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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Der STR/ort-Mausstamm entwickelt spontan eine Arthrose, deren genetische Ursa-
chen im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollten. Hierzu wurden die potenti-
ellen Kandidatengene Gasé6, Fgfr1, Dkk4 und Sfrp1 im STR/ort- und dem Referenz-
stamm C57BL/6 sequenziert, um mogliche Arthrose relevante Sequenzabweichun-
gen aufzudecken. Das Sfrp7-Gen als Antagonist des Wnt-Signalwegs stellte sich als
besonders interessanter Kandidat heraus. Hier wurden insgesamt 23 Polymorphis-
men, die sich sowohl auf die Sekretion des Proteins als auch auf die Stabilitat des
Transkripts auswirken konnten, identifiziert. Tatsachlich war die Transkription von
Sfrp1 sowohl in den mesenchymalen Vorlauferzellen als auch in den in vitro gene-
rierten Chondrozyten und Osteoblasten der STR/ort-Maus statistisch signifikant re-
duziert und auf Proteinebene war im artikularen Knorpel eine differentielle, altersab-
hangige Sfrp1-Expression nachweisbar. Die reduzierte Expression von Sfrp7 in der
STR/ort-Maus korreliert sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus mit einer erhoh-
ten Expression des Effektorproteins des kanonischen Wnt-Signalwegs - R-Catenin.
Unsere Ergebnisse deuten also auf eine verstarkte Aktivierung des Wnt/3-Catenin-
Signalwegs im STR/ort-Stamm, die im artikularen Knorpel zu einer Steigerung
kataboler Prozesse, die fur den frihzeitigen und Arthrose-typischen Knorpelverlust
verantwortlich sein kdnnte, fuhrt.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der auffallig erhéhten Knochenproduktion
(Hyperostose), die beim STR/ort-Stamm bisher nur unzureichend untersucht wurde.
Hier wurde eine altersabhéngige Uberproduktion von kortikaler und trabekulérer
Knochensubstanz in den Wirbelkérpern und Réhrenknochen festgestellt, von der die
Weibchen ganz besonders betroffen sind. Die Hyperostose betrifft ausschlieRlich die
aus enchondraler Ossifikation hervorgegangenen Knochen und korreliert nicht nur
mit einer erhohten Osteoblastenanzahl und -Aktivitat, sondern auch mit einer
reduzierten Osteoklastenaktivitat. Da beide Zelltypen betroffen sind, kann eine
monogene Ursache fur die Hyperostose ausgeschlossen werden. Allerdings
unterstitzt ein verstarkt ablaufender Wnt-Signalweg die enchondrale Ossifikation, so
dass in der STR/ort-Maus die Entwicklung beider Erkrankungen — der Arthrose und
der Hyperostose — moglicherweise Uber die Dysregulation dieses Signalwegs im

Zusammenhang steht.

Vi




1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Enchondrale Ossifikation

Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das im Verlauf eines menschlichen Lebens
permanent dem Umbau unterzogen ist. So werden bei einem ausgewachsenen
Skelett jahrlich 10% der Knochenmasse umgebaut. Dadurch kann unter anderem der
Knochenverschlei® verhindert und der Knochen an neue Belastungen angepasst
werden. Aullerdem kdonnen Mikrotraumata repariert und Calcium schnell mobilisiert
werden. Bei der Knochenentwicklung (Ossifikation) lassen sich zwei grundlegende

Prozesse unterscheiden: Die desmale und die enchondrale Ossifikation.

Die desmale Ossifikation fuhrt zur Entstehung der sogenannten Deckknochen des
Skeletts, wie Schadeldach, Gesichtsschadel oder auch Schlusselbein. Die Knochen
entstehen hierbei direkt aus dem embryonalen Mesoderm.

Bei der enchondralen Ossifikation hingegen entstehen die Knochen aus Knorpelan-
lagen (Abb. 1). Hierbei wird das Knorpelgewebe von Blutgefalen infiltriert, die wiede-
rum mesenchymale Vorlauferzellen (mesenchymale Stromazellen, MSC) mitfuhren.
Aus den MSCs differenzieren schlieBlich die Knochensubstanz bildenden Zellen

(Osteoblasten).

Im Detail laufen die folgenden Schritte wahrend der enchondralen Ossifikation ab:
Zunachst kondensieren die embryonalen MSCs und differenzieren zu Knorpelzellen
(Chondrozyten). Diese synthetisieren Knorpelmatrix, insbesondere Kollagen Typ Il
und Proteoglykane, und bilden so die Knorpelanlage (Abb. 1A). Im mittleren Bereich
der Knorpelanlage beginnen die Chondrozyten zu proliferieren und heranzureifen
(Hypertrophie). Die hypertrophen Chondrozyten sezernieren dann die alkalische
Phosphatase, ein Enzym, das den Mineralisierungsprozess einleitet. Die Knorpelmat-
rix wird kalzifiziert, wahrend die hypertrophen Chondrozyten in Apoptose ubergehen.
Uber das Knochenmark und die BlutgefaRe gelangen die MSCs bzw. die Knorpel
und Knochen resorbierenden Zellen (Osteoklasten) in das primare Ossifikationszent-
rum (Abb. 1B). Das primare Zentrum expandiert dann von der Mitte des Knochens
ausgehend in Richtung der Knochenenden, indem die Osteoklasten Knorpelmatrix
abbauen, wahrend die Osteoblasten Knochensubstanz deponieren (Abb. 1C). In den

Endbereichen der Rohrenknochen formieren sich anschlieend sekundare Ossifika-




1 EINLEITUNG

tionszentren, die zu dem primaren Zentrum hin durch die Wachstumsfugen abge-
grenzt werden (Abb. 1D). Die Wachstumsfugen sind fur das Langenwachstum, das
so lange fortgesetzt wird, bis alles an Knorpel durch Knochen ersetzt wurde, von ent-
scheidender Bedeutung, (Abb. 1E).

A B C D E

o Wachstums- %
Priméres fuge Epiphyse

Periostealer Ossifikations-
Ty
“%i Metaphyse

Knochen- zentrum
saum

mm Diaphyse

Sekundares_»w
Ossifikations-

zentrum

Artikularer

I:I Knochenmark (inklusive Blutgefalie) Knorpel

Abb. 1: Schematische Ubersicht zur enchondralen Ossifikation. (A) Knorpelanlage des zukiinfti-
gen Knochens. (B) Ausbildung eines Knochensaums entlang der duReren Knochenhaut (Periost) und
beginnende Formierung eines primaren Ossifikationszentrums. (C) Beidseitige Expandierung des
primaren Ossifikationszentrums. (D) Ausbildung der sekundaren Ossifikationszentren in beiden Enden
des Knochens. Diese sekundéaren Zentren sind zu dem priméaren Zentrum jeweils durch eine Wachs-
tumsfuge abgegrenzt. (E) Reifer Knochen bestehend aus Epi-, Meta- und Diaphyse, bei dem die
Knorpelstruktur der Wachstumsfugen komplett durch Knochen ersetzt wurde. Die einzige verbleibende
Knorpelstruktur befindet sich an den Enden des Knochens und wird als artikularer Knorpel bezeichnet.
Quelle: (Mackie et al., 2011)
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Es gibt zwei Arten von Knochenstrukturen in den Réhrenknochen. Der kortikale Kno-
chen bildet die aul3ere stabile Hulle und besteht aus konzentrisch angeordneten und
mineralisierten Kollagenfasern. Der trabekuldre Knochen hingegen ist durch eine
starre, stabile Schwammstruktur charakterisiert und in den Bereichen der Epiphyse
und Metaphyse der Réhrenknochen anzutreffen (Abb. 1E) (Zaidi, 2007).

Die Chondrozyten der Wachstumsfuge durchlaufen wahrend des Langenwachstums
der Knochen funf Reifestadien: 1. Reserve, 2. Proliferation, 3. Prahypertrophie, 4.
Hypertrophie und 5. Apoptose (Burdan et al., 2009; Dreier, 2010). Entsprechend der
jeweils unterschiedlichen Morphologie und Strukturierung der Chondrozyten lassen
sich funf verschiedene Zonen differenzieren (Abb. 2). Die Chondrozyten vollziehen
also eine zeitlich und raumlich gesteuerte Kaskade von Differenzierungsprozessen,

die mit der Hypertrophie bzw. Apoptose endet.

Reservezone

Proliferations-
zone

Prahypertrophe
Zone

Hypertrophe
Zone

Invasionszone |

Abb. 2: Unterteilung der Wachstumsfuge in fiinf Zonen entsprechend der Entwick-
lungsstufe der Chondrozyten. Dargestellt ist die Wachstumsfuge der Tibia von einer 15

Tage alten Maus. Quelle: (Dreier, 2010)
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Die einzelnen Phasen lassen sich unter anderem anhand der von den Chondrozyten
produzierten Kollagen-Typen charakterisieren. Wahrend anfangs vor allem die Kolla-
gene des Typs I, IX und XI dominieren, ist in der hypertrophen Phase vor allem Kol-
lagen Typ X vorzufinden. Neben den Kollagenen sind in dem frihen Reifestadium
auch Proteoglykane, insbesondere Aggrecane, anzutreffen. Hypertrophe Chondro-
zyten hingegen produzieren die Matrix-Metalloprotease 13 (MMP-13), alkalische
Phosphatase, ,vascular endothelial growth factor® (VEGF), Osteopontin und den
Transkriptionsfaktor ,runt-related transcription factor 2“ (Runx2) — Faktoren, die die
Knochenbildung induzieren (Goldring et al., 2006; Tamamura et al., 2005). Nachdem
die Blutgefale ausgehend von dem subchondralen Knochen in die Ossifikationszen-
tren vorgedrungen sind, gehen die hypertrophen Chondrozyten in Apoptose und die

Remodellierung zu trabekuldarem Knochen beginnt (Cancedda et al., 1995).

1.2 Der Wnt/B-Catenin-Signalweg

Der Wnt/B-Catenin-Signalweg (Abb. 3), auch bekannt als kanonischer Wnt-Signal-
weg, zahlt zu den am besten untersuchten Signaltransduktionswegen, die durch die
Bindung von ,wingless-related mouse mammary tumor virus (MMTV) intergration
site“ (Wnt)-Proteinen aktiviert werden. Er ist fur das zellulare Wachstum, die Differen-
zierung und Funktionalitat verschiedener Zelltypen zustandig und somit mafigeblich
an der Regulierung von embryonalen Entwicklungsprozessen und einer Vielzahl zel-
lularer Ablaufe im adulten Organismus beteiligt (Cadigan and Nusse, 1997). Von ent-
scheidender Wichtigkeit fur unsere Arbeit ist der Fakt, dass der Wnt/B-Catenin-
Signalweg die Skelettentwicklung steuert und die Entwicklung in Richtung Knorpel
oder Knochen lenkt sowie spatere Remodellierungsprozesse im Knochen kontrolliert
(Baron and Rawadi, 2007; Cadigan and Nusse, 1997; Krishnan et al., 2006). Der Sig-
nalweg reguliert auRerdem auch die Reifung der Chondrozyten in der Wachstums-
fuge (Enomoto-lwamoto et al., 2002). Es gibt eine Reihe von Studien zur Rolle des
Wnt/3-Catenin-Signalwegs wahrend der enchondralen Ossifikation, die zeigen
konnten, dass eine strikte Regulierung des Signalwegs in den einzelnen Reifungs-
stadien der Chondrozyten fur die normale Entwicklung essentiell ist. So ist der Wnt/[3-
Catenin-Signalweg in den heranreifenden Chondrozyten verstarkt aktiviert, um die

Differenzierung zu hypertrophen Chondrozyten zu induzieren (Akiyama et al., 2004;
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Guo et al., 2004). Jedoch bewirkt eine Ubermalige Aktivierung des Signalwegs eine
verstarkte hypertrophe Differenzierung der Chondrozyten und damit eine erhohte

Matrixmineralisierung (Tamamura et al., 2005).

1.2.1 Inhibierung und Aktivierung des Wnt/R-Catenin-Signalwegs

Die Antagonisten des kanonischen Wnt-Signalwegs, insbesondere ,secreted frizzled-
related protein“ (Sfrp) und ,dickkopf‘ (Dkk), inhibieren die Bindung sezernierter Wnt-
Proteine (Liganden) an den Frizzled-Rezeptor bzw. die Interaktion des Frizzled-Re-
zeptors mit dem Rezeptorkomplex bestehend aus den beiden Untereinheiten ,low-
density lipoprotein-receptor related protein 5“ (LRP5/6) und Kremen (Abb. 3A). Die
insgesamt funf Mitglieder der Sfrp-Familie verfigen jeweils Uber eine terminale
Cystein-reiche Domane, die homolog zur Ligand bindenden Domane des Frizzled-
Rezeptors ist (Wodarz and Nusse, 1998). Die Sfrps kdnnen deshalb direkt an die
Whnt-Proteine andocken und eine Bindung dieser an den Rezeptor verhindern, so-
dass der Signalweg nicht aktiviert wird. Die Sfrp-Proteine spielen aul’erdem eine
wichtige Rolle bei der Selbstregulierung des Wnt-Signalwegs, d.h. eine Aktivierung
des Signalwegs fuhrt unter anderem zur Freisetzung von Sfrps, welche die Wnt-Pro-
teine binden und inaktivieren (negative Rickkopplung). Die Dkk-Genfamilie umfasst
vier Mitglieder und gehort zu einer anderen Klasse von Inhibitoren, da sie an den
LRP5/6-Kremen-Rezeptorkomplex binden (Kawano and Kypta, 2003) und somit die
fur die Aktivierung des Signalwegs notwendige Interaktion des Rezeptorkomplexes
mit dem Frizzled-Rezeptor verhindern. Bei der Hemmung des Signalwegs (Abb. 3A)
wird freies, zytoplasmatisches R-Catenin durch den sogenannten Destruktionskom-
plex bestehend aus ,adenomatous polyposis coli (APC), Axin und ,glycogen
synthase kinase 3“ (GSK3) konstitutiv phosphoryliert und anschlieRend proteasomal

abgebaut.

Wahrend der Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs (Abb. 3B) kommt es in-
folge der Bindung der Wnt-Proteine an den Frizzled-LRP5/6-Rezeptorkomplex zur
Aktivierung des ,Dishevelled* (Dsh)-Proteins, das wiederum die Auflésung des De-
struktionskomplexes induziert und die GSK3-Aktivitdat hemmt. Infolgedessen kann
das Effektorprotein 3-Catenin im Zytoplasma akkumuliert und in den Kern transloziert

werden (Willert and Nusse, 1998). Im Nukleus wird BR-Catenin an die Transkriptions-
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faktoren ,T-cell factor/lymphoid enhancer binding protein family“ (TCF/LEF) gebun-

den und die Transkription spezifischer Zielgene aktiviert.
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Abb. 3: Der Wnt/R-Catenin-Signalweg. Im inhibierten Zustand (A) verhindern die Antagonisten, ins-
besondere ,secreted frizzled-related protein“ (sFRP) und ,dickkopf‘ (Dkk), die Bindung aktiver Wnt-
Proteine an den Frizzled-Rezeptor bzw. die Interaktion des ,low-density lipoprotein-receptor related
protein 5“ (LRP5/6)-Kremen-Rezeptorkomplexes mit dem Frizzled-Rezeptor. Dies fuhrt zur Phospho-
rylierung des freien, zytoplasmatischen [3-Catenins durch den Destruktionskomplex bestehend aus
»-adenomatous polyposis coli“ (APC), Axin und ,glycogen synthase kinase 3* (GSK3) und zum an-
schlieRenden proteasomalen Abbau des R-Catenins. Bei der Aktivierung des Signalwegs (B) binden
Whnt-Proteine an den LRP5/6-Frizzled-Rezeptorkomplex. Infolgedessen wird das Protein ,Dishevelled”
(Dsh) aktiviert, was zur Auflésung des Destruktionskomplexes und zur Hemmung der GSK3-Aktivitat
fuhrt. B-Catenin wird im Zytoplasma akkumuliert und in den Kern transloziert. Dort bindet 3-Catenin
die Transkriptionsfaktoren ,T-cell factor/lymphoid enhancer binding protein family” (TCF/LEF).
Transkriptions-Corepressoren, wie z.B. ,silencing mediator of retinoid and thyroid receptors/nuclear
receptor corepressor” (SMRT/NCoR), werden durch Transkriptions-Coaktivatoren, wie z.B. ,p300 and
cAMP response element-binding protein” (p300/CBP), ersetzt. Letztendlich wird die Transkription

spezifischer Zielgene aktiviert.
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Eine Fehlregulation des Wnt-R-Catenin-Signalwegs wahrend der Embryogenese
oder wahrend zellularer Ablaufe im adulten Organismus kann zu massiven Knorpel-
und Knochenschaden fuhren. Hierbei kann es zur Auspragung der Erkrankungen

Arthrose (siehe 1.3) und Hyperostose (siehe 1.4) kommen.

1.3 Arthrose

Arthrose ist die beim Menschen am haufigsten verbreitete degenerative Gelenker-
krankung und stellt weltweit einen der Hauptgriande fur physische Einschrankungen
bis hin zu Berufsunfahigkeit dar. Allein in Deutschland sind etwa funf Millionen
Frauen und Manner betroffen, mit steigender Tendenz. Es handelt sich bei der Arth-
rose um eine multifaktorielle Funktionsstorung, bei der sowohl Umwelteinflisse als
auch genetische Faktoren eine Rolle spielen (Moskowitz et al., 1992). Das Alter gilt
bisher als Hauptrisikofaktor. Denn bei 80% der Uber 65-Jahrigen liegt bereits eine
radiologisch nachweisbare Arthrose vor, die in vielen Fallen allerdings noch asymp-
tomatisch ist (Oliveria et al., 1995). Weiterhin sind auch Geschlecht, Knochendichte,
Gewicht sowie die genetische Veranlagung bei der Initierung und Entwicklung der

humanen Arthrose entscheidend (Sowers, 2001).

Grundsatzlich unterscheidet man die primare und die sekundare Arthrose (Altman et
al., 1986). Bei der sekundaren Arthrose gibt es einen Ausloser der Erkrankung, wie
beispielsweise ein Trauma, eine angeborene Fehlstellung (z.B. Huftdysplasie) oder
auch eine Fehlbelastung (z.B. in Berufen, bei denen die Knie stark belastet werden).
Die primare oder idiopathische Arthrose zeichnet sich durch den typisch schleichen-
den Beginn und dem langsam fortschreitenden Krankheitsverlauf aus. Erste Symp-
tome, wie Gelenkschmerzen und eingeschrankte Beweglichkeit, treten also erst im
fortgeschrittenen Stadium auf und lassen somit bei der humanen Arthrose keine ein-
deutigen Ruckschlisse auf den auslésenden Faktor der Erkrankung zu (Loughlin,
2005; Nuki, 1999).

Die Pathogenese der Arthrose beruht nach dem heutigen Verstandnis auf einer
Reihe biochemischer und molekularer Prozesse, die zu strukturellen Veranderungen
in der Knorpelmatrix fihren (Aigner and McKenna, 2002). Die von den Chondrozyten
produzierte Matrix besteht aus elastischen Fasern, den Kollagenen (vor allem Kol-

lagen Typ Il), aus Proteoglykanen (hauptsachlich Aggrecan) und aus ca. 70% Was-
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ser. Der beschleunigte Knorpelverlust bei der Arthrose wird auf die verstarkte Rei-
fung und erhdhte Apoptoserate der Chondrozyten zurtckgefuhrt (Hashimoto et al.,
1998b). Es treten zunehmend Storungen in den Remodellierungsprozessen zur Auf-
rechterhaltung des hyalinen Knorpels auf, sodass sich das Gleichgewicht in Richtung
Matrixabbau verschiebt (Nuki, 1999).

Im Zusammenhang mit der Arthrosepathogenese werden desweiteren fehlgesteu-
erte, biochemische Prozesse im subchondralen Knochen (Epiphyse) diskutiert
(Anderson-MacKenzie et al., 2005; Logar et al., 2007; Westacott, 2002). Diese kénn-
ten die Aktivitat der Osteoblasten und Osteoklasten beeinflussen und somit den frih-
zeitigen Knorpelverlust beglnstigen. Arthrotische Gelenke weisen entsprechend
Verdickungen des subchondralen Knochens, subchondrale Zysten und zusatzliche
Verknécherungen, die sogenannten Osteophyten, auf (Buckland-Wright, 2004; Burr,
2004; Hill et al., 2001). Bis heute ist nicht geklart, ob zuerst der Knorpel abgebaut
wird und in Folge dessen Veranderungen am subchondralen Knochen auftreten oder
ob zuerst Anderungen im subchondralen Knochen entstehen und diese den Knorpel-
abbau induzieren (Felson and Neogi, 2004). Die Pathogenese der Arthrose beruht
letztlich sowohl auf den aktiven biochemischen Prozessen im Knorpel als auch im
subchondralen Knochen. So wird zum Beispiel fehlendes Knorpelmaterial durch die
Bildung von Osteophyten und subchondralen Verhartungen (Sklerose) kompensiert
(Creamer and Hochberg, 1997). Die zunehmende Bewegungseinschrankung der Ge-
lenke fuhrt jedoch zu einer Unterversorgung des Knorpels mit Nahrstoffen und er-
schwert damit die Aufrechterhaltung der Knorpelmatrix. Hingegen wird die Synthese
von MMPs, die den Abbau von Kollagenen und Proteoglykanen katalysieren, ange-
regt (Haq et al., 2003; Wang et al., 2004).

Aufgrund der genetischen Heterogenitat und der multiplen Einflussfaktoren sind far
die Erforschung der primaren Arthrose Tiermodelle unabkémmlich. Es gibt mittler-
weile eine ganze Reihe von genetischen (transgene, knock-in und knock-out) und
induzierten (chirurgisch, mechanisch, chemisch und enzymatisch) Tiermodellen zur
Arthrose. Aullerdem gibt es auch einige Tiermodelle, die Arthrose spontan entwi-
ckeln und sich somit besonders gut fur die Erforschung genetischer Ursachen eignen
(Ameye and Young, 2006). Die aktuelle Arthroseforschung beschaftigt sich mit einer
Vielzahl von Genen, die die Differenzierung und Funktion von Chondrozyten stéren
und eine erhohte Apoptoserate der Chondrozyten sowie Veranderungen in den

strukturellen Eigenschaften der Knorpelmatrix bewirken kénnten (Aigner et al., 2001;
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Okazaki and Sandell, 2004; Sandell and Aigner, 2001). Eine genetische Pradisposi-
tion wirde bei einer normalen, alltaglichen Belastung des Gelenks die Degradation
der Knorpelmatrix sowie Verhartungen der Knochenstruktur begunstigen und so die
altersbedingte Abnutzung verstarken und Arthrose induzieren (Goldring and
Goldring, 2007).

Der Wnt/3-Catenin-Signalweg wurde bereits haufig in Zusammenhang mit der Ent-
stehung der Arthrose diskutiert. So konnte zum Beispiel SFRP3 (Synonym: FRZB),
ein Antagonist des Signalwegs, mit der humanen Arthrose in Verbindung gebracht
werden. Es wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen (,single nucleotide poly-
morphism“, SNPs) im FRZB-Gen bei Patienten mit Hiftgelenksarthrose identifiziert
(Lane et al., 2006; Loughlin et al., 2004; Min et al., 2005) sowie bei Patienten mit
Kniegelenksarthrose (Valdes et al., 2007). Die beschriebenen SNPs bewirken dabei
eine eingeschrankte Funktionalitdt des Proteins, wodurch der Wnt-Signalweg ver-
starkt aktiviert werden kann. Das Effektorprotein des Whnt-Signalwegs, R-Catenin,
sowie weitere Wnt/Frizzled assoziierte Gene wurden in einem experimentellen Arth-
rose-Mausmodell im Knorpel und Synovium verstarkt exprimiert vorgefunden (Blom
et al.,, 2009). In einem weiteren transgenen Arthrose-Mausmodell wurde das 8-
Catenin-Gen in gesunden, artikularen Chondrozyten konditional Gberexprimiert. Dies
bewirkte eine beschleunigte Reifung, die fur arthrotische Chondrozyten charak-
teristisch ist (Zhu et al., 2009). Die verstarkte Aktivierung des Wnt-Signalwegs im
artikularen Knorpel begunstigt demnach die Apoptoserate der Chondrozyten und den
Abbau der Knorpelmatrix (Wu et al., 2010).

1.3.1  Enchondrale Ossifikation im artikularen Knorpel induziert Arthrose

Die Gesamtheit der Reifungsprozesse wahrend der enchondralen Osteogenese ist
im gesunden Organismus auf den Knorpel der Wachstumsfuge, der deshalb auch als
transient bezeichnet wird, beschrankt. Der artikulare Knorpel besteht normalerweise
nur aus Chondrozyten der fruhen Reifephase und der von ihnen sezernierten Knor-
pelmatrix. Demnach spricht man hierbei vom permanenten Knorpel. Doch im Krank-
heitsfall, speziell bei der Arthrose, durchlaufen die artikularen Knorpelzellen ebenfalls
die spateren Reifestadien der enchondralen Ossifikation (Hypertrophie bis hin zur

Apoptose), womit letztendlich der fruhzeitige Knorpelverlust einhergeht (Tallheden et
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al.,, 2005). Die Induktion der chondrogenen, hypertrophen Differenzierung im
artikularen Knorpel tragt erheblich zu der Progression der Erkrankung bei, da die vo-
ranschreitende Reifung die katabole Aktivitdt der Chondrozyten verstarkt und letzt-
endlich die Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Knorpelaufbau und -abbau in
Richtung Abbau lenkt (Dreier, 2010). Im arthrotischen Gelenkknorpel konnten die
gleichen Botenstoffe wie im Knorpel der Wachstumsfuge wahrend der enchondralen
Ossifikation nachgewiesen werden, zu denen unter anderem ,transforming growth
factor beta“ (TGF-RB), ,bone morphogenetic proteins“ (BMPs), .fibroblast growth
factors® (FGFs) und Wnts zahlen.

Eine Uberexpression von TGF-R im artikularen Knorpel bewirkt beispielsweise die
Proliferation der Chondrozyten, initiiert jedoch auch die hypertrophe Differenzierung
und anschliellende Mineralisierung (Narcisi et al., 2011; Serra et al., 1997). Bei ei-
nem Mangel an TGF-R1 im Gelenkknorpel wurde ein Arthose ahnliches Krankheits-
bild nachgewiesen (Blaney Davidson et al., 2007). Demnach ist TGF-3 wichtig fur die
Aufrechterhaltung der Knorpelintegritat, kann aber bei erhdhter Expression die hy-
pertrophe Differenzierung der Chondrozyten auslosen.

BMPs in der Wachstumsfuge beglinstigen die frihe chondrogene Differenzierung
sowie die Proliferation und hypertrophe Differenzierung im fortgeschrittenen Stadium
der enchondralen Ossifikation, wahrend die FGF-Proteine dem entgegenwirken. Sie
inhibieren also die Proliferation der Chondrozyten, die Knorpelmatrix-Synthese sowie
die hypertrophe Differenzierung und begunstigen hingegen die Apoptose der
Chondrozyten und die Induktion der Mineralisierung (Yoon and Lyons, 2004). Im
artikularen Knorpel wurde entsprechend eine auffallend hohe Expression von Anta-
gonisten und Inhibitoren des BMP- und auch des Wnt-Signalwegs nachgewiesen, die
moglicherweise daflr sorgen, dass der permanente Knorpelphanotyp aufrechterhal-
ten und die terminale Differenzierung verhindert wird (Gelse et al., 2012).

Fur die Mitglieder der Wnt-Proteinfamilie wurde ebenfalls gezeigt, dass sie in die ver-
schiedenen Differenzierungsstadien der enchondralen Ossifikation eingreifen. Wah-
rend der Kondensierung der MSCs favorisieren die Wnts die Differenzierung der
Vorlauferzellen zu Osteoblasten, wahrend sie die Differenzierung zu Chondrozyten
inhibieren. Im spateren Stadium hingegen ist der Wnt/R-Catenin-Signalweg flr die
Reifung der Chondrozyten essentiell, da er hierbei als positiver Regulator der Hyper-

trophie und anschlielenden Ossifikation fungiert (Kronenberg, 2003).
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1.4 Hyperostose

Wie zuvor anhand der enchondralen Ossifikation gezeigt, stehen das Knorpel- und
Knochengewebe in einem engen Zusammenhang zueinander. Demnach fihren nicht
nur pathologische Veranderungen im Knorpel sondern auch im Knochen zu massi-

ven Beeintrachtigungen des Bewegungsapparats.

Um die physiologische Knochenmenge aufrecht zu erhalten, bedarf es eines Gleich-
gewichts zwischen den Osteoblasten, die die Knochenmatrix aufbauen und den
Osteoklasten, die sie resorbieren. Verschiebt sich das dynamische Gleichgewicht
zwischen Knochenaufbau und -abbau zu Gunsten des Abbaus, entsteht eine Osteo-
porose mit verminderter Knochenmasse. Bei einer Verschiebung in Richtung der
pathologischen Zunahme an Knochensubstanz entsteht eine Hyperostose, auch be-
zeichnet als Knochenhypertrophie oder Knochenhyperplasie (de Vernejoul and
Kornak, 2010; Zaidi, 2007). Hyperostosen konnen nach innen (Endostose) oder nach
aullen (Exostose) gerichtet auftreten. Sie sind periostalen, enchondralen oder end-
ostalen Ursprungs und betreffen einzelne Knochenbereiche oder treten systemisch
im gesamten Skelett auf. Es gibt eine Vielzahl an Hyperostosen, die nach dem primar
betroffenem Zelltyp, zellularen Mechanismus und klinischen Symptomen unterschie-
den werden konnen (de Vernejoul and Kornak, 2010). Gemeinsam ist ihnen allen,
dass es zu einer Funktionsstorung der Osteoklasten und/oder der Osteoblasten
kommt, die zu einer vermehrten Knochenbildung und -verdichtung fuhrt. Liegt ein
Defekt in den Osteoblasten vor, spricht man haufig von einer Osteosklerose, sind
hingegen Osteoklasten fur die Zunahme der Knochendichte verantwortlich von einer
Osteopetrose.

Die Mehrheit der humanen Knochenstorungen konnte bisher auf einen Defekt in den
Osteoklasten zuruckgefuhrt werden. Der Grund hierfur ist mdglicherweise, dass die
meisten Osteopetrosen auf einem monogenen Defekt beruhen, der haufig sehr
schwere und damit auffalligere Veranderungen des Knochen- und Immunphanotyps
hervorruft. Wahrend Osteosklerosen aufgrund milderer Krankheitsverlaufe oftmals

unerkannt bleiben.
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1.4.1 Osteoklastendefekt (Osteopetrose)

Bei Osteopetrosen kann die Anzahl der reifen, resorbierenden Osteoklasten reduziert
oder deren Funktionalitdt beeintrachtigt sein (Boyle et al., 2003). Bezuglich der
Funktionalitat sind Defekte bei der Haftung der Osteoklasten an der Knochensub-
stanz (Teti et al., 1999), bei der Ansauerung der Resorptionslakune (Kornak and
Mundlos, 2003), bei der Bereitstellung des neutralen pH-Werts in der Zelle
(Josephsen et al., 2009) oder bei der proteolytischen Aufldsung der kollagenen Kno-
chenmatrix (Gelb et al., 1996) beschrieben.

1.4.2 Osteoblastendefekt (Osteosklerose)

Die humanen Hyperostosen, die auf Defekte in der Osteoblastendifferenzierung zu-
rickgehen, sind mit dem TGF-3-Signalweg, dem Eicosanoid-Signalweg oder dem
Wnt/3-Catenin-Signalweg verknlpft (de Vernejoul and Kornak, 2010; Janssens et al.,
2000). Fur die menschliche Osteosklerose sind intensiv erforscht worden: Einerseits
die genetisch bedingte milde Form, die auf einer Mutation im LRP5-Gen beruht, und
andererseits die Sklerosteose, bei der Mutationen im Sclerostin (SOST)-Gen vorlie-
gen (Little et al., 2002a; Vanhoenacker et al., 2000). Sowohl LRP5 als auch
Sclerostin spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Osteogenese und sind im
Wnt/R-Catenin-Signalweg integriert.

Die bei der endostealen Hyperostose (Worth Syndrom) zugrunde liegende Mutation
im LRP5-Gen beeintrachtigt die Bindungskapazitat des Antagonisten Dkk1 an den
LRPS5/6-Rezeptor. Dies wiederum fuhrt zu einer konstitutiven Aktivierung des Wnt-
Signalwegs und somit zu einer gesteigerten Knochenbildung (Bodine et al., 2004).
Sclerostin ist ein Antagonist der BMPs, die vor allem in der Skelettentwicklung invol-
viert sind. Zu den radiologischen Symptomen der Sklerosteose gehdren die
endosteale Verdickung des kortikalen Knochens und die damit einhergehende Ver-

drangung des Knochenmarks.
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1.5 Der STR/ort-Mausstamm

1.5.1 Der STR/ort-Mausstamm - ein etabliertes Mausmodell fiir Arthrose

Der STR/ort-Mausstamm geht auf den Elternstamm STR/1N zurick, bei dem 1951
zunachst eine weild-braun gescheckte Mutante in der Nachkommengeneration F29
auftrat (Sokoloff and Barile, 1962), die dann weitergezuchtet wurde (Walton, 1975).
Das Charakteristische an dem resultierenden Inzuchtstamm STR/ort ist, dass 85
Prozent der STR/ort-Mannchen spontan eine Arthrose im Kniegelenk (Gonarthrose)
entwickeln. Bereits bei 10 Wochen alten Mannchen treten leichte Lasionen des
Knorpelgewebes auf, die sich dann im Alter von 20 Wochen zu massiven Knorpelde-
generationen manifestieren. Die medialen Gelenkflachen sind generell in einem
deutlich hoheren Ausmal} von den degenerativen Veranderungen betroffen als die
lateralen (Sokoloff, 1956). Die arthrotischen Gewebelasionen im Gelenk von STR/ort-
Mausen sind mit dem Krankheitsbild der humanen Arthrose vergleichbar und reichen
von milden Erosionen an der Knorpeloberflache bis hin zum vollstandigen Verlust
des hyalinen Knorpels und damit zur Freilegung des subchondralen Knochens
(Walton, 1977). Fir die murine als auch fur die humane Arthrose-Pathogenese ist die
Degradation der Knorpelmatrix durch MMPs und Aggrecan abbauende Enzyme
(Aggrecanasen) charakteristisch (Lark et al., 1997). Der STR/ort-Stamm eignet sich
somit hervorragend zur Erforschung der biochemischen Prozesse, die zur Initiierung
und Progression der Arthrose fuhren. Aullerdem kdnnen genetische Hintergrinde
aufgeklart werden, die dann Rickschlisse auf die genetischen Ursachen der

humanen Arthrose ermoglichen.

Die STR/ort-Mause neigen generell zu Ubergewicht, doch eine Korrelation zwischen
Gewicht und Arthrose konnte nicht bestatigt werden (Jaeger et al., 2008; Watters et
al., 2007). Die Arthrose beim STR/ort-Stamm wird als eine polygenetische Erkran-
kung beschrieben, die rezessiv weitervererbt wird. Die STR/ort-Weibchen weisen im
Vergleich zu den Mannchen arthrotische Veranderungen erst spater und in einem
geringeren Ausmal} auf (Walton, 1977). Es konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass
die Erkrankung geschlechtsspezifisch vererbt wird (Sokoloff et al., 1962). Allerdings
wurden geschlechtsspezifische Unterschiede in der Expression von Zytokinen im

artikularen Knorpel bei zwei Monate alten STR/ort-Mausen aufgezeigt. Hierbei wurde
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in den Chondrozyten der STR/ort-Weibchen mehr TGF[R31 und Interleukin 4
freigesetzt als in den Chondrozyten der STR/ort-Mannchen, wodurch die Weibchen
moglicherweise vor dem verfrihten Knorpelabbau geschutzt sind (Mahr et al., 2003).
Dieser chondroprotektive Effekt kdnnte auf eine verstarkte Hormonfreisetzung in jun-
gen STR/ort-Weibchen deuten. Eine andere Studie mit ovariektomierten STR/ort-
Weibchen konnte jedoch nur einen geringfligigen protektiven Einfluss des Ostrogens
auf die Entwicklung von Arthrose aufzeigen (Chamber et al., 1999).
Interessanterweise sind bei der humanen Arthrose vor dem 50. Lebensjahr vermehrt
die Manner betroffen. Nach dem 50. Lebensjahr hingegen steigt die Inzidenzrate bei
den postmenopausalen Frauen deutlich an. Demnach fiihrt der verringerte Ostro-
genhaushalt zu einem vermehrten Knorpelverlust, was die Entwicklung von Arthrose
beglnstigt (Felson and Nevitt, 1998; WIluka et al., 2001). Es wurden eine Reihe
weiterer Studien beziiglich dem Einfluss von Ostrogen auf die Entstehung von Arth-
rose durchgeflihrt. Diese lieferten jedoch insgesamt widersprichliche Ergebnisse
(Richmond et al., 2000; Silberberg and Silberberg, 1963; Tsai and Liu, 1993). Es
konnte allerdings gezeigt werden, dass die Abnahme der Ostrogenproduktion mit
einer verringerten Knochenmenge und mit Strukturveranderungen im subchondralen
Knochen korreliert und auf diesem Weg zu einer erhohten Arthrose-Inzidenz flhren
kénnte (Sniekers et al., 2010).
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1.5.2 Der STR/ort-Mausstamm - ein Hyperostose-Mausmodell

Das Besondere an dem STR/ort-Mausstamm ist weiterhin, dass er einen auffalligen
Zuwachs an Knochensubstanz, also eine Hyperostose, aufweist. Bisher gibt es je-
doch nur einige wenige Studien, die sich mit dem Knochenphanotyp von STR/ort-
Mausen beschaftigt haben. Es wurden die Kniegelenke von drei bis zehn Monate
alten STR/ort-Mannchen mittels Mikro-Computertomographie (uCT) untersucht und
hierbei eine altersabhangige Strukturveranderung des subchondralen Knochens ge-
funden. Besonders im Bereich des Kortex und der Epiphyse wurde eine Zunahme an
Knochendichte beobachtet, wahrend es parallel dazu zum Abbau von Knorpelmatrix
kam (Stok et al., 2009). In einer weiteren Studie wurden ebenfalls die STR/ort-Mann-
chen im Alter von zwei bis zehn Monaten hinsichtlich einer gesteigerten Knochen-
dichte untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die STR/ort-Mause mit Arth-
rose im Vergleich zu den STR/ort-Mausen ohne Arthrose mit zunehmendem Alter
mehr Knochendichte entwickeln (Sarukawa et al., 2010). Bisher wurde ausschlieflich
der Knochenphanotyp der Mannchen und hierbei speziell der subchondrale Knochen
im Bereich der Epiphyse untersucht, um den Zusammenhang zwischen Knochen-
und Knorpelmetabolismus in Bezug auf die Arthrose zu erforschen.

Eine kurzlich erschienene Studie von Uchida et al. (2012) befasste sich erstmals mit
dem Vergleich der Knochendichte zwischen den Mannchen und Weibchen des
STR/ort-Stamms. Hierbei konnten die Autoren eine frihere Abnahme des
trabekularen Knochenvolumens und der Knochendichte bei den Mannchen im Ver-
gleich zu den Weibchen feststellen. Aulerdem beobachteten sie eine altersabhan-
gige Reduktion des Knochenmarkkanals in den Femora beider Geschlechter, die al-
lerdings bei den Weibchen deutlich starker ausgepragt war. Desweiteren fuhrten sie
eine Ovariektomie an den STR/ort-Weibchen durch, um den bereits bekannten ver-
starkenden Einfluss der fehlenden Ostrogenproduktion auf die Knochenresorption
(Weitzmann and Pacifici, 2006) zu untersuchen. Hierbei konnten sie erwartungsge-
mal eine signifikante Abnahme der Knochendichte aufzeigen. Die
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Knochenstruktur kdonnten also beim
STR/ort-Mausstamm mit der unterschiedlichen Inzidenz gegentber Arthrose assozi-
iert sein (Uchida et al., 2012).
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1.6 Motivation und Zielstellung der Arbeit

Der STR/ort-Mausstamm ist ein gut etabliertes Modell flr die spontane Entwicklung
einer Arthrose. Das Krankheitsbild ist bereits intensiv charakterisiert, die Ursachen
fur die Initierung der Erkrankung sind jedoch bis heute ungeklart. Der STR/ort-
Stamm weist desweiteren eine auffallige Knochenuberproduktion (Hyperostose) auf.

Allerdings wurde dieser interessante Phanotyp bisher kaum untersucht.

Diese Arbeit untergliedert sich demnach in zwei Abschnitte:

Abschnitt 1 (Arthrose):

In der Arbeit von Jager et al. 2008 wurde erstmals, mittels einer auf Mikrosatelliten
basierenden Kopplungsanalyse, nach den genetischen Ursachen gesucht. Hierbei
konnte ein mit Arthrose assoziierter Genbereich auf dem STR/ort-Chromosom 8 bei
21,3 cM identifiziert werden. Dieser wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit (Pasold,
2008) unter Verwendung zusatzlicher Mikrosatellitenmarker feinkartiert, um Hinweise
auf potentielle Kandidatengene zu erhalten. Hierbei konnten einige Gene, die in der
Chondro- und Osteogenese involviert sind, gefunden werden. Wir konzentrierten uns
im Folgenden auf ,dickkopf 4 (Dkk4) und ,secreted frizzled-related protein 1“ (Sfrp7)
als Antagonisten des Wnt/R-Catenin-Signalwegs, sowie auf ,fibroblast growth factor

receptor 1“ (Fgfr1) und ,growth arrest specific 6“ (Gas6).

Das Ziel war es nun, diese Kandidatengene mittels Sequenz- und Genexpressions-

analysen zu untersuchen, um folgende Fragen beantworten zu konnen:

1. Weisen die Kandidatengene strukturelle und/oder regulatorische Polymor-
phismen auf, die mit der Arthrose des STR/ort-Stamms assoziiert sein
kdnnten?

2. Sind die Kandidatengene wahrend der chondrogenen Differenzierung
differentiell exprimiert und tragen mdglicherweise mehrere Gendefekte zur
Entstehung der Arthrose im STR/ort-Stamm bei?
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Abschnitt 2 (Hyperostose):

Die wenigen Studien zum Knochendefekt des STR/ort-Stamms konzentrierten sich
bisher vor allem auf die Analyse des subchondralen Knochens, um einen Zusam-
menhang zwischen den Veranderungen im Knochen und der Initiierung bzw. Ent-
wicklung von Arthrose herzustellen. Wir wurden wahrend der lIsolierung von
Knochenmarkszellen aus Femora und Tibiae auf die altersabhangige, vermehrte

Knochenbildung in den Réhrenknochen der STR/ort-Mause aufmerksam.

Unser Interesse galt nun der genauen Charakterisierung des Knochenphanotyps.

Hierbei stellten wir uns folgende Fragen:

Treten Veranderungen am trabekularen und kortikalen Knochen auf?
Welche Skelettknochen und welche Knochenbildungsprozesse (desmale
und/oder enchondrale Ossifikation) sind betroffen?

5. Bei welcher Altersstufe tritt die erhdhte Knochenmenge erstmalig auf und
wie verandert sich das Knochenvolumen mit zunehmendem Alter?
Gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede?
Liegt ein Defekt in den Osteoblasten und/oder Osteoklasten vor?

Handelt es sich beim STR/ort-Stamm um ein neues Hyperostose-Modell?
AbschlieRend stellten wir uns die Frage:
9. Kobnnte die Entwicklung der beiden Erkrankungen (Arthrose und Hyper-

ostose) im STR/ort-Stamm Uber eine Fehlregulation des Wnt/3-Catenin-Sig-

nalwegs im Zusammenhang stehen?
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2 Material & Methoden

2.1 Mause

Der STR/ort-Mausstamm wurde ursprunglich von Harlan Winkelmann (Borchen,
Germany) und der C57BL/6-Mausstamm von Charles River (Sulzfeld, Germany) be-
zogen. Seit dem werden beide Stamme in der Zentralen Versuchstierhaltung der

Universitat Rostock unter spezifischen keimfreien Bedingungen gezuchtet.

2.2 DNA-Isolierung aus Milzgewebe

Die Aufreinigung der genomischen DNA aus 30-100 mg gefrorenem Milzgewebe von
C57BL/6- und STR/ort-Mausen wurde mit dem Invisorb® Spin Tissue Midi Kit der
Firma Invitek GmbH (Berlin, Germany) durchgeflhrt. Das Milzgewebe wurde mit
Lysepuffer und Protein spaltendender Proteinase K versetzt und Uber Nacht unter
standigem Schutteln in einem Thermomixer bei 52 °C inkubiert. Die so aus den Zel-
len freigesetzte genomische DNA wurde dann mittels Bindepuffer, unter Ausnutzung
der negativen Ladung der Nukleinsaure, an die Zentrifugations-Filtereinheit gebun-
den. Es folgten zwei Waschschritte mit ethanolhaltigem Puffer, um mdgliche Verun-
reinigungen wie Proteinreste zu entfernen. Im Filter verbleibende Ethanolrickstande
wurden anschlieend durch 20-minutiges Zentrifugieren bei 1.279 x g entfernt. Zum
Schluss wurde die aufgereinigte genomische DNA in HPLC-Wasser (LiChrosolv®,
Wasser fur die Chromatographie, MERCK, Darmstadt, Germany) eluiert und fur wei-
terfUhrende Experimente bei 4 °C gelagert.

Die Konzentrationen der DNA-Proben konnten mit dem NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spektralphotometer (PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen, Germany) direkt be-
stimmt werden. Fur die Messung wurde nur 1 ul der DNA-Probe bendtigt. Die Ab-
sorption (A) wurde bei den Wellenlangen 260 nm (fur Nukleinsauren) sowie 280 nm
(fur Proteine) und 230 nm (fur Phenole und Polysaccharide) gemessen. Das Verhalt-
nisse A2s0280 und Aze0/230 geben die Reinheit der DNA an. Der Quotient A2s0/280 von
1.7 bis 1.9 gilt als optimal. Werte kleiner 1.7 zeigen Proteinkontaminationen, Werte
groler 1.9 RNA- und Ethanolreste an. Der Quotient A2so/230 sollte 2.0 bis 2.2 betra-

gen.
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2.3 RNA-Isolierung

2.3.1 Isolierung von RNA aus primaren Zellen und Milzgewebe

Die Isolierung der RNA erfolgte mittels RNeasy® Mini Kit der Firma QIAGEN (Hilden,
Germany) und wurde entsprechend des Protokolls des Herstellers durchgefihrt.
Der Zellaufschluss erfolgte in Abhangigkeit des Probenmaterials auf drei verschiede-

nen Wegen:

Primare Knochenmarkszellen aus C57BL/6- und STR/ort-Mausen wurden fur 14 bis
21 Tage im Monolayer kultiviert, um mesenchymale Stromazellen zu generieren (Ab-
schnitt 2.5.1). Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und mit einem Zellschaber
(TPP 30 cm, MIDSCI™, St. Louis, Missouri, USA) vorsichtig vom Boden der Zellkul-
turflasche abgel6st. Nach dem Uberfiihren der Zellen in 15 mi-Falcon-Rahrchen (BD
Bioscience, Heidelberg, Germany) wurde bei 310 x g fur 5 min zentrifugiert
(Heraeus® Sepatech Megafuge 1.0 R). Das PBS wurde dann komplett abgenommen,
das Pellet in 600 yl RLT* -Puffer (im Kit enthalten) resuspendiert und die so lysierten
Zellen bei -20 °C gelagert.

Fir die chondrogenen 3D-Pelletkulturen (Abschnitt 2.5.1) wurden 5 bis 10 Pellets pro
Maus mittels einer 1000er-Pipette in ein steriles 40 um Nylon-Zellsieb (BD
Bioscience, Heidelberg, Germany), das sich in einer mit 1x PBS geflllten Petrischale
befand, Gbertragen und gewaschen. Anschliel3end wurden die Pellets in 600 ul RLT™*
-Puffer resuspendiert und in FAST PREP®-24 Lysis Matrix D Tubes (MP Biomedicals,
OH USA) Uberfihrt und bei 6 m/s fir 40 sec homogenisiert (FastPrep®-24
Homogenisierer von MP Biomedicals). Nach dem sofortigen Abklhlen der Proben
wurden sie 13.000 x g fur 1 min zentrifugiert (MIKRO 22R Typ 1110 von Hettich,
Bach, Switzerland). Das Lysat wurde in ein neues 1.5 ml-Gefald dberfuhrt und bei -20
°C eingefroren.

Das Milzgewebe wurde, wie zuvor fiur die Pelletkulturen beschrieben, homogenisiert.
Um dann Proteine und DNA von der RNA zu trennen, wurde eine Phenol-Chloro-
form-Fallung angeschlossen. Hierbei werden Proteine in der unteren, organischen
Phase (Chloroform) gesammelt, wahrend die RNA in der oberen (wassrigen) Phase

gelost vorliegt. Die DNA ist grof3tenteils an der Phasengrenze zu finden. Es wurden
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700 pl Phenol-Chloroform zu 600 ul Gewebesuspension gegeben und fur 10 min bei
13.000 x g zentrifugiert. Die klare FlUssigkeit wurde vorsichtig abgenommen und in
ein neues 1.5 ml-Gefal} Uberfuhrt (Lagerung bei -20 °C).

Alle nun folgenden Schritte der RNA-Isolierung waren fiur Milzgewebe, Pellet- und
Monolayerkulturen gleich. Das homogenisierte Gewebe- oder Zelllysat wurde auf
eine gDNA-Eliminierungssaule gegeben und bei 8000 x g fur 30 sec zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde mit dem gleichen Volumen an 70 %-igem Ethanol versetzt und gut
vermischt. Dieses Gemisch wurde auf eine RNeasy®-RNA-Saule pipettiert und bei
8000 x g fur 15 sec zentrifugiert. Der Durchfluss wurde anschliel3end verworfen. Die
RNA haftete an der Sdulenmembran und wurde mit den im Kit enthaltenen Wasch-
puffern RW1 und RPE gewaschen und zum Schluf3 mit RNase freiem Wasser eluiert.
Die Konzentration der isolierten RNA wurde, wie zuvor auch die DNA, mit dem
NanoDrop® bestimmt. Fir eine ideale RNA-Reinheit sollten die Quotienten Azesoi280

und Azeso230 um den Wert 2.0 liegen.

2.3.2 RNA-Qualitatsanalyse mittels Pico- und Nanochip

Die Bestimmung der RNA-Qualitat wurde mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer instru-
ment (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) durchgefuhrt. Hierbei wurde
der Agilent RNA 6000 Pico oder Nano Kit verwendet. Mindestens 50 pg/upl bzw. 25
ng/ul pro RNA-Probe wurden auf einen Pico- bzw. Nanochip nach beiliegendem
Standardprotokoll aufgetragen und mittels Agilent 2100 Expert Software analysiert.
Es resultierte eine RNA Integritats-Nummer (RIN) von 1-10 (1 = geringste; 10 =
hochste), die als Indikator der RNA-Qualitat fungierte. Nur RNA-Proben mit einer RIN

groler 7.5 wurden fur weitere Experimente verwendet.

24 Sequenzierung nach Sanger (Didesoxymethode)

In dem von Sanger 1977 entwickelten Kettenabbruchverfahren wird das zu
sequenzierende DNA-Amplifikat in einer enzymatischen Reaktion mit einem Vor-
wartsprimer bzw. Ruckwartsprimer, Desoxy-Nukleotid-Triphosphaten (dNTPs) und
fluoreszierenden Didesoxy-Nukleotid-Triphosphaten (ddNTPs) versetzt. Das Haupt-
prinzip der Sanger-Methode beruht auf der Verwendung der ddNTPs, denen die 3'-
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Hydroxyl(-OH)-Gruppe an der Desoxyribose fehlt. Sobald eines der vier ddNTPs in
das neu synthetisierte DNA-Fragment eingebaut wird, kommt es zum sofortigen
Kettenabbruch, da keine weitere Phosphodiesterbindung zu einem folgenden Nukle-
otid ausgebildet werden kann. In der Sequenzreaktion liegen die Standardnukleotide
(dNTPs) 10-fach hoéher konzentriert vor als die ddNTPs. Nur so kann gewahrleistet
werden, dass neben kurzen auch ausreichend lange DNA-Fragmente synthetisiert
werden. Die ddNTPs sind entsprechend ihrer jeweiligen Base (Adenin, Thymin,
Cytosin oder Guanin) mit einem unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff markiert, so-
dass die unterschiedlich langen DNA-Fragmente je nach eingebautem ddNTP bei
einer jeweils anderen Wellenlange fluoreszieren. Die Analyse der Sequenzprodukte
erfolgte mittels kapillarer Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.4.1.1). In dieser Arbeit
wurde sowohl genomische DNA als auch cDNA mittels der Sanger-Methode

sequenziert.

241 cDNA-Synthese

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wurde ein zur RNA komplementarer
DNA-Strang (cDNA), hergestellt. Die cDNA-Synthese (Tab. 1) wurde nach dem

Standardprotokoll von Promega (WI, USA; http://www.promega.com/resources/

protocols/product-information-sheets/g/mmlv-reverse-transcriptase-protocol/) mit je 1
Mg RNA-Probe durchgeflhrt.

Tab. 1: Chemikalien fur den Ansatz der cDNA-Synthese — Teil 1.

Komponente Konzentration Stocklésung Konzentration im 25 pl-Ansatz
Oligo (dT)1s Primer (Promega) 500 pg/ml 0.07 ug/ul

RNA 100-500 ng/pl 0.07 pg/ul

DNase/RNase freies Wasser - Ad. 25 ul

Das Gemisch aus RNA, Primer und HPLC-H20 wurde fur 5 min auf 70 °C erhitzt
(Primerhybridisierung) und danach sofort auf Eis gestellt, um die Bildung von Sekun-
darstrukturen zu verhindern. Erst dann wurden dNTPs und die Reverse Transkrip-
tase hinzugegeben (Tab. 2) und fur 1 h bei 42 °C inkubiert. Um die Reaktion abzu-

stoppen wurde die Reverse Transkriptase fir 1 min bei 95 °C denaturiert.


http://www.promega.com/resources/%20protocols/
http://www.promega.com/resources/%20protocols/
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Tab. 2: Chemikalien fur den Ansatz der cDNA-Synthese — Teil 2.

Komponente Konzentration Stocklésung Konzentration im 25 pl-Ansatz
M-MLV Reaktionspuffer 5x 1x

dNTPs (PegLab) je2,5mM e 0,5 mM

M-MLV Rev. Transkriptase 200 U/pl 8 U/l

DNase/RNase freies Wasser - Ad. 25 pl

24.2 Amplifizierung der cDNA und gDNA

An die Synthese der cDNA schloss sich die Gen spezifische Amplifikation zur Her-

stellung einer ausreichenden Menge an ,Template-DNA® (Tab. 3).

Tab. 3: Chemikalien fir die Amplifizierung der cDNA.

Komponente Firma Konzentration Stocklésung Konz. im 20 pl-Ansatz
PCR-Puffer PeglLab 10 x 1x

MgCl2 PeqgLab 25 mM 1,5 mM

dNTP PegLab e 2,5mM je 800 uM

Primer (5°/3"-Mix) Sigma Aldrich je 20 uM je 0,1-1 uM
Taqg-Polymerase PeqglLab 5 U/l 0,025 U/l

cDNA - 2 ug/ul 100 ng/ul

HPLC-H20 Merck - Ad. 20 pl

Desweiteren wurde auch das genomische PCR-Produkt amplifiziert (Tab. 4). Hierbei

wurden die in Tabelle S1 (siehe Anhang) aufgelisteten Primer verwendet.

Tab. 4: Chemikalien fir die Amplifizierung der genomischen DNA.

Komponente Firma Konzentration Stocklésung Konz. im 30 pl-Ansatz
PCR-Puffer PeglLab 10 x 1x

MgCl2 PeqLab 25 mM 1mM

dNTP PeqLab e 25 mM e 0.2mM

Primer (5°/3"-Mix) Sigma Aldrich jie1uM e 0,1 uM
Tag-Polymerase PeqglLab 5 U/l 0,25 U/l

gDNA - 20 ng/pl 4 ng/pl

HPLC-H20 Merck - Ad. 30 pl
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Die PCR-Zyklen fiir cDNA und gDNA (Mastercycler® gradient, Eppendorf) umfassten:
Die initiale Denaturierung bei 95 °C fur 5 min.

Es folgten insgesamt 35 Zyklen mit 1. Denaturierung bei 94 °C (30 sec), 2. Primer-
hybridisierung bei 58 °C (30 sec) und 3. Strangverlangerung bei 72 °C (45 sec).

Am Ende wurde eine zusatzliche Synthetisierungsphase bei 72 °C (5 min) durchge-
fuhrt. Die PCR-Produkte wurden bei 4 °C gehalten.

243 Sequenzierung der PCR- und RT-PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden vor der Sequenzierung unter Verwendung des QIAquick
PCR Purification Kit von QIAGEN (Hilden, Germany) nach dem Standardprotokoll
des Herstellers aufgereinigt.

Fir die Sequenzierung wurde dann der GenomelLab™ Dye Terminator Cycle
Sequencing (DTCS) Quick Start Kit (Beckman Coulter, Krefeld, Germany) verwendet.
In der Sequenz-Reaktion wurden 13-26 ng/ul des PCR-Produkts zu 4 pl DTCS Quick
Start Master Mix und 1 pl Vorwarts- oder Ruckwartsprimer pipettiert. Mit HPLC-H20

wurde dann auf ein Endvolumen von 10 ul aufgefulit.

Die Sequenzierung von cDNA und gDNA umfasste 35 Zyklen:

1. Denaturierung bei 96 °C (20 sec), 2. Primerhybridisierung bei 50 °C (20 sec) und
3. Strangverlangerung bei 60 °C (3 min). Abschliellend wurden die PCR-Produkte
bei 4 °C gehalten.

2.4.3.1 Ethanolprazipitation

Auf 10 pyl PCR-Produkt wurden 5 pl Stopp-Ldsung (2 pl 3 M Natriumacetatlésung (pH
5.2), 2 yl 100 mM Na2-EDTA (pH 8.0) und 1 pl 20 mg/ml Glykogen) gegeben und ge-
mischt. Dazu kamen 60 pl eiskaltes 95 % (v/v) Ethanol/H20. Es wurde dann sofort
bei 21.250 x g und 4 °C fur 15 min zentrifugiert (MIKRO 22R Typ 1110 von Hettich).
AnschlieRend konnte der Uberstand vorsichtig mit einer Mikropipette abgenommen
werden. Das Pellet wurde dann mit 200 yl 70 % (v/v) Ethanol/H20 gewaschen und
bei 21.250 x g fur 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels Pipette entfernt

und die Proben flr 15 min bei RT offen stehen gelassen, damit der restliche Ethanol
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verdunsten konnte. Das Pellet wurde in 30 yl Sample Loading Solution (SLS,

GenomelLab™) resuspendiert.

24.3.2 Sequenzierung mittels kapillarer Gelelektrophorese

Die Sequenzierung erfolgte im CEQ 8800 Genetic Analysis System von Beckman
Coulter (Krefeld, Germany) mittels kapillarer Gelelektrophorese.

Die zuvor in SLS gelésten PCR-Proben wurden auf eine 96-Well-Platte verteilt und
jeweils mit einem Tropfen Mineraldl (GenomeLab™) abgedeckt. In die entsprechen-
den Wells einer zweiten Platte wurde Separationspuffer (GenomeLab™) gefiillt. Die
Proben- und Pufferplatte wurden dann in das automatisierte Sequenziergerat gela-
den und das Programm ,LFR-1“ verwendet. Die einzelstrangigen DNA-Fragmente
wurden in den mit Gel beladenen Kapillaren elektrophoretisch nach der Gréle aufge-

trennt und Uber einen Fluoreszenzdetektor erfasst.

2.5 Genexpressionsanalyse (GeXP)

2.5.1 Generierung von Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten in vitro

4-8 Wochen alte STR/ort- und C57BL/6-Mause wurden durch zervikale Dislokation
getotet und die Gliedmalen (Femur, Tibia und Humerus) entnommen. Das die Kno-
chen umgebende Muskelgewebe wurde vorsichtig mit der Schere entfernt. Dann
wurden die Knochen, ohne dabei die Knochenmarkskanale freizulegen, in steriles
Medium DMEM (Life Technologies, Darmstadt, Germany) mit 10 % FBS und 100
U/ml Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin tberflhrt und auf Eis gelagert. Die Isolie-
rung der Knochenmarkszellen erfolgte unter der Sterilbank. Hierfir wurden Petri-
schalen, 50 ml-Falcon-Rohrchen, 10 ml-Spritzen, Zellsiebe (40 pm Nylon), Schere,
Pinzette und Ethanol (70 %) bendtigt. Die Enden der Knochen wurden abgetrennt
und der Knochenmarkskanal freigelegt. Eine Kanlle wurde in den Kanal eingeflihrt
und die Zellen mit warmen Medium in ein steriles Falcon-Réhrchen gespult. Anschlie-
Rend wurde bei 270 x g fur 7 min zentrifugiert (Heraeus® Sepatech Megafuge 1.0 R),
der Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem, warmen Medium

resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt und ca. 1
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x 10% Zellen/cm? ausgesat. Nach dem Protokoll von Taipaleenmaki et al., 2008 wur-
den die Zellen zunachst 2 h auf Plastik bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Alle bis da-
hin nicht angehafteten Zellen wurden abgenommen und erneut mit einer Dichte von
1 x 10° Zellen/cm? ausplattiert. Somit wurde die Kultur von schnell anhaftenden
Fibroblasten befreit. Nach weiteren 48 h in Kultur wurden nun alle nicht-adharenten
Zellen verworfen, wahrend die adharenten Zellen (inklusive der mesenchymalen
Stromazellen, MSCs) mit 1x PBS gewaschen und weiter kultiviert wurden. Der
Mediumwechsel erfolgte alle 3 bis 4 Tage. Nach 2-3 Wochen Kultivierung waren die
Zellen konfluent gewachsen und standen fur die weitere Differenzierung in
Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten zur Verfligung. Hierfur wurden die Zel-
len mittels Inkubation in 0.25 % Trypsin/1 mM EDTA fur 5 min bei 37 °C von der
Plastik abgelost, bei 270 x g fur 7 min zentrifugiert und in chondrogenem,
osteogenem bzw. adipogenem Medium resuspendiert. Bei allen Ansatzen wurde
DMEM mit 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin verwendet.
Die Differenzierung zu Chondrozyten erfolgte in einer 3D-Pelletkultur. Hierfur wurden
3 x 10° Zellen (in 500 pyl Medium) in ein 15 ml Falcon-Réhrchen Ubertragen und bei
500 x g flr 5 min zentrifugiert. Das Medium wurde angereichert mit 50 pg/ml L-As-
corbinsaure 2-Phosphat, 40 pg /ml L-Prolin, 100 ug/ml Na-Pyruvat und 100 nM
Dexamethason (Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany) sowie 50 mg/ml ITS+Premix
(BD Bioscience, Heidelberg, Germany), 10 ng/ml TGF-B3 und 500 ng/ml BMP2/7
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Die Zellen wurden dann 7, 14 und 21 Tage
kultiviert (pro Maus 5 bis 10 Pellets parallel). Anschliefiend wurden 1 bis 2 Pellets flr
immunhistologische Analysen in Paraformaldehyd (4 %) fixiert Die restlichen Pellets
wurden vereint und fur die RNA-Isolierung (Abschnitt 2.3.1) verwendet.

Fir die Differenzierung zu Osteoblasten wurden 2 x 104 Zellen/cm? in Monolayer
ausgesat. Dem Medium wurde nach 2 Tagen 10 mM Na-B-Glycerophosphat, 50
Mg/ml L-Ascorbinsaure 2-Phosphat und 10 nM Dexamethason (Sigma-Aldrich) zuge-
geben. Die Zellen wurden fur 21, 28 oder 35 Tage kultiviert.

Fir die Differenzierung zu Adipozyten wurden 1 x 10° Zellen/cm? in Monolayer aus-
gesat. Dem Medium wurde nach 2 Tagen 1 uM Dexamethason, 5 pg/mL Insulin und
50 uM Indomethacin (Sigma-Aldrich) hinzugefiigt. Die Kultivierung dauerte 14 d.
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2.5.2 GeXP-Analyse im Multiplex

Das GenomelLab Genexpressionsanalyse (GeXP) -System von Beckman Coulter ist
ein Multiplex-PCR-Ansatz, der die Licke zwischen der sog. Real-Time-PCR und den
Hybridisierungstechniken mittels DNA-Chips (,Microarrays®) schliet. Das GeXP-
System ermdoglicht es mehrere Gene (<10 bis >100) und gleichzeitig mehr als 10.000
Proben parallel zu analysieren. Die GeXP-Methode ist eine modifizierte Endpunkt-
Reverse-Transkriptase (RT)-PCR, bei der die Peakhdhe der einzelnen genspezifi-
schen Fragmente am Ende der Reaktion dem jeweiligen Expressionslevel des Gens
entspricht. Um dies zu erreichen, werden im ersten Schritt in der RT-Reaktion chi-
mare Ruckwartsprimer eingesetzt und im 2. Schritt chimare Vorwartsprimer sowie

Universalprimer fur die Amplifikation der cDNA-Fragmente hinzugefugt (Abb.4).

Schritt 1 Schritt2
Multiplex Reverse Transkription Multiplex PCR

o e

Universal- Gen-
sequenz spezifische

Sequenz

| Universalsequenz

o /
Genspezifische
Sequenz &

—=

luoreszenz-
markierter

Universal-
Vorwaérts- {} q Universal-
_ Primer Ruckwarts-

Primer |

(verandert nach Beckman Coulter®)

Abb. 4: Das GeXP-System - eine vereinfachte 2-Schritt-Multiplex-Analyse. (A) Im ersten Schritt,
der reversen Transkription, werden genspezifische chiméare Ruckwartsprimer verwendet, die die cDNA
mit einer Universalsequenz flankieren. (B) In der Multiplex-PCR werden chimare Vorwartsprimer und
universale Primer eingesetzt. In den ersten beiden Zyklen werden mittels genspezifischer Sequenzen
der chimaren Primer Amplifikate hergestellt. Die Universalprimer ibernehmen die Amplifizierung wah-

rend des dritten Zyklus. Die universalen Vorwartsprimer sind fluoreszenmarkiert (griiner Stern).
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Die chimaren Primer besitzen einen spezifischen mRNA- bzw. cDNA-bindenden Be-
reich und einen terminalen Abschnitt, der bei Ruckwarts- und Vorwartsprimern iden-
tisch ist. Die Universalprimer hybridisieren mit dem terminalen Abschnitt der chima-
ren Primer. Die universalen Vorwartsprimer sind hierbei fluoreszenzmarkiert. Die
Universalprimer liegen in der PCR-Reaktion in einem deutlichen Uberschuss vor, so
dass die Amplifikation der Gen-Fragmente bereits nach 3 Zyklen allein mit diesen
Primern ablauft.

Mittels kapillarer Gelelektrophorese wird die Gré3e und Intensitat der resultierenden
Fragmente detektiert und mit der eXpress Profiler Software ausgewertet. Die Hohe
der genspezifischen Signale wird auf ein im PCR-Ansatz enthaltenes Referenzgen
(in diesem Fall Gapdh) normiert, so dass eine quantitative Auswertung bezuglich der
relativen Expressionsraten erfolgen kann. Der Vorteil der Methode ist, dass jedes
genspezifische Fragment durch die GroRenangabe in Basenpaaren eindeutig identi-
fiziert werden kann und pro Ansatz weniger als 5 ng RNA-Probe bendtigt werden.
Ideal ist es 1 bis 30 Gene in einem Ansatz parallel zu analysieren. Desweiteren ist
die Methode sehr sensitiv, weil bereits 0.5-fache Veranderungen in der Genexpres-
sion detektierbar sind.

FUr die RT-Reaktion und die sich anschlieRende Genexpressions-PCR wurde der
GenomelLab GeXP Start Kit (Beckman Coulter, A21019) verwendet. Zuvor musste
der RT-,Primerplex” sowie der PCR-,Primerplex‘ hergestellt werden. Fur den RT-
.Plex‘ wurden die chimaren Ruckwarts-Primer (je 500 nM) der zu analysierenden
Gene (Tab. 6) und im PCR-,Plex* entsprechend die Vorwarts-Primer (je 200 nM) an-
gesetzt (Tab. 7).

Tab. 6: Liste der Riickwarts-Primer fir den RT-,Primerplex* der OA-Kandidatengene Gasé6, Fgfr1,
Dkk4 und Sfrp1, des chondrogenen Markers Acan und des Referenzgens Gapadh.

Gen Sequenz inklusive Universalsequenz(5°- 3°)

Gas6 GTACGACTCACTATAGGGAAAGTGTGTCCAGTCGCTCCT
Fgfr1 GTACGACTCACTATAGGGAGAAGTCGCTCTTCTTGGTGC
Dkk4 GTACGACTCACTATAGGGAACTTCGGCACGTTAGTCCAG
Sfrp1 GTACGACTCACTATAGGGACCGGAGGAATGCAAAAGTAA
Acan GTACGACTCACTATAGGGATGTCTCTGTAGGGTACCGGG
Gapdh  GTACGACTCACTATAGGGACCCATTTGATGTTAGTGGGG
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Tab. 7: Liste der Vorwarts-Primer fir den PCR-,Primerplex” der OA-Kandidatengene Gas6, Fgfr1,

Dkk4 und Sfrp1, des chondrogenen Markers Acan und des Referenzgens Gapdh.

Gen

Sequenz inklusive Universalsequenz(5°- 3°)

Gas6
Fgfr1
Dkk4
Sfrp1
Acan
Gapdh

AGGTGACACTATAGAATAGATGTCGTCCCCATCTCTGT
AGGTGACACTATAGAATAATGGTTGACCGTTCTGGAAG
AGGTGACACTATAGAATAAGAGGGACAAGTCTGCTCCA
AGGTGACACTATAGAATAAAGGCAACTCTGTGCATGTG
AGGTGACACTATAGAATAAGGACTGAAATCAGCGGAGA
AGGTGACACTATAGAATAGCAGTGGCAAAGTGGAGATT

Die einzelnen Komponenten wurden entsprechend dem Protokoll von Beckman

Coulter fur die RT-PCR zusammengegeben (Tab. 8).

Die RT-Reaktion umfasste 1. die Primerhybridisierung bei 48 °C (1 min), 2. die

Strangverlangerung durch das Enzym Reverse Transkriptase bei 42 °C (60 min) und

3. die Hitzedenaturierung der Doppelstrange bei 95 °C (5 min). AbschlieRend wurden
die RT-PCR-Produkte bei 4 °C gehalten.

Tab. 8: Komponenten und deren Konzentrationen im RT-Reaktionsansatz.

Komponente Firma Konz. Stocklésung Konz. im 10 pl-Ansatz
RT Puffer Beckman Coulter 5x 1x

Reverse Transkriptase Beckman Coulter 20U/ ul 10U/l

KANr-RNA Beckman Coulter 1:5 1:20

Rev.-Primer Plex LOW Sigma Aldrich Je 800 nM Je 80 nM

Rev.-Primer Plex HIGH Sigma Aldrich Je 500 nM Je 50 nM

RNA-Probe - 5ng/ 0,25 U/l

Nuklease freies Wasser USB Corporation - Ad. 10 ul

Die RT-Reaktionsprodukte (cDNA-Proben) wurden mit den notwendigen Kompo-

nenten fur die anschlieRende Genexpressions-PCR versetzt. Zu je 4,65 pl der cDNA-
Probe wurde 5,35 pl PCR-Mix (Tab. 9) hinzugefigt.



2 MATERIAL & METHODEN

Tab. 9: Komponenten und deren Konzentrationen im PCR-Ansatz.

Komponente Firma Konz. Stocklosung Konz. im 10 pl-Ansatz
MgCl2 PeqgLab 25mM 5mM

PCR-Puffer Beckman Coulter 5 x 1x

PCR Fwd-Primer Plex Sigma Aldrich Je 200 nM Je 20 nM
Tag-Polymerase PeqlLab 5 U/l 0,175 U/ul

Zunachst wurde der PCR-Ansatz bei 95 °C fur 10 min erhitzt. Daran schlossen sich
35 weitere Zyklen an. Diese umfassten 1. Hitzedenaturierung bei 94 °C (30 sec) 2.
Primerhybridisierung bei 55 °C (30 sec) und 3. Strangverlangerung durch die Tag-
Polymerase bei 70 °C (1 min). Abschlieend wurden die PCR-Produkte bei 4 °C ge-
halten. Die PCR-Produkte wurden dann mittels kapillarer Gelelektrophorese, wie fur
die Sequenzierung bereits beschrieben (siehe Abschnitt 2.4.3.2), analysiert. Hierbei
wurden 1 bis 5 yl des Produkts mit je 0.5 pl des 400 bp-GréRenmarkers (Beckman
Coulter) in SLS gegeben (Gesamtvolumen pro Kavitat 30 pl). Der GréRenmarker
beinhaltete rot fluoreszierende DNA-Fragmente bekannter Lange, die sich deutlich
von den blau fluoreszierenden Gen-Produkten abgrenzen lieRen. Somit war eine

exakte GroRenbestimmung maoglich (Abb. 5).
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Abb. 5: Multiplex-Elektropherogramm. Hier wurden drei Gen-Fragmente (blaue Peaks) hinsichtlich
ihrer Expression parallel analysiert. Hohe der Peaks = Expressionsstarke; Rote Peaks = GroRenmar-

ker; Farbsignal RFE (Relative Fluoreszenz-Einheiten); nt = Nukleotide.
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Die Proben- und Pufferplatte wurden in das CEQ 8800 Genetic Analysis System von
Beckman Coulter (Krefeld, Germany) geladen und mit dem Program ,Frag-3“ analy-

siert.

2.6 Immunohistochemie am Kniegelenksknorpel und an chondrogenen

in vitro Pelletkulturen

FUr die Untersuchungen am Kniegelenksknorpel wurden insgesamt 25 C57BL/6- und
STR/ort-Mause (beide Geschlechter) im Alter von 2, 4, 6, 8 und 11 Wochen durch
zervikale Dislokation getodtet und die Femora und Tibiae entnommen. Die freiprapa-
rierten Beine wurden in 4 % Paraformaldehyd fixiert, unter Verwendung einer Kalzi-
umionen bindenden Lésung (USEDECALC®, MEDITE GmbH, Burgdorf, Germany)
entkalkt und anschlieRend entwassert. Die Knie wurden in Paraffin eingebettet und
mit dem Mikrotom (RM2145, Leica, Wetzlar, Germany) wurden 4 ym didnne Sagittal-
schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden dann mit Proteinase K (Stratec Molecular
GmbH, Berlin, Germany) gefolgt von einer Protein blockierenden Ldsung
(DakoCytomation, Denmark) behandelt. Im Anschluss daran wurden die Schnitte mit
dem primaren polyklonalen Sfrp1-Kaninchen-Antikérper (H-90, Santa Cruz Biotech-
nology Inc, CA, USA) und einem sekundaren polyklonalen Ziege anti-Kaninchen An-
tikorper, konjugiert mit alkalischer Phosphatase (D0487, DakoCytomation, Denmark),
inkubiert. Die Reaktion wurde mit ,Permanent Red Chromogen“ (DakoCytomation,
Denmark) visualisiert und mit Hamatoxylin/Eosin (Abschnitt 2.7.1) gegengefarbt. Die
Mausknie wurden in vier nacheinander folgenden Serien gefarbt, wobei sichergestellt
wurde, dass C57BL/6- und STR/ort-Mause gleichen Alters und Geschlechts zusam-
men in einer Serie analysiert wurden. Die gefarbten Schnitte wurden verblinded
mittels Lichtmikroskopie von zwei Beobachtern ausgewertet. Hierbei wurden vier
Farbeintensitaten definiert, von sehr schwach (1) bis hin zu stark (4). Die Prozente
der positiven Zellen pro Gesichtsfeld wurden bestimmt und anschlielend mit dem
Faktor fur die Intensitat multipliziert. Somit konnte maximal ein Wert von 400 pro
Maus erreicht werden. Um die differentielle Expression aufzuzeigen wurde innerhalb
einer Farbeserie der Wert einer C57BL/6-Maus durch den Wert einer STR/ort-Maus

gleichen Alters und Geschlechts dividiert.




2 MATERIAL & METHODEN

Chondrogene in vitro Pelletkulturen (Generierung siehe Abschnitt 2.5.1) wurden
stichprobenartig immunhistochemisch auf die Proteinexpression von Kollagen Typ Il
und Typ X untersucht. Die Pellets wurden ebenfalls in PFA fixiert, in Paraffin einge-
bettet und 4 um dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden mit dem monoklona-
len Kollagen Typ llI-Antikorper (Millipore, Billerica, MA, USA) in einer 1:100 Verdln-
nung bzw. mit dem monoklonalen Kollagen Typ X-Antikdrper (Quartett, Berlin, Ger-
many) in einer 1:200 Verdunnung inkubiert. Die Visualisierung der Proteinexpression
erfolgte mittels alkalische Phosphatase-konjugiertem sekundaren Antikérper und
.Permanent Red Chromogen® (DakoCytomation, Denmark)“, wie zuvor fir Sfrp1 be-

schrieben.

2.7 Histologie

Die Milz und Leber von 8 bis 10 Monate alten C57BL/6- und STR/ort-Mannchen
wurde nach zervikaler Dislokation entnommen. Das Gewicht der Mause und der Or-
gane wurde bestimmt und die Milzen anschlieRend in 4% Paraformaldehyd fixiert, um
sie spater in Paraffin einzubetten. Dann wurden 4 pm-Dunnschnitte angefertigt und

mit Hamatoxylin/Eosin angefarbt.

2.7.1 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin/Eosin (HE)-Farbung wird standardmafig verwendet, um Gewebe-
und Zellstrukturen Ubersichtlich darzustellen. Hierbei farbt Hamatoxylin die
basophilen Zellkerne blau, wahrend Eosin die azidophilen zytoplasmatischen Prote-
ine rot farbt.

Kollagene Faser erscheinen rosa bis rot. Die Paraffinschnitte von den Milzen und
chondrogenen Pelletkulturen wurden mittels absteigender Alkoholreihe entpara-
ffiniert, rehydratisiert und mit Aqua dest. fur 1 min gespult. Die Schnitte wurden zu-
nachst 20 min in Hamalaunlésung nach Mayer (1:5) (Roth, Karlsruhe) inkubiert, dann
10 min in Leitungswasser geblaut und 10 min in Eosinlésung gefarbt. Schliellich
wurden sie mittels aufsteigender Alkoholreihe entwassert und mit X-TRA-Kitt® - Ein-
deckmedium (MEDITE, GmbH, Burgdorf, Germany) eingedeckelt.
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Absteigende Alkoholreihe
X-TRA (2 x 10 min) 2 x-TRA (5 min) - 100 % EtOH (2 x 5 min) > 96 % EtOH (3
min) = 80 % EtOH (3 min) = 70 % EtOH (3 min) - Leitungswasser

Aufsteigende Alkoholreihe
70 % EtOH - 80 % EtOH > 96 % EtOH > 100 % EtOH (2x) = x-TRA (2x) (Schnitte

jeweils 5 x pro Losung eintauchen)

2.7.2 Toluidinblau-Farbung zum Nachweis von Chondrozyten

Toluidinblau ist ein Thiazinfarbstoff, mit dem sich Metachromasie in Geweben dar-
stellen lasst. Hierbei werden dicht beieinander liegende, negativ-geladene bzw.
saure Substratgruppen metachromatisch gefarbt. Dies flhrt dazu, dass Toluidinblau
Knorpel rosa bis violett farbt und somit sehr gut fir den Nachweis von Knorpelsub-
stanz, insbesondere von Proteoglykanen, geeignet ist. Kerne und Zytoplasma farben
sich hingegen dunkelblau (also orthochromatisch).

In vitro generierte Chondrozyten in der 3D-Pelletkultur (siehe Abschnitt 2.5.1) wurden
zunachst in Paraffin eingebettet. Nach dem Anfertigen von 4 ym Dunnschnitten wur-
den 2 bis 3 dieser Schnitte auf einen Objekttrager aufgebracht und bei 67 °C fur ca.
eine Stunde getrocknet. AnschlieRend wurden die Schnitte mittels absteigender Al-
koholreihe (s.o.) entparaffiniert, rehydratisiert und mit Aqua dest. fur 1 min gespult.
Die Pelletschnitte wurden dann 1 - 2 min mit 1 % Toluidinblau O (C.l. 52040;
Certistain® Merck Chemicals, Darmstadt, Germany) gefarbt. Nach erneutem Spllen

in Aqua dest. wurden sie in Glyzerin eingedeckelt.

2.7.3 Ol-Rot-Firbung zum Nachweis von Adipozyten

Ol-Rot (,Oil Red O¢, Sigma-Aldrich) eignet sich hervorragend um Fetttropfchen in
Zellen anzufarben und somit fur den Nachweis von in vitro generierten Adipozyten
(siehe Abschnitt 2.5.1). Die Zellen wurden zunachst mit 1 x PBS gewaschen, dann
10 min in 4 % PFA fixiert und anschlieRend mit Aqua dest. gespllt. Es folgte eine 5-
minutige Inkubation mit 60 %-igem Isopropanol, um die Zellen zu permeabilisieren.

AnschlieRend konnten die Zellen mit 0.5 %-iger Ol-Rot-Lésung (in 60 %-igem
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Isopropanol) fur 5 - 10 min inkubiert werden. Danach wurden die Zellen erneut kurz
mit Isopropanol bedeckt und damit differenziert. AbschlieRend wurde noch mit Aqua

dest. gespult, um Uberschussige Farbe zu beseitigen.

2.7.4 Alizarin-Rot-Farbung zum Nachweis von Osteoblasten

In vitro generierte Osteoblasten (siehe Abschnitt 2.5.1) wurden zunachst mit 1 x PBS
gewaschen, dann 10 min in 4 % PFA fixiert und anschlieliend mit Aqua dest. gespuilt.
Dann wurde 2 %-ige Alizarin-Rot-Lésung (Alizarin Red S, C.I. 58005, Sigma-Aldrich)
auf die Zellen gegeben und fur 2 min inkubiert. AbschlieRend wurde wieder mit Aqua

dest. gespult, um Uberschussige Farbe zu entfernen.

2.8 Die Bestimmung der alkalischen Phosphatase-Aktivitat dient der

Quantifizierung von in vitro generierten Osteoblasten

Alkalische Phosphatase (ALP) ist eine Hydrolase, die unter anderem Phosphatgrup-
pen von Nukleotiden und Proteinen entfernt (Dephosphorylierung). Das Enzym ist in
Osteoblasten malRgeblich an der Matrixmineralisierung beteiligt und eignet sich daher
fur den Nachweis von Osteoblasten.

Die alkalische Phosphatase-Aktivitat Iasst sich anhand der Umsetzung des Substrats
P-Nitrophenyl-Phosphat messen. Die Enzymaktivitat wird ausgedruckt in pmol p-
Nitrophenol, welches pro mg Protein pro Stunde freigesetzt wird.

Die in vitro Osteoblasten wurden in 24er-Kavitaten flr 28 bis 35 Tage kultiviert und
zunachst in 1x TBS-Puffer gewaschen und dann mit 300 pl ALP-Lysepuffer far 10
min Uberschichtet. Dann wurden 1200 ul ALP-Messpuffer hinzugegeben und fur eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. Zum Schluss wurden 510 pl Stopplésung (2 N NaOH) pro
Kavitat hinzugefligt. Es wurden je 6 x 100 ul des Gemisches in eine 96er-Kavitat
Ubertragen und im Spektralphotometer (Milenia Kinetic Analyser DPC®, CA USA) bei
405 nm gemessen.

Fir die Normierung auf die Zellzahl, wurden die Osteoblasten mit Kristallviolett ge-
farbt. Hierfur wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und 10 min in Isopropanol
(100 %) fixiert. Nach dem Waschen der Zellen mit PBS/Tween (0.05 %), wurde 0.1
%-ige Kristallviolett-Losung (in Aqua dest.) (Kat-Nr. 61135 Fluka, Sigma-Aldrich) zu-
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gegeben und 20 min inkubiert. Danach wurde mit Aqua dest. gespiilt bis der Uber-
stand klar war und 33%-ige Essigsaure auf die Zellen gegeben. Nach 15-minutiger
Inkubation auf dem Schuttler (Heidolph Polymax 1040) wurden 70 pl des ZellUber-
stand bei 600 nm im Spektralphotometer (Milenia Kinetic Analyser DPC®, CA USA)
gemessen.

10x TBS-Puffer
- 0.5MTRIS-HCL (pH 7.4)
- 1.5 M NaCl

ALP-Lysepuffer:
- Aqua dest. + 1 % Tween

- Frisch hinzugeben am Tag der Farbung: PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluo-
ride, A0999,0025 AppliChem)
- PMSF Stock 100 mM (in 100 % Isopropanol)

ALP-Messpuffer (pH 10):
- 4-Nitrophenyl-Phosphat (pNpp; Stock 10 mM; A1442,0025 AppliChem)
Fur 50 ml:
- 0.185 g pNpp
- 5 ml AMPED (2-Amino-2-methyl-1,3-propanediol; Stock: 1 M; A9754-100G
Sigma Aldrich)
- 5 ml MgCl2 (Stock 50 mM; A4425,0250 AppliChem)
- Ad. 50 ml Aqua dest.

29 Mikro-Computertomographie (UCT)

Die Femura von 1, 2, 7 und 9 Monate alten C57BL/6 und STR/ort Mannchen und
Weibchen (Mindestanzahl n = 3 pro Geschlecht, Alter und Stamm), die durch zervi-
kale Dislokation getotet wurden, wurden in 4 % Paraformaldehyd fixiert und ex vivo in
2 ml Kochsalzlésung (0.9% NaCl) im uCT (SkyScan model 1076, Skyscan, Antwer-
pen, Belgium, SN = 09H02066, Software Version 4. 2) gescannt. Zusatzlich wurden 2
und 6 Monate alte Mause (n = 3, pro Geschlecht und Stamm) anasthesiert (50 mg/kg

Ketamin und 15 mg/kg Xylazin), um den Schéadel in vivo zu scannen. Alle Scans
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wurden mit einer isotropischen Voxelgrof3e von 9 um bei 49 kV und 200 pA durch-
gefuhrt. Eine Expositionszeit von 1.5 s, ein Rotationsschritt von 0.5 Grad und eine
Bildfeld-Mittelwertberechnung von 3 wurden eingestellt. Rekonstruktionen der ge-
scannten Knochenproben wurden mit NRecon Version 1.6.3.3 erstellt.

Die Femurlange wurde zwischen dem Oberschenkelkopf und der Wachstumsfuge
der Metaphyse abgelesen (Abb. 6).

Um das Referenzlevel der Wachstumsfuge festzulegen, wurden die nach der Rekon-
struktion einzeln vorliegenden Querschnitte des Knochens schrittweise
durchgerastert und in der primaren Spongiosa nach dem ersten Auftreten der Knor-
pelstruktur mit geringer Dichte gesucht. Im mittleren Teil der Diaphyse wurden 10 %
von der Gesamtlange des Femurs hinsichtlich der kortikalen Knochenmorphologie
analysiert. Die trabekuldare Knochenstruktur wurde im Bereich der Metaphyse 5 %
Uber dem Referenzlevel in Richtung Diaphyse (insgesamt 10 % der Gesamtlange
des Femurs) ermittelt (Abb. 6).

Femurkopf - Referenzlevel |

Mitte der Diaphyse (kortikaler Knochen)

Metaphyse (trabekularer Knochen)
Wachstumsfuge - Referenzlevel i

Abb. 6: Schematische Ubersicht zur uCT-Analyse des Femurs. Die Gesamtlange wurde zwischen
Femurkopf und Wachstumsfuge bestimmt. Der kortikale Knochen wurde im mittleren Bereich der Dia-
physe, der trabekuldre Knochen in der Metaphyse 5 % oberhalb der Wachstumsfuge analysiert.

Die beiden Bereiche umfassen jeweils 10 % der Gesamtlange des Femurs.

Folgende Kortikale Knochenparameter wurden ermittelt: Durchschnittliche
Gesamtquerschnittsflache innerhalb des Periosts (Tt.Ar), kortikale Knochenflache
(Ct.Ar) und durchschnittliche kortikale Schichtdicke (Ct.Th). Die fur uns interessante

Region (ROI) wurde manuell entlang der Periostoberflache gezeichnet.
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Die trabekularen Knochenparameter umfassten das Verhaltnis des segmentierten
Knochenvolumens zum Gesamtvolumen des Gewebes (BV/TV), Anzahl der Trabekel
(Tb.N), trabekulare Schichtdicke (Tb.Th) und Abstande zwischen den Trabekeln
(Tb.Sp) und wurden mittels Skyscan™ CT-Analyser (Version 1.12.4.0) ermittelt.

Um trabekulare von kortikalen Knochenstrukturen abzugrenzen, wurde eine Kreisfla-
che (50% des aulReren Femurdurchmessers) im Zentrum der einzelnen Querschnitte
platziert. Fur die Bestimmung der Knochendichte (,Bone mineral density“, BMD) der
Kalotte und des Schneidezahns (Dens Incisivus) wurden jeweils 100 bzw. 50
Schnitte gescannt und analysiert (Abb. 7). Die Berechnung der Knochendichte er-
folgte mit Hilfe von zwei Skyscan-Hydroxyapatit-Phantomen bekannter Dichte (0.25
bzw. 0.75 g cm?).

Kalotte Dens Incisivus

AT

17

L

.s \

Abb. 7: Ubersicht zur uCT-Analyse der Kalotte und des Schneidezahns (Dens Incisivus). Die
grau unterlegten Bereiche im oberen Bild reprasentieren den Bereich in dem die Kalotte (A) bzw. der
Zahn (B) analysiert wurden. Unten sind jeweils die Querschnitte im Bereich der roten Linie (im oberen

Bild eingezeichnet) mit der blau unterlegten ,Region of interest (ROI) zu sehen.

Fir die Bildbearbeitung und -segmentierung wurde ein Gauss-Filter (Glattung = 2)
und eine globale Schwellwertbildung angewendet. Der Schellenwert wurde auf 25.1
% des maximalen Graustufewerts gesetzt. FUr jeden Zeitpunkt wurde ein

representatives Bild mit der CTvox Software Version 2.0 angefertigt.
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2.10 Histomorphometrie

Die Histomorphometrie wurde in Kooperation mit dem Universitatsklinikum Hamburg
Eppendorf am Institut fir Osteologie und Biomechanik (IOBM) (www.iobm.de) durch-
gefuhrt.

Die Lendenwirbelkdrper L1 bis L4 und die rechte Tibia von 3 Monate alten Mausen (3

pro Stamm und Geschlecht, insgesamt 12) wurden in einer aufsteigenden Alkohol-
reihe entwassert und dann zum Schneiden unentkalkt in Methylmetacrylat eingebet-
tet. Knochenschnitte von 4 um Dicke wurden am “Microtec Rotation-Mikrotom”
(Techno-Med GmbH, Bielefeld, Germany) angefertigt und entweder mit von
Kossa/van Gieson oder mit Toluidinblau gefarbt.

FUr die Bestimmung der Knochenbildungsrate wurden den Mausen zuvor jeweils
zweimal 30 mg pro kg Koérpergewicht Calcein (C-0875, Sigma-Aldrich) (1 %-ig in
isotonischer Kochsalzlosung mit 2 % Natriumbicarbonat) im Abstand von 7 Tagen (9
und 2 Tage vor dem Tod) intraperitoneal injeziert. Die dynamische
Histomorphometrie wurde anschlielend an ungefarbten 12 um-Schnitten von je zwei
Wirbelkdrpern (L3 und L4) pro Tier untersucht sowie statische und zellulare Para-
meter bestimmt. Die statische, zelluldare und dynamische Histomorphometrie wurde
nach den Richtlinien der ,American Society for Bone and Mineral Research® unter
Verwendung des ,OsteoMeasure” -Systems (Osteometrics Inc., USA) durchgefihrt.

2.11 Biomechanischer Test

Die biomechanische Stabilitat wurde in Kooperation mit dem Universitatsklinikum

Hamburg Eppendorf am Institut fur Osteologie und Biomechanik (IOBM)

(www.iobm.de) gemessen. Hierfur wurden die Femora von 3 Monate alten Tieren
mittels drei-Punkt-Biege-Messung unter Verwendung des Z2.5/TN1S-Apparats
(Zwick GmbH and Co., Ulm, Germany) untersucht. Die Enden der Femora wurden
von zwei Stutzvorrichtungen im Abstand von 7 mm gehalten. Ein Gewicht wurde, bis
der Knochen brach, mit einer konstanten Geschwindigkeit von 10 mm/min gegen den
anterioren Mittelschaft (innerhalb der beiden Stltzen) gedruckt. Mittels Diagramm-
schreiber wurde eine Kraft-Deformationskurve erstellt. Anhand der Maximalkraft

(Fmax) sowie der Energieabsorption (Wm) bei Erreichen der Maximalkraft wurde die
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biomechanische Kompetenz des Knochens mit der TestExpert Software (Zwick, ver-
sion 10.1) kalkuliert.

2.12 ELISA

Von 2 bis 3 Monate alten C57BL/6- and STR/ort- Mausen wurden Blut- und 24 h-
Urin-Proben gesammelt. Die Proben wurden nach Standardprotokoll mittels ELISA
auf Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAcP, Osteoklastenmarker) im Serum
und auf das knochenspezifische Kollagendegradationsprodukt CTX-1 (Marker fur
Knochenresorption) im Serum und Urin (MouseTRAP™ Assay, SB-TR103, and
RatLaps™ EIA, AC-06F1, Immunodiagnostic Systems, UK) untersucht.

2.13 SDS-PAGE und Western Blot

2.13.1 lIsolierung von Zytoplasma- und Kern-Proteinen

Fur die Gewinnung von Zytoplasma- und Kernextrakten wurden pro Stamm und Ge-
schlecht die Zellen von zwei Mausen gepoolt. Bei den Zellen handelte es sich um
primare, aus dem Knochenmark isolierte, mesenchymale Stromazellen, die 14 Tage
in Monolayerkultur (37 °C / 5 % COz2) gezogen wurden. Die Zellen wurden mittels
0.25 % Trypsin / 1 mM EDTA vom Flaschenboden abgelost und nach Abstoppen der
Reaktion mit serumhaltigem Medium im Hamozytometer gezahlt. Es standen 1.4 bis
2.5 x 108 Zellen pro Ansatz zur Verfligung. Die Zellen wurden jeweils in 15 mil-Fal-
con-Roéhrchen bei 4 °C fur 10 min bei 310 x g zentrifugiert (Heraeus® Sepatech
Megafuge 1.0 R). Der Uberstand wurde anschlieRend verworfen und das Zellpellet in
1 x PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml-Eppendorfgefal® ubertragen. Es wurde bei 4
°C fur 5 min bei 430 x g zentrifugiert (MIKRO 22R Typ 1110 von Hettich). Der Uber-
stand wurde verworfen und die Zellen in 500 ul hypotonischen Puffer (Tab. 10) auf-
genommen. Nach 7-minutiger Inkubation auf Eis wurde erneut bei 4 °C zentrifugiert
(16.400 x g, 2 min). Im Uberstand befanden sich dann die Zytoplasmaproteine (Lage-
rung a 100 pl bei -80 °C).
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Tab. 10: Zusammensetzung der Puffer fir die Proteinisolierung

Puffer Komponenten pro 10 ml

Hypotonischer Puffer 20 mM Hepes (pH 7,9) 47,66 mg
10 % Glycerin 1ml
0,2 % NP-40 20 pl
10 mM KCI 7,46 mg
1 mM EDTA 3,72 mg

Kemextraktionspuffer 420 mM NaCl 245,45 mg
20 mM Hepes (pH 7,9) 47,66 mg
10 mM KCI 7,46 mg
1 mM EDTA 3,72 mg

Verdiinnungsspuffer 20 mM Hepes (pH 7,9) 47,66 mg
10 mM KCI 7,46 mg
1 mM EDTA 3,72 mg

Die verbleibenden Pellets wurden mit je 150 pl Kernextraktionspuffer versetzt und 30
Minuten bei 4 °C unter Drehen inkubiert. Anschlielend wurden die Proben im Wech-
sel 3 x in flussigem Stickstoff schockgefroren und in der Hand aufgetaut. Dann wurde
bei 4 °C fir 10 min zentrifugiert (21.250 x g). Zu dem Uberstand wurden 300 pl Ver-
dunnungspuffer zugegeben (Lagerung a 50 pl bei -80 °C).

2.13.2 Quantitative Fallung von Proteinen mit Methanol/Chloroform

Mit Hilfe der Fallung wurden die isolierten Proteine aufkonzentriert. Es sollten am
Ende 60 ug Protein in 30 pl Gesamtvolumen (SDS-Puffer) vorliegen.

Die unterschiedlichen Ausgangsvolumina der Proben (mit je 60 pg Protein) wurden
zunachst auf je 100 pul Gesamtvolumen mit dem in der Probe bereits enthaltenen
Puffer aufgeflllt. Dazu wurde dann das 4-fache Volumen an Methanol (MeOH) gege-
ben (400 pl) und gemischt. Dann wurde ein Probenvolumen Chloroform (100 ul) hin-
zugefugt. Nach Zugabe des 3-fachen Probenvolumens an H20 wurde wieder ge-
mischt und bei 18.300 x g fur 2 min zentrifugiert (MIKRO 22R Typ 1110 von Hettich).
Danach befanden sich die Proteine in der Interphase. Die obere Phase wurde vor-
sichtig abpipettiert und verworfen. Danach wurde noch einmal das 3-fache Volumen

an Methanol zur Probe gegeben und diese 2 x geschwenkt. AnschlieRend wurde bei
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18.300 x g fur 3 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Methanol-Ruick-
stande wurden mit der Vakuumpumpe RZ 6 (Vacuubrand GmbH, Wertheim, Ger-
many) abgedampft. Die Pellets wurden abschliel3end in 30 pl 1x SDS-Probenpuffer

aufgenommen.

5x SDS (Sodium dodecyl sulfate)-Probenpuffer
- 312.5 mM TRIS-HCL (pH 6.8)
- 10 % SDS
- 325 mM DTT (Dichlorodiphenyltrichloroethane)
- Frisch hinzugeben am Tag der Farbung: PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluo-
ride, A0999,0025 AppliChem)
- PMSF Stock 100 mM (in 100 % Isopropanol)

2.13.3 SDS-PAGE

(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Zunachst wurde ein 12 %-iges Trenngel in eine Glaskammer gegossen und mit 1 mi
Isopropanol Uberschichtet, um einen glatten Abschluss zu erhalten. Das Gel war
nach ca. 15 min ausgehartet und wurde mit einem 4.5 %-iges Sammelgel Uber-
schichtet (Tab. 11). Ein Kamm wurde positioniert und nach weiteren 15 min Aushar-
tung wurde die Glaskammer in eine mit 1x Laufpuffer (0.25 M TRIS-Base, 1 % SDS,
1.92 M Glycin) beflllte Elektrophoresekammer gestellt. Erst jetzt wurde der Kamm
entfernt und stérende Luftblasen unter dem Gel beseitigt.

Die zuvor durch Methanol/Chloroform-Fallung gewonnenen Proteinproben wurden flr
5 min bei 95 °C erhitzt, um Sekundar- und Tertiarstrukturen zu beseitigen, und an-
schlieBend in die Geltaschen geladen. Als Grollenmarker wurde der vorgefarbte
Protein-Marker von Thermo Scientific (Rockford, IL, USA) verwendet. Das Gel lief
dann bei 200 V (30 mA) fur ca. 1.5 h (Hoefer-Elektrophorese-Gelsystem).
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Tab. 11: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels

Léosungen Trenngel (12 %) Sammelgel (4,5 %)

30 % Acrylamid/ 0.8 % Bis-Aarylamid 8 ml 1,5 ml

1M Tris/ HCL pH 6,8 - 1,25 ml

1M Tris/ HCL pH 8,9 8 ml -

Aq. dest. 4 ml 7 ml

10 % SDS 216 ul 100

10 % APS (Ammoniumpersulfat) 160 pl 100 pl

TEMED(Tetramethylethylendiamin) 20 ul 10
Gesamtvolumen 20,4 mi 10 ml

2.13.4 Western Blot

18 Filterpapiere (9 x 9 cm) wurden zugeschnitten und die Membran (Immobilon-P,
PVDF, Millipore, Billerica, MA, USA) zuerst kurz in Isopropanol aktviert und danach in
H20 gewaschen. Das Gel wurde in e-Puffer (pH 9.4) bereitgelegt. Auf die Anode
wurden zunachst 6 Filterpapiere, getrankt in HT-Puffer (pH 10.4), platziert. Dann
folgten 3 Filterpapiere mit LT-Puffer (pH 10.4). Darauf wurde dann die Membran und
anschliellend das Gel gelegt. Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen wurden mit
einem Glasstab vorsichtig herausgedrickt. Den Abschluss bildeten dann 9 Filterpa-
piere, getrankt in e-Puffer und die Kathode. Der Blott lief bei 25 V fur 2h (Trans-Blot®
SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell von Bio-Rad (Minchen, Germany)

e-Puffer: HT (High TRIS)-Puffer: LT (Low TRIS)-Puffer:
-0.25 M TRIS-Base - 0.3 M TRIS-Base - 0.025 M TRIS-Base
-1 % SDS - 20 % Methanol - 20 % Methanol
-1.92 M Glycin

Zum Nachweis der geblotteten Proteine wurde die Membran wenige Minuten mit
Ponceau Rot (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany) gefarbt, getrock-
net und eingescannt. AnschlieRend wurde die Membran wieder mit Isopropanol be-

netzt und mit H20 gewaschen.
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2.13.5 Immundetektion

Der Blot wurde Uber Nacht in Blocklésung (Odyssey LI-COR Biosciences, Lincoln,
NE, USA) bei 4 °C gelegt. Die primaren monoklonalen Maus-Antikérper (Anti-R3-
Catenin von BD Transduction Laboratories 610154; Anti-Actin von Santa Cruz sc-
81760) wurden jeweils 1:500 in Blocklosung + 0,1 % Tween angesetzt. Der Blot
wurde dann 2 h auf dem Schuttler bei Raumtemperatur mit den Antikdrpern inkubiert.
Es folgten 3 x 5 min-Waschschritte mit dem Waschpuffer (1x PBS + 0,1 % Tween)
und dann eine 1-stlindige Inkubation mit dem sekundaren fluoreszenzmarkierten An-
tikorper (Ziege-anti-Maus 680, IRD-System, 926-32220 von LI-COR Odyssey). Dann
wurde noch einmal 3 x 5 min gewaschen und der Blot anschliefend in 1 x PBS ge-
legt. Zum Schluss wurde der Blot mittels LI-COR Odyssey Infrared Imaging System
eingescannt und der entsprechenden Software (Odyssey V3.0) quantitativ ausge-

wertet.

2.14 Statistik

Fur die Berechnung statistischer Signifikanzen wurden entweder die Mediane oder
Mittelwerte verglichen und entsprechend der Mann-Whitney Test bzw. der Zweistich-
proben-t-Test angewendet. Desweiteren kam der Jonckheere Terpsta (JT)-Test zum
Einsatz, um die zeitliche Abnahme bzw. Zunahme zwischen zwei Datensatzen ver-
gleichen zu kénnen. P-Werte kleiner als 0.05 wurden als statistisch signifikant be-

trachtet.
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3 Ergebnisse

Abschnitt 1 - Analyse potentieller Arthrose-Kandidatengene im STR/ort-Stamm

Es wurde zuvor am STR/ort-Mausstamm gezeigt, dass auf Chromosom 8 bei 21,3
cM ein Arthrose assoziierter Genbereich vorliegt (Jager et al. 2008). Wahrend meiner
Diplomarbeit (Pasold 2008) habe ich diesen Genbereich mittels Mikrosatelliten-Ana-
lyse weiter eingegrenzt und bessere Hinweise auf potentielle Kandidatengene erhal-
ten. Im Rahmen meiner Dissertation konzentrierte ich mich auf die identifizierten
Kandidatengene Gas6, Fgfr1, Dkk4 und Sfrp1, die nun auf Arthrose relevante Se-
qguenzunterschiede zwischen dem Referenzstamm C57BL/6 und dem Arthrose ent-

wickelnden Stamm STR/ort untersucht werden sollten.

3.1 Der Sequenzvergleich des Sfrp1-Gens zwischen dem C57BL/6- und

dem STR/ort-Mausstamm impliziert regulatorische Unterschiede

Bei dem Kandidatengen Gas6 ("growth arrest specific 6“) analysierten wir zwei bei
der Maus, Ratte und dem Menschen konservierte Regionen innerhalb des Promotors
(BoxA und BoxB) sowie die kodierenden Genabschnitte, um Hinweise auf regulatori-
sche und strukturelle Polymorphismen zu erhalten. Gas6 umfasst 15 Exons, von
denen Exon 5, 6, 7 und 8 unter Verwendung der genomischen DNA (gDNA) direkt
sequenziert werden konnten. Es lagen weder Sequenzabweichungen innerhalb des
Promotors noch bei Exon 5 bis 8 im STR/ort-Stamm vor. Etwas schwieriger
gestaltete sich die Analyse der verbleibenden 11 Exons. Hierzu war es erforderlich,
die RNA in cDNA umzuschreiben und diese zu sequenzieren. Doch auch hier
konnten keine Unterschiede in der Nukleotidabfolge zwischen den beiden Stammen
gefunden werden. FiUr die Sequenzierung von Fgfr1 (,fibroblast growth factor
receptor 1”) und Dkk4 ( “dickkopf 4“) wurden Primer verwendet, die die Exons und
die jeweils angrenzenden Intronbereiche abdeckten. Es gelang uns 25 der 27 Exons
des Fgfr1-Gens zu sequenzieren. Hierbei konnte innerhalb von Exon 5 ein

Basenaustausch von Thymin zu Cytosin festgestellt werden, der jedoch keine Ande-
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rung in der resultierenden Aminosaure zur Folge hat. In dem anschlieRenden Intron
wurde ein weiterer Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, engl. ,Single Nucleotide
Polymorphism”), ein Wechsel von Guanin zu Thymin, gefunden. Beim Dkk4-Gen,
bestehend aus 4 Exons, konnten keine Polymorphismen aufzeigt werden.

Als besonders interessant stellte sich letztlich das Sfrp7-Gen (“secreted frizzled-
related protein 1%) heraus, das aus nur 3 Exons besteht. Wir analysierten den Pro-
motorbereich und die Exons mit den angrenzenden Intronbereichen sowie den 3’
untranslatierten Bereich. Der Sequenzvergleich zwischen dem C57BL/6- und dem
STR/ort-Stamm anhand der gDNA sowie anhand der cDNA (4389 bp), deckte insge-
samt 19 SNPs, ein 1-bp-Einschub und zwei 4-bp-Einschlibe sowie eine 1-bp-Deletion
im STR/ort-Mausstamm auf (Abb. 8).

rs51991344

Ins_CTAA
Del_A Ins_T
rs47441571
rs13464161
rs49089097
rs13464160 A 6195829
rs49017293 rs13464162
rs13464163 Ins_AGAC
rs49389995 re33424317 rs46842503
rs3661760 rs13459603
rs32603499 rs13459601 re13459602
j rs13459604
Ex2 —>#— Ex3 3'UTR

Abb. 8: Die Sfrp1-Gensequenz des STR/ort-Stamms beinhaltet SNPs mit regulatorischem Po-
tential. Genomische und cDNA wurden mittels Sanger-Methode sequenziert. Alle hierbei gefundenen
Sequenzunterschiede sind entsprechend ihrer Position im Sfrp7-Gen schematisch eingezeichnet.
Insgesamt konnten 23 Polymorphismen beim STR/ort- im Vergleich zum C57BL/6-Stamm identifiziert
werden. L: ,Leader” (schwarze Box), Ex1-Ex3: Exon 1-3 (gelbe Boxen); 3’'UTR: 3 untranslatierte Re-
gion (grine Box). Die rs-Nummern zeigen bereits in der ENSEMBL-Datenbank publizierte Polymor-
phismen an (www.ENSEMBL.org). Del_A, A/G, Ins_CTAA, Ins_T, und Ins_AGAC bezeichnen von uns
neu entdeckte Polymorphismen beim STR/ort-Stamm und liegen im 3’"UTR: Deletion bei 24558285 bp,
ein SNP bei 24558555 bp, und drei Einschiibe zwischen 24558417-18 bp, zwischen 24558492-93 bp
sowie zwischen 24559850-51 bp.

Einer der SNPs (rs49017293, C/G) ist in der Promotorregion anzutreffen. Ein weiterer
SNP (rs49389995, G/T) liegt in der sogenannten ,Leader‘-Sequenz des Exon 1 und

bewirkt beim STR/ort-Stamm in der translatierten Sequenz des Signalpeptids einen
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Aminosaureaustausch an Position 28 (Ala28Ser) — Alanin (unpolar/hydrophob) wird
durch Serin (polar/neutral) ersetzt. Ein dritter SNP (rs33424317, C/G) befindet sich 6
bp entfernt von der 3°-,Splice-Site” innerhalb des zweiten Introns. Alle weiteren
Polymorphismen, 16 SNPs sowie eine Deletion und drei Einschiibe von Nukleotiden,

verteilen sich Uber den 3" untranslatierten Bereich.

3.2 Verringerte in vitro-Expression der Antagonisten des Wnt/R-
Catenin-Signalwegs, Dkk4 und Sfrp1, im STR/ort-Stamm

3.21 In vitro-Differenzierung mesenchymaler Stromazellen

Die Sequenzanalysen von Gas6, Fgfr1, Dkk4 und Sfrp1 konnten keine bzw. keine
eindeutigen Aussagen hinsichtlich einer moglichen differentiellen Expression der
Gene zwischen dem STR/ort- und dem C57BL/6-Mausstamm liefern. Im nachsten
Schritt wollten wir deshalb gezielt die Expression der einzelnen Arthrose-
Kandidatengene untersuchen. Da bereits beschrieben ist, dass alle 4
Kandidatengene in verschiedene Stadien der Knorpel- und Knochenentwicklung in-
volviert sind, etablierten wir ein entsprechendes in vitro-System, mit dessen Hilfe wir
die Expression der Gene wahrend der Chondro- und Osteogenese untersuchen
konnten. Hierfur wurden mesenchymale Stromazellen (MSCs) aus dem Knochen-
mark der Mause gewonnen. Die MSCs sind Vorlauferzellen mit Stammzellcharakter
und differenzieren unter anderem zu Chondrozyten und Osteoblasten sowie zu Fett-
zellen (Adipozyten). Wir haben die MSCs zunachst uber Adharenz an Plastik aus
dem murinen Knochenmark selektiert und dann 21 Tage im Monolayer kultiviert. An-
schlieRend wurden die MSCs chondro- und osteogen stimuliert. Parallel dazu wurden
die Zellen auch adipogen stimuliert, um den Nachweis des flr die MSCs typischen
Stammzellcharakters vervollstandigen zu kénnen. Es gelang uns letztlich alle drei
Zelllinien zu generieren und somit zu bestatigen, dass es sich bei den Ausgangszel-

len unseres in vitro-Systems tatsachlich um MSCs handelt (Abb. 9).
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Chondrozyten

KM
Zellen

Abb. 9: In vitro-Differenzierung von mesenchymalen Vorlduferzellen aus dem Knochenmark.
Aus Femora, Tibiae und Humeri von 4 bis 8 Wochen alten C57BL/6- und STR/ort-Mausen wurden
Knochenmarkszellen (KM-Zellen) isoliert und 21 d in Monolayer Kkultiviert, um mesenchymale
Stromazellen (MSCs) zu generieren. Die chondrogen stimulierten 3D-Pelletkulturen wurden nach 14
bis 21d fixiert, geschnitten und mit Toluidinblau gefarbt. Die Adipozyten wurden nach 14 d mit Olrot

und die Osteoblasten nach 28 bis 35 d mit Alizarinrot nachgewiesen.

Die Differenzierung von Chondrozyten aus MSCs erfolgte in 3D-Pelletkulturen, um
eine raumliche Anordnung der Zellen ahnlich der in vivo-Situation im artikularen
Knorpel zu schaffen. Nach 14 und 21 Tagen in Kultur wurde je ein Pellet pro Maus
fur reprasentative immunhistochemische Untersuchungen genutzt. Zusatzlich wurden
Proteoglykane, neben den Kollagenen wichtige Bestandteile der Knorpelmatrix, mit
Toluidinblau gefarbt. Die Farbung zeigt eine gleichmaRige Verteilung innerhalb des
Pellets sowie die typischen metachromatischen Ringe direkt um die Chondrozyten
(Abb 9, oben rechts). Kollagen Typ I, ein friher chondrogener Marker, ist in 14 und
21 Tage alten Pellets ebenfalls homogen verteilt, wahrend Kollagen Typ X, ein wich-
tiger Marker fur eine fortgeschrittene chondrogene Differenzierung (Hypertrophie),

nur in wenigen Zellen der 21 Tage alten Kulturen exprimiert ist (Abb. 10A, rechts).
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Abb. 10: In vitro-Differenzierung von Chondrozyten. (A) Mesenchymale Stromazellen (MSCs)
wurden in 3D-Pelletkulturen fir 14 bis 21d chondrogen stimuliert. Die Pellets wurden fixiert, geschnit-
ten und mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt oder immunhistochemisch mit Anti-Kollagen Typ Il und Typ X
(Indikator fir Hypertrophie) behandelt. Dargestellt sind reprasentative Bilder von 21 d alten Pellets des
C57BL/6-Stamms. (B) Mittels GeXP-Analyse wurde die relative mRNA-Expression von Aggrecan
bestimmt (Normierung auf Gapdh), die bei C57BL/6- und auch bei STR/ort- Chondrozyten (n = 6 pro
Stamm) im Vergleich zu den jeweiligen MSCs (n = 8-9 pro Stamm) um ein Vielfaches erhéht ist. Dar-

gestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.

Weiterhin wurde aus insgesamt vier bis acht Pellets pro Maus RNA isoliert. Die
MmRNA-Expression von Aggrecan, einem weiteren wichtigen Marker fur Knorpel, ist in
den in vitro generierten Chondrozyten beider Stdamme gegenuber den jeweiligen
Vorlauferzellen um ein Vielfaches erhdht und bestatigt somit eine erfolgreiche

chondrogene Differenzierung (Abb. 10B).
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3.2.2 Differentielle Expression der Kandidatengene bei in vitro generierten
Chondrozyten des STR/ort-Stamms

Nachdem wir das in vitro-System erfolgreich etablieren konnten, verglichen wir nun
die Expression der Kandidatengene Gas6, Fgfr1, Dkk4 und Sfrp1 wahrend der
chondrogenen Differenzierung (Abb. 11). Denn eine differentielle Genexpression
wahrend der Chondrogenese konnte auf Unterschiede in der Entwicklung des
artikularen Knorpels (in vivo) zwischen dem C57BL/6- und dem STR/ort-Stamm
deuten, wodurch wiederum ein Zusammenhang mit der Entstehung der Arthrose in

STR/ort-Mausen hergestellt werden kdnnte.
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Abb. 11: Sfrp1 ist beim STR/ort-Stamm in den MSCs und Chondrozyten signifikant reduziert.
Mittels GeXP-Analyse wurde die Genexpression von Gas6 (A), Dkk4 (B), Fgfr1 (C) und Sfrp1 (D) in
den MSCs (n = 8-9 pro Stamm) und den sich daraus entwickelnden Chondrozyten (n = 6 pro Stamm)
bestimmt. Gas6 und Dkk4 sind in STR/ort-Chondozyten signifikant reduziert, Fgfr1 signifikant erhoht.
Sfrp1 ist in beiden Zelltypen des STR/ort-Stamms im Vergleich zum C57BL/6-Stamm signifikant redu-
ziert. Normierung auf Gapdh; Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung; Zweistichpro-
ben-t-Test (* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001); MSCs = mesenchymale Stromazellen.
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Hierbei wurde die Genexpression in den in vitro generierten MSCs und den daraus
resultierenden Chondrozyten von STR/ort- und C57BL/6-Mausen jeweils miteinander
verglichen. Abbildung 11A zeigt, dass Gas6 in MSCs nicht differentiell exprimiert
wird, dafur aber in STR/ort-Chondrozyten signifikant reduziert ist (P < 0.001). Dkk4
ist in mesenchymalen Stromazellen von STR/ort- und C57BL/6-Mausen gleicherma-
Ren schwach exprimiert und nimmt in Folge der Differenzierung zu Chondrozyten in
beiden Stammen, bei C57BL/6 um das 15,4-fache und bei STR/ort um das 8,3-fache,
zu (Abb. 11B). Demnach ergibt sich auch hier ein signifikanter Unterschied bezlglich
der Dkk4-Expression in den Chondrozyten, die beim STR/ort-Stamm im Vergleich zur
Kontrolle signifikant geringer ausfallt (P = 0,03). Fgfr1 ist wie bereits Gas6 und Dkk4
in MSCs beider Stamme gleich exprimiert, weist allerdings in den Chondrozyten von
STR/ort eine signifikante Zunahme der Expression (P < 0.001) gegenuber C57BL/6
auf (Abb. 11C).

Bezlglich des Sfrp1-Gens (Abb. 11D) zeichnet sich bereits bei den Vorlauferzellen
(MSCs) ein signifikanter Unterschied in der Expression dahingehend ab, dass der
STR/ort-Stamm eine deutlich geringere Expression im Vergleich zum C57BL/6-
Stamm (P = 0,004) aufweist. AuBerdem ist, vergleichbar mit Gas6 und Dkk4, die
Sfrp1-Expression in den STR/ort-Chondrozyten gegentber der in den C57BL/6-
Chondrozyten signifikant reduziert. Dieser signifikante Unterschied zwischen den
Chondrozyten beider Stamme bleibt bestehen bzw. wird aufgrund der geringeren
Standardabweichungen sogar hochsignifikant (P < 0,001), obwohl beim STR/ort-
Stamm wahrend der Differenzierung von MSCs zu Chondrozyten eine starkere Zu-
nahme (4,0-fach) im Vergleich zu C57BL/6 (2,4-fach) stattfindet.

3.3 Differentielle Expression des Sfrp1-Proteins im artikularen Knorpel

Als Nachstes galt es zu testen, ob diese Expressionsdifferenzen beim STR/ort- im
Vergleich zum C57BL/6-Stamm nicht nur auf RNA- sondern auch auf Proteinebene
vorhanden sind. Hierzu wurden die Kniegelenke, insbesondere der artikulare Knor-
pel, von C57BL/6- und STR/ort-Mausen im Alter von 2 bis 11 Wochen immunhisto-
chemisch untersucht (Abb. 12).
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Abb. 12: Sfrp1 ist im artikularen Knorpel des STR/ort-Stamms differentiell exprimiert. Paraffin-
dinnschnitte der Kniegelenke unterschiedlicher Alterstufen (2, 4, 6, 8 und 11 Wochen) von C57BL/6-
und STR/ort-Mausen wurden mit einem Sfrp1-Antikdrper immunhistochemisch analysiert. (A) Repra-
sentative Mikroskopieaufnahmen der artikularen Chondrozyten von 2, 6 und 8 Wochen alten Mausen.
Sfrp1-Protein ist rot gefarbt. (B) Quantitative Auswertung der Sfrp1-Expression. Jede Raute reprasen-
tiert das relative Expressionsverhaltnis C57BL/6 zu STR/ort. Hierbei wurde der Wert einer C57BL/6-
Maus durch den Wert einer STR/ort-Maus gleichen Alters und Geschlechts innerhalb einer Farbeserie
dividiert (in Triplikaten); Rote gestrichelte Linie = Expressionsverhaltnis von 1:1; Schwarze kurze Li-
nien = Mediane; Mann-Whitney U Test (** P < 0.01).

Bei 2 und 4 Wochen alten C57BL/6- und STR/ort-Mausen gibt es keinen Unterschied
in der Sfrp1-Proteinexpression. In beiden Stammen ist Sfrp1 gleichermal3en vorhan-
den. Doch zum Zeitpunkt von 6 Wochen findet man nur noch vereinzelt positive
Chondrozyten beim STR/ort-Stamm, wahrend beim C57BL/6-Stamm noch deutlich
mehr Zellen Sfrp1 exprimieren (Abb. 12A, Mitte). Dies spiegelt sich auch im dazuge-
hdrigen Quotienten wieder, der bei 6 Wochen im Mittel 2.76 betragt (Abb. 12B). Von
6 zu 8 Wochen gibt es jedoch einen signifikanten Wechsel (P = 0.004) dahingehend,
dass die STR/ort-Mause zum 8 Wochen-Zeitpunkt deutlich mehr Sfrp1-Protein in den
artikularen Chondrozyten aufweisen (Abb. 12A, unten), beim C57BL/6-Stamm hinge-
gen Sfrp1 fast vollstandig fehlt. Der Quotient ergibt bei 8 Wochen im Mittel 0.21. Ins-
gesamt fallt auf, dass sich die Sfrp1-Expression bei den C57BL/6-Mausen Uber die
Zeit stetig reduziert, wahrend sie beim STR/ort-Stamm fluktuiert.
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Abschnitt 2 - Charakterisierung des Knochendefekts im STR/ort-Stamm

Bei der Durchfuhrung der in vitro-Experimente in Abschnitt 1, speziell bei der Isolie-
rung von Knochenmarkszellen aus dem Femur und der Tibia, fiel es beim STR/ort-
im Vergleich zum C57BL/6-Stamm immer schwerer, mit zunehmenden Alter der
Mause ausreichend Zellen zu gewinnen. Bei den STR/ort-Mausen, die alter als 11
Wochen alt waren, war es sogar unmoglich. Man konnte bei der aulerlichen Be-
trachtung der freigelegten Knochen deutlich erkennen, dass die STR/ort- im Ver-
gleich zu den C57BL/6-Mausen mehr Knochengewebe aufwiesen, welches das Kno-

chenmark zunehmend verdrangte.

3.4 STR/ort-Mause haben eine erhohte kortikale Knochenmenge, ein

Knochenmarksverlust und eine extramedullare Hamatopoese

Es gibt bisher kaum Untersuchungen zu diesem auffalligen Knochenphanotyp bzw.
detaillierte Beschreibungen zum Verlauf der Knochenuberproduktion beim STR/ort-
Mausstamm. Es gibt nur einige wenige Publikationen hinsichtlich einer vermehrten
Bildung von trabekularer Knochensubstanz. Doch wie sich der kortikale Knochen
wahrend der Wachstumsphase bzw. Entwicklung der Mause verhalt, wurde nur unzu-

reichend untersucht.

3.41 Das vermehrte Wachstum des kortikalen Knochens beim STR/ort-

Stamm korreliert mit der Verdrangung des Knochenmarks

Um einen umfangreichen Einblick in die Knochenveranderungen bei STR/ort zu er-
halten und verschiedenste Knochenparameter analysieren zu kdénnen, wurden die
Untersuchungen mittels Mikro-Computertomographie (uCT) durchgefiihrt. Bereits im
Alter von 1 Monat konnte ein erhéhtes kortikales Knochenvolumen beim STR/ort- im
Vergleich zum C57BL/6-Stamm festgestellt werden. Im Alter von 2 Monaten ist eine
noch drastischere Zunahme an Knochen bei den STR/ort-Mausen im Vergleich zu

C57BL/6-Mausen erkennbar, die sich im weiteren Verlauf der Entwicklung (bis 3 Mo-
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nate) weiter steigert und bei 9 Monate alten STR/ort-Mausen zum kompletten Verlust
des Knochenmarks fuhrt (Abb. 13).

1 Monat 2 Monate 3 Monate 9 Monate

C57BL/6

STR/ort

Abb. 13: Anstieg der kortikalen Knochenmenge beim STR/ort-Stamm mit zunehmendem Alter.
Femora von 1, 2 und 9 Monate alten C57BL/6- und STR/ort-Mausen (n = 3 pro Stamm und Ge-
schlecht) wurden ex vivo in 2 ml Kochsalzlésung (0.9% NaCl) im pCT gescannt. Dargestellt sind re-
prasentative Aufnahmen der Weibchen. Ein stetiger Zuwachs des kortikalen Knochens nach innen
(Endost) ist deutlich erkennbar. Femora und Tibiae von 3 Monate alten Mausen wurden in der Aufsicht
komplett photographiert und die Femora-Dinnschnitte mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt. Die

unbeschrifteten Balken entsprechen 200 um.

Der Knochenzuwachs findet hierbei nur in Richtung Endost statt, denn der gesamte
Querschnitt nimmt im Gegensatz zu der kortikalen Knochenflache bzw. kortikalen
Flachenfraktion beim STR/ort- im Vergleich zum C57BL/6-Stamm nicht weiter zu
(Abb. 14A und B, C). Bei 2 Monate alten STR/ort-Mannchen und -Weibchen ist die
Querschnittsflache sogar signifikant kleiner als bei den C57BL/6-Mausen (P < 0.01).
Bis zum Alter von 9 Monaten hebt sich dieser Unterschied jedoch wieder auf. Weiter-
hin fallt bei der Betrachtung der kortikalen Dicke auf, dass 7 und 9 Monate alte
STR/ort-Weibchen gegeniber den STR/ort-Mannchen gleichen Alters signifikant
mehr Knochensubstanz aufweisen (Abb. 14D, Tabelle S2 im Anhang). Es treten also
innerhalb des STR/ort-Stamms zusatzliche geschlechtsspezifische Differenzen auf,
die beim C57BL/6-Stamm nicht vorhanden sind.
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Abb. 14: Erhohter kortikaler Knochenzuwachs in Richtung Endost beim STR/ort-Stamm.
Femora von 1, 2, 7 und 9 Monate alten C57BL/6- und STR/ort-Mausen (n = 3 pro Stamm und Ge-
schlecht) wurden ex vivo in 2 ml Kochsalzlésung (0.9% NaCl) im uyCT gescannt und mittels Skyscan-
Software vermessen und analysiert. (A) Tt.Ar: ,total area“ = gesamte Querschnittsflache; (B) Ct.Ar:
scortical area“ = durchschnittliche kortikale Flache; (C) Ct.Ar/Tt.Ar: ,cortical area/total area“ = kortikale
Flachenfraktion; (D) Ct.Th: ,cortical thickness” = durchschnittliche kortikale Dicke. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung. Zweistichproben-t-Test ; P-Werte sind der Tabelle S2 (Anhang)

zu entnehmen.

Parallel zu den pCT-Analysen wurden Knochenmarkszellen aus den Femora, Tibiae
und Humeri isoliert und gezahlt. Bereits bei 4 Wochen alten STR/ort-Mausen beider
Geschlechter ist die Ausbeute an KM-Zellen im Vergleich zu der bei den C57BL/6-
Mausen bereits deutlich geringer (61,5 %) und fallt weiter bis auf 6% bei 13 Wochen
alten STR/ort-Mausen (Abb. 15). Die vermehrte kortikale Knochenmenge korrelliert
also mit einer altersabhangigen Abnahme der KM-Zellzahl beim STR/ort-Stamm,

wahrend die KM-Zellen des C57BL/6-Stamms auf einem hohen Niveau verbleiben.
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Abb. 15: Die Ausbeute an Knochenmarkszellen sinkt bei STR/ort-Mdusen mit zunehmendem
Alter. Aus Femora, Tibiae und Humeri von 4, 6, 8, 11 und 13 Wochen alten C57BL/6 und STR/ort-
Mausen (n = 3 bis 9 pro Altersstufe) wurden die Knochenmarkzellen isoliert und mittels
Hamozytometer die Zellzahlen bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen;

Jonckheere Trend Test (*** P < 0.001).

3.4.2 Die Verdrangung des Knochenmarks fiihrt zu Hepatosplenomegalie

und extramedullarer Hamatopoese

Es konnte zuvor gezeigt werden, dass es bei den STR/ort-Mausen mit zunehmen-
dem Alter zu einer vermehrten kortikalen Knochenbildung kommt, die zu einer Kom-
pression des Knochenmarks fuhrt. Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass die Blut-
bildung (Hamatopoese) von Organen aullerhalb des Knochenmarks, also extra-
medullar, tbernommen wird. Um dem nachzugehen, analysierten wir Milz und Leber
hinsichtlich ihrer Gewichts- und Grélienanderung. Abbildung 16A zeigt deutlich, dass
bei 3 Monate alten STR/ort-Mausen beider Geschlechter die Milzen (P < 0.001) und
auch Lebern (P = 0.009) signifikant mehr Gewicht aufweisen. Der Unterschied in der
MilzgréRe zwischen dem STR/ort- und C57BL/6-Stamm nahm von 1 Monat uber 3, 4
bis 9 Monate stetig zu. Die Differenz betragt jeweils im Mittel 1.86, 3.88, 6.86 bzw.
7.10 (Abb. S1 im Anhang). Die extramedullare Hamatopoese wiesen wir anhand von
Hamatoxylin/Eosin gefarbten Milz-Dunnschnitten nach. Die STR/ort-Milzen enthielten
deutlich mehr Megakaryozyten als die C57BL/6-Milzen (Abb.16B). Megakaryozyten
gehoren zu den blutbildenden Zellen und sind normalerweise vor allem im Knochen-

mark zu finden.
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Abb. 16: Der Verlust an Knochenmark bewirkt eine Hepatosplenomegalie und extramedulldre
Hamatopoese. Das Gewicht der Milzen und Lebern von 3 Monate alten C57BL/6- und STR/ort-Mau-
sen (jeweils n = 8) wurde relativ zum Gesamtkdrpergewicht der Mause bestimmt. (A) Vergleich des
Gewichts von Milz und Leber in Form von Boxplots (Minimum-/Maximumwerte, erste/dritte Quartile
und Mediane); Mann-Whitney Test (* P < 0.05, *** P < 0.001). (B) Milzen von STR/ort- und C57BL/6-
Weibchen wurden nach Entnahme in Paraffin eingebettet. Diinnschnitte wurden angefertigt und mit

Hamatoxylin/Eosin gefarbt. Schwarze Pfeile deuten auf Megakaryozyten; Balken = 50 pym.

3.5 STR/ort-Mause verfiigen liber stabilere Knochen

Die erhohte Knochenmenge legt die Vermutung nahe, dass der Knochen stabiler
sein musste. Um die Stabilitat der Knochen zu untersuchen wurde ein biomechani-
scher Bruchtest durchgefihrt (Abb. 17). Die maximale Kraft, die der Knochen bis zum
Bruch ertragt, ist bei den Weibchen und Mannchen des STR/ort-Stamms gegenulber
den C57BL/6-Mausen beider Geschlechter signifikant erhdht (Abb. 17A). Entspre-
chend ist die Energie, die der Knochen bis zum Bruch absorbieren kann, aufgrund
der inversen Korrelation zwischen Energieabsorption und erhohter Mineralisierung in
den STR/ort- im Vergleich zu den C57BL/6-Mausen signifikant reduziert (Abb. 17B).
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Abb. 17: Die STR/ort-Mause weisen eine erhohte Stabilitit der kortikalen Knochen auf. Die

Femora von 3 Monaten alten STR/ort- und C57BL/6-Mausen wurden mittels Bruchtest auf ihre Stabi-

litat getestet. (A) Fmax beschreibt die maximale Kraft, die der Knochen bis zum Bruch aushalt. (B) Wim
beschreibt die Energie, die der Knochen bis zum Bruch bzw. Erreichen der Maximalkraft aufnehmen
kann. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung; Zweistichproben-t-Test (* P < 0.05; **

P < 0.01). Die Abbildung ist in Kooperation mit Hamburg entstanden.

3.6 Die Knochendichte von Kalotte und Dens Incisivus ist bei STR/ort-

Mausen nicht erhoht

Als Nachstes sollte untersucht werden, ob neben der chondralen auch die desmale
Ossifikation von einem erhdhten Zuwachs an Knochen beim STR/ort-Stamm betrof-
fen ist. Hierfir wurden die Schadel von 2 und 6 Monate alten Mausen mit Hilfe des
MCT vermessen und jeweils die Knochendichte vom Schadeldach (Kalotte) und ei-
nem Schneidezahn (lat. Dens incisivus) bestimmt (Abb. 18). Die Schadellange und -
breite sind bei 2 Monate alten STR/ort-Mausen gegenlber der von C57BL/6-Mausen
erhoht, doch nur die Schadelbreite erreicht einen signifikanten Unterschied (P =
0.004), der bei 6 Monate alten Mausen jedoch nicht mehr vorhanden ist (Abb. 18 A
und B). Die Knochendichte von Kalotte und Schneidezahn ist ebenfalls tendenziell
beim STR/ort-Stamm hoher, erreicht aber weder nach 2 noch nach 6 Monaten einen
signifikanten Unterschied (Abb. 18 C und D). Die Bildung desmaler Knochenstruktu-

ren scheint demnach in STR/ort-Mausen nicht verandert zu sein.
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Abb. 18: Die desmale Ossifikation ist beim STR/ort-Stamm unverdandert. 2 und 6 Monate alte
Mause (n = 3, pro Gechlecht und Stamm) wurden anasthesiert (50 mg/kg Ketamin und 15 mg/kg of
Xylazin) und in vivo gescannt. Mittels der Skyscan-Software wurde die Schadellange (A) und -breite
(B) bestimmt und die Knochendichte (BMD engl. fir ,bone mineral density“) von Kalotte (C) und Dens
Incisivus (D) berechnet. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung; Zweistichproben-t-Test
(** P <0.01).

3.7 STR/ort-Mause, insbesondere die Weibchen, verfliigen lber eine

erhohte trabekulare Knochenmenge

Um die Charakterisierung des Knochenphanotyps des STR/ort-Stamms zu vervoll-
standigen, folgte die Analyse des trabekularen Knochens, der bisher nur sehr unzu-
reichend untersucht wurde. Auch hierbei wurden C57BL/6- und STR/ort-Mause im
Alter von einem Monat sowie zwei, sieben und neun Monaten mittels uCT gescannt
und verglichen. Zum Zeitpunkt von einem Monat liegen, im Gegensatz zum kortikalen
Knochen, noch keine Unterschiede zwischen den beiden Stammen vor. Doch im
weiteren zeitlichen Verlauf zeichnen sich drastische Veranderungen, besonders bei
den STR/ort-Weibchen ab. Die normale zeitliche Entwicklung des trabekularen Kno-
chens ist bei C57BL/6-Mausen durch einen stetigen Verlust an Knochensubstanz
charakterisiert (Abb. 19, obere Reihe). Die C57BL/6-Mannchen verfligen desweiteren
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generell Uber eine hohere trabekulare Knochenmenge als die Weibchen (Abb. 20A-
C).

1 Monat 2 Monate 9 Monate

C57BL/6

STR/ort

Abb. 19: Anstieg der trabekularen Knochenmenge mit zunehmendem Alter bei den STR/ort-
Weibchen. Femora von 1, 2 und 9 Monate alten C57BL/6- und STR/ort-Mausen wurden ex vivo im
MCT gescannt. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen von 1 Monat und 2 Monate alten Weibchen
sowie von 9 Monate alten Weibchen und Mannchen. Bei den STR/ort-Weibchen zeigt sich ein stetiger

Zuwachs an trabekuldrer Knochensubstanz. Balken = 200 ym.

Die STR/ort-Mannchen zeigen auch einen abnehmenden Trend der Knochenmenge
Uber die Zeit. Doch zum Zeitpunkt von einem Monat haben die STR/ort-Mannchen
bereits mehr Knochensubstanz als die C57BL/6-Mannchen und diese wird mit zu-
nehmendem Alter nur sehr langsam reduziert (Tabelle S3 im Anhang). Deshalb wei-
sen die STR/ort-Mannchen nach neun Monaten signifikant mehr Knochenvolumen
auf als die C57BL/6-Mannchen (Abb 19, unten rechts; Abb. 20A). Bei den STR/ort-
Weibchen hingegen steigt das trabekulare Knochenvolumen mit zunehmendem Alter
dramatisch an (Abb 19, untere Reihe, Abb. 20A). Das Verhaltnis von Knochenvolu-
men zu Gewebevolumen (BV/TV) ist bei einen Monat alten STR/ort-Weibchen noch
gleich dem BV/TV-Verhaltnis von C57BL/6-Weibchen. Nach zwei Monaten ist es bei
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STR/ort-Weibchen 5-fach erhoht, nach sieben Monaten 30-fach und nach neun Mo-

naten 40-fach (Abb. 20A, Tabelle S3 im Anhang).
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Abb. 20: Trabekulare Parameter bestitigen den erhdhten Knochenzuwachs beim STR/ort-
Stamm. Femora von 1, 2, 7 und 9 Monate alten C57BL/6- und STR/ort-Mausen (n = 3 pro Stamm und
Geschlecht) wurden ex vivo in 2 ml Kochsalzlésung (0.9% NaCl) im pyCT gescannt und mittels
Skyscan-Software vermessen und analysiert. (A) BV/TV: ,bone volumeftissue volume® = Knochen-
Vol./Gewebe-Vol.; (B) Tb.Th: ,trabecular thickness” = trabekulare Dicke; (C) Tb.N: ,trabecular num-
ber‘ = Trabekel-Anzahl; (D) Tb.Sp: ,trabecular separation“ = Trabekel-Abstande. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung. Zweistichproben-t-Test; P-Werte sind der Tabelle S3 (Anhang)

zu entnehmen.

Diese deutliche Zunahme an trabekularen Knochen spiegelt sich auch in weiteren
Parametern, wie der trabekularen Dicke und der Trabekel-Anzahl, wieder (Abb. 20B
und C). Die Trabekel-Abstande weisen entsprechend einen gegenlaufigen Trend auf
und sind bei den STR/ort-Weibchen am geringsten (Abb. 20D).
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Zusammenfassend ergeben die Daten, dass die STR/ort-Mause insgesamt vermehrt
trabekuldren Knochen bilden. Bei den STR/ort-Mannchen zeigt sich dennoch ein
vergleichbarer Verlauf wie bei den C57BL/6-Mausen, weil die trabekulare Knochen-
substanz mit steigendem Alter reduziert wird. Die STR/ort-Weibchen hingegen pro-
duzieren immer mehr Knochen mit zunehmendem Alter. Die Knochenmenge ist bei 2
Monate alten STR/ort-Mannchen und -Weibchen noch gleich, doch bei 7 Monate al-
ten Weibchen bereits doppelt und bei 9 Monate alten STR/ort-Weibchen im Vergleich
zu den -Mannchen sogar vierfach hdéher (Tabelle S3 im Anhang).

Als Nachstes wurde die trabekulare Knochenmenge in der Tibia und in Wirbelkorpern
untersucht, um zu zeigen, dass nicht nur der Femur betroffen ist. Hierzu wurden drei
Monate alte STR/ort-Weibchen und -Mannchen mit C57BL/6-Mausen, gleichen Alters
und Geschlecht, mittels von Kossa-Farbung verglichen. Bei den STR/ort-Weibchen
und -Mannchen erkennt man vermehrt schwarz gefarbte Knochenstrukturen in der
Tibia und den Wirbelkérpern im Vergleich zu den C57BL/6-Mausen (Abb. 21).

¥ 3

C57BL/6 STR/ort C57BL/6

Abb. 21: STR/ort-Mause bilden vermehrt trabekuldren Knochen in Tibia und Vertebra. Von
Kossa-Farbung von unentkalkten Dinnschnitten der Tibiae und Lendenwirbelkdrper (L3 und L4) von 3
Monate alten STR/ort- und C57BL/6-Mausen (n = 3 pro Stamm und Geschlecht). Die Abbildung ist in
Kooperation mit Hamburg entstanden.
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3.8 Der gesteigerte Knochenzuwachs im STR/ort-Stamm ist assoziiert
mit einer reduzierten TRAcP-Produktion der Osteoklasten und mit

einem verringerten Kollagen Typ I-Abbau

Als Nachstes wurde untersucht, ob die vermehrte Knochenproduktion auf einen De-
fekt in den Osteoklasten zurtckzufuhren ist. Hierzu wurde der Osteoklasten spezifi-
sche Marker TRACP (,Tartrate-resistant acid phosphatase“) und das Kollagen Typ I-
Abbauprodukt CTX-I (Telopeptid des Kollagen Typ I) als Indikator fir Knochenre-
sorption mittels ELISA im Serum von STR/ort- und C57BL/6-Mausen nachgewiesen
und verglichen (Abb. 22).
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Abb. 22: Die erhohte Knochenmenge im STR/ort-Stamm korreliert mit einer reduzierten TRAcP-
Produktion und einem verringerten Kollagen Typ I-Abbau. (A) Im Serum von 2 bzw. 3 Monate
alten STR/ort- und C57BL/6-Mausen wurde mittels ELISA der Osteoklastenmarker TRAcCP (“tartrate-
resistent acid phosphatase®) und das Kollagen Typ I-Abbauprodukt CTX-I nachgewiesen. Jedes Sym-
bol reprasentiert eine Maus; Zweistichproben-t-Test (** P < 0.01, *** P < 0.001). (B) Histomorpho-
metrische Quantifizierung der Osteoklasten an Diinnschnitten der Lendenwirbel L3 und L4. OcN/Bpm
= ,osteoclast number/bone perimeter’” und OcS/BS = ,osteoclast surface/bone surface®. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von 3 Monate alten Tieren (je n = 3). Abb. 22B ist in

Kooperation mit Hamburg entstanden.
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Bei 2 Monate alten STR/ort-Mausen ist signifikant weniger TRAcP nachweisbar (P =
0.008) als bei C57BL/6-Mausen gleichen Alters (Abb. 22A, links). Auch der Kollagen
Typ I-Abbau ist bei 3 Monate alten STR/ort- gegenuber C57BL/6-Mausen signifikant
(P < 0.001) reduziert (Abb. 22A, rechts). TRACP ist bei beiden Stammen im Serum
der Weibchen generell in héheren Mengen vorzufinden als im Serum der Mannchen.
Beim STR/ort-Stamm ergibt sich sogar ein signifikanter Unterschied (P = 0.04). Wei-
terhin wurde mittels Histomorphometrie die Anzahl der Osteoklasten pro Knochen-
umfang sowie das Osteoklasten- zu Knochenoberflacheverhaltnis bestimmt. Hierbei
gibt es jedoch keine Unterschiede zwischen dem STR/ort- und dem C57BL/6-Maus-
stamm (Abb. 22B).

3.9 Der gesteigerte Knochenzuwachs im STR/ort-Stamm basiert auf
einer ubermaRigen Knochenbildung bzw. erhohten Osteoblasten-

anzahl

Weiterhin wurde die Anzahl der Osteoblasten pro Knochenumfang bzw. das
Osteoblasten- zu Knochenoberflacheverhaltnis mittels Histomorphometrie bestimmt.
Der Vergleich zwischen beiden Stammen zeigt, dass STR/ort-Weibchen und -Mann-
chen signifikant mehr Osteoblasten aufweisen als die C57BL/6-Mause beider Ge-
schlechter (Abb. 23A). Den lebenden Mausen beider Stamme wurde zuvor zusatzlich
der Fluoreszenzfarbstoff Calcein verabreicht. Das Calcein wird wahrend des
Wachstum der Mause in neu synthetisierten Knochen eingebaut und ermdglicht
spater die Bestimmung der Knochenbildungsrate. Die STR/ort-Mause weisen im
Vergleich zu den C57BL/6-Mausen eine tendenziell erh6hte Knochenbildungsrate auf
(Abb. 23B).

Desweiteren wurde untersucht, ob auch in vitro generierte STR/ort-Osteoblasten im
Vergleich zu den Osteoblasten des C57BL/6-Stamms eine erhdhte Aktivitat aufzei-
gen. Hierzu haben wir mesenchymale Stromazellen 28-35 Tage osteogen stimuliert
und anschlieBend im Zelliberstand die alkalische Phosphatase-Aktivitat als Marker

fur Osteoblasten photometrisch nachgewiesen (Abb. 24B).



3 ERGEBNISSE

A
ObN/Bpm (mm-) ObS/BS (%)
30 30 7 T
* I
15 T 15 +
0 = 0 B
¢ 3 Q o)
B m C57BL/S
C57BL/6 STR/ort 0 STR/ort
- __ 300 T
=
Q S T
£ 150 T
=
£
d — 0
Q 3

Abb. 23: Die erhohte Knochenmenge im STR/ort-Stamm ist auf eine gesteigerte
Osteoblastenanzahl und Knochenbildungsrate zuriickzufiihren. (A) Histomorphometrische Quan-
tifizierung der Osteoblasten-Parameter an Dinnschnitten der Wirbel L3 und L4. ObN/Bpm =
»osteoblast number/bone perimeter®; ObS/BS = ,osteoblast surface/bone surface®; Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung von 3 Tieren pro Geschlecht und Stamm im Alter von 3 Monaten;
Zweistichproben-t-Test (* P < 0.05). (B) STR/ort- und C57BL/6-Mausen wurden intraperitoneal je zwei
Calcein-Injektionen 9 und 2 Tage pramortal verabreicht. (links) Nachweis der beiden Calcein-Fronten
mittels Fluoreszenzmikroskop; (rechts) quantitativer Vergleich der Knochenbildungsrate fir beide
Geschlechter; n = 3 (pro Geschlecht und Stamm). Die Abbildung ist in Kooperation mit Hamburg

entstanden.

In Abbildung 24A wird mittels Alizarin-Rot-Farbung die Generierung von
Osteoblasten bestatigt. Es sind keine Unterschiede beziglich der Intensitaten zwi-
schen beiden Stammen erkennbar. Auch der quantitative Vergleich der alkalischen
Phosphatase-Aktivitat ergibt keinen signifikanten Unterschied (Abb. 24B).
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Abb. 24: In vitro gezogene STR/ort-Osteoblasten weisen keine erhdhte Aktivitat auf. (A)
Mesenchymale Stromazellen wurden fiir 28 bis 35 Tage osteogen stimuliert. Die positive Alizarin-Rot-
Farbung bestatigt die Differenzierung zu Osteoblasten. (B) Quantitativer Nachweis der Alkalischen
Phosphatase (ALP)-Aktivitat im Zelliberstand mittels photometrischer Messung bei 405 nm. Normie-
rung auf den Zellzahlmarker Kristallviolett (KV); dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabwei-

chung.

Zusammenhang zwischen einer Arthrose und Hyperostose beim STR/ort-

Stamm aufgrund einer Dysregulation des Wnt/B-Catenin-Signalwegs

Es ist bereits haufig ein Zusammenhang zwischen fortschreitendem Knorpelabbau
und zunehmender Sklerotisierung des subchondralen Knochens im Verlauf der Arth-
rose beschrieben worden. Hierbei wurde immer wieder kontrovers diskutiert, ob die
Veranderungen im subchondralen Knochen beginnen und den Abbau des Knorpels
beschleunigen oder ob der Abbau des artikulédren Knorpels strukturelle Anderungen
im subchondralen Knochen begunstigt. Auf jeden Fall ist klar, dass es aufgrund glei-
cher Signalwege ein enges Zusammenspiel zwischen Knorpel- und Knochenmetabo-
lismus geben muss. Hinsichtlich des STR/ort-Mausstamms wurde bisher eine Ver-
dichtung des subchondralen Knochens der Tibia im Bereich der Epiphyse mit einem
erhohten Abbau von artikularem Knorpel in Zusammenhang gebracht (Stok et al.
2009).
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In diesem Abschnitt ging es nun darum, eine mogliche Stérung in einem Signalweg,
der fur die Entwicklung des Knorpels und Knochens gleichermalien wichtig ist, auf-
zudecken, um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Arthrose- und dem

Hyperostosephanotyp beim STR/ort-Stamm erklaren zu kénnen.

Zuvor konnte gezeigt werden, dass die Arthrose-Kandidatengene, insbesondere die
Antagonisten des Wnt/R-Catenin-Signalwegs Dkk4 und Sfrp1, in in vitro generierten
STR/ort-Chondrozyten im Vergleich zu C57BL/6-Chondrozyten signifikant schwacher
exprimiert sind. Auch konnte bestatigt werden, dass das Sfrp1-Protein wahrend der
Wachstumsphase bei STR/ort-Mausen eine differentielle Expression aufweist und
einer deutlichen altersabhangigen Fluktuation unterliegt, wahrend bei C57BL/6-Mau-

sen die Expression mit zunehmendem Alter stetig sinkt.

Die Expression des Sfrp7-Gens war nicht nur in Chondrozyten reduziert, sondern
auch in den mesenchymalen Vorlauferzellen. Dieses Ergebnis liefert einen Hinweis
auf eine mogliche Stérung im Wnt/R-Catenin-Signalweg, wodurch eine veranderte
Knorpel- und Knochenentwicklung im STR/ort-Mausstamm resultieren kdonnte. Um
dieser Vermutung nachzugehen, sollte als Nachstes die Sfrp7-Expression in den
Osteoblasten, die aus den gleichen Progenitorzellen hervorgehen wie die Chondro-

zyten, analysiert werden.

3.10 Differentielle Expression der potentiellen Arthrose-Kandidatengene
Gas6, Dkk4 und Sfrp1 in STR/ort-Osteoblasten

Die Arthrose relevanten Gene, deren differentielle Expression zuvor in in vitro gene-
rierte Chondrozyten aufgezeigt wurde, sollten nun auf mdgliche Differenzen in
STR/ort- und C57BL/6-Osteoblasten untersucht werden. Gas6 und Dkk4 sind in den
in vitro generierten STR/ort-Osteoblasten signifikant reduziert (Abb. 25A, B). Auch
Sfrp1 ist wie erwartet nicht nur in den MSCs sondern auch in den Osteoblasten bei
STR/ort im Vergleich zu C57BL/6 signifikant verringert (Abb. 25D). Fgfr1 hingegen
weist keinen Unterschied zwischen den Stammen auf und ist generell nur sehr
schwach in Osteoblasten exprimiert (Abb. 25C). Bei den STR/ort-Chondrozyten (Abb.
11C) hingegen war die Fgfr1-Expression gegenuber der in den MSCs deutlich er-
hoht.
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Abb. 25: In vitro gezogene STR/ort-Osteoblasten weisen eine verringerte Gas6-, Dkk4-, und
Sfrp1-Expression auf. (A) Mittels GeXP-Analyse wurde die Genexpression von Gas6 (A), Dkk4 (B),
Fgfr1 (C) und Sfrp1 (D) in den MSCs (n = 8-9 pro Stamm) und den sich daraus entwickelnden
Osteoblasten (C57BL/6 n = 9; STR/ort n = 7) bestimmt. Normierung der Expression auf Gapdh; Dar-
gestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung; Zweistichproben-t-Test (* P < 0.05; ** P < 0.01;
*** P <0.001).

3.11 Erhohte R-Catenin-Proteinexpression in den mesenchymalen

Vorlauferzellen von STR/ort-Mausen

Da Sfrp1 in den mesenchymalen Vorlauferzellen von STR/ort-Mausen signifikant re-
duziert ist, lag die Vermutung nahe, dass der Wnt/3-Catenin-Signalweg in den MSCs
starker aktiviert ist. Dieser Annahme kann man anhand der Bestimmung des [3-
Catenin-Gehalts im Zytoplasma und im Nukleus nachgehen. Bei einer Aktivierung
des Signalwegs wird -Catenin im Zytoplasma akkumuliert und kann somit vermehrt
in den Kern eingeschleust werden. Es wurden also Proteine aus den MSCs isoliert

und der R-Catenin-Gehalt im Zytoplasma und im Kern mittels Western Blot bestimmt.
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Das Ergebnis bestatigt die Hypothese, denn der STR/ort-Stamm weist signifikant
mehr R-Catenin im Zytoplasma auf (P = 0.005) und auch im Nukleus ist eine tenden-

zielle Zunahme zu verzeichen (Abb. 26A und B).
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Abb. 26: Der Wnt/R-Catenin Signalweg ist in den MSCs von STR/ort-Mausen starker aktiviert.
Mesenchymale Vorlauferzellen von C57BL/6- (n = 3) und STR/ort-Mausen (n = 4) wurden 21d kulti-
viert. (A) MSC-Proteinproben wurden mittels fluoreszenzmarkiertem Antikérper im Western Blot auf
den B-Catenin-Gehalt getestet. Reprasentative Proben; Kontrolle = Actin; (B) Quantifizierung mit LI-
COR Odyssey Software V3.0; Normierung von [3-Catein auf Actin. Dargestellt sind die Mittelwerte mit

Standardabweichung; Zweistichproben-t-Test ( ** P < 0.01). MSC = mesenchymale Stromazellen.

Wir koénnen hiermit schlussfolgern, dass der Wnt/3-Catenin-Signlaweg in den
STR/ort-MSCs hochreguliert wird. Da wir auch in den Chondrozyten und Osteo-
blasten, die aus den MSCs differenziert wurden, eine signifikant reduzierte Sfrp7-
Expression vorfanden (Abb 11D und 25D), lasst sich auch bei diesen beiden Zellty-

pen eine verstarkte Aktivierung des Wnt/3-Catenin-Signalwegs vermuten.
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3.12 Differentielle Expression des Sfrp1-Proteins in hypertrophen Chon-

drozyten der Wachstumsfuge

Zuletzt interssierte uns die Sfrp1-Proteinexpression in hypertrophen Chondrozyten
der Wachstumsfuge. Denn diese Zellen befinden sich unmittelbar im Grenzbereich
zwischen Knorpel und Knochen und regulieren Uber die Freisetzung von Zytokinen
die enchondrale Knochenentwicklung. Wir analysierten C57BL/6- und STR/ort-Mause
im Alter von 2 bis 11 Wochen. In der anfanglichen Wachstumsphase (2 bis 6 Wo-
chen) ist eine reduzierte Expression des Sfrp1-Proteins beim STR/ort-Stamm vor-
handen, die bei 6 Wochen signifikant geringer ist (P = 0.047), sich dann aber auf ein

gleiches Niveau zwischen den Stammen einpendelt (Abb. 27).
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Abb. 27: Sfrp1 ist in hypertrophen Chondrozyten der Wachstumsfuge beim STR/ort-Stamm
differentiell exprimiert. Paraffindiinnschnitte der Kniegelenke von C57BL/6- und STR/ort-Mausen im
Alter von 2, 4, 6, 8 und 11 Wochen wurden mittels Sfrp1-Antikdrper immunhistochemisch analysiert.
Jede Raute reprasentiert eine Maus (in Triplikaten gemessen). Es wurden vier Farbeintensitaten defi-
niert: sehr schwach = 1 bis stark = 4. Die positiven Zellen pro Gesichtsfeld im Lichtmikroskop wurden
prozentual bestimmt und mit dem Faktor fir die Intensitat multipliziert. Maximalwert pro Maus = 400;
Blaue und rote kurze Linien = Mediane. Mann-Whitney U Test (** P < 0.01).
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4 Diskussion

41 Die differentielle Expression der Kandidatengene Gas6 und Fgfr1 in

Chondrozyten ist mit der Arthrose in STR/ort-Mausen assoziiert

Die Sequenzierung des Arthrose-Kandidatengens Gas6 konnte keine Polymorphis-
men beim STR/ort- im Vergleich zum C57BL/6-Stamm aufdecken. Fur das Fgfr1-Gen
konnten wir beim STR/ort-Stamm einen Intron-SNP, der einen Effekt auf das Splicen
der mRNA und damit auf das Proteinprodukt haben kdnnte, identifizieren. Mittels der
Sequenzanalyse konnten demnach fur beide Gene keine Hinweise auf strukturelle
Veranderungen und fur das Fgfr1-Gen nur unzureichende Hinweise auf regulato-
rische Veranderungen der jeweils resultierenden Proteine beim STR/ort-Mausstamm
gewonnen werden. Als Nachstes sollte die Genexpression von Gas6 und Fgfr1
gezielt an in vitro generierten STR/ort-Chondrozyten untersucht werden, da fir beide
Gene eine regulierende Funktion in der Chondrogenese beschrieben ist (Motomura
et al., 2007, Richman & Crosby, 1990). Die Chondrozyten wurden in Pellets kultiviert,
um eine dreidimensionale Anordnung der Zellen ahnlich der in vivo-Situation im
artikularen Knorpel zu gewahrleisten. Unterschiede in der Expression der Arthrose-
Kandidatengene in den Pelletkulturen zwischen dem STR/ort- und dem C57BL/6-
Stamm wurden auf Storungen in der chondrogenen Differenzierung hindeuten, die

die Initiierung und Entwicklung der Arthrose erklaren konnten.

Gas6 ("Growth arrest specific 6“) wurde bisher nicht im Zusammenhang mit Arthrose
untersucht. AuRerdem ist das Gas6-Gen hinsichtlich einer regulierenden Funktion im
Knorpelmetabolismus nur unzureichend untersucht. Es konnte allerdings in vitro ge-
zeigt werden, dass eine erhdhte Gas6-Expression die mRNA-Expression der
chondrogenen Marker-Gene Kollagen Typ Il und Aggrecan suppremiert und somit die
chondrogene Differenzierung der murinen mesenchymalen Vorlauferzellen
C3H10T1/2 hemmt (Motomura et al., 2007). Bei einer erhdhten Gas6-Expression
wurde also die frGhe chondrogene Differenzierung inhibiert werden, wahrend eine
verringerte Gas6-Expression die Differenzierung begunstigen wirde. Die von uns in
vitro generierten Chondrozytenkulturen wiesen eine signifikant reduzierte Gas6-Ex-

pression beim STR/ort- im Vergleich zum C57BL/6-Stamm auf. Dies kdnnte bedeu-
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ten, dass im STR/ort-Stamm Knorpelmatrix generell vermehrt aufgebaut wird. Dies
wiederum wurde fur eine verstarkte Reifung bzw. Alterung des artikularen Knorpels
von STR/ort-Mausen sprechen. Mdglicherweise unterliegt der Gelenkknorpel der
STR/ort-Mause demnach friher den altersbedingten Abnutzungserscheinungen. Die
artikularen STR/ort-Chondrozyten wirden entsprechend friher in Apoptose gehen.
Daraus wirde eine verringerte Dichte an Chondrozyten im Knorpel resultieren, wo-

durch die Entwicklung einer Arthrose begunstigt wird (Hashimoto et al., 1998a).

Der beschleunigte Knorpelabbau im arthrotischen Gelenk wird durch katabole Stimuli
bewirkt. Hierzu zahlt unter anderem ,fibroblast growth factor 2 (Fgf-2), das eine er-
héhte Expression der Matrix-Metalloprotease-13 (MMP-13) hervorruft und dadurch
den Netto-Gehalt an Proteoklykanen reduziert (Wang et al., 2004). Gesteuert wird die
katabole Wirkungsweise des Fgf-2 Uber den Rezeptor Fgfr1. Er gilt demzufolge als
wichtiger Mediator fUr die Induktion kataboler Prozesse in humanen artikularen
Chondrozyten und beglnstigt die Arthrosepathogenese (Yan et al., 2011). Wir konn-
ten in den von uns in vitro generierten chondrogenen Pelletkulturen des STR/ort-
Mausstamms eine signifikant erhohte Expression von Fgfr1 im Vergleich zum
C57BL/6-Stamm aufzeigen. Moéglicherweise verfiigen die Chondrozyten des STR/ort-
Stamms deshalb Uber eine erhéhte katabole Aktivitat und produzieren gleichzeitig
weniger Proteoglykane, insbesondere Aggrecan. Wir konnten allerdings in vitro kei-
nen Unterschied in der Aggrecan-Expression zwischen den STR/ort- und C57BL/6-
Pelletkulturen feststellen.

Uber die Fgfr1-Expression wahrend der in vitro-Differenzierung von mesenchymalen
Stromazellen (MSCs) zu Chondrozyten ist bisher bekannt, dass die Fgfr1-Expression
auf Proteinebene in expandierenden MSCs erhoht, in kondensierten MSCs hingegen
reduziert ist. Demnach begunstigt Fgfr1 vor allem die Proliferation von MSCs
(Hellingman et al., 2010). Die Fgf's kénnen Uber die Bindung an die Fgf-Rezeptoren,
inklusive Fgfr1, die Entwicklung von mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten indu-
zieren (Richman and Crosby, 1990). Weiterhin wurde Fgfr1 in hypertrophen
Chondrozyten wahrend der enchondralen Ossifikation nachgewiesen und reguliert
hier die Zelldifferenzierung, die Produktion von extrazellularer Matrix und die

Apoptose (Peters et al., 1992).
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4.2 Die verringerte Expression der Kandidatengene Dkk4 und Sfrp1
bewirkt eine verstarkte Aktivierung des Wnt/R-Catenin-Signalwegs

und ist mit Arthrose im STR/ort-Stamm assoziiert

Der Wnt/R-Catenin-Signalweg ist mal3geblich an embryonalen Entwicklungsprozes-
sen beteiligt und steuert ebenfalls wichtige Ablaufe wahrend der Chondrogenese und
Osteogenese im adulten Organismus (Cadigan and Nusse, 1997). Die Balance zwi-
schen Aktivierung und Hemmung des Signalwegs ist letztendlich entscheidend fur
das Wachstum der Gliedmalien sowie die Knorpel- und Knochendifferenzierung bzw.
die Regulierung des Auf- und Abbaus von Knorpel und Knochen im adulten Orga-
nismus (Witte et al., 2009). Eine Fehlregulation des Wnt/R-Catenin-Signalwegs fuhrt
somit zu einem Ungleichgewicht im Knorpel- und Knochenmetabolismus und tragt
zur Initiierung der Arthrose bei. Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden beim
STR/ort-Stamm Dkk4 und Sfrp1 als potentielle Arthrose-Kandidatengene identifiziert
(Pasold, 2008). In dieser Arbeit stellte sich deshalb die Frage, ob eine differentielle
Expression der beiden Gene und eine daraus resultierende Fehlregulation des
Wnt/3-Catenin-Signalwegs zu der Entwicklung der Arthrose im STR/ort-Mausmodell

beitragen konnte.

Bei Patienten mit Kniegelenksarthrose konnte bisher eine reduzierte Expression des
Wnt-Signalweg-Antagonisten Dkk1 im Plasma und in der Gelenkflissigkeit im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden. Demnach ist zirkulierendes
Dkk1 invers mit Arthrose assoziiert (Honsawek et al., 2010). Desweiteren wurde in
einer aktuellen Studie an transgenen Mausen gezeigt, dass die Uberexpression von
Dkk1 im artikularen Knorpelgewebe das Voranschreiten der arthrotischen Knorpel-
degradation inhibiert (Oh et al., 2012). Dkk1 kdnnte somit eine kritische Rolle in der
Progression der Arthrose einnehmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Kandida-
tengen Dkk4, das mit Dkk1 eng verwandt ist, untersucht. Es konnte ebenfalls eine
signifikant reduzierte Dkk4-Expression in den in vitro-Knorpelkulturen von STR/ort-
Mausen im Vergleich zu denen von C57BL/6-Mausen aufgezeigt werden. Jedoch
konnten keine Sequenzunterschiede im kodierenden Bereich zwischen den beiden
Stammen gefunden und somit keine Hinweise auf strukturelle Veranderungen des

Dkk4-Proteins gewonnen werden.
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Auch der Wnt/3-Catenin-Antagonist Sfrp1 ist fur die Gewahrleistung einer normalen
Chondrozytendifferenzierung essentiell (Gaur et al., 2006). Sfrp1 ist eng verwandt mit
FRZB (SFRP3), das bereits haufiger, wenn auch nicht konsistent, mit der humanen
Arthrose in Verbindung gebracht werden konnte. Es wurden krankheitsassoziierte
SNPs im FRZB-Gen bei Patienten mit Hiuftgelenksarthrose nachgewiesen (Loughlin
et al., 2004; Lane et al., 2006; Min et al., 2005) sowie bei Patienten mit Kniegelenks-
arthrose (Valdes et al., 2007). Der Austausch des Arginins durch Glycin (Arg324Gly)
am Carboxylende des SFRP3-Gens fuhrte in vitro zu einer defizienten Hemmung des

Wnt/3-Catenin-Signalwegs.

Tatsachlich wurden auch im Rahmen dieser Arbeit mehrere Hinweise daflir gefun-
den, dass das Kandidatengen Sfrp7 mit der Auspragung der Arthrose im STR/ort-
Stamm assoziiert sein konnte. Die Analyse der Sfrp7-Gensequenz deckte insgesamt
23 Polymorphismen innerhalb des kodierenden Bereichs und 1400 bp vor dem
Transkriptionstart beim STR/ort-Stamm im Vergleich zum C57BL/6-Stamm auf. Ein
SNP ist innerhalb der sogenannten “Leader’-Sequenz positioniert und bewirkt beim
STR/ort-Stamm einen Aminosaureaustausch im resultierenden Signalpeptid, wo-
durch die Sekretion des Proteins beeinflusst sein kénnte. Hierbei ist die unpolare und
hydrophobe Aminosaure (AS) Alanin durch die polare und neutrale AS Serin ersetzt.
Vergleicht man die Nukleotidpositon mit der “Leader’-Sequenz anderer Spezies
(Mensch, Schimpanse, Maus, Ratte und Meerschweinchen) findet man bei allen aus-
schlie8lich Alanin vor. Es ist demnach wahrscheinlich, dass der Austausch dieser
konservierten AS eine Stérung der Proteinfreisetzung hervorruft. Wir konnten aul3er-
dem 20 Polymophismen innerhalb der 3" untranslatierten Region (UTR) und einen
weiteren SNP innerhalb der Promoterregion aufzeigen. Diese Sequenzvarianten
konnten die Transkription und die Stabilitat des Transkripts beeinflussen und somit
eine differentielle Expression des Sfrp7-Gens bewirken. Desweiteren befindet sich
ein SNP 7 bp hinter der Splei3stelle (in 3"-Richtung) innerhalb des zweiten Introns.
Mutationen, die bis zu 10 bp von der Spleil3stelle entfernt in Introns vorliegen, kon-
nen das Spleilen beeinflussen und zu einer Modifizierung des Proteins fuhren
(Faber et al., 2011). Mit Hilfe des SNP-Analyseprogramms ,AASsites“ von Faber et
al. kann man ermitteln, wie hoch die Wahrscheinlichkeit einer Veranderung des

Spleillmusters durch einen SNP ist. Die Kapazitat des hier identifizierten SNPs, das




4 DISKUSSION

Spleilmuster des Sfrp7-Gens beim STR/ort-Stamm zu verandern, wurde jedoch nur

als unwahrscheinlich eingestuft.

Allerdings, gelang es uns im weiteren Verlauf der Arbeit eine differentielle Expression
von Sfrp1 im STR/ort-Mausstamm auf RNA- und Proteinebene aufzuzeigen. Sowohl
die in vitro generierten MSCs als auch die Chondrozyten exprimierten signifikant we-
niger Sfrp1 als die C57BL/6-MSCs und -Chondrozyten. Der Wnt/3-Catenin-Signal-
weg konnte somit in den STR/ort-Mausen verstarkt ablaufen und die chondrogene

Differenzierung beeinflussen.

Im artikularen Knorpel der STR/ort-Mause beobachteten wir eine im Vergleich zum
C57BL/6-Stamm unregelmalige bzw. fluktuierende Expression des Sfrp1-Proteins.
Wahrend die Proteinmenge beim C57BL/6-Stamm mit zunehmendem Alter immer
weiter absank, schwankte die Sfrp1-Proteinexpression beim STR/ort-Stamm — be-
sonders bei den sechs und acht Wochen alten Mausen. Wahrend zum Zeitpunkt von
sechs Wochen die Sfrp1-Expression bei C57BL/6-Mausen 2.7-fach gegenuber der
bei STR/ort-Mausen erhoht war, drehte sich das Verhaltnis zum Zeitpunkt von acht
Wochen komplett um. Die Sfrp1-Expression in den artikularen Chondrozyten ist bei
dem STR/ort-Stamm zu diesem Zeitpunkt 2.9-fach hoher als in den C57BL/6-
Chondrozyten. Bei sechs Wochen alten STR/ort-Mausen scheint also der Wnt/3-
Catenin-Signalweg im artikularen Knorpel verstarkt aktiviert zu sein, wahrend bei den
acht Wochen alten STR/ort-Mausen der Signalweg gehemmt wird. Studien, die sich
mit dem Einfluss des Wnt/3-Catenin-Signalwegs auf die Differenzierung und Homoo-
stase des artikularen Knorpels befassten, konnten zeigen, dass eine verstarkte Akti-
vierung des Signalwegs in artikularen Chondrozyten eine frihzeitige chondrogene
Differenzierung begunstigt. Die Chondrozyten reifen also schneller heran und tragen
zur Ausbildung eines Arthrose ahnlichen Krankheitsbildes bei (Zhu et al., 2009). Im
Frzb-Knockout-Mausmodell bewirkte die verringerte Frzb-Expression entsprechend
die Aktivierung des Wnt/l3-Catenin-Signalwegs. Dies wiederum hatte eine verringerte
Expression der Knorpel spezifischen Proteine Aggrecan und Kollagen Typ Il zur
Folge. Die strikte Regulierung des Signalwegs ist also unbedingt notwendig, um eine
normale Entwicklung des artikularen Knorpels zu gewahrleisten (Lodewyckx et al.,
2012).
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4.3 Das Arthrose-Mausmodell STR/ort entwickelt zusatzlich eine alters-

abhangige und geschlechtsspezifische Hyperostose

Im zweiten Abschnitt der Arbeit konnte gezeigt werden, dass der STR/ort-Stamm im
Vergleich zum C57BL/6-Stamm vermehrt Knochensubstanz produziert, also einen
Hyperostosephanotyp aufweist. Es ist sowohl der kortikale als auch der trabekulare
Knochen in den Wirbelkoérpern und Réhrenknochen betroffen. Der Knochenbruchtest
konnte zusatzlich zeigen, dass die Knochen der STR/ort-Mause aufgrund des ver-
mehrten Knochenvolumens stabiler sind. Die Schadelknochen hingegen sind nicht
verandert, so dass man annehmen kann, dass der Defekt in der enchondralen und
nicht in der desmalen Ossifikation liegt. Interessanterweise zeigen die STR/ort-
Mause trotz ihres rasanten Knochenzuwachs sowie der damit einhergehenden Ver-
drangung des Knochenmarks und Hepatosplenomegalie keine Wachstumsdefizite.
Auch die Lebenserwartung unter keimfreien Haltungsbedingungen ist nicht beein-

trachtigt.

Es zeigten sich deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede bezlglich der Kno-
chenmenge. Das kortikale Knochenvolumen ist bei den STR/ort-Weibchen und -
Mannchen bereits im Alter von einem Monat signifikant héher als bei den C57BL/6-
Mausen beider Geschlechter. Nach sieben und neun Monaten verfiugen die STR/ort-
Weibchen allerdings Uber signifikant mehr Knochensubstanz als die STR/ort-Mann-
chen. Bezuglich des trabekularen Knochens sind die geschlechtsspezifischen Unter-
schiede noch deutlicher ausgepragt. In den STR/ort-Mannchen wird im Zeitraum von
einem Monat bis neun Monaten die Menge an trabekularem Knochen vergleichbar
mit den C57BL/6-Mannchen und -Weibchen reduziert. Bei den STR/ort-Weibchen
hingegen nimmt die trabekulare Knochensubstanz im Vergleich zu den STR/ort-
Mannchen und auch im Vergleich zu den C57BL/6-Mausen beider Geschlechter mit
zunehmendem Alter signifikant zu. Unsere Ergebnisse, dass die STR/ort-Weibchen
generell mehr kortikalen und trabekularen Knochen produzieren als die Mannchen,
konnte in einer erst kdrzlich erschienen Studie ebenfalls gezeigt werden (Uchida et
al., 2012). Hierbei wurde eine geringere Knochenresorption durch die Osteoklasten
bei den Weibchen als Ursache vermutet. Wir konnten zeigen, dass das erhohte Kno-
chenvolumen bei den Weibchen und Mannchen des STR/ort-Stamms mit einer redu-

zierten TRAcP-Produktion und einem verringerten Kollagen Typ |-Abbau assoziiert
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ist. Dies deutet auf einen Defekt in den Osteoklasten hin. Da die Histomorphometrie
jedoch keine Unterschiede in der Osteoklastenanzahl aufzeigen konnte, vermuten wir
Defizite in der Osteoklastenaktivitat beim STR/ort-Stamm. Uchida et al. zeigten
ebenfalls, dass die Osteoklasten einen Effekt auf den Hyperostosephanotyp von
STR/ort-Mausen haben kdnnten. Sie fuhrten hierzu eine Ovariektomie an STR/ort-
Weibchen durch und konnten eine signifikante Abnahme der Knochendichte fest-
stellen. Es ist bekannt, dass durch die Ovariektomie und der damit einhergehenden
fenlenden Ostrogenproduktion eine verstarkte Osteoklastogenese und somit eine

erhdhte Knochenresorption induziert wird (Weitzmann and Pacifici, 2006).

Desweiteren konnten wir zeigen, dass sowohl die Anzahl der Osteoblasten als auch
die Knochenbildungsrate bei drei Monate alten STR/ort-Mausen beider Geschlechter
erhoht ist. Es sind also moglicherweise Defekte in beiden Zelltypen, Osteoblasten

und Osteoklasten, fir die erhéhte Knochenproduktion verantwortlich.

4.4 Der STR/ort-Stamm stellt ein neues Hyperostose-Mausmodell dar

Es gibt eine Reihe von bereits beschriebenen Hyperostose-Mausmodellen, die je-
doch in der Auspragung des Phanotyps nur vereinzelt Ubereinstimmungen mit dem
Phanotyp des in dieser Arbeit untersuchten STR/ort-Mausmodells aufzeigen. So gibt
es beispielsweise Mutanten mit einer reduzierten Bioverfiigbarkeit von ,transforming
growth factor beta“ (TGF-R) oder mit einer gestorten TGF- Signalgebung, die eine
Osteosklerose in den Rohrenknochen und in der Wirbelsdule in Kombination mit
Arthrose-ahnlichen Symptomen entwickeln (Filvaroff et al., 1999; Serra et al., 1997).
TGF-B ist wichtig fur die Skelettentwicklung. Ein Mangel an TGF-3 in Knochen und
Knorpel flhrt zu einer verringerten Osteoklastenaktivitat und damit zu einer redu-
zierten Knochenresorption (Dabovic et al., 2005). Diese Mause zeigen allerdings
Wachstumsschaden inklusive eines erhdhten Schadelknochenvolumens, das bei den

STR/ort-Mausen nicht vorhanden ist.

Eine verstarkte Aktivierung des Wnt/3-Catenin-Signalwegs aufgrund von Verande-
rungen im ,low density lipoprotein receptor-related protein 5“ (LRP5)-Gen oder in den
Whnt-Antagonisten, Sost (Sclerostin) und Sfrp1, fuhren ebenfalls zu Hyperostose
(Bodine et al., 2004; Niziolek et al., 2011). Wie hier fur die STR/ort-Mause gezeigt,
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findet man auch bei den Weibchen des Sfrp1-Knockout-Mausmodells einen ausge-
pragteren Hyperostosephanotyp als bei den Mannchen. Jedoch scheint ausschlief3-
lich der trabekulare Knochen betroffen zu sein (Bodine et al., 2004). Knock-in Mause
mit der Lrp5G171V-Mutation und damit einer gestérten Sost-Lrp5-Interaktion zeigen
eine vermehrte Knochenablagerung entlang der inneren Knochenhaut (Endost) und
ebenfalls eine Uberproduktion von trabekuldrer Knochensubstanz. Doch im Gegen-
satz zum STR/ort-Stamm, weisen die Lrp5G171V-Mause wieder ein erhdhtes Scha-
delknochenvolumen auf (Niziolek et al., 2011). Bei den Lrp5-, Sost- und Sfrp1-Mu-
tanten ist eine Dysfunktion der Osteoblasten fur die vermehrte Knochenproduktion
am wabhrscheinlichsten (Little et al., 2002b). Es gibt desweiteren eine Reihe von
Mausmodellen, bei denen die erhohte Knochenmenge auf Defekte in den
Osteoklasten zuriickgeht. Hierzu zahlen z.B. Cathepsin K defiziente Mause. Cathep-
sin K kodiert fur eine saure Protease, die vor allem in Osteoklasten exprimiert wird
und beim Abbau von Knochenmatrix involviert ist (Saftig et al., 2000). Andere Osteo-
petrose-Mausmodelle weisen Mutationen in Genen auf, die unter anderem fir die
Resorptionstatigkeit der Osteoklasten, insbesondere der Erzeugung und Ansauerung
der Resorptionslakunen verantwortlich sind. Hierzu zahlt u.a. das oc/oc-Mausmodell
mit einem Defekt im Tcirg1(T-cell immune regulator 1)-Gen, a-Carboanhydrasen Il
defiziente Mause und ,gray-lethal® (gl/gl)-Mause mit einer Mutation im Ostm1
(osteopetrosis associated transmembrane protein 1)-Gen (Blin-Wakkach et al., 2004;
Margolis et al., 2008; Pata et al., 2008). Doch auch diese Mausmodelle fur
Hyperostose weisen im Gegensatz zu STR/ort-Mausen deutliche Wachstumsdefizite

auf.

Wir vermuten, dass bei den STR/ort-Mausen Defizite in den Osteoblasten und Osteo-
klasten vorliegen. Denn einerseits konnten wir in vivo eine erhOhte Osteoblasten-
anzahl und eine damit assoziierte Steigerung der Knochenbildungsrate aufzeigen.
Andererseits fanden wir aber auch Anzeichen einer verminderten Osteoklasten-
aktivitat. Desweiteren ergab der Knochenbruchtest, dass die STR/ort-Mause im
Vergleich zu den C57BL/6-Mausen stabilere Knochen haben, was mit dem erhdhten
Knochenvolumen zusammenhangen konnte. Interessanterweise wurde zuvor beob-
achtet, dass bei den Hyperostosephanotypen, die auf eine erhdéhte Knochenbildung
infolge einer verstarkten Aktivierung des Wnt-Signalwegs oder einer Mutation im

TGF-Gen zurlckgehen, stabilere und damit gegenuber Frakturen resistentere
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Knochen vorzufinden sind. Bei den Hyperostosen, die auf eine verringerte Osteokla-
stenaktivitat zurickzuflhren sind, treten hingegen haufiger Frakturen auf (de Verne-
joul and Kornak, 2010).

Zusammenfassend gleicht keines der bisher beschriebenen Hyperostose-Mausmo-
delle dem STR/ort-Knochenphanotyp. Unsere Ergebnisse konnten Hinweise auf De-
fekte in den Osteoblasten und auch in den Osteoklasten liefern, sodass es sich um

einen neuen, multigen initiilerten Hyperostosephanotypen handeln kdnnte.

4.5 Die erhohte trabekuldre Knochenmenge kdonnte die STR/ort-Weib-

chen vor der Entwickung einer Arthrose schutzen

Bei dem STR/ort-Mausstamm sind es in erster Linie die STR/ort-Mannchen, die frih-
zeitig arthroseahnliche Symptome entwickeln (Mahr et al., 2003; Walton, 1977). Aller-
dings sind es die STR/ort-Weibchen, die mit zunehmendem Alter deutlich mehr Kno-
chensubstanz im Vergleich zu den Mannchen aufweisen. Dieser Unterschied ist beim
trabekularen Knochen besonders stark ausgepragt. Wahrend bei den STR/ort-Weib-
chen mit zunehmendem Alter immer mehr trabekulare Knochensubstanz produziert
wird, wird bei den Mannchen die Knochenmenge mit zunehmendem Alter reduziert.
Demnach konnte die erhdhte trabekulare Knochenproduktion bei den STR/ort-Weib-
chen einen protektiven Effekt auf die Entwicklung von Arthrose haben. Der Einfluss
eines veranderten Knochenmetabolismus im subchondralen Knochen auf die Patho-
physiologie der Arthrose ist bis heute kontrovers diskutiert (Baker-Lepain and Lane,
2012; Weinans et al., 2012). So soll zum Beispiel harterer subchondraler Knochen
das Fortschreiten der Arthrose begtinstigen (Hunter and Spector, 2003). Bei Patien-
ten mit fortgeschrittener Arthrose wurde tatsachlich ein erhéhtes Knochenvolumen
festgestellt, das jedoch mit einer verringerten Mineralisierung einherging (Fazzalari
and Parkinson, 1997; Grynpas et al., 1991). Mause mit Kollagenase Typ Vll-induzier-
ter Arthrose weisen hingegen in der frihen Phase der Erkrankung einen Verlust an
subchondralem Knochen auf. Erst spater treten die fur die Progression der Arthrose
typischen Symptome wie die Verdickung des subchondralen Knochens, die Bildung
subchondraler Zysten und die Entwicklung von zusatzlichen Verkndcherungen
(Osteophyten) auf (Botter et al., 2006; Botter et al., 2008; Botter et al., 2011). Die
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sklerotischen Veranderungen bilden sich erst in einem spateren Krankheitsstadium
der Arthrose aus (Bailey et al., 2004; Lavigne et al., 2005; Mansell and Bailey, 1998)

und stellen Reparaturprozesse dar (Hayami et al., 2004).

Wahrend der Progression der Arthrose geht der Knorpelverlust mit den Veranderun-
gen am subchondralen Knochen einher. Demnach betrachtet man heute den Ge-
lenkknorpel zusammen mit dem subchondralen Knochen als eine funktionelle Einheit
(Goldring and Goldring, 2010; Lories and Luyten, 2011). In Arthrose-Tiermodellen
und auch bei Arthrose-Patienten konnte eine gesteigerte Umsatzrate des subchon-
dralen Knochens festgestellt werden. Die im Knochen freigesetzten Zytokine und
Wachstumsfaktoren konnen somit den artikularen Knorpel besser bzw. schneller
erreichen und die sogenannten Reparaturprozesse in Gang setzen, die letztendlich
zu Arthrose fuhren (Kwan et al., 2010). Der drastische Anstieg des trabekularen Kno-
chenvolumens bei den STR/ort-Weibchen kdnnte demnach die Kommunikation zwi-
schen dem subchondralen Knochen und dem artikularen Knorpel beeintrachtigen
und die Signalubertragung fur die Initilerung des Knorpelabbaus inhibieren. In Unter-
stutzung dieser Annahme gibt es eine Studie an Mausen mit chirurgisch induzierter
Arthrose, bei denen die Zugabe von Osteprotegerin (ein Inhibitor der Osteoklasto-
genese) nicht nur die Resorption des trabekularen Knochens, sondern auch den
Knorpelabbau verhinderte (Kadri et al., 2008).

Seit mehr als 40 Jahren wird Uber einen inversen Zusammenhang zwischen dem
Auftreten der humanen Arthrose und der postmenopausalen Osteoporose bei Frauen
diskutiert (Dequeker et al., 2003). In der Framingham-Studie wurde der Einfluss einer
erhdohten Knochendichte auf die Inzidenz und Progression von Arthrose untersucht.
Hierbei ergab sich, dass eine erhohte Knochendichte das Risiko an Arthrose zu er-
kranken, steigern soll, doch die Progression des Knorpelschadens aufgrund einer er-
héhten subchondralen Knochenmenge im Kniegelenk gemindert wird (Zhang et al.,
2000). Eine andere Studie beschaftige sich mit dem protektiven Einfluss von Alendro-
nat auf den Knorpelverlust. Alendronat gehort zu den Bisphosphonaten und bewirkt
eine Zunahme der Knochendichte, so dass es in der Therapie von Osteoporose-
Patienten eingesetzt wird. Es konnte am Kaninchen-Modell fir Arthrose gezeigt
werden, dass die Behandlung mit Alendronat mit einer erhéhten BMP-2 (bone
morphogenetic protein 2)-Produktion bei gleichzeitiger Hemmung der MMP-13-Syn-

these einhergeht (Zhang et al., 2011). Die Knochenresorption im subchondralen Kno-
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chen wurde unterdrickt, wahrend deutlich mehr trabekulare Knochensubstanz gebil-
det wurde. Alendronat konnte also die fortschreitende Knorpeldegradation bei Arth-
rose hemmen, indem es die Resorption des subchondralen Knochens reduziert. Bei
den STR/ort-Weibchen kénnte demnach die verstarkte Produktion von trabekularem

Knochen die Arthrosepathogenese verlangsamen.

4.6 Die verringerte Gas6-Expression im STR/ort-Stamm kénnte mit der

Arthrose und der erhohten Knochenmenge assoziiert sein

Die Ergebnisse der GeXP-Analyse zeigten eine signifikant reduzierte Expression des
Arthrose-Kandidatengens Gasé6 in den in vitro generierten STR/ort-Chondrozyten und
auch in den in vitro generierten STR/ort-Osteoblasten im Vergleich zum C57BL/6-
Stamm. Wie bereits zuvor beschrieben, konnte eine reduzierte Gas6-Expression in
den Chondrozyten zu einer verstarkten Reifung bzw. Alterung des artikularen Knor-
pels von STR/ort-Mausen fuhren und somit die frihzeitige Entwicklung der Arthrose

begunstigen.

Desweiteren konnte bereits nachgewiesen werden, dass das Gas6-Protein auch von
Osteoblasten freigesetzt wird, die eine wichtige Rolle in der Osteoklastogenese ein-
nehmen. Eine Studie zeigte, dass Gas6 keinen direkten Einfluss auf die Differenzie-
rung der Osteoklasten hat, jedoch die Resorptionsaktivitat reifer Osteoklasten Uber
den Rezeptor Tyrosinkinase 3 stimuliert. Eine Gas6-Uberexpression bewirkte bei-
spielsweise einen drastischen Knochenverlust in Ostrogen defizienten Mausen
(Katagiri et al., 2001; Nakamura et al., 1998). Die histomorphometrischen Analysen
unserer STR/ort-Mause konnten keine verringerte Osteoklastenanzahl im Vergleich
zu den C57BL/6-Mausen aufzeigen. Jedoch fanden wir Anzeichen einer verringerten
Osteoklastenaktivitat aufgrund signifikant reduzierter TRAcP- und CTX-I-Level im
Serum von drei Monate alten STR/ort- gegenuber C57BL/6-Mausen. Die in den
STR/ort-Osteoblasten nachgewiesene, reduzierte Gas6-Expression kdnnte die ver-

ringerten Aktivitat der STR/ort-Osteoklasten erklaren.

Desweiteren wurde in bovinen Chondrozyten der Wachstumsfuge eine differentielle
Gas6-Aktivitat nachgewiesen, die die Differenzierungsgeschwindigkeit der Chondro-

zyten in den einzelnen Phasen (Proliferation bis Hypertrophie) steuert (Hutchison et
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al., 2010). Das Heranreifen hypertropher Chondrozyten in der Wachstumsfuge ist ein
essentieller Schritt in der enchondralen Ossifikation. Hutchison et al. zeigten einen
stimulierenden Effekt von Gas6 auf die spate Differenzierungsphase der
Chondrozyten. Die Vermutung liegt nahe, dass die Gas6-Expression wie zuvor in den
in vitro generierten STR/ort-Chondrozyten auch in der Wachstumsfuge von STR/ort-
Mausen im Vergleich zu C57BL/6-Mausen reduziert sein konnte. Moglicherweise
beeinflusst die reduzierte Gas6-Expression hier jedoch nur fruhe Differenzie-
rungsprozesse. Denn wir konnten mittels histologischem Vergleich der Wachstums-
fuge hinsichtlich einer vergrof3erten hypertrophen Zone bei STR/ort- im Vergleich zu

den C57BL/6-Mausen keine Unterschiede feststellen (Daten nicht gezeigt).

4.7 Der fehiregulierte Wnt/R-Catenin-Signalweg konnte mit der Arth-

rose und der Hyperostose im STR/ort-Stamm assoziiert sein

Fur die Wnt-Antagonisten Dkk4 und Sfrp1 konnte zuvor eine signifikant reduzierte
Genexpression in den in vitro generierten STR/ort-Chondrozyten aufgezeigt werden.
Somit kénnte es zu einer Aktivierung des Wnt/3-Catenin-Signalwegs und einer damit
einhergehenden gesteigerten Akkumulation und Kernlokalisation des fiur die Signal-
gebung verantwortlichen 3-Catenins kommen. Dies wiederum wurde eine frihzeitige
chondrogene Differenzierung und Reifung der artikularen Chondrozyten einleiten und
somit die Initiierung und Entwicklung der Arthrose beglnstigen. Die Uberexpression
von [3-Catenin konnte tatsachlich in Kniegelenken von Arthrose-Patienten nachge-
wiesen werden (Zhu et al., 2009) und bestatigt somit die Annahme eines Zusam-
menhangs zwischen verstarkter Aktivierung des Wnt/3-Catenin-Signalwegs und der

Ausbildung von Arthrose.

Weiterhin konnten wir eine signifikant verringerte Expression von Dkk4 und Sfrp1 in
den von uns in vitro generierten STR/ort-Osteoblasten im Vergleich zu C57BL/6-
Osteoblasten nachweisen. In einem Knockout-Mausmodell fir Dkk1 wurde gezeigt,
dass der Wnt/l3-Catenin-Signalweg verstarkt ablauft und zu einer erhdhten Sklero-
tisierung im Gelenk fuhrt. Zusatzlich wurden aufgrund des Fehlens von Dkk1 kaum
noch Osteoklasten gebildet, so dass eine inhibierte Knochenresorption die verstarkte

Sklerotisierung erklaren konnte (Diarra et al., 2007).
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Unsere GeXP-Analysen ergaben, dass die Dkk4-Expression in den C57BL/6-Osteo-
blasten gegenuber der in den mesenchymalen C57BL/6-Vorlauferzellen um das 10-
fache erhoht war. Bei den STR/ort-Mausen hingegen ist das Dkk4-Expressionslevel
nur um das 4-fache angestiegen. Dieses Ergebnis kdnnte somit auf eine verringerte
Resorptionsaktivitat der STR/ort-Osteoklasten hinweisen, da hinsichtlich der Osteo-
klastenanzahl in vivo keine Unterschiede zwischen dem STR/ort- und dem C57BL/6-

Stamm gefunden wurden.

Es gibt desweiteren Studien, die den Einfluss einer defizienten Sfrp7-Expression auf
die Regulierung des Knochenmetabolismus untersucht haben. So wurde bei Sfrp1-
Knockout-Mausen eine vermehrte Knochenbildung bzw. erhéhte Knochendichte auf-
grund einer verringerten Osteoblasten- und Osteozyten-Apoptoserate festgestellt
(Bodine et al., 2004). Die Uberexpression von Sfrp7 in humanen Osteoblasten fiihrte
dann erwartungsgemaly zu einer erhéhten Apoptoserate (Bodine et al., 2005). Un-
sere GeXP-Analysen zeigten, dass die Sfrp7-Expression in den C57BL/6-Osteo-
blasten gegenuber der in den mesenchymalen C57BL/6-Vorlauferzellen um das 3.7-
fache anstieg. Bei den STR/ort-Mausen hingegen nahm das Sfrp1-Expressionslevel
nur um das 2.7-fache zu. Dieses Ergebnis deutet demzufolge auf eine verminderte
Apoptoserate der Osteoblasten im STR/ort-Mausstamm und somit auf eine gestei-
gerte Syntheserate der Knochensubstanz hin. In vivo gelang es uns diese Annahme
zu bestatigen, da wir bei drei Monate alten STR/ort-Mausen eine erhdhte Anzahl an
Osteoblasten sowie eine tendenzielle Zunahme der Knochenbildungsrate, also eine

erhohte Osteoblastenaktivitat, feststellen konnten.

Interessanterweise konnten wir nicht nur in den STR/ort-Chondrozyten und -Osteo-
blasten eine verringerte Sfrp1-Expression aufzeigen, sondern bereits in den mesen-
chymalen STR/ort-Vorlauferzellen dieser beiden Zelltypen im Vergleich zum
C57BL/6-Stamm. Wir stellten demnach die Hypothese auf, dass der Wnt/3-Catenin-
Signalweg bereits in den STR/ort-MSCs starker aktiviert ist als in den MSCs des
C57BL/6-Stamms. In der Tat gelang es uns, eine erhohte 3-Catenin-Proteinexpres-
sion im Zytoplasma und auch im Nukleus von STR/ort-MSCs aufzuzeigen. Bisher
wurde publiziert, dass die Antagonisten des Wnt/3-Catenin-Signalwegs Dkk1 und
Sfrp1 die in vitro-Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen zu
Chondrozyten begunstigen. Die Stimulierung von chondrogenen Kulturen mit Dkk1

und Sfrp1, also die Inaktivierung des Wnt/3-Catenin-Signalwegs, fuhrte auf RNA- und
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Proteinebene zu einer erhdhten Expression des Knorpel spezifischen Markers Kol-
lagen Typ I, bei gleichzeitiger Abnahme des Knochen spezifischen Markers Kollagen
Typ | (Im et al., 2011). Der Wnt/R-Catenin-Signalweg ist also entscheidend fur die
Regulierung der Knorpel- und Knochenentwicklung. Im Vergleich zu der Studie von
Im et al. tritt bei unseren STR/ort-Mausen der umgekehrte Fall ein. Bei den STR/ort-
MSCs ist der Wnt/R-Catenin-Signalweg aufgrund der verringerten Expression des
Antagonisten Sfrp1 verstarkt aktiviert. Dies hat eine verstarkte Differenzierung von
MSCs in Richtung der Osteoblasten bei gleichzeitiger Unterdriickung der Chondro-
genese zur Folge (Day et al., 2005; Hill et al., 2005). Betrachtet man jedoch histolo-
gische Aufnahmen des artikularen Knorpels vom STR/ort-Stamm, scheint die embry-
onale Entwicklung normal abzulaufen, da sich die Morphologie und strukturelle An-
ordnung der STR/ort-Knorpelzellen nicht von der der C57BL/6-Knorpelzellen unter-
scheidet. Dennoch konnten wir im artikularen Knorpel von adulten STR/ort-Mausen
eine differentielle Sfrp1-Proteinexpression im Vergleich zum C57BL/6-Stamm auf-
zeigen. Demnach scheint der Wnt/R-Catenin-Signalweg beim STR/ort-Stamm wah-
rend der Embryogenese normal abzulaufen und erst im adulten Tier fehlreguliert zu
sein, was die spatere Reifung bzw. Alterung der STR/ort-Knorpelzellen begtinstigen
konnte.

Abschlieend untersuchten wir noch die Expression des Sfrp1-Proteins in hypertro-
phen Chondrozyten der Wachstumsfuge bei STR/ort-Mausen im Vergleich zu
C57BL/6-Mausen verschiedener Altersstufen, denn es ist bekannt, dass der Wnt/R3-
Catenin-Signalweg in den verschiedenen Reifungsstadien von Chondrozyten der
Wachstumsfuge involviert ist (Enomoto-lwamoto et al., 2002). Hier zeichnete sich ein
ahnlicher Verlauf der Sfrp1-Expression von zwei bis elf Wochen alten Mausen beider
Stamme ab. Anfangs nahm die Expression von zwei auf vier Wochen zu. Danach
verringerte sich die Proteinmenge in beiden Stammen und pendelte sich bei den acht
bis elf Wochen alten Mausen auf ein vergleichbares Niveau ein. Auffallig war jedoch,
dass die Sfrp1-Expression in den zwei bis vier Wochen alten STR/ort-Mausen ten-
denziell niedriger als beim C57BL/6-Stamm war und zum Zeitpunkt von sechs Wo-
chen sogar ein signifikant geringeres Sfrp1-Expressionlevel im STR/ort-Stamm vor-
lag. Die Sfrp1-Expression ist also wahrend der Wachstumsphase beim STR/ort im
Vergleich zum C57BL/6-Mausstamm verringert und der Wnt/3-Catenin-Signalweg
somit moglicherweise verstarkt aktiviert, was wiederum die enchondrale Ossifikation

begunstigen wirde. Die embryonale Entwicklung der Wachstumsfuge scheint bei den
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STR/ort-Mausen allerdings — wie zuvor auch flr den artikularen Knorpel festgestellt
wurde — vollig normal abzulaufen. Demnach kommt die Fehlregulierung des Wnt/3-
Catenin-Signalwegs moglicherweise erst wahrend der Remodellierung des Knochens
im adulten Tier zum Tragen und begunstigt hier die Osteoblastogenese und fuhrt

damit zu einer verstarkten Knochenproduktion.

Es gibt eine Reihe von Studien, die sich mit der Rolle des Wnt--Catenin-Signalwegs
in der Wachstumsfuge und wahrend der enchondralen Ossifikation befassen und
aufzeigen konnten, dass die kontrollierte Regulierung des Signalwegs in den einzel-
nen Reifungsstadien der Chondrozyten enorm wichtig ist. Die Aktivierung des Wnt/[3-
Catenin-Signalwegs in den heranreifenden Chondrozyten der hypertrophen Zone in
der Wachstumsfuge flhrte zu einer beschleunigten Hypertrophie sowie zu einer sich
anschlielfenden vermehrten Matrixmineralisierung. Die Chondrozyten exprimierten
aullerdem vermehrt Metalloproteasen, die den Matrixabbau verstarkten (Tamamura
et al., 2005). Der Wnt/}-Catenin-Signalweg reguliert also nicht nur den Chondro-
zytenphanotyp, sondern auch die Reifung und Funktionalitdt sowie die Organisation
der Wachstumsfuge und den Beginn der enchondralen Ossifikation. An Hihneremb-
ryonen, speziell an den Beinen (in vivo) und an heranreifenden in vitro-Chondro-
zytenkulturen, wurde der Einfluss einer verstarkten Aktivierung des Wnt/R-Catenin-
Signalwegs auf spatere Reifungsstadien der Chondrozyten untersucht. Die Aktivie-
rung resultierte auch hier in der Stimulierung der hypertrophen Entwicklung
(Enomoto-lwamoto et al., 2002; Kitagaki et al., 2003). Die strikte Regulierung des
Signalwegs ist entscheidend flr eine normale Chondrogenese und Skelettentwick-
lung. Hierbei muss der Signalweg wahrend der Differenzierung von kondensierten,
mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten und auch fur die Bildung der Skelettanal-
gen und der Formierung der Wachstumsfuge durch Chondrozyten relativ inaktiv ge-
halten werden. Der Wnt/R-Catenin-Signalweg muss hingegen in heranreifenden
Chondrozyten aktiviert werden, um die hypertrophe Differenzierung und anschliel3-

ende Mineralisierung einzuleiten (Akiyama et al., 2004; Guo et al., 2004).

Interessanterweise korreliert der Beginn der Sfrp3-Expression mit dem Beginn der
Chondrogenese wahrend der Embryonalentwicklung (Hoang et al., 1998; Wada et
al., 1999), doch in den spateren Differenzierungsphasen in der hypertrophen Zone
der Wachstumszone wird die Expression wieder herunterreguliert, so dass die Hem-

mung der Chondrogenese aufgehoben wird (Enomoto-lwamoto et al., 2002). Daraus
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lasst sich schlussfolgern, dass eine kontinuierliche Hemmung des Wnt/[3-Catenin-
Signalwegs hinderlich fur die normale Entwicklung funktionaler Chondrozyten in der
Wachstumsfuge ware sowie fur die sich anschlie®ende enchondrale Ossifikation.
Unsere Hypothese ist, dass die verringerte Expression des Sfrp1 in den heranreifen-
den Chondrozyten der adulten STR/ort-Mause zu der verstarkten Aktivierung des
Wnt/R-Catenin-Signalwegs fuhrt und die Reifung und Differenzierung der Chondro-
zyten in der Wachstumsfuge begunstigt. Dies konnte dann im adulten Tier zu der

verstarkten Sklerotisierung bzw. erhéhten Knochenproduktion fiihren (Abb. 28).

Doch wie sieht es mit dem Einfluss des Wnt/3-Catenin-Signalwegs auf die Entwick-
lung der artikularen Chondrozyten aus. Mittels Untersuchungen an in vitro-Kulturen
von Chondrozyten aus der Wachstumsfuge von Hihnerembryonen wurde gezeigt,
dass die Aktivierung des Wnt/R-Catenin-Signalwegs die Genexpression von Metallo-
proteasen und anderen Proteasen erhdht und den Abbau der Knorpelmatrix induziert
(Yuasa et al.,, 2008). Auch fur artikulare Chondrozyten von Kaninchen und
Meerschweinen konnten Yuasa et al. zeigen, dass durch die Aktivierung des Signal-
wegs das Gleichgewicht zwischen dem Auf- und Abbau der Knorpelmatrix in Rich-
tung Abbau verschoben wird. Dies deutet darauf hin, dass der Signalweg direkt auf
die artikularen Chondrozyten einwirkt und die katabolen Prozesse einleitet (Enomoto-
Iwamoto et al., 2002). Die Vermutung liegt nahe, dass ein verstarkter Wnt/3-Catenin-
Signalweg mit degenerativen Gelenkerkrankungen, wie der Arthrose, assoziiert sein
konnte. Yuasa et al. konnten dies anhand eines spontan Arthrose entwickelnden
Meerschweinchen-Modells bestatigen, denn die Aktivierung des Signalwegs beglei-
tete die altersabhangige Degradation des artikularen Knorpels. Die kontrollierte Re-
gulierung des Signalwegs ist also auch fur die Aufrechterhaltung der Homoostase der
artikularen Knorpelmatrix essentiell.

In den artikularen Chondrozyten des STR/ort-Stamms fanden wir eine differentielle
Expression des Sfrp1-Proteins und vermuteten deshalb einen fehlregulierten Wnt/f3-
Catenin-Signalweg, der die beschleunigte Reifung der Chondrozyten und somit den
verfrihten Knorpelabbau bewirken kdnnte. Der artikulare Knorpel unterscheidet sich
von dem Knorpel der Wachstumsfuge dahingehend, dass er permanent und nicht
transient ist. Die artikularen Chondrozyten verbleiben in dem Reifungsstadium vor
der Hypertrophie, wahrend die Chondrozyten der Wachstumsfuge hypertroph werden

und anschliel3end in Apoptose gehen.




4 DISKUSSION

[Sfrpf],], [B-Catenin] 1‘
) v

Ostecblasten

[owea |
o (5]

Wachstumszone

Catenin-
Hypertrophe T Signalweg Enchondrale 1\
Differenzierung Ossifikation
v v

(o)

Abb. 28: Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist beim STR/ort-Mausstamm im Knorpel und Knochen

verstarkt aktiviert und tragt so zur Entstehung der Arthrose und der Hyperostose bei. Die
Expression des Sfrp1-Gens ist in den in vitro generierten MSCs, Chondrozyten und Osteoblasten des
STR/ort-Stamms im Vergleich zum C57BL/6-Stamm reduziert. AulRerdem ist beim STR/ort-Stamm das
Sfrp1-Protein im artikularen Knorpel differentiell und in den Chondrozyten der Wachstumsfuge
verringert exprimiert. In den in vitro generierten Chondrozyten und Osteoblasten ist zusatzlich auch
der Wnt-Antagonist Dkk4 verringert exprimiert. Dies spricht flr eine verstarkte Aktivierung des Wnt/3-
Catenin-Signalwegs. Die erhdhte Proteinmenge an R-Catenin im Zytoplasma und im Nukleus der
STR/ort-MSCs unterstutzt diese Annahme. Die Dysregulierung bzw. erhdhte Aktivitdt des Wnt/R-
Catenin-Signalweg konnte somit die hypertrophe Differenzierung bzw. die enchondrale Ossifikation
begiinstigen, woraus eine verstarkte Reifung und Apoptose der Chondrozyten sowie eine gesteigerte
Knochenbildung resultieren wirde. Violetter Pfeil = verstarkte Expression; Griner Pfeil = verringerte

Expresssion.
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In der Wachstumsfuge sind generell mehr Wnt-Gene aktiv, wahrend im artikularen
Knorpel die Antagonisten, wie Sfrp3 und Dkk1, verstarkt exprimiert werden (Wang et
al., 2007). Die differentielle bzw. verstarkte Aktivierung des Wnt/R-Catenin-
Signalwegs im Gelenkknorpel der STR/ort-Mause kdnnte somit die Differenzierung
zu hypertrophen Chondrozyten begtinstigen. Daraus wuirde ein verstarkter Knorpel-
verlust resultieren, weil die Chondrozyten frihzeitig altern und schneller in Apoptose
gehen (Abb. 28).

4.8 Zusammenfassende Schlussbetrachtung der Ergebnisse

Im Folgenden sollen die im Rahmen meiner Doktorarbeit gewonnenen Ergebnisse

hinsichtlich der anfangs gestellten Fragestellungen zusammengefasst werden.

Weisen die Kandidatengene strukturelle und/oder regulatorische Poly-
morphismen auf, die mit der Arthrose des STR/ort-Stamms assoziiert sein
konnten?

Die Sequenzanalysen der Arthrose-Kandidatengene Gas6 und Dkk4 konnten keine
Polymorphismen beim STR/ort-Stamm aufzeigen. Fur das Fgfr1-Gen konnten wir
einen Intron-SNP, der einen Effekt auf das Splicen der mRNA und damit auf das
Proteinprodukt haben konnte, identifizieren. Als besonders interessant stellte sich
das Sfrp1-Gen heraus. Hier konnten eine Reihe potentiell regulatorischer Polymor-
phismen aufgezeigt werden. Ein SNP wurde innerhalb der “Leader”’-Sequenz identifi-
ziert und bewirkt beim STR/ort-Stamm einen Aminosaureaustausch im resultierenden
Signalpeptid, wodurch die Sekretion des Proteins beeinflusst sein konnte. Der SNP
im Promotor sowie die 21 SNPs in der UTR kdnnten die Transkription bzw. die Stabi-
litat des Transkripts beeinflussen und somit eine differentielle Expression des Sfrp17-

Gens bewirken.

Sind die Kandidatengene wahrend der chondrogenen Differenzierung differen-
tiell exprimiert und tragen moglicherweise mehrere Gendefekte zur Entstehung
der Arthrose im STR/ort-Stamm bei?

Die Genexpression von Gas6, Dkk4 und Sfrp1 zeigte sich in den in vitro generierten
Chondrozyten der STR/ort- im Vergleich zur C57BL/6-Maus signifikant reduziert,
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wahrend die Fgfr1-Genexpression signifikant erhdht war. Auf Proteinebene fanden
wir in den artikularen Chondrozyten der STR/ort Maus eine altersabhangige und in
den Chondrozyten der Wachstumsfuge eine verringerte Sfrp1-Expression. Alle hier
untersuchten Arthrose-Kandidatengene sind also tatsachlich differentiell exprimiert
und kénnten somit mit der Arthrosepathogenese des STR/ort-Stamms assoziiert

sein.

Treten Veranderungen am trabekuldaren und kortikalen Knochen auf? Welche
Skelettknochen und welche Knochenbildungsprozesse (desmale und/oder
enchondrale Ossifikation) sind betroffen?

Der Hyperostosephénotyp des STR/ort-Stamms ist durch die Uberproduktion von
kortikalem und auch trabekularem Knochen in den Wirbelkdrpern und Rdéhrenkno-
chen charakterisiert. Die Schadelknochen weisen hingegen keine erhohte Knochen-
dichte auf. Demnach scheint der Knochendefekt in der enchondralen, nicht jedoch in

der desmalen Ossifikation vorzuliegen.

Bei welcher Altersstufe tritt die erhohte Knochenmenge erstmalig auf und wie
verandert sich das Knochenvolumen mit zunehmendem Alter? Gibt es ge-
schlechtsspezifische Unterschiede?

Das kortikale Knochenvolumen ist bereits bei einem Monat alten STR/ort-Mausen im
Vergleich zu den C57BL/6-Mausen gleichen Alters signifikant erhéht und nimmt bei
den STR/ort-Mausen mit zunehmendem Alter weiter stark zu. Dadurch kommt es zu
einer fast vollstandigen Verdrangung des femoralen Knochenmarks. Demzufolge
wird die Hamatopoese extramedullar verlagert und bewirkt eine auffallige
Hepatosplenomegalie. Die STR/ort-Weibchen weisen zusatzlich signifikant mehr kor-
tikale Knochenmenge im Vergleich zu den STR/ort-Mannchen auf.

Bei den trabekularen Knochen zeichnen sich erst nach zwei Monaten Unterschiede
im Knochenvolumen ab. Allerdings sind die geschlechtsspezifischen Differenzen in-
nerhalb des STR/ort-Stamms hier noch deutlicher ausgepragt. Bei den STR/ort-
Mannchen wird mit zunehmendem Alter stetig Knochensubstanz reduziert. Demnach
folgen sie dem gleichen Entwicklungstrend wie die C57BL/6-Mause beider Ge-
schlechter. Bei den STR/ort-Weibchen wird im Gegensatz dazu altersabhangig zu-
nehmend mehr trabekularer Knochen produziert. Moglicherweise konnten die
STR/ort-Weibchen im Vergleich zu den -Mannchen dadurch weniger anfallig fur die

Entwicklung von Arthrose sein.
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Liegt ein Defekt in den Osteoblasten und/oder Osteoklasten vor? Handelt es
sich beim STR/ort-Stamm um ein neues Hyperostose-Modell?

Einerseits wurde in vivo eine signifikant erhdhte Osteoblastenanzahl und eine damit
korrelierende, gesteigerte Knochenbildungsrate aufgezeigt. Andererseits wurde eine
reduzierte TRAcP-Produktion und ein verringerter Kollagen Typ I-Abbau als Anzei-
chen fir eine defekte Osteoklastenaktivitdt nachgewiesen. Demnach sind sowohl ein
Osteoblasten- als auch ein Osteoklastendefekt flur die Hyperostose des STR/ort-
Stamms verantwortlich und damit kann eine monogene Ursache fir diesen Phanotyp
ziemlich sicher ausgeschlossen werden. Desweiteren gibt es nach meinem Kennt-
nisstand bisher noch kein beschriebenes Hyperostose-Mausmodell, das vollstandig

mit dem Knochenphanotyp der STR/ort Maus Ubereinstimmt.

Koénnte die Entwicklung der beiden Erkrankungen (Arthrose und Hyperostose)
im STR/ort-Stamm uber eine Fehlregulation des Wnt/R-Catenin-Signalwegs im
Zusammenhang stehen?

FUr den Antagonisten des Wnt/R-Catenin-Signalwegs Sfrp1 konnten wir sowohl bei
den mesenchymalen Vorlauferzellen (MSCs) als auch bei den in vitro generierten
Chondrozyten und Osteoblasten des STR/ort Stamms eine verringerte Transkription
im Vergleich zum C57BL/6-Stamm aufzeigen. In den MSCs der STR/ort Maus haben
wir zusatzlich auf Proteinebene belegt, dass die Abnahme an Sfrp7 mit einer erhoh-
ten Expression von R-Catenin - dem Effektorprotein des kanonischen Wnt-Signal-
wegs — sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus einhergeht. Folglich ist in den
STR/ort Mausen der Wnt/R-Catenin-Signalweg verstarkt aktiviert. Dies konnte im
artikularen Knorpel zu einer Steigerung kataboler Prozesse und damit zum frihzeiti-
gen und fur eine Arthrose typischen Knorpelverlust fuhren. Andererseits unterstutzt
der verstarkt ablaufende Whnt-Signalweg die enchondrale Ossifikation und bewirkt
eine verminderte Apoptoserate der Osteoblasten, so dass ein vermehrter Knochen-
zuwachs resultiert.

Die Entwicklung beider Erkrankungen — der Arthrose und der Hyperostose - im
STR/ort-Stamm steht also moglicherweise Uber eine Dysregulation des Wnt/3-

Catenin-Signalwegs im Zusammenhang.
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Anhang

Tab. S1: Primerliste fiir die Sequenzierung der OA-Kandidatengene Gas6, Fgfr1, Dkk4, Sfrp1

Gen Oligo-Bezeichnung Sequenz (5°- 3°)

Gas6 PromA-Box_1F GGAATAACATCTTGCACCGTGG
PromA-Box_1R TGAGGGCGGGGCTTAGGG
PromB-Box_1F TGCCTTGCCTCACCCAGC
PromB-Box_1R ACTCGGAAGCCAGCAGGAG
Exon 5_F CACCCCCAGCTATATGAGACG
Exon 5_R GCAGAGAGAGGGCAAGGTGT
Exon 6_F ATTTACCATGAGGCCAGCAG
Exon 6_R TAGGTTCTGTGGGTGGGAAG
Exon 7_F CCGACCTGTACTGCCTTAGC
Exon 7_R GCAGTGACCAACATGTGTCC
Exon 8_F CGCCTTCCCGTGCCTACT
Exon 8_R AGGGTCCTATTCAAAGCCAG
cDNA_4F CTGGAACGGGAGTGCGT
cDNA_4R GCAAGCGAGAAGCCACTA
cDNA_5F CCACAACAAACCAGGAAGC
cDNA_5R CGCAGAGGCAAGAGTAGGA
cDNA_6F ACTTGCCAGGCTCCTACTC
cDNA_6R ATGCCGTGGTTGATGGTT
cDNA_7F ATGTGGCAAACTATCTCCG
cDNA_7R AGCGATGTTCGGGTGTAG
cDNA_8F TACCTACAGGCTCAACTACACC
cDNA_8R CAGGGCAACATCCTCAACT
cDNA_9F ACGGTCACTGTCTCCCTG
cDNA_9R GTGTCCAAACCCTGCTTC

Fgfr1 Exon 1_F1+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACAGAGGACAAAAGGCCAACCT

Exon 1_R1+M13
Exon 2_ F2+M13
Exon 2_ R2+M13
Exon 5_ F5+M13
Exon 5_ R5+M13
cDNA_5F+M13

cDNA_5R+M13

AGCGGATAACAATTTCACACCTTTTGGCACCCCAAGATAA
GGTTTTCCCAGTCACGACACGCCCGGATTGATAGTGTA
AGCGGATAACAATTTCACACGTCAGGCTCTGCCTCCAAGA
GGTTTTCCCAGTCACGACCCCATTTCGGAAGAGAAACA
AGCGGATAACAATTTCACACGCTCCTCCAAAGAGGAAGTC
GGTTTTCCCAGTCACGACTCACAGCCACTCTCTGCACT
AGCGGATAACAATTTCACACAGTGCAGAGAGTGGCTGTGA
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Gen Oligo-Bezeichnung Sequenz (5°- 3°)

Fgfr1 Exon 10_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACGGACAGTGCAGTGACCTACG
Exon 10_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACAGGAGTGGGATAGGGCAGAG
Exon 12/13_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACATGCTGTTTGGATGGAGGTC
Exon 12/13_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACCAAAGGCAACCAAAACAACA
Exon 14_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACCCTGTGCTTTGTGTGGCTAA
Exon 14_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACAGTTCAAAGCGGGACGTTTA
Exon 15_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACAGGTTCAAAGGGCAGGAGTT
Exon 15_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACGAACTCAAATCCCAGGCACT
Exon 17_1_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACACAAAAAGAAGGGGCCAGAT
Exon 17_1_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACGAGGGGACAGAGGAGGGG
Exon 17_2_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACCCCCTCCTCTGTCCCCTC
Exon 17_2_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACCAGGACCCGGAAAGGACC
Exon 18_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACGCACACCTCTCGTGAGTGAA
Exon 18_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACCCAAAGTGGGAGATGAGGAG
Exon 19/20_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACCTCATTCAGGCCCAAAGATT
Exon 19/20_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACGGATCCGCAATGGAAAACTA
Exon 21_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACATTCAGGAGCAGAGGCAGAG
Exon 21_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACCCAGGAGCCGCCTACCAT
Exon 22_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACGCTCTCAGGTCCTCTTTATGTC
Exon 22_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACGTCCCACCCTGCCTCTTG
Exon 23_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACGTAACACGGTCCCGCTGC
Exon 23_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACCGAGTCTAGTGGTGTGGAGCC
Exon 24 F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACTGAGTCCTCTGTGTCATCCCG
Exon 24 R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACATCCCAGGCAACTGTGTATTTC
Exon 25 F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACCCCTCTTGTCTCCTGTGCTC
Exon 25_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACACCATCACCTGAGGAAGCTG
Exon 26/27_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACCCCTGGTCCTTCCTCTCTCT
Exon 26/27_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACGAGGGAGAAGAGGGGTCTTG
Exon 27_1_F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACTCCCTCTTCTTAGCCTGCTG
Exon 27_1_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACTCTCCCCCATGGGTAAATCT
Exon 27_2 F+M13 GGTTTTCCCAGTCACGACGAGGGAGACAGGGGGTAAAG
Exon 27_2_R+M13 AGCGGATAACAATTTCACACAAACCACAGCTGCCAAAACT

Dkk4 Exon 1_F AAGGAAGGAAACAGTGGGCT
Exon 1_R GTGCTATCTTTGCGGATGGT
Exon 2_F CATTAGAGTTTGGCCTCCCA
Exon 2_R CATCCAGATCCCAAACATCC
Exon 3_F ATGGGACAAAGAAGTGCTGC
Exon 3_R AGAGCTCACAGACATGGGGT
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Gen Oligo-Bezeichnung Sequenz (5°- 3°)
Dkk4 Exon4_F1 TGGGCTAGCTGGCTTCTTTA
Exon 4_R1 TGGAGCAGACTTGTCCCTCT
Sfrp1 Exon 1-3 Sequenziert in Kooperation mit der Firma SeqLab

cDNA_3'UTR_F6neu+M13
cDNA_3'UTR_R6+M13
cDNA_3'UTR_F7+M13
cDNA_3'UTR_R7+M13
cDNA_3'UTR_F8+M13
cDNA_3'UTR_R8neu+M13
cDNA_3'UTR_F9+M13
cDNA_3'UTR_R9+M13
cDNA_3'UTR_F11+M13
cDNA_3'UTR_R11+M13

GGTTTTCCCAGTCACGACCCTTAGATAGACCATCGCCAC
AGCGGATAACAATTTCACAGCCCACGTACCTCCTTCATA
GGTTTTCCCAGTCACGACTATGAAGGAGGTACGTGGGC
AGCGGATAACAATTTCACACACATGCACAGAGTTGCCTT
GGTTTTCCCAGTCACGACAAGGCAACTCTGTGCATGTG
AGCGGATAACAATTTCACATCAGAACTACAGGGACAACAGG
GGTTTTCCCAGTCACGACATCCATGGGGCTACAGTGAC
AGCGGATAACAATTTCACATTTCCCAAAATGAGCAGACC
GGTTTTCCCAGTCACGACCAGCAGCCTTTGTCCTTTTC
AGCGGATAACAATTTCACATGCTTCTGGAGCACATCTTG

Altersabhangige Zunahme einer Splenomegalie im STR/ort-Mausstamm

307

25

*%k

% der Korpergrélie

kK%

*%

Alter (Monate)

Abb. S$1: Die Grolie der Milzen von 1 Monat sowie 3, 4 und 9 Monate alten C57BL/6- und STR/ort-
Mausen (n = 5-8 pro Stamm und Zeitpunkt) wurde relativ zur Gesamtkorpergrofle der Mause
bestimmt. Milz
/Maximumwerte, erste/dritte Quartile und Mediane); Mann-Whitney Test (* P < 0.05, ** P < 0.01, ** P
<0.001).

Vergleich der prozentualen GrofRe der in Form von Boxplots (Minimum-
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Analyse der kortikalen und trabekuldaren Knochenparameter

Um den zeitlichen Verlauf der Knochenproduktion charakterisieren zu konnen,
wurden die Femora von 1, 2, 7 und 9 Monate alten C57BL/6- und STR/ort-Mausen (n
= 3 pro Stamm und Geschlecht) ex vivo in 2 ml Kochsalzlésung (0.9% NaCl) im uCT

gescannt und mittels Skyscan-Software vermessen und analysiert:

Tab. S2: kortikale Tt.Ar:

Querschnittsflache; Ct.Ar: ,cortical area“ = durchschnittliche kortikale Flache; Ct.Ar/Tt.Ar: ,cortical

Analysierte Knochenparameter. »total area® = gesamte

area/total area“ = kortikale Flachenfraktion; Ct.Th: ,cortical thickness” = durchschnittliche kortikale
Dicke. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. Zweistichproben-t-Test; Vergleich
zwischen C57BL/6 und STR/ort: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001; Vergleich der Geschlechter

innerhalb eines Stamms: #* P < 0.05, #* P < 0.01, #* P < 0.001.

Weibchen Mannchen
Alter (Monate) C57BL/6 STR/ort C57BL/6 STR/ort
1 1.38+£0.20 1.20+0.04 1.60£0.08 1.44 +0.20
2 1.88 £ 0.03 1.65 £ 0.04** 228+0.04 1.78 £ 0.09**
Tt.Ar (mm?#) s
7 232+027 2.01+0.107 2731031 2720247
9 220+ 0.09 2.07+£0.10 223005 249025
1 047 £0.07 0.55+0.02 0.53+£0.02 0.69 + 0.07*
2 0.75+0.02 1.11 £ 0.05** 0.94 + 0.04% 1.06 £ 0.06
Ct.Ar (mm?) s
7 1.00 £ 0.07 1.57 £ 0.07** 1.10+£0.12 202+ 01477
9 0.96 + 0.06 1.75 £ 0.06*** 099+0 1.93 +0.16%
1 3412+ 050 4568 +2.68™ 33.46 £1.27 4820291
CtANTLAT (%) 2 39.80 £ 0.69 67.43 £1.15 41.36 £ 2.21 50.22£0.27 i
7 43,29 £2.43 77.93 £ 2.067 40.19 £ 1.87 74.30 £ 2.40%*
9 4372 £1.29 84.53 £ 1.54% 44,51 £0.80 77.56 + 3.02°*
1 126.33 £ 9.70 165.17 £ 8.02** 134.29 + 3.51 191.75 £ 1.31*
Ct.Th (um) 2 177.15 £ 3.10 308.49 + 13.277* 199.81 £ 8.90% 275.50 £ 8.92+
’ H 7 21959 +4.98 536.03 + 46.15™ 22253 +13.04 397.13 + 37.68*
9 211.03+£9.65 557.15 + 48.69*** 212.14 £ 4,98 423.91 £ 21.02*
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Tab. S3: Analysierte trabekulire Knochenparameter. BV/TV: ,bone volume/tissue volume® =

Knochen-Vol./Gewebe-Vol.; Tb.Th: ,trabecular thickness“ = trabekulare Dicke; Th.N: ,trabecular

number® = Trabekel-Anzahl; Th.Sp: ,trabecular separation® = Trabekel-Abstande. Dargestellt sind die

Mittelwerte mit Standardabweichung. Zweistichproben-t-Test; Vergleich zwischen C57BL/6 und
STR/ort: * P £ 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001; Vergleich der Geschlechter innerhalb eines Stamms: #
P <0.05, # P <0.01, ¥ P < 0.001.

Weibchen Mannchen
Alter (Monate) C57BL/6 STR/ort C57BL/6 STR/ort
1 8.763 £ 0.183 6.763 = 3.052 13.781+6.480  25.087 + 6.403"
BVITV 2 5.792 = 2.521 25.507 + 3.962** 16.530£5.579  23.277 £8.209
7 2.688 + 3.689 61.607 £ 17.256™  11.951 +£4.326™ 31.533 £ 19.608"
9 1.562 = 0.456 67.274 + 13.038** 5721 +0.532°%% 16.756 + 3.980* **
1 1.477 £ 0.096 1.199 £ 0.426 2.008 z 0.589 2.832 + 0.587°
2 1.097 £ 0.426 3.682 = 0.300* 2319+ 0469 3158 £ 0.765
Tb.N (1/mm) o
7 0.463 £ 0.512 5.189 + 0.869"** 1.735 £ 0.423 3.836 £ 2.158
9 0.297 £ 0.073 5.635 + 0.126™** 0.918 £ 0.162°%  2.017 £ 0.5987 %%
1 59.54 = 3.32 54.37 £5.72 66.10 + 8.61 87.69 £ 5.96* **
2 51.13z4.28 68.89 = 4.95" £9.38  14.90 71.18 £ 10.69
Tb.Th (um) s z
7 46.61 £ 10.67 116.78 £ 15.46™** 67.12 + 8.59 78.72 + 6.66
9 52.31 £ 9.00 118.95 + 20.4 ** 63.33+6.29 85.08 + 7.83*
1 260.01 £28.79  262.31 + 50.53 236.84 £ 36.51  194.17 + 21.80
Tb.Sp (um) 2 268.12+25.93  146.14 +6.71* 186.80 + 15.84f 172 16 + 28 81
7 376.24 £ 110.17  120.86 + 40.82*** 232.07 £28.13°  229.76 £ 107.34
9 375.74 £+ 23.55  102.80 £ 21.30*** 263.99 £ 22.79°% 257.40 £ 14.84%%
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