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Vorwort 

 

Die nachfolgende Dissertation ist in der Zeit zwischen April 2014 und Februar 2016 am 

Institut für Osteologie und Biomechanik des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf 

entstanden. Im Rahmen des Medizinstudiums begab ich mich frühzeitig auf die Suche 

nach einer experimentellen Doktorarbeit, um einen umfassenden Einblick in die 

Grundlagenforschung zu erhalten und somit neben dem klinisch geprägten Studium 

Kompetenzen in der empirischen Wissenschaft erlangen zu können. 

Prof. Michael Amling und Prof. Thorsten Schinke unterstützten mich hierbei und gaben 

mir die Möglichkeit, an einem spannenden orthopädischen Krankheitsbild zu forschen, 

welches noch weitgehend unverstanden und zugleich hochprävalent ist – der Arthrose. 

Während am Institut vorrangig Projekte durchgeführt 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 fortzuführen und neue Erkenntnisse über den Gelenkknorpel und dessen 

Interaktion mit anderen gelenkbildenden Geweben zu gewinnen.  

Aufbauend auf einer Veröffentlichung dieser Arbeitsgruppe
1
 aus dem Jahre 2010 

wurden Experimente an einem Mausmodell und an Knorpelzellen von Minipigs 

durchgeführt, welche im Dezember 2015 publiziert wurden. Jene Publikation dient als 

Grundlage für diese Dissertation und wird nachfolgend zusammenfassend dargestellt. 

Zusätzlich werden die weiterführenden Arbeiten kurz erläutert und gemeinsam mit den 

Ergebnissen der Veröffentlichung in den wissenschaftlichen Kontext eingeordnet.  
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Supplemental Figures 
 
 

 

 
 
 
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 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 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 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://journals.plos.org/plosone/article/asset?unique&id=info: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 

 

 

 

http://journals.plos.org/plosone/article/asset?unique&id=info:doi/10.1371/journal.pone.0144272.s002
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II. Einleitung 

 

Die primäre Arthrose ist eine degenerative Erkrankung des Gelenks, die durch die 

Destruktion des Gelenkknorpels sowie Veränderungen von Synovialmembran und 

subchondralem Knochen charakterisiert ist. Aufgrund der daraus resultierenden 

Funktionseinschränkung gilt sie als eine der häufigsten Ursachen für Behinderung und 

stellt eine besondere sozioökonomische Herausforderung für das Gesundheitssystem 

dar.
2–4 

In Deutschland beträgt die Lebenszeitprävalenz der Arthrose nach jetzigem Stand 

23,8% (Frauen: 27,8%, Männer: 19,7%), während die verursachten Kosten im Jahre 

2008 bei 7,62 Milliarden € lagen, was 3% der gesamten Gesundheitskosten entsprach.
5,6

 

Als Risikofaktoren werden allen voran ein hohes Alter, Übergewicht, Traumata und ein 

weibliches Geschlecht aufgeführt. 
 

 

Klinisch manifestiert sich die Erkrankung durch Schmerzen und eine Bewegungs-

einschränkung der betroffenen Gelenke. Dabei können prinzipiell alle Gelenke des 

Körpers involviert sein, Hüfte und Knie nehmen jedoch eine übergeordnete Rolle ein. 

Im Frühstadium äußert sich die Arthrose häufig nur unter Belastung schmerzhaft, 

jedoch nimmt sie einen progredienten Verlauf und führt in späteren Stadien zu 

Dauerschmerzen und einer erheblich eingeschränkten Mobilität. Dieser Prozess kann 

mehrere Jahrzehnte andauern und erfolgt interindividuell sehr variabel. Neben der 

dominierenden Schmerzsymptomatik kommt es häufig zu rezidivierenden Synovitiden, 

welche sich durch Schwellung des Gelenks präsentieren. Infolge der degenerativen 

Prozesse kann es zusätzlich zu Veränderungen des subchondralen Knochens kommen, 

was zur Ausbildung von Osteophyten führen kann.
7
 Ebenso können Strukturen wie 

Muskeln, Bänder und Menisken Schäden davontragen.
8
 

 

Aufgrund der lang andauernden Latenzphase und der sehr geringen regenerativen 

Fähigkeiten des Gelenkknorpels sind Diagnostik und Früherkennung der Arthrose von 

extrem großer Bedeutung.
9
 Allerdings erweist sich die Bildgebung mittels 

konventioneller Röntgenanalyse als wenig aussagekräftig, auch die Magnet-Resonanz-

Tomographie ist wegen hoher Kosten und geringer Sensitivität für die Diagnosefindung 

ungeeignet: So gibt es Patienten mit strukturellen (radiologisch sichtbaren) Zeichen der 

Arthrose, während sich diese klinisch unauffällig präsentieren und vice versa.
10–12

 

Erschwerend kommt das Fehlen von validen laborchemischen Markern hinzu, die 
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eindeutig mit der Schwere der Gelenkdestruktion korrelieren. Ein solcher Biomarker 

könnte eine objektive Methode zur Früherkennung (im Sinne eines Screenings), zur 

Beurteilung der Krankheitsprogression und der Wirksamkeit potentieller Medikamente 

darstellen.
13–16

 

 

Die therapeutischen Möglichkeiten 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 können (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.
17,18

 Begleitend zu einer medi-

kamentösen Therapie ist ein gesunder Lebensstil von großer Bedeutung – insbesondere 

Risikogruppen gehören diesbezüglich besser aufgeklärt. Eine Gewichtsreduktion bei 

übergewichtigen 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.
18–21

 

 

Aufgrund des progredienten Krankheitsverlaufs ist eine operative Therapie indes häufig 

unausweichlich. Mittels Arthroskopie können einerseits Defekte der Knorpeloberfläche 

geglättet und beseitigt werden (Débridement), andererseits können verschiedene 

knochenmarkstimulierende Methoden (Abrasionsarthroplastik, Mikrofrakturierung, 

Pridie-Bohrung) angewendet werden, um die Neubildung von Knorpel anzuregen – 

hierbei entsteht ein fibrokartilaginäres 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 entnommen und an die Stelle des Defekts 

transplantiert. Bei großflächigen Schäden greift man dagegen auf die Autologe 

Chondrozyten-Implantation (ACI) zurück. 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.
22,23
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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 geschädigte Gelenk in 

toto entfernt und durch ein künstliches Implantat ersetzt. Allein im Jahre 2014 wurden 

in Deutschland 409.050 Patienten mit der Hauptdiagnose Arthrose vollstationär 

behandelt, wobei insgesamt 292.970 TEPs an Knie und Hüfte eingesetzt wurden.
24,25

 

Lediglich die Schweiz weist im internationalen Vergleich eine höhere Rate an 

Implantationen in Relation zur Bevölkerung auf.
26

 

 

Die eingeschränkten medikamentösen Behandlungsoptionen und die hohe Zahl an 

chirurgischen Eingriffen sind dabei als Folge eines unverstandenen Pathomechanismus 

zu sehen. Das Gelenk als eigenständiges Organ stellt ein komplexes Netzwerk von 

Interaktionen zwischen Knorpel, Knochen, Synovialmembran und Synovialflüssigkeit 

dar – selbst ein Einfluss von angrenzenden Ligamenten und Muskeln auf die 

Gelenkhomöostase ist denkbar. Um die Ätiologie der Arthrose zu ergründen, wird es 

daher von entscheidender Bedeutung sein, die physiologischen Prozesse innerhalb des 

Gelenks besser zu verstehen. Während sich die aktuelle Literatur mehrheitlich mit 

Modellen und Geweben beschäftigt, die bereits ein erkranktes Gelenk repräsentieren, 

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 Rückschlüsse auf die besonderen Eigenschaften des Gelenkknorpels 

ziehen lassen.  
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III. Darstellung der Publikation 

 

In einer vorangegangenen Arbeit aus dem Jahre 2010 wurden im Institut für Osteologie 

und Biomechanik (IOBM) mittels einer genomweiten Expressionsanalyse spezifische 

Marker von porcinen artikulären Chondrozyten identifiziert.
1
 Die zweithöchste 

Spezifität in vivo ließ sich dabei für THBS4 (Thrombospondin-4) nachweisen.  

Die Familie der Thrombospondine stellt eine Gruppe von fünf Glykoproteinen dar, die 

in verschiedensten Geweben des Körpers an der Organisation der extrazellulären Matrix 

(EZM) beteiligt sind – so auch in Knochen und in Knorpel.
27,28

 Obwohl die Interaktion 

von THBS4 mit verschiedenen fibrillären Kollagenen ebenso wie für Thrombospondin-

5 (Cartilage Oligomeric Matrix Protein, COMP) beschrieben wird,
29,30

 ist die 

Bedeutung von THBS4 für die Funktionalität des Skelettsystems noch ungeklärt. Aus 

diesem Grund wurde ein Thbs4-defizientes Mausmodell untersucht und dessen 

skelettaler Phänotyp im Zuge dieser Publikation analysiert. 

 

Der erste Teil der Analysen zielte allen voran auf die morphometrische 

Charakterisierung des Skelettsystems der Thbs4-defizienten Mäuse ab, da in Wildtypen 

eine starke Expression von Thbs4 in artikulärem Knorpel sowie kortikalem Knochen 

nachgewiesen werden konnte (Fig. 1A). Hierbei konnten jedoch weder per 

Röntgenuntersuchung noch per Histomorphometrie Veränderungen gegenüber Wildtyp-

Tieren festgestellt werden (Fig. 2A-E, 3A, 3B). 

 

Eine andere Fragestellung ergab sich aufgrund der Erkenntnis, dass Thbs4 im Knochen 

von Hyp-Mäusen überexprimiert wird. Hyp-Mäuse weisen eine Deletion innerhalb des 

Phex-Gens auf und zeigen so den Phänotyp der X-chromosomalen hypo-

phosphatämischen Rachitis (X-linked hypophosphatemic rickets, XLHR), welcher sich 

durch skelettale Deformitäten und Wachstumsretardierung manifestiert.
31,32

 Die 

übermäßige Expression von Thbs4 wird hierbei als mögliche Ursache für eine 

verringerte Mineralisation diskutiert,
33

 weshalb wir Thbs4-defiziente Hyp-Mäuse 

generierten. Der Phänotyp dieser zeigte jedoch weder radiologisch noch histologisch 

oder histomorphometrisch Unterschiede zu dem der Hyp-Mäuse (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 artikulären Chondrozyten hat. Daher verglichen 

wir die Dicke der Gelenkknorpelschicht im Knie von 6, 26 und 52 Wochen alten 

Wildtyp- und Knockout-Mäusen miteinander. Hierbei stellten wir in den 26 Wochen 

alten Thbs4-defizienten Mäusen 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 Mäusen die 

Expression von Genen, für die Mutationen beschrieben sind, welche möglicherweise für 

die Entstehung von Arthrose prädestinieren (= susceptibility genes): Aspn,
34,35

 Frzb,
36

 

Gdf5 
37

 und Matn3.
38

 Hierbei zeigte lediglich Aspn eine Abweichung, nämlich eine 

verringerte Expression in den Thbs4-defizienten Mäusen (Fig. 5C), während Gdf5 

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

 

Die Beobachtung der unterschiedlich dicken Knorpelschicht in den 26 Wochen alten 

Mäusen und vielmehr noch die stattgefundene Kompensation im Alter von 52 Wochen 

legten die Vermutung nahe, dass im Gelenk komplexe Regulationsmechanismen für 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.  

 

Für alle weiteren Analysen griffen wir als Tiermodell auf 6 Wochen alte Minipigs 

zurück, da diese für die Kultivierung der gewünschten Zellen viele Vorteile aufweisen: 

Im Gegensatz zum Mausmodell lässt sich deutlich mehr Gewebe isolieren, die 

eindeutige Trennung von Knorpel des Gelenks und der Wachstumsfuge wird ermöglicht 

und ebenso wird die spezifische Extraktion der Synovialmembran erleichtert. 

 

Zu Beginn verglichen wir die Expression aller fünf Thrombospondine in diesen drei 

Geweben miteinander. Auffällig war hierbei, dass die Expression von THBS1, THBS2 

und THBS3 in Zellen all dieser Gewebe nachweisbar war, während COMP nicht in 

Synoviozyten detektiert werden konnte und THBS4 spezifisch in Zellen des 

Gelenkknorpels exprimiert wurde (Fig. 6).  

 

Um eine mögliche regulatorische Funktion von THBS4 auf primäre artikuläre 

Chondrozyten zu überprüfen, analysierten wir die Zellproliferation (Fig. 7A), die 
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Stoffwechselaktivität (Fig. 7B) und die Caspase-3/7-Aktivität als Zeichen der Apoptose 

(Fig. 7C) in den kultivierten Zellen. Hierbei fügten wir verschiedene Konzentrationen 

an THBS4 zu und nutzten ein durch Synoviozyten konditioniertes Medium (synovial 

fibroblast conditioned medium, SF-CM) als Kontrolle. Während die Zugabe von 

THBS4 keinen Einfluss auf die drei Parameter hatte, zeigte sich ein signifikanter 

Anstieg der Caspase-3/7-Aktivität durch die Stimulation mit SF-CM. Da COMP eine 

Rolle für die Adhäsion von Chondrozyten zugeschrieben wird,
39

 prüften wir außerdem, 

ob dies für THBS4 ebenfalls zutrifft – konnten dies jedoch nicht zeigen (Fig. 7D). 

 

Im weiteren Verlauf untersuchten wir den Effekt von THBS4 auf die Genexpression der 

primären Chondrozyten, da wir in Thbs4-defizienten Mäusen eine signifikant 

verringerte Expression von Aspn nachweisen konnten. Hierzu behandelten wir die 

kultivierten Chondrozyten über einen Zeitraum von 6 h mit THBS4 in verschiedenen 

Konzentrationen. Ebenso untersuchten wir den Einfluss vom SF-CM auf die Expression 

verschiedener Gene, da für 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 für 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 könnte, da Syndecan-4 katabole Prozesse im Knorpel 

aktiviert und so beispielsweise den Abbau von Aggrecan stimuliert.
40

 

 

Abschließend gingen wir der Frage nach, ob THBS4 aufgrund seiner Spezifität in 

Gelenkknorpel gegenüber Knorpel der Epiphysenfuge als Biomarker für Arthrose 

geeignet sein könnte. Hierzu maßen wir die Konzentration von THBS4 im Serum von 

Patienten mit Monoarthrose, Polyarthrose und Kontrollpersonen ohne Arthrose, wobei 

sich kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen nachweisen ließ (Suppl. Fig. 

S2C).  

 

In der hier vorgelegten Publikation konnten relevante neue Erkenntnisse über die 

Bedeutung von Thrombospondin-4 für die Entwicklung und Differenzierung des 

Skelettsystems gewonnen werden. Während für das extrazelluläre Proteoglykan weder 
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eine entscheidende Funktion im Knochenstoffwechsel noch eine Bedeutung für die 

Pathogenese der XLHR nachgewiesen werden konnte, ergaben sich aus den Analysen 

des Knorpels interessante Ideen und Ansätze. 

Histologisch konnte bei 26 Wochen alten Thbs4-defizienten Mäusen 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 

anschließend bis Woche 52 wieder abzunehmen. Im Gegensatz dazu blieb sie in den 

Thbs4-defizienten Mäusen über den gesamten Zeitraum beinahe konstant. Eine 

mögliche Erklärung hierfür ergibt sich aus der signifikant erhöhten Expression von 

Aspn in den Wildtypen im Alter von 26 Wochen. Asporin ist ein extrazelluläres 

Proteoglykan aus der Familie der small leucine-rich repeat proteoglycans (SLRP) und 

wird verstärkt in arthrotischem Gelenkknorpel exprimiert.
41

 Es bindet an Transforming 

growth factor beta (TGF-β) und verhindert so die vermehrte Expression von 

Bestandteilen der EZM wie Aggrecan und Kollagen-Typ-II,
34,42

 was wiederum die 

Abnahme der Knorpelschichtdicke in den Wildtypen erklären könnte. Die fehlende 

Zunahme der Knorpelschichtdicke in den Thbs4-defizienten Mäusen dagegen spricht 

dafür, dass THBS4 zur vollständigen Ausbildung des Gelenkknorpels notwendig ist und 

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

 

Unabhängig 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 Mäuse vergleichbar. Die 

These wird dadurch unterstützt, dass ein durch synoviale Fibroblasten konditioniertes 

Medium (SF-CM) bedeutenden Einfluss auf das Genexpressionsmuster der 

Chondrozyten hat. Besonders auffällig 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 könnte.  
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IV. Weiterführende Arbeiten & Ausblick  

 

Noch weit in das 20. Jahrhundert hinein galt die primäre Arthrose als eine Erkrankung, 

die infolge von starker Belastung und Verschleiß der Gelenke zur Zerstörung des 

artikulierenden Knorpels führt.
43

 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 Veränderungen aller beteiligten 

Gewebe einhergeht.
8,44,45

 Dies ergibt ein großes Netzwerk an Einflussgrößen auf die 

Gelenkhomöostase, wobei jeder dieser Faktoren potentiell Effektor als auch Rezeptor 

sein könnte. Die Herausforderung wird darin bestehen, die einzelnen Interaktionen der 

beteiligten Zelltypen zu charakterisieren, um physiologische Regulationsmechanismen 

und weiterhin die Ätiologie der primären Arthrose aufzudecken.  

Auf Grundlage der oben dargestellten Publikation, in der wir einen Effekt von SF-CM 

auf die Genexpression und Apoptoserate von artikulären Chondrozyten nachweisen 

konnten, versuchten wir in weiterführenden Experimenten die Regulation von 

Chondrozyten durch Synoviozyten näher zu beschreiben. Zunächst untersuchten wir, 

welchen Effekt das SF-CM auf Chondrozyten der Wachstumsfuge hat. Hier konnten wir 

ähnliche Tendenzen wie bei artikulären Chondrozyten feststellen. Diese beiden 

Zelltypen scheinen sich auf molekularer Ebene demnach kaum zu unterscheiden – 

möglicherweise spielt die Anwesenheit synovialer Sekretionsprodukte eine 

entscheidende Rolle für die unterschiedliche Differenzierung dieser Zelltypen im 

Organismus. Um diesen Einfluss besser zu verstehen, kultivierten wir primäre 

Chondrozyten von Minipigs, stimulierten diese über einen Zeitraum von je 2, 6 und 24 

h mit SF-CM und untersuchten die Expression einer Vielzahl relevanter Gene im 

Zeitverlauf mittels qRT-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 verstärkte Expression von SDC4 (Abb. 1B), wobei sich diese Ergebnisse 

auch mit humanen Synoviozyten reproduzieren ließen (Abb. 1C). Syndecan-4 ist 

bekannt dafür, 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 übermäßige Expression führt somit zu verstärktem 

Abbau von Aggrecan und Kollagen-Typ-II, während Sdc4- und Adamts5-defiziente 

Mäuse vor einem solchen geschützt sind.
40,46–48

 Im Einklang mit der Literatur konnten 
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wir ebenfalls einen massiven Anstieg der Expression von MMP3 und ADAMTS5 

nachweisen (Abb. 1D). Zusätzlich 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 für letztere ein knorpelschädigender Effekt bei begleitender Synovitis 

beschrieben ist.
49

 

 

 

 

Abbildung 1: Synoviozyten-konditioniertes Medium beeinflusst die Genexpression von artikulären 

Chondrozyten. (A) Gene, deren Expression in porcinen artikulären Chondrozyten durch Synoviozyten-

konditioniertes Medium reprimiert wird. (B) SDC4-Expression in porcinen aritkulären 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 artikulären Chondrozyten nach Zugabe von Synoviozyten-konditioniertem Medium. 

  

 

Um den möglichen regulierenden Faktor des durch Synoviozyten konditionierten 

Mediums ausfindig zu machen, wendeten wir Hochleistungsflüssigkeitschromato-

graphie (high performance liquid chromatography, HPLC) an. Mit Hilfe dieser 

Methode konnten wir die Proteine des Mediums nach ihrer Größe 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 endgültig charakterisieren (Abb. 2). 

 

 

 

Abbildung 2: SDC4- und MMP3-Expression in artikulären Chondorzyten wird durch einen 

Proteinkomplex mit einer Molekülmasse von etwa 40 kDa induziert. (A) Elutionsprofil der 

Flüssigkeitschromatographie mit Detektion von Proteinen (schwarze Linie) und der Leitfähigkeit (rote 

Linie). (B) SDC4-Expression nach 6 h Stimulation mit den angegebenen Fraktionen der Flüssigkeits-

chromatographie. (C) MMP3-Expression in den selben Proben. (D) Coomassie-Färbung des Gels nach 

SDS-PAGE der angegebenen Fraktionen der Flüssigkeitschromatographie. 
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Im weiteren Verlauf werden wir mittels Amicon-Ultrafiltration die Molekülgröße des 

regulierenden Faktors weiter eingrenzen, um diesen in Zukunft eindeutig identifizieren 

zu können. Der Nachweis eines solchen Moleküls würde weiterhin neue Ansätze für 

Diagnostik und Therapie ermöglichen. 

 

Zusätzlich führten wir eine Genchip-Analyse durch, mit der wir uns einen Überblick 

über alle Gene verschaffen konnten, deren Expressionsrate durch die Stimulation mit 

SF-CM beeinflusst wurde (Abb. 3A). Unter den mehr als 2300 untersuchten Genen 

zählten neben bereits untersuchten (MMP3, MMP13, S100A8, S100A9) auch viele 

immunologisch bedeutsame Gene (IL1RN, IL6, TNF) zu den am stärksten induzierten 

Genen. Während die Expression von S100A8 und S100A9 gleichermaßen in artikulären 

Chondrozyten und Chondrozyten der Wachstumsfuge induziert wurde, konnte für 

MMP3 und MMP13 eine stärkere und deutlich spezifischere Expression in artikulären 

Chondrozyten nachgewiesen werden (Abb. 3B, C). 

 

 

 

Abbildung 3: MMP3 und MMP13 werden durch Synoviozyten-konditioniertes Medium spezifisch 

in artikulären Chondrozyten induziert. (A) Gene in artikulären 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 früh die These nahe, dass synoviale Fibroblasten einen 

katabolen Effekt auf den artikulären Knorpel haben könnten. Da sich die 

Synovialflüssigkeit jedoch zugleich aus Produkten der Synoviozyten und 

Plasmabestandteilen zusammensetzt,
50

 könnten letztere den genannten Effekt 

möglicherweise kompensieren. Dies überprüften wir, indem wir Chondrozyten mit 

porciner Synovialflüssigkeit stimulierten. Im Vergleich zum SF-CM zeigte die 

Synovialflüssigkeit hierbei einen gegensätzlichen Effekt, so dass die Expression von 

SDC4 verringert wurde. Interessanterweise ließ sich dieser Effekt ebenfalls erzielen, 

wenn wir Chondrozyten mit einem Gemisch aus SF-CM und porcinem Serum 

stimulierten. Die gleiche Beobachtung konnten wir auch für die Expression von 

ADAMTS5 und MMP3 machen (Abb. 4). Dies spricht folglich dafür, dass die 

Synoviozyten und ihre Sekretionsprodukte entscheidend für die Regulation von 

Chondrozyten sind, wobei die Balance zwischen anabolen und katabolen Prozessen 

gegeben sein muss, um eine physiologische Knorpel- und Gelenkfunktion zu erhalten.  

 

 

 

Abbildung 4: Serumbestandteile können den Effekt synovialer Sekretionsprodukte auf artikuläre 

Chondrozyten kompensieren. Expression von SDC4, ADAMTS5 und MMP3 nach Stimulation mit 

porciner Synovialflüssigkeit (SF) und Synoviozyten-konditioniertem Medium ohne Serum (-) und nach 

Zugabe von porcinem Serum (+) zu einer Endkonzentration von 30%. 

 

 

Während für die rheumatoide Arhtritis bereits ein ähnliches Modell mit Beteiligung der 

synovialen Fibroblasten beschrieben ist, bei welchem es zu einer Störung des 

Gleichgewichts zwischen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren kommt,
51,52

 wird 

zunehmend auch eine Rolle des Immunsystems in der Pathogenese der primären 

Arthrose vermutet.
53–57

 Mikrotraumata könnten beispielsweise ursächlich für Läsionen 

des Gelenkknorpels sein, dessen Abbauprodukte von Zellen der Synovialmembran als 
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fremd erkannt werden und so eine lokale Entzündungsreaktion hervorrufen. Die 

vermehrte Synthese pro-inflammatorischer Mediatoren würde im Umkehrschluss erneut 

Knorpelschäden verursachen und somit einen „Teufelskreis― erzeugen, der sich in einer 

progredienten Zerstörung des Gelenks äußert. 

Hinweise hierfür liefert beispielsweise die Tatsache, dass die Ausprägung einer 

Synovitis – einer entzündlichen Schwellung der Synovialmembran – mit der Schwere 

der Arthrose korreliert.
58–63

 Ebenso werden höhere systemische Konzentrationen von 

Entzündungsparametern mit einer stärkeren Progredienz der Erkrankung in Verbindung 

gebracht,
64,65

 wobei Synoviozyten selbst zu einer inflammatorischen Reaktion 

beitragen, indem sie Zytokine, Komplementfaktoren und weitere immunologisch 

bedeutsame Mediatoren sezernieren.
66,67

 Infolge der lokalen Entzündungsreaktion 

kommt es zu einer verstärkten Aktivierung verschiedener Kollagenasen und 

Aggrecanasen. Die am besten untersuchten Effektoren sind dabei Interleukin-1β (IL-

1β), TNFα und Interleukin-6 (IL-6), die ebenso wie Komplementfaktoren destruktiv 

wirken können.
68

 

 

IL-1β verringert einerseits die Synthese von Kollagen-Typ-II sowie von 

Proteoglykanen,
69,70

 andererseits induziert es die Synthese von MMP1, MMP3, 

MMP13, ADAMTS4 und IL-6.
71–74

 Da es außerdem die Expression von Caspase-3 und 

-7 verstärkt, scheint es die Apoptoserate in Chondrozyten zu erhöhen.
75,76

 TNFα agiert 

synergistisch zu IL-1β und mindert die Synthese von EZM-Molekülen bei gleichzeitiger 

Induktion von Kollagenasen und Aggrecanasen.
77,78

 Beide vorgenannten steigern dabei 

die Produktion von IL-6,
79

 welches wiederum STAT3-vermittelt die Synthese von 

Kollagen-Typ-II mindert,
80,81

 während es in Kombination mit IL-1β die Expression von 

MMPs induzieren kann.
82,83

 

 

Ein weiterer interessanter Aspekt ergibt sich bei der Betrachtung von Übergewicht als 

Risikofaktor für die primäre Arthrose. Lange Zeit nahm man an, dass es durch eine 

erhöhte mechanische Belastung zur verstärkten Gelenkschädigung käme. Dies mag 

schlüssig erscheinen, lässt sich jedoch nicht mit der Beobachtung in Einklang bringen, 

dass Übergewicht das Risiko für Arthrose in der Hand – einem wenig belasteten Gelenk 

– erhöht.
84,85

 Vielmehr könnten Adipokine der Grund für eine deutlichere Schädigung 

des Knorpels sein. Dies sind Zytokine, welche in Adipozyten synthetisiert werden und 

deren Plasmakonzentration dementsprechend von der Masse an Fettgewebe abhängig 
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ist.
86

 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.
87–90

 

 

Das Rätsel um die Pathogenese der Arthrose ist nach wie vor ungelöst. Grund hierfür ist 

ein komplexes Netzwerk an Faktoren, die an der Aufrechterhaltung der Gelenk-

homöostase beteiligt sind. Während sich all diese vermutlich gegenseitig beeinflussen, 

könnte bereits die Schädigung eines einzelnen Gewebes die Zerstörung aller anderen 

Gewebe nach sich ziehen. Somit scheint die Hypothese, Arthrose sei eine 

knorpelspezifische Erkrankung, obsolet. Vielmehr wird es zur Klärung 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 artikulären 

Chondrozyten gewinnen. Der Einfluss von synovialen Produkten könnte entscheidende 

Bedeutung für 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 extrazellulären Knorpelmatrix beitragen, 

indem sie die Synthese von Matrix-Metalloproteinasen und Aggrecanasen stimulieren. 

Die Identifikation solcher sezernierter Produkte wird eine zentrale Bedeutung für 

weiterführende Arbeiten darstellen, da diese neue Ansätze für potentielle Biomarker 

und krankheitsmodifizierende Therapiemöglichkeiten liefern könnten, welche dringend 

benötigt werden.
91,92

  

Der mögliche Einfluss von Adipokinen auf die Regulation von Gelenkknorpel ist ein 

weiteres Indiz für eine Beteiligung des Immunsystems in der Pathogenese der Arthrose. 

Sollten sich diese Erkenntnisse bestätigen, spräche dies dafür, die Arthrose als eine 

systemische Erkrankung aufzufassen, in der die Stoffwechsellage des Organismus eine 

wichtige Rolle spielt. Ähnlich wie bei der Koronaren Herzkrankheit (KHK) könnte ein 

Metabolisches Syndrom ursächlich für eine schleichende Schädigung der beteiligten 

Strukturen sein und die Gelenkhomöostase negativ beeinflussen. 

 

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

Faktoren im Gelenk aufzuschlüsseln und es bleibt zu hoffen, dass damit ein ähnlicher 
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Erfolg verzeichnet werden kann wie mit den TNFα-Inhibitoren für die rheumatoide 

Arthritis. Der Ansatz, die Regulation von artikulären Chondrozyten durch synoviale 

Fibroblasten zu untersuchen, erscheint dabei vielversprechend und wird im Zentrum 

anschließender Arbeiten stehen.  
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VI. Zusammenfassung 

 

Das Ziel dieser Dissertation war es, artikuläre 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 für die Regulation von Chondrozyten nachgegangen 

wurde. Die morphometrische Charakterisierung des Skelettsystems von Thbs4-

defizienten Mäusen ergab hierbei keine signifikanten Unterschiede gegenüber den 

Wildtypen, ebenso wenig konnte eine entscheidende Bedeutung von THBS4 in der 

Pathogenese der X-chromosomalen hypophosphatämischen Rachitis nachgewiesen 

werden. Allerdings konnte in den Knockout-Mäusen nach 26 Wochen im Vergleich zu 

den Wildtypen eine signifikant geringere Knorpelschichtdicke und zusätzlich 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-Aktivität zur Folge hat. Weiterhin führte die Zugabe des konditionierten Mediums 

zu einer Minderung der Expression einer Vielzahl von Genen, während die Expression 

von SDC4, MMP3 und ADAMTS5 induziert wurde. Mittels Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie konnten die Proteine des Mediums nach ihrer Größe aufgetrennt und 

der gezeigte Effekt isoliert werden.  

Ein gegensätzlicher Effekt konnte bei der Stimulation der Chondrozyten durch porcine 

Synovialflüssigkeit beobachtet werden, da jene die Expression von SDC4, MMP3 und 

ADAMTS5 reprimiert. Abschließend wurde der Einfluss des konditionierten Mediums 

auf die Genexpression artikulärer Chondrozyten nach Zugabe von porcinem Serum 

analysiert. Während das konditionierte Medium allein die Expression von SDC4, 

MMP3 und ADAMTS5 induzierte, führte 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 Synovialflüssigkeit. 
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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 ADAMTS5. 

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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