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1. Einleitung

1.1. Krankheitsbild der Osteoarthrose

Die Osteoarthrose ist ein multifaktorieller Prozess, in welchem mechanische, aber auch biologi-
sche Faktoren das Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau des Gelenkknorpels destabili-
sieren und so zur progressiven Knorpeldestruktion fihren (Fernandes et al., 2002). Sie definiert
des Weiteren den Rahmen einer Endstrecke vieler unterschiedlicher Prozesse, welche den Ge-
lenkknorpel schadigen. In diesen Prozess ist das gesamte Gelenk mit einbezogen, welches den
subchondralen Knochen, den medialen und lateralen Meniskus, die Ligamente, die periartikulére
Muskulatur, die Gelenkkapsel und die Synovialmembran beinhaltet (Buckwalter und Martin,
2006). Die Osteoarthrose ist durch Schmerzen und Dysfunktion im jeweiligen Gelenk charakte-
risiert, in fortgeschrittenen Phasen auch durch Gelenkkontrakturen, Muskelatrophien und

Extremitatendeformitéaten (Felson, 2006).

1.2. Pathophysiologie des Osteoarthrose-Prozesses

Verschiedene Griinde kénnen zu einer Schadigung der Chondrozyten und der Knorpelgrundsub-
stanz fuhren, durch welche dann die Arthrose ausgeldst wird und progredient fortschreitet. Zwei
Pathogenesekonzepte, das biomechanische und das biochemische, versuchen diese komplexe
Erkrankung zu erkléren (Goldring und Goldring, 2007).

Im biomechanischen Konzept wird davon ausgegangen, dass ein Teil der Arthrosen auf ein pa-
thologisches Bewegungsmuster zuriickzufiihren ist, welches z.B. durch Gelenkinstabilitat nach
Kniegelenkverletzungen entsteht. Die abnormale Belastung eines normalen Knorpels oder die
normale Belastung eines abnormalen Knorpels kann zur Osteoarthrose fihren (Goldring und
Goldring, 2007). Dennoch sind die molekularen Grundlagen dieses Prozesses unklar. Eine mog-
liche Erklarung waére, dass ein repetitiver abnormaler mechanischer Stress auf die Knorpelzellen
die Kapazitat der normalen Regenerationsprozesse uberschreitet (Guilak et al., 2004). Da der
Grund flr die Arthrose bekannt ist, spricht man auch von der sekundéaren Osteoarthrose.

Das biochemische Konzept postuliert einen unbekannten entzindlichen Reiz, welcher durch eine
Freisetzung von Mediatoren, wie Zytokine und Enzyme, die Zellfunktion beeinflusst (Fitzgerald
et al., 2004; Kurz et al., 2005). Da kein Verdacht auf eine traumatische Genese, eine Erkrankung
oder Fehlstellung besteht, wird die klinische Diagnose der priméren oder idiopathischen

Osteoarthrose gestellt. Diese Form kann grundsatzlich in jedem Alter auftreten und alle Auspré-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16530881?ordinalpos=8&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16530881?ordinalpos=8&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

gungsgrade zeigen. Atiologisch gibt es fiir die primare Arthrose bis heute keine einheitliche,
plausible und lickenlose Erklarung. Vermutet wird ein multifaktorielles systemisches Gesche-
hen. Zwillingsstudien legen auch eine genetische Disposition flr diese Erkrankung nahe

(Loughlin, 2001), welche zu einer friihzeitigeren Osteoarthrose fuhren kann (Valdes et al., 2007).

Sowohl die primare, als auch die sekundére Osteoarthrose, fiihren gemeinsam durch Verminde-
rung der Knorpelelastizitat und Proteoglykanverlust zu Ermidungsbriichen der Kollagenfasern,
bis hin zu einem progredienten Knorpelverlust und zu Rissen im Gelenkknorpel. Wenn die Arth-
rose weiter fortschreitet, kommt es zu einer Bildung von Osteophyten, Pseudonekrosen (Rhaney
und Lamb, 1955) und einer leichten entziindlichen Reaktion der Synovialmembran (Benito et al.,
2005).

1.3. Pravalenz und Inzidenz der Osteoarthrose

Die Pravalenz der Osteoarthrose steigt mit dem zunehmenden Alter an. Uber 30 % der Menschen
uber 45 Jahren berichten tiber Symptome wie Gelenksteifigkeit, intermittierende, mit dem Akti-
vitatsgrad assoziierte Schmerzen, bis hin zu einem permanenten Verlust der Beweglichkeit

(Felson, 2006).

Mehr als 75 % der Menschen Uber 65 Jahren leiden an einer Osteoarthrose, bei denen mehr als

ein Gelenk involviert ist (Felson, 1995).

Die Inzidenz der Arthrose steigt nach dem 40. Lebensjahr rapide an. Fir die meisten Gelenke,
wie z.B. das Kniegelenk, ist die Inzidenz bei Frauen hoher als bei Mannern (Oliveria et al.,
1995).

1.4. Verteilung, Symptome und Risikofaktoren der Osteoarthose

Grundsétzlich kann sich die Osteoarthrose an allen Gelenken manifestieren. Die primére
Osteoarthrose zeigt sich selten am Sprunggelenk, Handgelenk, Ellenbogen oder an der Schulter.
Haufiger ist die Inzidenz am Kniegelenk, gefolgt vom Hiuiftgelenk, den Fingerendgelenken, den
Fingermittelgelenken und an der Wirbelséule, den so genannten Spondylarthrosen (Buckwalter
und Martin, 2006).

Das Risiko fur die Entstehung der posttraumatischen Osteoarthrose scheint am Sprunggelenk,
Handgelenk, Ellenbogengelenk und an dem Schultergelenk mindestens so groR zu sein, wie am
Handgelenk, FuRgelenk, Kniegelenk und Hiiftgelenk (Buckwalter und Martin, 2006).


http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/ristow-gerhard-2003-04-07/HTML/N14F72.html#Rhaney_K_1955
http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/ristow-gerhard-2003-04-07/HTML/N14F72.html#Rhaney_K_1955

Klinische Symptome einer Arthrose sind Morgensteifigkeit, Schmerzen und funktionelle Ein-
schréankungen. Bei dem Verdacht auf eine Arthrose wird neben der Evaluation subjektiver Be-
schwerden, obwohl die klinische als auch die radiologische Diagnostik zur Sicherung des Befun-
des eingesetzt. Bemerkenswert ist, dass ca. 60 % der Patienten mit radiologischen
Arthrosezeichen keinerlei subjektive Beschwerden haben. Kellgren und Lawrence (1957) defi-
nierten radiologische Kriterien, die bis heute Standard der Beurteilung der Gonarthrose sind.

Risikofaktoren der Gonarthrose sind das Geschlecht, die genetische Pradisposition, Adipositas,
eine erhohte Knochendichte und eine vergroRerte Gelenklaxitat. Weitere Risikofaktoren, die zur
sekundaren Arthrose fiihren konnen, sind Gelenkverletzungen, Gelenkdysplasien, eine aseptische
Nekrose, Akromegalie, Morbus Paget, das Ehlers-Danlos-Syndrom, Gelenkinfektionen und die
neuropathische Atrophie im Rahmen von Syphilis, Diabetes oder Syringomyelie (Buckwalter
und Martin, 2006).

Erwiesen ist, dass die Haufigkeitsrelationen der Gonarthrose 1,5:1 bis 4:1 fiir Frauen gegeniiber
den Mannern betragt.

1.5. Kniegelenkverletzungen

Kniegelenkverletzungen sind als wichtiger pradispositionierender Faktor bei der Entwicklung
der Osteoarthrose beschrieben (Englund et al., 2001; Englund et al., 2003; Fairbank, 1948;
Sherman et al., 1988; Ciculttini et al., 2002). Kniegelenkverletzungen, die zu einer posttraumati-
schen Instabilitit oder einer pathologischen Biomechanik flhren, beinhalten vor allem
ligamentédre Verletzungen, Meniskusverletzungen oder Verletzungen der Gelenkkapsel. Ruptu-
ren des vorderen Kreuzbandes (VKB) treten vor allem als Sportverletzungen in der jungeren
Population auf (Arendt et al., 1999; Boden et al., 2000; Miyasaka et al., 1991).

Uber eine erhohte Pravalenz in der Osteoarthrose bei jiingeren Patienten nach Kniegelenkverlet-
zungen wurde berichtet (Daniel et al., 1994; Kannus et al., 1989; Lohmander et al., 2004;
Maletius und Messner, 1999; von Porat et al., 2004). Bis zu 50 % dieser Patienten zeigen in der
bildgebenden Diagnostik nach 12 Jahren degenerative Veranderungen (Lohmander et al., 2004).

Die Effekte des pathologischen Bewegungsmusters nach Kniegelenkverletzungen auf den
Chondrozytenmetabolismus wurden bislang unzureichend untersucht. Doch gibt es Hinweise,
dass mechanischer Stress zu einer Erhohung von entzindlichen Mediatoren fuhrt (Pickvance et
al., 1993). Allgemein gilt, dass eine Gewebeverletzung durch ein Trauma zu einem lokalen und

systemischen Anstieg von proinflammatiorischen Zytokinen fuhrt (Perl et al., 2003; Holzheimer



und Steinmetz, 2000). AuBerdem kann eine kurze Exposition von Chondrozyten mit Blut, wie es
bei einer vorderen Kreuzbandruptur vorkommen kann, zu Apoptosen dieser Zellen fihren
(Hooiveld et al., 2003). Es gibt Hinweise darauf, dass inflammatorische Mediatoren bei der Ent-
wicklung der posttraumatischen Osteoarthrose eine Rolle spielen (Fukui et al., 2001; Sandell und
Aigner, 2001; Kerin et al., 2002; Hedbom und Hauselmann, 2002; Cameron et al., 1997; Came-
ron et al., 1994).

1.6. Aufbau und Funktion der Gelenkkapsel

Die Gelenkkapsel zeigt einen dreischichtigen Aufbau. Die Synovialmembran (Intima synovialis)
befindet sich innen, nach aulRen gefolgt von der subsynovialen Schicht (Subintima) und der fib-
rosen Gelenkkapsel. Die subsynoviale Schicht enthalt Gefal’e und Nervenendigungen und bildet
die Grenzschicht zwischen der fibrésen Gelenkkapsel und der Synovialmembran. Ferner sind
Lymphozyten, Leukozyten, Plasma-, Mast- und Fettzellen in dieser Schicht prasent. Die Archi-
tektur, die Kinetik und Stabilitat wird vor allem durch die fibrése Gelenkkapsel bestimmt. Die
Synovialmembran besteht vorwiegend aus lockerem, zellreichem Bindegewebe, welches reich an
Kollagen und Proteoglykanen ist. Sie setzt sich aus einer zweireihigen Zellschicht mit zwei ver-
schiedenen Typen von Deckzellen (Typ A und Typ B) zusammen. Dazu gehdren die synovialen
Typ-A-Deckzellen, makrophagenéhnliche Zellen, die aus Knochenmarkstammzellen entstehen.
Sie werden dem Monozyten-Makrophagensystem zugeordnet. Funktionell dienen sie zur Im-
munabwehr und Phagozytose. Die synovialen Typ-B-Deckzellen sind Bindegewebszellen, wel-
che die Synovia und Hyaluronsdure bilden. Die Hyaluronsdure verleiht der Synovia die viskdsen
Eigenschaften. Daneben enthalt die Synovia Elektrolyte, Glukose, Laktat und Sauerstoff, und ist
in ihrer Zusammensetzung mit dem Blutplasma vergleichbar. Des Weiteren kommt der
Synovialmembran eine Grenzfunktion zu, wodurch die Diffusion gréRerer Molekile verhindert

wird.

1.7. Zytokine

Zytokine sind eine heterogene Gruppe von lokal wirkenden Glykoproteinen, die eine entschei-
dende Rolle bei den interzelluléren Interaktionen spielen. Sie kommen entweder in l6slicher

Form vor oder sind an die Zelloberflache gebunden.

Zytokine konnen hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Chondrozytenfunktion eingeteilt werden. So
unterscheidet man anabol, katabol, antikatabol/inhibitorisch und modulatorisch wirkende
Zytokine (Goldring und Goldring 2004).
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Die katabolen Zytokine initiieren die Knorpeldestruktion. Die antikatabolen Zytokine inhibieren
die katabol wirkenden Zytokine. Die anabol wirkenden Zytokine stimulieren wiederum Wachs-
tum und differenzierungsférdernde Faktoren, welche in den Chondrozyten die Syntheseaktivitét

steigern.

Tabelle 1 Klassifikation der Chondrozyten-Zytokin Interaktionen (aus S. R. Goldring und M. B. Goldring,
2004).

Katabole Molatorische Antikatabole Anabole

Zytokine Zytokine Zytokine Zytokine

IL-1 IL-6 IL-4 IGF-1

TNF alpha LIF IL-10 TGF-beta 1, 2,3
IL-17 IL-11 IL-13 BMP-2,4,6,7,9, 13
IL-18 IL-1ra

Die modulierend wirkenden Zytokine interagieren zwischen den oben genannten Zytokinen und
steuern deren Aktivitaten. Zytokine wirken sehr gewebespezifisch. Die Interaktion dieser struk-
turell und funktionell ahnlichen Faktoren lauft rdumlich und zeitlich geordnet in einem Netzwerk
von Faktoren ab. Die Integration einzelner Zytokine in diesem Netzwerk beschreibt ein Regula-
tionssystem, in welchem ein Gleichgewicht zwischen inhibitorischen und stimulierenden Effek-
ten herrscht (Goldring, 1999).

1.8. Zytokine in der Osteoarthrose

Zytokine besetzen eine Schlusselrolle in der Entstehung und Aufrechterhaltung degenerativer,
sowie inflammatorischer Erkrankungen, wie der Osteoarthrose und der rheumatoiden Arthritis.
Eine besondere Rolle wird dabei speziell den proinflammatorischen Zytokinen zugeschrieben.
Zu diesen zéhlen Interleukin-1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF alpha). Es wird an-
genommen, dass erst die UberméRige Produktion dieser Zytokine ohne eine adaquate Inhibition
Uber einen langeren Zeitraum den Weg eines progressiven Knorpelverlustes ebnet, welcher un-

willkdrlich zu einer Arthrose fihrt (Fernandes et al., 2002).

Fell und Jubb, (1977) beschrieben erstmalig IL-1 als einen wesentlichen Regulator der
Chondrozytenfunktion. Seine Arbeitsgruppe kultivierte nicht entziindete Schweinesynovialzellen
und beobachtete, dass sich diese Knorpelfragmente zersetzen kénnen. Sie fuhrten diese Fahigkeit
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auf einen in den Synovialzellen produzierten Faktor zurlck, das IL-1 (Fell und Jubb, 1977;
Dingle et al., 1979).

Weitere Studien beobachteten eine &hnliche Aktivitat in Kulturmedien von mononukledren und
synovialen Zellen, welche die Produktion von proteolytisch wirkenden Enzymen stimulieren
(Dayer et al., 1977; Dayer et al., 1984). Anschliel3end konnte dieses Zytokin isoliert und verviel-
faltigt werden. Nun war es mdglich, die isolierte biologische Wirkung genauer zu identifizieren
(Auron et al., 1984; March et al., 1985; Dodge und Pool, 1989; Goldring und Krane, 1987; Lin et
al., 1988; Smith et al., 1989; Stephenson et al., 1987; Wood et al., 1983).

IL-1 Konzentrationen wurden via Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) in der Gelenk-
flissigkeit bei Arthrosepatienten nachgewiesen (Schlaak et al., 1996), allerdings ist die genaue
Quelle des IL-1 noch immer nicht eindeutig bekannt. Dabei gelten die Synovialmembran, ein
Pannus-ahnelndes Gewebe am Rand der Gelenkinnenflache (Shibakawa et al., 2003) und die
Chondrozyten (Melchiorri et al., 1998; Middleton et al., 1996; Moos, 1999; Towle et al., 1997)
als moglicher Syntheseort.

Gegenwartig ist die Wirkung von IL-1 auf die Chondrozyten im Prozess der Osteoarthrose ge-
sichert (Goldring und Goldring, 2007). IL-1 stimuliert die Synthese von Kollagen Typ I und re-
guliert gleichzeitig die Synthese vom knorpeltypischen Kollagen Typ Il herunter. IL-1 stimuliert
den Abbau von Proteoglykanen, die Produktion neutraler Proteinasen und aktiviert Osteoklasten.
Diese wiederum bauen die subchondrale Knochenstruktur ab. AuBerdem hemmt IL-1 die Knor-
pelsynthese, indem es die Synthese von Metalloproteinasen (MMPs), Prostaglandinen und Stick-
oxid fordert (Fosang et al., 1991; Goldring, 1999; Goldring und Goldring, 2004; Di Battista et
al., 2001). Nach der Freisetzung von IL-1 bindet es sich an einen Zellrezeptor und aktiviert eine
Enzymkaskade, wodurch die Transkription im Zellkern induziert wird. IL-1 ist in der Lage, die
Destruktion des Knorpelgewebes zu induzieren und die Regeneration des Knorpelgewebes zu

hemmen (van den Berg und Bresnihan, 1999).

Die biologische Zellaktivierung wird lber IL-1 Rezeptoren (IL-1R) vermittelt. Diese Zellober-
flachenrezeptoren werden in Typ I- und Typ II-IL-1R eingeteilt (Slack et al., 1993). Der Typ I-
IL-1R hat eine hohere Affinitat zu IL-1 beta als zu IL-1 alpha. Beide Typen der IL-1R kdnnen
auch als losliche IL-1 Rezeptoren vorkommen. Die Membranen ungebundener Rezeptoren wir-
ken auch als physiologische Zytokinantagonisten (Attur et al., 2000). Die Konzentration der Typ
I-IL-1R sind in Chondrozyten und synovialen Fibroblasten von den an Osteoarthrose erkrankten
Patienten signifikant erhoht (Martel-Pelletier et al., 1992; Sadouk et al., 1995).
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Der Tumornekrosefaktor alpha (TNF alpha) gehort wie das IL-1 zu den proinflammatorischen
Zytokinen. TNF alpha ist ebenso wie das IL-1 ein Schlusselzytokin der Osteoarthrose. Er ist ein
wichtiger Mediator der Matrixdegradation und das entscheidende Zytokin, welches die Entziin-

dung der Synovialmembran entfacht (Pelletier et al., 2001).

Die TNF-Proform wird von dem Tumornekrosefaktor Converting Enzym (TNF-CE) aktiviert.
TNF-CE befindet sich auf der Zelloberflache und gehort zu der Enzymsubfamilie Adamalysin
(Black et al., 1997). Studien berichteten Uber eine verstérkte Expression von TNF-CE im huma-
nen Knorpel von Patienten mit Osteoarthrose (Amin, 1999). Nach der Sekretion bindet das TNF
alpha sich an zwei spezifische Rezeptoren (TNFR) auf der Zellmembran. Diese zwei TNFR
(Loetscher et al., 1990; Schall et al., 1990) werden nach ihrem Molekulargewicht benannt
STNFR55 und sTNFR75. Der sSTNFR55 ist der dominante Mediator der TNF-Aktivitat auf die
Chondrozyten und synovialen Zellen. Uber eine erhohte Expression von TNFR55 auf diese Zel-
len in der Osteoarthrose wurde berichtet (Alaaeddine et al., 1997; Westacott et al., 1994). Die
I6sliche Form dieser Rezeptoren stabilisiert die molekulare Struktur des TNF alpha in der
synovialen Flissigkeit. So wird dessen Halbwertzeit in der Synovia erhoht. Stark erhdhte Kon-

zentrationen hingegen reduzieren die biologische Aktivitat von TNF alpha (Goldring, 2000).

TNF alpha zeigt eine dhnliche Wirkung auf die Chondrozyten wie IL-1. So stimuliert es bei-
spielsweise die Produktion von MMPs und supprimiert die Knorpelmatrixsynthese (Fernandes et
al., 2002). IL-1 hat jedoch eine 100- bis 1000-fach starkere Wirkung als TNF alpha auf die
Chondrozyten. TNF alpha und IL-1 zeigen einen starken synergistischen Effekt (van den Berg,
2001), wobei IL-1 eher eine entscheidende Rolle bei der Knorpeldestruktion spielt und TNF al-
pha bei der Induktion des Entziindungsprozesses (Zwerina et al., 2007).

1.9. Matrix Metalloproteinasen in der Osteoarthrose

Matrix Metalloproteinasen (MMPSs) sind Zink- und Calcium-abhangige Enzyme, die hauptsach-
lich von Bindegewebszellen als inaktive Vorstufe synthetisiert und sezerniert werden. Aktiviert
werden die MMPs erst nach der Abtrennung einer Pro-Domane. Die MMPs spielen sowohl bei
physiologischen, als auch bei pathologischen Prozessen der Gewebeumstruktierung eine wichti-
ge Rolle (Murphy et al., 2002; Knéuper et al., 2002; Nagase und Okada, 1998; Nagase et al.,
1999). So sind sie in der Lage die extrazellulare Matrix zu degradieren und Wachstumsfaktoren
freizusetzen. Gegenwartig sind 25 MMPs bekannt, welche nach der Reihenfolge ihrer Entde-
ckung nummeriert sind. Daneben konnen diese Enzyme auch nach ihrer Substratspezifitat in

flnf Hauptgruppen eingeteilt werden.
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Diese Gruppen sind die Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine und die mem-
branstdndige Matrix Metalloproteinasen (MT-MMPs). Einige MMPs, wie die Makrophagen-
Elastase (MMP-12), Stromelysin-3 (MMP-11), MMP-19, Enamelysin (MMP-20), Cysteine Ar-
ray Matrix Metalloproteinase (CA-MMP oder MMP-23) und Epilysin (MMP-28) kénnen keiner
dieser Gruppen zugeordnet werden (Murphy et al., 2002). Andere Enzyme wie das MT-1 MMP
(MMP-14) zeigen eine kollagenolytische Aktivitat und sind membranassoziiert, so dass man

diese Enzyme in mehr als eine Kategorie einteilen kann.

Einige MMPs haben in Studien gezeigt, dass sie eine entscheidende Rolle in der Arthrosegenese
spielen. Zu diesen gehéren MMP-1 und MMP-3 (Lohmander et al., 1993; Yoshihara et al., 2000;
Kageyama et al., 2000; Okada et al., 1992; Hembry et al., 1995; Wernicke et al., 1996; Keyszer
etal., 1998; Tolboom et al., 2002; Inoue et al., 2001).

Dabei ordnet man MMP-1 den Kollagenasen zu, welche die Fahigkeit besitzen, die native Tri-
pelhelix fibrillaren Kollagens (Typ I, Typ Il und Typ 1) in charakteristische Fragmente zu spal-
ten. MMP-3 wiederum wird den Stromelysinen zugeordnet, welche eines der breitesten Wir-
kungsspektren der MMP Subgruppen aufweisen. Sie kénnen die meisten Matrixkomponenten
wie Gelatin, Fibronektin, Laminin und Aggrean spalten und andere pro MMPs aktivieren. Sie
werden von synovialen Fibroblasten in der rheumatoiden Arthritis (RA) exprimiert, aber nicht

von normalen synovialen Zellen.

Es ist bekannt, dass die MMPs im physiologischen pH-Bereich ihr Wirkungsoptimum erreichen.
Damit es nicht zum unkontrollierten Abbau des Knorpelgewebes kommt, missen Abbau und
Synthese der extrazelluldren Matrix im Gleichgewicht stehen. Inhibitoren der MMPs, so genann-
te ,, Tissue inhibitors of metalloproteinases* (TIMP), stehen mit den MMPs im gesunden Gelenk
im Gleichgewicht (Gomez et al., 1997). Wenn ein Ungleichgewicht zugunsten der MMPs ent-
steht und ein relativer Mangel an TIMPs vorliegt, kann dies zur progressiven Knorpeldestruktion
fihren (Dean et al., 1989; Martel-Pelletier et al., 1994; Murphy und Nagase, 2008).

1.10. Inflammatorische Faktoren, die durch proinflammatorische
Zytokine induziert werden

Zahlreiche inflammatorische Faktoren sind in der Lage, die Chondrozytenfunktion zu beeinflus-
sen. Dazu gehdren die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), die Cyclooxygenase 2
(COX-2) und die Phospholipase A2. Infolge der Stimulation der Chondrozyten durch IL-1 allein

oder in Kombination mit TNF alpha wird die Genexpression dieser Enzyme gesteigert (Goldring,
1999; Lotz, 1999).
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Wenn der Knorpel von Patienten mit Osteoarthrose iINOS und COX-2 produziert, kommt es zu
einer spontanen Freisetzung von Stickoxid (NO) und Prostaglandin E2. Endogen produziertes
NO kann die Knorpelmatrixsynthese supprimieren und die Apoptose im Chondrozyten induzie-
ren (Lotz, 1999; Lotz et al., 1999). Aullerdem haben Prostaglandin E und Produkte des COX-1
und COX-2 Signalweges anabole und katabole Einflusse auf den Knorpelstoffwechsel (Amin et
al., 2000).

Proteinkinasen regulieren die Signaltransduktion von IL-1 und TNF alpha in Chondrozyten. Zu
diesen gehoren Stress-aktivierte-Proteinkinasen und p38 Mitogen-aktivierte-Proteinkinasen
(Goldring et al., 2007).

1.11. Rolle des Chondrozyten in der Osteoarthrose

Biochemische, genetische (Valdes et al., 2006) und mechanische Faktoren kénnen zu Knorpella-

sionen fiihren, indem sie den Knorpelmetabolismus beeinflussen (Goldring und Goldring, 2007).

In der friihen Osteoarthrose zeigen die Chondrozyten eine reaktive Proliferation (klonales
Wachstum) und eine gesteigerte Produktion sowohl an der Knorpelmatrix, als auch an katabolen
Zytokinen sowie an matrixdegradierenden Enzymen. Katabole Zytokine kénnten ebenso von den
Fibroblasten- oder Makrophagen-ahnlichen Zellen der Synovialmemban als Reaktion auf die

Abbauprodukte des Knorpelabbaus gebildet werden (Fernandes et al., 2002).

Ein lokaler Proteoglykanverlust und der Abbau von Kollagen Typ Il entstehen in der friihen Pha-
se der Osteoarthrose. Spater liegen ein gesteigerter Wassergehalt und ein Verlust an mechani-
scher Stabilitat vor. Die Beteiligung von chondrozytér produzierten MMPs in der Knorpeldege-

neration und beim Abbau der Proteoglykane gilt als bewiesen (Smith, 2006).

MMPs wurden in Regionen des Knorpelabbaus lokalisiert (Hembry et al., 1995) und wiesen in
der Synovialflissigkeit von Patienten mit Osteoarthrose erhohte Werte auf (Tchetverikov et al.,
2005). Die Konzentrationen der TIMPs sind ebenfalls in der Synovialflissigkeit von Patienten
mit Osteoarthrose erhoht und korrelieren mit den MMP Konzentrationen. Durch lokale
Inbalancen, zwischen Proteinasen und Inhibitoren zugunsten der Proteinasen, kommt es zu einer

progressiven Knorpeldegeneration (Dean et al., 1989).

MMPs die zur Kollagenase- und Streptolysin-Familie gehdren, spielen im Prozess der Knorpel-
degeneration die zentrale Rolle, da sie spezifisch Kollagene und Proteoglykane degradieren. VVor
allem MMP-1 ist in den Abbau des Kollagens Typ Il eingebunden. Trotz der gesteigerten Typ Il

Kollagen Expression in der frilhen Osteoarthrose (Aigner, 1997) ist die Reparatur der Matrix-
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komponenten limitiert, da die normale Knorpelarchitektur durch den gereiften Chondrozyten
nicht wiederhergestellt werden kann.

Das Scheitern des Matrixreparaturmechanismus in der Osteoarthrose kénnte zum Teil an einem
verénderten Genexpressionsmuster der Knorpelmatrix liegen. So ist z. B. Kollagen Typ X ein
Marker des hypertrophen Chondrozyten, welcher im normalen Knorpel nicht nachweisbar ist.
Diese Faktoren wurden in unterschiedlichen Phasen der Osteoarthrose und in unterschiedlichen

Zonen des Knorpels gefunden (Aigner et al., 1997).

1.12. Rolle der Synovialmembran in der Osteoarthrose

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Osteoarthrose eine ausschliel3lich den Knorpel betref-
fende Erkrankung ist. Studien der letzten Jahre zeigten jedoch, dass die Synovialmembran in
dem arthrotischen Prozess eine wichtige Rolle spielt und diese sehr friihzeitig beginnt. Es gibt
eine Reihe von Hinweisen, dass die synoviale Entziindung mit Osteoarthrose typischen Symp-
tomen wie Gelenkschwellung und Ergussbildung im Zusammenhang stehen (Pelletier et al.,
2001; Benito et al., 2005). Histologisch zeigt die Synovialmembran eine Hyperplasie mit einer
erhdhten Anzahl von Deckzellen und ein gemischtes entziindliches Infiltrat, welches hauptséch-
lich aus Makrophagen besteht (Farahat et al., 1993).

Die Synovitis in der Osteoarthrose ist sehr wahrscheinlich mit dem Progress der Erkrankung in
Verbindung zu bringen. Ein Beweis dafiir ist, dass eine Korrelation besteht zwischen biologi-
schen Entziindungsmarkern und einem Knorpelabbauprodukt, dem Cartilage Oligomeric Matrix
Protein (COMP), sowie dass eine Progression der strukturellen Verdnderungen vorliegt (Pelletier
etal., 2001).

Die Ubermélige Produktion an Zytokinen und Wachstumsfaktoren aus der entzundlichen
Synovialmembran kdénnte eine Rolle in der Pathophysiologie der Osteoarthrose spielen
(Bullough, 2003). Die Synovitis in der Osteoarthrose ist eine geringgradige Entziindung, welche
von proin-flammatorischen Zytokinen induziert und angetrieben wird. TNF alpha und IL-1 neh-
men eine Schlisselrolle bei der synovialen Entzindung und der Aktivierung der Chondrozyten
ein

(Zwerina et al., 2007). Diese Zytokine konnen ihre eigene Produktion und die Produktion von
IL-6, IL-8, Proteasen und Prostaglandinen induzieren (Pelletier et al., 2001; Fernandes et al.,
2002).
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Es ist bis heute relativ unklar, welche Zellen in der Synovialmembran des arthrotischen Prozes-
ses die Hauptrolle spielen. Ausserdem gibt es wenige Daten ber die Interaktion zwischen den
proinflammatorischen Zytokinen und den Proteasen in der Synovialmembran. In der RA gelten
die Makrophagen und deren TNF alpha Produktion als therapeutischer Hauptangriffspunkt. His-
tologische Studien haben gezeigt, dass die Makrophagen einen aktivierten Phanotyp aufweisen
und proinflammatorische Zytokine und vaskulare Wachstumsfaktoren produzieren (Haywood et
al., 2003).

Die synoviale Makrophagendifferenzierung unterscheidet zwischen entzlndlicher und nicht-
entzindlicher Osteoarthrose, also der aktivierten und der nicht aktivierten Form (Danks et al.,
2002). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass diese Makrophagen in der Bildung von
Osteophyten und strukturellen Umbauprozessen von besonderer Bedeutung sind (Blom, 2004).
Neuere Studien beobachteten in der frihen Osteoarthrose eine erhohte Anzahl von
proinflammatorischen Zytokin produzierenden Zellen in der Synovialmembran (Benito et al.,
2005).

1.13. C-reaktives Protein in der Osteoarthrose

Die Osteoarthrose ist definiert als eine nicht entziindliche Gelenkerkrankung. Studien beschrei-
ben jedoch eine geringe systemisch entzundliche Komponente. Ausdruck dieser ist die leichte
Erhéhung des C-reaktiven Proteins (CRP) (Hulejova et al., 2007; Spetor et al., 1997; Stlrmer et
al., 2004).

Das CRP gehort zu den Akute-Phase-Proteinen. Es steigt an, wenn im Kaorper ein entziindlicher
Prozess stattfindet. AuRerdem gehoren zu den Akute-Phase-Proteinen al-Antiprotease, Serum
Amyloid A, Serum Amyloid, Fibrinogen, Acid-Glykoprotein, Haptoglobin, Coeruloplasmin und
Ferritin. Aus aktivierten Makrophagen und durch die Degranulation von Mastzellen werden Me-
diatoren der CRP-Synthese wie Interleukin IL-1, IL-6 und TNF beta freigesetzt (Herrmann et al.,
1994).

Die genaue Wirkungsweise von CRP ist bis heute nicht vollstandig geklart. Fujimoto et al.
(2003) postulieren eine Beteiligung dieses Proteins bei der Migration von Mastzellen in das ent-
zlindete Gewebe. In der Klinik wird das CRP als Marker fur eine Vielzahl von Erkrankungen
eingesetzt. Als unspezifischer Marker ist es auch ein Indikator fiir eine Gewebeschadigung, wel-
che durch ein Trauma oder eine Entzlindung hervorgerufen wird. Es gibt zunehmend Hinweise,

dass eine geringgradige Erhéhung des CRP auch in der Osteoarthrose zu finden ist. Da durch das
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CRP Messungen von anderen Faktoren, wie Ubergewicht oder Diabetes, beeinflusst werden
konnen, gilt das CRP nicht als exklusiver Marker fir die Osteoarthrose.

2. Fragestellung

Biochemische Erklarungsmodelle zur Pathogenese der Osteoarthrose machen ein Ungleichge-
wicht der kartilagindren Matrixhomoostase zugunsten kataboler Prozesse fiir den beschleunigten
Abbau der extrazelluldren Knorpelmatrix verantwortlich. Entscheidend beteiligt an der enzyma-
tischen Degradation der Knorpelmatrix und damit wesentliche katabole Einflussgréfien sind
MMP-1 und MMP-3. Auf der anderen Seite wird den proinflammatorischen Zytokinen ein
groles Potential zur Induktion kataboler Prozesse im Knorpel zugeschrieben. Dies gilt besonders
fir 1IL-1 und TNF alpha. Noch llickenhaft ist das Wissen (ber die Synthesequellen dieser
proinflammatorischen Zytokine und MMPs. Wahrend sich die wissenschaftliche Literatur der
letzten Jahre hauptséchlich mit der Erforschung der Rolle von Chondrozyten im arthrotischen
Prozess beschéftigte, ist die Rolle der Synovialmembran in diesem Zusammenhang vergleichs-
weise unklar. Daraus ergibt sich folgende Frage: Ist das Messenger Ribonukleinsdure (mMRNA)
Genexpressionslevel von MMP-1, MMP-3, IL-1 beta und TNF alpha in der Synovialmembran
bei Arthrosepatienten und Patienten nach einem Kniegelenktrauma ahnlich oder zeigen sich sig-

nifikante Unterschiede?

Unbestritten ist, dass zahlreiche anabole und katabole Mechanismen, welche fiir die Gestaltung
der Knorpelhomoostase bedeutsam sind, dem regulativen Einfluss von Zytokinen unterliegen. So
beeinflussen Zytokine beispielsweise die Produktion matrixdegradierender Proteasen ebenso,
wie die Kollagen- und Proteoglykansynthese. Es liegen kaum Veroffentlichungen lber die Regu-
lation der MMPs in Synovialfibroblasten durch Zytokine in-vivo vor. Folglich soll geklart wer-
den, ob eine Assoziation zwischen der Expression der MMPs und IL-1, als auch TNF alpha in
Synovialfibroblasten vorliegt, und ob die MMPs als katabole Proteasen in der Arthrosegruppe

unterschiedlich zu den Patienten nach Kniegelenktraumen reguliert werden.

Es gibt zwei Pathogenesekonzepte: das biochemische und das biomechanische
Pathogenesekonzept. Diese beiden werden zum einen von Patienten mit primarer Osteoarthrose
reprasentiert und zum anderen von Patienten mit verschiedenen Kniegelenkverletzungen, welche
progredient zur posttraumatischen Osteoarthrose fiihren. Das Wissen Uber die molekulare Patho-
genese bei der posttraumatischen Osteoarthrose ist noch sehr begrenzt, und tber die Rolle der

Synovialmembran gibt es kaum Daten.

Daraus ergeben sich folgende Fragen:
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- Gibt es Unterschiede in der Expression von Zytokinen und Proteinasen im zeitlichen Ver-

lauf nach dem initialen Kniegelenktrauma?

- Kdnnen Zusammenhédnge zwischen proinflammatorischen oder enzymatischen Faktoren
und dem BMI oder dem CRP hergestellt werden, um eine systemische und metabolische
Komponente auszuschlieRen?
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3. Material und Methoden

3.1. Untersuchungsmaterial

Synovialgewebe des Kniegelenkes von Patienten mit Meniskus- und Kreuzbandrissen, sowie
Osteoarthrose wurden wahrend einer Arthroskopie oder einer endoprothetischen Versorgung
durch die orthopéadische Abteilung des Universitatsklinikums Charité Berlin gewonnen. Die Pa-
tientendaten wurden den Krankenblattern und den pathologischen Befunden entnommen, wobei
die Datenschutzbestimmungen der Stadt Berlin eingehalten worden sind. Fir die Durchfiihrung
der Studie lag das positive Votum der Ethikkommission der Charité-Universitdtsmedizin Berlin
vor. Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis, um an dieser Studie teilzunehmen.
AuRerdem wurden von allen Patienten paraklinische Daten, wie der CRP Wert (liber das praope-
rative Routinelabor) und der Body Mass Index erhoben.

3.2. Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score

Der ,,Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score’” (KOOS) ist ein krankheitsspezifischer
Fragebogen, welcher fur Patienten mit Verletzungen des vorderen Kreuzbandes, Meniskus- und
Knorpelschaden oder Osteoarthrose konzipiert wurde. Bei der Ausarbeitung des Fragebogens flr
funf Patienten wurden relevante, subskale Krankheitssymptome, wie Schmerzen, Aktivitaten des
taglichen Lebens, das Sport- und Freizeitverhalten sowie die Beeinflussung der Lebensqualitét
erarbeitet. Der KOOS-Fragebogen wird als Selbstausfillfragebogen den Patienten zur Bearbei-
tung vorgelegt. Die Beantwortung jeder Frage erfolgt abgestuft anhand von flinf vorgegebenen
Antwortmdglichkeiten, denen ein Zahlenwert von 0-4 zugeordnet ist. Die Berechnung des jewei-
ligen Subscorewertes erfolgt durch das Aufaddieren der angekreuzten Werte der betreffenden
Subskala. Diese Zahlenwerte werden im Anschluss in einen Skalenwert zwischen 0 und 100 um-
gerechnet. Ein Skalenwert von 0 bedeutet extreme Knieprobleme, ein Zahlenwert von 100 steht
flr beschwerdefreie Kniegelenke. Die Bildung eines Gesamtsummenwertes unterbleibt, da von

einem solchen wenig Aussagekraft erwartet wird.
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3.3. Western Ontario and Mac Master Universities Osteoarthritis Index
(WOMAC)

Dieser Fragebogen wurde zur Selbsteinschatzung von Patienten mit Kniegelenkosteoarthrose
entwickelt. Der Fragebogen beinhaltet drei Bereiche:

1. Schmerz (5 Fragen)
2. Beweglichkeit (2 Fragen )

3. Schwierigkeiten beim Verrichten von Alltagstatigkeiten (Funktion; 17 Fragen)
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3.4. Klassifikation von Knorpelschaden

Fur die Klassifikation des Knorpelschadens der Gelenkknorpelverletzungen im arthroskopischen
Erscheinungsbild wurde die Klassifikation von Noyes fir die Analyse von Gelenkknorpelober-
flachen verwendet (Noyes et al., 1989). Diese basiert auf vier separaten und Kklar erkennbaren

Variablen:

1. der Beschreibung der Gelenkoberflache

2. der Ausdehnung der beteiligten Flache und der Tiefe der L&sion
3. dem Durchmesser der Lésion

4. die Lokalisation der Lasion

Die Punkteskala erleichtert die Erfassung und die statistische Auswertung der Daten (Noyes et
al., 1989). Das Outerbridge-Klassifikationssystem wurde entwickelt, um die Chondromalazie der
Patella zu beurteilen und es wird auch zur Klassifizierung von Gelenkknorpelverletzungen ande-
rer Kniegelenkkompartmente benutzt. Dieses System teilt Knorpeldefekte vorwiegend aufgrund
ihrer Tiefe ein (Tabelle 2).

Tabelle 2 Outerbridge-Klassifikation (aus Bobic, 1999).

Grad Beschreibung

Grad 0 Normaler Gelenkknorpel

Grad | Leichte Knorpelerweichung und —verdickung

Grad Il Frihe Risse, welche den subchondralen Knochen nicht erreichen und kleiner als 50 % der

Knorpeldicke sind

Grad IlI Die Risse reichen bis zum subchondralen Knochen, der nicht freigelegt ist und einen
Durchmesser (iber 50 % der Knorpeldicke aufweist

Grad IV Der subchondrale Knochen wird sichtbar (Knochenglatze)
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3.5. Verbrauchsmaterialen
Pipet-Lite 2 pl

Pipet-Lite 2-10 pl

Pipet-Lite 10-100 pl

Pipet-Lite 20-200 pl

Pipet-Lite 100-1000 pl

Greenpak LTS 20UL Filter tip
Greenpak LTS 200UL Filter tip
Greenpak LTS 1000UL Filter tip
1,5 ml Eppendorfreaktionsgefalie
iCycler iQ

Easy Freezer

Vortex-Genie 2

iCycler iQ PCR Plates

iCycler iQ Optical Quality Sealing Tape

Tube Rack
Thermomixer

Jouan GR 412 Zentrifuge
Tisch-Zentrifuge

Tube Rack

iCycler iQ PCR Plates

Rainin, Giessen / Deutschland
Rainin, Giessen / Deutschland
Rainin, Giessen / Deutschland
Rainin, Giessen / Deutschland
Rainin, Giessen / Deutschland
Rainin, Giessen / Deutschland
Rainin, Giessen / Deutschland
Rainin, Giessen / Deutschland
Eppendorf, Hamburg / Deutschland
Bio Rad, Hercules / USA

Biozym, Oldendorf / Deutschland
Merck, Darmstadt / Deutschland
Bio Rad, Hercules / USA

Bio Rad, Hercules / USA

Merck, Darmstadt / Deutschland
Eppendorf, Hamburg / Deutschland
Jouan GmbH, Hessen / Deutschland
Eppendorf/Qualitron, Hamburg / Deutschland
Merck, Darmstadt / Deutschland

Bio Rad, Hercules / USA
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iCycler iQ Optical Quality Sealing Tape
Computer

iCycler

Micro Amp Caps

Micro Amp Tubes

GeneQuant I RNA/DNA Calculator

Ultra Turrax®T25 Basic

Bio Rad, Hercules / USA

Max Data, Marl / Deutschland

Bio Rad, Hercules / USA

Applied Biosystems, Foster City / USA
Applied Biosystems, Foster City / USA
Pharmacia Biotech, Freiburg / Deutschland

IKA® Werke GmbH & CoKG,
Staufen / Deutschland
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3.6. Chemikalien, Puffer und LOosungen

R-Mercaptoethanol
RNeasy Micro Kit

iScript c-DNA Synthesis Kit

20x TagMan Gene Expressions Assays on

demand

TagMan Universal PCR Master Mix

No Amperase UNG (2x)

Ultra Pure DNase/RNase Free Distilled Water

Ultra Turrax®T25 Basic

Merck, Darmstadt / Deutschland
Qiagen, Hilden / Deutschland

Bio Rad, Hercules / USA

Applied Biosystems, Foster City / USA

Applied Biosystems, Foster City / USA
Applied Biosystems, Foster City / USA

Invitrogen Corporation, Carlsbad / USA

IKA® Werke GmbH & CoKG,
Staufen / Deutschland

Tabelle 3 Primer. Diese Tabelle zeigt die verwendeten Primer fiir die nachzuweisenden Gene und deren Her-

steller.

Gen Primer Hersteller

GAPDH Hs99999905 m1 Applied Biosystems
MMP3 Hs00233962_m1 Applied Biosystems
MMP1 Hs00233958_m1 Applied Biosystems
TNF-ALPHA Hs00174128 m1 Applied Biosystems
IL1B Hs00174097_m1 Applied Biosystems
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3.7. RNA-Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde aus dem Synovialgewebe (2-3 mg) mittels eines RNeasy Micro Kits
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Zundachst wurde das
Gewebe in 15 ml RLT-Puffer + p-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) bei 10000
rpm fir 60 sek mit Hilfe eines Ultra Turrax®T25 Basic (IKA® Werke GmbH & CoKG,
Staufen / Deutschland) lysiert. Anschlielend wurde das Gewebe 10 min mit 10000 rpm bei 23°C
zentrifugiert (Jouan GR 412 Zentrifuge, Jouan GmbH, Hessen / Deutschland). Der Uberstand
wurde in ein 50 ml Sammelrohrchen Gberfihrt, mit 15 ml 70 % -igen Ethanol versetzt und vor-
sichtig gemischt. Danach wurde die Probe auf eine Filtersdule aufgetragen, wodurch die
Desoxyribonnukleinsdure (DNA),die Nukleasen, die Proteine, die Ribonukleinsédure (RNA) und
die Salze sich an eine Silica-Gel-Membran binden und 5 min zentrifugiert (10000 rpm, 21°C)
werden. Der Durchlauf wurde verworfen und es erfolgte nun das Waschen (5 min, 10000 rpm,
21°C) durch Zugabe des RW 1-Puffers (15 ml). Die Filtersdule wurde in ein neues Kollektions-
rohrchen Gberflihrt und dann zweimal mit je 1,5 ml RPE-Puffer gewaschen (5 min, 10000 rpm,
21°C). Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 10000 rpm, 21°C) wurde die Saule in ein neues
Sammelroéhrchen gesetzt und mit 14 ul Ribonukleasen (RNase) freiem destilliertem Wasser

1 min inkubiert. Die RNA wurde mittels dreiminditiger Zentrifugation (10000 rpm, 21°C) eluiert.

Fur die Konzentrationsbestimmung wurde die RNA-Menge bei einer Wellenldnge von 260 nm
photometrisch bestimmt (GeneQuant II RNA/DNA Calculator, Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland). Zusétzlich wird das Verhaltnis der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm (Ra-
dio) erhoben. Es erlaubt eine Aussage Uber mogliche Verunreinigungen der RNA-Probe. Der
Reinheitsgrad sollte zwischen 1,5 und 1,8 liegen. Die RNA wurde bei -80°C aufbewahrt.

3.8. Reverse Transkription

Mittels iScript cDNA- Synthesis Kit (BioRad) wurde cDNA aus der zuvor gewonnenen mRNA,
nach dem Protokoll des Herstellers umgeschrieben. Das Reaktionsvolumen betrug 20 ul. Es
wurde 0,35 pg mMRNA eingesetzt und mit 14 pl Nuklease freiem Wasser in ein Micro Amp
Reaction Tube versetzt. Dann wurden 4 ul 5 x iScript Reaction Mix, der eine Mischung aus
dNTP Oligonukleotiden und random hexamer Primern enthélt, in das Tube pipettiert. Zum
Schluss wurde 1 pl Reverse Transkriptase hinzugegeben, um die Reaktion zu starten. Das Tube
wurde dann gevortext (Vortex-Genie 2), um die Komponenten zu mischen und danach
abzuzentriefugierent (Tischzentrifuge, Qualitron). Anschliefend wurde das Tube in den iCycler
(BIO-RAD) gestellt und bei 25°C inkubiert. Daraufhin folgte eine 30 minitige Phase bei 42°C,
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in der einzelne RNA-Abschnitte in cDNA umgeschrieben wurden. Dann wurde die Reaktion bei
85°C fiir 5 Minuten durch die Denaturierung des Enzyms abgestoppt. Danach wurde das Tube
wiederholt gevortext (Vortex-Genie 2) und der Inhalt in ein Eppendorfgefal} abzentrifugiert

(Tisch-Zentrifuge, Eppendorf/Qualitron Inc.).

3.9. Polymerase Kettenreaktion

Die Durchfuhrung der quantitativen Realtime-Polymerase Kettenreaktion (RT PCR) fand in ei-
nem i-Cycler PCR System (BioRad) unter Verwendung von Tagman Gene Expression Assays

(Applied Biosystems) statt.

Fur die Dreifachbestimmung wurden 24 ul DNase/RNase freies destilliertes Wasser (Invitrogen)
in die iCycler PCR Platten (Bio Rad) pipettiert. Daraufhin wurden 3 ul ¢cDNA und 30 ul 20 x
TagMan Gene Expressions Assays (Applied Biosystems) sowie 30 ul TagMan Gene Universal
PCR Master Mix, No Amperase UNG (2 x, Applied Biosystems) in die iCycler PCR Platten (Bio
Rad) pipettiert. Danach wurden die iCycler iQ PCR Platten mit dem iCycler iQ Quality Sealing
Tape zugeklebt, die Proben in das Gerét gestellt und das folgende Programm gestartet. Die
Zyklenzahl betrug 40 bei folgender Einstellung: 95°C fiir 15 Sekunden zur Denaturierung und
60°C fiur 1 Minute zur Annulierung. Zuvor wurden zur Taq Aktivierung die Proben fir 10 Minu-
ten bei 95°C inkubiert. Folgende Oligonukleotide wurden fur die Quantifizierung verwendet:
GAPDH (Hs99999905 m1), IL-1 beta (Hs00174097_m1), TNF alpha (Hs00174128 m1l),
MMP-1 (Hs00233958 m1) und MMP-3 (Hs00233962_m1). Die relative Quantifizierung der
Markergenexpression ist aus dem prozentualen Anteil des Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd-
rogenase (GAPDH) Produktes gegeben. Das relative Expressionslevel der GAPDH wurde be-

nutzt, um die Genexpression in der jeweiligen Probe zu normalisieren.

3.10. Statistik

Der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test wurde angewandt, um unabhdngige Gruppen

miteinander vergleichen zu kdnnen.

Die Rangkorrelations-Koeffizienten nach Spearman wurden verwendet, um Korrelationen zwi-
schen unterschiedlichen Merkmalen und der Expression von Zytokinen und Proteasen zu be-

rechnen.

In dieser Arbeit wurde das Signifikanzniveau mit p < 0,05 angesetzt.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung der Patientengruppen

4.1.1. Allgemeine Charakterisierung
Die in diese Untersuchung einbezogenen 25 Patienten wurden zwischen 2005 und 2006 in der
Klinik fur Muskuloskeletale Chirurgie, Charite Universitatsmedizin Berlin, Campus Mitte, ope-

riert.

4.1.2. Alters- und Geschlechtsverteilung

Zur Bestimmung des Alters der Patienten wurden die zum Zeitpunkt der Operation des Kniege-
lenks vollendeten Lebensjahre herangezogen. Es wurden zwei Patientengruppen gebildet. Die
Patientengruppe mit primérer Gonarthrose bestand aus 5 Mannern (41,7 %) und 7 Frauen
(58,3 %), deren Alter zwischen 49 und 85 Jahren (Mittelwert = 69,6 Jahre, Standardabweichung
(SD) = 11,1 Jahre) lag. Die Patientengruppe mit Kniegelenkverletzungen bestand aus 7 Mannern
(53,8 %) und 6 Frauen (46,2 %), deren Alter zwischen 16 und 67 Jahren (Mittelwert = 36,3 Jah-
re, SD = 17,3 Jahre) lag.

4.2. Bestimmung der relativen mRNA-Genexpressionslevel von IL-1
beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP-3

Um herauszufinden, ob bei Patienten mit priméarer Gonarthrose und Kniegelenkverletzungen eine
verénderte Genexpression von IL-1 beta, TNF alpha MMP-1 und MMP-3 vorliegt, wurden die
relativen mRNA-Genexpressionslevel in den Synovialmembranen (s.0.) von Patienten mit kli-

nisch manifester Gonarthrose und mit anderen Kniegelenkverletzungen bestimmt.
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4.2.1. Expression von IL-1 beta und TNF alpha in der Synovialmembran

Die Bestimmung der relativen IL-1 beta und TNF alpha mRNA-Genexpressionslevel wurden mit
Hilfe eines TagMan Gene Expression Assays durchgefiihrt. Es sind 12 Synovialmembranen von
Patienten mit Gonarthrose und 13 Synovialmembranen von Patienten mit Kniegelenkverletzun-

gen untersucht worden.

Das mittlere IL-1 beta mRNA-Genexpressionslevel lag bei Patienten mit Osteoarthrose bei 1,3
(SD = 1,7, von 0,07 bis 5,6) und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen bei 14,7 (SD = 51,1,
von 0,01 bis 184,8 (Abbildung 1)).

IL - 1 beta mRNA Genexpressionslevel®
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Patientengiuppen

Abbildung 1: Relative mRNA-Expression von IL-1 beta (*) normalisiert mit GAPDH.

Die Boxplot zeigen den Median als horizontalen Balken, das obere und untere Quartil der Synovialmembranen der
Patienten mit Gonarthrose (OA) und Kniegelenkverletzungen (KV). Fir die graphische Darstellung wurde ein Aus-
reier herausgenommen.

Der in Abbildung 1 dargestellte Median des relativen IL-1 beta mRNA-Genexpressionslevel lag
bei Patienten mit Osteoarthrose bei 0,2 und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen bei 0,2.
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Das relative 1L-1 beta mRNA-Genexpressionslevel von Patienten mit Osteoarthrose war statis-
tisch nicht signifikant erhoht gegentiber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

Das mittlere TNF alpha mRNA-Genexpressionslevel lag bei Patienten mit Osteoarthrose bei 0,2
(SD =0,17, von 0,01 bis 0,68) und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen bei 0,32 (SD = 0,3,
von 0,05 bis 1,1).

TNF alpha mRNA Genexpressionslevel®
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Abbildung 2: Relative mRNA-Expression von TNF alpha (*) normalisiert mit GAPDH.
Die Boxplot zeigen den Median als horizontalen Balken, das obere und untere Quartil der Synovialmembran bei den
beiden Subgruppen: Patienten mit Gonarthrose (OA) und Patienten mit Kniegelenkverletzungen (KV).

Der in Abbildung 2 dargestellte Median des relativen TNF alpha mRNA-Genexpressionslevel
lag bei Patienten mit Osteoarthrose bei 0,22 und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen bei
0,2. Das relative TNF alpha mRNA-Genexpressionslevel der Osteoarthrose war statistisch nicht

signifikant erhoht gegentber den Kniegelenkverletzungen.
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4.2.2. Expression von MMP-1 und MMP-3 in der Synovialmembran

Das mittlere MMP-1 alpha mRNA-Genexpressionslevel lag bei Patienten mit Osteoarthrose bei
22,2 (SD = 22,9, von 0,6 bis 69,3) und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen bei 36,4 (SD =
37,3, von 0,38 bis 117,01).

MNMP - 1 mRNA Genexpressionslevel*
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Abbildung 3: Relative mMRNA-Expression von MMP-1 (*) normalisiert mit GAPDH.
Die Boxplot zeigen den Median als horizontalen Balken, das obere und untere Quartil der Synovialmembranen bei
den beiden Subgruppen: Patienten mit Gonarthrose (OA) und Patienten mit Kniegelenkverletzungen (KV).

Der in Abbildung 3 dargestellte Median des relativen MMP-1 mRNA-Genexpressionslevel lag
bei Patienten mit Osteoarthrose bei 15,95 und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen bei
22,9. Das relative MMP-1 mRNA-Genexpressionslevel von Patienten mit Osteoarthrose war

statistisch nicht signifikant erhéht gegeniiber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

Das mittlere MMP-3 mRNA-Genexpressionslevel lag bei Patienten mit Osteoarthrose bei 261,4
(SD = 447,1, von 0,7 bis 1256,9) und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen bei 423,3 (SD =
451,7, von 2,6 bis 1249,7).
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Abbildung 4: Relative mMRNA-Expression von MMP-3 (*) normalisiert mit GAPDH.
Die Boxplot zeigen den Median als horizontalen Balken, das obere und untere Quartil der Synovialmembranen bei
den beiden Subgruppen: Patienten mit Gonarthrose (OA) und Patienten mit Kniegelenkverletzungen (KV).

Der in Abbildung 4 dargestellte Median des relativen MMP-3 mMRNA-Genexpressionslevel lag
bei Patienten mit Osteoarthrose bei 83,4 und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen bei
275,5.

Das relative MMP-3 mRNA-Genexpressionslevel von Patienten mit Osteoarthrose war statis-

tisch nicht signifikant erhoht gegeniliber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

4.3. Korrelation zwischen IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP-3 in
der Synovialmembran

Um weitere Anhaltspunkte ftr mogliche Wechselwirkungen der proinflammatorischen Zytokine
untereinander und der MMPs in beiden Patientengruppen zu finden, wurde die Korrelation der
relativen mRNA-Genexpressionslevel mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spear-

man untersucht (Tabelle 3 und 4).
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4.3.1. Korrelation zwischen IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP3 in der
Synovialmembran von Patienten mit Kniegelenkverletzungen

Die Korrelationsanalyse von MMP-1 und MMP-3 bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen
ergab einen Korrelationskoeffizienten von 0,92 mit einer Signifikanz von p (zweiseitig) < 0,01.
Zusétzlich wurde die Korrelation des MMP-1 mit IL-1 beta und TNF alpha tberpriift. Hier konn-
te jedoch keine Signifikanz festgestellt werden. Auch MMP-3 zeigte mit TNF alpha und IL-1
beta keine signifikante Korrelation (Tabelle 4).

Tabelle 4 Korrelationskoeffizienten der Matrix Metalloproteinasen und der proinflammatorischen Zytokine
bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

MMP-1 TNF alpha IL-1 beta

MMP-3 Korrelationskoeffizent 0,92** -0,23 0,25

p (zweiseitig) 0,0001 0,6 0,5

N 13 13 13
MMP-1 Korrelationskoeffizent -0,31 0,21

p (zweiseitig) 0,4 0,6

N 13 13
TNF alpha Korrelationskoeffizent 0,03

p (zweiseitig) 0,9

N 13

* Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,05 signifikant
** Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,01 signifikant
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4.3.2. Korrelation zwischen IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP-3 in der
Synovialmembran von Patienten mit Osteoarthritis

Die Korrelationsanalyse von MMP-1 und MMP-3 bei Patienten mit Osteoarthrose ergab einen
Korrelationskoeffizienten von 0,91 mit einer Signifikanz von p (zweiseitig) < 0,01. Zusétzlich
wurde die Korrelation des MMP-1 und TNF alpha Gberprift. Hier konnte eine Signifikanz mit
einem Korrelationskoeffizienten von 0,8 bei einer Signifikanz von p (zweiseitig) < 0,05 festge-
stellt werden. Auch bei TNF alpha und MMP-3 zeigte sich eine signifikante Korrelation mit ei-

nem Korrelationskoeffizienten von 0,73 bei einer Signifikanz von p (zweiseitig) < 0,05.

Zusétzlich wurde die Korrelation zwischen TNF alpha und IL-1 beta, sowie IL-1 beta mit MMP-
1, als auch MMP-3 Uberpruft. Hier konnte jedoch keine statistische Signifikanz festgestellt wer-
den (Tabelle 5).

Tabelle 5 Korrelationskoeffizienten der Matrix Metalloproteinasen und der proinflammatorischen Zytokine
bei Patienten mit primarer Gonarthrose.

MMP-1 TNF alpha IL-1 beta

MMP-3 Korrelationskoeffizent  0,91** 0,73* -0,13

p (zweiseitig) 0,0001 0,03 0,6

N 12 12 12
MMP-1 Korrelationskoeffizent 0,8* -0,08

p (zweiseitig) 0,02 0,9

N 12 12
TNF alpha Korrelationskoeffizent 0,5

p (zweiseitig) 0.21

N 12

* Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,05 signifikant
** Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,01 signifikant
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4.4. Korrelation zwischen IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP-3
mit der Krankheitsdauer und der Chondromalazie von Patienten mit
Kniegelenkverletzungen

Um festzustellen, ob Zusammenhénge zwischen den relativen Expressionslevel von IL-1 beta,
TNF alpha, MMP-1 und MMP-3 in Bezug auf die Krankheitsdauer und der Chondromalazie zu
beobachten sind, wurde deren Korrelation mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach

Spearman untersucht (Tabelle 6 und 7).

4.4.1. Korrelation zwischen der Krankheitsdauer nach der initialen Kniegelenkver-
letzung und IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP3 von Patienten mit Kniege-
lenkverletzungen

Die Korrelationsanalyse von TNF alpha und der Krankheitsdauer bei Patienten mit Kniegelenk-
verletzungen ergab einen Korrelationskoeffizienten von 0,78 mit einer Signifikanz von p (zwei-
seitig) < 0,01. Zuséatzlich wurde die Korrelation des IL-1 beta, MMP-1 und MMP-3 und der

Krankheitsdauer Uberpruft. Hier konnte jedoch keine Signifikanz festgestellt werden (Tabelle 6).

Tabelle 6 Korrelationskoeffizienten der Zeit nach der Knieverletzung Zeit versus IL-1 beta, TNF alpha,
MMP-1 und MMP-3 bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

MMP-3 MMP-1 TNF alpha IL-1 beta

Zeit nach der Verletzung Korrelationskoeffizent -0,14 -0,17 0,78** -0,31
p (zweiseitig) 0,7 0,7 0,003 0,7
N 13 13 13 13

* Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,05 signifikant
** Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,01 signifikant
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4.4.2. Korrelation zwischen der Chondromalazie und IL-1 beta, TNF alpha, MMP-
1 und MMP-3 von Patienten mit Kniegelenkverletzungen

Die Korrelationsanalyse von TNF alpha und der Chondromalazie nach Outerbridge ergab einen
Korrelationskoeffizienten von 0,81 mit einer Signifikanz von p (zweiseitig) < 0,01. Zusétzlich
wurde die Korrelation zwischen IL-1 beta, MMP-1, MMP-3 und der Chondromalazie berpruft.
Hier konnte jedoch keine Signifikanz festgestellt werden (Tabelle 7).

Tabelle 7 Korrelationskoeffizienten der Chondromalazie versus IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP-3
bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

MMP-3 MMP-1 TNF alpha IL-1 beta
Chondromalazie Korrelationskoeffizent 0,03 -0,04 0,81** -0,002
p (zweiseitig) 0,9 0,9 0,001 0,9
N 13 13 13 13

* Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,05 signifikant
** Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,01 signifikant
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4.5. Vergleich der CRP-Serum-Konzentrationen zwischen Patienten mit
primérer Osteoarthrose und Kniegelenkverletzungen

Um Unterschiede zwischen den CRP Serumkonzentrationen bei den Patientengruppen zu zeigen,
wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Patienten mit einer Osteoarthrose zeigten eine
CRP-Serumkonzentration von 0,08 bis 0,98 (Mittelwert = 0,36, SD = 0,3). Patienten nach einer
Kniegelenkverletzung zeigten eine CRP Serumkonzentration von 0,02 bis 0,4 (Mittelwert = 0,12,
SD =0,12).

Der in Abbildung 5 dargestellte Median des Serum CRP lag bei Patienten mit Kniegelenkverlet-

zungen bei 0,09 und bei Patienten mit Osteoarthrose bei 0,19.

Die CRP Werte in der Patientengruppe mit Osteoarthrose waren signifikant (p (zweisei-

tig) = 0,04) gegentiber der Patientengruppe mit Kniegelenkverletzungen erhoht.
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Abbildung 5: Serumkonzentration des CRP.
Die Boxplot zeigen den Median, das obere und untere Quartil und bei den beiden Subgruppen: Patienten mit
Gonarthrose (OA) und Patienten mit Kniegelenkverletzungen (KV). Dabei zeigt sich eine Signifikanz von p < 0,05

().
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4.6. Korrelation des CRP mit den IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und
MMP-3

Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Serum CRP und den
proinflammatorischen Zytokinen sowie MMP-1 und MMP-3 besteht, wurde die Korrelation zwi-
schen den relativen mRNA Genexpressionslevel der Zytokine, der MMPs, und dem CRP mit

Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman untersucht (Tabelle 8 und 9).

4.6.1. Korrelation des CRP mit den IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP-3 bei
Patienten mit Kniegelenkverletzungen

Die Korrelationsanalyse des Serum CRP mit IL-1 beta und TNF alpha bei Patienten mit Kniege-
lenkverletzungen ergab keine statistische Signifikanz. Zusétzlich wurde die Korrelation des Se-
rum CRP mit MMP-1 und MMP-3 Uberprift. Hier konnte ebenfalls keine Signifikanz festgestellt
werden (Tabelle 8).

Tabelle 8 Korrelationskoeffizienten des Serum CRP bei Kniegelenkverletzungen CRP versus IL-1 beta, TNF
alpha, MMP-1, MMP-3 und Leukozyten bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

IL-1 beta TNF alpha MMP-1 MMP-3
Serum CRP Korrelationskoeffizent 0,61 0,55 -0,31 -0,35
p (zweiseitig) 0,08 0,08 0,5 0,4
N 11 11 11 11

* Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,05 signifikant
** Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,01 signifikant
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4.6.2. Korrelation des CRP mit den IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP-3 bei
Patienten mit Osteoarthrose

Die Korrelationsanalyse zwischen dem Serum CRP und dem MMP-1 bei Patienten mit Kniege-
lenkverletzungen ergab einen Korrelationskoeffizienten von 0,71 mit einer Signifikanz von p
(zweiseitig) < 0,05. Zusatzlich wurde die Korrelation zwischen MMP-3 und dem Serum CRP
uberprift. Auch hier konnte eine statistische Signifikanz mit einem Korrelationskoeffizienten
von 0,81 und einer Signifikanz von p (zweiseitig) < 0,01 festgestellt werden. Das Serum CRP
zeigte mit TNF alpha und IL-1 beta keine signifikante Korrelation (Tabelle 9).

Tabelle 9 Korrelationskoeffizienten des Serum CRP bei Gonarthrose CRP versus IL-1 beta, TNF alpha,
MMP-1, MMP-3 und Leukozyten bei Patienten mit primérer Gonarthrose.

IL-1 beta TNF alpha MMP-1 MMP-3
Serum CRP Korrelationskoeffizent  -0,29 0,54 0,71* 0,81**
p (zweiseitig) 0,4 0,1 0,05 0,003
N 11 11 11 11

* Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,05 signifikant
** Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,01 signifikant

4.7. Korrelation zwischen dem BMI und IL-1 beta, TNF alpha, MMP1
und MMP-3

Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen dem BMI und IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1,
MMP-3 besteht, wurde die Korrelation mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spear-

man untersucht (siehe Tabelle 10 und 11).
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4.7.1. Korrelation zwischen dem BMI und IL-1 beta, TNF alpha MMP-1 und
MMP-3 bei Patienten mit Osteoarthrose

Die Korrelationsanalyse zwischen dem BMI und dem IL-1 beta, ergab einen Korrelationskoeffi-
zienten von 0,67 bei einer Signifikanz von p < 0,05. AuRerdem wurde die Korrelation zwischen
dem BMI und TNF alpha und MMP-1 und MMP-3. Hier zeigte sich jedoch keine signifikante
Korrelation.

Tabelle 10 Korrelationskoeffizienten des BMI versus IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und MMP-3 bei Patien-
ten mit primarer Gonarthrose.

IL-1 beta TNF alpha MMP-1 MMP-3
BMI Korrelationskoeffizent 0,67* -0,09 0,2 0,31
p (zweiseitig) 0,02 0,9 0,6 0,3
N 12 12 12 12

* Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,05 signifikant
** Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,01 signifikant

4.7.2. Korrelation zwischen dem BMI und IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1 und
MMP-3 bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen

Die Korrelationsanalyse zwischen IL-1 beta und dem BMI ergab keine statistisch signifikante
Korrelation. Auch zwischen dem BMI und TNF alpha, MMP-1 sowie MMP-3 zeigte sich keine
signifikante Korrelation (Tabelle 11).

Tabelle 11 Korrelationskoeffizienten des BMI versus IL-1 beta, TNF alpha, MMP-1, MMP-3 und Leukozyten
bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

IL-1 beta TNF alpha MMP-1 MMP-3
BMI Korrelationskoeffizent 0,21 -0,22 -0,51 -0,41
p (zweiseitig) 0,5 0,6 0,2 0,4
N 13 13 13 13

* Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,05 signifikant
** Korrelation ist auf dem Niveau von p (zweiseitig) < 0,01 signifikant
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4.8. Verlauf der MMP-1 und MMP-3 Expression (ber die Krankheits-
dauer bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen

Um den Verlauf der MMPs Uber die Krankheitsdauer in Monaten zu zeigen, wurden die relativen
MMP-1 und MMP-3 Genexpressionslevel 5 Zeitfenstern zugeordnet. Dabei wurden folgende
Zeitintervalle gewahlt: 4 bis 9 Monaten (n = 3), 9 bis 12 Monaten (n = 3), 12 bis 32 Monaten
(n = 3), 32 bis 52 Monaten (n = 3) und 52 bis 80 Monaten (n = 1).

4.8.1. Verlauf der MMP-3 Expression (ber die Krankheitsdauer bei Patienten mit
Kniegelenkverletzungen

Der Mittelwert des relativen MMP-3 mRNA Genexpressionslevel steigt vom ersten Zeitintervall
(Mittelwert = 222,8, SD der Mittelwerte = 81,1) zum zweiten Zeitintervall (Mittelwert = 731,8,
SD der Mittelwerte = 373,1) an. Danach ist ein Abfall der Mittelwerte Uber das dritte Zeitinter-
vall (Mittelwert = 485,5, SD der Mittelwerte = 363,1) bis zum vierten Zeitintervall (Mittelwert =
219,9, SD der Mittelwerte = 110,6) zu beobachten. Danach kommt es zwischem dem vierten und

finften Zeitintervall (523,1) zu einem Anstieg.
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Abbildung 6: Verlauf der MMP-3 Genexpression in der Synovialis (*) normalisiert mit GAPDH.

Abgebildet ist der Median mit dem Standardfehler der Mittelwerte Die gesamte Gruppe ist in Zeitfenster, basierend
auf der Zeit nach der Verletzung in Monaten, eingeteilt: 4 bis 9 Monate (n = 3), 9 bis 12 Monate (n = 3), 12 bis 32
Monate (n = 3), 32 bis 52 Monate (n = 3), 52 bis 80 Monate (n = 1).
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4.8.2. Verlauf von MMP-1 (ber die Krankheitsdauer bei Patienten mit Kniege-
lenkverletzungen

Der Mittelwert des relativen MMP-1 mRNA Genexpressionslevel steigt vom ersten Zeitintervall
(Mittelwert = 26,8, SD der Mittelwerte = 21.8) zum zweiten Zeitintervall (Mittelwert = 54,9, SD
der Mittelwerte = 33,6) an. Danach ist ein Abfall der Mittelwerte Uber das dritte Zeitintervall
(Mittelwert = 41,4, SD der Mittelwerte = 23,1) und vierte Zeitintervall (Mittelwert = 26.7, SD
der Mittelwerte = 18,4) bis zum flinften Zeitintervall (Mittelwert = 22,9) zu beobachten (Abbil-
dung 7).
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Zeit nach der Verletzung

Abbildung 7: Verlauf von MMP-1 Genexpression in der Synovialis (*) normalisiert mit GAPDH.

Abgebildet ist der Median mit dem Standardfehler der Mittelwerte Die gesamte Gruppe ist in Zeitfenster, basierend
auf der Zeit nach der Verletzung in Monaten, eingeteilt: 4 bis 9 Monate (n = 3), 9 bis 12 Monate (n = 3), 12 bis 32
Monate (n = 3), 32 bis 52 Monate (n = 3), 52 bis 80 Monate (n = 1).
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4.9. Vergleich KOOS zwischen Patienten mit primérer Osteoarthrose
und Kniegelenkverletzungen

Punktzahl * * * * oo NN
100+ 1 I 1 I 1 I 1 EZ5 OA

Syvinptome  Schmerz Funkaon  Funkaon II  Lebensqualitir

KOOS

Abbildung 8: KOOS Quantifizierung der Symptome, Schmerz, Funktion (I/11) und der Lebensqualitat im
KOOQOS Score.

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte und die Standardabweichungen bei Patienten mit Gonarthrose (OA) und Patien-
ten mit Kniegelenkverletzungen (KV). Dabei zeigt sich eine Signifikanz von p < 0,05 (*).

Der in Abbildung 8 dargestellte Mittelwert der Symptome beim KOOS lag bei Patienten mit
Osteoarthrose bei 40,8 (SD = 28,7 von 0 bis 90) und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen
bei 65,4 (SD = 22,8 von 25 bis 92,9).

Die Punktzahl der Symptome beim KOOS der Osteoarthrose war statistisch nicht signifikant
(p = 0,08) erhoht gegeniiber den Kniegelenkverletzungen.

Der in Abbildung 8 dargestellte Mittelwert der Schmerzen beim KOOS lag bei Patienten mit
Osteoarthrose bei 29,2 (SD = 15,2 von 8,3 bis 52,8) und bei Patienten mit Kniegelenkverletzun-
gen bei 62,2 (SD = 28,9 von 18,9 bis 97,2).

Die Punktzahl des Schmerzes beim KOQOS der Patienten mit Osteoarthrose war statistisch signi-

fikant (p = 0,01) erhdht gegeniiber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen.
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Der in Abbildung 8 dargestellte Mittelwert der Funktion beim KOOS lag bei Patienten mit
Osteoarthrose bei 32,8 (SD = 11,5 von 17,7 bis 48,5) und bei Patienten mit Kniegelenkverlet-
zungen bei 74,4 (SD = 34,5 von 14,7 bis 100).

Die Punktzahl der Funktion beim KOOS bei Patienten mit Osteoarthrose war statistisch signifi-

kant erhoht gegenuber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen (p = 0,02).

Der in Abbildung 8 dargestellte Mittelwert der Funktion Il beim KOOS lag bei Patienten mit
Osteoarthrose bei 6,0 (Standardabweichung = 8,1 von 0 bis 20) und bei Patienten mit Kniege-
lenkverletzungen bei 45,5 (SD = 32,9 von 0 bis 100).

Die Punktzahl der Funktion Il beim KOOS bei Patienten mit Osteoarthrose war statistisch nicht

signifikant (p = 0,007) erhdht gegenuber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen.

Der in Abbildung 8 dargestellte Mittelwert der Lebensqualitat beim KOQOS lag bei Patienten mit
Osteoarthrose bei 13,1 (SD = 13,9 von 0 bis 37,5) und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen
bei 38,1 (SD = 21,5 von 6,3 bis 75). Die Lebensqualitait beim KOOS bei Patienten mit
Osteoarthrose war statistisch signifikant (p = 0,007) erhéht gegenuiber den Patienten mit Kniege-

lenkverletzungen.
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4.10. Vergleich WOMAC zwischen Patienten mit primarer
Osteoarthrose und Kniegelenkverletzungen

Punktzahl % %

50 AN |0

10

Alltag Steifigkeir Sclunerz

Womac Score

Abbildung 9: WOMAC Quantifizierung der Bewegungseinschrankung, Funktion und Schmerz im WOMAC
Score.

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte und die Standardabweichungen bei Patienten mit Gonarthrose (OA) und Patien-
ten mit Kniegelenkverletzungen (KV). Dabei zeigt sich eine Signifikanz von p < 0,05 (*).

Der in Abbildung 9 dargestellte Mittelwert der Bewegungseinschrankung beim WOMAC lag bei
Patienten mit Osteoarthrose bei 34,7 (SD = 28,5 von 0 bis 75) und bei Patienten mit Kniegelenk-
verletzungen bei 65,3 (SD = 35,2 von 0 bis 100).

Die Punktzahl der Bewegungseinschrankung beim WOMAC der Patienten mit Osteoarthrose
war statistisch nicht signifikant erhéht gegenuber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen
(p=0,1).

Der in Abbildung 9 dargestellte Mittelwert der Funktion beim WOMAC lag bei Patienten mit

Osteoarthrose bei 35,1 (SD = 10,3 von 17,7 bis 48,5) und bei Patienten mit Kniegelenkverlet-
zungen bei 72,4 (SD = 35,9 von 14,7 bis 100).

Die Punktzahl der Funktion beim WOMAC der Patienten mit Osteoarthrose war statistisch signi-

fikant erhoht gegenuber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen (p = 0,03).
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Der in Abbildung 9 dargestellte Mittelwert der Schmerzen beim WOMAC lag bei Patienten mit
Osteoarthrose bei 33,3 (SD = 16,2 von 5 bis 60) und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen
bei 67,8 (SD = 33,9 von 15 bis 100).

Die Punktzahl des Schmerzes beim WOMAC der Patienten mit Osteoarthrose war statistisch

signifikant erhoht gegentiber den Patienten mit Kniegelenkverletzungen (p = 0,02).
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5. Diskussion

5.1. Bewertungen der Methoden

Bevor die erhobenen Ergebnisse im Einzelnen diskutiert werden, soll kurz darauf eingegangen
werden, welche allgemeinen Aussagen und Schlussfolgerungen aufgrund der angewandten
Untersuchungsmethoden zuldssig sind. Die mittels RT PCR-Analyse erhobenen Ergebnisse zei-
gen den Expressionsstatus der untersuchten Gene an. Wird also beispielsweise unter einer be-
stimmten Zytokinstimulation die Expression des IL-1-Gens gesteigert, so kann unter der VVoraus-
setzung einer regelrecht ablaufenden Proteinbiosynthese darauf geschlossen werden, dass auch
die Synthese der IL-1 stimuliert wird. Eine sichere Aussage Uber die Synthese und insbesondere
uber die proteolytische Aktivitat der MMPs, IL-1 und TNF alpha kann jedoch nicht getroffen
werden. Diese unterliegen  moglicherweise  weiteren  regulierenden  Mechanismen
(posttranslationale Prozessierung, extrazelluldre Inhibition), welche durch die RT PCR nicht

erfasst werden.

5.2. Pathogenese der Gonarthrose

Die priméare Osteoarthrose beschreibt eine Erkrankung, welcher eine unbekannte Atiologie zu
Grunde liegt (Buckwalter und Martin, 2006). Diese tritt bevorzugt in hdheren Lebensdekaden
auf (Hunter und Felson, 2006) und ist durch einen progressiven Verlauf gekennzeichnet. Als
Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer primaren und sekundiren Osteoarthrose gelten Uber-
gewicht, Alter, Geschlecht, genetische oder ethnische Préadispositionen sowie Verletzungen des
Gelenkes (Buckwalter und Martin, 2006; Goldring und Goldring, 2007). Besonders betroffen ist
z.B. das Kniegelenk (Hunter und Felson, 2006). Der Progress der Osteoarthrose beinhaltet die
Degeneration des artikuldaren Knorpels und die Remodelierung, sowie Sklerose des
subchondralen Knochens (Goldring und Goldring, 2006). Kniegelenkverletzungen sind oft trau-

matischer Natur und flihren vor allem in jingeren Populationen zur sekundaren Osteoarthrose.

Oft wurde die Osteoarthrose als nichtentziindliche Erkrankung beschrieben, jedoch konnten auch
inflammatorische Ereignisse der Synovialmembran in frihen und spaten Stadien der
Osteoarthrose beobachtet werden (Benito et al., 2005; Smith et al., 1997; Myers et al., 1990).

So wird angenommen, dass die Synovitis in arthrotischen Gelenken zu den typischen Sympto-
men der Osteoarthrose, wie der Gelenkschwellung und der Ergussbildung fihrt (Fernandes et al.,

2002). Histologisch ist die entziindete Synovialmembran durch eine Hyperplasie mit einer erhoh-

47



ten Anzahl von Deckzellen und einem gemischten entzindlichen Infiltrat, welches einen hohen

Gehalt an Makrophagen aufweist, gekennzeichnet (Haywood et al., 2003).

Eine Schlusselrolle bei der synovialen Entziindung und der Aktivierung der Chondrozyten neh-
men die proinflammatorischen Zytokine TNF alpha und IL-1 ein. So stimulieren sie beispiels-
weise die Produktion von Matrix Metalloproteinasen (MMPs) in Chondrozyten und inhibieren
die Knorpelmatrixsynthese (Buckwalter et al., 2005; Pelletier et al., 2001).

MMPs sind Proteasen, die unter anderem Bestandteile der extrazelluldaren Matrix (ECM) degra-
dieren und folglich eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Osteoarthrose spielen. MMP-1
besitzt die Fahigkeit, Kollagen Typ Il in charakteristische Fragmente zu spalten, welche von
MMP-3 weiter degradiert werden. Darlber hinaus aktiviert MMP-3 andere pro-MMPs und spal-
tet Komponenten der ECM wie Fibronektin und Laminin (Burrage et al., 2006).

Waihrend pro-inflammatorische  Zytokine und MMPs in der Gelenkfllssigkeit wvon
Arthrosepatienten nachgewiesen wurden (Tchetverikov et al., 2005), ist der Entstehungsort die-
ser Mediatoren und Proteasen bislang nicht eindeutig geklart. Die entziindete Synovialmembran
gilt neben dem Pannus-adhnlichen Gewebe am Rand der Gelenkinnenflache (Shibakawa et al.,
2003) und den Chondrozyten (Goldring und Goldring, 2007) als mdgliche Quelle. Ziel der vor-
liegenden Studie war es, die Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF alpha und IL-1
beta sowie der Proteasen MMP-1 und -3 zu charakterisieren, um so ein besseres Verstandnis
uber deren Rolle in der arthrotischen Synovialmembran zu erlangen. Darliber hinaus wurde
uberprift, ob eine Korrelation zwischen den Entziindungsprozessen und klinischen Parametern
CRP und BMI vorliegt. Ausserdem wurde das Patientenempfinden mittels KOOS Fragebogen
und WOMAC Score evaluiert.

5.3. CRP in der Osteoarthrose

Das die Entziindung eine entscheidende Rolle im Verlauf der Osteoarthrose spielen kénnte, wird
seit langem postuliert (Pelletier et al. 2001). So wurden Entziindungsprozesse in der
arthrotischen Synovialmembran (Benito et al., 2005; Smith et al., 1997; Myers et al., 1990) beo-
bachtet und eine verstarkte Synthese von proinflammatorischen Zytokinen in der Synovialis
vermutet. Ferner wurde beobachtet, dass eine geringe systemische Entziindung mit einem leicht
erhdhten Serum CRP einhergeht (Hulejova et al., 2007; Spetor et al., 1997; Stiirmer et al., 2004).
Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die 0. g. Beobachtungen. Ebenfalls ist bekannt, dass das

signifikant erhéhte Serum CRP Level schon in frihen radiologisch sichtbaren Stadien der
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Osteoarthrose nachweisbar ist und somit auf einen beschleunigten Verlauf der Erkrankung hin-
weist (Spector et al., 1997).

Sowers et al. (2002) beobachteten, dass das Serum CRP mit dem Grad der Gelenkdestruktion
nach Kellgren und Lawrence (1957) korreliert. Des Weiteren weisen Hulejova et al. (2007) auf

einen signifikanten CRP Abfall nach der Implantation einer totalen Endoprothese (TEP) hin.

Die Beobachtung erhohter CRP Werte in der RA, im Vergleich zur Osteoarthrose, lasst dartiber
hinaus eine mogliche Assoziation des Serums CRP mit einer progressiven Knorpeldestruktion

vermuten (Tchetverikov et al., 2005).

Die Hepatozyten gelten als Hauptsyntheseort flr dieses akute Phase Protein. Vermutet wird, dass
CRP uber proinflammatorische Zytokine wie IL-1 reguliert, immunmodulatorische Funktionen
bei Gewebeverletzungen einnimmt und das Komplementsystem aktiviert. Im Verlauf der
Osteoarthrose zeigt die Synovialis eine Infiltration mit mononukleédren Zellen und eine Uberex-
pression von inflammatorischen Mediatoren. Speziell TNF alpha und IL-1 beta produzierende
Zellen wurden schon in friihen Stadien der Osteoarthrose beobachtet (Benito et al., 2005).

Da die Knorpeldestruktion vor allem durch die MMPs vermittelt wird, wurde untersucht, ob eine
Korrelation zwischen den MMPs und dem CRP vorliegt. In dieser Studie konnte erstmals eine
signifikante Korrelation zwischen dem Serum CRP Level und dem MMP-1 mRNA-
Genexpressionslevel, sowie dem MMP-3 mRNA-Genexpressionslevel in der arthrotischen
Synovialmembran gezeigt werden. Dies deckt sich mit den Analysen zur Bestimmung von
MMPs und CRP in der Synovia und dem Serum von Patienten mit rheumatoider Arthritis. Hier
konnte eine signifikante Korrelation zwischen dem MMP-3 im RA-Synovialfluid und dem Se-
rum CRP gezeigt werden (Tchetverikov et al., 2005). Weitere Studien beobachteten eine Korre-
lation zwischen MMP-1 und -3 mit dem CRP in RA Serum (Mahmoud et al., 2005; Posthumus
et al., 2003). Dariiber hinaus wird vermutet, dass die progrediente Knorpeldestruktion und die
dauerhaft persistierenden Knorpelabbauprodukte (Lohmander et al., 1994; Lohmander et al.,
1999) in der Synovia zu einer Aktivierung der Synovialmembran mit Infiltration immunkompe-
tenter Zellen (Cluster of Differentiation 68 (CD68), positiver Makrophagen, und CD4 positiver
T-Lymphozyten) fiihren. Diese Prozesse konnten zu einer geringen lokalbedingten systemischen
Aktivierung des Immunsystems mit einer gesteigerten Synthese von proinflammatorischen

Zytokinen und einer reaktiven Erhdhung des Serum CRP flhren.
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5.4. Expression proinflammatorischer Zytokine in der Synovialmembran

Der Hypothese folgend, dass die Entziindung bei der Osteoarthrose ein entscheidender Prozess
ist, wurden die Genexpressionslevel der proinflammatorischen Zytokine in der Synovialmem-
bran bestimmt. Ferner ist bekannt, dass Zytokine eine entscheidende Rolle in der Pathogenese
der Osteoarthrose spielen. Demnach induzieren IL-1 und TNF alpha neben der Aktivierung der
MMP Synthese auch die Synthese von Prostaglandin E2 (PGE2) (ber die Stimulation von
Cyclooxygenase (COX)-2, mikrosomaler PGE Synthase-1 (mPGES-1) und I6slicher
Phospholipase A2 (sPLA2). AulRerdem regulieren sie die Produktion von Stickstoffmonoxid
(NO) via induzierbarer Stickstoffmonoxid-Synthase oder Stickstoffmonoxid-Synthase-2 (iNOS
oder NOS2) herauf (Goldring und Berenbaum, 2004; Goldring und Goldring, 2007). Dabei zei-
gen TNF alpha und IL-1 einen synergistischen Effekt (van den Berg, 2001).

Ebenso konnte im experimentellen Maus-Arthritismodell gezeigt werden, dass in Abwesenheit
von IL-1 dasTNF alpha eine Entziindung der Synovialmembran induzierte (Zwerina et al., 2007).
Eine weitere Studie beschreibt den Schutz vor chirurgisch induzierter Osteoarthrose an IL-1 be-
ta-knockout-Mé&usen (Clements et al., 2003).

IL-1 Konzentrationen wurden in der Gelenkflussigkeit von Patienten mit Osteoarthrose nachge-
wiesen (Schlaak et al., 1996). Dennoch ist der Syntheseort dieses Zytokins bislang nicht eindeu-
tig geklart. Die entzundete Synovialmembran gilt, wie auch die Chondrozyten, als mdgliche
Quelle erhohter IL-1 Konzentrationen. In der vorliegenden Arbeit konnte die IL-1 und TNF al-
pha mMRNA Expression in den untersuchten Synovialmembranen beider Patientengruppen nach-
gewiesen werden. Dies konnte auch die Studie von Brenner et al. (2004) fir die IL-1, jedoch
nicht fur die TNF alpha Expression in der Synovialmembran zeigen, wobei sich dort die Patien-
ten einer diagnostischen oder therapeutischen Arthroskopie unterzogen und im Gegensatz zu
unserer Studie einen variablen radiologischen Kniearthrose-Degenerationsgrad nach Kellgren
and Laurence (1957) zeigten (Brenner et al., 2004).

Andere Arbeiten, in denen die Proteine mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
quantitativ bestimmt wurden, beobachteten hdéhere Konzentrationen von IL-1 beta und TNF al-
pha in der RA Synovialmembran im Vergleich zur Osteoarthrose (Rosengren et al., 2003). Daru-
ber hinaus zeigten Benito et al. (2005) mittels der Immunohistologie eine signifikantgréliere An-
zahl von TNF alpha und IL-1 beta-produzierenden Zellen in friihen Stadien der Osteoarthrose im

Vergleich zur fortgeschritteneren Osteoarthrose. Dagegen lagen keine signifikanten Konzentrati-
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onsunterschiede von IL-1 und TNF alpha zwischen Patienten mit Osteoarthrose und den gesun-
den Kontrollen vor (Hulejové et al., 2007).

Die hier vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass in allen Synovialmembranen von an
Osteoarthrose erkrankten Patienten IL- 1 beta und TNF alpha exprimiert werden. Diese Be-
obachtung konnte auf eine entscheidene Bedeutung der Synovialfibroblasten hinsichtlich einer
regulierbaren IL-1 und TNF alpha Synthesestatte bei der kartilagindren Homoostase hinweisen.

5.5. Regulation und Expression von MMPs in der Synovialmembran von
Patienten mit Osteoarthrose

Dass die synoviale MMP-3 Synthese im Prozess der Knorpeldegeneration eine wichtige Rolle
einnimmt, ist belegt (Blom et al.,, 2007). So zeigten in-vivo Untersuchungen eines
osteoarthritischen Mausmodells, dass synoviale Makrophagen die Osteophytenentwicklung
(Blom et al., 2004) vermittelten und die MMP Aktivitat und Produktion fruher als im Knorpel
induzieren (Blom et al., 2007). Andere Studien zeigen, dass MMP-3 ein entscheidender Mediator
flr die Knorpeldestruktion ist (Mehraban et al., 1998) und die Proteinkonzentration im Vergleich

zu gesunden Kontrollen erhoht ist (Hulejova et al., 2007).

Wie zuvor beschrieben, aktiviert MMP-3 andere pro-MMPs. Mittels Northern Blot und in-situ-
Hybridisierung wurde eine mRNA-Expression von MMP-3 und MMP-1 in der
Synovialmembran gezeigt (Zafarullah et al., 1993; Gravallese et al., 1991). Mahmout et al.
(2005) beschrieben eine signifikante Korrelation zwischen MMP-3 und MMP-1 in der
Synovialfliissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis, die auch in der Synovialfliissigkeit
von Patienten mit Osteoarthrose gezeigt werden konnte (Yoshihara et al., 2000; Vaatdinen et al.,
1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine signifikante Korrelation zwischen relativen
MRNA Genexpressionen von MMP-1 und MMP-3 in der Synovialmembran von Patienten mit
Osteoarthrose nachgewiesen. Wie oben erwéhnt, schreibt die Literatur den proinflammatorischen
Zytokinen die Fahigkeit zu, die MMP-Expression zu induzieren. Diese Erkenntnisse decken sich
mit denen dieser Arbeit, da auch hier eine signifikante Korrelation zwischen den relativen
MRNA Genexpressionslevel von TNF alpha und MMP-1, sowie zwischen TNF alpha mit MMP-
1 gezeigt wurde. In Synovialzellkulturen konnte bereits eine stimulierende Wirkung von IL-1
beta und TNF alpha auf die Genexpression der MMPs nachgewiesen werden (Fuchs et al., 2004).

Bestatigt wurde dies durch eine weitere Arbeit, in der durch Zugabe von IL-1 und TNF alpha-
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Antikorper, die MMP-1 und MMP -3 Genexpression in der Zellkultur herunterreguliert wurde
(Bondeson et al., 2006).

Wie zuvor beschrieben, spielen MMPs im ProzeR der Knorpeldegeneration eine zentrale Rolle.
So wiesen Patienten mit RA héhere MMP-1 und MMP-3 mRNA Genexpressionslevel im Ver-
gleich zu Patienten mit Osteoarthrose auf (Keyszer et al., 1998).

Immunhistochemische Studien konnten in der Synovialmembran von Patienten mit
Osteoarthrose eine erhohte MMP-3 Proteinexpression im Vergleich zu gesunden Kontrollen be-
obachten (Okada et al., 1992). Tchetverikov et al. (2004) wiesen erhéhte Konzentrationen von
MMP-3 und MMP-1 im Synovialfluid von Patienten mit Osteoarthrose im Vergleich zu gesun-
den Kontrollen nach.

Zafarullah et al. (1994) konnten eine signifikant hthere MMP-1 und MMP-3 mRNA Genexpres-

sion bei Patienten mit Osteoarthrose im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachweisen.

Die Expression von MMP-1 und MMP-3 mRNA wurde in dieser Studie in allen untersuchten
Synovialmembranen nachgewiesen, jedoch zeigten sich keine signifikanten Expressionsunter-

schiede dieser Proteine zwischen den Patientengruppen.

Unsere Beobachtungen und die beschriebenen Studien deuten an, dass die Synovialmembran,
sowohl in der Synthese, als auch die Regulation in der Synovialflissigkeit vorkommenden
MMPs eine entscheidene Rolle spielen kdnnte.

5.6. Bedeutung des BMI in der Osteoarthrose

Adipositas ist ein bedeutender Risikofaktor der Osteoarthrose. Das Risiko eine Osteoarthrose zu
entwickeln, steigt an gewichtstragenden Gelenken, wie dem Huift- und dem Kniegelenk. Jedoch
konnte gezeigt werden, dass das Risiko an Osteoarthrose zu erkranken, bei Ubergewicht an allen
Gelenken erhoht ist (Felson et al., 1997). So wird angenommen, dass biochemische Mediatoren
diesen Prozess vermitteln. Dumond et al. (2003) beobachteten wiederum eine signifikante Korre-

lation zwischen dem BMI und Leptin.

Es gibt Hinweise, dass Leptin (ber die Induktion der Stickoxid-Synthase-2 (NOS2) in
Chondrozyten einen schéadigenden Effekt auf den Gelenkknorpel hat. Darlber hinaus zeigt
Leptin einen synergistischen Effekt mit dem in der Arthrose relevantesten Zytokin IL-1.
Simopoulou et al. (2007) beschrieben eine Erhéhung der IL-1 beta mMRNA Expression in kulti-
vierten Chondrozyten nach Leptingabe. Uberdies lag eine signifikante Korrelation zwischen dem

BMI und der Leptin-mRNA-Genexpression der Chondrozyten vor (Simopoulou et al., 2007). Im
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Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation zwischen dem BMI und IL-
1 beta gezeigt werden, und somit war kein kausaler Zusammenhang zwischen der Expression der

hier untersuchten Zytokine und Proteasen in der Synovialmembran und dem BMI nachweisbar.

5.7. Bedeutung der Expression von TNF alpha im Zeitverlauf nach dem
initialen Trauma

Die Rolle der proinflammatorischen Zytokine und der MMPs in der Pathogenese der
Osteoarthrose wurden vielfach belegt (Fernandes et al., 2002; Goldring und Goldring, 2004;
Goldring, 1999). Dennoch ist das Verstandnis tber die molekularen Grundlagen noch sehr 10-
ckenhaft. Auch die Beteiligung der Synovialmembran im Prozess der priméren, aber vor allem in
der posttraumatischen Osteoarthrose, ist noch unklar. Ein Grund dafur kénnte sein, dass die
Entwicklung der Osteoarthrose im humanen Individuum nicht von Beginn an und im Verlauf auf
molekularer Ebene quantifiziert werden kann. Studien nach Kniegelenktraumen bieten diese
Madglichkeit und kénnten der Schlussel fir das Verstandnis der Arthrosepathogenese sein. Unse-
re Studie untersuchte die IL-1 und TNF alpha mRNA Genexpression in der Synovialmembran
bei Patienten mit verschiedenen Kniegelenkverletzungen. Diese Zytokine besitzen die Fahigkeit,
in Chondrozyten ihre eigene Produktion unde die Produktion anderer Zytokine wie IL-8, IL-6
und die Prostaglandine E2 (PGE2) zu induzieren. In vitro steigern sie die osteoklastische Kno-
chenresorption (Bertolini et al., 1986) und sind in der Lage, die Synthese von verschiedenen ext-
razelluldren Matrixkomponenten zu inhibieren (Hooiveld et al., 2003). Friihere Studien wiesen in
der akuten Phase nach der initialen Knieverletzung im Vergleich zu gesunden Kontrollen signi-
fikant erhohte IL-1 und TNF alpha Konzentrationen in der Synovialflissigkeit auf (Irie et al.,
2003). Allerdings ist die exakte Quelle dieser Zytokine noch immer nicht abschlieRend geklart.
In dieser Arbeit konnte erstmalig eine signifikante Korrelation zwischen der TNF alpha Genex-
pression und der Zeit nach dem initialen Trauma gezeigt werden. Dieser Trend wurde in friiheren
Untersuchungen nicht beobachtet. Eine Erklarung dafur kénnten ein anderes Material und andere
Quantifizierungstechniken in den vorangegangenen Studien sein. So wurden beispielsweise Pro-
teinkonzentrationen im Synovialfluid mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
quantifiziert (Irie et al. 2003). Demnach beobachteten Irie et al. (2003) einen signifikanten An-
stieg der TNF alpha Konzentrationen in der Synovialflussigkeit wéahrend der ersten Woche nach
der Verletzung. Nach drei Wochen sanken die Expressionswerte dieser Zytokine auf Werte, wel-
che bei Patienten mit Osteoarthrose gemessen wurden (Irie et al., 2003). Eine andere klinische
Studie zeigte kurz nach der Kniegelenkverletzung einen signifikanten Anstieg des TNF alpha in
der Synovialflissigkeit. Nach der akuten Phase sanken die Konzentrationen, blieben aber in der
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chronischen Phase erhoht im Vergleich zu den Konzentrationen bei gesunden Patienten. Interes-
santerweise zeigte sich der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-
CSF) initial normal und stieg nach 3 Monaten signifikant an (Cameron et al., 1997). Ferner
konnte nach Stimulation mit rekombinanten humanen IL-1 und TNF alpha von kultivierten hu-
manen Chondrozyten die Induktion der GM-CSF Produktion beobachtet werden. GM-CSF wie-
derum kann Makrophagen zur IL-1 und TNF alpha Synthese stimulieren, welche erneut Ge-

webszellen zur GM-CSF Synthese anregen (Hamilton, 2002).

Ob eine Assoziation zwischen der TNF alpha mRNA Genexpressionslevel und dem GM-GSF
besteht, miussen kinftige Studien klaren, welche die Faktoren gemeinsam in der
Synovialmemban, im Knorpelgewebe und in der Synovialflussigkeit untersuchen. Diese Studie
deutet darauf hin, dass die persistierend erhéhten TNF alpha und IL-1 beta Proteinkonzentratio-

nen im Synovialfluid (Cameron et al., 1997) aus der Synovialmembram stammen kénnten.

5.8. Bedeutung der Expression von IL-1 beta im Zeitverlauf nach dem
initialen Trauma

Kniegelenkverletzungen sind ein Risikofaktor fur die Entwicklung einer posttraumatischen Arth-
rose. Es ist beschrieben, dass nach der Ruptur des vorderen Kreuzbandes (VKB) und einer an-
schlielenden Rekonstruktion, bei bis zu 60 Prozent der Patienten eine posttraumatische
Osteoarthrose entsteht. Die molekularen Grundlagen sind jedoch nicht vollstandig geklart. Dass
das IL-1 ein zentrales Zytokin des Arthroseprozesses ist, wurde vielfach belegt. Welche Rolle es
im Prozel’ der posttraumatischen Osteoarthrose spielt, ist Gegenstand dieser und gegenwartiger
Studien.

IL-1 beta zeigte in dieser Studie keinen eindeutigen Trend in dem Zeitverlauf nach dem initialen
Trauma. Diese Beobachtung wird durch die Studie von Cameron et al. (1994) bestétigt, in der
ein Teil der Patienten nach Kniegelenkverletzung eine starke initiale Erhohung von IL-1 Kon-
zentrationen zeigten, welche dann mit zunehmender Zeit auf moderate Werte sanken. Der andere
Teil der Patienten wies initial moderat erhohte Werte auf, welche keinen signifikanten Anstieg
der Konzentrationen zeigten. Irie et al. (2003) beobachteten hingegen einen signifikanten Abfall
der IL-1 beta Werte nach dem initialen Trauma in der Synovialflussigkeit. Wie oben beschrieben
(Abschnitt 5.7.), lag in diesen Studien ein anderer Beobachtungszeitraum vor. Darliber hinaus
existiert bislang keine vergleichbare Studie mit dem in dieser Arbeit verwendeten Zeitintervall

und Untersuchungsmaterial.

Diese, als auch unsere Beobachtungen deuten darauf hin, dass es Patienten mit initial hohen IL-1
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beta Level und Patienten mit moderen Level gibt. Patienten mit initialem hohem Level von IL-1
beta kdnnten ein hoheres Risiko der Arthroseentwicklung haben. Folgende Studien mit grélReren
Fallzahlen und Nachuntersuchungen dieser Patienten missen kléren, ob diese Vermutung zu-
trifft.

5.9. Die Bedeutung der Assoziation zwischen der Expression von TNF
alpha und arthroskopisch visualisierter Chondromalazie

Wie einleitend beschrieben, gehen Chondrozyten bei nur kurzem Blutkontakt, wie bei einem
H&marthros nach einer vorderen Kreuzbandruptur, in Apoptose (Hamilton, 2002). Dariber hin-
aus zeigen Chondrozyten nach einem Trauma eine gesteigerte Genexpression, welche sich in
einer verstarkten Expression von inflammatorischen Mediatoren und Proteasen widerspiegelt
(Lee et al., 2005; Fitzgerald et al., 2004; Hooiveld et al., 2003).

Nach einer Kniegelenkverletzung persistieren Knorpelabbauprodukte wie Aggrecan-Fragmente
und Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) Uber einen langen Zeitraum in der Synovial-
flissigkeit (Lohmander et al., 1994; Lohmander et al., 1999). Postuliert wird auch, dass bei
Osteoarthrose und rheumatoider Arthritis die Interaktion von infiltrierenden Entziindungszellen
und Knorpelabbauprodukten mit einer Aktivierung von Zytokinen einhergehen (Tsuruha et al.,
2001; Yuan et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikante Korrelation zwischen der Chondromalazie
und TNF alpha nachgewiesen. Auch Marks und Donaldson (2005) beschrieben steigende TNF
alpha Level bei steigender Chondromalazie. Andere Studien zeigten eine erhohte Inzidenz radio-

logischer Osteoarthrose Veranderungen nach einer Kniegelenkverletzung.

Diese, wie auch die vorliegenden Beobachtungen, deuten darauf hin, dass das Kniegelenktrauma
ein entscheidener Risikofaktor fur die Entstehung von chondralen Defekten auf molekularer
Ebene sein kann und so progredient zur posttraumatischen Osteoarthrose flhrt.

5.10. Bedeutung der Expression von MMP-1 und MMP -3 im Zeitver-
lauf nach dem initialen Trauma

Die MMPs spielen bei der Entstehung der priméren und sekundéren Osteoarthrose, aber auch bei
vielen nicht-pathologischen Vorgéngen, eine wichtige Rolle. MMPs ergéanzen sich in ihrer Sub-
stratspezifitdt. So sind bei pathologischen oder physiologischen Vorgédngen meist mehrere
MMPs gleichzeitig involviert. Ungeklé&rt ist jedoch ihre temporare Aktivivat im initialen Prozess
der Knorpeldegeneration. In dieser Arbeit konnte ein initialer Anstieg des MMP-1 und MMP-3
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bis zum zweiten Zeitintervall (9 bis 12 Monaten) beobachtet werden, wie auch ein Anstieg der
MMP-1 und MMP-3 mRNA Expression zum flinften Zeitintervall (52 bis 80 Monaten). Diese
Beobachtungen werden durch Tchetverikov et al. (2004) bestatigt. Sie zeigten in der
Synovialflissigkeit von Patienten mit Kniegelenkverletzungen einen signifikanten Anstieg der
MMP-1 und MMP-3 Proteinkonzentrationen bis zur 17. Woche, gefolgt von einem signifikanten
Abfall. Andere Studien wiederum zeigten, dass die MMPs und TIMPs nach der Kniegelenkver-
letzung ansteigen (Walakovits et al., 1992; Moore et al., 1999; Lohmander et al., 1993; Dahlberg
et al., 1994; Roos et al., 1995). So wiesen in vitro Studien an kultivierten Knorpelzellen eine
voriibergehende Erhéhung dieser Proteasen unter mechanischer Belastung nach (Pickvance et
al., 1993). Bekannt ist auch, dass ein Trauma oder eine veranderte Biomechanik zu einer vori-
bergehenden Erhéhung dieser Proteasen in der Synovialflussigkeit fihren (Dahlberg et al., 1994;
Lohmander et al., 1999; Lohmander et al., 1993; Walakovits et al., 1992; Tchetverikov et al.,
2004).

Diese Zusammenhange lassen darauf schlieBen, dass die in der Synovialflissigkeit gemessenen
Konzentrationen von MMP-1 und MMP-3 aus der Synovialmembran stammen kénnten und da-
riber hinaus der initiale Anstieg der MMP-Konzentration auf das vermehrte Vorkommen von

Knorpelabbauprodukten zuriickzuftihren sein kdnnte.

5.11. Bedeutung der Assoziation zwischen der Expression von MMP-1
und MMP-3

Zytokine besitzen die Féhigkeit, die Synthese von MMP-3 und MMP-1 zu induzieren (Bondeson
et al., 2006; Fuchs et al., 2004). MMP-3 kann andere pro-MMPs aktivieren. Friihere Studien
beobachteten erhdhte Konzentrationen von MMP-3 und MMP-1 in der Synovia von Patienten
mit primérer Gonarthrose (Tchetverikov et al., 2004). Auch bei Patienten nach einer Kniege-
lenkverletzung zeigten sich erh6hte MMP Proteinkonzentrationen (Dahlberg et al., 1994; Roos et
al., 1995; Lohmander et al., 1999; Lohmander et al., 1993; Moore et al., 1999; Walakovits et al.,
1992).

Eine Studie, welche die Synovialmembran nach Kniegelenkverletzungen untersuchte, beobachte-
te eine MRNA MMP-3 Genexpression in 8 von 9 und eine mMRNA MMP-1 Genexpression in 6
von 9 Proben (Konttinen et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit konnten in allen
Synovialmembranen MMP-1 und MMP-3 mRNA nachgewiesen werden., Dabei lag kein signifi-
kanter Unterschied in der Expressionshéhe bei Patienten mit Osteoarthrose im Vergleich zu Pati-

enten mit Kniegelenkverletzungen vor. Es wurde jedoch erstmals eine signifikante Korrelation
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zwischen MMP-1 und MMP-3 mRNA-Genexpression in der Synovialis von Patienten mit Knie-
gelenkverletzungen beobachtet. Dies wurde ebenso an Untersuchungen der Synovialflissigkeit
von RA Patienten gezeigt (Mahmout et al., 2005), wie auch durch Analysen der
Synovialflissigkeit von Patienten mit Osteoarthrose bestétigt (Yoshihara et al., 2000; Vaatéinen
et al., 1998). Diese Beobachtungen weisen auf eine starke Assoziation zwischen MMP-1 und
MMP-3 in verschiedenen Geweben des Kniegelenks hin.

5.12. WOMAC und KOOS bei den verschiedenen Patientengruppen

Der Womac-Index und der KOOS-Fragebogen erwiesen sich als probates Mittel, die Beschwer-

den der Patienten zu quantifizieren und die Patientengruppen zu differenzieren.

Die vorliegende Arbeit wies signifikante Unterschiede in vier von finf Subgruppen im KOOS,
sowie in zwei von drei Subgruppen des Womac-Index auf. Die Unterschiede in dem subjektiven
Patientenempfinden gehen folglich mit dem unterschiedlichen Degenerationsgrad der Patienten
einher. Patienten mit Osteoarthrose standen zur Implantation einer totalen Knieendoprothese
(KTEP) an und wiesen eine Pangonarthrose auf. Die zweite Gruppe von Patienten zeigte nach
Kniegelenkverletzungen eine initiale Knorpeldegeneration. Diese zeigten sich nie an allen Kom-
partimenten des Kniegelenks. 25 % der Patienten nach Kniegelenkverletzungen gaben sogar nur
geringe Beschwerden an. Das unterstreicht aber auch die Wichtigkeit des hier angewandten Pro-

zedere der visuellen Diagnosefindung.
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6. Zusammenfassung

Um das Verstandnis Uber die Pathologie der Osteoarthrose zu verbessern, wurden die relativen
Genexpressionshohen von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1 beta und TNF alpha) und den
Matrix Metalloproteinasen untersucht. Dabei wurden diese Faktoren in der Synovialmembran
von Patienten mit Kniegelenkosteoarthose und bei Patienten mit Kniegelenkverletzungen be-
stimmt. Ferner wurde Uberprift, ob eine Korrelation zwischen diesen Faktoren und dem des Bo-
dy Mass Index und dem C-reaktiven Protein (CRP) besteht. Ausserdem wurde das subjektiv-

objektive Patientenempfinden erhoben.

MMP-1, MMP -3, IL-1 beta and TNF alpha Genexpressionshéhen wurden mittels der Tagman-
basierten RT PCR in der Synovialmembran von 12 Patienten mit Osteoarthrose und 13 Patienten
mit Kniegelenkverletzungen untersucht. Der BMI aus KorpergrofRe und Gewicht und das C-

reaktive Protein (CRP) wurden Uber das regulédre praoperative Labor erhoben.

Die quantitative Analyse zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen MMP-1, MMP-3, IL-
1 beta and TNF alpha mRNA Genexpressionshéhe in der Synovialmembran von Patienten mit
Osteoarthrose und Kniegelenkverletzungen. Das Serum CRP war signifikant bei Patienten mit
Osteoarthrose erhoht, verglichen mit der Gruppe von Patienten mit Kniegelenkverletzungen.
Eine positive signifikante Korrelation zeigte sich zwischen mRNA Genexpressionshéhen von
MMP-1 und MMP-3 in beiden Patientengruppen, sowie zwischen CRP und MMP-1, MMP-3 bei
den Patienten mit Osteoarthrose. Ausserdem zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen
TNF alpha und MMP-1, MMP-3 in der Synovialmembran von Patienten mit Osteoarthrose. Es
wurde u.a. eine positive signifikante Korrelation zwischen der TNF alpha mMRNA Genexpressi-
onshohe und der Zeit nach der Verletzung beobachtet. Diese Studie zeigt &hnliche Entziin-
dungsmuster in der Synovialmembran von Patienten mit Osteoarthrose und Patienten mit Knie-
gelenkverletzungen. Interessanterweise deuten unsere Daten daraufhin, dass TNF alpha eine
Schlisselrolle in beiden Krankheitsprozessen spielt und einen therapeutischen Ansatzpunkt dar-
stellen konnte. Ausserdem konnte TNF alpha ein individueller Risikofaktor fiir die Entstehung

einer sekundéaren Osteoarthrose darstellen.

Schlagworter: Genexpression, Osteoarthrose, Kniegelenkverletzungen, TNF alpha
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6.1. Abstract

To gain further insight into the pathology of osteoarthritis (OA), the expression of pro-
inflammatory cytokines and matrix metalloproteinases (MMPS) in the synovial tissue of patients

suffering from OA or non-inflammatory knee disorders (NKD) has been investigated.

Furthermore, to assess the influence of clinical parameters such as CRP and BMI in disease pro-
gression, we sought to correlate the expression profile of the cytokines and proteases tested.

MMP-1, -3, IL-1 B and TNF-a gene expression was quantified using Tagman-based real-time
polymerase chain reaction (PCR) in synovial tissue samples obtained from 12 patients with OA
and 13 with NKD. In addition, the levels of serum inflammatory parameter C reactive protein
(CRP) were recorded.

Quantitative analysis revealed no significant differences in the expression levels of MMPs, IL-1
or TNF-o mRNA between the synovial tissues of patients with OA and NKD, but CRP was sig-
nificantly increased in the OA group. A significant correlation was also seen regarding the gene
expression levels between MMP-1 and -3, and between the CRP and MMPs tested. Furthermore,
a significant relationship between TNF-oa. and MMP-1 and MMP-3 was observed in osteoarthritic
synovial tissue. In addition, the relative mRNA level of TNF-a in the synovial tissue correlated

to the time after injury in patients with NKD.

This study demonstrates similar changes in the inflammatory pattern of synovial tissue of NKD
and OA. Interestingly these results suggest that TNF-a is a key factor in both disease processes,

and could provide a therapeutic target and an individual risk factor for the development of OA.

Keywords: gene expression, Osteoarthitis, non-iflammatory knee disorders, TNF alpha
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vorderes Kreuzband
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Auf eine Auflistung von international anerkannten Abkurzungen von MaReinheiten, sowie im

deutschen Sprachgebrauch allgemein Giblichen Abkirzungen wurde hier verzichtet.
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11. ANHANG

Erklarung

Ich, Georgi Wassilew, erkldre, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit dem Thema:
,,Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen und Matrix Metalloproteinasen in der
Synovialmembran‘ selbst verfasst und keine anderen, als die angegebenen Quellen und Hilfsmit-
tel benutzt, ohne die (unzuldssige) Hilfe Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer

Arbeiten dargestellt habe.

Georgi Wassilew
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»KOOS* KNIEFRAGEBOGEN

Datum: / / Geburtsdatum: / /
Patienten Nr:

ANLEITUNG:

Dieser Fragebogen dient dazu uns Ihre Kniebeschwerden zu verdeutlichen. Die dadurch gewon-
nenen Informationen und Erkenntnisse werden uns helfen, lhre Kniebeschwerden besser zu er-
kennen und auch einschatzen zu konnen.

1) Beantworten Sie bitte jede Frage und kreuzen Sie das dazugehorige Késtchen an.
2) Bitte nur ein Ké&stchen pro Frage ankreuzen.
3) Wenn Sie unsicher sind, wie Sie die Frage beantworten sollen, wéhlen Sie die Antwort

aus, die lhnen am zutreffensten erscheint.

Symptome
Diese Fragen beziehen sich auf Beschwerden ihres Kniegelenkes in der vergangenen Woche
S1. Haben Sie Schwellungen an ihrem Knie?

niemals selten manchmal oft immer

S2. Fuhlen Sie manchmal ein Mahlen, héren Sie manchmal ein Klicken oder ein
Gerausch, wenn Sie ihr Knie bewegen?

niemals selten manchmal oft immer

S3. Bleibt ihr Knie manchmal hangen oder blockiert es, wenn Sie es bewegen?

niemals selten manchmal oft immer

S4. Kdnnen Sie ihr Knie ganz ausstrecken?

niemals selten manchmal oft immer

S5. Konnen Sie ihr Knie ganz beugen?

niemals selten manchmal oft immer
Steifigkeit

Die nachfolgenden Fragen betreffen die Steifigkeit lhres Kniegelenkes wahrend der letzten Wo-
che. Unter Steifigkeit versteht man ein Gefiihl der Einschrdnkung oder Verlangsamung der Fa-
higkeit ihr Kniegelenk zu bewegen. Fir jede der nachfolgenden Aktivitaten sollen Sie das Aus-
maf der Schwierigkeiten angeben, welche Sie durch ihr Kniegelenk innerhalb der letzten Woche
erfahren haben.

S6. Wie stark ist ihre Kniesteifigkeit morgens direkt nach dem Aufstehen?

keine schwach maRig stark sehr stark
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S7. Wie stark beurteilen Sieihre Kniesteifigkeit nach dem Sie saflen, lagen oder sich ausruhten
im Verlauf des Tages?

keine schwach maRig stark sehr stark
Schmerzen

P1. Wie oft schmerzt ihr Knie?

niemals monatlich wochentlich taglich immer

Wie ausgepragt waren ihre Schmerzen in der vergangenen Woche, als Sie z.B:
P2. Sich im Kbnie drehten?

keine schwach maRig stark sehr stark

P3. Ihr Knie ganz ausstreckten?

keine schwach maRig stark sehr stark

P4. Ihr Knie ganz beugten?

keine schwach maRig stark sehr stark

P5. Auf ebenem Boden gingen?

keine schwach maRig stark sehr stark

P6. Treppen herauf- oder heruntergingen?

keine schwach maRig stark sehr stark

P7. Nachts im Bett lagen?

keine schwach maRig stark sehr stark

P8. Auf der Couch saRen oder lagen?

keine schwach maRig stark sehr stark

P9. Aufrecht standen?

keine schwach maRig stark sehr stark

Aktivitaten des taglichen Lebens

Die nachfolgenden Fragen beziehen sich auf Ihre korperliche Leistungsféhigkeit. Hierunter ver-
stehen wir ihre Fahigkeit, sich selbstandig zu bewegen bzw. sich selbst zu versorgen. Fir jede
der nachfolgenden Aktivitaten sollen Sie das Ausmal} der Schwierigkeiten angeben, welche Sie
durch Ihr Kniegelenk innerhalb der letzten Woche erfahren haben.

Welche Schwierigkeiten hatten Sie in der letzten Woche, als Sie z.B.:
Al. Treppen herunterstiegen?

keine wenig einige grofie sehr groRe

A2. Treppen heraufstiegen?

keine wenig einige grofie sehr groRe
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A3. Vom Sitzen aufstanden?

keine wenig einige groRe

Welche Schwierigkeiten hatten Sie in der letzten Woche, als Sie z.B.:
A4. Standen?

keine wenig einige groRe

ADb5. Sich buickten, um z.B. etwas vom Boden aufzuheben?

keine wenig einige grol3e

A6. Auf ebenem Boden gingen?

keine wenig einige grofRe

A7. In das Auto ein- oder ausstiegen?

keine wenig einige grolle

A8. Einkaufen gingen?

keine wenig einige grolle

AQ9. Strimpfe/Socken anzogen?

keine wenig einige grofRe

A10. Vom Bett aufstanden?

keine wenig einige grolle

Al1l. Strimpfe/Socken auszogen?

keine wenig einige grofRe

Al12. Im Bett lagen und sich drehten, ohne das Knie dabei zu beugen?

keine wenig einige grofRe

A13. In oder aus der Badewanne stiegen?

keine wenig einige grolle
Al4. Salken?
keine wenig einige grofRe

A15. Sich auf die Toilette setzten oder aufstanden?

keine wenig einige grofie

A16. Schwere Hausarbeit verrichteten (putzen, Garten umgraben, ...)?

keine wenig einige grofie

Al7. Leichte Hausarbeit verrichteten (Staub wischen, kochen, ...)?

keine wenig einige grof3e

sehr grolRe

sehr grolRe

sehr grolRe

sehr groRe

sehr grof3e

sehr grof3e

sehr groRe

sehr grof3e

sehr groRe

sehr groRe

sehr grofle

sehr groRe

sehr groRe

sehr groRe

sehr groRe
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Sport und Freizeit

Die nachfolgenden Fragen beziehen sich auf Ihre korperliche Belastbarkeit im Rahmen sportli-
cher Aktivitaten. Fur jede der nachfolgenden Aktivitaten sollen Sie das AusmaR der Schwierig-
keiten angeben, welche Sie durch Ihr Kniegelenk innerhalb der letzten Woche erfahren haben.

Hatten Sie Schwierigkeiten letzte Woche, als Sie z.B.:
SP1. In die Hocke gingen?

keine wenig einige grofRe sehr groRe

SP2. Rannten?

keine wenig einige groRe sehr grolRe

SP3. Hipften?

keine wenig einige grolle sehr grof3e

SP4. Sich auf ihrem kranken Knie umdrehten?

keine wenig einige groRe sehr groRe

SP5. Sich hinknieten?

keine wenig einige grolle sehr grof3e

Beeinflussung der Lebensqualitéat durch das betroffene Knie
Q1. Wie oft spuren Sie ihr erkranktes Knie?

nie monatlich wochentlich taglich immer

Q2. Haben Sie ihre Lebensweise verandert, uml ihrem Knie schadende Téatigkeiten zu ersparen?

nicht wenig etwas stark vollsténdig

Q3. Wie sehr leiden Sie darunter, dal3 ihr Knie nicht stabil ist?

gar nicht wenig einiges schlimm sehr schlimm

Q4. Wie wirden Sie die Schwierigkeiten bewerten, die Sie durch die Kniebeschwerden haben?

keine wenig etwas grolle sehr grofle

Wir danken Ihnen fiir die Beantwortung der Fragen.
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WOMAC INDEX

Schmerzen

Denken Sie an die Schmerzen, die Sie wahrend der letzten 48 Stunden in lhrer betroffenen Hifte
hatten.

Wie stark sind Ihre Schmerzen...

keine wenig mittlere starke extreme
Schmerzen Schmerzen Schmerzen Schmerzen Schmerzen

beim Gehen auf ebe-

nem Boden? © © © © ©
beim Treppensteigen

(hinauf oder hinun- O O O O O
ter)?

wahrend Sie nachts

im Bett lagen, d.h.

Schmerzen, die lhren @) O O @) O
Schlaf  beeintrachti-

gen?

beim Sitzen oder Lie- O O O o o
gen?

beim aufrechten Ste- O O O O o
hen?

Steifigkeit

Denken Sie an die Steifheit (nicht Schmerzen), die Sie wéhrend der letzten 48 Stunden in Ihrer
betroffenen Hufte hatten! Gelenksteifheit macht sich normalerweise als Verringerung der Be-
weglichkeit der Gelenke bemerkbar.

Wie stark ist Ihre Gelenksteifheit...

keine wenig mittlere starke extreme
Steifheit Steifheit Steifheit Steifheit Steifheit

nach dem ersten Aufwa-

chen am Morgen? © © © © ©
spater am Tag, nachdem
Sie fir eine Weile geses- o o o o o

sen, gelegen oder sich aus-
geruht hatten?
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Schwierigkeiten beim Verrichten von Alltagstatigkeiten

Denken Sie an die Schwierigkeiten, die Sie wéhrend der letzten 48 Stunden bei der Verrichtung
folgender korperlicher Alltagstatigkeiten in Ihrem betroffenen Knie hatten! Gemeint ist damit die
Fahigkeit, sich frei zu bewegen und sich zu versorgen.

Welche Schwierigkeiten hatten Sie...

keine wenig mittlere  starke extreme

Schwie-  Schwie-  Schwie-  Schwierig-  Schwie-

rigkeiten  rigkeiten rigkeiten keiten rigkeiten
Treppen herabzusteigen? O O O O O
Treppen hinaufzusteigen? O O O O O
aus dem Sitzen aufzustehen? @) @) @) ©) ©)
zu stehen? @) @) @) @) @)
sich herunterzubeugen, um etwas aufzu- o o o o o
heben?
auf ebenem Boden zu gehen? @) @) @) @) @)
in das Auto oder in den Bus einzusteigen? O O O O O
Einkaufen zu gehen? ©) ©) ©) O O
Socken oder Strumpfhosen anzuzuiehen? O O O O O
aus dem Bett zu steigen? O O O O O
Socken oder Strumpfhosen auszuziehen? O O O O O
im Bett zu liegen? O O O ©) ©)
in die Badewanne zu steigen, sich darin
hinzusetzen oder aus der Badewanne zu @) @) @) @) @)
kommen?
lange zu sitzen? O O O ©) ©)
sich auf die Toilette zu setzen oder davon o o o o o
aufzustehen?
fg:;/vere Haushaltstatigkeiten zu verrich- o o o o o
leichte Haushaltstatigkeiten zu verrich- o o o o o

ten?
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