Aus dem Universitatsklinikum Munster
Institut fir Physiologische Chemie und Pathobiochemie
Direktor: Univ.-Prof. Dr. Peter Bruckner

Rolle von Syndecan-4 bei der
Chondrozytendifferenzierung

INAUGURAL - DISSERTATION
zur

Erlangung des doctor medicinae dentium

der Medizinischen Fakultat
der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster

vorgelegt von
Ewa Hanna Olszewska
aus Koscierzyna, Polen
-2011-



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der Westfalischen Wilhelms-

Universitat Minster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Wilhelm Schmitz

1.Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. P. Bruckner

2.Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Th. Pap

Tag der mindlichen Prifung: 26.10.2011



Aus dem Universitatsklinikum Minster
Institut fir Physiologische Chemie und Pathobiochemie
Direktor: Univ.-Prof. Dr. Peter Bruckner
Referent: Univ.-Prof. Dr. P. Bruckner

Koreferent: Univ.-Prof. Dr. Th. Pap

ZUSAMMENFASSUNG
Rolle von Syndecan-4 bei der Chondrozytendifferenzierung

Ewa Hanna Olszewska

Syndecan-4 gehort zu den Heparansulfat-Proteoglykanen und wird in Epithelzellen,
Endothelzellen, Fettzellen, Fibroblasten sowie Neuronalgewebe exprimiert. Wéhrend
der embryonalen Knochenentwicklung kann dieses Proteoglykan auch in der Wach-
stumsfuge beobachtet werden (Echtermeyer, unpubliziert). Bei an Osteoarthrose er-
krankten Patienten wird dieses Proteoglykan im Gelenkknorpel verstarkt exprimiert und
hat eine die Knorpeldegradation fordernde Wirkung. In dieser Arbeit wurde der Einfluss
von Syndecan-4 auf die Chondrozytendifferenzierung in vitro und in Tibia-
Organkulturen untersucht. Die Stimulation von Syndecan-4-Knockout- und Wildtyp-
Maus-Knorpelzellen und Tibien mit Insulin, IGF-1 und Thyroxin fuhrte zu der Erkenn-
tnis, dass Syndecan-4-Knockout-Maus-Chondrozyten unter dem Einfluss in vitro stérker
proliferieren. Die Annahme, dass die Thyroxin-induzierte hypertrophe Differenzierung
(Synthese von Kollagen Typ X) in Syndecan-4-defizienten Chondrozyten gegentber
Wildtyp-Chondrozyten verzogert ist, konnte nicht bestétigt werden. Das Fehlen von
Syndecan-4 wird von anderen Komponenten der extrazelluldaren Matrix zum Teil kom-
pensiert. Unter dem Einfluss von Thyroxin und FKS ist die Kompensation beeintréch-
tigt.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Syndecan-4 Knockout Maus

Um eine Funktion von im Korper vorkommenden Proteinen oder Proteoglykanen ge-
nauer zu untersuchen, werden Mause gezuchtet, deren Genom sich durch das Fehlen
von entsprechenden Kodierungssequenzen auszeichnet. Auch fir das Syndecan-4, das
zu der Familie der Heparan-sulfat Proteoglykane gehort (genaueres Kapitel 1.4.3), wur-
de eine Syndecan-4 Knockout-Maus durch die Benutzung einer LacZ-Knock-in-
Strategie durch homologe Rekombination generiert. Hierfur wurden die Syndecan-4
kodierenden Exone 2, 3 und 4 ausgetauscht und durch Gene flir Beta-Galaktosidase und
Neomycin-Resistenz ersetzt (Abb.1). Durch C57/BL6 Ruckkreuzung generierte Synde-
can-4 Knockout-Maduse reproduzieren und entwickeln sich normal und weisen &uf3erlich

keine Anomalien im Vergleich zu Wild-Typ Méusen auf (Echtermeyer et. al., 2001).

Bo-EV = 14.9 kb
BaSoAv Sa S Sa%a BV B
Genome Il 11 I I "I | [ |
1 PR 5 x
XnSa ¥h3a SnEY Snil
Targating vacior - l | fsa|RES{LACE ?JrﬂHl ]—I- ----------
-]
BaSndv i
Targated THN
allale [ |
= Pt Sp-EV =12 ks EV

Abb. 1 : Genom der Syn-4-Knockout-Maus

Ihr Entwicklungs- und Reproduktionsverhalten zeigt keinen Unterschied zu den Wild-
Typ Méausen. Nach Wundsetzung zeigt sich hingegen ein Unterschied in der Heilung.
Die Syndecan-4-defizienten Mé&use zeigen eine verlangsamte Wundheilung zwischen
dem dritten und dem sechsten Tag nach Wundsetzung. Das Granulationsgewebe und die
Wundrandkontraktion sind weniger ausgepragt. Nach sieben Tagen ist kein Unterschied
mehr in der Granulationsgewebebildung vorhanden. Nach neun Tagen ist die Wund-
randkontraktion von Wt- und Syn-4 -/- Mé&usen gleich (Echtermeyer et. al., 2001). Des
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Weiteren ist auf zelluldrer Ebene eine reduzierte Migrationsfahigkeit der Fibroblasten
bei den Syn-4 Knockout M&usen zu finden (Echtermeyer et. al., 2001). Wie aus Abbil-
dung 2 zu entnehmen, zeigen die Syndecan-4 Knockout-M&use eine Syn-4-Promotor-
abhéngige Beta-Galaktosidase-Aktivitat in den Wachstumsfugen der Extremitéten, die
bei den Wild-Typ Mausen nicht nachweisbar ist.

E12.5 Synd=

Abb. 2 : Syn-4-Promotorabhéngige Beta-Galaktosidase Aktivitat

[Echtermeyer, unpubliziert]

In proliferativen Chondrozyten und in Kollagen X produzierenden Zellen der hypertro-
phen Zone kann eine verstarkte Syn4 Produktion beobachtet werden (Echtermeyer, un-
publiziert). Dieses fuhrte zu der Annahme, dass Syndecan 4 eine Rolle in der Knochen-

entwicklung spielen konnte.
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1.2 Das Knochengewebe

Knochengewebe gehdrt zu den hdchst spezialisierten Bindegeweben. Bestehend aus
einer komplexen Matrix, die mit Kalziumsalzen angereichert ist, Gbernimmt es eine
Stiitz- und Skelettfunktion. Als Grundbaustein des Bewegungsapparates verfugt es tber
eine hohe Druck- und Zugfestigkeit. Die hohe Stoffumsatzrate wird durch die gute
Durchblutung und die standigen Umbauvorgange gewahrleistet, die vielfaltigen hormo-
nellen, nutritiven und metabolischen Einfliissen unterliegt. Dieses Gewebe ist aus zwei
Grundphasen aufgebaut, einer mineralischen Phase mit Kalziumsalzen und einer orga-
nischen Matrix, die Uberwiegend aus Kollagen vom Typ | besteht (Welsch; Lehrbuch

Histologie).

Die Knochenmatrix bernimmt alle wesentlichen Funktionen des Knochens. Sie besteht

aus:

— ca. 35% organischem Material, was wesentlich aus Kollagen Typ | besteht. Wei-
tere, von Osteoblasten produzierte Bestandteile, sind Osteokalzin, Osteopontin,

Osteonektin, Knochensialoprotein, Thrombospondin, u.v.a.

— ca. 65% anorganischen Salzen, vorwiegend Hydroxylapatitkristallen
Calo[PO4]6[OH]2.
(Welsch; Lehrbuch Histologie)

1.2.1 Ossifikation

Das Knochengewebe wird, wie in Tab. 1 zu sehen, in zwei verschiedenen Prozessen

gebildet, der desmalen und der chondralen Ossifikation, (Welsch; Lehrbuch Histologie).
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Desmale Ossifikation

Chondrale Ossifikation

Knochenart flache Schadelknochen, Extremitatenknochen, Wirbel
Klavicula

Zellen Mesenchymzellen Mesenchymzellen, Chondrozyten

Art der direkt, Osteoblasten indirekt, Ersatz des Knorpels

Knochenbildung

durch Knochen

Tab. 1: Ossifikationsarten

[madifiziert nach Welsch; Lehrbuch Histologie]

1.2.1.1 Desmale Ossifikation

Infolge einer direkten Knochenbildung lagern sich Mesenchymzellen an den geféfRrei-

chen ,,Ossifikationspunkten“ an und differenzieren zu Osteoblasten, die die Fahigkeit

besitzen, Matrixproteine zu sezernieren. Nach Verkalkung entsteht ein parallel zu den

GefaRen verlaufendes Trabekelgeflecht, siehe Abb.3. Diese Vorgange finden in den

flachen Schéadelknochen und in der Klavicula statt (Welsch; Lehrbuch Histologie).

1.Knochengrundsubstanz
2.0steozyt

3.0steoblast

4.Blutgefall

5. mesenchymales Bindegewebe

Abb. 3 : Desmale Ossifikation
(Ratte, 18. Fetaltag, HE, 31,25x)

http://www.anatomie.net/histowebatlas/n-82.htm
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1.2.1.2 Chondrale Ossifikation

Die indirekte Knochenbildung erfolgt in zwei Prozessen:

— perichondrale Ossifikation, in der ausgehend vom Periost durch direkte Verkno-

cherung die duBere Knochenmanschette gebildet wird.

— enchondrale Ossifikation, in der das sich im Inneren befindliche Knorpelgewebe

indirekt zum Knochen umgebaut wird.

In diesem Prozess, der ab dem 5. Fetalmonat in den Extremitatenknochen und den Wir-
beln verldauft, durchlaufen die Knorpelzellen (Abb.4 A) eine Differenzierungskaskade
von Ruhechondrozyten, tber proliferative Chondrozyten, bis zu hypertrophen Chondro-
zyten (Abb.4 C).

Sacondary A
ossification V/

centre : -
- Y L Epiphysis. )
g

Metaphysis

bone

) Calcified
Hypertrophic cartilage
o

Trabecular
-~

Abb. 4 : Enchondrale Ossifikation
[Wilson et. al., 2008]

10
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Nach Einsprossung eines GefaRes in die Diaphyse (Schaft) folgt eine Resorption durch
Chondroklasten. In dieser Phase kommt es zur Verkalkung (Abb.4 D) der durch Klaste-
nenzyme aufgetriebenen Chondrozyten, die hier auch als Blasenknorpel bezeichnet
werden. Die Mesenchymzellen differenzieren neben Chondroklasten auch zu Osteob-
lasten, die an der Grenze zwischen Diaphyse (Abb.4 G) und Blasenknorpel eine Ossifi-
kationszone bilden und Osteoid ausscheiden. An den Epiphysen (Enden) verlauft dieser
Prozess erst nach der Geburt, deswegen werden diese Zonen auch als ruhender Knorpel
bezeichnet (Welsch; Lehrbuch Histologie).

1.Reservezone

2. Proliferationszone mit S&ulenknorpel
3. Resorptionszone mit Blasenknorpel
4.Verknocherungszone/Eroffnungszone
5. Knochenmark

6. Knochentrabekel

Abb. 5 : Chondrale Ossifikation
Kniegelenk (Ratte, EIHVG, 12,5x)

http://www.anatomie.net/histowebatlas/n-82.htm

In dem in Abbildung 5 dargestellten histologischen Préparat sind die oben beschriebe-
nen und in Abbildung 4 schematisch dargestellten Zonen sehr gut sichtbar. Dieses Pra-
parat, das von einer erwachsenen Ratte stammt, zeigt das Voranschreiten des Langen-
wachstum des Knochen, wobei die Epiphyse (rechts) keine groRe Reservezone aus
Knorpel mehr enthélt, sondern schon verknochert ist. Das sekundére Ossifikations-

zentrum ist auf der rechten Seite zu erkennen.

11
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Wie man aus der Abbildung 5 entnehmen kann, sind in der Epiphysenfuge verschiedene
Zonen sichtbar (Cancedda et. al., 2000 und van der Eerden et. al., 2003):

Die Reservezone mit ruhenden Knorpelzellen. In der Ruhezone befinden sich
keine Blutgefalle und es erfolgt kein Wachstum. Die hier sich befindlichen
Chondrozyten produzieren Kollagen 11, IX, XI und das Knorpelproteoglycan
Aggrecan.

Die Proliferationszone mit hoher Chondrozytenteilungsrate. Die Chondrozyten
bilden hier die charakteristische S&ulenanordnung. Deshalb wird diese Zone
auch als S&ulenknorpel bezeichnet. Die Knorpelzellen dieser Zone produzieren
die gleichen Hauptkomponenten der extrazelluldren Matrix wie in der Reserve-
zone, Kollagen 11, 1X, X1 und das Knorpelproteoglycan Aggrecan.

Die Resorptionszone, die aus grof3en, runden, hypertrophen Chondrozyten ge-
bildet wird. Diese produzieren alkalische Phosphatase und Kollagen X. AuRer-
dem werden die extrazellularen Proteine VEGF und Osteopontin, und der intra-
zellulare Transkriptionsfaktor Cbfa-1 (Runx-2) produziert.

AbschlieRend die VVerkndcherungszone in der der Knorpel verkalkt.

Die Abbildung 6 zeigt einen Ausschnitt aus der Epiphysenfuge. Die drei fur das Wach-

stum wichtigsten Zonen (S&aulenknorpel, Blasenknorpel und Verkndcherungszone), in

denen Proliferation und Apoptose des Knorpels, bzw. die Verknécherung stattfinden,

sind in der Abb. 6A dargestellt. In der Verkndcherungszone der Epiphysenfuge gehen

die Knorpelzellen zu Grunde und lassen Knorpelsubstanz zuriick (Abb.6B oben). Auf

die Oberflache der Knorpelreste wandern Osteoblasten (Pfeilkdpfe), die Geflechtkno-

chen (rot) produzieren, ein (Abb.6B). Die Chondroblasten (Stern) bauen Knorpelreste
ab (Abb.6B).

12



Einleitung

Abb. 6 : Epiphysenfuge eines menschlichen Fetus

A Léngsschnitt durch verschiedene Zonen der Epiphysenfuge
B Vergrofierung aus der Verknodcherungszone der Epiphysenfuge eines Fingerknochens

Balken = 100 um, HE-Férbung [Junqueira, Histologie]

1.3  Der Knorpel

In Zugen der enchondralen Ossifikation wird durch die indirekte Knochenbildung das
Knorpelgewebe durch eine Reihe verschiedener Differenzierungsvorgange zu Knochen
umgebaut. Deswegen spielt der Knorpel flr diese Arbeit eine Gbergeordnete Rolle. Wie
das Knochengewebe gehdrt auch der Knorpel zum Bindegewebe mit einer Stutzfunkti-
on. Seine Eigenschaften werden im Wesentlichen durch die interfibrillare Grundsubs-
tanz, die extrazellulare Matrix, bestimmt. Dieses sich aus Mesenchym entwickelnde

Gewebe ist sehr fest und elastisch verformbar, deswegen spielt es vor allem in der emb-
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ryonalen Skelettentwicklung eine ibergeordnete Rolle. Das Knorpelgewebe weist keine
Nerven und Geféalle auf. Die Erndhrung erfolgt durch Diffusion aus Perichondrium, ei-
ner den Knorpel bedeckenden Bindegewebshaut. Die rundlich-ovalen Knorpelzellen
werden Chondrozyten genannt und produzieren je nach Art eine charakteristische extra-
zelluldre Matrix (Welsch, Lehrbuch Histologie).

So kdnnen wir verschiedene Knorpelformen unterscheiden:

— fotaler Knorpel
— hyaliner Knorpel
— elastischer Knorpel

— Faserknorpel

1.3.1 Fotaler Knorpel

Zwischen den rundlichen oder sternférmigen und chondronfreien Knorpelzellen kdnnen

BlutgefalRe vorkommen (Welsch, Lehrbuch Histologie).

1.3.2 Hyaliner Knorpel

Die am hdufigsten vorkommende Knorpelart weist eine milchglasartig-blauliche Far-
bung auf und kann im Gelenkknorpel, Rippenknorpel, Synchondrosen, in der Epiphy-
senfuge, Trachea und in den Bronchien u.a. gefunden werden. Im histologischen Prapa-
rat wird ein charakteristischer Aufbau aus Territorien und Interterritorien sichtbar. Das
Territorium besteht aus zwei bis sechs Chondrozyten, die von einem basophilen Knor-
pelhof umgeben sind, was auf einen hohen Proteoglykangehalt zuriickzufiihren ist. Die
interterritoriale Matrix enthélt Typ-I1-haltige-Kollagenfibrillen, die durch einen Pro-
teoglykan-Mantel aus Chondroitinsulfat ,,maskiert* sind. Deswegen und aufgrund ihrer
GroRe sind sie im Lichtmikroskop nicht sichtbar. Im Elektronenmikroskop oder Polari-
sationsmikroskop sind die 15-45 nm dicken, meist parallel zur Oberflache verlaufenden
Fibrillen gut sichtbar (Welsch, Lehrbuch Histologie).
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1.Chondron (isogene Knorpelzellgruppe)
2.Interterritorialsubstanz
3.Knorpelkapsel

4.periphere Chondrone

5.Gelenkspalt

Abb. 7 : Hyaliner Knorpel
Kniegelenk (Ratte, EIHvG, 31,25x)
http://www.anatomie.net/histowebatlas/n-82.htm

1.3.3 Elastischer Knorpel

Diese Knorpelart weist eine gelbliche Farbe auf und kommt vor allem im Ohr (Ohrmu-
schel, Tuba auditiva, &uRerer Gehdrgang), der Epiglottis, in den kleinen Bronchien und
im Kehlkopf vor. Im Gegensatz zu hyalinem Knorpel sind die Chondrone kleiner und
meistens in Reihe angeordnet, siehe Abb.8. In der interterritorialen Matrix treten auch
elastische Fasern auf, was dieser Knorpelart die enorme Elastizitat verleiht (Welsch,

Lehrbuch Histologie).

1.elastischer Knorpel
2.Glandulae epiglotticae
3.kollagenes Bindegewebe

Abb. 8 : Elastischer Knorpel
Epiglottis (Mensch, HE, 31,25x)
http://www.anatomie.net/histowebatlas/n-82.htm
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1.3.4 Faserknorpel

In dieser Knorpelart, die in der Symphisis pubica, in den Disci und Menisci und im
Anulus fibrosus der Bandscheibe zu finden ist, liegen die Chondrozyten weit auseinan-
der und weisen seltener einen basophilen Hof auf, siehe Abb. 9. Der Gehalt an Chond-
roitinsulfat ist sehr niedrig, was als Folge die ,,Maskierung“ aufhebt. Neben Typ-II-
Kollagen kommen auch Bindel von Typ-I-Kollagen vor (Welsch; Lehrbuch Histolo-

gie).
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Abb. 9 : Faserknorpel,
Discus interverterbralis (Mensch, HE, 165x)

http://localhost.ruhr.de/~mcm/mcm/micro/d/bild_histo_knorpel.htm

1.4 Extrazellulare Matrix

Die von Zellen ausgeschiedene und sie umgebende Zwischensubstanz wird extrazellula-
re Matrix genannt. Sie wird von verschiedenen Molekiilen wie Kollagenen, Proteogly-
kanen, Elastin, nichtkollagenen Glycoproteinen und Wasser, deren Zusammensetzung je
nach Gewebeart variiert, gebildet. AuBer Bindegewebszellen wie Chondrozyten,
Chondroblasten, Fibrozyten, Fibroblasten, Osteozyten und Osteoblasten besitzen auch
Epithel- und Endothelzellen die Fahigkeit, Komponenten der extrazelluldren Matrix zu
produzieren und zu sezenieren (Abb.10). Die Komponenten fiir die Knorpelbildung
werden im Chondroblasten/ -zyten produziert und gelangen durch Sekretion in den ex-
trazellularen Raum. Dank intermolekularer Affinitat lagern sie sich zu einem geordne-

ten System zusammen (L6ffler, Biochemie und Pathobiochemie).
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Chondrocyt

componants of
extracellular
matrix in
cartilage

extracellular
matrix in
cartilage

. TER

. Golgi-Apparat

. Hyaluronséure

. Link-Protein

. Aggrecan-Monomer
. Enzyme

. Kollagen 11 und XI

. Kollagen IX

Abb. 10: Produktion der extrazelluldren Matrix des Knorpels

www.unifr.ch/anatomy/elearningfree/allemand/stuetzgewebe/knorpel/images/ezm_knorpel_comp3.gif

Abhingig von Gewebetyp unterscheidet sich auch die Zusammensetzung der Kompo-

nenten der extrazellularen Matrix. Die Tabelle 2 vergleicht die Komponenten, die die

extrazellulare Matrix von Knochen und Knorpel bilden. Die extrazellulare Matrix von

Knorpel ist vor allem reich an Kollagen Typ Il und dem Proteoglykan Aggrecan. Die

enorme Belastbarkeit von diesem Gewebe ist auf ein komplexes Netzwerk von Aggre-

can, Hyalouronsdure und Kollagenfasern zurickzufuhren (Wilson et. al., 2008). Des

Weiteren beinhaltet dieses Faserwerk viele andere Proteine wie Decorin, Fibromodulin,

Lumican, die eine Rolle in der Architektur und Funktion sowie Zell-Matrix Interaktio-

nen spielen.
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Knochen | Kollagen Typ |

Kollagen TypVI

Proteoglykane

Osteonektin, Osteokalzin, Osteopontin

az-Glykoprotein,Sialoproteine

Knorpel Kollagen Typ Il

Kollagen Typ VI

Kollagen Typ IX

Kollagen Typ XI

Proteoglykane (Aggrecan, Hyalouron, Decotin, Fibromodulin ,Lumican)

Fibronectin

Tab. 2: Bestandteile der extrazellularen Matrix des Knochens und Knorpels
[modifiziert nach Welsch; Lehrbuch Histologie; Guilak et. al., 2006; Wilson et. al., 2008]

1.4.1 Kollagene

Kollagene, die 25% des Gesamtkorperproteinanteils des Menschen einnehmen, sind
Hauptbestandteil der extrazelluldaren Matrix. Sie verleihen vor allem dem Knorpel, den
Sehnen und dem Knochen die hohe Zugfestigkeit und mechanische Stabilitat. Der
Grundaufbau der fibrillaren Kollagene, die den Kollagenhauptbestandteil (ca. 90% aller
Kollagene) des Bindegewebes von Haut, Knorpel, Knochen, Sehnen und Béndern aus-
machen, ist in allen Geweben gleich. Dieser besteht aus einer Tropokollagen-tripelhelix
mit einer Aminoséaurensequenz Gly-X-Y, wobei h&ufig X fur Prolin und Y fur Hydro-
xyprolin steht (Abb.11). Zu dieser Gruppe gehdren Kollagen I, 11, 111, V und XI (Loff-
ler, Biochemie und Pathobiochemie).
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Figure 19-43. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.
Abb. 11: Kollagenmolekdil in einer Fibrille

a: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Kollagenfibrille [Alberts; Molecular Biology
of the cell]
b: Schematische Darstellung des Aufbaus des Kollagen 1X
[http://arthritis-research.com/content/4/1/30/figure/F2]

Die nichtfibrillaren Kollagene zeichnen sich im Gegensatz dazu durch tripelhelikale
Segmente unterschiedlicher Lange mit Unterbrechungen aus nichttripelhelikalen Ab-
schnitten mit verschiedenen nichtkollagenen Domanen aus. Dazu gehort neben Kolla-
gen Typ IV auch Typ VII, X, XIII und XVII. Die bis zum heutigen Zeitpunkt unter-
suchten Kollagene sind mit Anordnung der Fibrillen und Lokalisation im menschlichen
Korper in der Tabelle 3 aufgeflihrt. Da in der Differenzierungskaskade die Chondrozy-
ten in Zugen der enchondralen Ossifikation abhangig von ihrem Differenzierungszu-
stand Kollagen Typ Il und Typ X produzieren, spielen die beiden fur diese Arbeit die

grolte Rolle (Loffler, Biochemie und Pathobiochemie).
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Typ | Polypeptidketten Merkmale Lokalisation

I al(l), a2(I) Quergestreifte Fibrillen | Haut, Knochen, Sehnen, Béan-
der

] al(I) Quergestreifte Fibrillen | Knorpel, Glaskorper

Il al(II) Quergestreifte Fibrillen | Dehnbare Gewebe wie Haut
und Gefale

v al(IV)- a6(IV) Netzwerk Basalmembran

\Y al(V)- a4(V) Fibrillen (mit Typ I) Haut, Cornea

Vi al(VD)- a3(VI) Mikrofibrillen Ubiquitéar

VII al(VID) Verankerungs-Fibrillen | Dermo-epidermale Junktion

VI | ol (VIID), a2(VIID) Hexagonales Netzwerk | GefaRwand

IX al(IX)- a3(IX) Fibrillen-assoziiert Assoziiert mit Typ 1l

X al(X) Hexagonales Netzwerk | Hypertrophierender Knorpel

XI al(XI)- a3(XI) Fibrillen (mit Typ II) Knorpel

Xl al(XII) Fibrillen-assoziiert Assoziiert mit Typ |

X | ol (XII) Transmembrankollagen | Epidermis und Dermis

XIV | al(XIV) Fibrillen-assoziiert Assoziiert mit Typ |

XV al(XV) Basalmembran-Zone

XVI | al(XVI]) Mikrofibrillen Ubiquitéar

XVII | al(XVII) Transmembrankollagen | Epidermis (Hemidesmoso-
men)

XVII | al(XVIII) Fragment: Endostatin In der Basalmembran-Zone
weit verbreitet

XIX | al(XIX) In der Basalmembran-Zone

weit verbreitet

Tab. 3: Kollagen-Typen (Auswahl)

[modifiziert nach Loffler; Biochemie und Pathobiochemie]
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1.4.1.1 Kollagen Typ Il

Kollagen Typ Il gehdrt zu den fibrillaren Kollagenen und ist sowohl im elastischen
Knorpel als auch im hyalinen Knorpel zu finden. Im Knorpelgewebe nimmt es den
groliten Teil, der bis zu 90% betragen kann, ein (Loffler; Biochemie und Pathobioche-
mie). Das Amino (NH)- und Carboxy (COOH)- terminale Ende des Prokollagen II,
wird im Rahmen der posttranslationalen Modifikation abgespalten (Ryan und Sandell,
1990).

1.4.1.2 Kollagen Typ X

Kollagen X wird ausschliellich in den hypertrophen Chondrozyten sezerniert und wird
daher als ein spezifischer Marker fur den Differenzierungszustand dieser Knorpelzellen
benutzt. Er gehort zu den nichtfibrillaren Kollagenen und wird meist aus hexagonal an-
geordneten al(X)- Fibrillen gebildet (Schmid und Linsenmayer, 1985). Kollagen X
beschleunigt die Kalzifizierung von Chondrozyten (Alini et. al., 1994), jedoch ist die
genaue Funktion noch nicht bekannt.

1.4.2 Hyaluronsaure

Die Hyaluronsdure gehort zu den Glycosaminoglykanen und ist ein groRes Polymer aus
Glucuronséure und N-Acetyl-Glukosamin. Hyalouronan kommt ubiquitér vor und spielt
eine Ubergeordnete Bedeutung flr die Knorpelstruktur. Zusammen mit dem Proteogly-
kan Aggrecan und Linkproteinen bildet sie Aggregate (Abb.12), die fir die viscoelasti-
schen Eigenschaften des Knorpels unter Belastung verantwortlich sind (Knudson und
Knudson, 2004).
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___—— Hyaluronsaure

Abb. 12: Schematische Darstellung der Aggregate des Proteoglykans Aggrecan mit Hyaluronsaure

[Loffler; Biochemie und Pathobiochemie]

Wéhrend der embryonalen Entwicklung unterstitzt sie die Migration und Kondensation
von Mesenchymzellen und ist fir Formation und Knochenwachstum verantwortlich
(Bastow et. al., 2008). Des Weiteren wird der Hyaluronséure eine regulatorische Rolle
in der Knochenremodelierung zugeschrieben. Eine Regulation der Mineralisation durch
Bindung von Hydroxylapatit ist auch denkbar (Coe et. al., 1992).

1.4.3 Proteoglykane

Proteoglykane (Abb.13) zeichnen sich durch den Aufbau aus einer zentralen Core-
Protein-Kette aus, von der Glykosaminoglykanketten abgehen. Abhangig von den Gly-
kosaminoglykan-Seitenketten, die aus langen unverzweigten Polysacharidketten aus
sich wiederholenden Disacharideinheiten bestehen, kdnnen sie nach der Art des Zuckers
und der Sulfatierung in Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat, Heparin und
Heparansulfat eingeteilt werden. Die groRe Strukturvielfalt verleiht den Proteoglykanen
verschiedene Funktionen in Diffusionsvorgangen, der Wundheilung und vielen anderen

Prozessen.
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Abb. 13: Aufbau von Proteoglykanen
[Alberts, Molecular biology of the cell]

Des Weiteren kdnnen einige Proteoglykane einer gesonderten Gruppe, den transmemb-
ranen Proteoglykanen, zugeordnet werden. In allen Zellen kommt mindestens ein Ver-
treter dieser Gruppe, die neben den Syndecanen auch aus NG2 (Melanoma Chondroitin
Sulfat genannt), CD44, Neuropilin-1 und Betaglycan (Couchman, 2010) besteht, vor
(Abb.14).

/ Cytoplasm

& b i I
o
Melanoma ,-;-’Q @'_'P“ .I_""Q ..C;Q
chondroitin sulfate $3' & e &
proteoglycan/NG2 T =) e L5

Abb. 14: Transmembranen Proteoglykane
[Couchman, 2010]
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Betaglycan, Neuropilin-1 und CD44 kdénnen sowohl in der Proteoglykanform als auch

als glycosaminoglykanarme Glycoproteine vorkommen und sind Corezeptoren flr

Wachstumsfaktoren (Couchman, 2010). Die wichtigsten Proteoglykane und deren

Funktion sind in Tab.4 zusammengefasst.

Proteoglykan | Core- Typ u. Anzahl | Vorkommen/ Funktion
Protein der GAG-
(kDa) Ketten

Perlecan 400- 470 | HS/CS; 3 Basalmembran; Filtrationsbarriere

Agrin 225 HS; 3 Basalmembran; Aggregation von Acetyl-
cholin-Rezeptoren

Aggrecan 220-250 | CS/ HS; ~130 | Knorpel; Bildung eines hydratisierten
Gels

Versican 180-370 | CS; ~20 Stroma, hydratisiertes Gel; Modulation v.
Zell-Matrix-Interaktionen

Decorin 36 CS/DS; 1 Bindung an Kollagen I; Fibrillen-
Bildung, Bindung an TGF-

Fibromodulin | 42 KS; 4 Bindung an Kollagen I; Fibrillenbildung

Betaglykan 100-110 | HS/ CS/DS; 2 | Membrangebunden ;Bindung an TGF-3

Syndecan 20-45 HS/ CS; 3 Membrangebunden; FGF-Bindung, Zell-
adhé&sion

NG2 300 CS, 1 Membrangebunden; Proliferative Zellen,
Tumorzellen

CD44 80-200 HS,1 Membrangebunden; Rezeptor fur Hyalu-
ronsdure und Andere

Neuropilin-1 130-140 | HS/ CS/DS Membrangebunden; Nervensysten, En-

dothel- und Tumorzellen

Tab. 4: Proteoglykane
[Loffler; Biochemie und Pathobiochemie; Couchman, 2010; Stallcup,2002]
(GAG-Ketten: HS- Heparansulfat, CS- Chondroitinsulfat, KS-Keratansulfat, DS- Dermatansulfat)

24




Einleitung

1.4.3.1 Die Syndecanfamilie

(@) Syndecan-1 Syndecan-2 Syndecan-3 Syndecan-4
a
Heparan
sulphate
Chondroitin
sulphate
] Extracellular
Transmembrana
lﬂylupmmic
Epithelia Endothelia MNeuronal Most tissues
and
fibroblasts
(b} c1 v cz
I T T 1
HUMSDC1 EPKQANGGAYQ
HUMSDC2 EREPS5-AAY(Q
HUMSDC3 EPKQAS-VTYQ
HUMSDC4 BRSO CHK D~ -~~~

Abb. 15: Die Syndecanfamilie
[Okina et. al., 2009]

Die Syndecane gehoren zu den Heparansulfat-Proteoglykanen der Typ | Transmemb-
ran-Proteinen. In S&ugetieren kdnnen vier Vertreter unterschieden werden, dabei han-
delt es sich um Syndecan-1 (Syndecan), Syndecan-2 (Fibroglycan), Syndecan-3 (N-
Syndecan) und Syndecan-4 (Ryudocan oder Amphiglycan), siehe Abbildung 15. Im
Gegensatz dazu weist Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans nur einen
Syndecan-Typ auf (Spring et. al., 1994).

Die Heparansulfat-Proteoglykane werden in den meisten Zellen exprimiert. So finden
wir Syndecan-1 in den Epithelzellen und dem embryonalen Mesenchym, wo es an die
Heparansulfat-Kette Komponenten der extrazelluldaran Matrix, wie Kollagen I, 111, V
oder Fibronektin und Wachstumsfaktoren, wie FGF-2 bindet. Syndecan-2 wird in den
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Fibroblasten, Endothelien und Hepatozyten exprimiert, wohingegen Syndecan-3 in neu-
ronalem Gewebe, im Herzen und in der glatten Muskulatur der Aorta zu finden ist.
Syndecan-4 wird in multiplen Zelltypen, wie Epithelzellen, Endothelzellen, Fettzellen,
Fibroblasten und Neuronalgewebe, in geringer Menge exprimiert (Kim et. al., 1994).

Der Grundaufbau ist in allen vier Vertretern der Syndecanfamilie gleich und besteht aus
einem Core-Protein mit einer kurzen zytoplasmatischen, einer langen extrazellularen
und einer transmembranen Domane (Abb.16). Die zytoplasmatische Domane weist zwei
hochkonservierte Domanen (C; und C,) proximal und distal der Membran auf, die in
allen Syndecanen des Homo sapiens und den Syndecanen der D. melanogaster (D.m)
und C. elegans (C.e) gleich sind (Bass und Humphries, 2002). Die dazwischenliegende
variable V Sequenz ist einzigartig flr jedes Syndecan. Die Sequenz von dreizehn Ami-
nosauren, die direkt nach der Transmembranen Doméne folgen, ist fir alle Syndecane
(nichtvertebrale Vertreter eingeschlossen) gleich. Am C-terminalen Ende weist das Co-
re-Protein eine flr alle Syndecane gleiche tetrapeptidale Sequenz auf, deren Funktion
nicht geklart ist (Carey, 1997).

Heparansulfat Bind ungs Domine
(Warhahmefalooren, EZNM- Encyme, MIIME)

Zell Anhefiungs Domiine
(NXIF)

shedd ing- Sequenz fir

Plasmin und Thrxomhin

Transmemh rane
[Hm:]ilmnsewierte Domiine Doniéinen

Funldion unh ekannt

Variahle Domine, Synd ecan-

C1
v Typ -sp ezifisch
Hochlkonservierte Domine {Syndecan-4hindet Syndesnos,
PDZ- Bindungs-Domine 2 Paxillin , Pid Ine{4,5 ., PE Oz
@ Artinin)

Abb. 16: Aufbau von Syndecanen
[modifiziert nach VanWinkle et. al., 2002]
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An der extrazellularen Domdne, die durch Proteasen wie Plasmin, Trypsin, Thrombin
u.a. gesheddet werden kdnnen, finden die kovalent gebundenen Glykosaminoglykan-
Ketten (GAG) Halt (Carey, 1997). Die GAG-Ketten der Syndecane bestehen vorwie-
gend aus Heparansulfat und werden im Golgi-Apparat wahrend der posttranslationalen
Modifikation angefugt. Auch kleine Mengen von Chondroitinsulfat-Ketten (Syn-1, Syn-
3) kénnen beobachtet werden. Die Anzahl an Disaccharideinheiten variiert zwischen 50
und 150 (Zimmermann und David, 1999). Die transmembrane Doméane besteht aus ei-
ner lipophilen Helix, die die Membran durchspannt.

Die Heparansulfat-Domane ermdglicht eine Bindung an diverse Komponenten der ex-
trazellularen Matrix wie Proteasen oder Wachstumsfaktoren und vermittelt den Synde-
canen eine wichtige Rolle in der Zell-Matrix, Zell-Zell-Anheftung, Migration und Proli-
feration, die leider noch nicht vollstandig untersucht werden konnte.

Die Untersuchungen der Expression der Syndecane zeigt erhebliche Unterschiede der
Syndecanexpression wéhrend der Zellentwicklung und dem Wachstum. Syndecan-3
wird zum Beispiel in Huhner-Embryo-Tibia nur durch proliferierende unreife Chondro-
zyten exprimiert, wahrend es in hypertrophen Chondrozyten nicht mehr nachgewiesen
werden kann. Das lasst eventuell darauf schlie3en, das Syndecane wéhrend der Kno-

chenentwicklung eine regulierende Funktion ausiiben (Carey, 1997).

1.4.3.1.1 Syndecan-4

Syndecan-4 gehdrt zu den transmembranen Heparansulfat Proteoglykanen. VVoruntersu-
chungen von Echtermeyer haben eine verstarkte Syn-4-Expression in proliferativen und
Kollagen X produzierenden Chondrozyten der hypertrophen Zone erwiesen. Dies hat zu
der Annahme gefiihrt, dass Syndecan-4 eine Rolle in der Knochenentwicklung spielt.
Wie alle Syndecane weist es eine extrazellulére, eine transmembrane und eine zytop-
lasmatische Domane auf (Abb.17). Die extrazellulare Doméne enthalt drei Anheftungs-
stellen fur GAGs, denen die Bindung von Wachstumsfaktoren, Anti-
Koagulationsfaktoren und Zell-Anheftungtungsfaktoren (Fibronektin) zugeschrieben
wird (David, 1992; Kim et. al., 1994).
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Abb. 17: Grundaufbau von Syn-4
http://www.glycoforum.gr.jp/science/word/glycogene/GGA02.html

Syndecan-4 kann in verschiedenen Gewebearten vorgefunden werden. Tumorzellen
weisen unabhangig von der Gewebeart eine hohe Syndycan-4 Expression auf (Gulyas
und Hjerpe, 2003). Auch wahrend der Wundheilung kommt es zur Induktion der Syn-4
Expression (Gallo et. al., 1996). In vitro Untersuchungen von Couchman und Woods
(1999) und Oh und Woods (2004) haben erwiesen, dass die zytoplasmatische Domane
des Syndecan-4 die Fahigkeit besitzt PKC-a zu binden und zu aktivieren. Dieses konnte
in vivo bestatigt werden (Keum et. al., 2004). Abbildung 18A zeigt die Interaktionen
zwischen den Heparansulfat-Ketten (HS) von Syn-4 und dem Fibroblastenwachstums-
faktor (FGF)-2 und FGF Rezeptor (FGFR). Dieses ermdglicht die Formation eines Sig-
nal-Komplexes mit der Tyrosinkinase. Abbildung 18B zeigt, dass sich fokale Kontakte
durch Kooperation zwischen Integrinen und Syndecanen abspielen und so die Kommu-
nikation zwischen EM und dem Zytoskelett ermdglichen. Der Syn-4 wird durch die
Aktivierung von Proteinkinase C-o (PKC-a) in die fokalen Kontakte rekrutiert. Die zy-
toplasmatische Doméne des Syn-4 agiert mit PKC-a und aktiviert deren Kinase-
Aktivitat durch Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP;) (Lopes et. al., 2006).

Auch die Formation von Syn-4 in einer Dimeren Form wird durch die Bindung von
PIP, an die variable Region vermittelt und stabilisiert (Oh und Couchman, 2004; Lopes
et. al., 2006).
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Abb. 18: Syndecan-4-vermittelte Signaltransduktion durch Wachstumsfaktoren
[Lopes et. al., 2006]
A: Syndecan-4 moduliert die Bindung von Wachstumsfaktoren und die Zell-Anheftung

B: Syndecan-4 vermittelte Bindung zwischen Wachstumsfaktoren und Tyrosinkinase Rezeptor

Da Syndecan-4 im Vergleich zu den anderen Syndecanen sehr stark in der Niere expri-
miert wird, wurde der Einfluss von dessen Defizienz auf die renale Pathogenese unter-
sucht (Cevikbas et. al., 2008). Hier konnte nachgewiesen werden, dass durch eine unila-
terale Nephrektomie (UNX) im Alter von 60 Tagen ausschlieRlich die mannlichen Syn-

decan-4-Knockout-Maduse eine glomerulosklerotische Entwicklung zeigen.

Auler der Beeinflussung der Wundheilung (Kapitel 1.1) kann den Syndecanen auch
eine Rolle bei der Aktivierung des ADAMTS-4 aus der ADAMTS-Familie der Meta-
loproteasen zugeschrieben werden (Echtermeyer et. al.., 2009). Hier konnte nachgewie-
sen werden, dass die Syndecan-4 Expression in Chondrozyten sowohl in humanen
arthrotischnem Knorpel als auch im Mausmodell der Osteoarthrose spezifisch aktiviert
wird. Der Syn-4-Verlust durch eine Knockout-Genmodifikation oder intraartikulare
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Injektion von Anti-Syn-4-Antikérpern bei Mausen schiitzt diese vor einem Proteogly-

kan-Verlust.

Es wurde auch die Expression von Syndecan-4 in langen Knochen von Wild-Typ-
Méausen und Syndecan-4 Knockout-Mausen (LacZ-Knock-in-Strategie) untersucht.
Wéhrend der embryonalen Knochenentwicklung wird die Expression von Syndecan-4
in den proliferativen und den hypertrophen Chondrozyten der Wachstumsfuge induziert
(Echtermeyer, unpublizierte Arbeit). Eine Syn-4-Promotor-Aktivitat kann vor allem in
den proliferativen und hypertrophen Chondrozyten der Wachstumsfuge vorgefunden
werden. Syn-4-Protein konnte zusammen mit Kollagen X in hypertrophen Chondrozy-
ten der Resorptionszone nachgewiesen werden (Echtermeyer, unpublizierte Arbeit).
Nach Féarbung histologischer Schnitte der Wachstumsfuge eines E18.5 Wild-Typ Maus-
Embryos mit Antikorpern gegen Syn-4 und Kollagen X, dem Hypertrophiemarker,
konnte dies bestatigt werden (Abb. 19).
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Syndecan-4 (blau) Kollagen Typ X Syndecan-4

Knarpel (orange)
Knochen (schwarz)

Abb. 19: Expression von Syn-4 in der Wachstumsfuge wahrend Embryonalentwicklung

[Echtermeyer, unpubliziert]

1.5 Einfluss l6slicher Faktoren auf die Chondrozytendifferenzierung

Waéhrend der Embryogenese durchlaufen die Chondrozyten im Verlauf der enchondra-
len Ossifikation eine Differenzierungskaskade. Durch Proliferation und Differenzierung
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entstehen aus Ruhechondrozyten mit einer niedrigen metabolischen Aktivitat hoch akti-
ve, hypertrophe Knorpelzellen. Einen regulatorischen Einfluss auf diesen Prozess haben
Umgebungsfaktoren wie Hormone und andere I6sliche Faktoren, die im Knorpel oder
umgebendem Gewebe vorkommen. Durch deren Bindung an die Anheftungsstellen des
Syndecan-4 kénnen viele intrazelluldre Prozesse aktiviert, beschleunigt oder gehemmt
werden. Vor allem den parakrin sezernierten Faktoren aus den Familien der Bone Mor-
phogenetic Proteins (BMPs) und Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGFs) wird eine
Schlusselfunktion bei der Chondrozytendifferenzierung zugeschrieben (Lopes et. al.,
2006). BMPs und FGFs wirken antagonistisch zueinander. Die BMPs werden durch
proliferierende und hypertrophe Chondrozyten exprimiert. Deren Aufgabe ist die Proli-
feration von Chondrozyten zu fordern. Die Differenzierung wird dagegen inhibiert.
Auch eine BMPs-Stimulation der Expression von Ihh (Indian hedgehog), das fur die
Proliferation der sich am Gelenkende befindlichen Knorpelzellen verantwortlich ist,
kann beobachtet werden. Durch einen regulatorischen Einfluss des Ihh auf die Stimulie-
rung von der Expression des Parathormon-related-peptid (PTHrP) kann ein vorzeitiger
Ubergang des Knorpels in den hypertrophen Zustand verhindert werden. Dieser Prozess
kann durch PTHrP reguliert werden oder verlauft in einem direktem Pfad (Kobayashi
et. al.., 2005; Kronenberg, 2006). Hierbei sind die Fibroblastenwachstumsfaktoren
(FGF) fur das proximal-distale Wachstum verantwortlich. Auch das PTHrP spielt bei
der Knochenentwicklung eine Rolle. Durch dessen Einfluss werden die Chondrozyten
im proliferierenden Zustand gehalten. Bei ungeniigendem PTHrP-Spiegel produzieren
die Knorpelzellen Ihh, was sich in der Lange der proliferativen Zone wiederspiegelt.

Ein ausgeglichenes Verhaltnis aller Komponenten der extrazelluldren Matrix ist ent-
scheidend. Dieser komplexe Regelkreis (Abb.20), an dem Hormone (Wachstumshor-
mon, IGFs, Schilddriisenhormone) und Wachstumsfaktoren (BMPs, FGFs) beteiligt
sind, ist fur einen reibungslosen Ablauf der Differenzierungskaskade verantwortlich

(Loffler; Biochemie und Pathobiochemie).
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Abb. 20: Regulation der Chondrozytendifferenzierung durch die Interaktion von PTHrP, Ihh,
BMPs und FGFs

[Loffler; Biochemie und Pathobiochemie]
a: Wirkungen von Ihh und negative Riickkopplung zwischen Ihh und PTHrP,
b: Antagonismus zwischen FGFs und BPMs und Beziehung zu Ihh und PTHrP

Untersuchungen von Vortkamp et. al. (1996) haben gezeigt, dass ein PTH-ahnliches
Peptid, das im Perichondrium vorkommt, die Differenzierung zu Koll X-produzierenden
hypertrophen Zellen beim Huhn unterdriickt. Bohme et. al. (1995) haben diesen negati-
ven Einfluss durch chondrozyteneigenes TGF-R2 und FGF-2 beobachtet. Eine zusétzli-
che Modellierung der Differenzierungskaskade kann auch durch die Freisetzung von
Proteasen unterstutzt werden. Die Faktoren Ihh, TGF-R, FGF-2 FGF-18 und BMPs sind
also fur die Spatdifferenzierung von Ruhechondrozyten zu proliferativen Chondrozyten

mit verantwortlich.

Neben den oben genannten Faktoren gibt es eine Reihe weiterer Komponenten, die die
Differenzierungskaskade beeinflussen konnten. Bassett und Williams (2003) beschreibt
die Rolle von Thyroidhormonen in der Knochenentwicklung, wobei T3 die Chondrozy-
ten, Chondroblasten und Osteoklasten reguliert. Des Weiteren beeinflusst auch der Thy-
roid-Hormon-Rezeptor (TR) das skelettale Knochenwachstum. Die Chondrozyten der

proliferativen Zone und der Reservezone synthetisieren TRal, -a2 und —B1. Diese kon-
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nen hingegen in hyperthropen Knorpelzellen nicht gefunden werden. Die Umwandlung
der Mesenchymzellen zu Chondrozyten kann durch die Kombination von Glucocorti-
coiden, Transforming growth Factor B (TGF-f) und T3 indiziert werden. Dieses sugge-
riert, dass T3 flr die Chondrozytendifferenzierung unentbehrlich ist. Die Abb 21 stellt
die oben beschriebenen Zusammenhange zwischen den verschiedenen Faktoren dar. In
einem langen negativen Riickkopplungspfad (rot) sezenieren prehypertrophe Chodrozy-
ten Indian hedgehog (Ihh), was sich auf die perichondrialen Chondrozyten in einer Sek-
retion von BMPs auswirkt. Hierdurch wird die Osteoblastendifferenzierung stimuliert
und die Synthese von PTHTrP der periarticaldren Region indiziert. PTHrP stimuliert die
Proliferation weiterer Chondrozyten und inhibiert die hypertrophe Differenzierung. In
einem weiteren kurzen positiven Rickkopplungspfad (violett) wird durch BMP6 aus
prehypertrophen und hypertrophen Chondrozyten die Ihh-Expression verstarkt. Dieses
stimuliert die Proliferation und weitere Synthese von BMP6. Durch FGF wird die Proli-
feration, Hypertrophie und Matrix-Synthese der Chondrozyten inhibiert. Auch die
Apoptose und vaskuldre Einsprossung (grin) wird gefordert.
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Abb. 21: Regulation der Wachstumsfuge und der enchondraler Ossifikation
[Bassett und Williams, 2003]

Die Heparansulfat-Ketten (HS) der Syndecane binden auch andere lésliche Faktoren.
Durch diese Bindung kann die Funktion der loslichen Faktoren durch Aktivierung ver-
stérkt oder durch das Fernhalten vom Rezeptor gehemmt werden. Der Einfluss weiterer
Faktoren wie Insulin, IGF-1 und Thyroxin soll in dieser Arbeit untersucht werden.
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1.5.1 Insulin

Insulin ist ein durch die B-Zellen der Langerhans schen Inseln der Bauchspeicheldriise
produziertes Proteohormon, das aus einer A-Kette (21 Aminosduren) und einer B-Kette
(30 Aminosauren) besteht. Die beiden Ketten sind miteinander durch zwei Disulfidbri-
cken verknlpft. Eine dritte Disulfidbriicke tragt zur Stabilisierung der Raumstruktur der
A-Kette bei. Die Sekretion von Insulin hangt von der extrazellulérer Glukosekonzentra-

tion ab (L6ffler; Biochemie und Pathobiochemie).

Insulin hat im Korper vielféltige Wirkungen. Fettgewebe und Muskulatur sind bei der

Aufnahme und Verwertung von Glukose auf die Mithilfe von Insulin angewiesen.

Der Blutzuckerspiegel wird durch Insulin in Folge von Aktivierung von Enzymen der
Leber und der Muskelzellen, die fur die Verbrennung von Glukose und die Speicherung
als Glykogen verantwortlich sind, gesenkt. In den Fettzellen aktiviert es Enzyme, die
eine Umwandlung von Glukose in Fett ermdglichen und den Fettabbau hemmen. Des
Weiteren hat Insulin durch Stimulation der Proteinbiosynthese auch einen wachstums-
fordernden Effekt. Auch eine Rolle bei der Reifung von Chondrozyten wird neben IGF-
I auch Insulin zugeschrieben (Bohme et. al., 1992). Hier konnte festgestellt werden,
dass durch die Stimulation von unreifen Chondrozyten mit Insulin oder IGF-I der erste
Schritt der Reifung, wie die Proliferation oder Expression von gréfReren Mengen von
Komponenten der extrazellularen Matrix, ohne Verdnderung im Phanotyp induziert
werden kann. Des Weiteren kann Insulin auch zur Hypertrophie fuhren (Bohme et. al.,
1992).

1.5.2 Insulin-like growth factor

Insulin-like growth factor | (IGF 1) ist einer der wichtigsten Mediatoren der Wach-

stumshormon-Wirkung (Somatotropin) und wird auch als Somatomedin bezeichnet.

IGF-I gehort zur Familie der insulindhnlichen Peptide. Das vor allem in der Leber ex-
primierte Peptid kann auch lokal in anderen Geweben gebildet werden, wie z.B. in
Chondrozyten der Wachstumszone im Knochen und im Knorpel. Es besteht aus einer

Kette aus 67 Aminosauren. IGF-1 ist hochkonserviert in allen Wirbeltieren nachweisbar,
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IGF-Analoga sind bei vielen Wirbellosen vorhanden. Alle IGF’s zeigen eine hohe Ahn-
lichkeit zu Insulin und binden an Insulinrezeptoren. Im Blut kommen sie an Bindungs-

proteine gebunden vor. Sie behalten jedoch das C-Peptid bei.

IGF | stimuliert wie oben beschrieben neben Insulin die Chondrozytenproliferation und
deren GroRenwachstum (Bohme et. al., 1992). Des Weiteren kann Somatotropin tber
IGF | auch einen direkten Effekt auf die Proliferation der Chondrozyten der Reserve-
zone in der Wachstumsfuge vermitteln und zur Hypertrophie der Chondrozyten flihren
(Van der Eerden et. al., 2003).

1.5.3 Thyroxin

L-Thyroxin (T4) gehort neben 3,3,5-Triiod-Thyronin (T3) zu den in der Schilddrise
produzierten Thyroidhormonen. Durch eine lodierung der Thyrosylreste des Thyreoglo-
bulins erfolgt in den Follikeln der Schilddriise die TSH gesteuerte Biosynthese dieser
Hormone. Nach einer proteolytischen Spaltung werden die Hormone in die Blutbahn
freigesetzt und proteingebunden (Thyroxin-bindendes Globulin, Transthyrenin und Al-
bumin) weitertransportiert. T3 ist die biologisch aktive Form der Schilddriisenhormone
und wird durch eine selenabhéangige, periphere Dejodierung mit Hilfe von 5'-Dejodasen
aus dem Prohormon Thyroxin Uberwiegend gebildet.

Die Konzentration von gebundenem T4 im Blut liegt bei ca. 110 nmol/I.

Den Schilddriisenhormonen wird eine vielfaltige Wirkung zugeschrieben. Sie wirken
vor allem auf den Stoffwechsel und regulieren den Energiehaushalt. Durch die Stimula-
tion der Synthese der Wachstumshormone der Hypophyse regulieren sie auch das
Wachstum und die Differenzierung (Hirnentwicklung). Auf den Knochen haben Thy-
roidhormone einen direkten Einfluss. Durch Stimulation der Chondrozyten zur Hypert-
rophie verandern sie das Langenwachstum (Bassett und Williams, 2003).
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2  Fragestellung der Arbeit

Chondrozytenspétdifferenzierung findet physiologisch wahrend der enchondralen Ossi-
fikation statt. Hier durchlaufen die Chondrozyten eine Kaskade von Veranderungen von
Ruhechondrozyten, durch proliferative Chondrozyten, bis zu hypertrophen Chondrozy-

ten.

In diesen Differenzierungsvorgéngen spielen auch losliche Faktoren wie FGFs, BPMs,
Ihh und PTHrP eine Rolle. Durch deren Bindung an Syndecan-4 kénnen viele intrazel-
luldre Prozesse aktiviert, beschleunigt oder gehemmt werden.

Basierend auf unpublizierten Voruntersuchungen von Dr. F. Echtermeyer, die eine Ex-
pression von Heparansulfat-Proteoglykan Syndecan-4 in der Wachstumsfuge wéhrend
der Embryonalentwicklung zeigen, war das Ziel dieser Arbeit die genaue Rolle von
Syn-4 bei der Chondrozytendifferenzierung zu untersuchen. Dazu wurden Knorpelzel-
len von Wildtyp- und Syn-4-Knockout-Mausen miteinander verglichen und ihr Verhal-
ten unter dem Einfluss von verschiedenen Faktoren wie Insulin, IGF-1 und Tyroxin un-
tersucht.

Nach Praparation von Wt und Syn-4-/- Maus-Brustkdrben wurden die isolierten Chond-
rozyten in Zellkulturen mit Insulin, IGF-1 und Tyroxin stimuliert und deren Differenzie-
rungszustand verglichen. Dieses wurde durch Unterschiede in der Morphologie (foto-
graphische Analyse) und Bestimmung spezifischer Proteinmarker (ALP und Kollagen Il
und X) festgehalten. Des Weiteren wurden Wt und Syn-4-/- Maus-Tibien durch gleiche
Faktoren stimuliert und deren Verhalten in Organkultur fotographisch dokumentiert und
analysiert. Im Detail sollte gekléart werden, ob das Fehlen von Syn-4 eine Verzdgerung

in der Differenzierung von Chondrozyten verursacht.

Bei degenerativen Gelenkerkrankungen wie Osteoarthritis kann eine verstarkte Prolife-
ration und Expression von Hypertrophiemarkern und eine verénderte Produktion von
Syn-4 beobachtet werden. Die VVorgange, die in Zugen der enchondralen Ossifikation
stattfinden, sind denen in der Osteoarthrose vergleichbar und fuhrten zu der Annahme,
dass eine ungehemmte Differenzierung unter Umsténden zu Osteoarthrose filhren kénn-
te. Ziel war es, die gewonnen Erkenntnisse in der Entwicklung neuer Ansdtze zur Be-
handlung dieser Krankheit einzusetzen.
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3 Materialien und Methoden

Um die Rolle von Syndecan-4 bei der Chondrozytendifferenzierung zu untersuchen,
wurden aus 17,5 Tage alten Embryos von Wild-Typ und Syn-4-Knockout- Mausen
Chondrozyten aus den Brustkdrben gewonnen und die Tibien freiprépariert. Die durch
Kollagenaseverdau gewonnenen Knorpelzellen und Tibien wurden in Zellkultur ge-
nommen und mit verschiedenen Islichen Faktoren behandelt.

Versuchsmaus
Zellkultur Organkultur
Chondrozyten in Agarose Tibien von E17,5
E17,5 Brustkorbknorpel Mausembryonen

Abb. 22: Darstellung der untersuchten Kulturen
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3.1

Material

3.1.1 Allgemeine Materialien

Sofern nicht gesondert angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen Applichem
(Darmstadt), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Roche (Mannheim),

Roth (Karlsruhe) und ICN Biomedicals (Eschwege) bezogen.

Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Krebs-Ringer Puffer(pH 7,4):
— NaHPO, 15,7mM

— KH,POq 1,6mM
— NacCl 111,2mM
- KCI 5,4mM
— MgCl, 1,3mM
— NaHCO; 4mM
— Glukose 13mM

DMEM (4,5g/ml Glucose), Biochrom

Penicillin, Streptomycin ,
Kollagenase B, Roche

Trypanblau, Sigma

High melting Agarose, Low melting Agarose, Biozym

PAA

R-Aminopropionitril, Sigma

Cystein, Sigma
Natriumpyruvat, Merck
Ascorbinsdure, Merck
IGF-I, Sigma

Insulin, Sigma
L-Thyroxin, Sigma
Diethanolamin-HCI, Roth

p-Nitpophenylphosphat (Sigma 104 Phosphatase Substrat), Sigma

NaOH
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Pepsin, Sigma

CH3COOH

Tris

NaCl

Tris-HCI

EthanolPolyacrylamid-Ldsung, Roth
SDS, Sigma

Glycerin

Bromphenolblau (Frontmarker)
Dithiothreitol (DTT)
Molekulargewichtstandard, Biorad
Methanol

Eisessig in Aqua dest

Coomassie R250, Serva

Isopropanol

FKS Biochrom KG, Berlin
Trypsin/EDTA PAA Laboratories, Colbe
24-Well Platten Greiner, Frickenhausen
1 ml Kryordhrchen Nunc, Wiesbaden
Sterile 15 ml R6hrchen Greiner, Frickenhausen

Neubauer Zahlkammer Brand, Wertheim

Gerate

Tischzentrifuge Centrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg
Kihlzentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg
Ultrazentrifuge Avanti J-25 Beckman Coulter, Krefeld
Minischittler IKA Works Inc., Staufen

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Heizplatte Medax, Kiel

Prézisionswaage Kern 572 Kern, Balingen-Frommern

Stereomikroskop Stemi 2000-C Zeiss, Jena
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e Mikroskop Olympus BX60 Olympus, Hamburg

e Inverses Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena

3.2 Methoden

3.2.1 Chondrozyten-Zellkulturen aus Knorpel von Wildtyp- und Syndecan-4

Knockout-Mausen

3.2.1.1 Die Chondrozyten- Zellkulturen

3.2.1.1.1 Préaparation der Mausbrustkorbe

Materialien:

e Skalpell, Pinzette, Schere

e Kimwipe-Papier

e Krebs-Ringer Puffer

e Kollagenaseltsung:
— DMEM (Biochrom)
— Penicillin (PAA) 100U/ml
— Streptomycin (PAA) 100pg/ml
— Kollagenase B (Roche) 1mg/ml
— Cystein (Sigma) 1mM

Nach 17,5 Tagen embryonaler Entwicklung wurden Wildtyp- und Syndecan-4 Knock-
out- Mause-Embryos gewonnen. Nach Eréffnung des Bauchraums mittels eines L - for-
migen Schnittes konnten die Brustkorbe, bestehend aus Knochen und Knorpel, vom
restlichen Bewegungsapparat entfernt und entnommen werden. Nach vorsichtiger Rei-
nigung von Muskel, Sehnen und Geféalresten auf einem Kimwipe-Papier mittels Pinzet-
te und Schere wurden die Proben separat in Krebs-Ringer Puffer (steril) gewaschen. Zur
Isolierung primérer Chondrozyten wurden die Proben nach mehrmaligem Waschen un-
ter einer Sterilbank in einem sterilen Krebs-Ringer Puffer tiber Nacht in Kollagenaselo-
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sung aus 1mg/ml Kollagenase B in DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium)
mit Zusatz von 1mM Cystein bei 37°C und 5% CO; verdaut.

3.2.1.2 Die Vorbereitung der Zell-Suspension

Materialien:

e calciumfreies DMEM (Gibco)
e DMEM (Biochrom)

e Swinnex-Filter

e Neubauer-Z&hlkammer

e Trypanblau (Biochrom)

Nach ca. 24h wurden die Zellen und verbleibende Knochenreste vorsichtig resuspen-
diert und durch Swinnex-Filter mit drei Lagen Nylon von einer Porengréfe von 100 pm
filtriert. Nach zweimaliger Waschung mit calciumfreiem DMEM und zweimaliger
Zentrifugation bei 600*g fir 5 Minuten wurden die Zellen zur Bestimmung der Zell-
konzentration mittels Neubauer-Kammer in DMEM aufgenommen. Hierfiir wurde 20ul
Zellsuspension mit 80ul DMEM versetzt (Verdiinnung 1:5). 20ul der entstandenen
Suspension wurden mit 20ul Trypanblau (Verdiinnung 1:2) versetzt und auf eine Neu-
bauer-Z&hlkammer aufgetragen. So konnte die Zellzahl der vier 0,1ul Stichproben
durch Auszéahlen unter dem Mikroskop mit 10-facher Vergrofierung bestimmt werden.
Die Zellzahl sollte ca. 2,1*10° Zellen pro Milliliter betragen. Da jedoch die Kammer
einer 24-Well-Schale 200 pl Zellsuspension enthélt, betrug die verwendete Zellzahl
0,42*10° pro Probe.

Zellzahl pro ml = Mittelwert Zellzahl * Verdiinnung (1:10) * Kammerfaktor (10%
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3.2.1.2.1 Die Agarosekultur der Chondrozyten
(modifiziert nach Benya und Shaffer, 1982)

Materialien:

e 24 Well Schalen
e 0, 7ml 1% High melting Agarose in H,O w/v (Biozym)
e 0, 7ml Agarose- Zell- Suspension:
— 200ul Zellsuspension ( Zellzahl 2,1%10%/ml )
— 175ul 2-fach DMEM (Biochrom)
— 175p12% Low melting Agarose in H,O w/v (Biozym)
e 3, 5ul Zusitze BCP:
— - Aminopropionitril (Sigma)
— Cystein (Sigma)
— Natriumpyruvat (Sigma)
e Chondrozytenmedium:
— DMEM, 100 U/ml Penicillin
— 100 pg/ml Streptomycin
e Zusédtze ABCP ( 200-fache Stammldsung):
— Ascorbinsdaure 5mg/ml (Endkonzentration im Medium: 0,14 mM)

— R-Aminopropionitril 12mg/ml (Endkonzentration im Medium: 0,23 mM)

Cystein 35,1mg/ml (Endkonzentration im Medium: 1mM)

Natriumpyruvat 22mg/ml (Endkonzentration im Medium: 1mM)

Alle verwendeten Materialien muissen steril sein oder steril filtriert werden.

In die Kammern der 24 Well Schale wurde 0,7ml 1% Hochtemperatur- Agarose in A.
dest. pipettiert. Nach dem Festwerden der Hochtemperatur- Agarose wurde 100ul einer
2% Niedertemperatur- Agarose mit 100ul 2-fach DMEM und Zusédtzen von R-
Aminopropionitryl, Cystein, Natriumpyruvat vermischt und in 200ul der Zellsuspensi-
on, die 2,1*10°/ml Chondrozyten enthlt, versetzt. AnschlieRend wurde 0,4ul Agarose-
Zell-Suspension auf die auf 37°C vorgewédrmte mit Hochtemperatur- Agarose be-
schichtete Kulturschale pipettiert. Nach 10 miniitigem Abkthlen und 15 mindtiger Ver-
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festigung der Agarose bei 4°C wurden die Schalen bei 37°C und 5% CO; im Brut-
schrank inkubiert. Nach ca.14 h und anschlielRend alle 2-3 Tage erfolgte ein Medien-
wechsel mit 400pl Chondrozytenmedium und Zusdtzen von Ascorbinsdure, B-

Aminopropionitryl, Cystein und Natriumpyruvat.

3.2.1.3 Die Chondrozytenkultivierung

Materialien:

e DMEM
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
Zusdtze ABCP ( 200-fache Stammldsung)

100 ng/ml Insulin, 100 ng/ml IGF-I oder 25ng/ml Thyroxin (alle Sigma)

Zur Kultivierung wurden je Ansatz 400ul des Chondrozytenmediums (DMEM 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin) mit 20ul ABCP-Zusétzen zugegeben und alle
zwei bis drei Tage gewechselt. Des Weiteren wurden die Wildtyp- und Syn-4-/-
Chondrozytenkulturen separat mit 100 ng/ml Insulin, 100 ng/ml IGF-1 oder 25ng/ml
Thyroxin (T,) Uber 14 Tage stimuliert. Als Kontrolle blieb eine Probe unstimuliert. In
weiteren Versuchen wurden Wildtyp- und Syndecan-4-/-Chondrozytenkulturen tber 21

Tage mit 25ng/ml Thyroxin stimuliert.
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3.2.2 Die Tibia-Organ-Kulturen

3.2.2.1 Praparation der Maustibien

Materialien:

e DMEM

e 100 U/ml Penicillin

e 100 pg/ml Streptomycin
e Krebs-Ringer Puffer

Nach Préparation der Brustkorbe wurde das Knie- und Sprunggelenk mit einem Skalpell
eroffnet und die Tibia entnommen. Die weitere Praparation erfolgte unter einem Ste-
reomikroskop (Zeiss), wo die Muskeln, die Sehnen und das Periost entfernt wurden.
Dieses war jedoch nur bedingt mdglich und ein spateres Nachpraparieren war mehrmals
notwendig. Die Tibien wurden in Krebs-Ringer Puffer gewaschen und auf in Schalen
mit 2ml DMEM-Medium (vergleiche Chondrozytenmedium) als Organkultur kultiviert.

3.2.2.2 Kultivierung der Tibien

Materialien:

e DMEM
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
Zusdtze ABCP ( 200-fache Stammldsung)
100 ng/ml Insulin, 100 ng/ml IGF-I oder 25ng/ml Thyroxin (alle Sigma)

Nach 12h und alle zwei bis drei Tage wurden den Wildtyp- und Syndecan4-/- Tibien
2ml DMEM mit Penicilin 100U/ml, Streptomycin 100pg/ml + 10ul Zusitze von Ascor-
binséure, R-Aminopropionitryl, Cystein, Natriumpyruvat zugefigt. Des Weiteren wur-
den die Tibien, bis auf einzelne Proben, die als Negativkontrolle dienten, mit 100 ng/ml
Insulin, 100 ng/ml IGF-1 oder 25ng/ml Thyroxin (iber 14 Tage stimuliert.
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3.2.3 Bestimmung der alkalischen Phosphatase

Chondrozyten die in Zligen der enchondralen Ossifikation die Differenzierungskaskade
durchlaufen, sezernieren im hypertrophen Zustand alkalische Phosphatase. So kann die-
ses Enzym als ein Marker fir den hypertrophen Zustand der Knorpelzellen angewendet

werden.
Materialien:

e Reaktionsldsung:
— 1M Diethanolamin-HCI (Roth), pH 9,8;
— 0,2% w/v p-Nitrophenylphosphat in 1M Diethanolamin
(Sigma, 104 Phosphatase Substrat)
e Stoppldsung:
- 2M NaOH
- 0,2mMEDTA

Der Reaktionslésung, bestehend aus 450 pl Diethanolamin-HCI Puffer mit 0,2 % p-
Nitpophenylphosphat, wurden 50ul des Mediums zugefiigt. Nach 30 mindtiger Inkuba-
tion bei 37°C wurde die Reaktion mit 500 pl Stopplésung beendet. Die Menge an abge-
spaltenem Phosphat des p-Nitpophenylphosphats wurde photometrisch bei Esgs be-

stimmt.

3.2.4 Metabolische Markierung

Neben der alkalischen Phosphatase sezernieren die hypertrophen Chondrozyten einen
zweiten Marker, Kollagen X. Durch eine metabolische Markierung mit einem radioak-
tiven Element wurde dieses sichtbar gemacht.

Nach einer 14- bzw. 21-tdgigen Kultivierung wurden zum Nachweis der Kollagen 11
und X —Expression die Ansatze mit **C-Prolin metabolisch markiert. Hierzu wurde zu
frischem Medium bestehend aus DMEM und Zusitzen (ABCP) 1uCi **C-Prolin pro ml
Medium hinzugefiigt. Nach 24h erfolgte die Préparation der Kollagene aus den Agaro-
seschichten und Medien der Chondrozytenkulturen.
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3.2.5 Die Kollagenpraparation aus Agarose und Medien (24 Well Kulturschale)

Materialien:

e JA 20.1 Rohrchen, Ruhrfisch, Eppendorf-Gefaly

Pepsinlosung:
— 1mg/ml Pepsin in 0,2M NacCl,
- 0,5M CH3;COOH

e 1MTris

e 10M NaOH

e NaCl

e 0,4M NaCl in 0,1M Tris-HCI bei pH 7

e Ethanol

Nach 1 stindigem Einfrieren der Kulturschalen und anschlieBendem Auftauen wurde
das Medium und die obere Agaroseschicht in ein JA 20.1 Réhrchen tberfihrt und mit
5ml Pepsinlosung 72h bei 4°C unter Ruhren (Ruhrfisch) verdaut. In diesem Fall wurden
pro 1ml Medium und 0,7ml obere Agaroseschicht 5ml Pepsinlosung eingesetzt. Bei

kleineren Ansétzen war eine Reduzierung des Volumens notwendig.

Um die Pepsinverdauung zu beenden wurden nach 72h die Ansédtze mit 500ul 1 M Tris
neutralisiert und falls notwendig mit 10 M oder 1M NaOH auf pH 7 gebracht. Durch
anschlieBende Zugabe von 17,5mg/ml NaCl erfolgte die eigentliche Kollagenextrakti-
on. Die Ansatze wurden 24h bei 4°C geruhrt (Ruhrfisch) und danach 1 min lang bei
5000U/min zentrifugiert. Nach Entfernung des Rihrfisches erfolgte zur Trennung der
verbliebenen Agarose vom restlichen Ansatz eine erneute 30 minutige Zentrifugation
bei 15000U/min und 4°C. Der Uberstand wurde in ein neues JA 20.1 tberfiihrt und es
folgte unter Mixen eine Kollagenféllung mit 200mg/ml NaCl fiir 24h bei 4°C.
Nach 45 minitiger Zentrifugation mit 14000U/min bei 4°C wurde der Uberstand abge-
saugt und der Pellet in 300ul 0,4 M NaCl in 0,1 M Tris-HCI bei pH 7 aufgenommen
und in ein Eppendorf-Gefal} tberfiihrt. Nach Zufiigen von 900ul Ethanol wurde der
Ansatz fur mindestens 2h bei einer Temperatur von -20°C gefallt. Nach 30 minutiger
Zentrifugation bei 14000U/min und 4°C wurde der Uberstand abgesaugt und das ver-
bliebene Kollagenpellet in 70ul Probenpuffer aufgenommen und 5 Minuten lang bei
95°C gekocht. Danach erfolgte die Analyse der Proteine mittels SDS-PAGE (4,5-15%).
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3.2.6 Na-Dodecysulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Materialien:

e Acrylamid-Stammldsung:

— 40 % wi/v Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 in H,O
e Sammelgel (5 %):

— ddH.0 6 ml

— 40 % Acrylamid-Ldsung 1,25 ml

— 0,5M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5ml

— 10 % w/v SDS in H,0O 100 pl
— 10 % w/v APS in 50 pl
- TEMED 10 ul

e Trenngel (4,5-15% Gradienten-SDS-Polyacrylamidgel):
— ddH,0
— 40% w/v Acrylamid-Ldsung in H,O
— 1,5M Tris-HCI (pH 8,8)
— 10 % w/v SDS in H,0
— 10 % w/v APS in H,0O
- TEMED
e Laufpuffer:
— 25mM Tris (0,1% SDS; 0,2 M Glycin)
e SDS-Probenpuffer:
— 60 mM Tris/HCI, pH 6,8
— 2% w/v SDS in H,0O
— 10% v/v Glycerin in H,0
— 0,001% w/v Bromphenolblau in H,O (Frontmarker)
e mg/ml Dithiothreitol (DTT) in SDS-Puffer
e Molekulargewichtstandard
e Fixierungsldsung:
— 50% v/v Methanol in H,O
— 10% v/v Eisessig in H0.

e Coomassie-Blau-Farbelosung:
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— 0,25% w/v Coomassie R250 in H,O
— 25% v/v Isopropanol in H,O
— 10% v/v Eisessig in H,O
e Entfarbungslosung:
— 10% v/v Methanol in H,O
— 10% v/v Eisessig in H,O

SDS-PAGE st ein Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekularge-
wicht. Durch Hinzufligen eines Molekulargewichtsstandard ist es moglich mit Hilfe
einer Eichgrade das Molekulargewicht der Proteine im Versuchsansatz zu ermitteln.

Um gleiche Mengen an Radioaktivitidt (Counts) aufzutragen, wurde die Radioaktivitét
der Proben mit einem R-Counter bestimmt. Nach Einbauen des Vertikalgels in die Ge-
lelektrophoresekammer und Fillen mit Laufpuffer wurden die Proben und 10 pl eines
Molekulargewichtsstandards aufgetragen. Anschliefend wurde Spannung angelegt um
die Trennung zu starten (max. 20 mA im Sammelgel, 30 mA im Trenngel). Nach erfolg-
ter Trennung wurde das Gel fir 20 Minuten mit Fixierldsung, dann 30 Minuten in
Coomassie-Blau-Farbeldsung und anschlieBend 30 Minuten in Entfarbungslosung in-
kubiert.

3.2.7 Fluorographie

Durch die Fluorographie wird das Radioaktivsignal auf den Rontgenfilm Ubertragen.
Hierzu wurde das Gel 3 mal 20 Minuten lang in Dimethylsulfoxid (DMSO) entwéssert
und mindestens uber 3 Stunden in 20% Diphenyloxazolin DMSO inkubiert. Anschlie-
Rend erfolgte eine Wésserung des Gels in Aqua Dest. und eine Trocknung im Geltrock-
ner. Der Rontgenfilm wurde zur Detektion bei -80°C zwischen 7 und 21 Tage exponiert.
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4 Ergebnisse

Wéhrend der Embryonalentwicklung entsteht aus Mesenchymzellen in den Ziigen der
enchondralen Ossifikation Uber Chondrozyten das Knochengewebe des Rohrenkno-
chens. Hier unterlaufen die Chondrozyten eine Differenzierungskaskade, die in Apopto-
se endet. Die unterschiedlichen Differenzierungsgrade sind mit verschiedenen Expressi-
onszustanden in der extrazellularen Matrix gekennzeichnet (Cancedda et. al., 1995). Im
ruhenden Knorpel wird Kollagen I1, IX, XI und das Knorpelproteoglycan Aggrecan
neben anderen Proteinen produziert. Die Chondrozyten der Proliferationszone, die eine
charakteristische Saulenanordnung aufweisen, sind durch eine hohe Chondrozytentei-
lungsrate gekennzeichnet. Die hier sezernierten Kollagene sind denen in ruhenden
Chondrozyten gleich. Im Gegensatz dazu produzieren die grof3en, runden und hypertro-
phen Chondrozyten der Resorptionszone die alkalische Phosphatase und Kollagen X. In
der letzten Stufe der Chonrozytendifferenzierung sprossen Blutgefae zwischen die
hypertrophen Knorpelzellen ein. In diesem Stadium sterben die Knorpelzellen durch
Apoptose oder wandeln sich in Osteoblasten um (Cancedda et. al., 2000; van der Eer-
den et. al., 2003; R. Wilson et. al., 2008). AnschlieRend erfolgt die Verkalkung.

Unpublizierte Studien (Echtermeyer) zeigen das Syndecan-4 wahrend der Embryonal-
entwicklung in allen Knorpelanlagen und insbesondere in proliferativen und hypertro-
phen Chondrozyten exprimiert wird. Auch der Gelenkknorpel der an Osteoarthrose er-
krankten Patienten zeigt eine Verstarkung der Expression von diesem Proteoglykan im
Vergleich zu gesunden Patienten.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von Syndecan-4 auf die

Differenzierungskaskade der Chondrozyten.

Fir die Versuchsansatze wurden aus 17,5 Tage alten Embryos von Wild-Typ und Syn-
4-Knockout- Méusen Chondrozyten aus den Brustkdrben gewonnen (Abb. 22 links) und
die Tibien (Abb.22 rechts) freiprépariert. Die so gewonnenen Knorpelzellen und Tibien

wurden in vitro mit verschiedenen loslichen Faktoren behandelt.
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4.1 Einfluss l6slicher Faktoren auf die Spatdifferenzierung der

Chondrozyten

Um den Einfluss der I6slichen Faktoren Insulin, IGF-1 und Thyroxin auf die Chondro-
zyten der Syn-4-Knockout- Maus im Gegensatz zu den Wild-Typ-Maus-Chondrozyten
zu untersuchen, wurden am gleichen Tag die Brustkorbe beider Maustypen freiprapa-
riert, aufbereitet und Uber 14 oder 21 Tage in Agarose mit DMEM und oben genannten
Faktoren (100 ng/ml Insulin, 100 ng/ml IGF-I oder 25ng/ml Thyroxin) kultiviert. Als
Hypertrophiemarker wurde regelmaRig die alkalische Phosphataseaktivitat (ALP) und
am Tag 14/21 die Expression von Kollagen X und Il bestimmt. Als Kontrollkultur wur-
den beide Maustypchondrozyten unbehandelt in Agarose und DMEM kultiviert. Alle
zwei Tage erfolgte eine photographische Dokumentation, anhand derer die morphologi-
schen Anderungen in den Kulturen festgehalten werden konnten.

Wie aus der Abbildung 23 zu entnehmen, zeigen nach 14 Tagen Kulturdauer sowohl die
Wildtyp- als auch die Syn4-\-Chondrozyten, die mit Thyroxin behandelt wurden, eine
Aktivitat der alkalischen Phosphatase. Im Gegensatz dazu zeigen weder die Kontroll-
versuchsansatze noch die mit Insulin oder IGF-1 behandelten Ansétze eine ALP-
Aktivitat.

Alkalische Phosphatase
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Abb. 23: Aktivitat der ALP im Medium der Wildtyp- und Syn4-\-Chondrozyten
Die Versuchsansétze wurden 14 Tage im DMEM mit Zusatz von Insulin, IGF-1, Tyroxin oder

als Kontrolle ohne Zusétze kultiviert. Nach 14 Tagen wurde die ALP-Aktivitat gemessen
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Als weiterer Hypertrophiemarker wurde auch die Expression und Sekretion von Kolla-
gen X im Vergleich zu Kollagen Il gemessen. Hierzu wurden die Chondrozytenansatze
am Tag 14/21 der Kultivierung mit **C-Prolin radioaktiv markiert und anschlieRend die
Kollagene aus dem Medium und der Agarose extrahiert. Aus den durch Pepsinverdau-
ung gewonnenen Kollagenen wurde ein Fluorogramm eines SDS-PAGE-Gels zum

Nachweis pepsinresistener Kollagene erstellt.

Die Abbildung 24 zeigt ein nach 14 Tagen gewonnenes Fluoragramm. Hier zeigt sich
eine Kollagen X Bande sowohl bei den mit Thyroxin behandelten Wildtyp- als auch bei
den Syn4-\- Chondrozyten, wohingegen in dem Kontrollansatz und den Insulin- oder
IGF-I- stimulierten Ansétzen nur die Kollagen Il Bande sichtbar ist. Auch Kollagen XI-
Banden kdnnen beobachtet werden.
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Abb. 24: Fluorogramm eines SDS-PAGE-Gels zum Nachweis pepsinresistener Kollagene
Links die Wildtyp, rechts die Syn4-\- Chondrozyten), die Proben wurden 14 Tage im DMEM ohne oder
mit Zusatz von Insulin, IGF-I oder Thyroxin kultiviert. T4 stimulierte Chondrozyten produzieren den

Hyperthropiemarker Kollagen X nach 14 Tagen

Aufgrund dessen, dass nur die mit Thyroxin behandelten Chondrozyten die Hyperthro-
phiemarker alkalische Phosphatase und Kollagen X sezernieren, wurde der Fokus im
weiteren Verlauf der Arbeit ausschlieflich auf diesen Faktor gerichtet. Die in gleicher
Weise wie oben behandelten Chondrozyten aus der Wildtyp und Syn4-\- Ansatzreihe
wurden mit Thyroxin stimuliert oder zur Kontrolle unbehandelt. Am Tag 4 der Kultur-
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dauer kamen die Kulturansétze fir 30 Minuten mit fotalem Kélberserum (FKS) in Kon-
takt, was eine unbeabsichtigte Kulturveranderung zur Folge hatte. Wie aus der Abbil-
dung 25 zu entnehmen, ist in allen Ansétzen (sowohl die unbehandelten als auch die mit
Thyroxin stimulierten Chondrozyten) eine ALP-Aktivitdt zu beobachten. Die mit T,
stimulierten Knorpelzellen zeigen am Tag 7, 9 und 12 in beiden Ansatzreihen einen
Aktivitatsanstieg, der aber am Tag 14 zurtickféallt. Die Chondrozyten der Kontrollgrup-
pe zeigen hingegen bis zum Tag 14 der Kulturdauer einen konstanten Aktivitatsanstieg.

Alkalische Phosphatase (Versuch 5)
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Abb. 25: Aktivitat der ALP im Medium der Wildtyp- und Syn4-\-Chondrozyten
Die Versuchsansétze wurden 14 Tage im DMEM mit Thyroxin oder zur Kontrolle ohne
Zuséatze kultiviert. Zusétzlich wurde am Tag 4 fiir 30 Minuten FKS zugefiihrt. Nach 7, 9,

12 und 14 Tagen wurde die ALP-Aktivitat gemessen

Das fur diese Versuchsreihe angefertigte Fluorogramm (Abb. 26) zeigt in allen Ansét-
zen Kollagen X Banden unterschiedlicher Auspragung. Die Wildtyp-Chondrozyten ex-
primieren und sezenieren Kollagen X am Tag 9 fiir Wt T4, Tag 12 fir Wt ohne und Wt
T4.
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Abb. 26: Fluorogramm eines SDS-PAGE-Gels zum Nachweis pepsinresistener Kollagene
Die Versuchsansatze der Wildtyp und Syn4-\- Chondrozyten wurden 14 Tage im DMEM mit
Thyroxin oder zur Kontrolle ohne Zusétze kultiviert. Die Kollagenpréparation erfolgte nach

Tag 9, 12 und 14. Syn4-/- Chondrozyten zeigen im Vergleich zu WT Chondrozyten in Kultur

eine verspatete Koll X Sekretion.

Diese Ergebnisse fuhrten zu der Annahme, dass die Syndecan-4-defizienten Méuse eine
Verzogerung der Thyroxin-induzierten hypertrophen Differenzierung aufweisen. Um
dieses zu bestéatigen wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit sowohl Wildtyp als auch
Syn4-\- Chondrozyten uber 21 Tage nur mit Thyroxin stimuliert. Die ALP und die Kol-
lagenpraparation erfolgten nach 12, 14, 16, 19 und 21 Tagen. Die Abbildung 27 zeigt

eine hohere ALP-Aktivitat der Wildtyp-Chondrozyten am Tag 7, 9, 12, 14 und 16. Am
Tag 19 und 21 ist die ALP-Aktivitat vergleichbar.
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Alkalische Phosphatase
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Abb. 27: Aktivitat der ALP im Medium der Wildtyp- und Syn4-\-Chondrozyten
Die Versuchsansatze wurden 21 Tage im DMEM mit Zusatz von Thyroxin kultiviert. Nach
7,9,12, 14,16, 19 und 21 Tagen wurde die ALP-Aktivitat gemessen.

Das aus diesem Versuch gewonnene Fluorogramm (Abb.28) zeigt eine Kollagen X
Bande, die schon ab Tag 12 fiir beide Typen sichtbar wird. Fir Syn4-\- nimmt die Sich-
tbarkeit der Kollagen X Bande am Tag 19 deutlich zu. Am Tag 21 ist die Koll X Bande
fur beide (Syn4-\- und Wt) Versuchsansatze sehr deutlich sichtbar.
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Abb. 28: Fluorogramm eines SDS-PAGE-Gels zum Nachweis pepsinresistener Kollagene
Wildtyp und Syn4-\- Chondrozyten in DMEM und stimuliert mit T4 Kollagenpréparation nach
Tag 12, 14, 16, 19 und 21
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Um die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zu verdeutlichen, wurde eine Auswertung des
Gels nach 3 Woche Exposition auf dem Film mit Image Quant durchgefiihrt. Das Ver-
haltnis von Kollagen X zu I1 hat folgende Werte ergeben:

WT Syn 4-/-
Tag 19 0,009 0,1203
Tag 21 0,348 0,419

Tab. 5: Verhaltnis von Kollagen X zu Il nach Auswertung mit Image Quant

Sowohl die Wt als auch die Syn4-/- Chondrozyten zeigen einen Anstieg der Kollagen X
Expression, die jedoch fiur die Knockout-Chondrozyten deutlich ausgeprégter ist. Der
Verdacht auf die Verzogerung der durch Thyroxin induzierten hypertrophen Differen-

zierung konnte so nicht bestétigt werden.

Im Laufe der Versuchsreihe wurden die Zellkulturen bei Wechsel des Mediums photog-
raphiert. Durch eine Markierung an der Unterseite jeder Probe wurde darauf geachtet,
dass genau die gleichen Ausschnitte der Zellkulturschale photographiert wurden. So
konnte durch einen optischen Vergleich die Zellzuwachsrate bestimmt und der Zusam-
menhang zwischen Anderungen der Hypertrophie-Marker, der Zellzahl und dem Diffe-
renzierungszustand beobachtet werden. Dieser Versuch wurde einmalig mit zwei An-

sétzen pro Kultur durchgefhrt.

Abbildungen 29 bis 32 zeigen, dass nach 14 Tagen in Kultur in allen Ansétzen die
Chondrozyten in grof3e, runde Knorpelzellen differenziert sind. Auch die Zellzahl im
beobachteten Probenabschnitt hat in allen Ansdatzen zugenommen.
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Abb. 29: Zellkultur der Wildtyp und Syn4-/- Chondrozyten, unstimuliert
a Photographische Aufnahmen von Wildtyp- (links) und Syndecan4-/- Chondrozyten (rechts)
am Tag 1(oben) und Tag 13(unten) ohne Stimulation mit l6slichen Faktoren
b Prozentuelle Zellzuwachsrate beider Chondrozytentypen in Kultur Giber 14 Tage
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Abb. 30: Zellkultur der Wildtyp und Syn4-/- Chondrozyten, stimuliert mit Insulin
a Photographische Aufnahmen von mit Insulin stimulierten Wildtyp- (links) und Syndecan4-/-
Chondrozyten (rechts) am Tag 1(oben) und Tag 13(unten)
b Prozentuelle Zellzuwachsrate beider Chondrozytentypen in Kultur iber 14 Tage
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Abb. 31: Zellkultur der Wildtyp und Syn4-/- Chondrozyten, stimuliert mit IGF-I
a Photographische Aufnahmen von mit IGF-1 stimulierten Wildtyp- (links) und Syndecan4-/-
Chondrozyten (rechts) am Tag 1(oben) und Tag 13(unten)
b Prozentuelle Zellzuwachsrate beider Chondrozytentypen in Kultur iber 14 Tage
Thyroxin
Wt T4 Syn4-/- T4
% Zellzuwachsrate
T1 50
40
30
20
= §
0
T13 T4 Wt T4 Syn4-/-
b
a

Abb. 32: Zellkultur der Wildtyp und Syn4-/- Chondrozyten, stimuliert mit Thyroxin
a Photographische Aufnahmen von mit Thyroxin stimulierten Wildtyp- (links) und Syndecan4-/-
Chondrozyten (rechts) am Tag 1(oben) und Tag 13(unten)
b Prozentuelle Zellzuwachsrate beider Chondrozytentypen in Kultur iber 14 Tage
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Um die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zu verdeutlichen, fasst das Diagramm in Ab-

bildung 33 diese in Abhangigkeit der Zellzuwachsrate von der Anfangs und Endzell-
zahl zusammen.

Zellzuwachsrate unter dem Einfluss verschiedener
I6slicher Faktoren

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Zellzahl

ohne | ohne Ins Igf-I T4

wt | synd-/- Ins wt syn4-/- lgf-Twt syn4-/- Tawt syn4-/-

mT0 125 104 122 112 120 81 111 98
mT13| 162 132 140 160 125 110 123 118

Abb. 33: Zellzuwachsrate unter dem Einfluss verschiedener I6slicher Faktoren
Die Zellen wurden 14 Tage in DMEM und Zusatzen unter dem Einfluss verschiedener I6slicher Faktoren
(Insulin, IGFI, Tyroxin) kultiviert. Anhand photographischer Aufnahmen wurde die Zellzahl am Tag 0
und Tag 13 bestimmt und graphisch dargestellt

Abbildung 34 fast noch einmal die prozentuelle Zellzuwachsrate, gebildet aus einem
Mittelwert zweier Ansatze, zusammen. Die Zellzuwachsrate ist in den nicht stimulierten
Ansdtzen (ohne) fir Wildtyp- und Syndecan-4-Knockout-Maus-Chondrozyten fast
gleich grof3. Im Gegensatz dazu haben alle Ansédtze der Syndecan-4-Knockout-Maus-
Chondrozyten, die mit Insulin IGF-I oder Thyroxin stimuliert wurden, im Vergleich zu

Wildtypchondrozyten eine deutliche Zunahme der Zellzuwachsrate, was auf eine starke-
re Proliferation hindeutet.
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Abb. 34: Prozentuelle Zellzuwachsrate unter dem Einfluss verschiedener l6slicher Faktoren

Das Diagramm der Abb. 34 verdeutlicht noch ein mal, dass alle stimulierten Syndecan-
4-Knockout-Chondrozyten-Ansatze stérker proliferieren als die Wildtyp-Knorpelzellen,
was sich in der prozentuellen Zellzuwachsrate wiederspiegelt.

4.2 Einfluss l6slicher Faktoren auf das Tibiawachstum.

Um den Einfluss der I6slichen Faktoren Insulin, IGF-1 und Thyroxin auf das Tibiawach-
stum der Syn-4-Knockout-Maus-Chondrozyten im Vergleich zu den Wild-Typ-Maus-
Chondrozyten zu untersuchen, wurden am gleichen Tag (Tag E 17.5) die Tibien beider
Maustypen freiprapariert, aufbereitet und tber 14 Tage mit DMEM und I6slichen Fak-
toren (100 ng/ml Insulin, 100 ng/ml IGF-1 oder 25ng/ml Thyroxin) in Organkultur kul-
tiviert. Das Wachstum wurde 14 Tage lang photographisch dokumentiert (sehe Abb. 35)
und mit Hilfe einer festgelegten Messskala abgelesen (Abb.36). Um die Ergebnisse zu
verdeutlichen, wurde die Gesamtlange, Tibiakopflange und Tibiakopfbreite gemessen
und graphisch dargestellt.
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Abb. 35: Photographische Darstellung der Syndecan4 Knockout- und der Wildtyp-Maus Tibien

Tibiakopfbreite

Tibiakoptlange

Gesamtlinge
N
Messslkala, Smm

Abb. 36: Darstellung der Tibiaabmessungen

Im Verlauf der Kulturdauer konnte auf der Tibiaoberflache eine diinne, durchsichtige,
periostahnliche Haut beobachtet werden. Diese Haut flihrte zu einem nicht gradlinigen
Verlauf des Wachstums. Es wurde versucht diese Haut nachtréglich mit steriler Pinzette
zu entfernen, jedoch ist es nie vollstandig gelungen. Durch diese Haut wurde das Tibia-
wachstum teilweise einseitig behindert und fiihrte dazu, dass die Auswertung des Ver-
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suchs erschwert wurde. Aus diesem Grund wurde dieser Versuch nur einmalig durchge-

fuhrt.

4.2.1 Gesamtlangenanderung der Wt und Syn4-/- Tibien unter dem Einfluss von

I6slichen Faktoren.

Die Abbildung 37 und 38 zeigen, dass die Gesamtlangenanderung der Tibien der Wild-

Typ-Maus und der Syn-4-Knockout-Maus keinen deutlichen Unterschied aufweist. Die

Syn-4-Knockout-Maus-Tibia-Ldnge nimmt wahrend der Versuchsdauer prozentuell

weniger zu. Jedoch ist der Unterschied vernachléssigbar klein und korreliert mit der

Anfangslénge.

Tibienwachstum, Gesamtlange WT

—e—Kontrolle

—8—IGF1
Insulin
T4

8

7
6 _—=a

5

3
0 2 4 8
—e—Kontrolle 3,71 4,3 5,7 6,5
—&—|GF1 4 46 5,6 6,2
Insulin 4,36 5 5,96 6,9
T4 3,86 4.4 53 57

Abb. 37: Gesamtlangenanderung der Wildtyp-Maus-Tibien unter dem Einfluss von l6slichen

Faktoren
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Tibienwachstum, Gesamtlange Syn 4-/-
8
7 A
6 / —e—Kontrolle
4:/// —#—IGF1
5 — Insulin
rg/ T4
4
3
0 2 4
—e—Kaontrolle 4,43 4,86 5,24
—8—|GF1 4,6 4,9 5,7 6,9
Insulin 4.5 5,1 5,45 6,9
T4 4,5 4,86 55 6

Abb. 38: Gesamtlangenanderung der Syn4-/- Maus-Tibien unter dem Einfluss von
léslichen Faktoren

Die Abb. 39 fast die graphisch dargestellten Ergebnisse aus Abb. 37 und 38 zusammen.
Die prozentuelle Gesamtldngenénderung ist fur Wt-Tibien in allen Ansatzen grofer,
korreliert wieder mit der Anfangslange der Tibien, die deutlich groRer war.
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Abb. 39: Prozentuelle Gesamtlangenénderung der Wildtyp und Syn4-/- Maus-Tibien unter dem
Einfluss von loslichen Faktoren
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4.2.2 Tibiakopflangenanderung der Wt und Syn4-/- Tibien unter dem Einfluss

von loslichen Faktoren.

Die Langenanderung der Tibiakdpfe wurde separat analysiert. Die Abbildungen 40 und
41 zeigen eine graphische Darstellung der Langenénderung der Tibiakdpfe. Die Tibia-
kopflange der Wildtyp-Maus, die nicht stimuliert wurde oder mit Zusatz von Insulin
behandelt wurde, zeigt die grolRte Tibiakopflangenanderung. Im Gegensatz dazu ist die
Tibiakopflangenanderung in allen Syndecan-4-/-Ansétzen vergleichbar.

Tibienwachstum, Tibiakopflange Wt

2,5 /
.
/ = —e—Kontrolle

2 ==
15 Insulin
/ T4
1

0,5
0 2 4 8
—e—Kaontrolle 0,994 1,5 2,2 2,5
—a—IGF1 1,136 1,6 1,8 2,1
Insulin 1,136 1,6 2,2 2,9
T4 1,07 1,6 2 2,3

Abb. 40: Kopflangenanderung der Wildtyp- Maus-Tibien unter dem Einfluss von
léslichen Faktoren
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Tibienwachstum, Tibiakopflange Syn4-/-
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0,5
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—e—Kaontrolle 1,21 1,4 1,9 2,7
—a—|GF1 1,1 1,4 1,9 2,3
Insulin 1,21 1,5 2,1 2,5
T4 1,14 1,35 2 2,2

Abb. 41: Kopflangenanderung der Syn4-/- Maus-Tibien unter dem Einfluss von 16slichen Faktoren

Die Abb. 42 fast die graphisch dargestellten Ergebnisse der Tibiakopflangenénderung

prozentuell zusammen und verdeutlicht, dass die Ergebnisse nicht als signifikant bewer-
tet werden kdnnen.
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Abb. 42: Prozentuelle Tibiakopflangednderung der Wildtyp und Syn4-/- Maus-Tibien unter dem
Einfluss von loslichen Faktoren
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4.2.3 Tibiakopfbreiteanderung der Wt und Syn4-/- Tibien unter dem Einfluss

von loslichen Faktoren.

Die Analyse der Tibiakopfbreite fir die Wildtyp- und Syndecan-4-Knockout-Maus ist
in Abbildung 43 und 44 graphisch dargestellt. Hier zeigt sich fur die Syn4-/- Tibiakop-
fe, die mit Insulin, IGF-1 oder Thyroxin stimuliert wurden, eine deutliche Anderung der
Kopfbreite.

Tibienwachstum, Tibiakopfbreite Wt
3
2,5
—e—Kontrolle
2 = —=—IGF1
15 /.41 _—* Insulin
’ — // T4
1 /
0,5
0 2 4 8
—e—Kontrolle 0,86 1,14 1,3 1,7
—=—|GF1 1,21 1,5 1,6 2,1
Insulin 1,3 1,36 1,5 2,1
T4 1,14 1,3 1,6 2

Abb. 43: Tibiakopflangenanderung der Wildtyp- Maus-Tibien unter dem Einfluss von I6slichen
Faktoren
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Tibienwachstum, Tibiakopfbreite Syn4-/-
3
2,5 \
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—=—|GF1 1,21 1,6 19 2,4
Insulin 1,3 1,4 1,45 2,4
T4 1,21 15 1.8 2,5

Abb. 44: Tibiakopfbreitednderung der Syn4-/- Maus-Tibien unter dem Einfluss von
léslichen Faktoren

Die in Abb. 43 und 44 dargestellten Ergebnisse der starkeren Anderung der Tibiakopf-
breite der Syn-4-/- Maustibien, die mit Insulin, IGF-I oder Thyroxin stimuliert wurden,

werden in der Abbildung 45, die die Anderung der Tibiakopfbreite prozentuell darstellt,
verdeutlicht.
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Abb. 45: Prozentuelle Tibiakopfbreitendnderung der Wildtyp und Syn4-/- Maus-Tibien
unter dem Einfluss von I6slichen Faktoren
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4.3

Die Zusammenfassung der Ergebnisse.

Zunahme der Zellzuwachsrate der Syndecan-4-Knockout-Maus-Chondrozyten die
mit Insulin, IGF-1 oder T4 stimuliert wurden im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen.

Die Annahme, dass die Thyroxin-induzierte hypertrophe Differenzierung (Synthe-
se von Kollagen Typ X) in Syndecan-4- Defizienten Chondrozyten gegentiber
Wildtyp-Chondrozyten verzogert ist, konnte nicht bestétigt werden.

Keine signifikante Anderung der Gesamtlange und der Tibienkopflange zwischen
Wildtyp- und Syndycan-4-/- Maus-Tibien.

Starkere Anderung der Tibiakopfbreite der Syn-4-/- Maustibien, die mit Insulin,
IGF-I oder Tyroxin stimuliert wurden im Vergleich zu Wildtyp-Tibien.
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5 Diskussion

Der Rohrenknochen des menschlichen Skeletts durchlauft von der knorpeligen Anlage
bis zum mineralisierten Knochen eine Reihe von Differenzierungsvorgéngen. In Ziigen
der enchondralen Ossifikation, die in drei Phasen verlauft (siehe Kapitel.2.1.2), entsteht
ein voll funktionsfahiger Knochen. Stérungen der Knorpelzelldifferenzierung fiihren zu
Kleinwuchserkrankungen. Vergleichbare VVorgénge werden auch bei degenerativen Ge-
lenkerkrankungen wie der Osteoarthrose beobachtet. Diese progressive, primar nicht-
entzundliche Gelenkserkrankung, die durch den Abbau des Gelenksknorpels kennzeich-
net ist, ist in der Bevolkerung immer mehr verbreitet und fihrt zu einer Stérung des
Gleichgewichts im Knorpelstoffwechsel. Im erkrankten Knorpelgewebe kdnnen sowohl
proliferierende als auch differenzierte Chondrozyten beobachtet werden (Pfander et. al.,
2001; Nerlich et. al., 1993). Einer der Pathomechanismen fir die Entstehung der
Arthrose kann der Verlust der Mechanismen zur Inhibition der Chondrozytendifferen-
zierung im Gelenkknorpel sein (Drissi et. al., 2005). Neben einer starken Proliferation
und Expression von den Hypertrophiemarkern kann bei dieser Erkrankung auch eine
verénderte Produktion von Syndecan-4 beobachtet werden. In dieser Arbeit wurde die
Rolle von dem Heparansulfat-Proteoglykan Syndecan-4 auf die Chondrozytendifferen-
zierung untersucht. Den Ausgangspunkt stellte eine unpublizierte Arbeit von Echter-
meyer, die eine starke Syndecan-4 Expression in der Wachstumsfuge eines E18.5 Wild-
Typ Maus-Embryos gezeigt hat (Kapitel 1.4.3.1.1), dar. Um ein méglichst hohes Diffe-
renzierungspotenzial der Zellen zu gewéhrleisten, wurden fir die Versuchsreihe 17,5

Tage alte Maus-Embryos verwendet.
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5.1 Einfluss loslicher Faktoren auf die Spatdifferenzierung der

Chondrozyten

Um die Frage zu beantworten, ob Syndecan-4 eine Rolle bei der Entstehung von
Arthrose spielt, wurden Wildtyp- und Syn-4 -Knockout-Chondrozyten aus Mausemb-
ryos gewonnen und unter gleichen Bedingungen mit den gleichen léslichen Faktoren
behandelt. Zur Gewahrleistung moglichst gleicher Versuchsbedingungen wurden beide
Maustypen am gleichen Tag gepaart und nach 17,5 Tagen die Embryos gewonnen. Da-
durch konnte aber nicht sichergestellt werden, dass gentigend Embryos beider Mausty-
pen fir die Versuchsreihe vorliegen.

Nach Stimulation der Chondrozyten beider Maustypen mit DMEM und Zusatz von In-
sulin, IGF-I oder Thyroxin tiber 14 Tage in Agarosekultur erreichten nur die mit Thyro-
xin behandelten Knorpelzellen den hypertrophen Zustand, was sowohl durch die alkali-
sche Phosphatase als auch durch den fluorographischen Nachweis von Kollagen X be-
statigt werden konnte. Das Ergebnis dieser ersten Untersuchung hatte den Fokus fir
weitere Ansatzreihen auf die Stimulation ausschlieRlich mit Thyroxin gelegt. Bei der
zweiten Untersuchung kam es durch den unbeabsichtigten 30 mindtigen Kontakt mit
FKS am Tag 4 der Kulturdauer zu Kulturveranderung. Die ALP-Aktivitat war fir beide
mit Thyroxin stimulierten Ansatzreihen am Tag 7, 9 und 12 deutlich htéher als in den
Kontrollansatzen. Am Tag 14 hatte sich dieser grof3e Unterschied relativiert. Die
Chondrozyten der Kontrollansatzreihe zeigten hingegen einen konstanten ALP-
Aktivitatsanstieg. Das Fluorogramm zeigte, dass die Wildtypchondrozyten deutlich fri-
her Kollagen X exprimieren und sezenieren. In diesem zweiten Versuch konnte besta-
tigt werden, dass die Differenzierungskaskade nicht nur durch Thyroxin, sondern auch
durch Faktoren aus dem FKS beeinflusst werden kann. Da FKS unter anderem T4 und
IGF-I enthalt, kann die hypertrophe Differenzierung an dem gleichen Faktor liegen.

Das Ergebnis der zweiten Untersuchung deutete darauf hin, dass die Thyroxin-
induzierte hypertrophe Differenzierung in den Syndecan-4-defizienten Chondrozyten
verzogert ist. Um dieses zu bestdtigen wurde die Kulturdauer auf 21 Tage verlangert.
Unter sonst gleichen Bedingungen wurden beide Maustypen mit DMEM und Zusatz
von Thyroxin oder zur Kontrolle nur mit DMEM Kkultiviert. Die ALP-Aktivitat der
Wildtypchondrozyten war zwischen Tag 7 und 16 deutlich héher, am Tag 19 und 21
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jedoch mit den Syn-4-/- Chondrozyten vergleichbar. Die Kollagenpraparation erfolgte
am Tag 12, 14, 16, 19 und 21. Die Kollagen X-Bande war flr beide Typen schon am
Tag 12 sichtbar und wurde in den darauffolgenden Tagen immer deutlicher. Durch die
Auswertung des Gels mit Image Quant konnte nachgewiesen werden, dass das Verhalt-
nis von Kollagen X zu Kollagen 11 fur die Syndecan-4-Knockout-Chondrozyten ausgep-
ragter ist. Diese Versuchsreihe hatte bestatigt, dass Syndecan-4 nicht allein fiir die Hy-
pertrophie-Unterschiede verantwortlich ist. Es ist davon auszugehen, dass die bis heute
nicht vollstandig untersuchten Faktoren des FKS auch die Differenzierungskaskade be-
einflussen konnen. Da FKS immer einen Cocktail verschiedener Faktoren mit einer
grolRen Menge Thyroxin und IGF-1 darstellt, I&sst sich nicht ausschlieBen, dass auch

hier T4 flr die Differenzierungsveranderungen verantwortlich ist.

Durch die photographische Dokumentation der Zellkulturen bei Wechsel des Mediums
konnte durch einen optischen Vergleich die Zellzuwachsrate bestimmt werden. So
konnten Riickschliisse aus der Anderung der Hypertrophie-Marker, der Zellzahl und
dem Differenzierungszustand gezogen werden. Nach 14 Tagen der Kulturdauer hatten
die Zellen in allen Kulturen das Aussehen veréndert. Die Anfangs kleinen und runden
Chondrozyten sahen nach 14 Tagen deutlich groRer und unregelmaRiger aus. Die Proli-
feration der Syn 4-/-Chondrozyten, die mit Insulin, IGF-1 und T4 stimuliert wurden,
war deutlich hoher als die der Wt-Chondrozyten. Der starke Einfluss von Insulin, IGF-I
und T4 auf die Chondrozytenproliferation konnte nur bei den Knockout-Maus-Kulturen
beobachtet werden.

Fir die Verstarkung der Proliferation scheint das Vorhandensein oder Fehlen von Syn-
decan-4 eine entscheidende Rolle zu spielen. Durch das Fehlen von Syndecan-4 mit
dessen Heparansulfatketten wird wahrscheinlich seine regulatorische Wirkung aufgeho-
ben. Dadurch koénnen die l6slichen Faktoren ihre volle Wirkung entfalten. Dieses kann
zum Beispiel durch den Einfluss von BMPs, Ihh (Lopes et. al., 2006) oder wie in dieser
Arbeit beschrieben durch Insulin, IGF-1 oder T4 verursacht werden. Auch andere Fakto-
ren sind nicht ausgeschlossen. Wodurch die Verstarkung der Proliferation bei Fehlen
des Syndecan-4 genau bedingt war, miisste genauer untersucht werden. Dazu muss ana-
lysiert werden, welche Komponenten in der Zellkultur vorhanden sind. Auch die Rolle
andere membrangebundener Proteoglykane ist hier wichtig. Es ist nicht ausgeschlossen,
dass bei Fehlen von Syndecan-4 ein anderer Proteoglykan aus der Familie der Syndeca-
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ne oder sogar ein anderer transmembraner Proteoglykan wie NG2, CD44, Neuropilin-1
oder Betaglycan dessen Funktion tbernimmt und das Fehlen zum Teil kompensiert.
Durch verschiedene Untersuchungen an Knockout-M&usen ist es heute Kklar, dass das
Fehlen von Proteoglykanen nicht zwangslaufig mit Letalitat verbunden ist (Couchman,
2010). So sind Syndecan-1 und -4 Knockout-M&use voll lebensféhig und fruchtbar. Das
gleiche gilt fir CD44 und NG2-Knockout-Mé&use. Die Syndecan-3-/- Maus zeigt Ver-
anderungen im Gehirncortex. Zwar sind in dieser Gruppe immer wieder Phenotypunter-
schiede sichtbar, diese sind jedoch nicht so gravierend, dass die zu Letalitat flhren wir-
den. Im Gegensatz dazu ist weder die Neuropilin-1- noch die Betaglycan-Knockout-
Maus lebensfahig. Dieses fuhrt zu der Annahme, dass bei Fehlen von einem Syndecan
die Entwicklung und das Wachstum relativ normal verlaufen (Couchman, 2010). Trotz
des unterschiedlichen Vorkommens der Proteoglykane kann das Fehlen von einem Syn-
decan kompensiert werden, was bedeutet, dass nicht unbedingt das einzelne Proteogly-
kan wichtig ist, sondern nur dessen Heparansulfat-Ketten. Diese scheinen der entschei-
dende Faktor bei der Signaltibertragung auf zellularer Ebene zu sein. Welche Rolle da-
bei die anderen Syndecane, transmembrane Proteoglykane oder sogar Glypikane spie-
len, ist bis heute ungeklart und musste Untersucht werden.

Auch der Einfluss von Faktoren des FKS ist bedeutsam. Die hier beschriebenen Ergeb-
nisse zeigen, dass beim Fehlen von Syndecan-4 und gleichzeitiger Einwirkung von
FKS, die Differenzierung von Wildtyp-Chondrozyten friher eintrifft. Im Gegensatz
dazu war die Differenzierung der Syn-4-/- Knorpelzellen ohne FKS deutlicher. Dieses
kdnnte bedeuten, dass unter dem Einfluss von FKS, das sehr unterschiedliche wach-
stumsfordernde Faktoren enthalt, das Fehlen von Syndecan-4 nicht vollstandig kompen-

siert werden kann.

Durch die Gewinnung von Zellen aus Mauseembryos war keine genaue Kontrolle, ob
genugend Embryos fir die Ansétze vorlagen, moglich. So musste mehrmals, wenn nicht
beide Maustypen Nachkommen erwarteten, die Untersuchung unterbrochen werden.
Unsere Syndecan-4-Knockout-Maus-Population wurde aufgrund dieser Gewinnungsme-
thode reduziert und erfordert fiir weitere Untersuchungen einen Wiederaufbau. Die hier
gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass nur bei Gewinnung von Knorpelzellen aus neu
geborenen Mausen eine groRere Mauszahl und so eine gréf3ere Zellzahl erreicht werden

kann.
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5.2 Einfluss loslicher Faktoren auf das Tibiawachstum

Durch Stimulation der Tibien der Knockout- und Wildtyp-Maus sollte der Einfluss von
Insulin, IGF-1 und Thyroxin auf das Wachstum beobachtet werden. Die Tibien wurden
am gleichen Tag und bei gleichen Bedingungen gewonnen und freiprépariert. Die Kul-
tivierung erfolgte in DMEM mit Zusatz der entsprechenden I6slichen Faktoren. Das
Wachstum wurde bei Wechsel des Mediums uber 14 Tage photographisch dokumen-
tiert. Durch eine festgelegte Messskala konnte das Wachstum abgelesen und so die Ge-
samtlange, Tibiakopflange und Tibiakopfbreite gemessen werden. Nur die Auswertung
der Tibiakopfbreite ergab einen signifikanten Unterschied. Hier konnte beobachtet
werden, dass die Syn 4-/- Tibien, die mit Insulin, IGF-1 oder Thyroxin stimuliert wur-
den, breiter als die stimulierten Wt-Tibien waren. Dieses korreliert mit der Proliferati-
onssteigerung bei den mit Insulin, IGF-1 und T4 stimulierten Syn 4-/-Chondrozyten.

Bei dieser Versuchsreihe konnte eine diinne, periostahnliche Haut an der Tibiaoberfla-
che beobachtet werden. Mehrmals wurde versucht, diese mit steriler Pinzette zu entfer-
nen, vollstandig ist dieses jedoch nie gelungen. Auf den photographischen Aufnahmen
ist diese periostahnliche Haut der Grund fiir die zunehmende Kriimmung der Tibien
wahrend der Kulturdauer. Der Einfluss dieser Haut auf das Tibiawachstum ist uns nicht
bekannt, kann aber zu Wachstumsverzdgerung fihren. Das vollstandige Entfernen die-
ser Haut ist mechanisch unmaéglich und kann nur durch Losungsmittel erreicht werden.
Da diese eine weitere Kulturveranderung zur Folge hatten, wurde diese Untersuchung
beendet.
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6  Zusammenfassung und Ausblick

Syndecane, die zu den Heparansulfat-Proteoglykanen gehéren, kdnnen in allen men-
schlichen Zellen gefunden werden. Sie nehmen eine wichtige Rolle bei der Signaliiber-
tragung, Zell-Zell-Kontakten, der Wundheilung und vielen anderen Prozesen auf zellu-
larer Ebene ein. Besonders Syndecan-4 wird in kleinen Mengen in Epithelzellen, Endo-
thelzellen, Fettzellen, Fibroblasten und Neuronalgewebe exprimiert. Wahrend der emb-
ryonalen Knochenentwicklung kann dieses Proteoglykan in der Wachstumsfuge beo-
bachtet werden (Echtermeyer, unpubliziert). Bei Patienten, die an Osteoarthrose erkran-
ken, kann des Weiteren genau dieses Proteoglykan in Gelenken verstarkt exprimiert
gefunden werden. Um den Einfluss von Syndecan-4 auf die Chondrozytendifferenzie-
rung und dadurch auch auf die Arthrose zu untersuchen, wurden aus Syndecan-4-/- und
Wildtyp- Mé&usen gewonnene Knorpelzellen und sich im Wachstum befindliche Kno-
chen (Tibia) dem Einfluss loslicher Faktoren unterzogen. Insulin, IGF-1 und Thyroxin
sollten auf verschiedene Art die Chondrozyten stimulieren, um die Differenzierungsun-
terschiede bei Vorhandensein oder Fehlen von Syndecan-4 zu verdeutlichen. Syndecan-
4 ist nach Stimulation mit Insulin, IGF-1 und T4 an der Proliferation beteiligt. In wie
fern Syndecan-4 allein an der Differenzierung in den hypertrophen Zellzustand beteiligt
ist, ist noch nicht vollstandig geklart. Hier scheint die Kompensation des Fehlens von
Syndecan-4 die entscheidende Rolle zu spielen. Unter dem Zusatz von FKS und Thyro-
xin ist die Kompensation beeintrachtigt..Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, ist
das Verhalten unter dem Einfluss von Thyroxin anders, als unter dem Einfluss von Thy-
roxin mit léslichen Faktoren des FKS. Eventuell Gbernimmt ein anderes Syndecan oder
ein anderes Heparansulfatproteoglykan, transmembraner Proteoglykan oder Glypican
die Rolle von Syndecan-4. Um dieses zu bestatigen, misste zunéchst einmal untersucht
werden, ob die Expression der tbrigen Syndecane oder anderer transmembranen Pro-
teoglykane in den Chondrozyten ansteigt, wenn Syndecan-4 fehlt. Als Weiteres miisste
genauer untersucht werden, welcher Faktor aus dem FKS fir diese Unterschiede ver-
antwortlich ist. Denkbar wére z. B. FGF-2. Um dieses zu priifen, musste zu einer mit T4
Stimulierten Wt-Kultur kurz FKS und einer zweiten T4 stimmulierten Wt-Kultur kurz
FGF-2 hinzugegeben werden. Wenn die Zellen unter dem Einfluss von FKS und von
FGF-2 sich gleich verhalten wiirden, konnte FGF-2 der Faktor aus dem FKS sein, der
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die Unterschiede verursacht. Wére jedoch das Verhalten unterschiedlich, wiirde dieses
auf einen anderen Faktor hindeuten. Um dieses zu bestatigen sind jedoch weitere Ver-

suche notwendig.
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