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Zusammenfassung

Pravalenz von pro-MMP-1, MMP-3, pro-MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, C2C
und CPIl in Serum und Synovia bei traumatischer und chronischer
Kniegelenksschadigung

Fragestellung: Ziel dieser Arbeit war es, die Pravalenz selektierter Matrix-
modulierender  Proteasen, Protease-Inhibitoren und Knorpelmetaboliten bei
traumatischer und chronischer Kniegelenksschadigung (OA) zu evaluieren. Zudem
wurde die Pravalenz dieser Faktoren bei chronischer Kniegelenksschadigung bei
unterschiedlichem Erkrankungsalter und die Korrelation dieser Marker im Serum und in
der Synovia untersucht.

Material und Methoden: 69 Patienten, die einer Kniegelenksendoprothese bedurften
wurden in folgende Gruppen unterteilt: 50-59 Jahre Frihe-OA-Gruppe (FOA), 60—69
Jahre Mittlere-OA-Gruppe (MOA) und 70-80 Jahre Spate-OA-Gruppe (SOA). Daneben
wurden 61 Patienten nach traumatischer Kniegelenksschadigung (Trauma-Gruppe)
untersucht.

Mittels Sandwich-ELISA wurden die Konzentrationen von MMP-3, pro-MMP-1, pro-
MMP-13, TIMP-1 und TIMP-2 aus Synovia und Serum ermittelt. CPII diente als Marker
fir den Knorpelaufbau und C2C fir den Knorpelabbau. Daneben wurde das Serum
CRP und die Leukozyten bestimmt.

Praoperative Rontgenbilder wurden nach Kellgren & Lawrence klassifiziert, das
subjektive Krankheitsempfinden mittels Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score
bewertet und der Body-Mass-Index bestimmt.

Ergebnisse: In der Trauma-Gruppe war verglichen mit der OA-Gruppe MMP-3 und pro-
MMP-1 in der Synovia signifikant erhéht und pro-MMP-13 signifikant erniedrigt. In der
Trauma-Gruppe korrelierten MMP-3 mit pro-MMP-1 und -13 sowie pro-MMP-1 mit pro-
MMP-13 jeweils signifikant. In der OA-Gruppe korrelierte MMP-3 mit pro-MMP-1.

In der Trauma-Gruppe war TIMP-2 in der Synovia signifikant héher als in der OA-
Gruppe und TIMP-1 korrelierte umgekehrt proportional mit C2C. In der OA-Gruppe
korrelierte TIMP-1 mit MMP-3 signifikant.
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In der FOA war TIMP-2 signifikant niedriger als in der MOA und SOA. Eine niedrige
Pravalenz von TIMP-2 korrelierte in der Synovia signifikant mit einem niedrigen
Erkrankungsalter.

Eine Korrelation zwischen Serum und Synovia konnte nicht beobachtet werden.
Schlussfolgerung: Die niedrigeren Werte von pro-MMP-13 in der Trauma-Gruppe im
Vergleich zur OA-Gruppe sind méglicherweise durch das unterschiedliche Ausmal3 des
Knorpelschadens bedingt, bei dem gemaB bisheriger Untersuchungen eine erhdhte
Pravalenz von pro-MMP-13 eher mit einem fortgeschrittenen Knorpelschaden assoziiert
ist. Eine erhdhten Pravalenz von MMP-3 und pro-MMP-1 scheint eher zu einer friiheren
Erkrankung einer endgradigen chronischen Kniegelenksschadigung zu fuhren.

Die Assoziation niedriger TIMP-2 Konzentrationen mit friherem Erkrankungsalter in der
OA-Gruppe, sowie niedrige TIMP-1 mit hohen C2C Konzentrationen in der Trauma-
Gruppe, lassen die Vermutung zu, dass TIMP-1 bei traumatischer sowie TIMP-2 bei der
chronischen Kniegelenksschadigung eine Rolle spielt. Ob eine héhere Konzentration
von TIMP-2 in der Synovia das Eintreten einer endgradigen chronischen
Knieschadigung verzdgert, ist durch weiterflhrende prospektive Studien zu
untersuchen.

Die Pravalenz der Biomarker in der Synovia korrespondiert nicht mit dem Serum.
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Aus dem Centrum far Muskuloskeletale Chirurgie
Klinik far Orthopadie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitadtsmedizin Berlin

Abstract

Prevalence of proMMP-1, MMP-3, proMMP-13, TIMP-1, TIMP-2, C2C
and CPIl in plasma and synovial fluid from patients with knee joint injury
and osteoarthritis

Objective: To compare activity levels of selected matrix metalloproteinases, tissue
inhibitors of matrix metalloproteinases and cartilage metabolism between patients after
knee injury and osteoarthritis (OA). Furthermore, to investigate the prevalence in
diverse ages of osteoarthritis. To determine a correlation of these biomarkers between
plasma and synovial fluid.

Methods: 69 patients who underwent total knee arthroplasty were subdivided into 3
groups: 50-59 years early-onset (FOA), 60-69 years middle-onset (MOA) and 70-80
years late-onset (SOA). Also, 61 patients were surveyed after knee injury (trauma
group).

Plasma and synovial fluid levels of MMP-3, proMMP-1, proMMP-13, TIMP-1, TIMP-2,
CPIl and C2C were obtained and measured by sandwich enzyme immunoassays. CRP
and leukocytes were determined in plasma.

Preoperative radiographs were classified by the Kellgren & Lawrence score. Knee
disabilities were assessed with the Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score.
Furthermore, the Body-Mass-Index was assessed.

Results: MMP-3 and proMMP-1 activities were significantly elevated in the trauma
group in comparison to the OA group and proMMP-13 was demeaned. In the trauma
group MMP-3 correlated significantly with proMMP-1 and -13 as well as proMMP-1 with
proMMP-13. MMP-3 correlated significantly with proMMP-1 in the OA group.

TIMP-2 levels were significantly higher in the trauma group as in OA group and TIMP-1
correlated reciprocally proportionally with C2C. TIMP-1 correlated significantly with
MMP-3 in the OA group.

Synovial fluid TIMP-2 levels were significantly lower in the FOA group as in MOA and
SOA. Low TIMP-2 synovial fluid levels correlated significantly with an early disease

onset.
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A correlation between plasma and synovial fluid levels could not be verified.
Conclusions: Low levels of proMMP-13 in the trauma group in comparison to the OA
group are potentially due to differing extent of articular degradation. In accordance with
previous studies, high levels of proMMP-13 are associated with advanced articular
damage. Patients with high levels of MMP-3 and proMMP-1 appear to suffer from early-
onset OA.

Low levels of TIMP-2 in the OA group are associated with early-onset OA and low levels
of TIMP-1 are associated with high levels of C2C. Thus the assumption can be made
that after trauma TIMP-1 and in OA TIMP-2 is of relevance. Further prospective studies
have to be investigated if higher levels of TIMP-2 in synovial fluid can prevent an early
onset of OA.

The prevalence of the examined markers in synovial fluid do not correspond with Serum

markers.
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Einleitung

1 Einleitung

Bevorzugt tritt die Arthrose an den groBen und stark belasteten Gelenken des Kérpers
auf, insbesondere an Huft- und Kniegelenken. Sie gehért weltweit zu einer der
haufigsten muskuloskeletalen Erkrankungen [1]. Bis zum 50. Lebensjahr steigt die
Pravalenz auf 14,9%, im 6. Lebensjahrzehnt weisen Frauen eine 30- und Manner eine
25%ige Pravalenz auf [1]. Ab dem 60. Lebensjahr waren die Halfte der Frauen und 1/3
der Manner betroffen [1]. Bei 50 % der Betroffenen sind radiologische Arthrosezeichen
nachweisbar [2]. Diese Zahlen machen die sozio6konomischen Belastungen deutlich,
die durch diese Erkrankung verursacht werden [1]. Da die degenerativen
Gelenkerkrankungen mit  steigendem Lebensalter korrelieren, stehen die
Gesundheitssysteme der Industrienationen wegen des auch in Zukunft weiter
zunehmenden Anteils an alteren Menschen vor neuen Aufgaben [1].

Degenerative Erkrankungen des Kniegelenkes (femoro-tibial und femoro-patellar), die
durch eine progressive Zerstérung des Gelenkknorpels unter Mitbeteiligung der
Gelenkstrukturen wie Knochen, synovialer und fibréser Gelenkkapsel sowie
periartikularer Muskulatur gekennzeichnet sind, werden unter der Diagnose
Kniegelenksarthrose =~ zusammengefasst [128]. Bereits heute  zahlt die
Kniegelenksarthrose zu den haufigsten Ursachen von Arbeitsunfahigkeit oder
Frihberentung. Vor diesem Hintergrund wére eine Kkausale Therapie mit
strukturmodifizierender Wirkung winschenswert. Eine solche Therapie existiert jedoch
z.Z. noch nicht. Haufig bleibt daher als Ultima Ratio nur die Implantation einer

Endoprothese.

1.1 Makroskopie des Kniegelenks

Das menschliche Kniegelenk ist ein Trochoginglymusgelenk, das gréBte und funktionell
komplizierteste Gelenk des Menschen. In seiner Anatomie und Biomechanik hat sich,
abgesehen von einigen geringflgigen Modifikationen, seit Millionen von Jahren kaum
etwas verandert [4]. Die Femurkondylen haben exzentrische Radien (ventral oval und
dorsal immer zunehmender sphérisch), wobei die Kondylen im Verhaltnis zur
Schaftachse retropositioniert sind. Zwischen den beiden Kondylen befindet sich die
Trochlea ossis femoris, die als femoro-patellares Gleitlager dient. Das Tibiaplateau
verfugt Gber eine medial konvex und lateral leicht konkav geformte Gelenkflache.
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Einleitung

Aufgrund ihres Oberflachenprofils sind die knéchernen Gelenkflachen von Femur und
Tibia nahezu inkongruent. Eine Flihrung wie beim Huftgelenk besteht beim Kniegelenk
nicht, vielmehr erfolgt die Stabilisierung Uberwiegend muskular und ligamentéar. Das
Tibiaplateau fallt nach dorsal ab, was als ,posterior slope” bezeichnet wird. Ebenso wie
die Femurkondylen ist das Tibiaplateau zur Schaftachse retropositioniert. Die
Gelenkflachen werden durch die Eminentia intercondylaris getrennt. Ventral und dorsal
der Eminentia befinden sich die Insertionsstellen der Menisken und direkt an der
Eminentia inserieren die Kreuzbander.

Die Funktion der Menisken besteht in der Verteilung der Druck- und Scherkrafte auf das
Tibiaplateau. Durch ihre Keil- und Halbmondform reduziert sich die Inkongruenz der
Gelenkflachen und die Kontaktflache wird um ca. 40-50 % vergréBert. Somit tragen die
Menisken zu einem erheblichen Teil dazu bei, die Funktionalitdt des hyalinen
Gelenkknorpels zu erhalten.

Die Patella lauft in dem femoro-patellaren Gleitlager und Ubertragt die Kraft des
Musculus (M.) quadriceps femoris Uber das Ligamentum (Lig.) patellae auf die Tibia.
Ca. 50 % der Quadricepssehnenfasern inserieren direkt an der Patella, die restlichen
kontaktieren das Lig. patellae. Weiterhin dient die Patella als Hypomochlion und
verstarkt die auf den Unterschenkel Ubertragene Kraft. Unterhalb des Lig. patellae
befindet sich der Hoffa-Fettkérper, in dem freie Nervenendigungen der Propriozeption
dienen. Die Kniegelenkskapsel umspannt das gesamte Kniegelenk und ist teilweise mit
den Menisken, den Seitenb&ndern und der Patella verwachsen.

1.2 Mikroskopie des Kniegelenks

Die Gelenkkapsel besteht aus zwei Schichten:

1. Stratum fibrosum.

2. Stratum synoviale, wobei das Stratum synoviale noch in Intima und Subintima

unterteilt werden kann [90].

Die zellularen Bestandteile des Stratum fibrosums sind Fibroblasten, die in Ketten von
zwei bis vier Zellen angeordnet sind. Die Subintima ist vaskularisiert, enthalt freie
Nervenendigungen und verschiedene andere Zellen wie Lympho-, Leuko-, Plasmo-,
Masto- und Lipozyten. Weiterhin sind in die Subintima Kollagene und Proteoglykane
eingelagert [90]. Die Intima besteht aus einer zweireihigen Zellschicht aus Typ-A und
Typ-B Synoviozyten.
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Einleitung

Typ-A Synoviozyten werden dem Monozyten-Makrophagen-System zugeordnet. Sie
kénnen Immunglobuline und Komplementfaktoren binden [5].

Typ-B Synoviozyten &hneln den Fibroblasten. Sie sind flr die Synthese einiger
Bestandteile der Synovia u.a. den Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und der
Hyaluronsaure verantwortlich [5].

Neben Synthesefunktionen besitzt die Synovialis eine Barrierefunktion und verhindert
die Diffusion von Makromolekiilen aus dem Blut in die Synovia. Somit ist die Synovia
ein Ultrafiltrat des Blutes und enthalt Elektrolyte, Mikromolekile wie Sauerstoff, Laktat
und Glukose in &hnlicher Konzentration, jedoch keine Gerinnungsfaktoren und Fibrin.
Das Transsudat der Synovia dient der nutritiven Versorgung nicht-vaskularisierter Teile

der Menisken und des hyalinen Gelenkknorpels.

1.2.1 Hyaliner Gelenkknorpel

Obwohl nur wenige Millimeter dick, ist der hyaline Knorpel gegeniber Druck- und
Scherkraften extrem widerstandsfahig und in der Lage Millionen von Belastungs- und
Bewegungszyklen ein Leben lang zu Uberdauern. Aufgrund des niedrigen
Reibungskoeffizienten und der Abriebfestigkeit werden die Scherkrafte zwischen den
artikulierenden Knochen auf ein Mindestmal3 verringert. Mikroskopisch besteht der
hyaline Gelenkknorpel aus der extrazellularen Matrix und den darin eingebetteten
Chondrozyten. Diese sind fir die Kollagensynthese, den Stoffwechsel und damit fir die
Erhaltung der Matrix verantwortlich [9].

Die extrazellulare Matrix ist ein Gerlst verschiedener Kollagenfibrilen und darin
eingelagerten Proteoglykanen, nicht-kollagenen Proteinen und Glykoproteinen [9].
Diese bilden eine Matrix zwischen den Kollagenfibrillen aus, stellen Kontakte zwischen
den Kollagenfibrillen her und stabilisieren dadurch das kollagene Netzwerk. Zu den
Proteoglykanen gehéren u. a. Chondroitinsulfat, Hyaluronséure, Versican, Aggrecan,
Decorin und Biglycan [18] [9].

Im Gelenkknorpel lassen sich vier verschiedene Zonen hinsichtlich ihrer Morphologie,
Biochemie und Biomechanik unterscheiden. Diese werden als superfiziale, transitionale,
radiare und kalzifizierende Zone bezeichnet [3] [6].

Die dinne superfiziale Zone dient als Gleitschicht. Diese Eigenschaft wird durch einen
sehr hohen Kollagen- und geringen Proteoglykangehalt gewéhrleistet. Die
Chondrozyten sind parallel zur Oberflache in verschiedenen Mustern ausgerichtet [132].
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Einleitung

Dazwischen verlaufen maschenartig angeordnete Kollagenfasern, die zueinander
parallel sind und zur Gelenkoberflache einen tangentialen Verlauf nehmen. lhre
gesamte Anordnung hat eine arkadenférmige Struktur [56]. Diese Kollagenfasern sind
in der kalzifizierenden Zone verankert. Die spezielle Anordnung verleiht der Zone ihre
Widerstandsfahigkeit gegentiber Druck-, Scher- und Zugkraften [3] [6].

Die Transitionalzone liegt unterhalb der superfizialen Zone und stellt eine
Ubergangszone dar. Die Chondrone folgen in ihrer Ausrichtung der lokalen
Kollagenarchitektur. Die Zusammensetzung der Matrix hat zur Folge, dass diese Zone
eine verminderte Widerstandsfahigkeit gegenliber Scherkraften besitzt, jedoch eine
héhere Druckfestigkeit aufweist [6].

Die tiefe Radiarzone liegt unterhalo der Transitionalzone. Die Ausrichtung der
Kollagenfibrillen ist senkrecht zur Knorpeloberflache. Die Chondrozyten sind parallel zu
den Kollagenfasern angeordnet. Durch die hohe Konzentration an Proteoglykanen
zeichnet sich dieser Teil des Knorpels durch eine gesteigerte Druckfestigkeit aus und
kann daher auftretende Belastungen besser auf den subchondralen Knochen verteilen.
Die Kalzifizierungszone besteht aus kalzifiziertem Knorpel. Dieser stellt die
Trennschicht zwischen Gelenkknorpel und subchondralem Knochen dar [6]. Die
Chondrozyten sind hypertroph und liegen in nicht-kalzifizieten Lakunen. Sie

synthetisieren Kollagen Typ X [6].

1.2.2 Kollagene

Im heterofibrillenaren Gelenkknorpel findet man Kollagene vom Typ I, II, lll, VI, IX, X, Xl
[Abb. 1] [27] [28] [29]. Dabei ist Kollagen vom Typ Il das vorherrschende Kollagen [9].
Die makroskopisch sichtbare Form des Kollagens ist die Kollagenfaser. Sie lasst sich in
Kollagenfibrillen und parallel zueinander angeordnete Mikrofibrillen unterteilen. Der
mikroskopische Spalt zwischen den Fibrillen verleiht der Faser die charakteristische
Querstreifung. Die Mikrofibrille setzt sich aus Kollagenmolekiilen zusammen, die aus
drei a-Ketten bestehen und eine Trippelhelix bilden. Durch variable Vernetzung der
Kollagenfasern untereinander entstehen die jeweiligen mechanischen Eigenschaften [6].
Kollagen vom Typ IX befindet sich auf der Oberflache vom Kollagen Il und begrenzt
zum einen das Dickenwachstum der Kollagenfibrillen, zum anderen bestehen kovalente
Bindungen zum Kollagen Typ Il [6].

Dissertation -12 -
Mark Michael Ada Maxis



Einleitung

Kollagen Typ Xl gehért ebenso wie Typ Il zur Gruppe der Fibrillen-formenden Kollagene.
Beide Typen kénnen miteinander polymerisieren und gemischte Fibrillen bilden. Dabei
ist Kollagen Typ XI an der Limitierung des Fibrillendurchmessers beteiligt und bildet den
Kern der Fibrille [30].

Fibromodulin

Aggrecan
——Collagen |l

/
/
\Collagen Xl o
Link protein
& /— Hyaluronate

COMP //

Fibronectin

Chondrocalcin

36 kDa protein (ClI-c-propeptide)

Abb. 1: Schematische Darstellung eines Chondrozyten (links unten) in der extrazellularen
Matrix im Gelenkknorpel, sowie die Beziehung der Kollagene und Proteoglykane
untereinander aus [32].

COMP = cartilage oligomeric matrix protein

1.3 Wirkung von Kompression auf den Gelenkknorpel

Bei der Bewegung von Gelenken treten Scher- und Druckkrafte auf. Eine wichtige
Eigenschaft des Knorpels ist seine StoBdampferfunktion, die durch die Viskoelastizitat
des Knorpelmaterials erreicht wird. Axiale St6B3e werden optimal auf den subchondralen
Knochen verteilt, punktférmige Belastungsspitzen vermieden und der darunterliegende
Knochen geschont. Die hohe Viskoelastizitat beruht auf Wechselwirkungen zwischen
den Kollagenen, Proteoglykanen und Wasser. In diesem Kontext ist das Aggrecan von
besonderer Bedeutung, da es eine hohe osmotische Wirksamkeit hat und somit viel
Wasser bindet. Dadurch wird im Gelenkknorpel ein Expansionsdruck erzeugt, der durch
die Anziehung von Gegenanionen aus dem synovialen Milieu herrihrt [9].
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Einleitung

Kommt es zu einer Belastung, die den Quelldruck des Knorpels Ubersteigt, wird Wasser
verdrangt. Dieses wird durch Poren gepresst, die durch die netzartige Anordnung der
Makromolekulle der extrazellularen Matrix entstehen. Diese Poren verursachen fir das
hindurchflieBende Wasser einen weiteren Widerstand, der Uberwunden werden muss.
Dadurch wird die Energieabsorbtion zusatzlich erhéht. Bei zunehmendem Druck
verandert sich die GroBe der Poren, was zu einer automatischen Regulierung und
natdrlichen Beschrankung des Fllussigkeitsstroms fuhrt [26].

Lasst die Druckbelastung nach, quillt der Knorpel wieder auf. Dies geschieht durch
Ruackstrom von Wasser in Kombination mit elektrisch aktiven Komponenten. Die negativ
geladenen Seitenketten der Proteoglykane stoBen sich gegenseitig ab und verstarken
das Aufquellen des Knorpels. Die AbstoBungskraft verhalt sich reziprok zur Entfernung
der Seitenketten und ist somit bei Kompression am gréBten [9].

So herausragend die Eigenschaften des Gelenkknorpels auch sind, so ungeniigend
sind die Reparaturmechanismen im Sinne der Restitution. Bei einem Trauma oder im
Rahmen einer Arthrose werden die Kollagene und ihre Quervernetzungen abgebaut. Es
kommt zu einer Auflockerung des Maschennetzwerks und zu einer Diffusion osmotisch
wirksamer Bestandteile aus dem Knorpel. Dabei verschlechtern sich die mechanischen
Eigenschaften des Knorpels. Die PorengrdéBBe nimmt zu, dadurch sinkt der Widerstand
bei Kompression. Axiale Belastungen werden nicht mehr optimal auf den
subchondralen Knochen verteilt und es kommt zu punktuellen Belastungsspitzen. Durch
die fehlende Quervernetzung der Fibrillen sinkt der Quelldruck weiter und der Abstand
zwischen den negativ geladenen Seitenketten der Proteoglykane steigt. Die Diffusion
osmotisch wirksamer Bestandteile fihrt zu weiterem Wasserverlust. Diese Vorgange
verschlechtern insgesamt die mechanischen Eigenschaften und bilden einen Circulus
vitiosus [33] [34].

1.4 Arthrose

1.4.1 Atiologie und Pathogenese

Die Arthrose weist in ihrer Atiologie eine multifaktorielle Genese auf, deren
Mechanismen bis heute nicht vollstdndig verstanden sind. Die Erkrankung scheint das
Ergebnis von Wechselwirkungen zwischen mechanischen, biologischen, genetischen
und enzymatischen/biochemischen Faktoren zu sein, die zu einer Dysbalance zwischen
Anabolismus und Katabolismus und letzten Endes zum Verlust des Gelenkknorpels
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fihren [16] [129]. Gegenstand der Forschung sind gegenwartig u.a. Proteasen,
Entziindungsmediatoren, Angiogenesefaktoren und Zytokine [10].

Bei der Arthrose wird zwischen einer primaren Form ohne bekannte Genese und einer
sekundaren Form bekannter Genese unterschieden [62]. Praarthrotische Deformitaten,
wie z. B. das Genu varum oder valgum, gehen mit einem erheblich erhdhten Risiko
einher, an einer Arthrose zu erkranken [62]. Durch die Gelenkfehlstellung kommt es zu
einer chronischen Uberlastung des Gelenkknorpels in einem umschriebenen Bezirk und
somit zu Mikrotraumata, die sich mit zunehmender Progredienz dann auch
makroskopisch zeigen [58]. Ahnlich verhélt es sich bei einem energetisch adaquaten
Trauma [62]. Der Gelenkknorpel ist avaskuldr und aneural, Chondrozyten sind in ihrer
Mobilitat  und Proliferation  stark  eingeschrankt  [59]. Dadurch  sind
Reparaturmechanismen limitiert. Bei einer tiefreichenden Lasion des Gelenkknorpels ist
mit einer irreversiblen Zerstérung in diesem Bereich zu rechnen. Diese Vorgange sind
noch nicht mit einer Arthrose gleichzusetzen, solange die Lasion nicht die subchondrale
Grenzlamelle erreicht [59]. Geht eine Lasion jedoch Uber die Grenzlamelle hinaus in
den subchondralen Knochen hinein, werden die dortigen GefaRe erdffnet und es kommt
zu einer Einwanderung mesenchymaler Zellen aus Blut und Knochenmark [60]. Die mit
dem Blut in Kontakt kommenden Chondrozyten gehen dabei in die Apoptose [59]. In
Folge der Reparatur bildet sich morphologisch minderwertiger Faserknorpel aus, der
vorwiegend aus Kollagen Typ | besteht. Dieser besitzt nicht mehr die typische Struktur
des hyalinen Knorpels [60]. Es besteht u. a. keine Verankerung des Faserknorpels mit
dem umliegenden Gewebe. Aufgrund dieser strukturellen Unterschiede hat der
Faserknorpel eine geringere mechanische Resistenz, was zum vorzeitigen Verschleil3
und einem Wiederauftreten der Beschwerden flhrt [61]. Auf biochemischer Ebene
kommt es zu einer vermehrten Expression von Proteasen, die die Hauptbestandteile
des Knorpels degradieren [88] [129].

Die Arthrose des Kniegelenks hat eine erhdhte Pravalenz mit steigendem Alter, die
Inzidenz liegt bei Frauen héher als bei Mannern [1]. Eine Reihe von Risikofaktoren wie
genetische Disposition [121], Adipositas [122] und Kniegelenksfehlstellungen [67].

1.4.2 Katabole und anabole Dysbalance

Biochemisch besteht eine Dysbalance zu Gunsten kataboler Prozesse und
Degeneration von Matrixbestandteilen, insbesondere zur Degradation von Aggrecan
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und dem kollagenen Netzwerk [118] [123] [129]. Auf der einen Seite werden verstarkt
Entziindungsmediatoren wie Prostaglandin E2 (PGE2), Interleukin-1-beta (IL-13) und
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) freigesetzt, was zu einer gesteigerten Synthese von
MMP’s, Aggrecanasen und zur Apoptose der Chondrozyten fuhrt [123] [130]. Auf der
anderen Seite wird die Expression der anabolen Faktoren wie IL-1-Rezeptorantagonist
(IL-1RA), Insulin-like-growth-factor 1 (IGF-1), Transforming-growth-factor-beta TGF-$3
und Bone morphogenetic protein (BMP) gedrosselt [15] [19] [57] [130].

IL-1B beeinflusst den Knorpelstoffwechsel durch zwei verschiedene Mechanismen. Zum
einen verringert es die Proteoglykansynthese auf der Ebene der Transkription, es
kommt zur Abnahme der Boten-Ribonukleinsaure (engl. messenger ribonucleic acid,
MRNA) des Proteinanteils der Proteoglykane [130] [131]. Zum anderen férdert es die
Matrixdegradation, indem es die Synthese von MMP’s steigert [57] [131]. Diese Effekte
lassen sich durch IL-1RA aufheben, wobei die Synthese von Matrixbestandteilen und
Tissue Inhibitor Matrix-Metalloproteinases (TIMP’s) stimuliert werden [20] [21] [22] [31]
[55].

Bei einer bestehenden Arthrose wird in den oberen Schichten des Gelenkknorpels
weniger Kollagen Typ Il und Aggregkan synthetisiert [68] [69]. Diese Veranderung wird
auf die Umdifferenzierung der Chondrozyten zurtickgeflihrt, die ein anderes Genmuster
exprimieren. In der Progressionszone der Degradation befinden sich hypoaktive
Chondrozyten mit verringerter Syntheseleistung. In den mittleren und tieferen Schichten
des Gelenkknorpels wird dagegen reaktiv verstarkt Kollagen Typ Il synthetisiert [68] [69].
Im Verlauf der Erkrankung bleibt die Synthese von MMP’s auf einem hohen Niveau,
zusatzlich wird die Synthese ihrer Antagonisten, den TIMP’s verringert. Beides

zusammen fuhrt zu einer Verstarkung der Dysbalance [70] [88].

1.4.3 Degradation des Kollagens

Das kollagene Netzwerk hat zwei Hauptfunktionen. Zum einen ist es das Grundgertst
des Gelenkknorpels und verleiht ihm seine strukturelle Integritdt und ReiB3festigkeit.
Zum anderen dient es aufgrund seiner molekularen Ladung und Netzstruktur der
Bindung der Aggrecane [71]. Jede Schéadigung dieses Netzwerkes bedeutet eine
strukturelle Beeintrachtigung und damit eine Schwachung und Auflockerung des
Knorpels. Die mechanische Widerstandsfahigkeit nimmt ab und der Gelenkknorpel wird
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anfélliger fir Traumata. Durch die Auflockerung verringert sich die Bindungsfahigkeit far
Aggrecane, die sekundar aus dem Netzwerk diffundieren [71].

Im Rahmen der rheumatoiden Arthritis und Arthrose findet eine exzessive Degradation
der Trippelhelices des Kollagens Typ Il und seiner Querverbindungen durch Kollagen
Typ IX statt [88]. Kompensatorisch werden in den tieferen Zonen vermehrt Kollagen und
andere Matrixbestandteile synthetisiert, jedoch nicht in der superfiziellen Schicht. In der
Summe Uberwiegen die katabolen Prozesse [72].

Die Synthese von Kollagen Typ Il wird anhand der Pravalenz des Markers CPII
bestimmt [73] [74]. Bei der Quervernetzung kollagener Fibrillen wird dieses Propeptid
abgespalten und kann enzymatisch detektiert werden [73] [74] [76] [77] [68]. Aufgrund
der Kompensation kataboler Prozesse durch eine erhdhte Synthese des Kollagens Typ
Il sind nach einem Trauma und wahrend der Entstehung der Arthrose erhdhte
Konzentrationen von CPIl messbar [13].

Bei einer erhdhten Pravalenz Matrix-degradierender Faktoren steigen deren
Stoffwechselprodukte und damit auch die Konzentration des Abbaumarkers C2C [17].
Durch Messung von C2C kann das Ausmal der Degradation bestimmt werden. C2C
entsteht bei der Spaltung kollagener Fibrillen und lasst sich via Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) nachweisen [78] [79]. Die Pravalenz von C2C korreliert
mit der von MMP-1 (Kollagenase 1, siehe unten) [80]. Dies lasst vermuten, dass MMP-1
an der Degradation von Kollagen Typ Il beteiligt ist [80]. Es wird von einer um das
Flanffache erhéhten Konzentration an C2C im Vergleich mit gesunden Kontrollen
berichtet [17]. Jedoch korreliert C2C nicht zwingend mit der Gelenkspaltverschmalerung
von Kniegelenksarthrosepatienten [138].

Weiterhin wird in der Literatur eine Korrelation zwischen C2C und dem CRP im Serum
aufgezeigt. Somit stellt C2C einen Indikator sowohl fiir eine systemische als auch fir

eine intraartikulare Inflammation dar [80].

1.4.4 Matrix-Metalloproteinasen und Tissue Inhibitor of Metalloproteinases

Zur Gruppe der MMP’s z&hlen Enzyme, die primar flr physiologische Umbauprozesse
verantwortlich sind [88]. Jedoch sind sie auch an pathologischen Prozessen beteiligt
[81]. IThren Namen erhielten sie, weil sie in ihrem katalytischen Zentrum Zinkionen
enthalten, daher werden sie teilweise auch als Metzincine bezeichnet. Die Familie der
MMP’s umfasst z.Z. 25 Mitglieder, die in Kollagenasen (MMP-1, -8, -13, -18),
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Gelatinasen (MMP-2, -9), Stromelysine (MMP-3, -10, -11), eine heterogene Gruppe von
MMP’s (MMP-7, -12, -20) und membranstandige MMP’s unterteilt werden [88]. Die
MMP’s bestehen aus drei verschiedenen Domanen. Am carboxyterminalen Ende
befindet sich eine Hamopexin-ahnliche Doméane. Dann folgt eine katalytische Domane,
die Zinkionen bindet, und am aminoterminalen Ende ein Propeptid, das zur Aktivierung
abgespalten werden muss. Substrate der MMP’s sind Kollagene und Proteoglykane.
Individuelle Unterschiede einzelner Doméanen der jeweiligen MMP’s flihren zur
jeweiligen Substratspezifitat [88].

Die MMP’s werden hauptsachlich von Chondrozyten und Synoviozyten als inaktive
Proenzyme sezerniert. Aktivierte MMP’s sind in der Lage Matrixbestandteile zu
degradieren und besitzen proteolytische Fahigkeiten. MMP-Gene sind u. a. durch
Zytokine (IL-1B, IL-6, TNF-a) induzierbar und durch Glukokortikoide, TGF-B, IGF-1
sowie Fibroblast-growth-factor 18 (FGF-18) supprimierbar [88].

Ein Charakteristikum der Arthrose ist die Zerstérung des Gelenkknorpels. Aufgrund der
Vielzahl der verschiedenen MMP’s ist es wahrscheinlich, dass die verschiedenen
MMP’s unterschiedliche Aufgaben haben [94]. Da erhéhte Konzentrationen von MMP-1
(Kollagenase-1), MMP-3 (Stromelysin-3) und MMP-13 (Kollagenase-3) bei
Kniegelenksarthrosepatienten sowie im Rahmen von Traumata in der Synovia
beschrieben wurden, wird diesen Proteasen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Arthrose zugeschrieben [23] [41] [43] [44] [46] [118] [119] [153] [159].

MMP-3 besitzt im Gegensatz zu MMP-1 und -13 eine geringere Substratspezifitat [88].
Es ist in geringem MaBe in der Lage das am haufigsten vorkommende Kollagen Typ Il
aber auch Typ IX zu degradieren [32] [88]. Darlber hinaus besitzt es die Fahigkeit
Proteoglykane wie Versican und Aggrecan zu spalten [118]. Wie bereits oben
beschrieben, bildet Kollagen Typ IX Quervernetzungen zum Kollagen Typ Il. Werden
diese Verbindungen gespalten, kommt es zu einer Auflockerung der Knorpelmatrix. Die
Fragmente werden dann durch MMP-13 weiter degradiert [128]. Die daraus
resultierenden Folgen sind im Kapitel 1.3 beschrieben. Obwohl MMP-3 in der Lage ist
Kollagen Typ Il zu degradieren, scheint seine wichtigere spezifische Aufgabe die
Lockerung des kollagenen Netzwerks. Das Auftreten des Kollagen Typ |
Abbauproduktes C2C korreliert daher mit der MMP-1-Aktivitat und nicht mit der MMP-3-
Aktivitat [80]. Auf Grund der niedrigen Substratspezifitit kann MMP-3 aber auch
Kollagene vom Typ Ill, IV und V spalten [88]. In diesem Kontext scheint jedoch seine
Eigenschaft Proteoglykane, insbesondere das Aggrecan, degradieren zu kénnen,
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wichtiger [88]. Der Abbau dieser Substrate verstarkt den negativen Effekt fur den
Gelenkknorpel (vergleiche Kapitel 1.3).

Neben diesen Eigenschaften ist MMP-3 aber auch in der Lage, inaktive MMP’s z. B.
pro-MMP-1, -13, -9, -7 durch Abspaltung eines Peptides in ihre aktiven Formen zu
Uberfihren [88] [90].

Das gelockerte kollagene Netzwerk wird far MMP-1 und MMP-13 angreifbar. Diese
spalten das Kollagen Typ Il in charakteristische '4- und %4-Fragmente [siehe Abb. 2] [86]
[87] [88] [89].

Trippelhelix
N-terminales C-terminales
Telopeptid Telopeptid a1

al

Gly 7% Ley 78
AN l

u primare Spaltstelle
MMP-1 ,MMP-8, MMP-13

Ya Abbauprodukt M

% Abbauprodukt

weiterer Abbau der Spaltprodukte durch MMP-2 und MMP-9

Abb. 2: Degradation von Kollagen Typ Il durch MMP’s.

MMP-1 spaltet jedoch nicht nur Kollagen Typ Il, sondern auch Typ I, lll, VII, IX und X
[88] [118]. Dabei besitzt MMP-13 eine flnf- bis zehnmal héhere Affinitat zum Kollagen
Typ Il als MMP-1 [88]. Obwohl beide Proteasen das gleiche Substrat spalten, scheinen
sie in unterschiedlichen Stadien der Arthrose aktiv zu sein und jeweils spezifische
Aufgaben zu Ubernehmen [88]. Darliber hinaus ist die Konzentration der MMP’s
innerhalb des Knorpels unterschiedlich. MMP-1 findet sich vermehrt in der superfiziellen
Zone, wohingegen MMP-13 gehéuft in der Radiarzone auftritt [88].

Hohe Konzentrationen von MMP-1, MMP-3 und MMP-13 sind ein Indikator fir eine
Knorpeldestruktion, da wichtige Strukturproteine innerhalb des Knorpels zu ihren
Substraten gehéren. In zahlreichen Studien konnte eine Korrelation zwischen
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Erkrankungen, deren Klinik ursachlich eine Knorpeldegeneration zugrunde liegt, bzw.
Traumata, bei denen es im Verlauf zu einer Degeneration des Knorpels kommt, und
erhéhten Konzentrationen dieser MMP’s nachgewiesen werden [87] [85] [90] [88].
Dariber hinaus wird in der Literatur von einem Zusammenhang zwischen der Pravalenz
von MMP’s in der Synovia und im Serum berichtet [43] [65].

Die Regulation der MMP’s unterliegt einer fein abgestimmten Kontrolle. Neben den
oben genannten Induktoren (z. B. Zytokine), die die Transkription der MMP’s
beeinflussen, existieren weitere Regulationsmechanismen auf posttranslationaler
Ebene [88]. Im Extrazelluldrraum befinden sich antiproteolytische Proteine wie TIMP’s
1—4 und das a2-Macroglobulin [90]. TIMP’s kommen in vielen Geweben des
Organismus vor, ihre Expression wird u. a. durch TGF-3, IL-18 und IGF-1 reguliert [88].
In den verschiedenen Geweben kdnnen sie unterschiedliche Funktionen Gbernehmen.
Die vier TIMP’s werden auf unterschiedlichen Genen kodiert, besitzen untereinander
jedoch eine groB3e Strukturhomologie [88]. Im Stoffwechsel des Gelenkknorpels spielen
sie eine zentrale Rolle und werden von den Chondrozyten sezerniert [88]. Das
aminoterminale Ende ist fur die Interaktion mit den MMP’s, das carboxyterminale Ende
fir die Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich [88]. TIMP’s haben eine hohe
Affinitdt zu den MMP’s und binden Uber nicht-kovalente Bindungen in aquimolaren
Verhaltnissen an die Proteasen, wodurch diese inaktiviert werden [88] [118]. TIMP-1
und -2 spielen eine herausragende Rolle im Knorpelstoffwechsel [88]. Beide besitzen
eine ahnliche Tertiarstruktur und stimmen in ca. 30 % ihrer Aminosauresequenz Uberein
[88]. Sie sind in der Lage samtliche MMP’s im Knorpel zu inhibieren, wobei eine
unterschiedliche Affinitat zu einzelnen MMP’s besteht [118]. TIMP-1 inhibiert
vorzugsweise MMP-1 und -3, TIMP-2 hingegen MMP-2 [93] [118].

Wie bereits beschrieben, steigert sich im Verlauf der Arthrose die Synthese der MMP’s
[57]. Parallel dazu wird die Synthese der TIMP’s im Verlauf des Geschehens verringert
[70]. Ebenso wird fir Traumen berichtet, dass die nach dem Ereignis initial erhdhten
TIMP-1- und TIMP-2-Konzentrationen im weiteren Verlauf signifikant sinken [24] [41]
[46]. Diese beiden gegenlaufigen Entwicklungen flhren zu einer Dysbalance
knorpelanaboler und knorpelkataboler Faktoren, in der Gesamtbilanz zu einer

verstarkten Degradation der Matrix und somit zur Kniegelenksarthrose [85] [90].

Dissertation - 20 -
Mark Michael Ada Maxis



Einleitung

1.4.5 Subchondraler Knochen

Nicht nur der Gelenkknorpel ist von Veranderungen betroffen, sondern auch der sich
darunter befindliche subchondrale Knochen. Durch die Uberexpression von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren verandern die Osteozyten ihren Metabolismus. Es kommt
gleichzeitig zu einer gesteigerten Knochenbildung und Resorption, wobei die
Balkenstruktur des Knochens verloren geht und eine subchondrale Sklerose entsteht
[95]. Diese Veranderung tritt sehr frih im Krankheitsverlauf ein. Ist der Prozess weiter
fortgeschritten, lassen sich radiologisch Nekrosezonen erkennen, die sich im
Roéntgenbild als subchondrale Knochenzysten zeigen [105].

Die Veranderungen finden nicht nur in mechanisch belasteten Bereichen statt. Im
Perichondrium werden Stammzellen aktiviert, die sich in mesenchymale Zellen
differenzieren und zunachst Kollagen synthetisieren. Im weiteren Verlauf verédndern
auch diese Zellen ihren Stoffwechsel und synthetisieren dann an der Oberflache
hyalinen Gelenkknorpel. Dabei entstehen die typischen Osteophyten [96].

1.4.6 Spezifische Rolle der Synovialis

Auch die Synovialis und die Gelenkkapsel sind an dem Arthroseprozess beteiligt.
Entziindungsmediatoren und die in der Knorpelmatrix freigesetzten Spaltprodukte des
Kollagens diffundieren in die Synovia und werden von Makrophagen in der Synovialis
phagozytiert. Dies I6st eine Entziindungsreaktion in der Synovialis aus [siehe Abb. 3],
[57]. Histologisch zeigt sich eine Hyperplasie der Synovialis mit begleitender Infiltration
durch Makrophagen. Im Rahmen dieser Entziindung werden wiederum Prostaglandine,
Proteasen und Zytokine von den Makrophagen ausgeschiittet, die die entzindliche
Reaktion in der Synovialis weiter verstarken. In der Klinik wird zwischen nicht-aktivierten
und aktivierten Makrophagen bzw. zwischen einer aktivierten und nicht-aktivierten
Kniegelenksarthrose differenziert [99]. Die von den Makrophagen sezernierten
Entzindungsmediatoren diffundieren wiederum in die Synovia und von dort aus in den
Knorpel. Dabei verstarken sie direkt und indirekt die Knorpeldegradation durch
Proteolyse und Enzyminduktion. Die Mitbeteiligung der Gelenkkapsel macht sich
klinisch als verdickte Kapsel, Kniegelenkserguss, Uberwdrmung und Schmerz
bemerkbar [57].
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Abb. 3: Ubersicht der Interaktions- und Regulationsmechanismen der MMP’s und deren
Einfluss in Knorpel, Synovia und Synovialis aus [57].

ICE = Interleukin-1-beta-converting-enzyme; MT-MMP = Membrane-type-MMP; PAIl =
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor; u-PA = Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator; u-PAR =
Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor

1.4.7 Arthrosediagnostik

Die Diagnostik der Arthrose stltzt sich im Wesentlichen auf die Anamnese, klinische
Untersuchung und bildgebende Verfahren. Differentialdiagnostisch werden zusatzliche
Laborparameter hinzugezogen.

Die Arthrose lasst sich klinisch in vier Stadien einteilen [106]. Im Stadium der stummen
Arthrose treten keinerlei Beschwerden auf. Danach folgt das Stadium der
schmerzhaften, jedoch nicht aktivierten Arthrose. Hier klagen die Patienten Uber
Schmerzen nach starkerer oder ungewohnter Belastung. Typisch ist der Anlaufschmerz,
der bei weiterer Bewegung nachlasst. Er kann vom Gelenk selbst herrlihren oder durch
Aktivierung periartikularer Strukturen verursacht sein. Greift die Entziindung auf die
Synovialis lber, kann es zu einer Uberwarmung, Schwellung und zum Gelenkerguss

kommen. Klinisch kénnen ein femoro-patellares Reiben oder retropatellare Schmerzen
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imponieren. Kennzeichen der Arthrose im Frihstadium bestehen aus der Trias
Anlaufschmerz, Ermidungsschmerz und Belastungsschmerz.

Im weiteren Verlauf kommt es zur aktivierten Arthrose, dem dritten Stadium. Dabei sind
alle Kompartimente des Kniegelenks betroffen. Charakteristisch ist der Ruheschmerz.
Es bestehen strukturelle Veranderungen des Knochens und der Muskeln sowie
Ligamentosen, Tendinopathien und Bursitiden. Dies flihrt zu einer Dysfunktion und
Schonhaltung und mindet letzten Endes in eine Schrumpfung der Gelenkkapsel. Die
Folge der Schrumpfung der Gelenkkapsel sind Bewegungseinschrankungen. Haufig
sind die Gelenke entzliindet, geschwollen mit begleitendem Gelenkerguss.

Im Endstadium der dekompensierten Arthrose betreffen Schmerzen und Pathologien
den gesamten Gelenkkapselbandapparat. Durch Deformierung des Gelenks und die
eingenommene Schonhaltung atrophiert die Muskulatur. Ist der Gelenkknorpel
aufgebraucht und der darunter liegende subchondrale Knochen ebenfalls
zurtickgewichen, entstehen Instabilitdten und Subluxationen durch banderbedingte
Insuffizienzen. Charakteristisch fir spate Phasen der Arthrose ist die Trias aus Dauer-,
Nacht- und Muskelschmerz [11].

Konventionelles Rontgen

Die apparative Diagnostik wird bei der Arthrose durch die Rdéntgenuntersuchung
dominiert. Die Untersuchung wird beim stehenden Patienten am Kniegelenk in 30°
Beugestellung mit an der Patella anliegender Rdntgenplatte im p..-(posterior-anterior)-
Strahlengang durchgefihrt. Der Zentralstrahl flhrt direkt durch die Eminentia
intercondylaris [113].

Das Frihstadium der Arthrose ist jedoch mit der Bildgebung nicht sicher zu
diagnostizieren. Radiologische Zeichen werden oft erst bei einer klinisch manifesten
Arthrose als subchondrale Sklerose erkennbar. Diese entsteht durch die Schadigung
der kollagenen Matrix, wodurch punktuelle Druckspitzen auf den Knochen Ubertragen
werden. Erst in fortgeschrittenen Stadien sind dann die typischen Veranderungen, wie
eine Verschmalerung des Gelenkspalts, eine subchondrale Sklerose mit Zysten,
Osteophyten und dem Druck nachgebende Knochen, detektierbar[113].

Diese Veranderungen wurden von Kellgren und Lawrence klassifiziert. Die Skala reicht

von 0 keine Arthrose bis zu IV schwere Arthrose [105].
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Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT)

Das MRT ist ein sensitives Verfahren, mit dem Veranderungen des Knorpels, der
Menisken, der Ligamente und des Knochens nachgewiesen werden kdnnen und daher
eine Arthrose friher erkennt als das Réntgenbild. Die Methode ist jedoch im Vergleich
zum Réntgen zurzeit noch deutlich aufwandiger und teuer. Daher bleibt sie bislang noch
speziellen Fragestellungen vorbehalten [113] [129].

Sonographie

Die Sonographie spielt eine zunehmend wichtige Rolle, da mit ihrer Hilfe zum Teil die
Menisken, der Gelenkspalt und osteophytdre Anbauten beurteilt werden kénnen.
Weiterhin kdnnen Gelenkergilisse dargestellt und nachfolgend punktiert werden [113]
[129].

Labor und Synoviaanalyse

Die Laborbefunde der primaren Arthrose sind in der Regel unauffallig. Daher existieren
in der Routineuntersuchung keine spezifischen Parameter. Laborbefunde sind zur
Differentialdiagnose rheumatoider Erkrankungen, eines systemischen Lupus
erythematodes, einer Gicht, Pseudogicht und eitrigen Arthritis hilfreich. Die
Gelenkpunktion und folgende Synoviaanalyse dient zur Differentialdiagnostik. Die
haufigste Ursache einer Synovitis ist die aktivierte Arthrose, wobei die oben genannten
Erkrankungen ebenfalls zu einer Synovitis fliihren kénnen. Die physiologische Synovia
ist klar, zahflissig, gelb und zellarm. Typische Verdnderungen der Farbe, Tribung,
Viskositat, Zell- und Leukozytenzahl sind fur die Diagnostik der jeweiligen Erkrankungen
zielfGhrend [11].

Arthroskopie

Nach Ausschépfung nicht-invasiver diagnostischer Verfahren, stellt das minimal-
invasive Verfahren der Arthroskopie eine weitere Mdoglichkeit dar. Dabei wird die
Diagnostik haufig mit therapeutischen Verfahren, wie mikrochirurgische Techniken z. B.
Shave, Meniskusteilresektion, Mikrofrakturierung, Lavage, partielle Synovektomie und
autologe Chondrozytentransplantation kombiniert [114].
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1.4.8 Therapie

Konservative Therapie

Im Rahmen des konservativen Therapieregimes der Arthrose wird keine kausale
Behandlung vorgenommen. Neuere Substanzen erheben den Anspruch, die
Progredienz zu verlangsamen, jedoch stehen die Beweise daflir noch aus.

Zur Vermeidung der Krankheitsprogression und weiterer Traumata ist das Verhalten
des Patienten im taglichen Leben entsprechend anzupassen. Inadédquate kérperliche
Belastung in Beruf und Sport, Ubergewicht und Bewegungsmangel sollten vermieden
werden. Zu einer multimodalen Therapie gehéren dartber hinaus folgende

Bestandteile:

1. Medikamentése Therapie
Die Routinemedikation besteht haufig aus Antiphlogistika und Analgetika.
Steroide und Lokalanasthetika kdnnen lokal appliziert werden [114]. Die
SYSADOA (Symptomatic Slow Acting Drugs in Osteoarthritis) und DMOAD
(Disease Modifying Osteoarthritis Drugs) stellen weitere Optionen dar [7]. Bei
den SYSADOA handelt es sich um Substanzen, die selbst keine direkte
analgetische Wirkung besitzen. Der Wirkungseintritt ist verzégert, jedoch hélt die
Wirkung langere Zeit nach Absetzen des Mittels an [7]. DMOAD sollen die
Knorpeldegradation verlangsamen und ein Remodeling des Knorpels
beglnstigen [7]. Zu beiden Substanzgruppen gehdren Chondroitinsulfat,
Glukosaminsulfat und Hyaluronan [7]. Die Studienlage zur Effektivitat dieser
Substanzen ist jedoch sehr inhomogen und eine eindeutige Empfehlung anhand

von Ergebnissen aus Metaanalysen noch nicht méglich [7] [8].

2. Physikalische Therapie
Zu den physikalischen Therapien gehdéren die Physio-, Thermo-, Hydro- und
Elektrotherapie. Diese Verfahren kénnen in bedingtem MaBe die Schmerzen
lindern. Weiterhin sollte eine Mobilisierung, Muskelkraftigung, Muskeldehnung
und Koordinationsschulung des Patienten erfolgen. Diese MaBnahmen beugen
zusatzlichen arthrotischen Prozessen durch Immobilisation und nicht-
physiologische Bewegungsabldufe und damit einhergehenden unglnstigen

Belastungen fir das Gelenk vor [114].
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3. Orthopadietechnik
Durch Pufferabsatze, SchuhauBenranderhéhung bzw. Schuhinnenranderhéhung
kénnen die auftretenden Belastungen in eine andere Achse verlegt bzw.
gemindert werden. Dies tragt zur Schmerzreduktion bei. Im fortgeschrittenen
Stadium kommen Gehhilfen zum Einsatz, wodurch das jeweilige Gelenk entlastet
werden kann [114].

Operative Therapie

Fir die Arthrosebehandlung stehen unterschiedliche operative Methoden zur
Verfugung. Bei der Arthroskopie werden unterschiedliche Techniken wie die Lavage,
Synovektomie, Mikrofrakturierung oder autologe Knorpel-Knochen Transplantation
(Osteochondral Autograft Transfer System; OATS) angewandt. Bei Achsfehlstellungen
werden friihzeitig Umstellungsosteotomien durchgefihrt. Bei fortgeschrittener Arthrose
kommt der Oberflachenersatz zum Tragen [114].

Das gestufte operative Prozedere bei der therapeutischen Arthroskopie mit
Debridement und Lavage bringt eine kurzzeitige Besserung der Beschwerden. Die
Kombination mit anderen Verfahren, wie dem chondralen Shaving, bei dem
aufgefaserte Knorpelanteile entfernt und der Knorpel damit geglattet wird, hat Vorteile
gegentber der reinen Lavage. Jedoch werden aufgrund der mangelnden
Regenerationsfahigkeit des Knorpels keine befriedigenden Ergebnisse erzielt [97].
Neben den Techniken der Knorpelmodulation existieren Techniken, bei denen der
subchondrale Knochen eroffnet wird, wobei es zu einer Einblutung aus dem Knochen
kommt. Man unterscheidet zwei unterschiedliche Verfahren:

1. flachige Abrasion von Knorpel nach Magnusson [14],

2. punktuelle Erdéffnung des subchondralen Knochens nach Pridie oder die

Mikrofrakturierung nach Steadman [12].

Durch diese beiden Verfahren gelangen pluripotente Stammzellen in den defekten
Bereich und fullen diesen aus.
Ein weiteres Verfahren zur Deckung von umschriebenen Knorpeldefekten ist die
osteochondrale autologe Transplantation (OAT). Dabei werden Knorpel-Knochen
Zylinder aus weniger belasteten Bereichen entnommen, um die Defektzone zu decken
[98].
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Als letztes Verfahren ist die autologe Chondrozytentransplantation (ACT) zu nennen.
Dabei werden in einem ersten Eingriff autologe Knorpelzellen entnommen und
vermehrt. In einem zweiten Eingriff werden diese in die Defektzone implantiert [25].
Allen Verfahren gemein ist, dass sie nur bei umschriebenen Knorpeldefekten einsetzbar
sind. Der neu gebildete Faserknorpel ist im Vergleich zum hyalinen Gelenkknorpel
minderwertig, da er nicht dessen mechanische Eigenschaften besitzt [33] [34]. Diese
Verfahren kénnen aber auch allein auf Grund der Ausdehnung nicht bei einer
Pangonarthrose eingesetzt werden. Im letzten Fall bleibt nur die Versorgung mit einem
vollstandigen Oberflachenersatz, was im Vergleich zu den oben beschriebenen
Verfahren einen deutlich invasiveren Eingriff darstellt.

Die aktuell zur Verfligung stehenden Therapieansatze zeigen, dass die Pathologie der
Arthrose noch nicht vollstdndig verstanden ist und es an kausalen
Therapieméglichkeiten fehlt.

Die medikamentése Therapie verfolgt das Ziel, Schmerzen zu lindern und so eine
Verbesserung der Gelenkfunktion herbeizufihren. Eine Progression wird durch die
Medikation jedoch nicht aufgehalten. Teilweise werden bei den SYSADOA
krankheitsmodifizierende Effekte nachgewiesen, insbesondere fir Glukosamin und
Hyaluronan, jedoch wird das therapeutische Potenzial noch kontrovers diskutiert [8].
Physikalische Therapie und Orthopadietechnik wirken ebenfalls nur supportiv.
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1.5 Studienansatz

Aktuell stehen in der Diagnostik und Verlaufsbeurteilung der Arthrose keine Instrumente
zur Verflgung, die den Beginn des Krankheitsprozesses vor dem Auftreten von
irreparablen Gelenkschaden sicher kennzeichnen und eine frihzeitige Behandlung
ermodglichen. Weiterhin setzen die zurzeit verfligbaren etablierten Therapieverfahren im
Wesentlichen auf biomechanischer Ebene an und laufen mittel- bis langfristig auf einen
Gelenkersatz anstelle einer Restitution bzw. Regeneration hinaus.

Wiinschenswert ware eine Therapie, die sich auf biologisch-immunologischer Ebene
strukturverandernd auf das Knorpelgewebe auswirkt und dadurch zumindest die
Progression der Erkrankung verlangsamt und die Umbauprozesse des Gelenkknorpels
zu Gunsten der regenerativen Ablaufe bzw. Faktoren zu unterstitzt.

In diesem Kontext kénnten Biomarker einen Ansatz bieten. Aktuell wird ein quantitativer
oder qualitativer Nachweis solcher Marker in Serum oder Synovia kontrovers diskutiert.
Einen Einzug in den klinischen Alltag haben diese Verfahren bislang noch nicht
gefunden [103]. Bisher wurden in Studien Markerproteine in Serum und Synovia u. a.
bei Arthrose, rheumatoider Arthritis, Gichtarthritis beurteilt z. T. mit divergierenden
Ergebnissen. Die Pravalenz selektierter Markerproteine nach traumatischer und
chronischer Kniegelenksschadigung sowie deren Pravalenz bei unterschiedlichem
zeitlichem Auftreten bei chronischer Kniegelenksschadigung wurden bislang noch nicht
hinreichend untersucht. Weiterhin ist unzureichend geklart, ob eine Assoziation

zwischen selbigen Markern in der Synovia und dem Serum besteht.

In der vorliegenden Studie wurden daher folgende Fragen untersucht:

1. Besteht ein Unterschied in der Pravalenz selektierter Matrix-modulierender
Proteasen, Gewebeinhibitoren und Knorpelmetaboliten nach traumatischer und
chronischer Kniegelenksschadigung?

2. Variiert die Pravalenz dieser Faktoren bei chronischer Kniegelenksschadigung in
Abhéangigkeit vom Alter des Patienten?

3. Lésst sich eine Korrelation dieser Marker zwischen Serum und Synovia nach

traumatischer oder chronischer Kniegelenksschadigung nachweisen?
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2 Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv

Das Kollektiv fir die vorliegende Studie bestand zum einen aus Patienten, die an einer
endgradigen primaren Kniegelenksarthrose erkrankt waren und einer operativen
Versorgung (kinstlicher Oberflachenersatz) bedurften. Des Weiteren wurden Patienten
rekrutiert, die an einer Meniskus- bzw. Kreuzbandl&sion litten und auf Grund dessen
einer operativen Therapie bedurften. Auf eine aus gesunden Probanden bestehende
Kontrollgruppe  wurde  wegen  des  Risikos  einer iatrogen-induzierten
Kniegelenksinfektion nach Punktion verzichtet. Darlber hinaus war die Gewinnung
einer ausreichenden Probenmenge bei gesunden Probanden zur vollstdndigen
Untersuchung der Fragestellung dieser Studie fraglich.
Die Patienten mit Meniskus- und Kreuzbandlasion bildeten die Trauma-Gruppe. Die
Patienten mit primarer Kniegelenksarthrose wurden als Arthrose-Gruppe (OA-Gruppe)
zusammengefasst. Diese wurde wiederum in drei Untergruppen unterteilt.

1. Friihe-OA-Gruppe (Alter < 60 Jahre)

2. Mittlere-OA-Gruppe (Alter 60—69 Jahre)

3. Spate-OA-Gruppe (Alter 70-80 Jahre)
Dabei diente das Alter zum Zeitpunkt der Operation als Einteilungskriterium.
Zu Beginn der Studie wurden die Patienten Uber die Ursachen der Kniegelenksarthrose,
den Verlauf, die Behandlungsmodalitdten, den aktuellen Stand der Forschung und die
Ziele der Studie, inklusive der Veréffentlichung der Daten in anonymisierter Form, in
Ubereinkunft mit den Datenschutzbestimmungen informiert. Das positive Votum der
Ethikkommission der Charité zur Durchflhrung der Studie lag vor.
Nach Erteilung der schriftlichen Einwilligung zur Teilnahme an der Studie wurde die
Anamnese und folgende Daten erhoben: Vor- und Nachname, Geburtsdatum,
Geschlecht, Haupt- und Nebendiagnosen, GréBe, Gewicht, BMI, Erkrankungen am
Kniegelenk, Voroperationen, Leukozyten (Leukozyten 4—10 /nl) und CRP (CRP 0,1-0,5
mg/dl) geman Routineuntersuchung.
Zusatzlich wurde der Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS) ermittelt
und die Réntgenbilder des Kniegelenks nach Kellgren & Lawrence klassifiziert [105].
Die Speicherung samtlicher erhobenen Daten erfolgte in einer digitalen Patientenakte.
Alle Patienten wurden mindestens einen Tag vor der Operation stationar aufgenommen.
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Einschlusskriterien

Folgende Kriterien mussten die Patienten zur Aufnahme in die Studie erflllen:

OA-Gr

uppe:
geplante operative Behandlung mittels eines kinstlichen Oberflachenersatzes

des Kniegelenks bei symptomatischer primarer Kniegelenksarthrose
radiologisch gesicherte endgradige Kniegelenksarthrose nach Kellgren &
Lawrence

unterschriebene Einverstandniserklarung

Trauma-Gruppe:

Aussc

bildmorphologisch (im MRT nachgewiesenen) bestehende symptomatische
Meniskus- oder vordere Kreuzband-Lasion (VKB) bzw. kombinierte Meniskus-
und VKB-L&sion, die einer operativen Therapie bedurften

unterschriebene Einverstandniserklarung

hlusskriterien

Folgende Kriterien fihrten zum Ausschluss der Patienten aus der Studie:

Ablehnung der Teilnahme oder fehlendes Verstandnis fir die
Studienbedingungen/-teilnahme

sekundare Kniegelenksarthrose

Erkrankungen aus dem rheumatoiden Formenkreis

Patienten mit psychiatrischen und/oder neurologischen Erkrankungen

Teilnahme an einer Studie in den letzten drei Monaten und/oder gleichzeitige
Teilnahme an einer anderen Studie

Patienten mit einer anderen Gelenkerkrankung als Arthrose (Polyarthritis,
Meniskusresektion, etc.)

Patienten mit Voroperationen des Kniegelenks

intraartikulare Gelenkinjektion mit Steroiden oder Hyalurons&ure innerhalb der
letzten sechs Monaten

Medikamenteneinnahme mit Wirkung auf den Zellmetabolismus bzw. das
Entziindungsgeschehen innerhalb der letzten zwei Wochen
Substanzabhangigkeit
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Es konnten insgesamt 130 Patienten der Charité Universitdtsmedizin Berlin Campus
Mitte in die Studie eingeschlossen werden: 69 Patienten aufgrund einer primaren
Kniegelenksarthrose, 30 Patienten wegen einer Meniskuslasion und 31 Patienten
wegen einer vorderen Kreuzbandruptur. Der Operationszeitpunkt in der Trauma-Gruppe
lag innerhalb eines Zeitfensters von sechs Wochen nach dem Trauma.

2.2 Verbrauchsmaterialien

Pipet-Lite 10-100 pl FA Mettler/Toledo, Rainin, Gie3en,
Deutschland

Pipet-Lite 20—200 pl FA Mettler/Toledo, Rainin, GieBen,
Deutschland

Pipet-Lite 100-1000 pl FA Mettler/Toledo, Rainin, GieB3en,
Deutschland

Greenpak LTS 200 pl Filter tip FA Mettler/Toledo, Rainin, GieR3en,
Deutschland

Greenpak LTS 1000 pl Filter tip FA Mettler/Toledo, Rainin, GieB3en,
Deutschland

1,5 ml Eppendorfgefa3e Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hettich Mikro 22 Tisch-Zentrifuge FA Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Jouan GR 412 Zentrifuge FA Jouan GmbH, Hessen, Deutschland

Seac Sirio S FA Radim diagnostics, Freiburg,
Deutschland

9 ml Serum-Gel-Monovette Sarstedt, NOmbrecht, Deutschland

Heidolph Titramax 1000 Mischgerat FA Heidolph Instruments, Schwabach,
Deutschland

2.3 ELISA-Nachweispakete

Quantikine human pro-MMP-1 dmp100 FA R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA

Quantikine human MMP-3 dmp300 FA R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA

Quantikine human pro-MMP-13 dm1300 FA R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA

Quantikine human TIMP-1 dtm100 FA R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA

Quantikine human TIMP-2 dtm200 FA R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
USA

C2C ltem# 60-1001-001 Fa. Ibex Technologies, Montreal, Quebec,
Canada

CPII Item# 60-1003-001 Fa. Ibex Technologies, Montreal, Quebec,
Canada
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2.4 Probenentnahme und -lagerung

Serum

Am Tag der Patientenaufnahme wurde vormittags neben der routinemaBigen
Blutentnahme zusétzlich eine 9 ml Serum-Gel-Monovette (FA Sarstedt) befillt. Nach
20-mindtiger Lagerung bei Zimmertemperatur wurde die Probe ebenfalls bei
Raumtemperatur mit einer Jouan GR 412 Zentrifuge (Jouan GmbH, Hessen,
Deutschland) mit 800 g fir 15 Minuten zentrifugiert. Aliquots des Serums wurden in

Eppendorfgefale bei -80 °C gelagert.

Synovia

Bei Operationsbeginn wurde das betroffene Kniegelenk punktiert und mindestens 2 ml
Synovia gewonnen. Die Probe wurde bei 21 °C mit einer Hettich Mikro 22 Zentrifuge
(Hettich, Tuttlingen, Deutschland) mit 15.000 g fir 30 Minuten zentrifugiert. Aliquots des
Uberstandes wurden in EppendorfgefaBe bei -80 °C gelagert.

2.5 Sandwich-Immunoassays

Die Ermittlung der Werte fur pro-MMP-1, MMP-3, pro-MMP-13, TIMP-1 und TIMP-2 aus
Serum und Synovia erfolgte mittels Sandwich-ELISA-Kits (FA R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, USA) nach dem Protokoll des Herstellers. Es wurden die Kits
angewendet, die das aktive Enzym detektierte, bei pro-MMP-1 und pro-MMP-13
existierte zum Zeitpunkt der Studie keine ELISA-Kit das dieses erflllte, daher wurde die
Proenzyme untersucht.

Die Sandwich-ELISAs bedienten sich zweier monoklonaler Antikérper, die gegen zwei
verschiedene Epitope des Antigens gerichtet waren. Ein Antikdrper war bereits auf der
Mikroplatte fixiert, der andere wurde spater hinzugefugt.

Die zu untersuchende Probe wurde in das jeweilige Well pipettiert und inkubiert. Dabei
bildeten sich Antigen-Antikbper-Komplexe, die fest mit der Mikroplatte verbunden
waren. Im nachsten Schritt wurde das ungebundene Material in einem Waschvorgang
entfernt. Der zweite Antikérper, an dem eine Peroxidase gebunden war, wurde
hinzugegeben und inkubiert. Im letzten Waschvorgang wurde erneut ungebundenes
Material entfernt, anschlieBend ein chromogenes Substrat hinzugeflgt und inkubiert.
Dabei katalysierte die Peroxidase eine Reaktion, so dass das Substrat in ein geférbtes
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Produkt Uberflihrt wurde. Nach Zugabe eines Stopp-Reagenzes wurde die Extinktion
gemessen. Die Extinktion ist proportional zur Konzentration des Antigens in der Probe.

Eine schematische Darstellung der Reaktionen findet sich in Abbildung 4.

1. Reaktion ) )
[-—( spezifische Antikdrper
- Y — &
l:<< + :E‘ 4 Antigen
2. Reaktion E Enzyrmarkiertter Antikarper
— & x —4E
~ 4k = [—( + %
s >E —xE
3. Reaktion
—C9E
— —I— chromogenes 9 Farbstoffentwicklung
—E Substrat

Abb. 4: Sandwich ELISA Schema.

ELISA von pro-MMP-1 aus Serum und Synovia

Zunéachst wurden 500 ml Waschpuffer, das chromogene Substrat und der pro-MMP-1
Standard nach Herstellerangaben vorbereitet. Aus dem pro-MMP-1 Standard wurde mit
Calibrator Diluent RD6-28 eine Verdlinnungsreihe bekannter Konzentration erstellt
(siehe Abb. 5), die bei der Extinktionsmessung als Standardkurve diente. Die hdchste
pro-MMP-1-Konzentration betrug 10 ng/ml, als Negativkontrolle diente RD6-28 Lésung

500 L 500puL  500puL 500uL 500ulL 500 L

o 30t

100 . . 1.25 0.625 0.312 0.156
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Abb. 5: Verdinnungsreihe bekannter Konzentration fur pro-MMP-1 aus [35].

Damit das in der Probe vorhandene pro-MMP-1 an die Mikrotiterplatte binden konnte,
wurden jeweils 100 ul des Assay Diluent RD1-52 und 100 pul einer Probe in ein Well
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pipettiert und flr zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000
Mischgerat (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) bei 500 rpm inkubiert.
Danach wurden Uberschissige Reaktanten entfernt, indem alle Wells jeweils viermal
mit 400 pl Waschpuffer gespult wurden. Nun wurden 200 ul pro-MMP-1 Konjugate
(Antiképer, an dem eine Peroxidase angeheftet war) in jedes Well pipettiert. Dabei
konnte das pro-MMP-1 mit dem Antikérper reagieren. Die Inkubation erfolgte wiederum
fir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 Mischgerat
bei 500 rpm. Der oben beschriecbene Waschschritt wurde wiederholt, 200 pl
chromogenes Substrat (Tetramethylbenzidine/TMB) in jedes Well pipettiert und
lichtgeschitzt far 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es zeigte sich eine
Farbreaktion von blau zu gelb. Um die Peroxidasereaktion zu stoppen, wurden 50 ul
Stopp-Reagenz zu jedem Well hinzugefligt. Die Extinktion wurde mittels Seac Sirio S
(FA Radim diagnostics, Freiburg, Deutschland) bei 450 nm und einer Korrektur bei 540
nm gemessen. Die Korrektur bei 540 nm glich Interferenzen mit der Mikrotiterplatte aus.

Mit Hilfe der konstruierten Standardkurve wurde die Konzentration bestimmt.

ELISA von MMP-3 aus Serum und Synovia

Die Reagenzien wurden laut Herstellerangaben vorbereitet. Der MMP-3 Standard
wurde mit 1 ml destilliertem Wasser rekonstituiert und daraus mittels RD5-10 analog
zum Prozedere mit pro-MMP-1 eine Verdlnnungsreihe erstellt. Die h6chste pro-MMP-3-
Konzentration betrug 10 ng/ml, als Negativkontrolle diente RD5-10 Lésung Die
Verdinnungsreihe wurde bei der Extinktionsmessung als Standardkurve genutzt.

Damit das in der Probe vorhandene MMP-3 an die Mikrotiterplatte binden konnte,
wurden jeweils 100 pl des Assay Diluent RD1-52 und 100 pl einer Probe in jedes Well
pipettiert und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000
Mischgerat (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) bei 500 rpm inkubiert.
Danach wurden Uberschissige Reaktanten entfernt, indem die Wells viermal Mal mit
400 ul Waschpuffer gespilt wurden. Nun wurden 200 ul MMP-3 Konjugate (Antikdrper,
an dem eine Peroxidase angeheftet war) in jedes Well pipettiert. Dabei konnte das
MMP-3 mit dem Antikérper reagieren. Die Inkubation erfolgte erneut fir zwei Stunden
bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 Mischgerat bei 500 rpm. Der
oben beschriebene Waschschritt wurde wiederholt. Danach wurden 200 pl
chromogenes Substrat (Tetramethylbenzidine/TMB) in jedes Well pipettiert und
lichtgeschitzt far 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es zeigte sich eine

Dissertation -34 -
Mark Michael Ada Maxis



Material und Methoden

Farbreaktion von blau zu gelb. Die Peroxidasereaktion wurde mittels Addition von 50 pl
Stopp-Reagenz zu jedem Well beendet. Die Extinktion wurde mittels Seac Sirio S (FA
Radim diagnostics, Freiburg, Deutschland) bei 450 nm und einer Korrektur bei 540 nm
gemessen. Die Korrektur bei 540 nm glich Interferenzen mit der Mikrotiterplatte aus. Mit
Hilfe der konstruierten Standardkurve wurde die Konzentration bestimmt.

ELISA von pro-MMP-13 aus Serum und Synovia

Die Reagenzien wurden laut Herstellerangaben vorbereitet. Der pro-MMP-13 Standard
wurde mit 1 ml destilliertem Wasser rekonstituiert und daraus mittels RD5-10 analog
zum Prozedere von pro-MMP-1 eine Verdinnungsreihe erstellt. Die h6chste pro-MMP-
13-Konzentration betrug 5000 pg/ml, als Negativkontrolle diente die RD5-10 Lésung.
Dabei lag die durchschnittlich minimal detektierbare Konzentration bei 7,7pg/ml.

Damit das in der Probe vorhandene pro-MMP-13 an die Mikrotiterplatte binden konnte,
wurden jeweils 100 ul des Assay Diluent RD1-34 und 50 pl einer Probe in jedes Well
pipettiert und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000
Mischgerat (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) bei 500 rpm inkubiert.
Danach wurden Uberschlssige Reaktanten entfernt, indem die Wells jeweils viermal mit
400 pl Waschpuffer gespilt wurden. Nun wurden 200 pl pro-MMP-13 Konjugate
(Antikdrper, an dem eine Peroxidase angeheftet war) in jedes Well pipettiert. Dabei
konnte das pro-MMP-3 mit dem Antikérper reagieren. Die Inkubation erfolgte erneut far
zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 Mischgerat bei
500 rpm. Der oben beschriebene Waschschritt wurde wiederholt, 200 ul chromogenes
Substrat (Tetramethylbenzidine/TMB) in jedes Well pipettiert und lichtgeschitzt fir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es zeigte sich eine Farbreaktion von blau zu
gelb. Die Peroxidasereaktion wurde mittels Addition von 50 pl Stopp-Reagenz zu jedem
Well beendet. Die Extinktion wurde mittels Seac Sirio S (FA Radim diagnostics,
Freiburg, Deutschland) bei 450 nm und einer Korrektur bei 540 nm gemessen. Die
Korrektur bei 540 nm glich Interferenzen mit der Mikrotiterplatte aus. Mit Hilfe der
konstruierten Standardkurve wurde die Konzentration bestimmt.
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ELISA von TIMP-1 aus Serum und Synovia

Es wurden 500 ml Waschpuffer, das chromogene Substrat und der TIMP-1 Standard
nach Herstellerangaben vorbereitet. Aus dem TIMP-1 Standard wurde mit Calibrator
Diluent RD5P eine Verdinnungsreihe bekannter Konzentration erstellt (siehe Abb. 7),
die bei der Extinktionsmessung als Standardreihe diente. Die 10 ng/ml Lésung stellte
die héchste TIMP-1-Konzentration dar, reine RD5P Lésung wurde als Negativkontrolle

benutzt.

L 200 ul 00 sl 200 ul

/'\/‘v/\v/\v/'\

—_

125 0625 0313 0456
ng/mL ng:mL ngamL ng/mL  ng/mL ng/mL ngimL

Abb. 7: Verdinnungsreihe bekannter Konzentration fur TIMP-1 aus [37].

Damit das in der Probe vorhandene TIMP-1 an die Mikrotiterplatte binden konnte,
wurden jeweils 100 pl des Assay Diluent RD1-X und 50 pl einer Probe in jedes Well
pipettiert und flr zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000
Mischgerat (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) bei 500 rpm inkubiert.
Danach wurden Uberschissige Reaktanten entfernt, indem alle Wells jeweils viermal
mit 400 pl Waschpuffer gespult wurden. Nun wurden 200 pl TIMP-1 Konjugate
(Antiképer, an dem eine Peroxidase angeheftet war) in jedes Well pipettiert. Dabei
konnte das TIMP-1 mit dem Antikdrper reagieren. Die Inkubation erfolgte flr eine
Stunde bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 Mischgerat bei 500 rpm.
Der oben beschriebene Waschschritt wurde wiederholt, 200 yl chromogenes Substrat
(Tetramethylbenzidine/TMB) in jedes Well pipettiert und lichtgeschitzt fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Es zeigte sich eine Farbreaktion von blau zu gelb. Um
die Peroxidasereaktion zu stoppen, wurden 50 pl Stopp-Reagenz zu jedem Well
hinzugefligt. Die Extinktion wurde mittels Seac Sirio S (FA Radim diagnostics, Freiburg,
Deutschland) bei 450 nm und einer Korrektur bei 540 nm gemessen. Die Korrektur bei
540 nm glich Interferenzen mit der Mikrotiterplatte aus. Mit Hilfe der Standardkurve

wurde die Konzentration in den Proben bestimmt.
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ELISA von TIMP-2 aus Serum und Synovia

Die Reagenzien wurden laut Herstellerangaben vorbereitet. Der TIMP-2 Standard
wurde mit 1 ml destilliertem Wasser rekonstituiert und daraus mittels RD5P analog zum
Prozedere von TIMP-1 eine Verdinnungsreihe bekannter Konzentration erstellt (siehe
Abb. 8). Diese diente bei der Extinktionsmessung als Standardkurve. Die héchste pro-
TIMP-2-Konzentration betrug 10 ng/ml, als Negativkontrolle diente RD5P Lésung.

250 L 250 ul 250 L

50 ul
std

- o LS reiis
lm
-
10 5 25

100 ! 1.25 0.625 0.312 0.156
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Abb. 8: Verdinnungsreihe bekannter Konzentration fir TIMP-2 aus [40].

Damit das in der Probe vorhandene TIMP-2 an die Mikrotiterplatte binden konnte,
wurden jeweils 100 pl des Assay Diluent RD1W und 50 pl einer Probe in jedes Well
pipettiert und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000
Mischgerat (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) bei 500 rpm inkubiert.
Danach wurden Uberschissige Reaktanten entfernt, indem alle Wells jeweils viermal
mit 400 pl Waschpuffer gespullt wurden. Nun wurden 200 pl TIMP-2 Konjugate
(Antikérper, an dem eine Peroxidase angeheftet war) in jedes Well pipettiert. Dabei
konnte das TIMP-2 mit dem Antikérper reagieren. Die Inkubation erfolgte erneut fir
zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 Mischgerat bei
500 rpm. Der oben beschriebene Waschschritt wurde wiederholt, 200 ul chromogenes
Substrat (Tetramethylbenzidine/TMB) in jedes Well pipettiert und lichtgeschitzt fir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es zeigte sich eine Farbreaktion von blau zu
gelb. Die Peroxidasereaktion wurde mittels Addition von 50 pl Stopp-Reagenz zu jedem
Well beendet. Die Extinktion wurde mittels Seac Sirio S (FA Radim diagnostics,
Freiburg, Deutschland) bei 450 nm und einer Korrektur bei 540 nm gemessen. Die
Korrektur bei 540 nm glich Interferenzen mit der Mikrotiterplatte aus. Mit Hilfe der

Standardkurve wurde die Konzentration bestimmt.

Dissertation -37 -
Mark Michael Ada Maxis



Material und Methoden

2.6 Kompetitiver Inmunoassay

Die Ermittlung der Werte fur C2C und CPIl aus Serum und Synovia erfolgte mittels
kompetitiver ELISA-Kits der Fa. lbex Technologies, Montreal, Quebec, Canada. Die
Prozeduren wurden laut Protokoll des Herstellers durchgeflhrt.

Der kompetitive ELISA enthédlt zwei Antikérper und ein fest an die Mikrotiterplatte
gebundenes Protein. Der erste Antikérper richtet sich gegen ein Epitop des an die
Mikrotiterplatte gekoppelten Proteins, dabei handelt es sich um das gleiche Epitop, das
sowohl im Kompetitor-Antigen als auch im Analyten vorkommt. Der zweite Antikbrper,
an dem eine Peroxidase gebunden war, richtete sich gegen den ersten Antikbrper.
Kompetitor-Antigen und Probe wurden zu gleichen Teilen auf eine unbeschichtete
Mikrotiterplatte aufgebracht und grindlich gemischt. Danach wurde die gleiche Menge
des ersten Antikdrpers hinzugefigt und inkubiert. Das Antigen in der Probe und das
Kompetitor-Antigen konkurrierten um die Bindung mit dem AntikGrper. Dabei bilden sich
Antigen-Antikdrper-Komplexe. Nun wurde eine definierte Menge des Ansatzes auf die
ELISA-Mikrotiterplatte pipettiert und inkubiert. Dabei banden die noch freien AntikGrper
an das Protein auf der Mikrotiterplatte. Im folgenden Waschschritt wurden samtliche
Reaktionspartner, die nicht an die Mikrotiterplatte gebunden waren, entfernt. Nun wurde
der zweite Antikérper mit der angehefteten Peroxidase hinzugefligt. Die Lésung wurde
inkubiert und erneut gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. Das
chromogene Substrat wurde hinzugefiigt und inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit
Stopp-Reagenz beendet und die Extinktion gemessen. Eine schematische Darstellung
der findet sich in Abbildung 9.
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Abb. 9: Kompetitiver Sandwich ELISA Schema.
P = Probenantigen, S = kompetitor Antigen

ELISA von C2C aus Serum und Synovia

Die Reagenzien wurden laut Herstellerangaben vorbereitet. Entsprechend des
Protokolls wurde eine Verdlinnungsreihe bekannter Konzentration des C2C-Standards
(10 pg/ml) mit Puffer 1ll; wie in Tabelle 1 gelistet, hergestellt. Diese diente bei der
Extinktionsmessung als Vergleichsreihe. Die hdchste Konzentration betrug 10 pg/ml
C2C, Puffer Il Lésung war die Negativkontrolle.
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Tab. 1: Verdiinnungsreihe fir die Standardkurve des C2C-ELISA aus [38].

C2C-Verdiinnungsreihe

Standard Nr. Konzentration | Mischverhaltnis Puffer 11l
1. 1 pg/mi 50 pl vom 10 pg/ml Standard 450 ul
2. 500 ng/ml 25 pl vom 10 pg/ml Standard 475 pl
3. 200 ng/ml 100 pl vom 1 pg/ml Standard 400 pl
4. 100 ng/ml 50 pl vom 1 pg/ml Standard 450 pl
5. 50 ng/ml 50 pl vom 500 ng/ml Standard 450 pl
6. 10 ng/mi 50 pl vom 100 ng/ml Standard 450 ul
7. 0 ng/ml - 0,5 ml

Es wurden 50 pl einer mit Puffer Il im Verhaltnis 1:2 verdinnten Probe gemeinsam mit
50 upl des C2C-Standards (kompetitives Antigen) in jedes Well der unbeschichteten
Mikrotitermischplatte pipettiert. 50 ul C2C-Antikérper wurden hinzugeflgt und fir 30
Minuten bei Zimmertemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 Mischgerat (Heidolph
Instruments, Schwabach, Deutschland) bei 600 rpm inkubiert. Dabei konkurrierten das
Antigen in der Probe und das kompetitive Antigen des Standards um die Bindung an
den Antikérper. Danach wurden 80 ul dieser Lésung in das entsprechende Well der
ELISA-Mikrotiterplatte Gbertragen und fur 1,5 Stunden bei Zimmertemperatur auf einem
Heidolph Titramax 1000 bei 600 rpm inkubiert. Dabei banden die noch freien Antikérper
an das aufgebrachte C2C-Epitop der Mikrotiterplatte. Die (berschiissigen
Reaktionspartner wurden mittels eines Waschpuffers entfernt. Nun wurden 100 pl
Peroxidase jedem Well zugefligt und erneut far 30 Minuten bei Zimmertemperatur auf
einem Heidolph Titramax 1000 bei 600 rpm inkubiert. Die Uberschissige Peroxidase
wurde im nachfolgenden Waschschritt entfernt und 100 ul des chromogenen Substrats
(Tetramethylbenzidine/TMB) hinzugefligt. Die Inkubation erfolgte erneut fir 30 Minuten
bei Zimmertemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 bei 600 rpm. Dabei zeigte
sich ein Farbumschlag von blau nach gelb. Die Reaktion wurde mit 100 ul Stopp-
Reagenz beendet und die Extinktion mit dem Seac Sirio S bei 450 nm gemessen. Mit
Hilfe der konstruierten Standardkurve bekannter Konzentrationen wurde die
Konzentration der Probe bestimmt. Dabei war die optische Dichte umgekehrt
proportional zur Menge des in der Probe enthaltenen C2C.
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ELISA von CPIl aus Serum und Synovia
Die Reagenzien wurden laut Herstellerangaben vorbereitet. Entsprechend des
Protokolls wurde eine Verdlinnungsreihe bekannter Konzentration des CPII-Standards
(2000 ng/ml) mit Puffer lll, wie in Tabelle 2 gelistet, hergestellt. Diese dient bei der
Extinktionsmessung als Vergleichsreihe, die héchste Konzentration betrug 2000 ng/ml
CPIl, Puffer Il diente als Negativkontrolle.

Tab. 2: Verdinnungsreihe fir die Standardkurve des CPII-ELISA aus [39].

CP Il Verdinnungsreihe

Standard | Konzentration Menge aus Menge Buffer Il Verdlnnung
Stock/ Standard

1. 2000 ng/ml 100 puL vom 10 ug/mL Stock | 400 pL

2. 1000 ng/ml 50 uL vom 10 ug/mL Stock 450 pL :

3. 500 ng/ml 25 uL vom 10 ug/mL Stock | 475 uL 1:20

4. 250 ng/ml 60 uL vom 1. Standard 420 pL 1:8

5. 100 ng/ml 50 puL vom 2. Standard 450 pL

6. 50 ng/ml 50 uL vom 3. Standard 450 pL

7. Ong/ml |- 500 puL

Es wurden 50 pl einer mit Puffer Il im Verhéltnis 1:2 verdinnten Probe gemeinsam mit
50 ul des CPII-Standards (kompetitives Antigen) in jedes Well der unbeschichteten
Mikrotitermischplatte pipettiert. 50 uyl CPII-Antikérper wurden hinzugefigt und fiir 60
Minuten bei Zimmertemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 Mischgerat (Heidolph
Instruments, Schwabach, Deutschland) bei 600 rpm inkubiert. Dabei konkurrierten das
Antigen in der Probe und das kompetitive Antigen des Standards um die Bindung mit
den Antikérpern. Danach wurden 80 ul dieser Lésung in das entsprechende Well der
ELISA-Mikrotiterplatte Ubertragen und fir zwei Stunden bei Zimmertemperatur auf
einem Heidolph Titramax 1000 bei 600 rpm inkubiert. Dabei banden die noch freien
Antikérper an das aufgebrachte CPII-Epitop der Mikrotiterplatte. Die Uberschissigen
Reaktionspartner wurden mittels eines Waschpuffers durch sechsmaliges Waschen
entfernt. Nun wurden 100 ul Peroxidase jedem Well zugefligt und erneut fir 30 Minuten
bei Zimmertemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000 bei 600 rpm inkubiert. Die
Uberschissige Peroxidase wurde im nachfolgenden Waschschritt entfernt und 100 pl
des chromogenen Substrats (Tetramethylbenzidine/TMB) hinzugefligt. Die Inkubation
erfolgte erneut fir 30 Minuten bei Zimmertemperatur auf einem Heidolph Titramax 1000
bei 600 rpm. Dabei zeigte sich ein Farbumschlag von blau nach gelb. Die Reaktion
wurde mit 100 pl Stopp-Reagenz beendet und die Extinktion mit dem Seac Sirio S bei
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450 nm gemessen. Mit Hilfe der konstruierten Standardkurve bekannter
Konzentrationen wurde die Konzentration der Probe bestimmt. Dabei war die optische

Dichte umgekehrt proportional zur Menge des in der Probe enthaltenen CPII.

2.7 Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS)

Der KOOS stellt einen selbstanleitenden, krankheitsspezifischen Fragebogen dar, der
fir Patienten mit Verletzungen des vorderen Kreuzbandes sowie fur Meniskus-,
Knorpelschaden und Osteoarthrose entwickelt wurde [104]. Evaluiert wird die subjektive
Beurteilung des Patienten zu Einschrankungen im Alltag und bei Freizeitaktivitaten
[104]. Ein hoher KOOS-Wert deutet auf geringe Einschrankungen hin. Die Erhebung
des KOOS-Wertes fand einen Tag vor der Operation statt.

Der KOOS-Fragebogen besteht aus finf Subskalen (S1-7, P1-9, A1-17, SP1-5, Q1-4),

wobei folgende Bereiche abgefragt werden:

- S1-7: Symptome (7 ltems)

- P1-9: Schmerzen (9 ltems)

- A1-17: Aktivitaten des taglichen Lebens (ADL) (17 Items)

- SP1-5: Sport und Freizeit (5 Items)

- Q1-4: Beeinflussung der Lebensqualitat (engl. Quality of Life; Qol) durch
das betroffene Knie (4 ltems)

Die Subskalen beinhalten insgesamt 42 ltems. Zu jeder Frage existieren flinf
Antwortmdglichkeiten. Jede Antwortmdglichkeit wird mit Punkten von O bis 4 bewertet
(von 0 = keine Beschwerden bis hin zu 4 = stérkste Beschwerden). Die Punkizahl ist die
Summe der korrespondierenden Zahlenwerte der jeweiligen Items nach Umrechnung in

eine Skala von 0—100.
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Die Umrechnung wird anhand folgender Formeln durchgefihrt.

— 5 Al — A172100
Sehmers — 100 — Summeﬂaﬁ POx100 ADL — 100 — wmme - T

SummesSl — STx100 SummeSPl — §Pbhx100

Symptome = 100 — 8 Sport =100 — 50

Summed] — Q4x100

QoL = 100 — %

Der Gesamtpunktwert wird aus dem arithmetischen Mittel der Subskalen berechnet.

SummeSubskalen

Gesamt KOOS = 5

Niedrige = KOOS-Werte bilden Kniegelenksbeschwerden und hohe Werte
Beschwerdefreiheit ab.
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2.8 Klassifikation nach Kellgren & Lawrence

1957 klassifizierten Kellgren & Lawrence die Arthrose radiologisch in flnf verschiedene
Stadien (siehe Tab. 3). Die Einteilungskriterien sind  “~Osteophyten,
Gelenkspaltverschmalerung, subchondrale Sklerose und Gerdllzysten [105]. Die
Klassifizierung wurde 1961 von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) als Gold-
standard anerkannt.

Tab. 3: Klassifikation der Arthrose nach Kellgren & Lawrence aus [105].

Grad Auspragung Radiologische Kriterien
0 Keine keine Merkmale einer Arthrose
minimale Osteophyten mit zweifelhafter klinischer
1 Zweifelhaft
Signifikanz
o deutliche Osteophyten ohne Beeintrachtigung des
2 Minimal
Gelenkspalts
3 MaBig maBige Verminderung des Gelenkspalts
4 Stark ausgepragte Beeintrachtigung des Gelenkspalts mit
ar
subchondraler Sklerose

2.9 Statistische Methoden

Die Untersuchungsparameter der einzelnen Gruppen wurden mittels des nicht-
parametrischen, zweiseitigen, Mann-Whitney-U-Tests (MWU-Test) fir zwei
unabhangige Stichproben untersucht. Dieser Rangsummentest basiert auf dem
Wilcoxon-Test und ist ein Homogenitatstest, zur Uberpriifung der Signifikanz, der

Ubereinstimmung zweier Verteilungen.

Parametrische Tests wurden jeweils zweiseitig mit dem Korrelationskoeffizienten nach
Spearman-Rho durchgefihrt. Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman-Rho
misst den Zusammenhang zwischen zwei Variablen, ohne Annahmen Uber die
Wahrscheinlichkeitsverteilung zu machen. Hierbei wurde von einer Aquidistanz der
Werte ausgegangen.

Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 definiert.

Dissertation -44 -
Mark Michael Ada Maxis



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Insgesamt konnten 130 Patienten, die zwischen 2005 und 2006 in der Klinik ftr
Muskuloskeletale Chirurgie der Universitdtsmedizin Charité Berlin, Campus Mitte
operiert wurden, in die Studie eingeschlossen werden. 69 Patienten bildeten die OA-
Gruppe und 61 Patienten die Trauma-Gruppe. Die OA-Gruppe wurde nach dem
Patientenalter (siehe Kap. 2.1) zusatzlich in FOA- (n = 18), MOA- (n = 26) und SOA-
Gruppen (n = 25) unterteilt.

Zur Altersbestimmung wurden die zum Zeitpunkt der Operation vollendeten
Lebensjahre herangezogen. In der OA-Gruppe (n = 69) lag das Alter im Median bei 67
Jahren. In den Subgruppen der OA-Gruppe betrug das Alter im Median in der FOA-
Gruppe 55 Jahre, in der MOA-Gruppe 65 Jahre, in der SOA-Gruppe 76 Jahre. In der
Trauma-Gruppe lag das Alter im Median bei 34 Jahren.

Die Ratio von Mannern zu Frauen war in der OA-Gruppe 31:38, in den Subgruppen,
FOA-Gruppe 9:9, in der MOA-Gruppe 13:13 und in der SOA-Gruppe 9:16. In der
Trauma-Gruppe lag das Verhéltnis Manner zu Frauen bei 41:20.

Die Patienten der OA-Gruppe hatten nach Kellgren & Lawrence eine starke Auspragung
der Arthrose (entsprechend Grad 4). Dieses Ergebnis spiegelte sich in allen
Subgruppen wider. Bei den Patienten der Trauma-Gruppe war dagegen die Arthrose
(Kellgren & Lawrence Grad 1) nur gering ausgepragt.

Die OA-Gruppe unterschieden sich in diesem Parameter signifikant von der Trauma-

Gruppe (p < 0,01).

3.2 CRP und Leukozyten

Die Serum CRP-Werte und Leukozyten waren im Median in allen Gruppen im
Normbereich.

Um Unterschiede in der CRP- oder Leukozyten-Serumkonzentration zwischen der OA-
und Trauma-Gruppe aufzudecken, wurde der MWU-Test verwendet.

Die CRP-Werte waren in der OA-Gruppe (0,33 mg/dl) signifikant héher als in der
Trauma-Gruppe (0,13 mg/dl) (p < 0,01), bei den Leukozyten unterschieden sich die
Gruppen dagegen nicht (p = 0,448).
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Abb. 10: CRP-Konzentration (mg/dl) in der OA- und Trauma-Gruppe
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).

Korrelation des CRP zu Biomarkern der Synovia

Zur Analyse einer potenziellen Korrelation zwischen den untersuchten Markern pro-
MMP-1, MMP-3, pro-MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, C2C und CPIl und dem Serum-CRP
wurde der Spearman Rangkorrelationskoeffizient verwendet. Der CRP-Wert korrelierte
in der OA-Gruppe signifikant mit der pro-MMP-1-Konzentration in der Synovia (p =
0,047; r = 0,289) und in der Trauma-Gruppe signifikant mit der pro-MMP-3-
Konzentration in der Synovia (p = 0,047; r = -0,325; siehe Tab. 4).

Tab. 4: Korrelation der Biomarker in der Synovia mit dem CRP im Serum mittels
Spearman-Rangkorrelationskoeffizient in der OA- und Trauma-Gruppe

CRP der OA-Gruppe CRP der Trauma-Gruppe
Korrelationskoeffizient | Signifikanz | Korrelationskoeffizient Signifikanz

r (zweiseitig) p r (zweiseitig) b
Fslr;ml\él\l/\i/laF;_1 0,289 0,047* 0,016 0,920
?g“y/fés@ 0,197 0,161 0,166 0,318
?é(;nw? ° 0,014 0,934 0,325 0,047*
;I-S”)\//InF;Ji a) 0,188 0,186 0,234 0,544
(TS”;/AnF:)_\ia) 0,271 0,110 -0,631 0,129
éi/?lovia) 0,024 0,890 -0,096 0,597
?Slzllrllovia) 0,038 0,829 0,317 0,406

* auf dem 0,05 Niveau zweiseitig signifikant
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3.2.2 CRP-Serumspiegel der OA-Subgruppen
Tab. 5: CRP-Serumspiegel der OA-Gruppe unterteilt nach frithe
mittlere und spate Erkrankung
Angegeben sind Medianwerte und in Klammern die 25- und 75-%-Perzentile

FOA MOA SOA
CRP (mg/di) 0,29 (0,15/1,25) 0,19 (0,14/0,76) 0,38 (0,16/0,53)
FOA-/ MOA FOA-/ SOA MOA-/ SOA
p 0,759 0,746 0,474

Zur Analyse potenzieller Unterschiede zwischen den CRP-Serumspiegeln in den OA-
Subgruppen wurde der MWU-Test eingesetzt. Die Subgruppen der OA-Gruppe
unterschieden sich nicht hinsichtlich inrer CRP-Serumspiegel (siehe Tab. 5).

3.3 Body-Mass-Index

Tab. 6: BMI in der OA- und Trauma-Gruppe
Angegeben sind Medianwerte und in Klammern die 25- und 75-%-Perzentile

OA-Gruppe Trauma-Gruppe
BMI 28,50 (25,95/34,95) 24,20 (22,20/26,80)

Potenzielle Unterschiede zwischen den BMI der Patienten der OA- und Trauma-Gruppe
wurden mittels MWU-Tests untersucht. Die OA-Gruppe hatte gegenidber der Trauma-
Gruppe einen signifikant hdheren BMI (p < 0,01; siehe Tab. 6, Abb. 11).

a0

40 4

30 «

20«

Body Mass Index

OA-Gruppe  Trauma-Gruppe

Abb.11: BMI der OA- und Trauma-Gruppe.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).
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3.3.1 Korrelation des BMI zu Biomarkern der Synovia

Zur Analyse einer potenziellen Korrelation zwischen den untersuchten Markern pro-
MMP-1, MMP-3, pro-MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, C2C und CPII und dem BMI wurde der
Spearman Rangkorrelationskoeffizient verwendet. In der OA-Gruppe konnte eine
signifikante Korrelation zwischen dem BMI und der CPII-Konzentration in der Synovia
festgestellt werden (p = 0,022; r = 0,404). In der Trauma-Gruppe verhielten sich die
beiden Werte umgekehrt proportional, auch diese Beziehung war signifikant (p = 0,032;
r =-0,645; siehe Tab. 7).

Tab. 7: Korrelation der Biomarker in der Synovia mit dem BMI mittels Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient in der OA- und Trauma-Gruppe

BMI der OA-Gruppe BMI der Trauma-Gruppe

Korrelations- N Korrelations- S

koeffizient Signifikanz koeffizient Signifikanz

r (zweiseitig) P r (zweiseitig) P
pro-MMP-1 (Synovia) 0,122 0,420 -0,217 0,163
MMP-3 (Synovia) -0,001 0,996 -0,202 0,204
pro-MMP-13 (Synovia) -0,199 0,252 -0,235 0,144
TIMP-1 (Synovia) -0,284 0,050 -0,209 0,537
TIMP-2 (Synovia) -0,214 0,239 -0,068 0,681
C2C (Synovia) 0,165 0,352 0,248 0,151
CPII (Synovia) 0,404 0,022* -0,645 0,032*

* Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau zweiseitig signifikant

3.3.2 BMI in OA-Subgruppen

Zur Analyse potenzieller Unterschiede zwischen den BMI in den OA-Subgruppen wurde
der MWU-Test eingesetzt. Der BMI war mit 29,4 in der Frihen-OA-Gruppe am héchsten
(siehe Tab. 8). Die jeweiligen Subgruppen unterschieden sich jedoch nicht signifikant
voneinander (siehe Tab. 8).

Tab. 8: BMI in den OA-Subgruppen
Angegeben sind Medianwerte und in Klammern die 25- und 75-%-Perzentile

Frihe-OA Mittlere-OA Spate-OA
BMI 29,40(25,70;37,10) 28,9(27,10;36,08) 27,00(24,15;30,46)
FOA-/ MOA FOA-/ SOA MOA-/ SOA
p 0,662 0,199 0,054
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3.4 Pravalenz der Biomarker der Synovia

Tabelle 9 gibt eine Ubersicht der Pravalenz der untersuchten Marker fiir die OA- und

Trauma-Gruppe.

Tab. 9: Pravalenz der untersuchten Marker in der Synovia der OA- und Trauma-Gruppe
Angegeben sind Medianwerte und in Klammern die 25- und 75-%-Perzentile

OA-Gruppe

Trauma-Gruppe

pro-MMP-1 (ng/ml)

23,80(7,49;61,10)

76,62(31,04;255,12)

MMP-3 (ng/ml)

1007,00(391,50,2203,50)

2946,00(886,00,7829,50)

pro-MMP-13 (pg/ml)

305,31(86,22;872,55)

108,00(0,00;230,25)

TIMP-1 (ng/ml)

794,13(525,55;986,61)

718,66(438,30;911,60)

TIMP-2 (ng/ml)

174,21(27,00;232,40)

287,40(213,70;412,10)

C2C (ng/ml)

52,40(31,90,72,70)

103,10(77,50;149,80)

CPIl (ng/ml)

311,61(178,85,485,50)

722,72(247,88;902,12)

Im Folgenden wurde mittels MWU-Test untersucht, ob es Unterschiede in der Pravalenz
der untersuchten Marker bei chronischen und traumatischen Kniegelenksschadigung
gab.

3.4.1 Pro-MMP-1

Patienten mit einer endgradigen Kniegelenksarthrose zeigten im Median mit 23,80

ng/ml eine signifikant niedrigere pro-MMP-1-Konzentration in der Synovia des
betroffenen Gelenks als Patienten mit einer akuten Kniegelenksschadigung (76,62
ng/ml; p < 0,01; siehe Abb. 12). Dabei war die Streuung in der Trauma-Gruppe deutlich
gréBer. Die 25% Perzentile lage bei 31,04 ng/ml, die 75%-Perzentile bei 255,12 ng/ml)

Pravalenz von pro-MMP-1

&0
400 +
300
200 +
100 +
g

-100

pro-MMP-1 (ng/ml) Synovia

DA-Gruppe  Trauma-Gruppe

Abb. 12: Pro-MMP-1 in der OA- und Trauma-Gruppe.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).
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3.4.2 MMP-3

Die OA-Gruppe wies im Median mit 1007,00 ng/ml eine signifikant niedrigere MMP-3-
Konzentration in der Synovia des betroffenen Gelenks auf als die Trauma-Gruppe mit
2946,00 ng/ml auf (p < 0,01; siehe Abb. 13).

Préavalenz von MMP-3
20000

10000 =

=

OA-Gruppe  Trauma-Gruppe

MMP-3 (ngfml) Synovia

Abb. 13: MMP-3 der OA- und Trauma-Gruppe.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).
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3.4.3 Pro-MMP-13

In der OA-Gruppe lag die pro-MMP-13-Konzentration in der Synovia des betroffenen
Kniegelenks mit 305,00 pg/ml signifikant h6éher als in der Trauma-Gruppe mit 108,00
pag/ml (p < 0,01; siehe Abb. 14).

Pravalenz von pro-MMP-13
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pro-hP-1 3 {pafml Synovia

—

OA-Gruppe  Trauma-Gruppe

Abb. 14: Pro-MMP-13 der OA- und Trauma-Gruppe.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).
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3.4.4 TIMP-1

Die TIMP-1-Konzentrationen in der Synovia der betroffenen Kniegelenke unterschied
sich nicht signifikant zwischen der OA- und Trauma-Gruppe. In der OA-Gruppe lag der
Wert bei 794,00 ng/ml und in der Trauma-Gruppe bei 718,00 ng/ml (p = 0,722; siehe
Abb. 15).

Pravalenz von TIMP-1
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N - ;

TIKP-1 {ngfm i) Synovia

OA-Gruppe  Trauma-Gruppe

Abb. 15: TIMP-1 der OA- und Trauma-Gruppe.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).
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3.4.5 TIMP-2

Patienten der OA-Gruppe zeigten im Median mit 174,00 ng/ml eine signifikant TIMP-2-
Konzentration in der Synovia des betroffenen Kniegelenks als Patienten der Trauma-
Gruppe mit 287,00 ng/ml (p < 0,01; siehe Abb. 16).

Préavalenz von TIMP-2
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Abb. 16: TIMP-2 der OA- und Trauma-Gruppe.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)

und die Extremwerte (Whisker).

3.4.6 CPII

Patienten der OA-Gruppe zeigten mit 311,00 ng/ml im Median eine signifikant
niedrigere Konzentration an CPIl in der Synovia des betroffenen Kniegelenks als
Patienten der Trauma-Gruppe mit 722,00 ng/ml (p = 0,036; siehe Abb. 17).

Pravalenz von CPI|

1000

CPI (Rgim ) Synovia

[}

OA-Gruppe  Trauma-Gruppe

Abb. 17: CPII der OA- und Trauma-Gruppe.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).
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3.4.7 C2C

Patienten der OA-Gruppe zeigten im Median mit 52,00 ng/ml eine signifikannt
niedrigere C2C-Konzentration in der Synovia des betroffenen Kniegelenks als Patienten
Trauma-Gruppe mit 103,00 ng/ml (p < 0,01; s. Abb. 18).

Pravalenz von C2C
300

200 4
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OA-Gruppe  Trauma-Gruppe

Abb. 18: C2C der OA- und Trauma-Gruppe.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).
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3.5 Korrelationen der untersuchten Biomarker

Zur Analyse einer potenziellen Korrelation zwischen den untersuchten Biomarkern pro-
MMP-1, MMP-3, pro-MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, C2C und CPII in der Synovia wurde der
Spearman-Rangkorrelationskoeffizient berechnet. Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse flr
die OA-Gruppe und Tabelle 11 fur die Trauma-Gruppe.

Tab. 10: Korrelationen zwischen den untersuchten Markern in der Synovia der
OA-Gruppe mittels Spearman- Rangkorrelationskoeffizient

Korrelationskoeffizient r Signifikanz p
pro-MMP-1 (Synovia) -
MMP-3 (Synovia) 0,824 0,001**
pro-MMP-13 (Synovia) -0,034 0,836
TIMP-1 (Synovia) 0,026 0,857
TIMP-2 (Synovia) 0,151 0,364
C2C (Synovia) -0,134 0,411
CPIl (Synovia) -0,061 0,713
MMP-3 (Synovia) -
pro-MMP-13 (Synovia) 0,029 0,857
TIMP-1 (Synovia) 0,268 0,048*
TIMP-2 (Synovia) 0,187 0,255
C2C (Synovia) -0,186 0,245
CPIl (Synovia) 0,004 0,979
pro-MMP-13 (Synovia) -
TIMP-1 (Synovia) 0,282 0,078
TIMP-2 (Synovia) 0,218 0,189
C2C (Synovia) -0,072 0,682
CPIl (Synovia) 0,030 0,865
TIMP-1 (Synovia) -
TIMP-2 (Synovia) 0,169 0,310
C2C (Synovia) -0,116 0,478
CPIl (Synovia) 0,068 0,687
TIMP-2 (Synovia) -
C2C (Synovia) -0,046 0,798
CPIl (Synovia) 0,072 0,690
C2C (Synovia) -
CPIl (Synovia) 0,256 0,116

* Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau zweiseitig signifikant
** Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau zweiseitig signifikant

Es besteht eine signifikante Korrelation zwischen den Konzentrationen von MMP-3 und
pro-MMP-1 (r = 0,824, p = 0,001) sowie zwischen den Konzentrationen von TIMP-1 und
MMP-3 in der Synovia (r = 0,268; p = 0,048).
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Tab. 11: Korrelationen zwischen den untersuchten Markern in der Synovia der
Trauma-Gruppe mittels Spearman- Rangkorrelationskoeffizient

Korrelationskoeffizient r Signifikanz p
pro-MMP-1 (Synovia) -
MMP-3 (Synovia) 0,783 0,001**
pro-MMP-13 (Synovia) 0,389 0,016
TIMP-1 (Synovia) 0,555 0,077
TIMP-2 (Synovia) 0,103 0,544
C2C (Synovia) 0,133 0,453
CPII (Synovia) 0,309 0,355
MMP-3 (Synovia) -
pro-MMP-13 (Synovia) 0,459 0,004**
TIMP-1 (Synovia) 0,564 0,090
TIMP-2 (Synovia) 0,047 0,783
C2C (Synovia) 0,174 0,334
CPII (Synovia) 0,336 0,312
pro-MMP-13 (Synovia) -
TIMP-1 (Synovia) -0,214 0,645
TIMP-2 (Synovia) 0,073 0,658
C2C (Synovia) 0,182 0,310
CPII (Synovia) -0,300 0,433
TIMP-1 (Synovia) -
TIMP-2 (Synovia) -0,393 0,383
C2C (Synovia) -0,857 0,014~
CPII (Synovia) 0,250 0,589
TIMP-2 (Synovia) -
C2C (Synovia) 0,023 0,903
CPII (Synovia) 0,571 0,139
C2C (Synovia) -
CPII (Synovia) 0,227 0,502

* Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau zweiseitig signifikant
** Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau zweiseitig signifikant

In der Trauma-Gruppe wurde eine signifikante Korrelation zwischen pro-MMP-1 und
MMP-3 (r = 0,783; p = 0,001), zwischen pro-MMP-1 und pro-MMP-13 (r = 0,389; p =
0,016) sowie zwischen MMP-3 und pro-MMP-13 nachgewiesen (r = 0,459; p = 0,004).

Bei traumatischer Kniegelenksschadigung zeigte sich dariber hinaus eine signifikante
umgekehrte Korrelation zwischen TIMP-1 und C2C (r = -0,857; p = 0,014; s. Tab. 11).
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3.6 Unterschiede der Biomarker in Synovia und OA-Subgruppen

Zur Analyse, ob es eine Korrelation zwischen dem Erkrankungsalter und den
untersuchten Biomarkern pro-MMP-1, MMP-3, pro-MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, C2C und
CPII gibt, wurden die Daten fiir die OA-Subgruppen getrennt ausgewertet und eine
mogliche Korrelation mittels MWU-Test untersucht (siehe Tab 12 und 13).

Tab. 12: Pravalenz der untersuchten Marker in der Synovia bei einer frithen, mittleren und

spaten Erkrankung (OA-Subgruppen)
Angegeben sind Medianwerte und in Klammern die 25- und 75-%-Perzentile

FOA-Gruppe MOA-Gruppe SOA-Gruppe
pro-MMP-1 53,20 23,34 23,08
(ng/ml) in Synovia (21,84;74,94) (9,00;43,41) (4,13;54,47)
MMP-3 1835,00 863,65 825,00
(ng/ml) in Synovia (742,75;4006,50) (341,25;1941,25) (367,50;1766,50)
pro-MMP-13 131,04 305,31 524,21
(pg/ml) in Synovia (14,13;776,20) (117,24;589.09) (108,16;1353,59)
TIMP-1 880,50 764,1 826,60
(ng/ml) in Synovia (646,10;1085,90) (359,30;906,14) (597,57;1040,01)
TIMP-2 117,55 180,30 179,45
(ng/ml) in Synovia (91,30;146,63) (148,45;257,03) (144,25;260,93)
C2C 52,40 67,1 43,00
(ng/ml) in Synovia (26,50;130,80) (38,45;135,15) (28,10;62,50)
CPII 302,32 333,94 256,67
(ng/ml) in Synovia (188,95;371,14) (228,60;476,87) (129,77;679,17)

Tab. 13: Signifikanziiberpriifung der Unterschiede in den Konzentrationen der
untersuchten Biomarker in den OA-Subgruppen (MWU-Test)

FOA- vs. MOA- | FOA- vs. SOA- | MOA- vs. SOA-

Gruppe Gruppe Gruppe
pro-MMP-1 (ng/ml) in Synovia 0,389 0,347 0,772
MMP-3 (ng/ml) in Synovia 0,133 0,096 0,981
pro-MMP-13 (pg/ml) in Synovia 0,284 0,175 0,489
TIMP-1 (ng/ml) in Synovia 0,160 0,545 0,217
TIMP-2 (ng/ml) in Synovia 0,010* 0,005* 0,890
C2C (ng/ml) in Synovia 0,393 0,664 0,045*
CPIl (ng/ml) in Synovia 0,414 0,935 0,441

* auf dem 0,05 Niveau zweiseitig signifikant

In der FOA-Gruppe war die pro-MMP-1- und MMP-3- Konzentration in der Synovia am
héchsten und sinkt mit zunehmenden Erkrankungsalter. Bei pro-MMP-13 verhielt es
sich umgekehrt, die Pravalenz stieg mit zunehmendem Erkrankungsalter (siehe Tab.

12). Im MWU-Test konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
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OA-Subgruppen hinsichtlich der pro-MMP-1-, MMP-3- und pro-MMP-13-Konzentration
festgestellt werden (siehe Tab. 13).

Die Konzentration von TIMP-1 in der Synovia war in allen OA-Gruppen vergleichbar und
unterschied sich nicht signifikant zwischen den einzelnen Subgruppen (siehe Tab. 12
und 13).

Die Konzentration von TIMP-2 in der Synovia lag in der FOA-Gruppe um ca. 30 %
niedriger als in der MOA-Gruppe, die beiden Werte waren zweiseitig signifikant
verschieden (p = 0,05; Tab. 12, 13 und Abb. 19). Gleichzeitig korrelierte eine niedrige
Pravalenz von TIMP-2 zweiseitig signifikant mit einem frihen Erkrankungsalter (p =
0,047, r = 0,305; siehe Abb. 19). Die Konzentration von TIMP-2 unterschied sich
signifikant zwischen der FOA- und der MOA- sowie der SOA-Gruppe (siehe Tab. 12
und 13).

400
300 «

200 «

" i

Frihe-0A-Gruppe Spate-0A-Gruppe
Mittlere-0A-Gruppe

TIMP-2 tng/mi)

Abb. 19: TIMP-2 der untersuchten Gruppen.
Abgebildet sind der Median (schwarze Linie in der Box), das 25- bzw. 75 Quartil (Box)
und die Extremwerte (Whisker).

Die héchste Konzentration von C2C konnte in der MOA-Gruppe detektiert werden, die
niedrigste wurde in der SOA-Gruppe gemessen. Zwischen den beiden Altersklassen
bestand ein zweiseitig signifikanter Unterschied (MWU-Test; p = 0,045; siehe Tab. 12
und 13).

Auch fir CPIlI war die Konzentration in der MOA-Gruppe am héchsten. Die einzelnen
Altersgruppen unterschieden sich hinsichtlich dieses Parameters im MWU-Test jedoch

nicht signifikant voneinander (siehe Tab. 12 und 13).
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3.7 Korrelation der Biomarker in Synovia und Serum (OA-Gruppe)

Zur Analyse einer potenziellen Korrelation der untersuchten Biomarker pro-MMP-1,
MMP-3, pro-MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, C2C und CPII in Synovia und Serum, wurde der
Spearman-Rangkorrelationskoeffizient ermittelt Dabei konnte kein Zusammenhang

festgestellt werden (siehe Tab. 14).

Tabelle 14: Konzentrationen der Biomarker im Serum und in der Synovia von OA-Patienten

Konzentrationen als Medianwerte und in Klammern die 25- und 75-%-Perzentile

r = Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; p = Signifikanzniveau

. Synovia vs. Serum
Synovia Serum
r P
pro-MMP-1
23,80(7,49;61,10) 5,98(4,38;9,80) 0,117 0,530
(ng/ml)
MMP-3
1007(391,50;2203,50) 11,80(5,53;27,95) 0,278 0,117
(ng/ml)
pro-MMP-13
305,31(86,22;872,55) * -0,319 0,080
(pg/ml)
TIMP-1
794,13(525,55;986,61) | 220,00(190,40;262,50) 0,134 0,473
(ng/ml)
TIMP-2
174,21(27,00;232,40) 97,33(67,26;125,05) -0,302 0,098
(ng/ml)
c2C
52,4(31,90,;72,70) 35,10(28,15;55,73) 0,279 0,176
(ng/ml)
CPII
311,611(178,85;485,50) | 206,87(145,41;288,00) 0,373 0,073
(ng/ml)
* unterhalb der Nachweisgrenze
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3.8 Vergleich des KOOS in OA- und Trauma-Gruppe

Zur Klarung der Frage, ob OA- und Trauma-Patienten den Schweregrad ihrer
Erkrankung unterschiedlich einschatzen, wurden die KOOS-Werte ermittelt und mittels
MWU-Test verglichen. Niedrige KOOS-Werte bilden Kniegelenksbeschwerden und

hohe Werte Beschwerdefreiheit ab.

Die OA-Gruppe unterschied sich signifikant von der Trauma-Gruppe in allen KOOS-
ltems sowie im Gesamt-Score. Einzige Ausnahme bildet das Item Sport. Hier

unterschieden sich die Gruppen nicht (siehe Tab. 15).

Tab. 15: Gesamt-KOOS und Subscores in der OA- und Trauma-Gruppe, sowie
p-Werte des MWU-Tests zum Vergleich beider Gruppen
KOOS-Werte als Medianwerte und in Klammern die 25- und 75-%-Perzentile

OA-Gruppe Trauma-Gruppe | OA- vs Trauma-Gruppe
Symptome 39 (35;59) 55 (37;79) 0,035*
Schmerzen 34 (19;44) 61 (32;68) 0,001**
ADL 30 (21;49) 71 (29;93) 0,001**
Sport 5 (0;15) 15 (0;58) 0,097
QoL 19 (6;25) 25 (19;50) 0,006**
Gesamt-KOOS 31 (17;36) 49 (27;71) 0,001*

* Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau zweiseitig signifikant
** Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau zweiseitig signifikant
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3.8.1 Korrelation des KOOS mit untersuchten Biomarkern und CRP

Zur Analyse des potenziellen Zusammenhangs zwischen dem subjektiven Empfinden
der Patienten und den untersuchten Biomarkern sowie dem CRP wurde der Spearman
Rangkorrelationskoeffizient getrennt nach OA- und Trauma-Gruppe ermittelt (siehe Tab.
16 und 17).

Tab. 16: Korrelation der KOOS-Subscores mit den untersuchten Biomarkern in der

OA-Gruppe
(angegeben sind die Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman)
Symptom Pain Activities | Sports QoL Gesamt-Score

pro-MMP-1 -0,449** -0,169 0,014 -0,100 0,086 -0,293
MMP-3 -0,240 0,123 0,159 0,020 0,081 -0,070
pro-MMP-13 -0,114 -0,167 -0,158 -0,391 -0,452* -0,217
TIMP-1 0,081 0,153 -0,051 0,077 -0,007 -0,003
TIMP-2 -0,062 -0,096 -0,253 0,173 0,039 -0,201
c2C 0,065 0,160 -0,038 -0,112 0,064 0,092
CPII -0,327 -0,258 -0,118 -0,180 -0,007 -0,205
CRP 0,027 -0,153 -0,020 0,101 0,233 -0,037

* Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau zweiseitig signifikant
** Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau zweiseitig signifikant

Es korrelierten hohe pro-MMP-1 und pro-MMP-13 Konzentrationen mit starken

Symptomen oder einer niedrigen Lebensqualitat.
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Tab. 17: Korrelation der KOOS-Subscores mit den untersuchten Biomarkern in der

Trauma-Gruppe

(angegeben sind die Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman)

Symptom Pain Activities | Sports QoL Gesamt-Score
pro-MMP-1 -0,041 0,007 0,136 -0,019 0,222 0,113
MMP-3 -0,170 -0,113 0,077 -0,111 0,185 0,022
pro-MMP-13 0,113 0,082 0,291 0,137 0,105 0,082
TIMP-1 0,257 0,429 0,086 0,377 0,435 0,429
TIMP-2 0,010 -0,017 0,044 0,027 0,287 -0,011
c2C -0,487* -0,487* -0,409 -0,404 -0,208 -0,548*
CPII -0,100 0,254 0,100 0,546 0,900* 0,277-
CRP 0,401* 0,276 0,136 0,263 0,463** 0,386**

* Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau zweiseitig signifikant
** Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau zweiseitig signifikant

Ein niedriges C2C korrelierte mit starken Symptomen, Schmerzen und einem

schlechten Gesamt-Score. Ein hohes CPII korrelierte mit einer hohen Lebensqualitat.

Ein hohes CRP korrelierte mit starken Symptomen aber auch einer hohen

Lebensqualitat und Gesamt-Score.
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3.8.2 Vergleich des KOOS bei unterschiedlichem Erkrankungsalter

ob die OA-Subgruppen sich hinsichtlich der KOQOS-ltems
unterscheiden, wurde der MWU-Test eingesetzt (siehe Tab. 18 und 19). Tendenziell

Um herauszufinden,

haben jungere Patienten im Median einen héheren KOOS-Wert als &ltere, jedoch
unterscheiden sich die Gruppen im Gesamt-KOOS und den jeweiligen Subscores nicht

signifikant voneinander.

Tab. 18: Gesamt-KOOS und Subscores in den OA-Subgruppen
KOOS-Werte als Medianwerte und in Klammern die 25- und 75-%-Perzentile

FOA-Gruppe MOA-Gruppe SOA-Gruppe
Symptome 39,30 (31,83;56,28) | 39,30 (30,35;51,80) | 50,00 (35,70;71,40)
Schmerzen 43,05 (22,93;45,13) | 33,30 (23,60;44,40) | 33,30 (19,40;44,40)
ADL 44,10 (25,33;52,98) | 32,35 (23,17;49,63) | 28,05 (15,80;38,60)
Sport 10,00 (0,00;20,00) 5,00 (0,00;15,00) 5,00 (0,00;18,75)
QoL 25,00 (4,69;26,55) 18,75 (9,38;28,13) 9,38 (0,00;23,45)
Gesamt-KOOS 33,76 (16,04;38,07) | 31,79 (18,41;35,88) | 29,07 (17,50;31,46)

Tab. 19: Korrelation des Gesamt-KOOS und der Subscores in der

OA-Subgruppen
(p-Werte nach MWU-Test)
FOA- / MOA- FOA- / SOA- MOA- / SOA-
Gruppe Gruppe Gruppe
Symptom 0,902 0,349 0,378
Schmerz 0,639 0,426 0,677
ADL 0,586 0,107 0,324
Sport 1,000 0,974 0,983
QoL 0,786 0,346 0,166
Gesamt 0,856 0,314 0,451
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4 Diskussion

Derzeit existiert in Klinik und Praxis keine differenzierte Betrachtung des
Krankheitsbildes Arthrose, obwohl unterschiedliche Phenotypen zu beobachten sind
[129]. Biochemische Marker stellen ein potenzielles diagnostisches und prognostisches
Instrument dar, um Patienten mit einer frihen oder rasch progredienten
Kniegelenksarthrose noch vor Eintritt der klinischen Beschwerden zu evaluieren.
Weiterhin existiert derzeit keine Therapie mit strukturmodifizierender Wirkung (DMOAD)
[129] [137] [134]. Es kdnnte mdglich sein, Uber die Regulation dieser Marker den
Krankheitsverlauf strukturell zu beeinflussen oder den Therapieerfolg zu Uberwachen
[88]. Bereits heute sind pharmakologische Inhibitoren von MMP’s in Erprobung,
scheitern jedoch an mangelnder Selektivitdt und daraus folgenden Nebenwirkungen wie
der Arthrofibrose (MSS, musculoskeletal syndrom) [125] [127] [128]. Die Entwicklung
selektiver Inhibitoren, insbesondere flir MMP-13 ist Gegenstand aktueller Forschung
[125] [127] [128]. Kritikwirdig dabei ist, die noch nicht vollstdndig verstandene Funktion
von MMP-13 im Rahmen der Arthrosepathologie sowie die damit verbundenen
Stoffwechselwege und deren Regulation. Auch in anderen Disziplinen, wie der
Tumorgenese, ist die Rolle von MMP-13 Gegenstand aktueller Forschung. Systemische
Wirkungen eines Inhibitors sind somit noch nicht abzuschéatzen. Jedoch zeigte Schmidt-
Rohlfing, dass sich MMP’s fir die Verlaufsdiagnostik bei fortgeschrittener
Kniegelenksarthrose eignen [109].

Dagegen ist die Datenlage zur Verlaufsbeurteilung der initialen Kniegelenksarthrose vor
dem Eintreten konventionell radiologischer Kriterien noch unzureichend. Die
Entwicklung wurde bisher weder auf molekularer Ebene noch durch andere gangige
Diagnostikverfahren in vivo detailliert beobachtet und evaluiert. Aus diesen
unzureichenden Kenntnissen Uber die Pathogenese der Kniegelenksarthrose
resultieren Defizite in der Klassifikation, Diagnostik und Therapie.

Studien mit Patienten nach Kniegelenkstraumata kénnten dieses Zeitfenster schlieBen,
so Einblicke in die initiale Kniegelenksarthroseentwicklung gewahren und damit zum
Verstandnis der Pathogenese der Arthrose beitragen. Daher untersuchten wir die
Pavalenz selektierter Matrix-modulierender Proteasen (pro-MMP-1, MMP-3, pro-MMP-
13), deren Inhibitoren (TIMP-1, TIMP-2) sowie Kollagenstoffwechselprodukte (CPII,
C2C) in der Synovia nach traumatischer (Trauma-Gruppe) und chronischer (OA-
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Gruppe) Kniegelenksschadigung, um zu evaluieren, ob ein Markerprofil fir dieses
Kollektiv existiert.

Pro-MMP-13 war in der vorliegenden Studie in der OA-Gruppe signifikant gegeniber
der Trauma-Gruppe erniedrigt, MMP-3 und pro-MMP-1 hingegen signifikant erhdht.
Dabei korrelierten in der Trauma-Gruppe MMP-3 mit pro-MMP-1 und -13 sowie pro-
MMP-1 mit pro-MMP-13. In der OA-Gruppe korrelierte MMP-3 mit pro-MMP-1 jeweils
signifikant.

In der OA-Gruppe war das CRP im Serum signifikant hdher als in der Trauma-Gruppe
und das CRP korrelierte signifikant mit pro-MMP-1. In der Trauma-Gruppe korrelierte
das CRP dagegen umgekehrt proportional mit pro-MMP-13.

Patienten, die bereits im jingeren Alter das klinische und morphologische Endstadium
der Kniegelenksarthrose erreichen, sind eher als Risikopatienten zu werten [54]. Aus
diesem Grund untersuchten wir, ob sich fir 0.g. Marker ebenfalls ein Markerprofil in der
OA-Gruppe feststellen |aBt. Dabei wurden Subgruppen gebildet (FOA, Alter < 60 Jahre,
MOA, Alter 60—69 Jahre und SOA, Alter 70-80 Jahre) und daraufhin Uberprift, ob eine
Korrelation dieser Marker mit dem Erkrankungsalter existiert.

In der FOA war TIMP-2 signifikant niedriger als in der MOA und SOA. Ebenfalls
korrelierte TIMP-2 in der Synovia signifikant mit einem niedrigen Erkrankungsalter.

Bei der Analyse der Markerprofile in der Trauma- und OA-Gruppe untersuchten wir den
potentiellen Nutzen einzelner Marker fir Diagnose und Therapie.

Mit diesem Ansatz wollen wir weitere Einblicke in die Stoffwechselpfade dieser
Biomarker in der Pathogenese der Arthrose schaffen und dadurch o.g. Defizite in
Klassifikation, Diagnostik und Therapie verbessern.

Um die potentiell risikobehaftete artikulare Punktion zu umgehen und durch eine
risikoarme Blutentnahme zu substituieren, wurde eine Beziehung zwischen der
Pravalenz der Marker im Serum und in der Synovia analysiert.

Eine signifikante Korrelation der untersuchten Marker in Serum und Synovia konnte
nicht beobachtet werden.

Dartber hinaus untersuchten wir den BMI und eine Korrelation zwischen den
untersuchten Markern in der OA- und Trauma-Gruppe. Zuletzt wurde das subjektive
Patientenempfinden hinsichtlich der Kniegelenkbeschwerden und der damit assoziierten
Einschrankungen anhand des KOOS evaluiert.
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4.1 Bewertung der Methoden

Da zum Studienzeitpunkt nach unserem Erkenntnisstand keine direkten ELISA-
Nachweiskits fur MMP-1 und MMP-13 auf dem Markt existierten, wurde in der
vorliegenden Arbeit ebenso wie in den zitierten Studien die Pravalenz der inaktiven
Proenzyme (pro-MMP’s) evaluiert. Alle Gbrigen Biomarker konnten direkt nachgewiesen
werden. Ebenfalls war es nicht méglich Komplexe aus MMP’s und TIMP’s zu messen.
Aktivierte MMP’s sind in der Lage ihre Prakursoren zu aktivieren. Diese unterliegen
ebenfalls einer noch nicht vollstandig verstandenen komplexen Regulation durch
Cytokine, Wachstumsfaktoren und Inhibitoren von Wachstumsfaktoren [80]. Daher
wurde davon ausgegangen, dass aus einer erhdhten Pravalenz des Proenzyms eine
erhéhte Pravalenz der aktivierten Form resultieren kann.

Auf eine aus gesunden Probanden bestehende Kontrollgruppe wurde wegen des
Risikos einer iatrogen-induzierten Kniegelenksinfektion nach Punktion verzichtet.
Darlber hinaus war die Gewinnung einer ausreichenden Probenmenge bei gesunden

Probanden zur vollstandigen Untersuchung der Fragestellung dieser Studie fraglich.
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4.2 Pravalenz der Biomarker in OA- und Trauma-Gruppe

In zahlreichen Studien wurde bereits eine Vielzahl an MMP’s im Gelenkknorpel
nachgewiesen und deren Funktion am physiologischen Umbau des Knorpels untersucht
[81]. Aufgrund der Anzahl verschiedener MMP’s liegt die Vermutung nahe, dass sie
distinkte Aufgaben haben [94]. In der Pathophysiologie der Arthrose nehmen MMP’s
eine besondere Stellung ein, da sie in der Lage sind, den Gelenkknorpel zu
degradieren. Dabei ist die gegenwartige Studienlage zur Eignung von MMP’s als
Markerproteine widersprtchlich. Einerseits war in Studien die Konzentration der MMP’s
bei Arthrosepatienten gegentber Kontrollen nicht signifikant erhéht [66] [48],
andererseits wurden deutlich héhere Werte festgestellt [85] [86] [100] [101] [102] [111]
[43] [44] [126] [48] [135] [136]. Uberwiegend wird in der Literatur jedoch von einer
erhdhten  Pravalenz ~ Matrix-degradierender  Faktoren  bei  Patienten  mit
Kniegelenksarthrose  gegeniber  Kniegelenksgesunden  berichtet.  Auch  bei
Kniegelenkstraumata wurden erhéhte Konzentrationen dieser Markerproteine
beschrieben [85] [41] [46].

MMP’s werden auf vielféltige Weise reguliert. Es wurden Mechanismen der
Proteinbiosynthese, posttranskriptionaler Regulation, intra- und extrazellulare
Regulation beschrieben [88]. Die untersuchten TIMP’s gehéren zu den extrazellularen
Regulatoren.

Um in diesem Zusammenhang eine Abbildung des Kollagenstoffwechsels zu erhalten
wurden das CPII als Marker fir die Kollagenneusynthese sowie das C2C, als Marker fiir
die Kollagendegradation herangezogen.
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4.2.1 Pro-MMP-1

Pro-MMP-1 befindet sich préaferentiell in der superfiziellen Zone des Knorpels [117]. Es
wird als Proenzym sezerniert und durch proteolytische Spaltung aktiviert. Es besitzt
eine hohe Substratspezifitat fir Kollagen Typ Il und Il und ist in der Lage Kollagen Typ
Il in charakteristische "4- und %-Fragmente zu spalten [116]. Vorangehend findet eine
Degradation des kollagenen Netzwerks durch MMP-3 statt, indem Kollagen Typ IX,
welches Quervernetzungen ausbildet, gespalten wird [32]. Ein vermehrtes Vorkommen
von MMP-1 in der Synovia kann daher zu einer gesteigerten Degradation des
Gelenkknorpels fihren [116]. Die genaue Funktion der Protease im Rahmen der
initialen Arthrose ist weiterhin ungeklart.

In dieser Arbeit konnte eine signifikant erhdéhte Pravalenz von pro-MMP-1 in der
Trauma-Gruppe im Vergleich zur OA-Gruppe beobachtet werden.

Schon geringe Schaden des Gelenkknorpels im Sinne einer Chondromalazie gehen mit
einer erhéhten Pravalenz von pro-MMP-1 einher [108]. Dabei korreliert das Ausmaf3
des Knorpelschadens mit der Konzentration von pro-MMP-1 und die Pravalenz von pro-
MMP-1 mit den Knorpelabbauprodukten signifikant [80] [108]. Dies zeigt, dass pro-
MMP-1 unmittelbar an der Knorpeldegradation beteiligt ist und da3 das Ausmal3 der
Degradation unmitteloar proportional mit der Konzentration von pro-MMP-1
zusammenhangt. Ahnliche Beobachtungen machten Tchetverikov et al. Sie wiesen
einen signifikanten Anstieg von pro-MMP-1 in der Synovia bei Patienten nach
Kniegelenkstrauma gegentiber der OA-Gruppe nach. Deren Pravalenz wiederum war
signifikant héhere gengenlber Kniegelenksgesunden [46]. Dabei ist zu vermuten, dass
es zu einer vermehrten Knorpeldegradation kommt. Gleichzeitig war eine erhdhte
Pravalenz von pro-MMP-1 und -3 mit einer erhéhten MMP-1 Aktivitat assoziiert [46].
Hieraus kann gefolgert werden, dass indirekte Rlckschllisse Uber die Konzentration
von MMP-1 Uber die Konzentration von pro-MMP-1 gezogen werden kénnen, was wir
im Studienansatz postulierten. Ein Zusammenhang von pro-MMP-13 und MMP-13 ist
ebenfalls naheliegend. Ribenhagen et al untersuchten die Pravalenz von MMP-1 im
Verlauf einer Arthrose. Dabei zeigte sich eine Abnahme der Pravalenz im
Krankheitsverlauf, die durch die Destruktion der superfiziellen Zone bedingt ist [117].
Dies begriindet ebenfalls die in vorliegender Studie héhere Pravalenz von pro-MMP-1 in
der Trauma- im Vergleich zur OA-Gruppe.
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Pro-MMP-1 wird von verschiedenen Enzymen aktiviert. Insbesondere ist hier MMP-3 zu
nennen. Wir wiesen eine signifikante Korrelation von pro-MMP-1 und MMP-3 in beiden
Gruppen nach. In der Literatur wird dies ebenfalls bestatigt [88] [90]. Hervorzuheben ist
die Tatsache, dass der Stoffwechselweg von plasminogen aktivator Urokinasetyp (u-
PA) tber MMP-3 zum pro-MMP-1 in der Arthrose- und Traumagruppe nachweisbar war.
Dies bedeutet, dass sich beide Gruppen hinsichtlich dieses Stoffwechselweges nicht
unterscheiden, wohl aber in der Korrelation mit dem Serum CRP.

MMP-3 ist nicht primar an der Degradation der Knorpelmatrix beteiligt, sondern hat eine
Aktivatorfunktion fir andere MMP’s [83] [84] [85]. Der Knorpelabbau findet vorwiegend
in der superfiziellen Zone statt, was in der Studie von Fernandes et al. durch eine
progrediente Zunahme der Pravalenz von pro-MMP-1 in dieser Zone belegt ist [63].
Diese Beobachtungen im Tiermodell decken sich mit den Befunden von Vaatéinen et al.
am Menschen [108]. Dabei geht die Knorpeldegradation mit einer Inflammation einher.
Die entstandenen Knorpelabbauprodukte persistieren in der Synovia [92] [129] und es
wird vermutet, dass dies zur Immigration von Makrophagen und T-Lymphozyten fUhrt
[129], welche wiederum pro-inflammatorische Mediatoren sezernieren [53] [64] [129].
Durch diesen Prozess kann es Uber eine lokale Inflammation zu einer Erhéhung des
Serum-CRP’s kommen.

Wir beobachteten in der OA-Gruppe eine signifikante Korrelation zwischen pro-MMP-1
und dem CRP-Serumspiegel. In der Trauma-Gruppe lieB sich dies nicht nachweisen.
Die Gruppen unterscheiden sich daher in diesem Punkt.

Fraser et al. wiesen ebenfalls bei der Arthrose eine signifikante Korrelation von pro-
MMP-1 und pro-MMP-3 mit dem CRP nach [80]. Auch korrelierte die Pravalenz von pro-
MMP-1 und C2C, jedoch nicht die von MMP-3 und C2C [80]. Aus der Beziehung
zwischen CRP, pro-MMP-3 und pro-MMP-1 kann abgeleitet werden, dass eine
Inflammation mit einer erhéhten Pravalenz von pro-MMP-3 assoziiert ist. Dabei ist zu
vermuten, dass infolge dessen die Pravalenz von MMP-3 steigt und die
nachgeschalteten Stoffwechselwege aktiviert werden. Daraus folgend kdnnte es zu
einer Degradation des Knorpels kommen. Es wirde vermehrt pro-MMP-1 aktiviert und
der Abbau der Knorpelmatrix vorangetrieben. Diese Beobachtungen untermauern die
These von Pelletier et al., wonach pro-MMP-1 eine Funktion in der inflammatorischen
Phase besitzt [88].

Die Bedeutung von pro-MMP-1 bei der initialen Kniegelenksschadigung und der
Kniegelenksarthrose ist nicht vollstandig geklart. Es kann jedoch davon ausgegangen
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werden, dass pro-MMP-1 am Prozess der Knorpeldegradation nach traumatischer
Kniegelenksschadigung und Kniegelenksarthrose beteiligt ist. Zudem scheint es
moglich, diesen Marker zur Verlaufskontrolle bei Kniegelenksschadigungen zu nutzen,
da es im zeitlichen Verlauf eine Abnahme zeigt. Dies bedarf jedoch weiterflUhrender
Untersuchung.
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4.2.2 MMP-3

MMP-3 spielt eine zentrale Rolle im Knorpelstoffwechsel, da es multiple Eigenschaften
besitzt [124]. Zum Einen ist es in der Lage, Kollagen Typ Il zu spalten. Eine andere
Eigenschaft liegt aber darin, auch Typ IX zu degradieren und so das kollagene
Netzwerk zu destabilisieren [32] [80] Zum Anderen kann MMP-3 weitere pro-MMP’s,
hier insbesondere pro-MMP-1 und -13, aktivieren [88] [90] [116].

Nach Kniegelenkstraumata und bei der Arthrose wurden erhéhte Konzentrationen der
untersuchten Marker gefunden [46] [124]. Diese befanden sich signifikant Gber denen
Gesunder [43] [44]. Wir konnten eine signifikant erhéhte Pravalenz von MMP-3 in der
Trauma-Gruppe im Vergleich zur OA-Gruppe beobachten. Tchetverikov et al. stellten
ebenfalls einen signifikanten Anstieg von pro-MMP-3 in der Synovia der Trauma-
Gruppe gegentber der Gonarthrose-Gruppe fest und beide wiederum wiesen eine
signifikant héhere Pravalenz gegeniber Gesunden nach. Dabei hatte eine erhéhte pro-
MMP-1 und -8 Pravalenz eine ansteigende MMP-1-Aktivitdt zur Folge [46]. Dies
unterstitzt die These, dass einer der Hauptfunktionen von MMP-3 die Aktivierung
anderer MMPs ist [88] [90] [42]. Durch diese Aktivierungsfunktion in Verbindung mit der
0.g. Korrelation von pro-MMP-3 mit MMP-1 und der Funktion von MMP-3 Kollagen Typ
IX zu degradieren [32], kommt es zu einem synergistischen Effekt, bei dem MMP-3 das
kollagene Netzwerk destabilisiert und gleichzeitig die Enzyme, die fUr den weiteren
Abbau bendtigt werden aktiviert. Dies kénnte bei den héheren Pravalenzen von MMP-3
in der Trauma-Gruppe im Vergleich zur OA-Gruppe von Bedeutung zu sein. Eine
Korrelation der erhdhten Pravalenz von MMP-3 mit C2C konnten wir nicht nachweisen.
Daher scheint die Pravalenz von MMP-3 keinen direkten Einfluss auf den spezifischen
Stoffwechselpfad, welcher durch C2C bestimmt wird, zu haben. Dies wird ebenfalls
durch Fraser et al. bestatigt, die auch keine Korrelation zwischen pro-MMP-3 und C2C
beobachteten [80]. Daher missen die nachgeschalteten Stoffwechselwege weiter
untersucht werden, um zu analysieren, welche Enzyme im Verlauf aktiviert werden und
wie der Degradationsprozess voranschreitet. Die Frage, die sich hierbei stellt ist, ob es
dabei zu einer Degradation oder zu einem Remodeling kommt?

Weiterhin konnten wir nach unseren Erkenntnissen erstmalig bei traumatischer
Kniegelenksschadigung eine Korrelation von MMP-3 mit pro-MMP-13 nachweisen.
Tchetverikov et al. untersuchten pro-MMP-3 und pro-MMP-13 bei Patienten mit
Arthrose und Gesunden. Dabei lieB sich pro-MMP-13 in keiner Gruppe nachweisen
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[43]. In der Literatur wurde die Aktivierung von pro-MMP-13 durch MMP-3, -2 und -14
nachgewiesen [88] [90]. Wir konnten in der vorliegenden Studie keine Korrelation
zwischen MMP-3 und pro-MMP-13 in der OA-Gruppe aufzeigen. Es wird angenommen,
dass MMP-13 im Rahmen eines Remodelingprozesses aktiv ist, worauf im n&chsten
Kapitel 4.2.3 (pro-MMP-13) n&her eingegangen werden soll. Ob dieser Stoffwechselweg
lediglich nach Trauma oder auch bei der Arthrose existiert, bedarf jedoch noch weiterer

Abklarung.

Durch die multiplen Funktionen besitzt MMP-3 eine potentiell zentrale Rolle im
Knorpelstoffwechsel und auch in der Arthrosepathogenese. Die Méglichkeit, Kollagen
vom Typ Il zu degradieren scheint eher von untergeordneter Bedeutung. Eine
wichtigere Funktion scheint die Degradation des Kollagens vom Typ IX beizukommen,
wodurch das kollagene Netzwerk destabilisiert wird. Diese Stoffwechselwege wurden
bereits zum Teil aufgeklart. Die Eigenschaft des Aktivators anderer MMP’s kann eine
zentrale Rolle in der Arthrosepathogenese und mdglicherweise sogar die wichtigste
Funktion darstellen. MMP-3 ist dabei in der Lage auch die MMP’s zu aktivieren, die
sonst nur Uber verschieden Stoffwechselwege erreichbar sind. Hier sei zum Einen die
Aktivierung von pro-MMP-1 (ber den plasminogen aktivator Urokinasetyp (u-PA) und
zum Anderen pro-MMP-13 erwahnt. Pro-MMP-13 ist normalerweise nur tber den MT1-
MMP Pfad aktivierbar. Zum Therapiemonitoring bzw. als prognostischer Faktor
beziglich der Entwicklung einer sekundaren, posttraumatischen Kniegelenksarthrose ist
pro-MMP-3 respektive seine aktivierte Form in Assoziation mit der lokalen
Konzentration post Trauma sowie dem weiteren Konzentrationsverlauf in Erwagung zu

ziehen. Daflir waren weiterflihrende longitudinale Studien erforderlich.
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4.2.3 Pro-MMP-13

In der tieferen Zone des Gelenkknorpels kommt MMP-13 in einer hdheren
Konzentration vor als in der superfiziellen Zone [63]. Es besitzt eine hohe
Substratspezifitat fir Kollagen Typ Il und ist in der Lage, dieses Kollagen an definierter
Stelle zu spalten [116] [125]. Die so entstandenen Bruchstlicke werden von MMP-2 und
-9 weiter degradiert [75] [125].

Die Rolle von pro-MMP-13 nach Kniegelenkstraumata ist, ebenso wie bei der initialen
Kniegelenksarthrose, aufgrund der lickenhaften und widersprichlichen Datenlage noch
nicht vollstandig geklart. Pro-MMP-13 kann im Gelenkknorpel nachgewiesen werden
und in seiner aktivierten Form Matrixbestandteile degradieren [116] [127] [128]. Nach
Kniegelenkstraumata und bei der Kniegelenksarthrose ist pro-MMP-13 in der Synovia
und im Gelenkknorpel gegeniber Gesunden signifikant erhéht [43] [112] [115]. Dabei ist
MMP-13 derzeit Gegenstand der aktuellen Arthroseforschung [127] [128]. Bisher
scheiterte der therapeutische Ansatz einer Inhibition von MMPs an mangelnder
Selektivitat und daraus folgenden Nebenwirkungen [127] [128]. Eine selektive Inhibition
von MMP-13 wurde beschrieben und die Wirksamkeit in Studien nachgewiesen [127]
[128].

Wir haben nach unseren Erkenntnissen erstmals in einer humanen Studie bei
traumatischer Kniegelenksschadigung pro-MMP-13 in der Synovia nachgewiesen.
Dabei lag die Pravalenz von pro-MMP-13 in der Trauma-Gruppe im Vergleich zur OA-
Gruppe signifikant niedriger. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Kontrast
zur Studie von Tchetverikov et al. Sie konnten pro-MMP-13 weder bei
Kniegelenksarthrose noch Gesunden nachweisen [43]. Dagegen detektierten Kim et al.
eine signifikant ernéhte Pravalenz von pro-MMP-13 in der Synovia von Patienten mit
Kniegelenksarthrose [115]. Auch in Tierversuchen konnte pro-MMP-13 posttraumatisch
nachgewiesen werden. Wei et al. stellten bei Versuchstieren nach Traumata und bei
Arthrose jeweils eine signifikant hdéhere Pravalenz von pro-MMP-13 gegeniber
Gesunden fest [112]. Die héchste Pravalenz trat hierbei in der Trauma-Gruppe auf,
welche gegentber der OA-Gruppe signifikant erhéht war [112]. Andere Tierstudien
bestatigen diese Ergebnisse [41] [63] [107]. Somit geht die Uberwiegende Anzahl der
Literatur von einer signifikant erhdhten Pravalenz von pro-MMP-13 nach Trauma im
Vergleich zur Arthrose aus — humane Studien liegen dabei nicht vor.
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In der Studie von Tchetverikov et al. kdnnte der gewdahlte Untersuchungszeitpunkt, im
Durchschnitt bestand die Erkrankung ca. funf Jahre, eine Ursache der mangelnden
Nachweisbarkeit von pro-MMP-13 sein. Denkbar waren jedoch auch verbesserte
Nachweismethoden in den anderen Studien (es wurden nicht dieselben ELISA-Kits
verwendet). Weshalb sich die vorliegende Studie nicht mit den zitierten Tierstudien
deckt, l&sst sich aus den Daten nicht abschlieBend klaren.

Die Verteilung von pro-MMP-13 innerhalb des Knorpels ist unterschiedlich. Es findet
eine Konzentrationszunahme von der superfiziellen zur tiefen Zone hin [63]. Zudem
findet eine progrediente Pravalenzzunahme nach einem Trauma statt, welche im
Verlauf in der tiefen Zone ein Plateau erreicht [63]. Pelletier folgert daraus, dass MMP-
13 eine Rolle in der Remodeling-Phase der Arthrose spielt [88]. Ein mdglicher Grund flr
unsere Beobachtung mag sein, dass MMP-13 infolge seiner unterschiedlichen
Pravalenz im Gelenkknorpel erst bei fortgeschrittenem Knorpelschaden bzw.
endgradiger Kniegelenksarthrose vermehrt freigesetzt wird. Pro-MMP-13 scheint nach
unseren Beobachtungen, eher in der Endphase der Kniegelenksarthrose eine Rolle zu
spielen. Da eine selektive Inhibition von MMP-13 nachgewiesen ist [116] [127] [128],
werden weitere Forschungsergebnisse zum EinfluB auf die Pathogenese der Arthrose
und zur Wirksamkeit dieses Therapieansatzes erwartet. In vorliegender Studie konnte
nach unserer Erkenntnis erstmalig eine umgekehrt proportionale Korrelation des Serum
CRP mit pro-MMP-13 in der Trauma-Gruppe nachgewiesen werden.

Die Aktivierung der untersuchten MMP’s erfolgt wie bereits erwéhnt lber verschiedene
fein abgestimmte Stoffwechselwege, die sich zum Teil Gberschneiden. Pro-MMP-1 wird
u.a. von MMP-3 [90] und pro-MMP-13 von MMP-3, MMP-2, MT1- und MT2-MMP
aktiviert [88] [42]. Wir konnten unseren Erkenntnissen nach erstmalig eine signifikante
Korrelation von pro-MMP-1 mit pro-MMP-13 in der Trauma-Gruppe beobachten. Eine
Aktivierung von pro-MMP-13 durch MMP-1 oder umgekehrt ist nicht beschrieben. Die
0.g. Korrelation l&sst sich schlissig Uber den bereits bekannten Pfad von MMP-3
erklaren [88] [90]. Denkbar ware auch ein intrazellularer Signalweg, der gleichzeitig den
u-PA sowie die MT-MMP’s (MT1- und MT2-MMP) aktiviert und mithin die
extrazellularen Stoffwechselwege frei gibt [90]. Dies ist bisher noch nicht abschlieBend
erforscht, so dass weitere Untersuchungen notwendig sind, um die Vorgédnge und deren
Regulation aufzudecken.
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Die Konzentration von pro-MMP-13 unterschied sich in der OA- und Tauma-Gruppe
signifikant. Pro-MMP-13 ist ebenso bei der Arthrose gegeniiber Gesunden erhéht. So
kann pro-MMP-13 mdéglicherweise sowohl nach Trauma als auch bei der Arthrose von
Bedeutung sein.

4.2.5 TIMP-1, TIMP-2, CPIl und C2C

MMP’s werden verschiedenartig auf transkriptionaler, posttranskriptionaler und
extrazellularer Ebene reguliert [88]. TIMP’s wirken auf extrazellularer Ebene und
werden ebenso wie die MMP’s von Chondrozyten synthetisiert [124]. Sie binden an die
Zinkabhangige aktive Domane der MMP’s und inhibieren diese [88]. TIMP-1 und -2
wurden im Gelenkknorpel nachgewiesen [88].

Nach Kniegelenkstraumata und Kniegelenksarthrose kommte es zu einer Erhéhung der
TIMP’s [124], wobei die initiale Pravalenz von TIMP-2 nach Trauma Uber der Arthrose
liegt [45] [47]. Ebenso wird vermutet, dass TIMP-2 nicht nur an der Inhibition der MMP’s
beteiligt ist, sonder auch als Inhibitor der Vaskularisation beteiligt ist [133].

Wir konnten ebenfalls eine signifikant héhere Pravalenz von TIMP-2 in der Trauma-
Gruppe im Vergleich zur OA-Gruppe nachwiesen. Aufgrund der signifikant
differierenden Pravalenz  bei  traumatischer  Kniegelenksschadigung und
Kniegelenksarthrose, scheinen sich beide Gruppen in der Regulation von TIMP-2 zu
unterscheiden. Es ist mdglich, dass in der Trauma-Gruppe die Promotoren oder in der
OA-Gruppe die Inhibitoren erhéht sind. Da TIMP’s die MMP’s regulieren ist es
wahrscheinlich, dass dieser signifikante Unterschied durch eine unterschiedliche
Expression und Aktivierung spezifischer MMP’s bedingt ist. Ebenso ist es mdglich, dass
TIMP-2 eine ambivalente Rolle in der Arthrosepathogenese hat. Zum Einen die
Inhibition von MMP’s, zum Anderen die Regulation einer Neovaskularisation. Dies muss
aber durch weitere Forschung evaluiert werden.

Ebenso ist die Pravalenz von TIMP-1 nach Trauma im Vergleich zur Arthrose und
letzteres ebenfalls signifikant gegenltber Gesunden erhéht [108] [43] [46] [124]. Dabei
korreliert die Pravalenz mit dem Ausmalf des Knorpelschadens nach Outerbridge [108].
Wir konnten jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Trauma- und OA-Gruppe
hinsichtliche des TIMP-1 finden. Dies deckt sich nicht mit den Ergebnissen von
Tchetverikov et al. hinsichtlich des im Studienverlauf gemessenen TIMP-1 [46]. Dieser
konnte initial eine signifikant erhéhte Pravalenz von TIMP-1 in der Trauma-Gruppe
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nachweisen, welche sich im Verlauf der OA-Gruppe annaherte. [46]. Daher ist es
moglich, dass TIMP-1 in der Trauma- und OA-Gruppe im Verlauf eine ahnliche Aufgabe
hat. Unterschiedliche Ergebnisse kdnnen wie bereits erwahnt auch aufgrund von
unterschiedlichen Studiendesigns herriihren. Ebenso ist es maoglich, dass ein
unterschiedlicher Untersuchungszeitpunkt zu diesen Ergebnissen geflhrt hat. Aus den
vorhandenen Daten kénnen keine Rickschlusse auf die Unterschiede in der initialen
Phase nach Trauma geschlossen werden. Daher missen sich weitere Studien dieser
Frage anschlie3en.

In Zusammenschau mit den obigen Ergebnissen und dem vorangegangenen Kapitel
(MMP’s) lasst sich ableiten, dass es nach einem Trauma und bei Arthrose zu einer
verstarkten Synthese von pro-MMP-1, MMP-3 und TIMP-1 kommt. Eine Regulation
dieser MMP’s durch TIMP-1 ist daher naheliegend. Wir konnten in der OA-Gruppe eine
signifikante Korrelation von TIMP-1 mit MMP-3 nachweisen. Hieraus lasst sich
vermuten, dass TIMP-1 im Rahmen der Arthrose ein wichtiger Inhibitor von MMP-3
darstellt. Dabei kommt es zu einer gleichsinnigen Synthese dieser Marker. Dies gewinnt
umso mehr Bedeutung, da MMP-3 eine zentrale Rolle in der Aktivierung verschiedener
MMP’s spielt.

Diese Aussage spiegelt sich ebenfalls in folgendem Ergebnis. Wir wiesen unseren
Erkenntnissen nach erstmalig bei traumatischer Kniegelenksschadigung eine
umgekehrt proportionale Korrelation von TIMP-1 mit C2C nach. Wei et al. wiesen im
Tiermodell eine signifikant héhere Pravalenz von C2C in der OA- und Trauma-Gruppe
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe nach. Dabei war die hdchste Pravalenz in
der Trauma-Gruppe, die niedrigste bei Gesunden [112]. C2C entsteht bei der
Degradation von Kollagen Typ Il, wobei die Pravalenz von C2C die Menge des
degradierten Kollagens widerspiegelt [17]. Nach einem Trauma und bei der
Kniegelenksarthrose wird Kollagen Typ Il degradiert, was eine erhéhte Pravalenz von
C2C erklart [112]. Fraser et al. wiesen eine Korrelation von C2C mit dem CRP aber
nicht mit CPII nach [80]. Dies wirde bedeuten, dass bei einer floriden Inflammation
gréBere Mengen an Kollagen abgebaut werden [80]. Diese Befunde passen zum
gemeinsamen Anstieg von CRP, pro-MMP-1 und MMP-3 in unserer Arthrose-Gruppe.
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4.3 Korrelation TIMP-2 in Synovia und Erkrankungsalter
Als gemeinsame Endstrecke der zur Arthrose fihrenden Genese wird eine Dysbalance

zwischen Matrixauf- und Matrixabbau zu Gunsten des Abbaus angenommen [70] [88].
Dies fihrt dann im Verlauf zum Verlust von Matrixbestandteilen [88]. Aus
Untersuchungen mit TIMP-2 knockout Mausen konnte gezeigt werden, dass diese eine
deutlich schwerwiegende Arthrose entwickeln als die vom wild-Typ [133]. Weiterhin
scheint eine Neoangiogenese in den ehemals avascularen Knorpel eine Rolle zu
spielen [133]. TIMP-2 kann potentiell im Rahmen des Arthroseprozesses beteiligte
MMP’s inhibieren. Jedoch wird angenommen, dass dies nicht die primare Funktion sei,
sondern die Inhibition der Angiogenese [133]. Daher untersuchten wir den Einflu3 von
TIMP-2 auf das Erkrankungsalter.

Nach unseren Erkenntnissen wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig untersucht, ob
Matrix-degradierende Proteasen und deren Inhibitoren mit dem Erkrankungsalter
korrelieren. Das ,Erkrankungsalter® wurde dabei als Zeitpunkt definiert, an dem
aufgrund einer endgradigen, symptomatischen Kniegelenksarthrose ein vollstandiger
Gelenkoberflachenersatz in unserer Klinik durchgefihrt wurde. Im Rahmen der Analyse
konnte festgestellt werden, dass in der FOA-Gruppe (Alter < 60 Jahre) TIMP-2
signifikant niedriger war als in der MOA- (Alter 60—69 Jahre) und SOA-Gruppe (Alter
>70 Jahre). Gleichzeitig korrelierte eine niedrige Pravalenz von TIMP-2 signifikant mit
einem frihen Erkrankungsalter.

Aus den Ergebnissen kann gefolgert werden, dass eine frih auftretende
Kniegelenksarthrose durch eine verminderte Inhibition Matrix-degradierender Faktoren
und verringerte Inhibition der Neoangiogenese Uber eine niedrige Pravalenz von TIMP-
2 mitbedingt sein kann. TIMP-2 kénnte aus diesem Grund ein prognostischer Marker

sein.

4.4 Korrelation untersuchter Marker in Serum und Synovia

Serumparameter spiegeln den Stoffaustausch im gesamten Organismus beispielsweise
im Zusammenhang mit der Zellmigration, dem Knochenwachstum, der Spermienreifung
und Wundheilung, aber auch mit pathologischen Prozessen wie Tumorwachstum und
Autoimmunerkrankungen wider [91]. MMP’s kénnen in der Synovia und im Serum
nachgewiesen werden [66], jedoch ist die Studienlage zur Korrelation der
Konzentrationen in den beiden Kompartimenten kontrovers und Ilickenhaft. LieBe sich
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eine Korrelation zwischen den untersuchten Markern zwischen Serum und Synovia
herstellen, so kdnnte die risiko- und schmerzbehaftete Kniegelenkspunktion durch eine
risikoarme Blutentnahme ersetzt werden. Weiterhin stinde damit eine einfache
Methode fir die Verlaufsbeurteilung zur Verfigung.

In der vorliegenden Studie konnte keine Korrelation der untersuchten Marker zwischen
Serum und Synovia beobachtet werden.

Andereya et al. untersuchten die Pravalenz von pro-MMP-1, pro-MMP-3, pro-MMP-13
und TIMP-1 in Serum und Synovia bei fortgeschrittener Kniegelenksarthrose und
rheumatoider Arthritis [66]. Alle MMP’s bis auf pro-MMP-13 wiesen in der Synovia
deutlich héhere Pravalenzen auf als im Serum. Pro-MMP-13 lag dagegen im Serum in
einer dreifach héheren Konzentration vor. Eine Korrelation in Serum und Synovia wurde
jedoch nicht festgestellt. Ribbens et al. [49] stellten eine erhdéhte Konzentration von
MMP-3 bei rheumatischen Erkrankungen im Serum fest. Bei nicht-rheumatischen
Erkrankungen wurden hingegen Normwerte gemessen. Tchetverikov et al. untersuchten
die Pravalenzen von pro-MMP-1, pro-MMP-3, pro-MMP-13, pro-MMP-8, pro-MMP-9
und TIMP-1 in der Synovia und im Serum bei Patienten mit Arthrose sowie
rheumatoider Arthritis und verglich diese mit gesunden Kontrollen [43]. Dabei zeigten
sie bei Patienten mit rheumatoider Arthritis eine signifikante Korrelation zwischen
Synovia und Serum fir pro-MMP-8 und -9 [43].

Aus den vorliegenden Daten kann letztenendes nicht eindeutig geklart werden, ob sich
das lokale Geschehen im Gelenk systemisch widerspiegelt. Mdglicherwiese lassen sich
auch nicht samtliche MMP’s, sondern nur wenige aus der Synovia mit dem Serum
korrelieren. Tchetverikov et al. wiesen eine Korrelation von pro-MMP-8 und -9 nach.
Sind erst die komplexen Stoffwechselwege bei Arthrose in der Synovia verstanden,
kénnte es moglich sein, die Prozesse Uber die im Serum detektierbaren MMP’s
abzubilden. Es ist aber auch mdglich, dass sich die notwendigen Marker, respektive die
hier untersuchten, bei traumatischer Kniegelenksschadigung und Kniegelenksarthrose
sich wie in unserer Studie nicht in veranderten Serumspiegeln wiederfinden. Daher sind
weitere Untersuchungen zur Korrelation ausgewahlter Marker in Serum und Synovia

notwendig.
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4.5 CRP nach traumatischer und chronischer Kniegelenksschadigung

im Serum

Im Verlauf der Arthrose spielt die Inflammation eine wichtige Rolle [57]. Entziindungen
gehen Ublicherweise mit einem erhéhten Serum-CRP einher [57] [82]. Weiterhin wurde
in der Literatur beschrieben, dass schon in friihen radiologischen Stadien nach Kellgren
& Lawrence ein signifikant erhéhtes Serum CRP auf einen protrahierten Verlauf der
Erkrankung hinweist [51] [110] [52].

Die Synthese des CRP wird Uber pro-inflammatorische Mediatoren wie z.B. IL-1, IL-6,
TNF-a, -B oder Interferon-y reguliert. Bei Gewebsverletzungen Ubernimmt das CRP
immunmodulatorische Funktionen und aktiviert das Komplementsystem. Im Verlauf
einer Arthrose wird eine progrediente inflammatorische Komponente deutlich [57],
welche zu einer Erhdhung des Serum-CRP’s flihren kann.

Bei unseren Untersuchungen war die Pravalenz des Serum CRP in der OA-Gruppe
signifikant héher als in der Trauma-Gruppe. Daraus lasst sich schlieBen, dass
zumindest in den hier untersuchten Phasen bei der Kniegelenksarthrose eine starkere
Inflammation besteht als mindestens sechs Wochen oder mehr nach einem Trauma.
Darliber hinaus lieBen sich weitere Korrelationen zwischen dem Serum-CRP’s und
anderen Biomarkern finden, welche bereits im Kapitel 4.2.1 (pro-MMP-1) und 4.2.3 (pro-
MMP-13) beschrieben wurden.

4.6 Bedeutung des BMI bei chronischer und traumatischer
Kniegelenksschadigung

Mechanische Faktoren wie Adipositas wirken pradisponierend auf die Entstehung einer
Arthrose, wobei insbesondere das Risiko an den groBBen gewichtstragenden Gelenken
steigt [62]. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit Uberprift, ob eine
Assoziation zwischen den untersuchten Markern und dem BMI bestand.

Es konnte eine signifikante Korrelation zwischen BMI und CPII nachgewiesen werden.
CPIl entsteht bei der Quervernetzung kollagener Fibrillen und ist somit ein Indikator fir
die Kollagensynthese [73]. Daraus lasst sich schlieBen, dass ein hoher BMI eine
verstarkte Kollagensynthese zur Folge hat. Dies kénnte als Reaktion des Knorpels auf
einen erhéhten Druck sein, vergleichbar mit der Zunahme der Knochendichte auf
erhdhte Belastung. Diese Beobachtung steht jedoch im Widerspruch zur Literatur, die
hohes Gewicht als Risikofaktor fir das Entstehen einer Arthrose darstellt [62]. In Folge
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dessen es dann zu einer verminderten Synthese von CPIl kommt. Eine Korrelation
zwischen C2C und dem BMI, was eine Verbindung von Gewicht zum Knorpelabbau
herstellen wirde, lieB3 sich in der vorliegenden Arbeit nicht nachweisen. DarUber hinaus
konnte kein weiterer Zusammenhang zwischen den untersuchten Markern und dem

BMI hergestellt werden.

4.7 Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Scores

Das subjektive Patientenempfinden wurde mittels KOOS bewertet. Die OA-Gruppe wies
beim KOOS in vier von finf Subscores sowie in dem Gesamt-Score signifikant
schlechtere Ergebnisse auf als die Trauma-Gruppe. Lediglich in dem Subscore ,Sport*
unterschieden die beiden Gruppen sich nicht. Bei diesem Subscore befand sich der
Median beider Gruppen im unteren Fiinftel der Skala. Somit erlebten Patienten beider
Gruppen die gréBten Einschrankungen bei sportlicher Betatigung.

In der OA-Gruppe korrelierte pro-MMP-1 umgekehrt proportional signifikant mit dem
Symptom-Subscore. Dies bedeutet, je schwerwiegender die Symptome, je héher ist die
Konzentration von pro-MMP-1. Eine gleiche Beziehung bestand zwischen pro-MMP-13
und dem QolL-Subscore. Auch hier fand sich ein signifikant umgekehrte proportionale
Korrelation.

Die Untersuchungsergebnisse visualisieren die subjektive Einschrankung der
Kniegelenksarthrosepatienten, die zur Operation anstanden. Nach Kellgren & Lawrence
waren die Patienten der OA-Gruppe dem Erkrankungsgrad 4 zuzuordnen. Daher
decken sich die Ergebnisse des KOOS mit denen der Bildgebung und Diagnose.

In der Trauma-Gruppe korrelierte C2C umgekehrt proportional signifikant mit den
Subscores Symptome, Schmerzen und dem Gesamt-Score. Weiterhin korrelierte das
CRP mit dem Symptom-, QoL- und Gesamt-Score. Daraus kann gefolgert werden, dass
eine vermehrte Degradation der Knorpelbestandteile zu vermehrten Beschwerden fihrt.
Kombiniert man diese Beobachtung mit den Befunden aus der Literatur [80], die
ebenfalls eine signifikante Korrelation von C2C mit dem CRP beschrieb, kénnte
geschlussfolgert werden, dass diese Beschwerden durch eine lokale Inflammation in
dem betreffenden Gelenk erklart werden kdnnte. Die Korrelation des CRP mit dem
Symptom-, QoL- und Gesamt-Score unterstiitzt diese These.
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Nach derzeitigem Erkenntnisstand existieren bislang keine Studien, die diese Thematik
zum Gegenstand haben. Daher sind weitere Untersuchungen notwendig, um diese

Korrelationen zu verifizieren.
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4.8 Schlussfolgerung

Es konnte eine signifikant héhere Pravalenz von pro-MMP-1 und MMP-3 nach Trauma
als in der OA nachgewiesen werden. Diese Faktoren kdénnen als Co-Faktor einer
sekundaren und als Schllsselfaktoren einer primaren Arthrose erwogen werden. Eine
Einflussnahme auf die Inflammation bei Gonarthrose ist eventuell Uber pro-MMP-1
moglich.

Das nach Trauma gegeniber der OA-Gruppe signifikant erhéhte TIMP-2 kann als
Gegenregulation bewertet werden. Die niedrige Pravalenz bei der Arthrose ist
moglicherweise eine Fehlregulation, welche u.a. zur Degradation des Knorples und
Neovaskularisation fuhrt. TIMP-1 ist mdglicherweise als ein wichtiger Regulator des
Knorpelabbaus nach Trauma sowie als Co-Faktor bei der Inhibition von MMP-3 bei der
Arthrose zu werten.

Bezlglich der Evaluation von Risikomarkern fir eine friihzeitige Arthroseentstehung fiel
TIMP-2 durch ein signifikant vermindertes Vorkommen in der FOA gegentber der MOA
und SOA auf und korrelierte ebenfalls signifikant mit einem friihen Erkrankungsalter.
Unter Berlcksichtigung der vorliegenden Ergebnisse, ware UOber TIMP-2 eine
therapeutische Méglichkeit zur Pravention und Prognose der Arthrose in Betracht zu
ziehen.

Pro-MMP-13 ist bei einer frihen Erkrankung an einer Kniegelenksarthrose nicht mit
einer erhdhten Synovia-Konzentration gegenlber den Vergleichsgruppen assoziiert. Die
Verwendung als prognostischer Risikofaktor fir eine friihe Erkrankung an einer
Kniegelenksarthrose ist bis Dato nicht abschlieBend geklart. Die therapeutische
Verwendung ist aufgrund seiner, im Vergleich zu anderen MMP’s differierenden

Tertiarstruktur, aussichtsreich.
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5 Anhang

5.1 Abklrzungsverzeichnis

ADL

BMI

Ca2C

CPII

CRP
DMOAD
ELISA
FOA

IGF-1

IL

IL1_ser
IL1_syn
IL-1B
IL-1RA
KOOS

Lig.

M.

MMP

MOA

MRT
MWU-Test
OA-Gruppe
OATS
u-PA

QoL

SOA
SYSADOA
TGF-B
TIMP
TNF-a

Aktivitaten des taglichen Lebens; engl. Activities of daily life
Body-Mass-Index

Kollagen Typ Il Neoepitop

Prokollagen-llc-Propeptid

C-reaktives Protein

Disease Modifying Osteoarthritis Drugs
Enzyme-linked immunosorbent assay
Frihe-OA-Gruppe

Insulin-like growth factor 1

Interleukin

ELISA-Wert von Interleukin gemessen in dem Serum
ELISA-Wert von Interleukin gemessen in der Synovia
Interleukin-1-beta

IL-1-Rezeptorantagonist

Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score
Ligamentum

Musculus

Matrix-Metalloproteinasen

Mittlere-OA-Gruppe
Magnet-Resonanz-Tomographie
Mann-Whitney-U-Tests

Arthrose-Gruppe

autologe Knorpel-Knochen Transplantation
plasminogen aktivator Urokinasetyp

Quality of life

Spate-OA-Gruppe

Symptomatic Slow Acting Drugs in Osteoarthritis
Transforming-growth-factor-beta

Tissue Inhibitor Matrix-Metalloproteinase
Tumornekrosefaktor-alpha
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