ABSTRACT

Matrilin-3 is an oligomeric non-collagenous protemainly expressed in the extracellular
matrix of cartilage. Matrilin-3 is integrated irbfillar networks and functions as an adapter
protein due to its interactions with collagens atiter non-collagenous proteins. Mutations in
matrilin-3 have been associated with common sKetbs@ases like osteoarthritis as well as
with rare diseases such as the chondrodysplasid3s &t SEMD.

Previous studies have shown, that the mutation&®14nd C299S, which asessociated
with MED and SEMD respectively, lead to retentidnnamatrilin-3 within the endoplasmic
reticulum (ER) of primary chondrocytes. The mutatassociated with osteoarthritis, T298M,
does however not hinder the secretion of the protéitten et al., 2005). Based on these
findings, the present study focused on the consemsethat the three disease-causing
mutations have on cellular processes as well deeastructure and function of matrilin-3.

It was shown that accumulation of R116W matrililm3ER-specific inclusions leads to
co-retention of COMP and thrombospondin-1 (TSPI)isTinduces a stress response in
primary chondrocytes, in which the chaperon caludith as well as the phosphorylated
translation initiation factor elfe2are involved.

The mutation C299S also interferes with the semmetf matrilin-3. The chondrocytes
apparently react to the protein accumulations withe ER through different mechanisms of
the cellular stress response. The oligomerizatioth@ recombinant full-length protein is not
affected by the mutation C299S, but it was possibledentify changes in structure and
thermal stability of the protein. The abnormal folyl apparently causes the intracellular
retention of the mutated protein. In addition, tmmformational changes eventually impede
the interactions of the C299S mutant with otherrixgiroteins. Therefore, an intracellular
co-retention of the interaction partners collag&gnaind COMP could not be detected in
primary chondrocytes.

The secreted T298M mutant is integrated into thieaegllular matrix and co-localises
there with collagen 1X, COMP and TSP1. A cellulttess response was not detectable in
primary transfected chondrocytes. The analysis tif tecombinant full-length protein
revealed that the mutation T298M does not influealigomerization of matrilin-3 and its
proteolytic processing by ADAMTS-4 and -5. Nevel#iss, structural analyses indicate local
conformational changes. These changes do not dffieding to the collagens II, IX, Xl and



COMP, but have a major impact on thevitro fibrillogenesis of the collagen [I/IX/XI
heterofibrils.

In contrast to the mutations R116W and C299S, whartstrain chondrocyte function as
a result of the intracellular protein accumulatiaifects of the mutation T298M occur

apparently extracellular through a modified collagerillogenesis.



ZUSAMMENFASSUNG

Matrilin-3 ist ein oligomeres nicht kollagenes Rt der Extrazellularmatrix des Knorpels.
Matrilin-3 integriert in fibrillare Netzwerke unduhgiert aufgrund seiner Interaktionen mit
Kollagenen und anderen nicht kollagenen ProteingerAdapterprotein. Mutationen in Matrilin-3
wurden mit skeletalen Krankheiten wie Arthrose wah Chondrodysplasien MED und SEMD
assoziiert.

Eigene Vorarbeiten haben gezeigt, dass die mit MiEERiehungsweise SEMD assoziierten
Mutationen R116W und C299S eine Retention von Mat8 im endoplasmatischen Retikulum
(ER) primarer Chondrozyten verursachen, wahrenddieArthrose assoziierte Mutation T298M
die Sekretion des Proteins nicht beeintrachtigttg®tet al., 2005). Aufbauend auf diesen
Erkenntnissen wurden in dieser Arbeit die Auswiidieim der drei krankheitsrelevanten Mutationen
auf zellulare Prozesse sowie die Struktur und Rankton Matrilin-3 untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation Raa6W Matrilin-3 in ER-spezifischen
Einschlissen zur Co-Retention von COMP und Thromadin-1 (TSP1) fuhrt. Dadurch wird in
primaren Chondrozyten eine Stressreaktion ausgeldstler das Chaperon Calreticulin sowie der
phosphorylierte Translationsinitiationsfaktor edA2teiligt sind.

Die Mutation C299S behindert ebenfalls die Sekretton Matrilin-3. Offenbar reagieren die
Chondrozyten auf die Proteinakkumulationen im ERogh Uber andere Mechanismen der
zellularen Stressantwort. Die Oligomerisierung ogsmbinanten Volllangenproteins wird durch
die Mutation C299S nicht beeintrachtigt. Es zeigs&rh jedoch strukturelle Veranderungen und
eine damit einhergehende thermisch nicht aufzulis@&tabilitat des Proteins. Diese Fehlfaltungen
sind offenbar ursachlich fur die intrazellulare &wion des mutierten Proteins. Die
Konformationsanderungen behindern mdglicherweiseh adie Bindung der C299S Mutante an
andere Matrixproteine, weshalb in transfizierteno@rozyten keine intrazellulare Co-Retention
der Bindungspartner Kollagen IX und COMP beobdohtede.

Die sekretierte T298M Mutante wird in das extrazélle Netzwerk integriert und co-lokalisiert
dort mit Kollagen IX, COMP und TSP1. In transfizesr primaren Chondrozyten war keine
Stressreaktion nachweisbar. Aul3erdem ergab dieys@ales rekombinanten Volllangenproteins
keinen Einfluss der Mutation T298M auf die Oligomserung von Matrilin-3 und seine
Prozessierung durch die Proteasen ADAMTS-4 un&taukturelle Untersuchungen deuten jedoch
auf lokale Konformationsanderungen hin. Diese be#&thtigen zwar nicht die Bindung an die



Kollagene 1I, IX und XI sowie COMP, haben abmr vitro einen grof3en Einfluss auf die
Fibrillogenese der Kollagen 11/1X/XI Heterofibrilie

Im Gegensatz zu den Mutationen R116W und C299Scheseldurch die intrazellulare
Proteinakkumulation die Funktionalitat der Chongten einschréanken, manifestieren sich die
Auswirkungen der Mutation T298M offensichtlich edellular durch eine veranderte
Kollagenfibrillogenese.



