu Beginn verglichen wir die Expression aller finf Thrombospondine in diesen drei
Geweben miteinander. Aufféllig war hierbei, dass die Expression von THBS1, THBS2
und THBS3 in Zellen all dieser Gewebe nachweisbar war, wahrend COMP nicht in
Synoviozyten detektiert werden konnte und THBS4 spezifisch in Zellen des

Gelenkknorpels exprimiert wurde (Fig. 6).

Um eine maogliche regulatorische Funktion von THBS4 auf primdre artikulare

Chondrozyten zu Uberprifen, analysierten wir die Zellproliferation (Fig. 7A), die
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Stoffwechselaktivitat (Fig. 7B) und die Caspase-3/7-Aktivitat als Zeichen der Apoptose
(Fig. 7C) in den kultivierten Zellen. Hierbei fugten wir verschiedene Konzentrationen
an THBS4 zu und nutzten ein durch Synoviozyten konditioniertes Medium (synovial
fibroblast conditioned medium, SF-CM) als Kontrolle. Wahrend die Zugabe von
THBS4 keinen Einfluss auf die drei Parameter hatte, zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat durch die Stimulation mit SF-CM. Da COMP eine
Rolle fiir die Adhasion von Chondrozyten zugeschrieben wird,* priiften wir auRerdem,
ob dies fur THBS4 ebenfalls zutrifft — konnten dies jedoch nicht zeigen (Fig. 7D).

Im weiteren Verlauf untersuchten wir den Effekt von THBS4 auf die Genexpression der
primdren Chondrozyten, da wir in Thbs4-defizienten Mausen eine signifikant
verringerte Expression von Aspn nachweisen konnten. Hierzu behandelten wir die
kultivierten Chondrozyten uber einen Zeitraum von 6 h mit THBS4 in verschiedenen
Konzentrationen. Ebenso untersuchten wir den Einfluss vom SF-CM auf die Expression
verschiedener Gene, da fur jenes ein pro-apoptotischer Effekt vermutet werden konnte
(Fig. 7C). Wie zuvor hatte THBS4 hierbei keinerlei Einfluss auf die Genexpression der
Chondrozyten, wohingegen das SF-CM jene modifizierte (Fig. 8A, B). Bis auf GDF5
wurde die Expression aller susceptibility genes durch das konditionierte Medium
signifikant reprimiert, ebenso die Expression von THBS4 und ACAN, welches fiir einen
der beiden Hauptbestandteile der EZM des Knorpels, Aggrecan, codiert. Einzig die
Expression von SDC4 wurde durch das SF-CM signifikant induziert, was gerade
deshalb von Interesse sein konnte, da Syndecan-4 katabole Prozesse im Knorpel

aktiviert und so beispielsweise den Abbau von Aggrecan stimuliert.*°

AbschlieBend gingen wir der Frage nach, ob THBS4 aufgrund seiner Spezifitat in
Gelenkknorpel gegenlber Knorpel der Epiphysenfuge als Biomarker fir Arthrose
geeignet sein konnte. Hierzu maRen wir die Konzentration von THBS4 im Serum von
Patienten mit Monoarthrose, Polyarthrose und Kontrollpersonen ohne Arthrose, wobeli
sich kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen nachweisen liel3 (Suppl. Fig.
S2C).

In der hier vorgelegten Publikation konnten relevante neue Erkenntnisse Uber die
Bedeutung von Thrombospondin-4 fir die Entwicklung und Differenzierung des

Skelettsystems gewonnen werden. Wahrend flr das extrazelluldre Proteoglykan weder

30



eine entscheidende Funktion im Knochenstoffwechsel noch eine Bedeutung fur die
Pathogenese der XLHR nachgewiesen werden konnte, ergaben sich aus den Analysen
des Knorpels interessante Ideen und Ansatze.

Histologisch konnte bei 26 Wochen alten Thbs4-defizienten Mdusen eine signifikant
geringere Knorpelschichtdicke verglichen mit den Wildtypen festgestellt werden. In den
Wildtypen war eine Zunahme der Dicke von Woche 6 bis Woche 26 zu beobachten, um
anschlieBend bis Woche 52 wieder abzunehmen. Im Gegensatz dazu blieb sie in den
Thbs4-defizienten Mausen Uber den gesamten Zeitraum beinahe konstant. Eine
mogliche Erklarung hierfur ergibt sich aus der signifikant erhdhten Expression von
Aspn in den Wildtypen im Alter von 26 Wochen. Asporin ist ein extrazellulares
Proteoglykan aus der Familie der small leucine-rich repeat proteoglycans (SLRP) und
wird verstarkt in arthrotischem Gelenkknorpel exprimiert.** Es bindet an Transforming
growth factor beta (TGF-B) und verhindert so die vermehrte Expression von

1,342 was wiederum die

Bestandteilen der EZM wie Aggrecan und Kollagen-Typ-I
Abnahme der Knorpelschichtdicke in den Wildtypen erklaren koénnte. Die fehlende
Zunahme der Knorpelschichtdicke in den Thbs4-defizienten Méusen dagegen spricht
dafur, dass THBS4 zur vollstdndigen Ausbildung des Gelenkknorpels notwendig ist und

hier vor allem in der frihen Entwicklungsphase einen protektiven Faktor darstellt.

Unabhangig davon, wie man die einzelnen Phasen auch interpretiert, scheinen das
Knorpelwachstum und dessen Entwicklung streng reguliert zu sein. Trotz einer bis zu
doppelt so breiten Knorpelschicht der Wildtypen im Alter von 26 Wochen war sie im
Alter von 52 Wochen wieder mit der der Thbs4-defizienten Mause vergleichbar. Die
These wird dadurch unterstitzt, dass ein durch synoviale Fibroblasten konditioniertes
Medium (SF-CM) bedeutenden Einfluss auf das Genexpressionsmuster der
Chondrozyten hat. Besonders auffallig ist hierbei, dass neben der Expression von Thbs4
auch die der beiden Hauptbestandteile der EZM, Aggrecan und Kollagen-Typ-II,
verringert wird und diesem Medium ein potentiell destruktiver Effekt zugeschrieben

werden kodnnte.
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IV. Weiterfuhrende Arbeiten & Ausblick

Noch weit in das 20. Jahrhundert hinein galt die primére Arthrose als eine Erkrankung,
die infolge von starker Belastung und VerschleiR der Gelenke zur Zerstorung des
artikulierenden Knorpels fiihrt.** Diese Ansicht hat sich in den letzten Jahrzehnten
deutlich gewandelt, so dass man heute in der Pathogenese der Arthrose ein
multifaktorielles Geschehen vermutet, welches mit Veranderungen aller beteiligten
Gewebe einhergeht.®*** Dies ergibt ein groBes Netzwerk an EinflussgroRen auf die
Gelenkhomoostase, wobei jeder dieser Faktoren potentiell Effektor als auch Rezeptor
sein konnte. Die Herausforderung wird darin bestehen, die einzelnen Interaktionen der
beteiligten Zelltypen zu charakterisieren, um physiologische Regulationsmechanismen
und weiterhin die Atiologie der priméren Arthrose aufzudecken.

Auf Grundlage der oben dargestellten Publikation, in der wir einen Effekt von SF-CM
auf die Genexpression und Apoptoserate von artikularen Chondrozyten nachweisen
konnten, versuchten wir in weiterfuhrenden Experimenten die Regulation von
Chondrozyten durch Synoviozyten naher zu beschreiben. Zundchst untersuchten wir,
welchen Effekt das SF-CM auf Chondrozyten der Wachstumsfuge hat. Hier konnten wir
ahnliche Tendenzen wie bei artikularen Chondrozyten feststellen. Diese beiden
Zelltypen scheinen sich auf molekularer Ebene demnach kaum zu unterscheiden —
moglicherweise spielt die Anwesenheit synovialer Sekretionsprodukte eine
entscheidende Rolle fiir die unterschiedliche Differenzierung dieser Zelltypen im
Organismus. Um diesen Einfluss besser zu verstehen, kultivierten wir primare
Chondrozyten von Minipigs, stimulierten diese ber einen Zeitraum von je 2, 6 und 24
h mit SF-CM und untersuchten die Expression einer Vielzahl relevanter Gene im
Zeitverlauf mittels gRT-PCR.

Neben einer signifikant verringerten Expression von ACAN, COL2A1 und allen
susceptibility genes bis auf GDF5 nach 24 h (Abb. 1A) zeigte sich bereits nach 6 h eine
signifikant verstarkte Expression von SDC4 (Abb. 1B), wobei sich diese Ergebnisse
auch mit humanen Synoviozyten reproduzieren lieBen (Abb. 1C). Syndecan-4 ist
bekannt dafiir, die Synthese der Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP3) und der
Aggrecanase-2 (A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif
5, ADAMTS5) zu regulieren. Die Ubermaliige Expression flihrt somit zu verstarktem
Abbau von Aggrecan und Kollagen-Typ-Il, wahrend Sdc4- und Adamts5-defiziente

Mause vor einem solchen geschiitzt sind.*****® Im Einklang mit der Literatur konnten
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wir ebenfalls einen massiven Anstieg der Expression von MMP3 und ADAMTS5
nachweisen (Abb. 1D). Zusétzlich wurde durch die Stimulation der Chondrozyten mit
SF-CM die Expression von MMP13 (Matrix-Metalloproteinase 13), S100A8 (S100
calcium-binding protein A8) und S100A9 (S100 calcium-binding protein A9) signifikant
induziert, wobei fur letztere ein knorpelschédigender Effekt bei begleitender Synovitis
beschrieben ist.*®
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Abbildung 1: Synoviozyten-konditioniertes Medium beeinflusst die Genexpression von artikularen
Chondrozyten. (A) Gene, deren Expression in porcinen artikuldren Chondrozyten durch Synoviozyten-
konditioniertes Medium reprimiert wird. (B) SDC4-Expression in porcinen aritkuldren Chondrozyten
nach Zugabe von Synoviozyten-konditioniertem Medium. (C) Genexpression nach 6 h Stimulation mit
humanem Synoviozyten-konditionierten Medium. (D) Expression von SDC4-induzierten Genen in
porcinen artikuldren Chondrozyten nach Zugabe von Synoviozyten-konditioniertem Medium.

Um den moglichen regulierenden Faktor des durch Synoviozyten konditionierten
Mediums ausfindig zu machen, wendeten wir Hochleistungsflussigkeitschromato-
graphie (high performance liquid chromatography, HPLC) an. Mit Hilfe dieser
Methode konnten wir die Proteine des Mediums nach ihrer GroR3e auftrennen und es
gelang uns, den oben beschriebenen Effekt zu isolieren. Mittels Gelelektrophorese

(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel -electrophoresis, SDS-PAGE) und
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Massenspektrometrie versuchten wir, den Effektor zu identifizieren, konnten diesen

bisher jedoch nicht endgultig charakterisieren (Abb. 2).
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Abbildung 2: SDC4- und MMP3-Expression in artikularen Chondorzyten wird durch einen
Proteinkomplex mit einer Molekilmasse von etwa 40 kDa induziert. (A) Elutionsprofil der
Flussigkeitschromatographie mit Detektion von Proteinen (schwarze Linie) und der Leitfahigkeit (rote
Linie). (B) SDC4-Expression nach 6 h Stimulation mit den angegebenen Fraktionen der Fliissigkeits-
chromatographie. (C) MMP3-Expression in den selben Proben. (D) Coomassie-Farbung des Gels nach
SDS-PAGE der angegebenen Fraktionen der Flussigkeitschromatographie.
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Im weiteren Verlauf werden wir mittels Amicon-Ultrafiltration die MolekilgroRe des
regulierenden Faktors weiter eingrenzen, um diesen in Zukunft eindeutig identifizieren
zu konnen. Der Nachweis eines solchen Molekiils wirde weiterhin neue Ansatze fur

Diagnostik und Therapie ermdglichen.

Zusatzlich fihrten wir eine Genchip-Analyse durch, mit der wir uns einen Uberblick
uber alle Gene verschaffen konnten, deren Expressionsrate durch die Stimulation mit
SF-CM beeinflusst wurde (Abb. 3A). Unter den mehr als 2300 untersuchten Genen
zahlten neben bereits untersuchten (MMP3, MMP13, S100A8, S100A9) auch viele
immunologisch bedeutsame Gene (IL1RN, IL6, TNF) zu den am stérksten induzierten
Genen. Wahrend die Expression von S100A8 und S100A9 gleichermalien in artikularen
Chondrozyten und Chondrozyten der Wachstumsfuge induziert wurde, konnte fur
MMP3 und MMP13 eine starkere und deutlich spezifischere Expression in artikul&ren
Chondrozyten nachgewiesen werden (Abb. 3B, C).

>
W

Gen Kontrolle SF-CM SLR : 507
SULTIE1 0,1 161,6 10,3 =
XIRP1 07 918,0 9,3 § 1009
IL1RN 2.8 779.4 7.8 8
BATF3 54 17419 6,2 G 504
GJAS 13 103,3 6,0 T
L6 437 2884,1 59 ]
S100A8 16,1 906,6 56 L
ARG1 10,2 442,8 56 e
LIF 67 290,3 55 C S100A8 S100A9
S100A9 10,7 548,6 55 e
PLAT 12,9 1064,5 53 c .
IL18BP 202 1078,7 5,3 § wl )
MMP13 4,6 188,9 5.2 s
CFD 14 616 5,1 8
MMP3 128 2356 4 42 z | . R )
sDc4 33,3 355,6 33 ole U el Ol
AC GP AC GP
I MMP3 I I MMP13 I

Abbildung 3: MMP3 und MMP13 werden durch Synoviozyten-konditioniertes Medium spezifisch
in artikuldren Chondrozyten induziert. (A) Gene in artikuldren Chondrozyten, deren Expression durch
6 h Stimulation mit Synoviozyten-konditioniertem Medium (SF-CM) induziert wird unter Angabe des
Signal Log Ratio (SLR). (B) S100A8/9-Expression in Chondrozyten des Gelenks (AC) und der
Wachstumsfuge (GP) nach 6 h Stimulation mit Synoviozyten-konditioniertem Medium. (C) MMP3/13-
Expression in den selben Proben.
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Diese Ergebnisse legten friih die These nahe, dass synoviale Fibroblasten einen
katabolen Effekt auf den artikularen Knorpel haben koénnten. Da sich die
Synovialflissigkeit jedoch zugleich aus Produkten der Synoviozyten und
Plasmabestandteilen zusammensetzt,®® konnten letztere den genannten Effekt
moglicherweise kompensieren. Dies Uberpriften wir, indem wir Chondrozyten mit
porciner Synovialflussigkeit stimulierten. Im Vergleich zum SF-CM zeigte die
Synovialflissigkeit hierbei einen gegensétzlichen Effekt, so dass die Expression von
SDC4 verringert wurde. Interessanterweise lie3 sich dieser Effekt ebenfalls erzielen,
wenn wir Chondrozyten mit einem Gemisch aus SF-CM und porcinem Serum
stimulierten. Die gleiche Beobachtung konnten wir auch fur die Expression von
ADAMTS5 und MMP3 machen (Abb. 4). Dies spricht folglich dafir, dass die
Synoviozyten und ihre Sekretionsprodukte entscheidend fiir die Regulation von
Chondrozyten sind, wobei die Balance zwischen anabolen und katabolen Prozessen
gegeben sein muss, um eine physiologische Knorpel- und Gelenkfunktion zu erhalten.

100- -
50
15+

104

Rel. Genexpression

SDC4 ADAMTSS

Abbildung 4: Serumbestandteile kdnnen den Effekt synovialer Sekretionsprodukte auf artikulére
Chondrozyten kompensieren. Expression von SDC4, ADAMTS5 und MMP3 nach Stimulation mit
porciner Synovialflussigkeit (SF) und Synoviozyten-konditioniertem Medium ohne Serum (-) und nach
Zugabe von porcinem Serum (+) zu einer Endkonzentration von 30%.

Wahrend fiir die rheumatoide Arhtritis bereits ein &hnliches Modell mit Beteiligung der
synovialen Fibroblasten beschrieben ist, bei welchem es zu einer Stérung des

152 wird

Gleichgewichts zwischen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren kommt,
zunehmend auch eine Rolle des Immunsystems in der Pathogenese der primaren
Arthrose vermutet.>*™>" Mikrotraumata konnten beispielsweise ursachlich fiir Lasionen

des Gelenkknorpels sein, dessen Abbauprodukte von Zellen der Synovialmembran als
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fremd erkannt werden und so eine lokale Entziindungsreaktion hervorrufen. Die
vermehrte Synthese pro-inflammatorischer Mediatoren wurde im Umkehrschluss erneut
Knorpelschaden verursachen und somit einen ,, Teufelskreis“ erzeugen, der sich in einer
progredienten Zerstorung des Gelenks aufiert.

Hinweise hierfir liefert beispielsweise die Tatsache, dass die Ausprédgung einer
Synovitis — einer entzindlichen Schwellung der Synovialmembran — mit der Schwere
der Arthrose korreliert.”®®® Ebenso werden héhere systemische Konzentrationen von
Entziindungsparametern mit einer starkeren Progredienz der Erkrankung in Verbindung

gebracht,®*%

wobei Synoviozyten selbst zu einer inflammatorischen Reaktion
beitragen, indem sie Zytokine, Komplementfaktoren und weitere immunologisch
bedeutsame Mediatoren sezernieren.®®®” Infolge der lokalen Entziindungsreaktion
kommt es zu einer verstarkten Aktivierung verschiedener Kollagenasen und
Aggrecanasen. Die am besten untersuchten Effektoren sind dabei Interleukin-1p (IL-
1B), TNFa und Interleukin-6 (IL-6), die ebenso wie Komplementfaktoren destruktiv

wirken konnen.®

IL-1B  verringert einerseits die Synthese von Kollagen-Typ-1l sowie von

Proteoglykanen,®®"

MMP13, ADAMTS4 und IL-6."""* Da es auRerdem die Expression von Caspase-3 und
75,76

andererseits induziert es die Synthese von MMP1, MMP3,
-7 verstarkt, scheint es die Apoptoserate in Chondrozyten zu erhdhen. TNFa agiert
synergistisch zu IL-1p und mindert die Synthese von EZM-Molekdilen bei gleichzeitiger
Induktion von Kollagenasen und Aggrecanasen.”””® Beide vorgenannten steigern dabei
die Produktion von I1L-6,"° welches wiederum STAT3-vermittelt die Synthese von

Kollagen-Typ-II mindert, 28!

82,83

wahrend es in Kombination mit IL-1p die Expression von

MMPs induzieren kann.

Ein weiterer interessanter Aspekt ergibt sich bei der Betrachtung von Ubergewicht als
Risikofaktor fur die primare Arthrose. Lange Zeit nahm man an, dass es durch eine
erhohte mechanische Belastung zur verstarkten Gelenkschédigung k&me. Dies mag
schliissig erscheinen, lasst sich jedoch nicht mit der Beobachtung in Einklang bringen,
dass Ubergewicht das Risiko fir Arthrose in der Hand — einem wenig belasteten Gelenk
— erhoht.2*® Vielmehr kénnten Adipokine der Grund fiir eine deutlichere Schadigung
des Knorpels sein. Dies sind Zytokine, welche in Adipozyten synthetisiert werden und

deren Plasmakonzentration dementsprechend von der Masse an Fettgewebe abhéngig
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ist.®® Mehrere Mitlgieder der Adipokin-Familie wie Leptin, Resistin und Visfatin

scheinen dabei einen Einfluss auf die Sekretion von MMPs und weiteren Zytokinen im

Gelenk zu haben.®~*

Das Ratsel um die Pathogenese der Arthrose ist nach wie vor ungeltst. Grund hierfur ist
ein komplexes Netzwerk an Faktoren, die an der Aufrechterhaltung der Gelenk-
homdoostase beteiligt sind. Wéhrend sich all diese vermutlich gegenseitig beeinflussen,
konnte bereits die Schadigung eines einzelnen Gewebes die Zerstérung aller anderen
Gewebe nach sich ziehen. Somit scheint die Hypothese, Arthrose sei eine
knorpelspezifische Erkrankung, obsolet. Vielmehr wird es zur Klarung der
pathophysiologischen Mechanismen entscheidend sein, das Gelenk als gesamtes Organ
zu betrachten und dabei die physiologischen Mechanismen und Interaktionen zwischen
den beteiligten Geweben zu verstehen. In der hier vorgelegten Arbeit konnten wir neue
Erkenntnisse zur Wechselbeziehung zwischen synovialen Fibroblasten und artikuldren
Chondrozyten gewinnen. Der Einfluss von synovialen Produkten kénnte entscheidende
Bedeutung flr die Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts zwischen anabolen und
katabolen Prozessen im Gelenkknorpel haben. Hierbei deutet vieles darauf hin, dass
synoviale Fibroblasten immunologisch wirksame Stoffe sezernieren und so bereits im
physiologischen Zustand zum Umbau der extrazelluldren Knorpelmatrix beitragen,
indem sie die Synthese von Matrix-Metalloproteinasen und Aggrecanasen stimulieren.
Die Identifikation solcher sezernierter Produkte wird eine zentrale Bedeutung flr
weiterfihrende Arbeiten darstellen, da diese neue Ansétze fiir potentielle Biomarker
und krankheitsmodifizierende Therapiemdglichkeiten liefern kénnten, welche dringend
benétigt werden. ™%

Der mogliche Einfluss von Adipokinen auf die Regulation von Gelenkknorpel ist ein
weiteres Indiz fiir eine Beteiligung des Immunsystems in der Pathogenese der Arthrose.
Sollten sich diese Erkenntnisse bestétigen, sprache dies dafir, die Arthrose als eine
systemische Erkrankung aufzufassen, in der die Stoffwechsellage des Organismus eine
wichtige Rolle spielt. Ahnlich wie bei der Koronaren Herzkrankheit (KHK) konnte ein
Metabolisches Syndrom urséchlich fiir eine schleichende Schadigung der beteiligten

Strukturen sein und die Gelenkhomd@ostase negativ beeinflussen.

Der néchste Schritt in der Arthrose-Forschung muss es sein, das komplexe Geflecht von

Faktoren im Gelenk aufzuschlisseln und es bleibt zu hoffen, dass damit ein ahnlicher
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Erfolg verzeichnet werden kann wie mit den TNFa-Inhibitoren fir die rheumatoide
Arthritis. Der Ansatz, die Regulation von artikularen Chondrozyten durch synoviale
Fibroblasten zu untersuchen, erscheint dabei vielversprechend und wird im Zentrum

anschlieRender Arbeiten stehen.
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VI. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Dissertation war es, artikuldre Chondrozyten auf molekularer Ebene zu
charakterisieren. Dabei galt es, Unterschiede zwischen Gelenkknorpel und Knorpel der

Wachstumsfuge sowie den Einfluss synovialer Fibrobalsten auf diese zu analysieren.

Den zentralen Bestandteil der Dissertation bildet die dargestellte Publikation, in der der
Bedeutung von Thrombospondin-4 fir die Regulation von Chondrozyten nachgegangen
wurde. Die morphometrische Charakterisierung des Skelettsystems von Thbs4-
defizienten Méausen ergab hierbei keine signifikanten Unterschiede gegeniber den
Wildtypen, ebenso wenig konnte eine entscheidende Bedeutung von THBS4 in der
Pathogenese der X-chromosomalen hypophosphatdamischen Rachitis nachgewiesen
werden. Allerdings konnte in den Knockout-Mausen nach 26 Wochen im Vergleich zu
den Wildtypen eine signifikant geringere Knorpelschichtdicke und zusatzlich eine

verringerte Expression von Aspn feststgestellt werden.

In folgenden Analysen wurden sechs Wochen alte Minipigs als Tiermodell verwendet
und es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von Chondrozyten mittels eines
durch Synoviozyten konditionierten Mediums einen signifikanten Anstieg der Caspase-
3/7-Aktivitat zur Folge hat. Weiterhin fiihrte die Zugabe des konditionierten Mediums
zu einer Minderung der Expression einer Vielzahl von Genen, wahrend die Expression
von SDC4, MMP3 und ADAMTS5 induziert wurde. Mittels Hochleistungsflissigkeits-
chromatographie konnten die Proteine des Mediums nach ihrer GrolRe aufgetrennt und
der gezeigte Effekt isoliert werden.

Ein gegensétzlicher Effekt konnte bei der Stimulation der Chondrozyten durch porcine
Synovialflissigkeit beobachtet werden, da jene die Expression von SDC4, MMP3 und
ADAMTSS reprimiert. AbschlieBend wurde der Einfluss des konditionierten Mediums
auf die Genexpression artikularer Chondrozyten nach Zugabe von porcinem Serum
analysiert. Wahrend das konditionierte Medium allein die Expression von SDC4,
MMP3 und ADAMTSS induzierte, flhrte die gleichzeitige Stimulation der
Chondrozyten mittels konditionierten Mediums und porcinen Serums zu einer
verminderten Expression der genannten Gene und glich so der Stimulation durch

porcine Synovialflussigkeit.
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Summary

The aim of this dissertation was to characterize articular chondrocytes at the molecular
level. Analyzes were performed to show differences between the articular cartilage and
cartilage of the growth plate as well as the influence of synovial fibroblasts on these

two.

The main topic of the dissertation is the above shown publication, which investigated
the importance of thrombospondin-4 for the regulation of chondrocytes. The
morphometric characterization of Thbs4-deficient mice did not reveal any significant
differences in wildtypes, nor could a decisive significance of THBS4 in the pathogenesis
of X-linked hypophosphatemic rickets be demonstrated. In knockout mice, however, a
significantly thinner cartilaginous layer and a reduced expression of Aspn could be

observed after 26 weeks compared to wildtype mice.

In the following analyzes, six-week-old minipigs were used as an animal model and it
was shown that the stimulation of chondrocytes by a synoviocyte-conditioned medium
leads to a significant increase in Caspase-3/7 activity. Furthermore, the addition of the
conditioned medium resulted in a decreased expression of a variety of genes while the
expression of SDC4, MMP3 and ADAMTS5 was induced. Using high-performance
liquid chromatography the proteins of the medium could be separated according to
their size and the shown effect was isolated.

An opposing effect could be observed in the stimulation of the chondrocytes by porcine
synovial fluid since it repressed the expression of SDC4, MMP3 and ADAMTSS5.
Finally, the influence of the conditioned medium on gene expression of articular
chondrocytes after the addition of porcine serum was analyzed. While the conditioned
medium alone induced the expression of SDC4, MMP3 and ADAMTS5, the
simultaneous stimulation of chondrocytes by synoviocyte-conditioned medium and
porcine serum led to a reduced expression of the mentioned genes and thus was similar

to the stimulation by porcine synovial fluid.
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