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1 Einleitung

1.1 DasKrankheitshild der Arthrose

1.1.1 Epidemiologie
Nicht zu Unrecht gilt die Arthrose als Volkskrankheit: Es handelt sich um die weltweit

am haufigsten auftretende Gelenkerkrankung von Erwachsenen und gleichzeitig um die
haufigste Krankheit von dteren Menschen. Arthrosen machen mehr als 50% der
chronischen Erkrankungen jenseits des 60. Lebengahres aus (Petersson et al. 1996).
Kellgren und Lawrence stellten 1958 eine Pravalenz radiologisch diagnostizierter
Kniearthrose von 40,7% bel Frauen und 29,8% bei Mannern im Alter zwischen 55 und
64 Jahren fest.

Arthrose hat weitreichende Einschrankungen des Alltagslebens zur Folge. Neben
Einschrankungen im Beruf (65,7%) gaben in einer franzosischen Studie von Fautrel
(2004) viele Kniearthrotiker Probleme beim Einkaufen (65%) und bel
Freizeitaktivitdten an (22,8%) an. In ener englischen Studie gaben 90% der
Arthrosepatienten an funktional in ihrem Alltagsleben eingeschrénkt zu sein (Carr
1999).

Auch volkswirtschaftlich spielt die Arthrose eine bedeutende Rolle: 1997 fielen im
Zusammenhang mit Arthrose 16,26 Milliarden DM durch direkte und indirekte Kosten
an (Deutsches Arzteblatt 95, Heft 42, 16.0ktober 1998).

Esist davon auszugehen, dass jeder vierte Mensch nach Erreichen des 60. Lebengjahres
aufgrund von Arthrose an erheblichen Schmerzen oder Funktionsstérungen an einem
der Gelenke aul3erhalb der Wirbelsaule leidet. Auch bereits im mittleren und jingeren
Erwachsenenalter treten Arthrosen auf, so dass rund 40% aller Reha-Mal3nahmen und
27% der Fruhberentungen degenerativen Erkrankungen am Bewegungsapparat
zuzuschreiben sind (Puhl, 1997). Das Kniegelenk stellt dabei das am haufigsten
befallene Gelenk dar (Wagenhéuser 1969).
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1.1.2 Klinik
In der Klinik differenziert man zwischen erregerbedingt-entzindlichen und entzindlich-

rheumatischen Arthritiden auf der einen Seite sowie der primédren und sekundéren
Arthrose auf der anderen Seite.

Die Arthrose kann in jedem Alter auftreten. Allerdings ist mit zunehmendem Alter eine
gesteigerte Inzidenz der Erkrankung festzustellen, so dass das Alter einen wichtigen
Riskofaktor darstellt. Klinisch @ufert sich die Arthrose durch Schmerzen insbesondere
bei Belastung. In Ruhe bildet sich der Schmerz in den Anfangsstadien zurtck, in
fortgeschrittenen Stadien kann der Schmerz auch in Ruhe und nachts auftreten. Die
Patienten berichten haufig Uber Steifheit im befallenen Gelenk. Besonders typisch ist
die Morgensteifheit, die innerhab von 30 Minuten nach dem Aufstehen wieder
nachlésst. Bei der klinischen Untersuchung zeigen sich druckschmerzhafte Zonen tber
dem Gelenk, in der Muskulatur, Uber Sehnen- und Bandansdtzen (Tendomyosen,
Insertionstendopathien). Durch Beugung und Streckung des Gelenks mit aufgelegter
Hand lasst sich haufig ein feines Reiben bis grobes Knirschen feststellen, was as
Krepitation bezeichnet wird. Nicht selten kommt es zu einem Gelenkerguss, der sich
nach Ausstreichen des oberen Recessus als , tanzende* Patella prasentieren kann. Die
Beweglichkeit des entsprechenden Gelenks kann durch eine zunehmende Versteifung
durch mangelnde Kongruitdt sowie Muskelkontrakturen eingeschrankt sein. In
fortgeschrittenen Stadien sind Osteophyten as kndcherne Vergrofierungen an den
Gelenkrandern zu palpieren. Als Komplikation kann eine Baker Zyste in der Kniekehle
auftreten (Rossler/Ruther 2000).

Radiologisch stellt sich die Arthrose durch vier klassische Zeichen dar (siehe Abb. 2):

1. Verschméerung des Gelenkspalts,
2. subchondrale Sklerose,
3. Osteophyten und

4. Gerdllzysten.

Die rontgenologischen Veranderungen werden entsprechend der Kellgren- und
Lawrence-Kriterien (Kellgren und Lawrence 1957) in funf Gruppen (O bis 4) eingetelilt.
Radiologische Befunde miussen jedoch nicht mit dem klinischen Beschwerdebild
korrelieren.
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Die Kernspintomographie ist ein weiteres diagnostisches Medium. Insbesondere bei
Knieschmerzen mit Instabilitéts- oder Blockierungssymptomen kommt dem MRT zum
Ausschluss von Meniskus- oder Bandl &sionen eine hohe Bedeutung zu.

Bel der Arthroskopie handelt es sich um die diagnostische Methode mit der hochsten
Spezifitdt und Sensitivitdt. Zuletzt konnte gezeigt werden, dass die Arthroskopie den
Goldstandard in der Diagnostik der Arthrose darstellt (Klashman 1996). Nachteil der
Arthroskopie ist, dass es sich um ein invasives Verfahren mit entsprechendem
Komplikationsrisiko handelt.

Wissenschaftler und Chirurgen teilen den Gelenkverschleiss (Chondromalazie) in vier

Kategorien ein. Sie beinhaten Grad | — Erweichung und Schwellung, Grad Il — Zotten
und Fasern, Grad |11 — Rissbildung sowie Grad IV — Erosion bis auf den subchondralen

Knochen, wobei jegliches Knorpel gewebe fehlt.

Abb. 1: Arthroskopisches Bild einer Abb. 2: Radiologisches Bild einer medial

Kniearthrose (links) (MLP-duale Reihe, betonten Gonar throse
Orthopéadie) (Rosder, Ruther, Orthopédie)

Retropatellar

Das Kniegelenk wird in drei Kompartimente mit jewells zwei
Gelenkflachen untertellt (siehe Abb. 3):
1. Retropatellar — Trochlea
2. Mediaer Femurkondylus — mediales Tibiaplateau
3. Lateraler Fermurkondylus — laterales Tibiaplateau

Abb. 3: Das K niegelenk (Schematisch)
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1.1.3 Therapiemoglichkeiten der Arthrose
Leider gibt es bis zum heutigen Tag keine wirklich kausale, kurative Therapie, die die

Arthrose stoppt und im Anschluss sogar zu einer Heilung, also der Rekonstruktion eines
gleichwertigen Knorpels, fihrt.

Die konservative Therapie teilt sich in die pharmakologische und die nicht
pharmakologische Therapie auf. Nicht pharmakologisch stehen physikalische
Mal3nahmen im Vordergrund, die der Prévention bzw. L6sung von Kontrakturen und
der besseren Durchblutung des Knorpels dienen. Wéarme wirkt besonders im
chronischen Zustand schmerzlindernd, wahrend im aktivierten Zustand eher die
Kryotherapie zu bevorzugen ist.

Pharmakologisch erfolgt die Therapie analgetisch, aber auch antiphlogigisch. Sie folgt
somit der Erkenntnis, dass Arthrose unter anderem auch ein entzindlicher Prozess ist.
Hierzu dienen die nicht-steroidalen Antirheumatika ebenso wie die COX-2 Hemmer.
Letztere sind allerdings wegen des nachgewiesenen Nebenwirkungprofils in der ndheren
Vergangenheit in den Hintergrund gedrangt worden.

Einen &hnlichen Ansatz haben Glukokortikoidinjektionen in das Gelenk. Neuste
Versuche machen sich die Pathophysiologie der Arthrose noch gezielter zu Nutze,
indem sie Anti-Interleukin-1 apha oder Anti-TNF alpha aus vendsem Patientenblut
gewinnen, im Labor amplifizieren und dann intraartikul&r injizieren. Diese Therapie ist
alerdings noch extrem teuer, in der Breite noch nicht applizierbar sowie randomisiert
kontollierte Studien zum Nachweis einer Wirkung nicht publiziert.

Bel al diesen Ansdtzen muss alerdings erwahnt werden, dass die Entwicklung der
Arthrose im besten Falle gestoppt werden kann. Bestehende K norpel schaden lassen sich
so nicht wieder beheben. In fortgeschrittenen Stadien helfen teilweise paliative
Mal3nahmen, wie zum Beispiel die arthroskopische Gelenkspulung, das Anlegen von
Bohrkandlen (Pridie-Bohrung), Mikrofrakturierung oder die Entfernung von
Gelenkkdrpern. Bel der Pridie-Bohrung und der Mikrofrakturierung kommt es zu einer
Knorpelneubildung, allerdings ist der neu wachsende Knorpel in seiner Qualitét
minderwertig. Sehr interessante, neue Ansdize folgen dem Prinzip der autologen
Knorpelzelltransplantation. Einschrankend muss allerdings festgestellt werden, dass
hierzu noch keine Langzeitergebnisse existieren und der Knorpeldefekt sehr

umschrieben sein muss, um durchfiihrbar zu sein. Im Bereich der Forschung befinden
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sich noch Versuche mit mesenchymalen Stammzellen aus dem Bereich des Tissue
Engineering. Auch hier fehlt noch weiteres Verstandnis beztglich der Regeneration des
Gewebes, da bislang nur Faserknorpel regeneriert werden konnte.

Als ultima ratio hilft meistens nur die Implantation einer Total-Endo-Prothese (TEP).
Diese Operation macht den klinischen Alltag vieler orthopadischer und
unfallchirurgischer Kliniken aus. Allein im Jahr 2002 wurden in Deutschland 60.000
Knie-Total-Endo-Prothesen implantiert mit steigender Tendenz fur die Zukunft. Im Jahr
2005 werden es voraussichtlich tiber 100.000 sein.

1.1.4 Pathophysiologie des Arthrose-Prozesses
Bel Arthrose handelt es sich in erster Linie um eine irreversible Degeneration des

Knorpelgewebes, die in der Maximalform bis auf den Knochen reicht (Knochenglatze).
Sekunddr kommt es haufig zu Knochenléasionen und entzindlich bedingten
Schrumpfungen der Gelenkkapsel.

Der Gelenkknorpel besteht aus hyalinem Knorpel. Dieser ist relativ zellarm und besteht
Uberwiegend aus Wasser. Die Extrazellul&rmatrix setzt sich vor allem aus Kollagen 11
und Proteoglykanen zusammen (siehe Tabellel.1.4-1).

Chondrozyten 1-10%
Wasser 70-80%
Kollagen 12-14%

- Typll 10-12%

-TypIX ca 1%

- Typ XI ca 1%
Mineral substanzen <4%
Matrixproteine <1%
Proteoglykane 7-9%

- Hyaluronséure-Proteoglykan-Aggregate 6-8%

- andere Proteoglykane ca 1%

Tabelle 1.1.4-1: Zusammensetzung des Gelenkknor pels (nach J. Metz)
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Fissuren Safranin O (Féarbungswechsel)
Fibrillationen - :
Knorpelverlust
Subchondral L Grenzflache
chondrale |
kalzifizierter Knorpel
Endplatte

Abb. 4: Histologisches Bild einer Chondromalazie

Jahrzehntelang war  vorherrschende  Meinung, dass Arthrose eine  reine
VerschleiBerkrankung sei — as logische Konsequenz des Alterns und der Reibung
zwischen zwei Flachen. Dies fuhre zu einem initialen Aufbrechen der oberflachlichen
Kontinuitédt der Faserarchitektur (siehe Abb. 4) und in der Folge zum Zerreiben der
fibrillierten Matrix im Sinne ener VerschleiRerkrankung. Dies wird im
angloamerikanischen Sprachgebrauch als wear and tear bezeichnet (Otte 2000).

Im deutschsprachigen Raum ordnet man die Arthrose traditionell und in Abgrenzung zu
den entzindlichen z.B. rheumatischen Gelenkerkrankungen den degenerativen
Gelenkerkrankungen zu. Das erkléart die Endung ,-ose” im Unterschied zu ,-itis* bei
Entziindungen. Einen detaillierten historischen Uberblick tber die Entwicklung des
Begriffs der Arthrose liefert Hackenbroch in seinem Werk Arthrosen (Hackenbroch
2002).

In der neueren Literatur geht man nun verstérkt davon aus, dass die Arthrose ein viel
komplexeres Zusammenspiel aus genetischen Faktoren, lokaler Entzindung,
mechanischen Kréften sowie zelluldren und biochemischen Prozessen darstellt, als der
Begriff einer reinen VerschleiBerkrankung zu umfassen vermag. Andernfalls lief3e es
sich wohl nur schwer erklaren, warum manche Patienten noch im Alter von 80 Jahren
von einem unverbrauchten Knorpel profitieren und andere Patienten mit 30 Jahren —
ohne erkennbare Ursache — bereits eine Arthrose entwickeln.

In zahlreichen Studien und Veroffentlichungen setzt sich mittlerweile die Ansicht
durch, dass es sich um einen Arthrose-Prozess handelt. Das klinische Bild der Arthrose

ist somit das Endbild eines durch jegliche Art von Stress in Gang gesetzten, via
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zahlreicher Entziindungsmediatoren am Leben gehatenen Degradationsprozess des
Knorpels. Genauer betrachtet gerét das Gleichgewicht zwischen den degradierenden,
knorpel zerstérenden Enzymen und den aufbauenden, knorpelproduzierenden Faktoren
zu Gunsten der katabolen Seite auf3er Kontrolle (Buckwalter et al. 1998). In diesem
Prozess scheinen proinflammatorische Zytokine wie das Interleukin-1 und der
Tumornekrosefaktor alpha sowie die durch sie aktivierten degradierenden Enzyme (z.B.
MMPs) eine entscheidende Rolle zu spielen (Fernandes et al. 2002).

1.1.5 II-1, TNF-alpha, Matrixmetalloproteinasen
Interleukin-1 (11-1) wird zu den proinflammatorischen Zytokinen gezahlt. Es spielt bei

zahlreichen Prozessen und vor allem entzindlichen Erkrankungen im Korper eine
wichtige Rolle (z.B. der Silikose, Rheumatoide Arthritis). Es vermag eine Kaskade von
Enzymaktivierungen starten, die Otte als ,, Deltaeffekt” (siehe Abbildung 6) bezeichnet.
Es existiert eine adpha und eine beta-Form, beta ist mengenméaldig stérker vertreten,
beide wirken am gleichen Rezeptor.

Inhibitoren ’

lonspotentia

Abb. 5: Ubersicht tiber die I nterleukin-1-Effekte (Ot

2000)

Interleukin-1 (11-1) wird meist durch Monozyten oder Makrophagen, aber auch durch
Chondrozyten freigesetzt, bindet an den Rezeptor der Zielzelle (hier: Chondrozyt) und
beeinflusst durch Postrezeptorprozessierung im Zytoplasma die Transkription im
Zellkern. Um den Rezeptor konkurriert der 11-1-Rezeptorantagonist (ra), der gebunden
wird, dann aber kein Signal weitergibt (Otte 2000).
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Durch 11-1 werden vor alem die Matrix-Metalloproteinasen aktiviert, die ihrerseaits in
der Lage sind, unter anderem Kollagen 1, 1X oder Proteoglykane (siehe Tabelle 1.1.4-1,
Abb. 5) zu spalten.

Die Potenz von Il-1 im Arthroseprozess ist

"Einzelfaktor | mittlerweile unumstritten. Man konnte im
T TR
\ i1/

% Tierversuch nachweisen, dass vollkommen

intakter ~ Knorpel nach  traumatischer

Rezeptorebene

downstream e
43 b

Schéadigung durch intraartikulare Gabe von

1< -1 dedtruiet wird (Patwari 2003;
§ Postrezeptor-

[V} ebone Saklawala et Dingle 1980). II-1-
=. ] llife?;'"pﬂ""s' Rezeptorantagonisten sind hochdosiert in der

: L L Lage, den Arthrose-Prozess weitestgehend
| _Produkt—Vielfa_l_r__ 5

Signaltransduktion mit Delta-Effekt zu stoppen (Dayer and Bresnihan 2002; Van
den Berg WB et a. 1994; Fernandes et. a

Gelenk eine signifikant erhthte Konzentration von 1l-1 zum Vergleichskollektiv
festgestellt werden (Schlaak et al. 1996).

Dem 1I-1 sehr dhnlich, jedoch in seiner Potenz nicht ganz so stark, ist der Tumor-
Nekrose-Faktor alpha. Wie Il-1 spielt auch TNF apha in vielen entzindlichen
Prozessen des Korpers eine Rolle. Auch TNF alpha ist in der Lage, durch einen
Rezeptor die Transkription degradierender Enzyme zu steigern und somit den Arthrose-
Prozess in seiner Aktivitét zu verstéarken. Bel der rheumatoiden Arthritis wurde
nachgewiesen, dass er den Beginn einer Inflammation zu beschleunigen vermag. So
fuhrt eine Blockade von TNF alpha durch einen Antikorper auch zu einer Verzdgerung
des Ausbruchs, alerdings nicht zu einem Stopp eines bereits fortgeschrittenen
Prozesses. 11-1 hingegen ist sogar alleinig in der Lage, die Knorpeldestruktion in Gang
zu setzen, zu unterhalten und die Produktion neuen Gelenkknorpels zu verhindern
(Goldring 2000; van den Berg 1999).

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind zinkenthaltende Enzyme, die nach ihrer
Aktivierung durch Plasmin in der Lage sind, Matrixbestandteile zu spalten. Es wurden
bislang 25 MMPs identifiziert. Im Arthrose-Prozess spielen die Kollagenasen (MMP-1,
MMP-8, und MMP-13), die Stromelysne (MMP-3, MMP-10, MMP-11), die
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Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9), die Matrilysine und die Membrantype-MMPs (MT-
MMPs) eine entscheidende Rolle (Murphy et al. 2002). Sie kénnen die einzelnen
Bestandteile des Knorpels, insbesondere die Matrix, sehr spezifisch spalten. So spalten
die Kollagenasen unter anderem Kollagen 11, und das hier untersuchte Stromelysin
vermag Gelatin, Fibronektin, Laminin, Aggrecan und die Kollagene 11, 1V, IX und X
zu spalten, ausgenommen das Kollagen 1l (Fuchs et a. 2004). MMP-3 ist — im
Gegensatz zu gesunden Kollektiven — bel entzindlichen Prozessen im Gelenk
nachgewiesen worden, was seine Wichtigkeit gerade im pathologischen
Arthroseprozess unterstreicht (McCachren 1991, Lohmander et a. 1993). Die
Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) greifen die bereits durch die Kollagenasen
gespaltenen Kollagenfragmente an. Gehemmt wird dieser Prozess durch den Tissue
Inhibitor of Metallo Proteases (TIMP), der gerade im Knorpelgewebe der
Hauptgegenspieler der MMPs ist. Entscheidend fir den Knorpel ist das richtige
Gleichgewicht zwischen aufbauenden und abbauenden Prozessen (Gomez et al. 1997).

1.1.6 Primare vssekundare Arthrose
Das klinische Bild der Arthrose teilt man entsprechend seiner Atiologie in zwel

Gruppen: die primér- idiopathischen und die sekundaren Arthrosen.

Bel einem Tell der Arthrosen sieht man den Grund in einer pathogenen L astlbertragung
basierend auf einer Gelenkinstabilitét, z.B. nach Kreuzbandriss, bei Fehlstellung des
Beins (Genu valgum oder varum) oder bei neuromuskuléren Disbalancen. In diesen
Falen ist das Gelenk biomechanisch nicht in der Lage, unter der Toleranzgrenze der
physiologisch angestrebten Druckverteilung zu bleiben. Dieser mechanische Reiz
Uberlastet die Chondrozyten, die ihrerseits den Arthroseprozess einleiten. Eine
hochgradige Chondromalazie ist haufig nicht zu vermeiden. Diese Formen der Arthrose
bezeichnet man klinisch a's sekundére Arthrosen.

Als klinische , Platzhalterdiagnose” bleibt die primére, idiopathische Arthrose. lhr
ordnet man die Chondromalazien zu, bei denen keine erkennbaren Ursachen zum
Knorpelverschleil3 gefuhrt haben. Sie kann in jedem Alter auftreten und alle
Auspragungsgrade haben. Fir die Atiologie kennt man bis heute keine plausible
Erklarung. Vermutet wird ein multifaktorielles, systemisches Geschehen mit
gelenkspezifischen Unterschieden.
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In den letzten 10 Jahren legen zahlreiche Zwillingsstudien sowie Genandysen die
Vermutung nahe, dass die Arthrose eine komplexe Krankheit mit einer erheblichen
genetischen Komponente darstellt (u.a. Kellgren et al. 1963; Spector 1996; Loughlin
2001). Sicherlich kann man annehmen, dass die Genetik auch in den anderen Formen
der Arthrose eine Rolle spielt, nur stellt sie bei der primaren Form am ehesten einen
wichtigen Faktor dar.

1.1.7 Genetik der Arthrose
Die hier vorliegende Studie stutzt sich auf die im vorigen Abschnitt gedulRerte

Vermutung: ndmlich dass die Genetik einen Hauptfaktor bel der Entstehung der
priméren Arthrose bildet.

Genetik ist in diesem Zusammenhang ein weitgefasster Begriff und bedeutet zunéchst,
dass die Ursache auf Ebene der DNS zu suchen ist.

Der vorliegende Ansatz untersuchte Gene, die Schltsselfunktionen im Arthroseprozess
einnehmen, so genannte Kandidatengene. Besondere Aufmerksamkeit wurde dabei den
Polymorphismen zuteil — vor alem in kodierenden Bereichen, zum Beispiel dem
Promoter oder dem von Exons. Es wurden die oben erwdhnten Gene 1I-1 alpha und
beta, TNF apha und MMP-3 ausgewahlt, weil sie diesen Ansprichen gerecht werden.

Bel Polymorphismen handelt es sich um Regionen auf der DNS, in denen eine einzige
Base den Unterschied zwischen Individuen oder sogar zwischen zwei Allelen ausmacht.
So lautet bei einem Menschen die Region beispielsweise TTCGA, bei einem anderen
TTAGA. Die so genannten Single Nucleotid Polymorphisms (SNPs) sind per
definitionem so klein, dass ihnen der Evolutionsdruck nichts anhaben kann, denn die
meisten dieser Anderungen bleiben ohne Auswirkung auf die Reproduktionsfahigkeit
eines Individuums. Jedoch kann es durchaus sein, dass sie Einfluss auf die Entwicklung
von Krankheiten haben (Cichon 2002, Desmond 2002). So kdnnen solche SNPs in
wichtigen Regionen wie in der oben erwahnten Promoterregion eines Gens vorkommen.
Promoter stellen spezifische Stellen der DNS dar, an denen die Sigma-Untereinheit der
RNA-Polymerase bindet. Je hoher die Affinitdt zu einer Promoterregion ist, desto
leichter wird an dieser Stelle die Transkription starten kénnen. So nimmt der
Polymorphismus Einfluss auf die Konzentration oder Funktion verschiedener Zytokine
oder Enzyme, die in dem Arthrose-Prozess eine Rolle spielen.
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1.2 Fragestellung

Sicher haben die Erkenntnisse Uber den eigentlichen Arthrose-Prozess zu grof3en
Fortschritten in der Arthroseforschung gefuhrt, allerdings wird es fur die Zukunft sehr
viel interessanter sein zu erfahren, warum es zur Knorpeldegradation kommt. Ein
besseres Verstandnis der Atiologie ist unerlassiich, um dem eigentlichen Ziel in Zukunft
ndher zu kommen: einer Vermeidung sowie Heilung der Arthrose.

Zwillingsstudien legen die Vermutung nahe, dass die Genetik eine wichtige Rolle in
diesem Zusammenhang spielt.

Viele bereits durchgefiihrte Studien lieferten allerdings widerspriichliche Ergebnisse,
wiesen zu geringe Fallzahlen auf oder definierten die Kollektive nur unzureichend.

Das Ziel dieser Studie war es klar definierte Kollektive mit moglichst extremen
Zusténden gegentberzustellen.

Dies wurde durch folgende Punkte zu erreichen versucht:

Gegenuberstellung von jungen an Arthrose leidenden Patienten (<45 Jahre) und
Patienten fortgeschrittenen Alters (>55 Jahre) mit gesundem Kniegelenk sowie
einer dritten Gruppe altersassoziierter Kniearthrotiker

Rigide Ausschlusskriterien zur Erlangung einer eindeutigen Diagnose (primare
Arthrose)

Rekrutierung von mindestens 100 Patienten pro Gruppe
Auswahl erfolgversprechender Polymorphismen (Kandidatengene)

Durchfihrung einfacher und etablierter experimenteller Verfahren (PCR,
Restriktion, Gen-Sequencer)

Klare Zuordnung der Allelverteilungen in der Auswertung

Statistische Auswertung der Allelverteilungen

Mit der Arbeit soll ein Beitrag zum Verstandnis der Bedeutung der hier untersuchten
Polymorphismen bei der Arthroseentstehung geliefert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Der Womac-Score

Womac steht fir Western Ontario Mac Master University-Index, ein Index, der auf
mehreren Messebenen den Schmerz, die Steifheit und die so genannte funktionelle
Kapazitéat von Patienten mit Kniegelenksarthrose erfasst (Bellamy 1988). Es wurde die
fir das Deutsche modifizierte Form gewahlt (Stucki et al. 1996).

In 24 Fragen aus drei Kategorien (Schmerz: 5, Steifheit: 2 und Funktion: 17) beurteilte
der Patient anhand einer visuellen Skala von 0 (keine Beschwerden) bis 10 (maximale
Beschwerden) sein subjektives Empfinden. Bei der Auswertung wurden die jeweils
erreichten Punktzahlen addiert und in den einzelnen Kategorien dargestellt. So konnte
in der Kategorie Schmerz ein Punktwert zwischen O und 50, in der Kategorie Steifheit
zwischen 0 und 20 und beziglich der Funktion zwischen 0 und 170 erreicht werden. Zur
Vereinfachung wurde im vorliegenden Fall in der Darstellung der Gesamtscore, also die
Summe aller Einzelwerte, verwendet. Ausgewertet wurden die Daten durch das
Programm SPSS Version 12.0.

Abb. 7: Visudlle Skala—Womac Score

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Kene Maximae
Beschwerden Beschwerden

2.2 Fragebogen , Arthrosestudie®

Fragebogen ,, Arthr osestudie®

Name: Geburtsdatum:

1. Fuhren Sie lhre Arthrose/lhren Gelenkverschlei R auf einen Unfall zurtick? Wenn
ja, wann war der Unfall und welcher Art war er?
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2. Haben Sie einen Sport Uber lange Jahre hinweg sehr intensiv betrieben? Wenn ja
welchen oder welche?

welchen?

7. Welchen Beruf Uben Sie aus und worin besteht Ihre hauptsachliche Tétigkeit
dabel (eher stehend, sitzend, kdrperlich belastend)?

8. Auf einer Skalavon 1 bis 10, wie wirden Sie die Belastung bzw. Einschrénkung
des normalen Alltagsiebens durch die Arthrose bewerten? ( 1= gar keine
Belastung/Einschrankung; 10= unertrégliche Belastung)

2.3 Material
U Blutproben: Die Rekrutierung der Blutproben erfolgte durch die Blutentnahme
auf den Stationen des Konig-Ludwig-Hauses, bel Patienten, die zur
Knieoperation anstanden. Bel Patienten die bereits operiert wurden und schon
entlassen worden sind, kontaktierte man sie telefonisch und bat sie fir die
Blutentnahme ins Konig-L udwig-Haus zu kommen. Wohnte der Patient zu weit
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entfernt, erfolgte die Blutentnahme durch den Hausarzt. Dieser wurde vorher
informiert und die entsprechenden Rohrchen sowie ein bereits frankierter
Rickumschlag zugeschickt. Die Fragebdgen erhielt der Patient direkt nach
Hause, ebenfalls mit bereits frankiertem Riickumschlag.

U Puffer: AL-Puffer (QIAamp® Blood Kit), AWI-Puffer (QlAamp® Blood Kit),
PCR-Puffer (10 mM Tris (pH 8,4), 50mM KCI, 1,5 mM MgCl2) NE-Puffer
(Restriktion), TE-Puffer (Iml Tris Cl, 0,2ml EDTA, Aqua dest.) TBE-Puffer
(10,8g/l Tris, 5,89/l Borsdure, 10mM EDTA), DNA-Probenpuffer (TBE, 60%
Glyceroal, 0,4% Xylen Cyanol)

U Chemikalien: Ethanol, Ethidiumbromid

U Enzyme: Ncol (10 U/ul; Gibco), Tagl (20 U/ul)

U Sonstiges:. EDTA-Monovetten (Sarstedt), QIAamp® Blood Kit (QIAGEN),
Primer (MWG Biotech-AG), dNTP-Mixture (TaKaRa Bio Inc.), TAQ-
Polymerase (Clone — TAQ-DNS-Polymerase 5 un/pl von Amersham), Big Dye
Terminator Cycle Ready Reaction Kit mit Ampli TAQ FSvon ABI Prism, DNS
Leiter plus von peq Gold, Template Suppression Reagent von Abi Prism, TSR
(Abiprism), Fragmentanalysen-Standard (Tamra Gene Scan Abiprism Size

Standard 401 733)
2.4 Gerate
U Labor- Zentrifuge ,, Biofuge pico* Heraeus
U Vortex-Genie2 Scientific Industries
U Metallblock-Thermostate Grant Boekd

U Multi-Cycler PTC 200 (PCR-Maschine)  Biozym Diagnostik GmbH
U Bio-Profil
U Abi-Prism 310 Genetic Analyser

U Gelelektrophorese (Consort 300V; 500mA E 835; Mode B2 Owl Seperation
Systems Class || Rated 0-150 V; 0-100 mA; Mitsubishi Printer PO1)

U Densitometer LFT-Labortechnik

U Densitometer-Software Bio-ID
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U Kamera Polaroid

2.5 Methoden

2.5.1 DNS-Extraktion

Zur DNS-Extraktion wurde den Patienten vendses Blut aus der Armvene in 9 ml
EDTA-Monovetten abgenommen und im Kuhlschrank bei 4°C oder im Eisschrank bei
-20°C gelagert.

Zur Gewinnung der DNS aus den Granulozyten des Blutes wurde das Test-System
QIAamp® Blood Kit von QIAGEN verwendet.

Dazu wurden zundchst 20 pul QIAGEN Protease in ein 1,5 ml Mikrozentrifugen
Rohrchen pipettiert, gefolgt von 200 pl der Probe Vollblut und 200 ul des AL-Puffers.
Das Mikrozentrifugenrohrchen wurde anschlief3end fur 15 Sekunden gevortext und 10
Minuten bel 56°C inkubiert.

Anschliefiend folgte ein kurzes Zentrifugieren zum Entfernen der Blasen. Hinzu kamen
200 pl Ethanol (96-100%), die erneut fur 15 Sekunden gevortextet und zentrifugiert

wurden, um wiederum die Blasen zu entfernen.

Die Mischung musste dann auf eine QIAcamp spin Sdule gefiillt werden, ohne den
Rand zu befeuchten. Das Rohrchen wurde geschlossen und eine Minute bei 6000 x g
(8000 rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Nach dem Offnen der QIAcamp spin Saule wurden 500 pl AWI-Puffer dazupipettiert,
ohne den Rand anzufeuchten. Das geschlossene Rohrchen wurde dann bel 6000 x g
(8000 rpm) fur eine Minute zentrifugiert, die QIAcamp spin Saule in ein sauberes 2 ml
Sammelréhrchen gefillt und anschlief3end inklusive Filtrat verworfen.

Nach dem Offnen der QIAcamp spin Siule wurden wiederum 500 pl AWI-Puffer
dazupipettiert, ohne den Rand anzufeuchten. Das Cap wurde verschlossen und bel voller
Geschwindigkeit (20000 x g; 14000 rpm) fir drei Minuten zentrifugiert.

Die QlAcamp spin Saule wurde im Anschluss in en sauberes 1,5 ml
Mikrozentrifugationsrohrchen gestellt und das Sammel-Rohrchen inklusive Filtrat
verworfen. Nach dem Offnen der QIAcamp spin Saule wurden 200 pl destilliertes
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Wasser daraufpipettiert, bei Raumtemperatur fir eine Minute inkubiert and dann fir
eine Minute bei 6000 x g (8000 rpm) zentrifugiert.

Zur Quantifizierung der gewonnenen DNS wurde die photometrische Messung genutzt.
Hierzu wurden 5ul der DNS-haltigen Ldsung auf 500l agua ad inject. gegeben und die
Konzentration der DNS bel 260 nm im UV-Spektroskop bestimmt. Eine Extinktion
(OD) von 1 entsprach hierbei einer Konzentration von 50 pg/ml.

2.5.2 PCR (Polymerase Kettenreaktion)

Fur die hier durchgefihrte Untersuchung war eine Amplifikation einzelner
Genabschnitte notwendig. Diesem Zwecke diente die Polymerase Kettenreaktion
(PCR). Die Durchfihrung der PCR einzelner Gensequenzen, in denen der
Polymorphismus erwartet wurde, erfolgte folgendermalien:

1yl dNTP-Mix (2,5 mM je Base von TaKaRa)

1 ul Primer (Sense)

1 ul Primer (Anti-Sense)

05 ul TAQ-Polymerase (Clone — TAQ- DNS-Polymerase 5 un/ul von Amersham)

3 u Puffer (10 mM Tris(pH8,4), 50mM KCI, 1,5 mM MgCly,)

50 ng DNS
Rest Aqua dest.
30 ul .

Tabelle 2.5.2-1: PCR-Pipettier schema

In der PCR-Maschine wurde folgendes Programm programmiert:

Schritt Temp. In°C Zeit in Min.
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3 Anneaing Temp. 1 35 Zyklen/Wiederholungen
(siehe Tab.3.3-1)

4 72 1

5 72 5

Tabelle 2.5.2-2: PCR-Programm zur Amplifikation der Gene
Nach erfolgter Amplifikation wurden die fertigen Proben bei -20°C eingefroren.

Verifikation des PCR-Produkts:

Zur Veifikation des PCR-Produkts bzw. der richtigen Primer wurde eine
Sequenzanalyse durchgefihrt. Dafur wurde folgende L 6sung pipettiert:

1 pl Primer

8 ul  ABI Prism,Big Dye* Terminator Cycle Ready Reaction Kit mit Ampli TAQ FS

3 ul  Aquadestillata

8 ul  DNS(gereinigt Uber einer Auto-Seq G50 — Saule von Amersham)

20 pl .

Tabelle 2.5.2-3: Pipettier schema fir den Gen-Sequenzer

Das folgende PCR-Programm wurde durchgefihrt:

Schritt Temp. in°C Zeitin Min.

1 94 4
2 94 0,5
3 50 1 25 Zyklen/Wiederholungen
4 60 1
5 72 5

Tabelle 2.5.2-4: PCR-Bedingungen fir den Gensequenzierung
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Nach erfolgter Amplifikation wurden 60 pl Aqua destillata zum PCR-Produkt (gereinigt
Uber einer Auto-Seq G50-Saule von Amersham) gegeben, ebenso wie 8,1 pl 3 M
NaAcetat mit einem pH-Wert von 4,3 und 220 pl 100%iges Ethanol. Nach kurzem
Vortexen wurden die zusammenpipettierten Produkte zundchst 5 Minuten auf Eis
gelegt, ehe sie 10 Minuten bei 12000 U/min zentrifugiert wurden.

Danach wurde das Pellet abgegossen und 400 ml 100%iges Ethanol in das Rohrchen
pipettiert. Es erfolgte eine 10-mindtige Zentrifugation bei 12000 U/min. Dann wurde
das Pellet erneut abgegossen und das Rohrchen luftgetrocknet. Zur Beschleunigung
dieses Prozesses wurde der Speed Vac zur Hilfe genommen.

Zum Schluss wurden 25 pl Template Suppresson Reagent von ABI Prism
hinzugegeben, ehe es in den Sequenzer gestellt und das Gensequenzierungsprogramm
gestartet wurde.

2.5.3 Restriktion

Die PCR- Produkte von I1-1 alpha, I1-1 beta und TNF alpha wurden einer spezifischen
Restriktion unterzogen. Das Restriktions-Enzym schneidet die DNS an einer ganz
speziellen Stelle - der Stelle des Polymorphismus. Jedoch schneidet das Enzym nur
eines der beiden moglichen Allele. Aufgrund des diploiden Chromosomensatzes

ergeben sich drei mdgliche Variationen:

1. homozygot ungeschnitten (eine Bande bel der Gelelektrophorese)
2. homozygot geschnitten (eine Bande bei der Gelelektrophorese; kleineres Produkt)
3. heterozygot geschnitten / ungeschnitten (zwei Banden bei der Gelelektrophorese)

Die Durchfiihrung der Restriktion sah folgendermalien aus:

0,5 ul Restriktionsenzym

15 ul  Puffer

3 pul Agquadest.

5 ple

Tabelle 2.5.3-1: Pipettierschema fur die Restriktion von 11-1 alpha, 11-1 beta, TNF alpha
Das geschlossene  Rohrchen  wurde bei  entsprechender  individueller

Inkubati onstemperatur fur eine Stunde in einen Metallblockthermostat gestelt.



2 Material und Methoden 19

2.5.4 Gelelektrophorese

Zur Darstellung der Restriktionsprodukte wurde bei 11-1 alpha, I1-1 beta und TNF alpha
die Gelelektrophorese angewendet. Dazu wurde eine 1,5% Agaroselésung in TBE in
einem Volumen von 15-70 ml — je nach Grof3e des gewiinschten Gels — verarbeitet, die
zur Darstellung von kleinen bis mittelkleinen DNS-Fragmenten am besten geeignet ist.
Die Agarosegell6sung wurde in der Mikrowelle bis zum Ubergang in den fliissigen
Zustand gekocht, dann kihlte die Lésung unter stetigem Rihren bei Raumtemperatur
bis auf ca. 60 °C ab. Im Anschluss wurde 1 ml Ethidiumbromid pro 10 ml Gellsung
dazugegeben. Die Ldsung wurde gerihrt, bis sich das Ethidiumbromid gut verteilt hatte,
und dann in die Gelkammer gegossen. Der Kamm wurde auf einer Seite des Gels im
Abstand von ca. 5-10 mm vom Rand hineingesteckt. Nach Festigung des Gels wurde
der Kamm entfernt. Die Ldcher, die im Gel zuriickblieben, wurden as Slots fur die
Losung benutzt. Das Gel wurde im Anschluss in 0,5x TBE-Laufpuffer gelegt, wobei
das Gel vollstandig bedeckt wurde. Die Slots mussten an der negativen Elektrode der
Kammer zu liegen kommen. Dann erfolgte das Einspritzen der durchnummerierten
Proben in die jeweiligen Slots und das Anlegen einer Spannung. Die DNS wanderte
wegen der Phosphatreste im "Rulckgrat" der DNS zur positiv gelegenen Anode. Kleine
DNS-Fragmente wanderten schnell, grof3e langsam durch das Gel. Die DNS ist wahrend
dieses Prozesses normalerweise nicht sichtbar. Daher wurde der Fortschritt an der
Farbfront abgelesen, die sich schneller als selbst kleinste DNS-Fragmente durch das Gel
bewegte. Hat die Farbfront das Ende des Gels erreicht, ist die Elektrophorese komplett.
Das Gel konnte dann unter einer UV-Lampe betrachtet und ausgedruckt werden.
Ethidiumbromid, das sich in die DNS eingelagert hatte, fluoreszierte im ultraviol etten
Licht, so dass man die Proben ablesen und den drel oben genannten Zustanden

zuordnen konnte.

2.5.5 Kapillarelektrophorese/Fragmentanalyse

Ba MMP-3 (Stromelysin) wurde die Fragmentanalyse ausgewahlt, um die exakte
Grole der PCR-Produkte zu ermitteln, da es sich um Repeat-Polymorphismen (5A oder
6A) handelt. Die PCR wurde genauso angesetzt wie unter 2.5.2-1 beschrieben, mit dem
Unterschied, dass der Sense - Primer fluoreszenzmarkiert war. Die Bedingungen

entsprachen ebenfalls den oben genannten mit der entsprechenden Annealing-
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Temperatur. Das amplifizierte PCR-Produkt wurde durch eine Gelelektrophorese

verifiziert.

1 pl PCR-Eluat (gereinigt Gber einer Auto-Seq G50-Séule von Amersham)

12 pl TSR (ABI-Prism)

033 ul Standard (Tamra Gene Scan Abiprism Size Standard 401 733)

Tabelle 2.5.5-1: Pipettierschema fiir die Fragmentanalyse

Die in einem 2ml-Rohrchen zusammenpipettierte Probe wurde bei 94°C drei Minuten
im Heizblock denaturiert und danach auf Eis gestellt. Das anschlief3ende Einbringen der
Proben in den Sequencer erfolgte in speziell daflir vorgesehenen Sequenzer-Réhrchen.

2.6 Statistik

Die Allelverteilungen (A, B, C) wurden gruppenweise (Gr.1, 2, 3) aufgeteilt und
ausgerechnet, um so die Gruppen statistisch miteinander vergleichen zu kdnnen. Dazu
dienten die folgenden Verfahren.

2.6.1 Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson

Zur Auswertung der Daten wurde der Chi-Quadrat-Test nach Pearson verwendet.

Mit dem Chi-Quadrat-Test oder «2-Test untersucht man Verteilungseigenschaften einer
statistischen Grundgesamtheit.

Berechnet wurden die Ergebnisse mit dem Programm SPSS Version 12.0.

2.6.2 Der Fisher-Exakt-Test
Der Fishertest ist eine Sonderform des Chi-Quadrat-Tests. Mit dem Fisher-Test |&sst

sich eine Vierfelderverteilung prifen, auch wenn die Stichprobe und damit die
erwarteten und beobachteten Haufigkeiten klein sind. Mit Hilfe der hypergeometrischen
Verteilung, die fir diskrete Variablen definiert ist, lésst sich die exakte
Wahrscheinlichkeit bestimmen, mit der bel gegebenen univarianten Randverteilungen
eine bestimmte Haufigkeitsverteilung in den vier Feldern der Tabelle auftritt
(www.luebbert.net/uni/statist/statb/statbh3.htm). Berechnet wurden die Ergebnisse
ebenfalls mit dem Programm SPSS Version 12.0.
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Fur die Berechnung des Fisher-Exakt-Tests mussten also samtliche Daten in
Kreuztabellen (2x2-Matrizen) aufgeteilt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenauswahl und Aufbau der Gruppen
Die vorliegende Studie setzte sich aus drel Gruppen mit jeweils ca. 100 Patienten

zusammen.

Die erste Gruppe bildete ein Patientenkollektiv aus dritt- oder viertgradigen
Kniearthrotikern in mindestens zwei Kompartimenten des Kniegelenks. Die Diagnose
wurde arthroskopisch durch erfahrene Oberérzte der orthopédischen Universitatsklinik
Wirzburg oder der orthopéadischen Gemeinschaftspraxis Dr. Eichhorn und Prof. Strobel
in Straubing gestellt. Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Arthroskopie jinger als 46
Jahre alt und ursachlich gab es keinen ersichtlichen Grund fur ihre Erkrankung, so dass
von einer priméaren Arthrose ausgegangen werden konnte. Ausschlusskriterien waren:

freie Gelenkkorper,

Gerinnungsstorungen (z.B. von-Willebrand-Jirgens-Syndrom, Hamophilie),
Entztindungen im Gelenk (spezifisch oder unspezifisch),

rezidivierende Patellaluxation,

Varus-/Vagusfehlstellung,

Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises (z.B.rheumatoide Arthritis,

o a0 b~ w DN PRF

reaktive Arthritis, rezidivierende Gelenkerguisse, etc.),
7. Stoffwechselstérungen (z.B. Gicht, Chondrokalzinose, etc.) sowie
8. vorausgegangene Traumen (z.B. Bandverletzungen mit Instabilitét,

intraartikulére Frakturen, etc.).
Keine Ausschlusskriterien waren:

1. Leistungssport und
2. Adipositas.

Die zweite Gruppe bestand aus Patienten mit typischer Altersarthrose, ebenfalls dritt-
oder viertgradig, in mindestens zwei Kompartimenten. Die Diagnose wurde
arthroskopisch oder operativ bei erfolgter Knie-TEP gesichert. Auch wurde auf eine
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Auswahl von Patienten mit primérer Arthrose Wert gelegt (mit Hilfe der oben

genannten Ausschlusskriterien).

Die dritte Gruppe wurde aus Patienten rekrutiert, die zum Zeitpunkt der Operation alter
als 55 Jahre waren und arthroskopisch einen intakten Knorpel mit maxima einer
Chondromalazie ersten Grades besitzen. Diese Gruppe fungierte als Kontroll-/
Vergleichskollektiv und bildete einen groéftmdglichen Kontrast zur ersten Gruppe.
Gerade im Vergleich dieser beiden Extremgruppen wurden genetische Unterschiede bei
arthroserelevanten Genen erwartet (11-1 apha, I1-1 beta, TNF apha, MMP-3).

Beispiel zweier OP-Berichte (Dr. Eichhorn, Prof. Strobel; Straubing):

Abb. 8: Abb. 9:
45-jahriger Patient (Gruppe 1) 70-jahriger Patient (Gruppe 3)

Um die Wahrscheinlichkeit zu erhthen, nur Patienten mit einer priméren Arthrose zu
rekrutieren, und um mehr anamnestische Daten beztiglich der Familie, anderer Gelenke
und der Lebensweise zu erfahren, fillten die Patienten der Gruppen 1 und 3 einen
Fragebogen aus (siehe Seite 12f).

3.2 Darstellung der Gruppencharakteristika

Zur Darstellung und Charakterisierung der drei Gruppen wurden Informationen
bezlglich des Geburtstages, des Alters bei der Operation, des Geschlechts, der Grof3e,
des Gewichts (BMI) und des Womac-Scores gesammelt und in einer Tabelle
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zusammengefasst. Die Patientenzahl, die erreicht wurde, betrug 100 Patienten fur die
erste Gruppe, 86 fur die zweite Gruppe und 103 fir die dritte Gruppe.

Abbildung 10: Tabedllarische Darstellung der Patientendaten

Geb.- | Alter . .
DNS# | Name . GroRRe | Gewicht Gruppe
Dat. | bei OP

* Womac-Gesamt, zusammengesetzt aus Womac S, P, V

3.2.1 Altersdurchschnitt der 3 Kollektive
Entsprechend der Gruppeneinteilung ergab sich in der ersten Gruppe ein

Altersdurchschnitt von 37,33 Jahren zum Zeitpunkt der OP. Der Durchschnitt blieb also
deutlich unter der Referenzmarke von 45 Jahren.

Die zweite Gruppe stellte mit einem Alterdurchschnitt von 68,54 Jahren das &lteste
Kollektiv dar. Sie enthdt die Altersarthrotiker.
Die dritte Gruppe der Gesunden uberschritt mit einem Altersdurchschnitt von 58,57

Jahren im Durchschnitt die geforderten 55 Jahre deutlich und bildete somit einen guten
Kontrast zu den kranken, jungen Arthrotikern der Gruppe 1.

Abb. 11: Altersdurchschnitt zum Zeitpunkt der Operation, getrennt nach Gruppen (in Jahren)

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00
Gruppel Gruppell Gruppelll

‘Altersschnin 37,33 68,54 58,57

Entsprechend den Einschlusskriterien der Gruppen ergibt sich fir Gruppe 1 ein
Durchschnittsalter von 37,33 Jahren, bei den Altersarthrotikern (Gruppe 2) ein Dur chschnitt von
68,54 Jahren und Gruppe 3 ein Durchschnitt von 58,57 Jahren
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3.2.2 Der Body Mass Index (BMI)
Der Body Mass Index ist ein Mal3, das Grof3e und Gewicht in einem Wert zu vereinen

sucht. Er errechnet sich aus dem Korpergewicht (in kg) dividiert durch das Quadrat der
Korpergrofde (in m).

Abb. 12: BMI| des Gesamtkollektivs

60—

Haufigkeit

Mean = 27,6722 .
Std. Dev. = 440855 | M Durchschnitt aller Gruppen

N =277 ergab sich ein BMI von 27,7

20,00 30,00 40,00 50,00
BMI

Abb. 13: BMI, aufgeteilt nach Gruppen

40,00
35,00
30,00
25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 -

Gruppel Gruppell Gruppelll
BMI 26,78 30,28 26,50

Gruppe 1 und 3 weisen ein fast gleichesBM1 von 26,78 und 26,50 auf, dagegen féllt dasBM 1 der
Gruppe 2 der Altersarthrotiker mit 30,28 deutlich grof3er aus.
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Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen beziglich des BMI von p=0,033. Er errechnet sich aus einer 3x3-Matrix,
bestehend aus den drei Gruppen und einer Unterteilung der BMI-Werte in drel weitere

Gruppen: 1. BMI < 20,
2. BMI > 20 und < 25 sowie
3. BMI > 25.
BMI in Gruppen Gesamt
BMl unter  BMI zw. BMI Uber
20 20 u. 25 25
Gruppen  Gruppe 1 3 31 66 100
Gruppe 2 0 11 67 78
Gruppe 3 3 27 67 97
Gesamt 6 69 200 275

Tabelle3.2.2-1: BMI-Werte, aufgeteilt in drei Gruppen

Exakter Test nach Fisher:

Um beim exakten Test nach Fisher im Sinne einer 2x2-Matrix vergleichen zu kénnen,
wurden die BMI-Werte in zwel Gruppen aufgeteilt: eine Gruppe mit Werten < 30 und
eine andere Gruppe mit Werten > 30.

BMI in Gruppen - Cut off 30 Gesamt
bis BMI 30 (alles bis Uber BMI 30
"leicht" Gbergewichtig) (Adipositas)
Gruppen Gruppe 1 82 18 100
Gruppe 2 42 36 78
Gruppe 3 86 13 99
Gesamt 210 67 277

Tabelle3.2.2-2: BM|-Werte, aufgeteilt in zwei Gruppen
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Anhand dieser Aufteilung lief3en sich nun die eigentlichen Gruppen mit dem exakten

Test nach Fisher beziiglich des BMI miteinander vergleichen.

Gr.1vs.Gr.2 Gr.1vs.Gr.3 Gr.2vs. Gr. 3

Exakter Test nach Fisher*(p) < 0,001 0,435 < 0,001

Tabelle 3.2.2-3: Exakter Test nach Fisher (BMI)
Werte p<0,001 sind hochsignifikant, Werte p<0,05 sind signifikant

Es ergab sich ein hoch signifikanter Unterschied der Gruppen 1 und 2 sowie der
Gruppen 2 und 3 beziiglich des Gewichts. Die Gruppen 1 und 3 unterschieden sich nicht
signifikant.

3.2.3 Geschlechterverteilung der 3 Kollektive
Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigte eine hochsignifikante (p<0,05)

Unterscheidung beziiglich der Geschlechterverteilung:

Abb. 14: Geschlechterverteilung aufgeschliisselt nach Gruppen
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Die Geschlechterverteilung zeigt ein ahnliches Verhaltnis mannlich zu weiblich bel den Gruppen 1
und 3 zugunsten der Manner, jedoch ein deutliches Uber gewicht an Frauen in der Gruppe 2
(Altersarthrotiker)

Der exakte Test nach Fisher zeigte einen hoch signifikanten Unterschied der Gruppen 1
und 2 sowie der Gruppen 2 und 3 beziiglich des Geschlechts. Die Gruppen 1 und 3
unterschieden sich nicht signifikant:
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Gr.1vs.Gr.2 Gr.1lvs.Gr.3 Gr.2vs. Gr. 3
Exakter Test nach Fisher p< 0,001 0,567 p< 0,001
Tabelle 3.2.3-1: Exakter Test nach Fisher (Geschlechterverteilung)

Werte p<0,001 sind hochsignifikant, Werte p<0,05 sind signifikant

3.2.4 Der Womac-Score
Der Gesamtscore setzt sich aus den Einzel scores von Womac P, S und V zusammen.

Abb. 15: Womac-Gesamtscore Gruppe 1
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Abb. 16: Womac-Gesamtscor e Gruppe 2
Gruppe: Gruppe 2
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Abb. 17: Womac-Gesamtscore Gruppe 3

Gruppe: Gruppe 3
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Der exakte Test nach Fisher zeigte einen hochsignifikanten Unterschied aller Gruppen
zueinander beziglich des Womac-Gesamtscores. Dies bekréftigte den Wert des
Womac-Scores als Arthroseindex, aso der positiven Korrelation zwischen den
anamnestisch erhoben Daten via Fragebogen und der arthroskopisch gesicherten
Diagnose. Allerdings erstaunte der grof3e Unterschied zwischen den Gruppen 1 und 2,
die ja beide hochgradige Arthrotiker beinhalten.

Gr.1vs.Gr.2 Gr.1vs.Gr.3 Gr.2vs. Gr. 3

Exakter Test nach Fisher < 0,001 < 0,001 < 0,001

Tabelle 3.2.4-1: Exakter Test nach Fisher (Womac-Scor €)
Werte p<0,001 sind hochsignifikant, Werte p<0,05 sind signifikant

3.3 Labordaten der Polymorphismen

Als Primer wurden entsprechend des Gens, das es zu amplifizieren galt, folgende
Anfangs- (Sense) und Endsequenzen (Antisense) mit der entsprechenden Annealing
Temperatur gewahlt:
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Variante = Primer-Sense Primer-Antisense GroRe  Annealing
Ort in bp Temp. (x)
MMP3 5A/6A ACT AGT ATT CTA GCCACCACTCTGTTC 132 60°C
TGG TTC TCC TCC
IL-1 G-889T GGG GGC TTC ACT GAAGGCATG GATTTT 300 58°C
alpha  promoter ATG TTG CCC ACA TAC ATA TGA CCT TCC
CTG GAC TAA ATG
IL-1 C+3954T CTC AGG TGT CCT GCTTTT TTG CTG TGA 194 58°C
beta Exon 5 CGA AGA AAT CAA GTC CCG
TNF G-308A CAA AAG AAA TGG AGG GCG GGG AAA ca. 300 60°C
alpha  promoter AGG CAA TAG GTT GAA AGA ATC ATT CAA
TTG AGG CCAGCG G

Tabelle 3.3-1: Gensequenzen und ihre PCR-Bedingungen

Zur Darstellung der Polymorphismen der Gene Il-1 alpha, 11-1 beta und TNF apha
wurden  folgende Restriktionenzyme mit  entsprechenden  Puffern  und
I nkubati onstemperaturen gewahlt:

Polymor phismus I1-1 alpha 11-1 beta TNF alpha
Restriktionsenzym Ncol; 193 S Taq|; RO149 S; Ncol; 193 S
10,000 U/ml 20,000U/ml 10,000 U/ml
Lot:25 Lot:45A Lot:25
Puffer 10 X NEBuffer 4 10 NEBuffer Tag |; 10 X NEBuffer 4
100X BSA
I nkubationsbedingungen 37°C 65°C 37°C

Tabelle 3.3-2: Restriktionsbedingungen I1-1 alpha, I1-1 beta, TNF alpha

Die Ergebnisse aus der PCR, Restriktion und Gelelektrophorese wurden in drei
Zusténde eingeteilt (siehe Abb.17):
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1. homozygot ungeschnitten: Zustand A,
2. heterozygot geschnitten/ungeschnitten: Zustand B und
3. homozygot geschnitten: Zustand C.

Abb. 18: Beispid einer Gelelektrophorese nach PCR und Restriktion
bp
300

200

DNS-Probe 1 2 3 4

L egende: DNS-Probe 1: homozygot ungeschnitten (Zustand A)
DNS-Probe 2: heterozygot geschnitten/ungeschnitten (Zustand B)
DNS-Probe 3: homozgot geschnitten (Zustand C)

DNS-Probe 4: heterozygot geschnitten/ungeschnitten (Zustand B)

Diese Einteilung betrifft I1-1 alpha, 11-1 beta und TNF apha

MMP-3 (Stromelysin) konnte mit dieser Methode nicht ausgewertet werden und musste
sich deshalb einer Fragmentanalyse unterziehen.

Bel MMP-3 (Stromelysin) wurden die Ergebnisse der Fragmentanalyse (siehe Abb.18)
ebenfalsin drei Zustdnde eingeteilt:

1. homozygot 5A: Zustand A,
2. heterozygot 5A/6A: Zustand B und
3. homozygot 6A: Zustand C.
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Abb. 19: Beispid einer Fragmentanalyse (MM P-3)

8B : DNA 7 - MMP3-28.08.2001-2 / 8R :DNA 7 - MMP3-28.08.2001-2 /

9B : DNA 8 - MMP3-28.08.2001-2 / 9R :DNA 8 - MMP3-28.08.2001-2 /

10B : DNA 9 - MMP3-28.08.2001-2 / 10R : DNA 9 - MMP3-28.08.2001-2 /

L egende: DNS-Probe 7: heterozygot 5A/6A (Zustand B)
DNS-Probe 8: homozygot 5A (Zustand A)
DNS-Probe 9: homozygot 6A (Zustand C)
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3 Ergebnisse

Genen

3.4 Darstellung der Allelverteilungen aufgeteilt nach Gruppen und

Aufgetellt nach Genen, Gruppen und Allelverteilungen ergeben sich folgende
Ergebnisse dargestellt in Kreuztabellen und Diagrammen.

Gruppe

Gruppe 1 Anzahl

% von Gruppe

Gruppe 2 Anzahl

% von Gruppe

Gruppe 3 Anzahl

Gesamt Anzahl

% von Gruppe

Tabelle 3.4-1: 11-1 alpha Kreuztabelle

60—

IL1_alpha
[
ms
50—

Oc

Gruppe 1 Gruppe 2

Gruppe

% von Gruppe

I1-1 alpha
A B C
6 53 41
6,0% 53,0  41,0%
10 39 37
11,6% 453%  43,0%
7 42 54
6,8% 40,8%  52,4%
23 134 132
8,0% 464%  45,7%

Abb. 20: Allelverteilung Interleukin-1 alpha aufgeteilt nach Gruppen

Gesamt

100
100,0%
86
100,0%
103
100,0%
289

100,0%

In Gruppe 1 zeigt sich B alsder dominante Zustand

(53%), wohingegen in Gruppe 3 C der domierende
Gupes Zustand ist (52,4%).
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Gruppe

Gruppe 1 Anzahl

% von Gruppe

Gruppe 2 Anzahl

% von Gruppe

Gruppe 3 Anzahl

% von Gruppe
Gesamt

Anzahl

Tabelle 3.4-2: |1-1beta Kreuztabelle

I1-1 beta
A B
5 45
5,0% 45,0%
6 42
7,0% 48,8%
4 39
3,9% 37,9%
15 126

Abb. 21: Allelverteilung I nterleukin-1 beta aufgeteilt nach Gruppen
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Gruppe 1 Gruppe 2

Gruppe 3
Gruppe

50
50,0%
38

44,2%

58,3%

148

Gesamt

100
100,0%
86
100,0%
103
100,0%

289

Bei I1-1 beta dominiert der Zustand C in Gruppe 3
deutlicher gegentber dem Zustand B (58,3% vs
37,9%) alsin Gruppe 1 (50% vs45%).
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Gruppe Gruppe 1

Gruppe 2

Gruppe 3

Gesamt

Anzahl
% von Gruppe
Anzahl
% von Gruppe
Anzahl
% von Gruppe

Anzahl

Tabelle 3.4-3: MMP-3 Kreuztabelle

27
27,0%
18
20,9%
27
26,2%

72

MM P-3

47
47,0%
52
60,5%
55
53,4%

154

26
26,0%
16
18,6%
21

20,4%

Abb. 22: Allelverteilung MM P-3 (Stromelysin) aufgeteilt nach Gruppen
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Gruppe

MMP
[~
Bs
Oc

Gesamt

100
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86
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103
100,0%

289

Bei den Allelverteilungen zeigten sich im Vergleich der
Gruppen keine wesentlichen Unter schiede.
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Gruppe Gruppe 1
Gruppe 2
Gruppe 3
Gesamt

Anzahl
% von Gruppe
Anzahl
% von Gruppe
Anzahl
% von Gruppe

Anzahl

Tabelle 3.4-4: TNF alpha Kreuztabelle

Abb. 23: Allelverteilung TNF alpha aufgeteilt nach Gruppen
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3.5 Statistische Auswertung
Es sollte ermittelt werden, ob in der Allelverteilung zwischen den Gruppen

3,0%

2,3%

2,9%

TNF_alpha

B
26
26,0%
21
24,4%
33
32,0%

80

71
71,0%
63
73,3%
67
65,0%

201

Gesamt

100
100,0%
86
100,0%
103
100,0%

289

Bel den Allelverteilungen zeigten sich im Vergleich

der Gruppen keine wesentlichen Unter schiede.

Unterschiede vorliegen, ob aso z.B. der Zustand A bei Arthrotikern haufiger vorkommt

as bei Patienten ohne Arthrose oder C bei Nicht-Arthrotikern dominant ist. Dies konnte

darauf hinweisen, dass der Polymorphismus dieses Gens eine entscheidende Rolle im
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Krankheitsprozess der Arthrose spielt, es al's so genanntes Risikoallel fungiert oder —im
Gegenteil — als protektives Alldl.

Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zeigte jedoch im Vergleich der Allelverteilungen
(A, B, C) bel keinem der Polymorphismen eine statistische Signifikanz.

AB AC BC ABC

II-1 alpha 0,324 0,325 0,215 0,247

[I-1 beta 0,871 0,427 0,205 0,394

TNF alpha 0,959 0,928 0,441 0,786

MMP-3 0,37 0,866 0,271 0,452

Tabdle 3.5-1: Chi-Quadrat-Test nach Pearson

Auch im exakten Test nach Fisher lief3 sich weder ein hochsignifikanter noch ein
signifikanter Unterschied in der Allelverteilung zwischen den Gruppen feststellen.
Allerdings liefien die fett gedruckten Felder einen Trend vermuten (p=0,11 bzw.
p=0,103). Dabel handelt es sich auch um die beiden Gruppenvergleiche und Allele, bei
denen der grofmogliche Unterschied erwartet worden war (BC Gr. 1 vs. Gr. 3 bei
Interleukin-1 apha sowie BC Gr. 1 und Gr. 2 vs. Gr. 3 bel Interleukin-1 beta).

BC BC BC AB AB AB AC AC AC
Gr.1 Gr.1 Gr. 2 Gr.1 Gr.1 Gr.2 Gr.1 Gr.1 Gr. 2
VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS. VS.
Gr.3 Gr.2 Gr.3 Gr.2 Gr.3 Gr.3 Gr.2 Gr.3 Gr.3

II-1 alpha 0,11 054 0,19 0,18 056 0,6 041 1 0,19

-1 beta 0,31 055 0,103* 0,76 1 0,74 053 0,73 0,31
TNF alpha 0,36 0,865 0,217* 1 1 1 1 1 1
MMP-3 0,38 0,142 0,703 0,208 0,736 0,375 1 0,69 0,824

Tabelle 3.5-2: Exakter Test nach Fisher
Werte p<0,001 sind hochsignifikant, Werte p<0,05 sind signifikant

Gr. 1und Gr. 2 vs. Gr. 3 (Kranke vs. Kontrollgruppe)
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

In den letzten Jahren verdichtet sich durch zahlreiche Zwillingsstudien und
Geschwisteruntersuchungen die Ansicht, dass die Genetik bel Arthrose eine grof3e und
wichtige Rolle spidlt (u.a. Kellgren et a. 1963; Spector 1996). Man vermutet ein nicht-
mendelsches Vererbungsmuster und rechnet die Arthrose zu den komplexen,
multifaktoriell bedingten V olkskrankheiten.

Wie diese Einordnung verdeutlicht, spielt die Genetik nicht die einzige Rolle in diesem
komplexen Zusammenspiel, Arthrose ist vielmehr das Ergebnis zahlreicher Faktoren. Es
ist somit fast unmadglich, bei einem multifaktoriellen Geschehen wie der Arthrose eine
Untersuchung durchzufiihren, die einen einzelnen Faktor isoliert betrachtet.

Leider ist es ebenfalls eher unwahrscheinlich, dass es sich bei der Arthrose um ene
monogenetische Erkrankung handelt. Es spielen also auch hier viele Faktoren bzw.
Gene eine Rolle, die es schwer machen, einen einzelnen herauszukristallisieren.

Ob es der hier vorliegenden Studie gelungen ist diesem Problem zu begegnen soll im
Folgenden diskutiert werden.

4.2 Bewertung des Studiendesigns

Der hier gewahlte Ansatz konzentrierte sich bel der Auswahl der Patientenkollektive
vor allem auf die Gegentberstellung zweier Extreme (jung vs at, krank vs gesund), die
richtige Diagnosefindung durch rigide Auswahlkriterien sowie die Anzahl von
mindestens 100 Patienten pro Gruppe.

Die angestrebte Fallzahl war relativ gering: Dieses Defizit wurde durch die
Gegenuberstellung der oben erwdhnten Extreme auszugleichen versucht. In vielen in
der Literatur beschriebenen Studien fungiert ein sehr beliebiges Patientenkollektiv as
Kontrollgruppe, bei dem lediglich radiologisch eine Arthrose ausgeschlossen wurde.
Andere Studien vergleichen rheumatoide Arthritis und Osteoarthritis. Peach sieht das
Manko vieler bislang veroffentlichter Studien in der geringen Fallzahl, der Art und
Weise der Diagnosefindung sowie den nur isoliert betrachteten Genen (Peach et al.
2005).
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In der vorliegenden Studie wurde ein méglichst altes Patientenkollektiv (> 55 Jahre)
ausgewahlt, das arthroskopisch gesichert keine oder maximal eine Chondromalazie
ersten Grades besitzt, das einem jungen, kranken Kollektiv gegeniibergestellt werden
sollte. Dies ist mit einem Altersdurchschnitt von 37,33 Jahren in der ersten Gruppe
(krank) und einem Schnitt von 58,57 in der dritten Gruppe (gesund) gelungen. In dem
Vergleich dieser Extreme erhoffte man sich, etwaige Unterschiede in der
Allelverteilung am Besten herauskristallisieren zu kdnnen.

Wie bereits oben erwahnt, korrelieren weder die Klinik noch das Roéntgenbild in einem
hohen Mal3 mit dem Grad der Knorpeldegradation. Infolgedessen wurde in diesem
Ansatz sehr viel Wert darauf gelegt, dass alle Diagnosen visuell getroffen wurden —
entweder durch eine Arthroskopie oder durch eine offene Operation im Rahmen einer
Knieprothesenimplantation. Die Einteilung des Schweregrades (Grad | bis V) erfolgte
durch sehr erfahrene Operateure: Oberérzte der orthopadischen Universitatsklinik
Wirzburg sowie Herrn Professor Strobel und Herrn Dr. Eichhorn in der orthopédischen
Gemeinschaftspraxis in Straubing. Fehleinschétzungen die Einordnung der Patienten
betreffend, beziglich des Grades des Knorpelverschleisses sind also eher
unwahrscheinlich.

Um die Fale primarer Arthrosen herauszufiltern, wurden zwel Fragebdgen ausgegeben.
Zur Quantifizierung der arthrotischen Beschwerden wurde der Womac-Arthroseindex
angewendet. Der zweite Fragebogen (Fragebogen ,Arthrosestudie”) diente dem
Ausschluss sekundérer Arthrosen. Sicherlich muss einschrénkend festgestellt werden,
dass es nicht in 100% der Falle gelungen sein kann, die korrekte Diagnose zu finden.
Aus zeitlichen, rdumlichen und finanziellen Grinden war es nicht mdglich, von jedem
Patienten eine llckenlose Anamnese, eine Untersuchung moglicher systemischer
Erkrankungen  sowie  ene  genaue  Dokumentation der  Benachsen
(Einbeinstandaufnahme) zu erreichen. Dennoch kann anhand des OP-Berichts, des
zweiten Fragebogens und der mundlichen Befragung der Patienten in der deutlichen
Mehrheit der Félle von einer korrekten Diagnose ausgegangen werden. Zumindest ist
die Diagnose deutlich valider asin radiologischen Studien.

Die angestrebte Zahl von 100 Patienten pro Gruppe konnte nur in den Gruppen 1 und 3
erreicht werden. Aber alein dies zu erreichen bedurfte grofdter Anstrengungen, da nur
ein sehr geringer Prozentsatz der in beiden Hausern durchgefiihrten Arthroskopien die
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Kriterien einer primédren Arthrose erflllten. Gleichsam war die Anzahl der Uber
55jahrigen, die sich mit Knieproblemen haben arthroskopieren lassen und keine
Arthrose aufwiesen (Gruppe 3), sehr gering.

Es wurden vor alem in der orthopadischen Gemeinschaftspraxis in Straubing sémtliche
voroperierten sowie alle posttraumatischen Patienten - egal wie kurz oder lang das
Trauma zuricklag - ausgeschlossen. Angesichts der Tatsache, dass dort die
Uberwiegende Zahl der Operierten Sportverletzte sind, ergab sich, dass von ca. 2000
Arthroskopien nur etwa 50 den Kriterien entsprachen. Im Konig-Ludwig-Haus wurde
Gebrauch von der SFA-Datenbank (www.sfa-stiftung.org) gemacht.

Adipositas und Leistungssport zahlten nicht zu den Ausschlusskriterien.

Der Einfluss des BMI auf die Arthrose kann kontrovers gesehen werden. Es ist
mittlerweile bewiesen, dass Patienten bel bestehender Arthrose einen héheren BMI
aufweisen als gesunde Vergleichskollektive. Weiter wurde gezeigt, dass ein hoherer
BMI das Arthroserisiko steigert (Mainnen et al. 1996; Oliveria et a. 1999; Felson et al.
1988). Unklar ist, ob das Gewicht auch Einfluss auf die Progression einer bereits
bestehenden Arthrose hat (Spector et al. 1994). Ein gemeinsamer genetischer
Zusammenhang zwischen Adipositas and Kniearthrose scheint nicht zu existieren
(Manek et a. 2003). Man kann sich jedoch auch in der vorliegenden Studie des
Eindrucks nicht erwehren, dass der BMI einen Einfluss auf die Arthrose hat. Der
Unterschied zwischen den alten Gesunden und alten Kranken féllt hochsignifikant aus
(30,28 vs 26,50). Allerdings kann es sich sicherlich nicht um den Hauptfaktor handeln,
da Arthrose auch an nicht Gewicht tragenden Gelenken auftritt (z.B. Heberden-
Arthrose), so dass Adipositas hier nicht als Ausschlusskriterium gewertet wurde. Fir
weitere Studien ist es allerdings denkbar die Adipositas Grad Il und Il (BMI>35)
bei spiel swei se auszuschliefen.

Die Gruppen 1 und 3 wiesen einen annahernd gleichen BMI-Mittelwert auf, so dass der
Vergleich dieser beiden Gruppen unproblematisch sein dirfte.

Der Womac-Index erwies sich als probates Mittel, die Beschwerden der Patienten zu
quantifizieren. Hier zeigte sich eindeutig eine signifikante Korrelation zwischen dem
Schweregrad der Arthrose bzw. zwischen dem Vorliegen der Arthrose und den
Beschwerden des Patienten anhand des Womac-Scores. Zwar war der Womac-Wert bei
der dritten Gruppe (gesund) nicht gleich O, aber er war mit 1,3013 im Mittelwert
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signifikant kleiner als die erste Gruppe (2,4719) und unterschied sich ganz deutlich von
der zweiten Gruppe (6,1845). Die sehr grofe Differenz zwischen den beiden
Arthrosekollektiven hat wahrscheinlich mehrere Grinde. Eine Rolle spielt sicherlich,
dass der Grofeil der Patienten der zweiten Gruppe zur Implantation einer Knie-TEP
anstand. Das heilét sie hatten eine Pangonarthrose vierten Grades, wogegen die jungen
Patienten arthroskopisch operiert worden waren und der Groliteil eine Arthrose 3.-4.
Grades in meistens nur 2 Kompartimenten hatte. Auf3erdem kann man davon ausgehen,
dass Schmerzen und Funktionseinschrankungen in jungen Jahren noch besser
kompensiert werden konnen. 25% der ersten Gruppe gaben sogar keinerlei
Beschwerden an, was erneut zeigt, dass Klinik und Knorpelzustand nicht immer
korrelieren missen. Das unterstreicht aber auch die Wichtigkeit des hier angewandten
Prozedere der visuellen Diagnosefindung.

Neuste Studien haben ergeben, dass es geschlechtsspezifische Unterschiede vor allem
bei der Kniearthrose gebe. So sollen Frauen generell, aber vor alem nach dem 55.
Lebens ahr vermehrt und ausgepragter Gelenkverschleil3 im Knie haben (Srikanth et al.
2005). Letztere beiden Erkenntnisse scheinen sich auch in der hier durchgefihrten
Studie wiederzuspiegeln (Gr.2: 77,3% weiblich; Gr.1 und 3:40,6%). Allerdings kann
das nicht mehr als ein Hinweis sein, da Gruppe 2 tberwiegend aus dem Konig-Ludwig-
Haus in Wirzburg und die anderen beiden Gruppen Uberwiegend aus der
orthopadischen Gemeinschaftspraxis in Straubing rekrutiert worden sind. Gerade die
Patienten aus Straubing waren ein sehr selektiertes Praxiskollektiv von tberwiegend
Freizeitsportlern, die aus dem gesamten Bundesgebiet die Praxis in Straubing
aufgesucht haben. AulRerdem ist das Patientenkollektiv nicht grof3 genug um weitere
RuckschlUsse zu ziehen.

Andere Faktoren wie Beruf, Lebensgewohnheiten (Sport, Rauchen etc.),
Knochendichte, Tabletteneinnahme (Ostrogene etc.) werden immer wieder im
Zusammenhang mit einer Pradisposition zur Arthrose genannt, allerdings liefert die
Literatur diesbezlglich bisher keine eindeutigen Daten (Peterson et Jacobsson 2002).

4.3 Auswahl der Polymorphismen
Zu Beginn der genetischen Arthroseforschung galt das Hauptinteresse zunéchst den
Strukturgenen der Extrazellul&rmatrix  entsprechend den bereits  bekannten
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Generkrankungen wie zum Beispiel der Osteochondrodysplasie. Man untersuchte
COL2A1 (Chromosome 12g13.11), das fur die alphal-Kette des Kollagen 11 kodiert.
Andere Kollagengene wie das Kollagen XI kodierende COL11A1(1p21.1)-Gen,
COL11A2 (6p21.32) sowie auch nicht-kollagenose Komponenten wie das COMP
(19p13.11) wurden untersucht. Es fanden sich jedoch keine tiberzeugenden Beweise fir
eine genetische Korrelation (Loughlin 2001).

Etwa zeitgleich zur Anadyse der EZM-Strukturgene konzentrierten sich einige
Wissenschaftler auf die Gene, die die Knochendichte beeinflussen, da bel Arthrose
bereits im Frihstadium eine subchondrale Sklerosierung des Knochens beobachtet wird.
Untersucht wurden vor allem der Vitamin-D-Rezeptor VDR (12g13.11) sowie der
Ostrogenrezeptor apha ESR1 (6025.1). Hierzu finden sich in der Literatur
widerspriichliche Daten, die tellweise eine Assoziation mit Arthrose zeigten
(Uitterlinden et. al. 1997; Ushiyama et a. 1998), jedoch in spédteren Studien nicht
bestétigt werden konnten (Loughlin et al, 2000). Zuletzt erschienen jedoch einige
Studien, die zumindest fur ESR1 eine Assoziation zeigten (Bergink et. al, 2003; Jin &t.
al. 2004).

Der dritte und zur Zeit am meisten untersuchte Bereich umfasst die Kandidatengene, die
fur die inflammatorischen Zytokine kodieren. Die entziindlichen Komponenten stellen
einen wichtigen pathogenetischen Faktor im Arthroseprozess dar (Goldring et Goldring
2004; Fernandes et a. 2002). Die Gene, bei denen bislang arthroserelevante
Assoziationen gefunden werden konnten, sind der 1l-1-Gencluster auf Chromosom
2011.2-g13, das Matrilin-3-Gen (2p24.1), die Interleukin-4-Rezeptor-Alphakette
(16p12.1), das secreted frizzeled-related protein 3 Gen (2932.1), das
Metalloproteinasegen Adaml12 (10926.2) und zuletzt das Asporin-Gen (9g22.31)
(Loughlin 2005).

Dabel wurde dem Interleukin-1-Gencluster auf Chromosom 2q13 die bislang grofde
Aufmerksamkeit zuteil. Bei den hier nachgewiesenen Assoziationen (Stern et. al. 2003;
Smith et.al. 2004; Meulenbelt et. al. 2004) wies letztgenannter bel einem 886 Personen
umfassenden Patientenkollektiv eine schitzende Assoziation bel Tragern des auch hier
untersuchten 11-1 beta-Polymorphismus (+3953 im Bereich eines Exons) bei
Huftarthrose nach.
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Uber den Polymorphismus des TNF alpha kodierenden Gens (G-308A) im Bereich des
Promoters ist bekannt, dass er Einfluss auf die Transkriptionsrate dieses Gens hat. So
fuhrt ein Vorliegen dieses Polymorphismus zu einer verdoppelten Transkriptionsrate
durch eine erhohte Affinitét des Faktors an den Promoter (Kroeger et al. 1997). Ebenso
weill man, dass eine Uberexpression von TNF alpha im Gelenk zu einer chronischen
Arthritis fohrt, sowie, dass bel Arthrose erhdohte TNF apha-Konzentrationen
nachgewiesen wurden (van den Berg et al. 1999).

Auch MMP-3 spielt — wie bereits in der Einleitung erwahnt — eine wichtige Rolle im
Arthrose-Prozess. Es vermag nach seiner Aktivierung wichtige Strukturen der
extrazelluldren Matrix zu spalten und wird durch sogenannte TIMPs in seiner Aktivitét
inhibiert (siehe oben). MMPs spielen auch in anderen physiologischen wie
pathophysiologischen Vorgangen des Korpers entscheidende Rollen. So konnten beim
abdominellen Aortenaneurysma erhthte Spiegel sowie ein Zusammenhang mit dem
auch hier untersuchten 5A/6A Polymorphismus im Bereich des Promoters festgestellt
werden. Das 5A-Alld erwies sich as Risikofaktor fir die Entwicklung eines
abdominellen Aortenaneurysmas (Yoon et a. 1999).

Eine Kombination der Polymorphismen entsprechend dem Beispiel von Smith, A.J. et
al. 2004 bei einem [11R1-111A-111B-111RN-Gen-Cluster wurde aufgrund der geringen
Fallzahlen a's zu wenig aussagekréftig elngestuft.

Die Literatur legte die Auswahl dieser oben aufgeftihrten Polymorphismen im
Zusammenhang mit der Arthrose nahe und hat sicherlich seine Berechtigung gehabt.

4.4 Ergebnisse der Studie

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, arthroserelevante Polymorphismen zu
identifizieren.

Bel den hier untersuchten Polymorphismen von 11-1 apha, I11-1 beta, TNF-apha und
MMP-3 ist dies nicht gelungen. In keinem der Félle konnte eine statistische Signifikanz
(p<0,05) erkannt werden. Lediglich bei 11-1 alpha (p=0,11) und beta (p=0,103) deutet
sich ein Trend an, der bei gleichbleibendem Verhdltnis durch eine Erhéhung des
Patientenkollektivs auf etwa das Doppelte zur statistischen Signifikanz fuhren konnte.

Die oben aufgefuhrte Erkenntniss tber 11-1 beta im Zusammenhang mit Huftarthrose
konnte im vorliegenden Ansatz fur die Kniearthrose also weder bestdtigt noch
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ausgeschlossen werden. Vielleicht bringt hier eine Erhéhung des Patientenkollektivs
Klarheit.

Mit einer gewissen Sicherheit Iasst sich ein Zusammenhang der Polymorphismen-Allele
TNF apha und MMP-3 mit Arthrose ausschlief3en. Eine Assoziation fur die Arthrose
konnte in der vorliegenden Studie nicht festgestellt werden und ist auch nicht zu
erwarten, dass sich dies selbst bei einem grof3eren Patientenkollektiv éndern wird (siehe
statistische Auswertung MMP-3).

Ein Aspekt der auffiel war, dass die primére Arthrose sicherlich nicht nur eine
Erkrankung des Alters ist (late-onset-disease), wie mehrfach in der Literatur
beschrieben, sondern bereits in frihen Jahren (< 45 Jahre) auftreten kann. Sie zeigt mit
zunehmendem Alter eine Progredienz und fuhrt im fortgeschrittenen Alter meist nicht
an einem kunstlichen Kniegelenksersatz vorbei, aber sie ist definitiv bereits in jungen
Jahren vorhanden. Vielleicht ist diese Erkenntnis eine Errungenschaft der modernen
Arthroskopie, die eine friihere Detektion des Knorpel schadens mdglich macht.

4.5 Ausblick fur die Zukunft
Es bleibt spannend abzuwarten, ob eine Assoziation bei der Kniearthrose durch ein
hoheres Patientenkollektiv nachgewiesen werden kann (11-1 aphaund 11-1beta).

Wichtig fur die Zukunft ist es, mehr Kenntnisse Uber das Zusammenspiel zwischen
Zytokinen, aktivierten MMPs und TIMPs, die Mechanismen der Aktivierung der
proMM Ps sowie auch tber den Unterschied zwischen den Prozessen im Knorpel gewebe
selber und der umgebenden Synvovia zu gewinnen (Tschetverikov et al. 2005).

Die bereits gewonnenen Erkenntnisse haben schon zu vielversprechenden Ansétzen in
der Therapie gefuhrt (11-1ra, TNF-alpha Antikorper).

Auch bei den MMPs sind schon gute Ansdtze gemacht worden. So erweist sich die
Therapie mit oralen Matrix Metalloproteinase- Inhibitoren in ersten Versuchsreihen
beim Schwein sowie beim Menschen als vielversprechend (Sabitini et al. 2005, Leff et
al. 2003).
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Sicher bedarf es aber noch eines weiteren, grundlegenden Verstdndnisses der
Gelenkphysiologien und -pathologien — vor allem auch im Vergleich der verschiedenen
Gelenke. Einen guten Anfang hat Kuettner in seinem zuletzt verdffentlichten Projekt
gemacht (Cole und Kuettner 2005), in dem er das obere Sprunggelenk mit dem Knie
verglichen hat und herausarbeitet, warum trotz gleicher Lastlbertragung das Kniegelenk
signifikant haufiger an Arthrose erkrankt als das obere Sprunggel enk.

Das mittelfristige Ziel wird es sein so viele Kandidatengene wie mdglich zu finden, die
im Zusammenhang mit der Arthrose eine Rolle spielen. Erleichtert konnte die Suche
nach arthroserelevanten SNPs durch das ,,HapMap“ Projekt werden. Ziel dieses Projekts
ist die quantitative Erfassung von Variationen innerhalb des humanen Genoms. Uber 1
Millionen SNPs wurden bei 269 Personen aus 4 Kollektiven untersucht und in der Phase
1 des Projekts im Oktober 2005 publiziert (Altshuler et al. 2005). So koénnte die
Auswahl von geeigneten SNPs, das Design systematischer Assoziationsstudien und die
Beurteilung der Aussagekraft ihrer Ergebnisse in Zukunft deutlich erleichtert werden.

Fur die Patienten konnten diese Erkenntnisse in Zukunft bedeuten, dass man in der Lage
ist en individuelles Genprofil zu erstellen, das die Suszeptibilitat fur diese Erkrankung
einstuft. Bel Patienten mit einer hohen Gefahr kdnnte man prophylaktische Mal3nahmen
(z.B. Physiotherapie) sowie den Verzicht auf gelenkstrapazierende Sportarten (z.B.
Skifahren) empfehlen.

Langfristig wird es vielleicht moglich sein entsprechende Gene gezielt auszuschalten,
um so einer Arthroseentstehung vorzubeugen.
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5 Zusammenfassung

Arthrose ist eine Erkrankung des Gelenks, die einen erheblichen Einfluss auf die
Lebensqualitdt der Betroffenen sowie auch auf die Volkswirtschaft eines Landes hat.
Das Kniegelenk ist das dabei am haufigsten befallene Gelenk.

Leider gibt es bis zum heutigen Tag keine kausale, kurative Therapie dieser
Erkrankung. In Frihstadien kann der Verlauf im Idealfall gestoppt werden, in
Spétstadien ist haufig der kinstliche Gelenkersatz die einzige Therapieoption, die
Aussicht auf Schmerzfreiheit und einen gewissen Funktionserhalt gewahrleisten kann.

Lange Zeit war man der Meinung, dass die Arthrose eine logische Konsequenz des
Alterns sai. Zuletzt geht man jedoch mehr und mehr davon aus, dass die Arthrose ein
komplexes Zusamenspiel aus Entzindung, mechanischen Kréaften, zelluldren und
biochemischen Prozessen sowie nicht zuletzt der Genetik ist. Die Genetik wurde in
dieser Studie zum Fokus des Interesses gemacht, as ein entscheidender Faktor der
priméren Arthrose.

Untersucht wurden Polymorphismen in entscheidenden Regionen (Promoter, Exons)
von Genen, die im Arthrose-Prozess eine grof3e Bedeutung haben: 11-1 alpha, 11-1 beta,
TNF alphaund MMP-3 (Stromelysin).

Viele bereits durchgefihrte Studien lieferten widerspriichliche Ergebnisse, wiesen zu
geringe Fallzahlen auf oder definierten die Kollektive nur unzureichend. Ziel dieser
Studie war es Kklar definierte Kollektive mit mdglichst extremen Zustdnden
gegenuberzustellen. Junge bereits in frihen Jahren an Arthrose Erkrankte (<45 Jahre)
sollten gesunden Patienten Uber 55 Jahre gegenuibergestellt werden. Als dritte Gruppe
dienten Altersarthrotiker. Die Diagnosen wurden arthroskopisch gestellt, der Zielwert
pro Gruppe sollte 100 Patienten betragen.

Fur die Auswertung wurden etablierte Verfahren wie die PCR, Restriktion und der
Gensequencer genutzt.

Die Allelverteilungen der Polymorphismen TNF apha und MMP-3 konnten in der
Auswertung zwischen den Gruppen keinen signifikanten Unterschied aufweisen. Das
legt nahe, dass diese beiden Polymorphismen wohl keinen Einfluss auf die Entstehung
von Arthrose haben. Bel 11-1 apha und 1l-1 beta wurden keine eindeutigen Ergebnisse
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erzielt. Es deutet sich ein Trend an, dass diese beiden Polymorphismen einen Einfluss
haben, der allerdings erst durch eine hohere Fallzahl bestétigt bzw. widerlegt werden
konnte.

Ziel weiterer Untersuchungen sollte es ebenso sein, die bestehende bzw. die in der
Fallzahl erhohte DNS-Bank auf weitere Polymorphismen von Genen, die im
Arthroseprozess eine Rolle spielen (z.B. II-1 ra, weitere MMPs, TIMP etc.), zu
untersuchen. Interessant konnte auch die Kombination einzelner Varianten innerhalb
eines Genclusters sein, entsprechend dem Beispiel von Smith, A.J. et al. 2004 bel einem
11-1 R1-11-1 alpha —I-1 beta-11-1 RN Gencluster.

Sicherlich bedarf es noch viel intensiver Forschung, um das komplexe Zusammenspiel
der einzelnen Faktoren im Arthroseprozess zu verstehen, um so die einzelnen
M osaiksteinchen innerhalb des Gesamtkomplexes darzustellen. Jedoch lésst sich nur auf
diese Weise das Ziel erreichen, eines Tages diese multifaktorielle Erkrankung zu
verstehen und zu heilen.
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