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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild der Arthrose

1.1.1 Begriffsdefinition

Arthrose ist nach Grifka eine in ihrer Atiologie letztendlich ungeklarte, langsam
progrediente, primar nicht entziindliche, chronische, degenerative Gelenkerkrankung,
wobei ein oder mehrere Gelenke betroffen sein konnen.

In der gegenwartigen wissenschaftlichen Diskussion wird die Arthrose als ein
komplexer, altersassoziierter Krankheitsprozess [2] verstanden, welchem
multifaktorielle Atiologien [20] zu Grunde liegen. Dieser Prozess ist durch
charakteristische morphologische und biochemische Veranderungen gekennzeichnet
[68] und resultiert im strukturellen und funktionellen Versagen des affektierten
synovialen Gelenkes [37].

Der in der englischsprachigen Literatur verwendete Begriff ,Osteoarthritis“ betont
neben den mit der Arthrose einhergehenden Veranderungen des subchondralen
Knochens auch die entzundliche Komponente des Arthroseprozesses in Form einer
lokalen, reaktiven, akuten oder chronischen Synovitis, die jedoch in Abgrenzung zur
rheumatoiden Arthritis limitiert ist [25]. Schon R. Virchow beschrieb 1869 aufgrund
seiner pathologisch- anatomischen Untersuchungen die inflammatorische
Komponente der Arthrose und pragte den Begriff der ,Arthritis deformans®, welcher
im 20. Jh. unter anderem von ABmann in den Begriff der ,Arthrosis deformans”
umgewandelt wurde, um den degenerativen Charakter der Arthrose in Abgrenzung

zum Krankheitsbild der rheumatioden Arthritis hervorzuheben.

1.1.2 Epidemiologie

Die Arthrose zahlt zu den bedeutendsten chronischen Erkrankungen des mittleren
und hoheren Erwachsenenalters und ist die weltweit haufigste Gelenkerkrankung
[15].

Nach Petersson [67] machen Arthrosen mehr als 50% der chronischen Erkrankungen
jenseits des 60. Lebensjahres aus, wobei das Kniegelenk neben den Arthrosen der
Fingermittel- und Endgelenke das am haufigsten befallene Gelenk darstellt [15].
Kellgren und Lawrence bezifferten bereits 1958 [44] die Pravalenz radiologischer

Zeichen der Gonarthrose auf 29,8% bei Mannern im Alter von 55-64 Jahren. Frauen
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1. Einleitung

sind von jedoch von Arthrose, insbesondere von der Gonarthrose, haufiger betroffen
als Manner [12].

Mit steigendem Alter nimmt die Arthrosepravalenz zu, eine Tatsache, die bereits im
Mittelalter erkannt wurde und in dem Begriff des ,malum senile® (Altersubel)
Ausdruck findet, der noch bis in das 20. Jahrhundert als gebrauchlicher Begriff flr die
Coxarthrose des héheren Lebensalters verwendet wurde. Fir die grolien Gelenke
von Hufte und Knie beschreibt van Saase [88] eine radiologische Pravalenz bei
Frauen im Alter von 45- 49 Jahren von 2,6% fur die rechte Hufte und 12,7% fur das
rechte Knie. Im Alter von Uber 80 Jahren steigt die Pravalenz auf 26,0% (rechte
Hufte) respektive 54,6% (rechtes Knie).

Es ist jedoch ist zu berucksichtigen, dass die Pravalenz klinisch symptomatischer
Arthrosen geringer ausfallt als radiologische Studien zunachst vermuten lassen. So
betragt die Pravalenz klinisch symptomatischer Arthrosen im Erwachsenenalter nach
Felson [28] zwischen 1,6% und 9,4%. Die Framingham- Studie [27, 52] zeigt eine
Gesamtpravalenz radiologisch objektivierter Gonarthrose von 13,8 % aller
teiinehmenden Probanden, die alter als 26 Jahre waren, und von 19,2% aller
Probanden im Alter von Uber 45 Jahren. Die Raten symptomatischer Arthrose im

gleichen Kollektiv lagen mit 4,9% respektive 6,7% deutlich niedriger.

Zur Arthroseinzidenz finden sich in der Literatur nur wenige und stark schwankende
Angaben. Nach Oliveira [63] ist fur die klinisch symptomatische und radiologisch
manifeste Gonarthrose von einer Inzidenz von 240/100.000/a auszugehen. Auch die

Inzidenz steigt mit dem Lebensalter und ist bei Frauen hoher als bei Mannern.

Nach einer Studie des Zentralinstitutes fur Kassenarztliche Versorgung [18]
verursachte die Krankheitsgruppe von Arthropathien und Osteopathien, deren
wichtigste Erkrankung die Arthrose darstellt, in der BRD 1997 jahrlich direkte und
indirekte Kosten von 16,26 Milliarden DM bei 600 000 Krankenhausfallen und etwa
10 Millionen Krankheitstagen. Die jahrliche o6konomische Belastung durch
Erkrankungen des Bewegungsapparates belauft sich in westlichen Landern auf 1 bis
2,5 Prozent des Bruttosozialproduktes [69].

Weiterhin sind degenerative Erkrankungen des Bewegungsapparates die Ursache
fur 40% aller RehabilitationsmalRnahmen und 27% aller Frihberentungen in den USA
[24].
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Die sozialmedizinische Bedeutung der Arthrose wird in einer von Fautrel [22]
durchgefiuhrten Studie evident. So geben 65% der an der Studie teilnehmenden
Patienten mit Gonarthrose Probleme beim Einkaufen an, 22,8% berichten Uber
Einschrankungen in ihren Freizeitaktivitaten. Arthroseassoziierte
Gelenkveranderungen stellen die Hauptursache eingeschrankter Mobilitat bei
altereren Menschen dar [34] und werden auch angesichts der zukinftigen
demographischen Entwicklung in der BRD als sozialmedizinisches und

volkswirtschaftliches Problem immer gro3ere Bedeutung gewinnen.

1.1.3 Atiologie

Arthrosen werden hinsichtlich ihrer Atiologie in 2 Gruppen klassifiziert: Man
unterscheidet die primare (idiopathische) Arthrose, deren Ursache weitgehend
unbekannt ist, von den sekundaren Arthroseformen, die sich als Folge eines
angeborenen oder erworbenen Gelenkschadens, einer so genannten
Jpraarthrotischen Deformitat‘, manifestieren. Eine Ubersicht Gber wichtige Ursachen
der sekundareren Gonarthrose gibt Tabelle 1.1. Sekundar arthrotische
Gelenkveranderungen finden sich insbesondere bei jungen Patienten und sind in
Bezug auf das Kniegelenk in den meisten Fallen auf ein zurickliegendes Trauma

zurtckzufihren [15].

Ursachen der sekundéren Gonarthrose
Trauma e Traumatische Lasionen von Kniebinnenstrukturen (z.B.
Knorpel, Meniskus, Kreuzbander)
¢ Intraartikuldre Frakturen
o Freie Gelenkkorper
e Posttraumatische Instabilitaten
Dysplastische Gelenkanlage e Kondylenhypoplasie

Achsfehlstellungen e Genu varum/ valgum congenital oder erworben
o Extraartikulare Frakturen

Bakterielle Arthritis

Rheumatoide Arthritis

Hyperurikdmie

Chondrokalzinose

Hamochromatose

Ochronose

Hamophilie

Osteochondrosis dissecans

Aseptische Osteonekrosen (z.B. M.Ahlback)
Marfan- Syndrom

Ehlers- Danlos- Syndrom

Neuropathische Gelenkzerstérung (Charcot- Gelenk)

Entzindliche Erkrankungen

Metabolische Erkrankungen

Gerinnungsstérungen
Sonstige Ursachen

Tabelle 1.1 Ursachen der sekundaren Gonarthrose
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1. Einleitung

Im Sinne der oben genannten Klassifikation sind etwa 20% der Arthrosen von Hufte
und Knie durch bekannte atiologische Faktoren ausgelost (sekundar), fur den
Uberwiegenden Anteil (80%) der Gon- und Coxarthrosen, ist die Ursache jedoch nicht
bekannt. Daher sind sie den primaren Arthrosen zuzuordnen. Beispielsweise
beschreibt Buckwalter [15] bei 407 konsekutiven Patienten, welche wegen
symptomatischer Gonarthrose an der Orthopadischen Klinik der Universitat von lowa

behandelt wurden, einen Anteil von 85% von Patienten mit primarer Gonarthrose.

Nach der Klassifikation des American College of Rheumatology [3] ist von einer
primaren Gonarthrose auszugehen, wenn folgende Befundkonstellation vorliegt und

Ursachen sekundarer Arthroseformen anamnestisch nicht zu eruieren sind.

Knee pain plus osteophytes on radiographs and at least one of the following:
@ Patient age older than 50 years
@ morning stiffness lasting 30 minutes or less
@ Crepitus on motion

Abbildung 1.1 Kriterien des American College of Rheumatology fiir die primare Gonarthrose (1986)

Werden diese klinischen und radiologischen Kriterien fir die Diagnosestellung

angewendet, betragt die Sensivitat 91% und die Spezifitat 86% [3].

Entgegen fruheren Annahmen, dass primare Arthrose eine altersbedingte Abnutzung
der am meisten belasteten Gelenkflachen ist, werden heute multiple Atiologien
angenommen. In der Literatur werden neben dem zunehmenden Alter und dem
weiblichen Geschlecht mehrere Risikofaktoren, die das Entstehen bzw. die

Progression primarer Gonarthrose begunstigen, diskutiert [14, 73, 82]:

@ Genetische Pradisposition
@ Ubergewicht

@ Erhohte Knochendichte
@ Hyperlaxizitat
>

Repetitive Uberlastung

1.1.4 Klinik und Diagnostik
Die Arthrose ist eine chronische Erkrankung, welche alle Strukturen der funktionellen

Gelenkeinheit (Knorpel, subchondraler Knochen, intra- und periartikulare

-4 -



1. Einleitung

Weichteilstrukturen) affektiert und in der Regel progredient verlauft. Ihr Beginn ist
meist schleichend, in ihrem fortschreitenden Verlauf kdnnen sich symptomatische
Perioden mit intermittierenden Remissionen abwechseln. Obwohl die Arthrose haufig
als unaufhaltbar fortschreitende Erkrankung betrachtet wird, werden in der Literatur
klinische und radiologische Progressionraten von nur 30- 60 % im Zeitraum von 2-15
Jahren angegeben [15]. Auch Uuber Falle radiologischer Befundregredienz wird
berichtet [35, 76]. Die interindividuelle Variabilitdt des natirlichen Verlaufes der

Arthrose ist nur unzureichend verstanden.

Das klinische Leitsymptom der Arthrose ist der Schmerz des betroffenen Gelenkes,
insbesondere bei den ersten Bewegungen nach langerem Liegen, Sitzen oder
Stehen (Anlaufschmerz) sowie bei andauernder Belastung (Belastungsschmerz). Im
Frahstadium sind die Beschwerden vorwiegend belastungsassoziiert und bilden sich
in Ruhe oft zurlck, in fortgeschrittenen Stadien hingegen kann der Schmerz auch
wahrend Ruhephasen auftreten (z.B. nachtlicher Schmerz). Des Weiteren berichten
viele Arthrosepatienten Uber eine zunehmende Funktionseinschrankung des
betroffenen Gelenkes. Ein weiteres Symptom ist die Steifigkeit des arthrotischen
Gelenkes (z.B. Morgensteifigkeit), welche typischerweise ebenfalls nach
Ruhephasen auftritt und sich beim Durchbewegen im Gegensatz zur langer

anhaltenden Steifigkeit bei rheumatoider Arthritis rasch bessert.

Abbildung 1.2 Pangonarthrose, radiologischer und intraoperativer Befund, aus Jerosch et al.
Knieendoprothetik, eine Standortbestimmung, Dt Arztebl 1997; 94: A-449-455 [Heft 8]

-5-



1. Einleitung

In der klinischen Untersuchung lassen sich im Anfangsstadium nur geringgradige
oder unspezifische Veranderungen feststellen, spater findet sich vorwiegend ein
Druckschmerz Uber dem Gelenk und den umgebenden Sehnen, Bandern und
Muskeln. Haufig lasst sich eine schmerzhaft eingeschrankte aktive und passive
Beweglichkeit des Gelenkes finden, die auf zunehmender Inkongruitat des
deformierten Gelenkes und auf begleitenden Muskelkontrakturen beruht. Auch
rezidivierende intraartikulare  Ergussbildungen mit  Schwellneigung sowie
Krepitationsphanomene werden in der Kklinischen Untersuchung evident. Eine
inspektorisch und palpatorisch auffallige Vergroberung der Gelenkkonturen als
Ausdruck von Osteophytenbildung ist ebenfalls haufig vorhanden. In Spatstadien
konnen eine Subluxationsstellung bzw. eine Deformitat des Gelenkes imponieren,

welche in dessen vollstandiger Versteifung (Ankylose) resultieren kdnnen.

Da sich der Arthroseprozess ausschliel3lich am Gelenk und in seiner Umgebung
manifestiert, lassen sich keine systemischen diagnostischen Parameter zur
Diagnosestellung heranziehen. Einzelne Serummarker, beispielsweise ana- oder
katabole Substanzen (z.B COMP, Osteocalcin), sind zwar von wissenschaftlichem
Interesse [93], spielen aber bisher in der klinischen Routinediagnostik keine Rolle.

Standardlaborwerte weisen bei der Arthrose keine Auffalligkeiten auf.

Neben einer sorgfaltigen Anamnese bezlglich Schmerz, Funktionseinschrankung
und Limiterungen im Alltag sowie der oben erwahnten klinischen Untersuchung ist
die rontgenologische Diagnostik der Goldstandard in der Diagnosesicherung. In
fortgeschrittenen Stadien lassen sich funf charakteristische radiologische

Arthrosezeichen im nativen Rontgenbild des betroffenen Gelenkes feststellen:

Osteophytare Anbauten
Gelenkspaltverschmalerung
Subchondrale Sklerose

Gerdllzysten

¢ © © ¢ ©

Deformitaten

Nach Kellgren und Lawrence [45] werden radiologisch funf Schweregrade der

Arthrose unterscheiden (Tabelle 1.2)
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Grad Beurteilung Befund
0 normal keine Zeichen fur OA
1 Verdacht auf OA kleine Osteophyten, unklare Relevanz
2 Geringfligige OA Osteophyten; Gelenkspalt normal
3 MaRige OA leichte Gelenkspaltverschmalerung
4 Schwere OA ausgepragte Gelenkspaltverschmalerung,

subchondrale Sklerose

Tabelle 1.2 Radiologische Schweregrade der Arthrose nach Kellgren und Lawrence (1957)

Die Auspragung des nativradiologischen Befundes muss nicht zwangslaufig mit dem
klinischen Bild und der subjektiven Beschwerdesymptomatik des Patienten
korrelieren. Buckwalter [15] konnte jedoch zeigen, dass insbesondere bei der
Gonarthrose mit der Progredienz radiologischer Arthrosezeichen auch die Pravalenz

von Schmerzen des affektierten Kniegelenkes zunimmt.

Aufgrund des hohen Wasser- und Proteoglykangehaltes des hyalinen Knorpels
eignet sich die Magnetresonanztomographie (MRT) als weiteres bildgebendes
Verfahren hervorragend zur Darstellung der Veranderungen eines arthrotischen
Kniegelenkes. Auch affektierte peri- und intraartikulare Strukturen, beispielsweise
begleitende Band- oder Meniskuslasionen, intraartikulare Ergussbildung oder
Bakerzysten kdonnen zuverlassig erfasst werden. Im klinischen Alltag ist die MRT
jedoch nicht die Methode der ersten Wahl, da mit Standardrontgenaufnahmen eine
ausreichend sichere Diagnosestellung moglich ist. Bei differentialdiagnostischen
Fragestellungen bzw. bei der Abwagung der Option gelenkerhaltender
TherapiemaRnahmen kann die Kernspintomographie im Einzelfall eine sinnvolle
Erganzung zu weniger teuren DiagnostikmalRnahmen sein.

Die diagnostische Methode mit der hdchsten Sensitivitat und Spezifitdt ist die
Arthroskopie [10]. Hierbei lasst sich der Schweregrad der Knorpelaffektion visuell
beurteilen und im Falle der Gonarthrose auch den jeweiligen Kompartimenten des
Kniegelenkes zuordnen. Abhangig davon, welche Gelenkanteile betroffen sind,
spricht man von uni-, bi- oder trikompartimenteller Gonarthrose. Wahrend der Vorteil
der Arthroskopie in der direkten visuellen Beurteilbarkeit des Knorpelzustandes und
den gleichzeitig vorhandenen therapeutischen Interventionsmadglichkeiten (z.B. dem
Entfernen freier Gelenkkdrper) liegt, ist der evidente Nachteil, dass es sich um ein

invasives Verfahren mit entsprechendem Komplikationsrisiko handelt.
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Der Grad der Knorpelerweichung (Chondromalazie) wird arthroskopisch nach
Outerbridge [65] klassifiziert (Tabelle 1.3) und hinsichtlich der anatomischen

Lokalisation einem Gelenkkompartiment (Abbildung 1.3) zugeordnet.

Grad Arthroskopischer Befund
I Lokalisierte Knorpelerweichung, Knorpelédem
Il Oberflachliche Knorpellasionen, Villi, Fasern, Defekt bis 1,25 cm?
Il Knorpelrisse, Defekt tber 1,25 cm?
IV Freiliegender subchondraler Knochen

Tabelle 1.3 Arthroskopische Klassifikation von Knorperlldsionen modifizert nach Outerbridge
(1961)

Abbildung 1.3

Kompartimente des Kniegelenkes (schematisch), Auszug aus OP-
Bericht der Orthopadischen Gemeinschaftspraxis (OGP) Straubing (Dr.
Eichhorn, Prof. Dr. Strobel)

@ Articulatio femoropatellaris
(femoropatellares Kompartiment)

7

Trochlea

med.
Femur

lat.

Femu
s @ Articulatio femorotibialis medialis

(mediales femorotibiales Kompartiment)

@ Articulatio femorotibialis lateralis
(laterales femorotibiales Kompartiment)

A

1.1.5 Therapie

Eine kausale Therapie, die den Arthroseprozess aufzuhalten vermag bzw. zu einer
restitutio ad integrum des geschadigten Knorpels bzw. der mitaffektierten Strukturen
der funktionellen  Gelenkeinheit  fuhrt, existiert nicht.  Grundlegende
Therapieprinzipien sind Schmerzreduktion, Funktionsverbesserung sowie Korrektur
von Fehlstellung und Instabilitat.

Grundsatzlich unterscheidet man die konservative von der operativen Therapie,
wobei sich die konservative Therapie in die pharmakologische und die nicht
pharmakologische Therapie aufteilen lasst. Zu den konservativen und nicht
pharmakologischen Therapiekonzepten zahlen allgemeine Mallnahmen wie
Gewichtsreduktion und Patientenaufklarung. Weiterhin kommt der Physiotherapie zur

Erhaltung der Beweglichkeit und Verbesserung der muskularen Fuhrung des

-8-
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Gelenkes entscheidende Bedeutung zu. Supportiv werden orthopadische Hilfsmittel
(z.B. Orthesen, Gehstltzen) und physikalische Therapie (Warme- oder Kryotherapie,
Elektrotherapie, Ultraschalltherapie) angewendet. Weitere Verfahren der nicht
pharmakologischen  Arthrosetherapie  sind  die  Akupunktur  und die
Magnetfeldtherapie, deren Wirksamkeit in der wissenschaftlichen Literatur kontrovers
diskutiert wird [80].

Die pharmakologische Therapie der Arthrose basiert hauptsachlich auf analgetischen
und antiinflammatorischen Wirkungsmechanismen. Nicht steroidale Antiphlogistika
(NSAR), die unter anderem Uber die Hemmung der Prostaglandin E2- Produktion des
Enzyms Cyclooxygenase wirken, stellen die wichtigste Substanzklasse dar. Sie
konnen oral oder topisch angewendet werden.

Die in neuerer Zeit eingesetzten selektiven COX-2- Hemmer, fUr die ein gunstigeres
Nebenwirkungsprofil, insbesondere hinsichtlich der gastrointestinalen
Nebenwirkungen der NSAR, postuliert wurde, sind in letzter Zeit in den Hintergrund
geraten, da sie mit einem noch nicht eindeutig beurteilbaren kardialen Risiko
assoziiert werden und daher die Indikation vor allem bei Patienten mit kardialen
Vorerkrankungen zurtickhaltend gestellt werden sollte [41].

Intrartikulare Kortikoidinjektionen sind bei akuten Schmerzexazerbationen mit
entzundlicher Komponente (aktivierte Arthrose) in fortgeschrittenen Arthrosestadien
indiziert und wirken ebenfalls Uber die Hemmung der Prostaglandin- und
Leukotrienfreisetzung durch Hemmung der Arachidonsauresynthese, die ein Substrat
der Cyclooxygenasen und Lipooxygenasen darstellt.

Seit Jahren wird versucht, pharmakologische Therapeutika zu entwickeln, die die
Arthroseprogression aufhalten bzw. den Arthroseprozess umkehren kénnen. Die
Gruppe der so genannten ,slow acting drugs in osteoarthritis® (SADOA) oder
,<disease modifying OA drugs“ (DMOAD) zu denen beispielsweise Hyaluronsaure,
Glucosamin, Chondroitinsulfat und auch IL-1 alpha Rezeptorantagonisten zahlen,
zeigen in ersten Studien zum Teil positive Effekte hinsichtlich Schmerzlinderung,
Funktionsverbesserung und Verringerung des  Gelenkspaltverlustes  bei
Arthrosepatienten, jedoch wird sich erst in gro3eren prospektiven Langzeitstudien,
die den Kriterien der evidence- based medicine entsprechen, herausstellen, inwieweit
eine tatsachliche Chondroprotektion bzw. Strukturmodifikation stattfindet und der

Einsatz der genannten Praparate pharmadkonomisch sinnvoll ist [21].
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1. Einleitung

Hinsichtlich der konservativen Therapie der Arthrose ist zusammenfassend
festzuhalten, dass alle genannten Methoden nicht zu einer Heilung der Erkrankung
mit restitutio ad integrum fuhren und bestenfalls in der Lage sind, die

Arthroseprogression aufzuhalten.

Bei Beschwerdepersistenz oder -progredienz trotz Ausschopfung samtlicher
konservativer TherapiemalRnahmen kann die Indikation zur operativen Intervention
gestellt werden.

Bei umschriebenen symptomatischen Knorpeldefekten sind arthroskopische
Operationsverfahren Therapie der Wahl. Ziel der sogenannten markraumeréffnenden
Verfahren (z.B. Microfracturing, Pridie- Bohrung) ist die Induktion einer
Ersatzknorpelbildung aus einem an der Defektone befindlichen Blutkoagel, wobei
das chondrale Regenerat (Faseknorpel) im Vergleich zum hyalinen Knorpel
minderwertige mechanische Eigenschaften besitzt. Die autologe
Chondrozytentransplantation (ACT) und die autologe osteochondrale Transplatation
(OCT) stellen alternative Verfahren zur Therapie umschriebener chondraler Defekte
dar. Mittelfristige Ergebnisse sind vielversprechend, Langzeitergebnisse prospektiver
kontrollierter Studien liegen jedoch bislang nicht vor. Gegenstand intensiver
Forschung mit ersten klinischen Anwendungen ist die biologische, zellbasierte
Regeneration hyalinen Knorpels aus mesenchymalen Stammzellen durch Tissue
Engineering.

Kniegelenksnahe Umstellungsosteotomien kommen bei jingeren Patienten (< 60
Jahre) in Betracht, bei denen Achsfehlstellungen in der Frontalebene (Genu varum,
Genu valgum) zur Uberlastung des medialen oder lateralen Kompartimentes fiihren.

Bei fortgeschrittener Gonarthrose mit vollstdndigem und ausgedehntem
Knorpelverlust stellt der teil- bzw. totalendoprothetische Ersatz des betroffenen
Gelenkes den therapeutischen Goldstandard mit hoher Patientenzufriedenheit dar. In
Deutschland werden jahrlich Gber 150.000 kinstliche Kniegelenke mit steigender
Tendenz  implantiert. Durch die kontinuierliche  Weiterentwicklung  der
Prothesendesigns und -materialien und die Standardisierung der
Implantationstechnik liegen mittlerweile sehr gute Langzeitergebnisse mit
revisionsfreien Standzeiten von Uber 90% nach 15 Jahren vor [4]. Seit der
erstmaligen experimentellen Implantation einer Kniegelenks- Scharnierprothese aus

Elfenbein durch Themistocles Gluck im Jahr 1890 hat die Kniegelenksendoprothetik
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1. Einleitung

insbesondere durch die Fortschritte der letzten 15 Jahre einen hohen
Entwicklungsstand erreicht. Es steht eine Vielzahl von Prothesenmodellen zur
Verflugung, die eine individuelle Patientenversorgung auch bei komplexen

Ausgangssituationen ermdglichen.

1.1.6 Pathophysiologie und Pathogenese

Eine normale Gelenkfunktion ist gekennzeichnet durch schmerzfreie Beweglichkeit
Uber den gesamten erforderlichen Bewegungsumfang, die stérungsfreie Kraft- und
Belastungsubertragung Uber alle Gelenkstrukturen und die Gewahrleistung von
statischer und dynamischer Stabilitdt. Diese normale Funktion wird durch ein
balanciertes Zusammenspiel aller Komponenten der funktionellen Gelenkeinheit
(Knorpel, subchondraler Knochen, Synovia, Synovialis, Gelenkkapsel, Sehnen,
Ligamente, Muskulatur) gewahrleistet. Entgegen dem traditionellen Verstandnis der
Arthrose als rein degenerative Erkrankung des hyalinen Gelenkknorpels konnte
gezeigt werden, dass alle Komponenten der funktionellen Gelenkeinheit in den

Arthroseprozess involviert sind [11].

Der hyaline Gelenkknorpel setzt sich aus Zellen (Chondrozyten, 1-10%) und
extrazellilarer Matrix (ECM, 90%) zusammen. Die bedeutensten Strukturmolekile
der ECM sind Kollagene (Kollagen Typ Il, 95%) und Proteoglykane (v.a. Aggrekan),
welche im kollagenen Fasenetz eingebunden sind und durch ihre hohe
Wasserbindungsfahigkeit die mechanisch entscheidende, prallelastische Struktur des

Knorpels gewahrleisten.

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

o Typll 10-12 %

o TyplX 1%

e TypXI 1%
Mineralsubstanzen <4 %
Matrixproteine <1%
Proteoglykane 7-9%

Tabelle 1.4 Zusammensetzung des Gelenkknorpels (nach J. Metz)
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Histopathologische Charakteristika der Arthrose sind der Verlust des hyalinen
Gelenkknorpels mit assoziierten Veranderungen des subchondralen Knochens,
welcher eine Sklerose, Knochenzysten und Osteophyten aufweist [38]. Weiterhin
kann eine begleitende Synovitis vorliegen. Im Vordergrund steht haufig initial ein
oberflachlicher Knorpelschaden, der mit Fibrillenbildung beginnt und im weiteren
Verlauf durch Erosionen und Einrisse gekennzeichnet ist (Abbildung 1.4). Im
fortgeschrittenen Stadium kann es zu einer grofflachigen Knorpelzerstérung mit
Freilegung des subchondralen Knochens (Knochenglatze) kommen, vor allem in

Regionen mit hoher Druckbelastung (Hauptbelastungszonen).

Abbildung 1.4 Histologische Arthrosestadien nach Otte (1987), Safranin- O- Farbung, Balken 400 uym

Entgegen friheren Vorstellungen, dass es sich bei der Arthrose um rein mechanisch
bedingte Verschleil’erscheinungen, dem sog. "wear and tear concept" [64] handelt,
werden Entstehung und Fortschreiten osteoarthrotischer Veranderungen heute als
komplexer Krankheitsprozess verstanden, dem ein Ungleichgewicht zwischen
destruktiven und protektiven bzw. reparativen Mechanismen zu Grunde liegt, wobei
die Homobostase zu Gunsten der katabolen Seite aul’er Kontrolle gerat [13, 14].
Hierbei spielen mechanische Krafte, lokale Entzindung und weitere biochemische
Vorgange auf zelluldrer (Chondrozyten) und extrazellularer Ebene eine
entscheidende Rolle, so dass in der neueren Literatur von einer multifaktoriellen
Genese ausgegangen wird, der komplexe genetische Regulationsmechanismen zu

Grunde liegen.
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An der  Knorpeldegeneration  sind katabole  proteolytische Enzyme
(Matrixmetalloproteinasen, MMP) beteiligt, deren Regulation einerseits durch
Inhibitoren (TIMP, tissue inhibitor of MMP), andererseits durch Induktoren, wie
beispielsweise proinflammatorische Cytokine (TNF alpha, Interleukin-1), erfolgt [29].
Gleichzeitig mit der Schadigung werden Reparaturmechanismen aktiviert. Die
unzureichenden Regenerationsversuche der Chondrozyten lassen sich prinzipiell in 3
Reaktionsmustern zusammenfassen [68]: Sie weisen eine Proliferation auf, steigern
die Synthese von ECM und andern ihre Syntheseprodukte in primar untypische
Matrixbestandteile (z.B. Kollagen X, Osteocalcin) mit Alteration des Phanotyps. Auch
weitere Mechanismen wie die Apoptose werden in diesem Zusammenhang diskutiert
[2].

Diese Erkenntnisse verdeutlichen die komplexen molekularen Ablaufe im
Arthroseprozess und sind Gegenstand der aktuellen orthopadischen

Grundlagenforschung.

1.2 Die Rolle des subchondralen Knochens im Arthroseprozess

Der subchondrale Knochen bildet mit dem hyalinen Knorpel des Gelenkes eine
funktionelle Einheit, die fur dessen Integritat von groRer Bedeutung zu sein scheint.
Morphologische und biochemische Alterationen des subchondralen Knochens bei
Arthrose (sog. ,remodeling®), welche auf einen abnormalen Knochenmetabolismus
schlielen lassen, konnten in mehreren Studien belegt werden [49, 51]. Bis heute
wird die Rolle des subchondralen Knochens in der Induktion und Progression des
Arthroseprozesses nur unzureichend verstanden.

Morphologisch lasst sich bei osteoarthrotischen Veranderungen neben
osteophytaren Anbauten eine vermehrte Sklerosierung des subchondralen Knochens
nachweisen, welche bereits im konventionellen Rontgenbild meist deutlich zu
erkennen ist. In der Literatur finden sich Hinweise, dass sowohl bei Tieren als auch
bei Menschen die subchondrale Sklerosierung und die damit einhergehenden
abnormalen Veranderungen des Knochenstoffwechsels der Knorpeldegradation
vorausgehen [5, 19]. Es konnte gezeigt werden, dass Arthrosepatienten unabhangig
vom Korpergewicht eine hdhere Knochendichte aufweisen als vergleichbare
Individuen ohne Arthrose [50]. Weiterhin wird die Koexistenz von primarer Arthrose

und Osteoporose extrem selten beobachtet [36, 58, 89], was ebenfalls als Hinweis
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auf eine positive Korrelation von erhdhter Knochendichte und Arthrose gewertet
werden kann.
Bisher ist die Rolle von regulativen Mechanismen des subchondralen Knochens im

Arthroseprozeld nur unzureichend untersucht.
1.3 Genetik der Arthrose und Bedeutung von SNP

Mehrere Zwillingsstudien und Genanalysen legen die Vermutung nahe, dass die
genetische Komponente eine wichtige Rolle im Arthroseprozess spielt [75, 78, 94]
und der Einfluss genetischer Faktoren auf die Arthroseentstehung flr bestimmte
Gelenke bis zu 70% betragt [32]. Auch das Auftreten von Arthrose bei jungen
Patienten (early- onset) konnte mit bestimmten Genvariationen in Verbindung
gebracht werden [87]. In Abgrenzung zu den sekundaren Formen der Arthrose stellt
die genetische Pradisposition insbesondere bei Patienten mit primarer Arthrose einen
wichtigen Risikofaktor dar.

Mehrere Suzeptibilitatsloci und multiple Kandidatengene, welche mit dem Auftreten
und der Progression von Arthrose in Verbindung gebracht werden, sind in der
Literatur beschrieben [1, 32, 59]. Ebenso konnte fur viele untersuchte Genvariationen
keine Assoziation mit dem Krankheitsbild der Arthrose gefunden werden. Es ist
davon auszugehen, dass es sich bei der Arthrose um hinsichtlich der genetischen
Komponente um ein polygenes Geschehen handelt.

Genetik ist in diesem Zusammenhang ein Ubergeordneter Begriff und bedeutet
zunachst, dass Variationen des Erbgutes auf Ebene der DNA einen moglichen
Risikofaktor fur die Arthroseentstehung bzw.- progression darstellen oder auch als
protektiver Faktor fungieren kdnnen. Die grundlegende Hypothese der vorliegenden
Arbeit lautet, dass bestimmte Sequenzvariationen in Genen mit einer
Schlusselfunktion im Arthroseprozess, sog. Kandidatengenen, mit dem auftreten
primarer Arthrose korrelieren.

Die haufigsten Sequenzvariationen im Genom sind die sogenannten single
nucleotide polymprphisms (SNP, von Polymorphismus gr./lat: Vielgestaltigkeit), bei
denen es zum Austausch einer Base im DNA-Molekual kommt und dieser den
Unterschied zwischen zwei Allelen eines Gens ausmacht. Es wird von einem SNP
auf 200 - 2000 Basenpaare im menschlichen Genom ausgegangen.
Definitionsgemal liegt erst ab einer Haufigkeit der Sequenzvariation von tber 1% in

einer definierten Population ein SNP vor. Da die meisten Anderungen, die durch

-14 -


http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Genom
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Polymorphismen hervorgerufen  werden, ohne  Auswirkung auf die
Reproduktionsfahigkeit des Individuums bleiben, unterliegen sie nicht dem
Evolutionsdruck und sind somit hoch konserviert. Da viele Aminosauren von
mehreren Basentripletts kodiert werden und SNPs auch in nicht kodierenden bzw.
funktionell nicht relevanten Genabschnitten vorliegen (z.B. in Introns), hat der
Uberwiegende Anteil der SNPs keine funktionelle Bedeutung auf der Proteinebene.
Liegt der SNP jedoch im kodierenden Bereich einer Gen-Sequenz, also im Exon,
kann das einen Aminosaureaustausch im resultierenden Protein mit entsprechender
Aktivitatsmodifikation zur Folge haben. Somit kénnen SNPs mit funktioneller
Relevanz sowohl eine krankheitsférdernde oder aber auch eine protektive Funktion

im pathophysiologischen Prozef von Erkrankungen aufweisen.

Zunehmend stehen SNPs diverser Kandidiatengene, denen eine Schlusselrolle in
der Arthroseentstehung zugeschrieben wird, im Interesse der genetischen

Arthroseforschung.

1.4 LRP und der Wnt- Signalweg

Whnt- Proteine zahlen zu einer hochkonservierten Familie von Molekulen, welche fir
Zell- Zell- Interaktionen verantwortlich sind. Der Signalweg ist nach seinem Liganden
-Wnt* benannt, einem Signalprotein, das als lokaler Mediator eine wichtige Funktion
in der Embryogegese einnimmt. ,Wnt* setzt sich zusammen aus Wg fur Wingless
und Int-1. Die Bezeichnung Wingless-type stammt aus Beobachtungen mit der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster, in der Mutationen im Wingless-Gen zu einer
flugellosen Variante der Fliegen fuhren. Die Aktivierung des friher als Int
bezeichneten Wnt-1-Gens fordert bei Mausen die Entwicklung von Brustkrebs.
Alterationen des Wnt- Signalweges konnen zu spezifischen Entwicklungsdefekten
fuhren und werden als mogliche Ursache fur verschiedene Erkrankungen

(Colorektales Carcinom, Mamma Carcinom) diskutiert.

Die Gene bzw. Proteine der Wnt- Familie spielen eine wichtige Rolle in der
komplexen Regulation der Morphogenese, der Zelldifferenzierung , -proliferation und
der Homoostase von Knochen und Knorpel.

LRP 5 (low- density lipoprotein receptor- related protein 5) fungiert neben dem

Rezeptor Frizzled als Co- Rezeptor des Wnt/ R-catenin Signalweges, dessen
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Aktivierung (up- regulation) die Knochenformation beglnstigt und dessen
Unterdrickung (down- regulation) in einer Osteopenie resultiert [6, 7].

Fir LRP 5 wurde eine Assoziation mit der menschlichen Knochendichte (BMD)
nachgewiesen [40, 70]. Varianten des LRP 5 Genes werden mit alterierter
Knochendichte (BMD) bzw. erhdhtem Frakturrisiko assoziiert [30, 31, 47, 48, 84].
Auch in der Chondrogenese wird dem Wnt- Signalweg eine regulative Funktion
attributiert [74].

Fur LRP 1 (low- density lipoprotein receptor- related protein) konnte eine repressive

Wirkung auf den Wnt- Signalweg demonstriert werden [97].

Aufgrund dieser Beobachtungen steht der Wnt- Signalweg sowie die LRP- Familie
zunehmend im Interesse der molekularen Osteoporose- und Arthroseforschung.
Daher sind auch Variationen der am Wnt- Signalweg beteiligten Gene hinsichtlich
ihrer Bedeutung fur die Arthroseentstehung von grollem wissenschaftlichem

Interesse.

Model of Wnt signaling (r. Husse, August 2007}

Abbildung 1.5 Der Wnt- Signalweg nach R. Nusse (2007)
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1.5 Studienaufbau und Fragestellung

Ziel der vorliegenden Studie ist es, eine Aussage Uber die Allelverteilung von zwei
ausgewahlten SNPs der Kandidatengene LRP 1 und LRP 5 in klar definierten
Kollektiven von Patienten zu treffen. Hierbei sollen Patientenkollektive mit mdglichst
extremen Befundsituationen hinsichtlich der Knorpelsituation bzw. der Auspragung
von Gonarthrose miteinander verglichen werden. Weiterhin soll eine mdglichst

verlassliche Diagnosestellung erfolgen.

Folgende Kriterien wurden aufgestellt:

@ Gegenuberstellung von jungen an fortgeschrittener Gonarthrose leidenden
Patienten (<45 Jahre) und alteren Patienten (>55 Jahre) mit intaktem Knorpel
im Kniegelenk sowie einer dritten Gruppe mit Patienten Gber 55 Jahren mit
fortgeschrittener Gonarthrose

@ Rigide Ausschlusskriterien zur Erlangung einer eindeutigen Diagnose (primare
Gonathrose)

@ Diagnosesicherung durch ein Verfahren mit mdglichst hoher Sensitivitat und
Spezifitat (Arthroskopie)

Rekrutierung von mindestens 100 Patienten pro Gruppe

¢ ©

Auswahl erfolgversprechender Polymorphismen in Kandidatengenen

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

@ Klare Zuordnung der Allelverteilungen in der Auswertung

@ Kilare statistische Auswertung der Allelverteilungen

Mit der Arbeit soll ein Beitrag zum Verstandnis der Bedeutung der hier untersuchten

Polymorphismen flr die Arthroseentstehung geliefert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Der WOMAC-Score

Der in englischer Sprache entwickelte Western Ontario and McMaster Universities’
Osteoarthritis- Index (WOMAC) ist ein etablierter Patientenfragebogen [8] zur
Erfassung der Symptome und der funktionellen korperlichen Einschrankung im Alltag
bei Patienten mit Gon- und Coxarthrose. Er wurde 1996 fur den deutschen
Sprachraum durch Stucki et al. adaptiert [81] und umfasst drei Kategorien (Schmerz,
Steifigkeit, Funktion) mit insgesamt 24 Fragen (Schmerz: 5, Steifheit: 2, Funktion:
17), die vom Patienten jeweils auf einer subjektiven, visuellen Graduierungsskala
(Abbildung 2.1) beantwortet werden.

Bei der Auswertung werden die jeweils erreichten Punktzahlen addiert und in den
einzelnen Kategorien dargestellt. So kann in der Kategorie Schmerz ein Punktwert
zwischen 0 und 50, in der Kategorie Steifheit zwischen 0 und 20 und bezuglich der
Funktion zwischen 0 und 170 erreicht werden. Zur Vereinfachung wurde in der
vorliegenden Arbeit in der Darstellung der Gesamtscore, also die Summe aller

Einzelwerte, verwendet. Ausgewertet wurden die Daten mit SPSS Version 12.0.

] 1 2 3 4 5 §] 7 2 Q 10
Keine Maximale
Beschwerden Beschwerden

Abbildung 2.1 Visuelle Analogskala des Western Ontario and McMaster Universities® Osteoarthritis-
Index (WOMAC)

2.1.2 Fragebogen , Arthrosestudie”
Weitere Informationen Uber die teilnehmenden Probanden wurden mit Hilfe eines

Fragebogens akquiriert (Abbildung 2.2).
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Fragebogen ,Arthrosestudie”

Name:

Geburtsdatum:

1. Fihren Sie lhre Arthrose/ Ihren Gelenkverschleif auf einen Unfall zurtick? Wenn ja, wann war
der Unfall und welcher Art war er?

2. Haben Sie einen Sport Uber lange Jahre hinweg sehr intensiv betrieben? Wenn ja welchen
oder welche?

3. Treiben Sie heute immer noch Sport? Wenn ja, welchen?

4. Haben Sie Arthrose nur an einem oder auch an anderen Gelenken? Wenn ja, an welchen?

5. Ist Ihnen Arthrose (auch) bei anderen Mitgliedern lhrer Familie bekannt?

6. Wie grol3 und wie schwer sind Sie?

7. Welchen Beruf tGben Sie aus und worin besteht lhre hauptsachliche Tatigkeit dabei (eher
stehend, sitzend, korperlich belastend)?

8. Auf einer Skala von 1 bis 10, wie wirden Sie die Belastung bzw. Einschrankung des normalen
Alltagslebens durch die Arthrose bewerten? ( 1= gar keine Belastung/ Einschrankung; 10=
unertragliche Belastung)

Gehdren Sie der Gruppe ohne Arthrose an, bitte nur Fragen 2,3,45,6 und 7
beantworten!!

Abbildung 2.2 Fragebogen Arthrosestudie
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2.1.3 Blutproben

Als Quelle zur Isolierung genomischer DNA dienten Vollblutproben (EDTA-
Rohrchen). Die Rekrutierung der Blutproben erfolgte durch die Blutentnahme im
Rahmen der praoperativen Vorbereitung bei Patienten, die zur operativen
Versorgung des betroffenen Kniegelenkes mit einer Knietotalendoprothese
anstanden. Patienten, die bereits operiert wurden, wurden telefonisch kontaktiert und
zur Blutentnahme in die Orthopadische Universitatsklinik Warzburg, Konig-Ludwig-
Haus, einbestellt. Wohnte der Patient zu weit entfernt, erfolgte die Blutenthahme
durch den Hausarzt. Dieser wurde zuvor telefonisch Uber die Studie informiert und
um Kooperation gebeten. Entsprechende Blutentnahmerohrchen sowie ein
frankierter Ruckumschlag wurden zugesendet. Die zur Studie gehorigen Fragebdgen
erhielt der Patient per Post direkt nach Hause, ebenfalls mit bereits frankiertem

Ruckumschlag.

2.1.4 Labormaterial

@ Vollblutproben
EDTA- Monovetten

@ Puffer
AL-Puffer (QlIAamp® Blood Kit), AWI-Puffer (QlIAamp® Blood Kit), PCR-Puffer
(10 mM Tris (pH 8,4), 50mM KCI, 1,5 mM MgClI2) NE-Puffer (Restriktion), TE-
Puffer (1ml Tris Cl, 0,2ml EDTA, Aqua dest.) TBE-Puffer (10,8g/l Tris, 5,89/l
Borsaure, 10mM EDTA), DNA-Probenpuffer (TBE, 60% Glycerol, 0,4% Xylen
Cyanol)

@ Chemikalien
Ethanol, Ethidiumbromid

@ Enzyme:
Apa | (50,000 U/ml; New England Biolabs),
Eci | (2,000 U/ml; New England Biolabs)

@ Sonstiges
EDTA-Monovetten (Sarstedt), QlIAamp® 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 FS von ABI Prism, DNS-Leiter plus von
peq Gold, Template Suppression Reagent von Abi Prism, TSR (Abiprism)
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2.1.5 Gerate

Labor- Zentrifuge ,Biofuge pico“ (Heraeus)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)

Metallblock-Thermostate (Grant Boekel)

Multi-Cycler PTC 200 (PCR-Cycler Biozym Diagnostik GmbH)
Bio-Profil

Abi-Prism 310 Genetic Analyser

Gelelektrophorese (Consort 300V; 500mA E 835; Mode B2 Owl Seperation
Systems Class Il Rated 0-150 V; 0-100 mA; Mitsubishi Printer P91)
Densitometer (LFT-Labortechnik)

Densitometer-Software (Bio-ID)

¢ ¢ © 0 0 ¢ ©

o ©

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Extraktion

Zur Gewinnung genomischer DNA wurde den Patienten vendses Blut aus der
Armvene in 9 ml EDTA-Monovetten abgenommen und bei 4°C bzw. im Eisschrank
bei -20°C gelagert. Zur Extraktion der DNA aus den Granulozyten des vendsen
Blutes wurde das Test-System QlAamp® Blood Kit der Firma QIAGEN verwendet.
Dazu wurden zunachst gemafl Protokoll 20 yl QIAGEN Protease in ein 1,5 ml
Mikrozentrifugen- Réhrchen pipettiert, gefolgt von 200 ul der Vollblutprobe und 200 pl
des AL-Puffers. Das Mikrozentrifugenréhrchen wurde anschlief3end fur 15 Sekunden
gevortext und 10 Minuten bei 56°C inkubiert. AnschlieRend folgte ein kurzes
Zentrifugieren zum Entfernen von Blasen.

Nach Addition von 200 ul Ethanol (96-100%), erneutem Vortexen und Zentrifugieren
fur 15 Sekunden wurde die Probe auf eine QIAcamp spin Saule gefullt, ohne den
Rand zu befeuchten. Das Réhrchen 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 uyl AWI-Puffer hinzupipettiert, ohne den Rand
anzufeuchten. Das geschlossene Réhrchen wurde dann erneut bei 6000 x g (8000
rom) flr eine Minute zentrifugiert, die QlAcamp spin Saule in ein sauberes 2 ml
Sammelrohrchen geflllt und anschliefend inklusive Filtrat verworfen. Nach dem
Offnen der QlAcamp spin Saule wurden wiederum 500 ul AWI-Puffer hinzupipettiert,

ohne den Rand anzufeuchten. Das Cap wurde verschlossen und bei voller
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Geschwindigkeit (20000 x g; 14000 rpm) fur drei Minuten zentrifugiert. Die QIAcamp
spin Saule wurde im Anschluss in ein sauberes 1,5 ml Mikrozentrifugationsrohrchen
gestellt und das Sammel-Réhrchen inklusive Filtrat verworfen. Nach dem Offnen der
QIlAcamp spin Saule wurden 200 pl destilliertes Wasser hinzupipettiert, bei
Raumtemperatur fur eine Minute inkubiert and dann fir eine Minute bei 6000 x g
(8000 rpm) zentrifugiert.

Zur Quantifizierung der gewonnenen DNA wurde die photometrische Messung
genutzt. Hierzu wurden 5pl der DNA-haltigen Lésung auf 500ul aqua ad inject.
gegeben und die Konzentration der DNA bei 260 nm im UV-Spektroskop bestimmt.

Eine Extinktion (OD) von 1 entsprach hierbei einer Konzentration von 50 ug/ml.

2.2.2 PCR (Polymerase- Kettenreaktion)

Zur in vitro Amplifikation der zu untersuchenden Genabschnitte wurde die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet. Die Durchfiihrung der PCR einzelner
Gensequenzen, in denen der Polymorphismus erwartet wurde, erfolgte nach dem

Pipettierschema, welches in Tabelle 2.1 dargestellt ist.

LRP 1/5 Pipettierschema

Reagenzien Menge Einheit

Primer sense 1 i
Primer antisense 1 pl
dNTP Mix 2,5mM 1 ul
Puffer 3 pl
(Tris 10mM, pH 8,4, 50mM KCI, 1,5mM MgCI2)

DNA 50 ng
Taq Polymerase 0,5 pl
(Clone TAQ 5 un/pl, Amersham)

Aqua dest. ad 30 pl

Tabelle 2.1 LRP 1/5 Pipettierschema

Folgende Programmierungen wurden fur die PCR im Cycler gewahlt:
LRP 1 PCR Programm

Step Temperatur/°C Dauer/min

1. Initialisierung 94 3:00

2. Denaturierung 94 0:30

3. Annealing 57,5 1:00

4. Elongation 72 1:00

5. goto 2. 40 Zyklen

6. Elongation 72 5:00

7. Aufbewahrung 4 for ever

Tabelle 2.2 PCR-Programm LRP 1
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LRP 5 PCR Programm

Step Temperatur/°C Dauer/min

1. Initialisierung 94 3:00

2. Denaturierung 94 0:30

3. Annealing 55 1:00

4. Elongation 72 1:00

5. goto 2. 36 Zyklen

6. Elongation 72 5:00

7. Aufbewahrung 4 for ever

Tabelle 2.3 PCR-Programm LRP 5

Nach erfolgter Amplifikation wurden die Proben mit dem PCR- Produkt bis zur
Weiterverarbeitung bei -20°C aufbewahrt.

2.2.3 Sequenzierung zur Verifikation des PCR-Produkts
Zur Verifikation des PCR-Produkts bzw. zur der richtigen Primerwahl wurde eine
Sequenzanalyse des PCR- Produktes durchgefihrt. Dafir wurde folgender

Pipettieransatz verwendet:

LRP 1/5 Pipettierschema

Reagenzien Menge Einheit
Primer 1 pl
ABI P_rism ,Big Dye“ Terminator Cycle Ready Reaction Kit mit 8 ul
Ampli TAQ FS
DNA. i . . 8 ul
(gereinigt Gber einer Auto-Seq G50 — Saule, Amersham)
Aqua dest. ad 20 ul

Tabelle 2.4 Pipettierschema fur die Sequenzierung

Das folgende PCR-Programm wurde durchgefuhrt:

Sequenzierung PCR Programm

Step Temperatur/°C Dauer/min

1. Initialisierung 94 4:00

2. Denaturierung 94 0:30

3. Annealing 50 1:00

4. Elongation 60 1:00

5. goto 2. 25 Zyklen

6. Elongation 72 5:00

7. Aufbewahrung 4 for ever

Tabelle 2.5 PCR-Bedingungen fiir 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
Ml 3 M NaAcetat mit einem pH-Wert von 4,3 und 220 pl 100%iges Ethanol. Nach
kurzem Vortexen wurden die zusammenpipettierten Produkte zunachst 5 Minuten auf
Eis gelegt, anschlielend wurde die Probe 10 Minuten bei 12000 rpm zentrifugiert.
Danach wurde das Pellet abgegossen und 400 ml 100%iges Ethanol in das
Rohrchen pipettiert. Es erfolgte eine 10-minutige Zentrifugation bei 12000 rpm. Dann
wurde das Pellet erneut abgegossen und das Rohrchen luftgetrocknet. Zur
Beschleunigung dieses Prozesses wurde der Speed Vac zur Hilfe genommen.

25 pl Template Suppression Reagent von ABI Prism wurden hinzugegeben, bevor
die Proben im Sequenzer mit dem o.g. Gensequenzierungsprogramm analysiert

wurden.

2.2.4 Restriktion

Die PCR- Produkte von LRP 1 und LRP 5 wurden einer spezifischen Restriktion
unterzogen. Die jeweils verwendeten Restriktionsenzyme (Apa |, Eci |) schneiden
das PCR- Produkt an der Stelle der Lokalisation des Polymorphismus, jedoch nur bei
Vorliegen eines der beiden Allele. Aufgrund des diploiden Chromosomensatzes

ergeben sich drei mdgliche Schnittvariationen:

1. homozygot ungeschnitten (Zustand A)

Darstellung einer Bande bei der Gelelektrophorese, die dem PCR- Produkt

entspricht.

2. heterozygot geschnitten / ungeschnitten (Zustand B)

Darstellung einer Bande bei der Gelelektrophorese, die dem PCR- Produkt
entspricht, sowie von einer oder zwei Banden bei der Gelelektrophorese, die kleiner

als das PCR- Produkt sind und den Schnittprodukten entsprechen.

3. homozygot geschnitten (Zustand C)

Darstellung von einer oder zwei Banden bei der Gelelektrophorese, die kleiner als

das PCR- Produkt sind und den Schnittprodukten entsprechen.

Folgende Pipettieransatze wurden zur Durchfuhrung der Restriktion angewendet:
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Restriktion Pipettierschema

Reagenzien Menge Einheit
Restriktionsenzym 0,5 i
Puffer (enzymspezifisch) 1 pl
BSA 0,15 V]
DNA 50 ng
Aqua dest. ad 15 i

Tabelle 2.6 Pipettierschema fir die Restriktion von LRP 1, LRP 5

Das geschlossene Rohrchen wurde der individuellen Inkubationstemperatur des

Restriktionsenzyms entsprechend fur zwei Stunden in einen Metallblockthermostat

gestellt.
Restriktionsbedingungen
LRP 1 LRP 5

Inkubationstemperatur/ °C 25 37
Dauer/ h 2:00 2:00
Restriktionsenzym Apa | Eci |

NEB 4 (10x) NEB 2 (10x)
Al BSA (100x) BSA (100x)

Tabelle 2.7 Restriktionsbedingungen fir LRP 1, LRP 5

2.2.5 Gelelektrophorese

Zur Darstellung der PCR-Produkte sowie der Restriktionsprodukte diente die
Gelelektrophorese. Dazu wurde eine 1,5%ige Agaroselosung in TBE in einem
Volumen von 15-70 ml — je nach GrofRe des gewunschten Gels — hergestellt und in
der Mikrowelle bis zum Ubergang in den fliissigen Zustand gekocht. Danach kiihlte
die Loésung unter stetigem Rihren bei Raumtemperatur bis auf ca. 60 °C ab. Im
Anschluss wurde 1 ml Ethidiumbromidldésung pro 10 ml Gellésung hinzupipettiert. Die
Lésung wurde geruhrt, bis sich das Ethidiumbromid gut verteilt hatte und dann in die
Gelkammer gegossen. Zur Herstellung der Slots als Startpunkt fur die
Restriktionsprodukte wurde ein entsprechender Kamm auf einer Seite des Gels
verwendet. Nach Festigung des Gels wurde der Kamm entfernt. Das Gel wurde im
Anschluss in 0,5x TBE- Laufpuffer in die Elektrophoresekammer gelegt, wobei es
vollstandig von der Pufferldsung bedeckt wurde. Die Slots mussten an der negativen
Elektrode der Kammer zu liegen kommen. Dann erfolgte das Hineinpipettieren der

durchnummerierten Proben in die jeweiligen Slots und das Anlegen einer Spannung
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in der GroRenordnung von 120- 150 mV. Die DNA wandert aufgrund der negativ
geladenen Phosphatreste im "Ruckgrat" der DNA von der Kathode zur Anode, wobei
kleinere DNA-Fragmente schneller wandern als grof3e. Die DNA ist wahrend dieses
Prozesses normalerweise nicht sichtbar; daher wurde der Fortschritt des
Elektrophoreseprozesses an der Farbfront abgelesen, die sich schneller als selbst
kleinste DNS-Fragmente durch das Gel bewegte. Hatte die Farbfront das Ende des
Gels erreicht, war die Elektrophorese abgeschlossen und die angelegte Spannung
konnte beendet werden.

Das Gel konnte abschliellend unter einer UV-Lampe betrachtet werden und die
Bilder wurden computergestutzt archiviert. Das Ethidiumbromid, welches sich in die
DNA einlagert, fluoresziert im ultravioletten Licht, so dass die Proben abgelesen
wurden und jeweils den oben genannten drei Restriktionszustanden eindeutig

zugeordnet werden konnten.

2.2.6 Statistik

Die Allelverteilungen (Zustande A, B, C) wurden den Patientengruppen (Gr.1, 2, 3)
zugeordnet, um die Kollektive statistisch miteinander vergleichen zu kdnnen. Zur
statistischen Auswertung der erfassten epidemiologischen und laborchemischen

Parameter und zur Signifikanztestung wurden folgende Verfahren verwendet:

@ 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 werden Verteilungseigenschaften einer
statistischen Grundgesamtheit untersucht. Berechnet wurden die Ergebnisse mit dem
Programm SPSS Version 12.0.

@ Der Fisher- Exakt- Test
Der exakte Test nach Fisher ist eine Sonderform des Chi-Quadrat-Tests. Mit dem
Fisher-Test Iasst sich eine Vierfelderverteilung prifen, auch wenn die Stichprobe und
damit die erwarteten und beobachteten Haufigkeiten klein sind. Mit Hilfe der
hypergeometrischen Verteilung, die flr diskrete Variablen definiert ist, lasst sich die
exakte Wahrscheinlichkeit bestimmen, mit der bei gegebenen univarianten
Randverteilungen eine bestimmte Haufigkeitsverteilung in den vier Feldern der

Tabelle auftritt (www.luebbert.net/uni/statist/statb/statb3.htm). Fir die Berechnung
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des Fisher-Exakt-Tests wurden samtliche Daten in Kreuztabellen (2x2-Matrizen)

aufgeteilt Berechnet wurden die Ergebnisse ebenfalls mit dem Programm SPSS

Version 12.0.

Angegeben wird die jeweilige Irrtumswahrscheinlichkeit ,p“. Signifikant sind
Aussagen, welche mit einem p- Wert <0,05 belegt sind. Ein hohes Signifikanzniveau

haben Aussagen, bei denen der p- Wert <0,01 ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenselektion und Einteilung der Kollektive

Fur die vorliegende Studie wurden Patienten fir drei Gruppen aus der
Orthopadischen  Universitatsklinik ~ Wuarzburg und  der  Orthopadischen
Gemeinschaftspraxis Straubing (OGP, Dr. Eichhorn, Prof. Dr. Strobel) rekrutiert:

@ Gruppel
Die erste Gruppe (n= 100) bildete ein Kollektiv aus jungen Arthrose- Patienten mit
dritt- oder viertgradigem Knorpelschaden gemafly der Outerbridge- Klassifikation in
mindestens zwei Kompartimenten des Kniegelenkes. Alle Patienten waren zum
Zeitpunkt der Arthroskopie junger als 46 Jahre. Die Rekrutierung von Patienten der
Orthopadischen Universitatsklinik Warzburg, Konig- Ludwig- Haus, erfolgte unter
Zuhilfenahme der SFA- Datenbank (Stiftung zur Forderung der Arthroskopie,
www.sfa-stiftung.org). Die Diagnose sowie die Auspragung und Lokalisation des
jeweiligen Knorpelschadens wurde arthroskopisch durch erfahrene Oberarzte der
Orthopadischen Universitatsklinik Wurzburg oder durch erfahrene Arthroskopeure
der Orthopadischen Gemeinschaftspraxis (OGP, Dr. Eichhorn und Prof. Dr. Strobel)
in Straubing gestellt.
Um eine moglichst hohe Wahrscheinlichkeit einer primaren Arthrose zu
gewahrleisten, wurden folgende Ausschlusskriterien, die als Ursachen sekundar
arthrotischer Veranderungen gelten konnen, festgelegt:

Q@ freie Gelenkkorper
Gerinnungsstérungen (z.B. von-Willebrand-Jirgens-Syndrom, Hamophilie)
Entzindungen im Gelenk (spezifisch oder unspezifisch)
ligamentare Instabilitat
rezidivierende Patellaluxation

Achsfehlstellungen (z.B.Varus-/Valgusfehlstellung)

¢ © © © ¢ ¢

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

reaktive Arthritis, rezidivierende Gelenkergusse, etc.),

¢

Metabolische Stérungen (z.B. Gicht, Chondrokalzinose, etc.)

©

anamnestisch eruierbare Traumen (z.B. Bandverletzungen mit Instabilitat,

intra-/ extraartikulare Frakturen, etc.).
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@ Gruppe 2
Die zweite Gruppe (n=86) bestand aus Patienten mit Gonarthrose, die einen dritt-
oder viertgradigen Knorpelschaden in mindestens zwei Kompartimenten des
Kniegelenkes aufwiesen, jedoch zum Zeitpunkt der OP alter als 55 Jahre waren. Die
Diagnosestellung erfolgte ebenfalls im Rahmen einer operativen Intervention,
entweder arthroskopisch oder bei Implantation einer Kniegelenkstotalendoprothese.
Mit Hilfe der oben genannten Ausschlusskriterien wurde versucht, auch hier

sekundare Arthroseformen weitestgehend auszuschlief3en.

@ Gruppe 3
Die dritte Gruppe (n= 103) setzte sich aus Patienten zusammen, die zum Zeitpunkt
der Operation alter als 55 Jahre waren und arthroskopisch einen intakten
Gelenkknorpel oder maximal eine Chondromalazie ersten Grades aufwiesen. Diese
Gruppe fungierte als Vergleichskollektiv mit gesunden Probanden und bildete einen
groltmoglichen Kontrast zur ersten Gruppe mit jungen Patienten, die eine
fortgeschrittene Arthrose in jungem Alter (early- onset) aufwiesen. Gerade im
Vergleich dieser beiden Extremgruppen wurden genetische Unterschiede bei

arthroserelevanten Genen erwartet.

distal  links dstal  jinks distal rechts

medial lateral macia latarel lateral medial

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abbildung 3.1 Schematische Darstellung der Knorpelsituation der 3 Patientengruppen, aus
OP-Berichten der OGP Straubing (Dr. Eichhorn, Prof. Dr. Strobel)

Um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, Patienten mit einer primaren Arthrose zu

rekrutieren, wurden durch den o.g. Fragebogen in den Gruppen 1 und 3 weitere
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anamnestische Daten bezlglich Gelenkerkrankungen des Patienten und dessen
Familie sowie der Lebensweise gewonnen. Ebenfalls wurden anamnestisch

Vorerkrankungen und maogliche Traumen eruiert.

3.2 Gruppencharakteristika

Zur Darstellung und Charakterisierung der drei Gruppen wurden Informationen
bezlglich Geburtstag, Alter zum Zeitpunkt der Operation, Geschlecht, GroRe,
Gewicht (BMI) und WOMAC- Scores gesammelt und tabellarisch (Microsoft Excel)

zusammengefasst.

3.2.1 Altersdurchschnitt der Kollektive

Entsprechend der Gruppeneinteilung ergab sich in der ersten Gruppe (Gruppe 1) ein
Altersdurchschnitt von 37,33 Jahren zum Zeitpunkt der OP. Der Durchschnitt blieb
also deutlich unter der Obergrenze von 45 Jahren. Die zweite Gruppe (Gruppe 2)
stellte mit einem Alterdurchschnitt von 68,54 Jahren das alteste Kollektiv dar.

Die dritte Gruppe (Gruppe 3) der Patienten ohne relevante Arthrose Uberschritt mit
einem Altersdurchschnitt von 58,57 Jahren im Durchschnitt die geforderten 55 Jahre
deutlich und bildete somit den erwarteten Kontrast zu den jungen Arthrose- Patienten
der Gruppe 1.

90,00

80,00

70,00 A

——

60,00 -

——i

50,00 A

40,00 T

30,00 A

——
HH

20,00 -

10,00 A

0,00 -

Alter zum Zeitpunkt der OP mit

BM I mit Standardabweichung in kg/m?2
Standardabweichung in Jahren : welehung 9

mGruppe | 37,33 26,70
OGruppe ll 68,68 30,25
OGruppe Il 58,57 26,50

Abbildung 3.2 Altersdurchschnitt und Body- Mass- Index zum Zeitpunkt der Operation, getrennt nach
Gruppen (in Jahren)
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3.2.2 Body Mass Index (BMI)
Der Body Mass Index ist eine Malzahl zur Bewertung des menschlichen
Korpergewichtes unter Berucksichtigung der Korpergrof3e. Er errechnet sich nach der

folgenden Formel:

Kdrpergewicht in kg

BMI =

(Grofe in m)?2

Der durchschnittiche BMI aller in der vorliegenden Studie eingeschlossenen
Patienten lag bei einem Wert von 27,7 kg/m?. Gruppe 1 und Gruppe 3 wiesen mit
einem BMI von 26,7 kg/m? respektive 26,5 kg/m? nahezu identische Werte auf,
wohingegen die Gruppe der alten Arthrosepatienten (Gruppe 2) mit 30,25 kg/m?

einen deutlich hdheren Wert zeigte.

Chi-Quadrat-Test nach Pearson

Der Chi-Quadrat-Test nach Pearson errechnet sich aus einer 3x3-Matrix, bestehend

aus den drei Gruppen und einer Unterteilung der BMI-Werte in drei weitere Gruppen:
1. BMI < 20
2. BMI > 20 und < 25

3. BMI > 25

Er zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den BMI Gruppen zu Gunsten der

Gruppe mit einem BMI von uber 25 (p= 0,033).

Body- Mass- Index in 3 Gruppen

BMI BMI BMI Gesamt

unter 20 20- 25 Uber 25 (n)
Gruppe 1 (n) 3 31 66 100
Gruppe 2 (n) 0 11 67 78
Gruppe 3 (n) 3 27 67 97
Gesamt (n) 6 69 200 275

Tabelle 3.1 BMI-Werte, aufgeteilt in drei Gruppen
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Exakter Test nach Fisher

Um die einzelnen Gruppen hinsichtlich des Korpergewichtes miteinander zu
vergleichen, wurden im exakten Test nach Fisher die BMI- Werte in 2 Gruppen
aufgeteilt. Als cut- off wurde ein BMI- Wert von 30 kg/m? gewahlt, welcher die Grenze

zwischen leichtem Ubergewicht und Adipositas bildet.

Body- Mass- Index in 2 Gruppen- Cut- off BMI 30

BMI BMI Gesamt

unter 30 Uber 30 (n)
Gruppe 1 (n) 82 18 100
Gruppe 2 (n) 42 36 78
Gruppe 3 (n) 86 13 99
Gesamt (n) 210 67 277

Tabelle 3.2 BMI-Werte, aufgeteilt in zwei Gruppen, Cut- off BMI 30

Es zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied (p< 0,001) zwischen Gruppe 1 und
2, so wie zwischen Gruppe 2 und 3. Gruppen 1 und 3 unterschieden sich bezuglich
des BMI nicht signifikant.

Body- Mass- Index- Exakter Test nach Fisher
Gruppe | vs. Gruppe Il Gruppe | vs. Gruppe I Gruppe Il vs. Gruppe I
p< 0.001 P= 0,436 p< 0.001

Tabelle 3.3 BMI, Vergleich der 3 Gruppen, Exakter Test nach Fisher

3.2.3 Geschlechterverteilung

In der Auswertung der Geschlechterverteilung zeigte sich in Gruppe 1 und Gruppe 3
ein ahnliches Verhaltnis von Mannern zu Frauen zu Gunsten des mannlichen
Geschlechtes. In der Gruppe der Patienten mit altersassoziierter Arthrose (Gruppe 3)

Uberwiegt der Anteil der weiblichen Patienten deutlich.
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160 \l

weiblich

Gruppel| -
Gruppell mannlich

Gruppel Il

Gesamt

Gruppel Gruppell Gruppelll Gesamt

B ménnlich 62 20 58 140
0O weiblich 38 68 44 150

Abbildung 3.3 Geschlechterverteilung innerhalb der drei Patientengruppen

Chi-Quadrat-Test nach Pearson

Im Chi- Quadrat Test nach Pearson zeigte sich ein hochsignifikanter (p< 0,001)

Unterschied im Hinblick auf die Geschlechterverteilung.

Exakter Test nach Fisher

Auch der Exakte Test nach Fisher zeigte einen hochsignifikanten Unterschied sowohl
zwischen Gruppe 1 und 2 als auch zwischen Gruppe 2 und 3. Gruppen 1 und 3

unterschieden sich nicht signifikant.

Geschlechterverteilung- Exakter Test nach Fisher
Gruppe | vs. Gruppe Il Gruppe | vs. Gruppe I Gruppe Il vs. Gruppe I
p< 0.001 p=0,453 p< 0.001

Tabelle 3.4 Geschlechterverteilung, Exakter Test nach Fisher

3.2.4 Der Womac- Score
Der Gesamtscore des Western Ontario Mac Master Universities - Index wurde durch

Addition der Punktwerte der Kategorien Schmerz, Steifheit und Funktion gebildet.

In Gruppe 1 findet sich ein Durchschnittswert von 2,47 von insgesamt 10
Maximalpunkten. 25% der Patienten gaben keinerlei Beschwerden an (0).
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Gruppe: Gruppe 1

30

25

20

Haufigkeit

Mean = 2,4719
Std. Dev. = 2,40166
N =97

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
t1 - WOMAC - Gesamtscore

Abbildung 3.4 WOMAC- Score Gruppe 1

Gruppe 2 weist einen Durchschnittswert von 6,18 auf, wobei 64% der Befragten

einen Score zwischen 5 und 8 angaben, keiner der Patienten war vollstandig
beschwerdefrei (0).

Gruppe: Gruppe 2

12—

10—

Haufigkeit

\Mean = 6,1845
Std. Dev. = 2,00279
N =44

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
t1 - WOMAC - Gesamtscore

Abbildung 3.5 WOMAC- Score Gruppe 2
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In Gruppe 3, welche das Vergleichskollektiv der nicht an Arthrose erkrankten

Patienten Uber 55 Jahre bildete, liegt der Durchschnittliche Womac- Score bei 1,3.
50% der Befragten hatten keine Beschwerden (0).

Gruppe: Gruppe 3

60

50

40

Haufigkeit

Mean = 1,3013
Std. Dev. = 1,6964
N=102

0,00 2,00 4,00 6,00 8.00 10,00
t1 - WOMAC - Gesamtscore

Abbildung 3.6 WOMAC- Score Gruppe 3

Exakter Test nach Fisher

Der exakte Test nach Fisher zeigte einen hochsignifikanten Unterschied im Vergleich
der drei Gruppen untereinander. Hierbei ergibt sich eine positive Korrelation

zwischen dem anamnestisch erhobenen WOMAC- Score und dem arthroskopisch
gesicherten Ausmal der Arthrose.

WOMAC-Score- Exakter Test nach Fisher
Gruppe | vs. Gruppe Il Gruppe | vs. Gruppe I Gruppe Il vs. Gruppe |l
p< 0.001 p< 0.001 p< 0.001

Tabelle 3.5 WOMAC- Score, Exakter Test nach Fisher
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3.3 Labordaten

3.3.1 Polymorphismen
Folgende SNPs von LRP 1 und LRP 5 wurden ausgewahlt und hinsichtlich der

Allelverteilung in den Gruppen 1,2 und 3 untersucht:

@ LRP 1, A217V, Exon 6, SNP rs1800127_

5- ...CATCTTGGCCACGTACCTGAGTGGGG|C/TJICCAGGTGTCTACCATCACACCTACG... -3’

Abbildung 3.7 Auszug aus der genomischen DNA von LRP 1, der gewahlte Polymorphismus ist
farblich markiert

@ LRP 5, A1330V, Exon 18, SNP rs3736228_

5- ...AGACTGTCAGGACCGCTCAGACGAGG[C/T|GGACTGTGACGGTGAGGCCCTCCCC... -3°

Abbildung 3.8 Auszug aus der genomischen DNA von LRP 5, der gewahlte Polymorphismus ist

farblich markiert

3.3.2 Primer und PCR

Um den gewunschten Anschnitt der genomischen DNA mit dem zu untersuchenden
SNP zu amplifizieren und ein PCR Produkt zu erhalten, welches im Weiteren durch
Restriktion die Allelverteilung des Polymorphismus aufzeigen konnte, wurden

folgende Primer gewahlt:

Primer
SNP Primer forward Primer reverse Produkt/ bp
LRP 1 GATACCTCCTGCAGCCGGAT GCAGACTGAGGGAGATGTTG
431
é‘fgz\é (Tm 64,5°C) (Tm 62,45°C)
LR GGGTCAGTGTGTGGACCTG GATGGGTGGAACTGCAGAGT
254
élgr?% (Tm 59,98°C) (Tm 60,12°C)

Tabelle 3.6 Primersequenzen, Annealingtemperaturen und GréRe der PCR- Produkte in

Basenpaaren
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3. Ergebnisse

AnschlieRend wurde die Grole des PCR- Produktes in einer Gelelektrophorese
verifiziert. Fir den amplifizierten Abschnitt von LRP 1 und LRP 5 wurde zusatzlich
eine Sequenzanalyse durchgefuhrt, welche verifizierte, dass der entsprechende
Abschnitt des LRP 1/ LRP 5 Gens mit dem zu untersuchenden Polymorphismus
amplifiziert wurde. Die Gelelektrophorese des PCR- Produktes von LRP 1 ist in
Abbildung 3.9. exemplarisch dargestellt. Analog wurde der LRP 5 Genabschnitt mit
einem PCR- Produkt von 254 bp amplifiziert.

bp

500

N T ) e S S —

300

100

Abbildung 3.9 Beispiel der Gelelektophorese des LRP 1- Produktes, GroRe 431 Basenpaare

3.3.3 Restriktion
Die Restriktion wurde unter den bereits genannten Bedingungen flur die

Restriktionsenzyme Apa | und Eci | durchgefuhrt.

Die Erkennungssequenz (recognition site) fur das Restriktionenzym Apa | lautet:

5 . .GGgaeccde.. .7
3...CCCGGG...5

Folglich wird bei Vorliegen der Sequenz 5"-...GGGCCC...-3" das PCR- Produkt von
LRP 1 geschnitten, bei der Sequenz 5°-...GGGTCC...-3" erfolgt keine Restrikton.

Eci | hat die folgende Erkennungssequenz (recognition site), bei der eine Restriktion
des PCR- Produktes erfolgt:

-37-
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5. .. GGCGGANLTY .. 3
3...CCGCCT(N),,...5

Bei Vorliegen der Sequenz 5°-...GGCGGA...-3" das PCR- Produkt von LRP 5
geschnitten, bei der Sequenz 5-...GGTGGA...-3" erfolgt keine Restriktion.

Die Gelelektrophorese nach Restriktion des PCR- Produktes von LRP 1 ist in
Abbildung 3.9 exemplarisch dargestellt. Analog wurde das LRP 5 Genprodukt einer

Restriktion unterzogen.

bp

500

300

100

Abbildung 3.10 Beispiel der Gelelektophorese des LRP 1- Produktes nach Restriktion mit Apa |
DNA Probe 5: Zustand A (homozygot ungeschnitten)

DNA Probe 2: Zustand B (heterozygot geschnitten/ ungeschnitten)

DNA Proben 1,3,4,6,7,8: Zustand C (homozygot geschnitten)

3.4 Allelverteilung der Polymorphismen

Die Ergebnisse aus PCR, Restriktion und Gelelektophorese wurden entsprechend

der Allelverteilung in 3 Zustande eingeteilt:

Allelzustande

1. homozygot ungeschnitten Zustand A
2. heterozygot geschnitten/ ungeschnitten Zustand B
3. homozygot geschnitten Zustand C
Tabelle 3.7 Allelzustande
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Die Ergebnisse der Allelverteilungen sind in den folgenden Tabellen und
Abbildungen dargestellt.

Fir LRP 1 ergab sich folgende Allelverteilung:

Zustande
LRP 1 Gesamt
A B C
1 Anzahl 2 6 92 100
% von Gruppe 2,0% 6,0% 92,0% 100,0%
Anzahl 0 4 82 86
Gruppe 2
% von Gruppe 0% 4,7% 95,3% 100,0%
3 Anzahl 1 3 99 103
% von Gruppe 1,0% 2,9% 96,1% 100,0%
Anzahl 3 13 273 289
Gesamt
% von Gruppe 1,0% 4,5% 94,5% 100,0%

Tabelle 3.8 Allelverteilung des LRP 1- Polymorphismus

Gruppe Il

Gruppe Il

Gruppe |

C

‘IGruppe | @Gruppe Il OGruppe Il

Abbildung 3.11 Allelverteilung des LRP 1- Polymorphismus
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Fur LRP 5 waren die Allele wie folgt verteilt:

LRP 5 R
1 Anzahl 2
% von Gruppe 2,0%
cnane 5 Anzahl 1
% von Gruppe 1,2%
3 Anzahl 0
% von Gruppe 0%
Anzahl 3
Gesamt
% von Gruppe 1,0%

Tabelle 3.9 Allelverteilung des LRP 5- Polymorphismus

Zusténde
B
26
26,0%
11
12,8%
28
27,2%
65
22,5%

‘IGruppe | @ Gruppe Il OGruppe Il

Abbildung 3.12 Allelverteilung des LRP 5- Polymorphismus
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72
72,0%

74
86,0%

75
72,8%

221
76,5%

Gruppe Il

Gruppe |

Gruppe IlI

Gesamt

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



3. Ergebnisse

Chi-Quadrat-Test nach Pearson

In der statistischen Auswertung der Allelverteilungen des untersuchten SNP von LRP
1 lie® sich kein signifikanter Unterschied feststellen. Fir den LRP 5 SNP ergab sich
ein signifikanter Unterschied (p< 0,05) zwischen den Gruppen 2 (Patienten Uber 55
Jahre mit Arthrose) und 3 (Patienten Uber 55 Jahre ohne Arthrose). Hinsichtlich der
gegenubergestellten Extremkollektive 1 und 3, bei denen der gréldte Unterschied
erwartet wurde, kann sich lediglich ein Trend fur die Verteilung des LRP 5

Polymorphismus vermuten lassen (p= 0,067).

Chi- Quadrat- Test nach Pearson Allelverteilung LRP 1/ LRP 5

Gruppen 1,2,3 1vs. 2 1vs.3 2vs.3
LRP 1 (A,B,C) p=0,563 p=0,381 p=0,462 p=0,543
LRP 5 (A,B,C) p=0,072 p=0,067 p=0,351 p=0,031

Tabelle 3.10 Chi-Quadrat- Test, Vergleich der Allelverteilung der untersuchten Polymorphismen

zwischen den Gruppen 1- 3
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4. Diskussion

4.1 Einleitung

Die Arthrose ist ein komplexer und multifaktoriell bedingter Krankheitsprozess. In der
orthopadischen Grundlagenforschung konnte durch mehrere Zwillingsstudien gezeigt
werden [46, 75], das bei dem Krankheitsbild der Arthrose der genetischen
Komponente, insbesondere bei der primaren Arthrose, eine entscheidende
Bedeutung beigemessen werden muss. Es wird ein nicht- mendelsches
Vererbungsmuster angenommen. Valdes et al. [86, 87] konnten eine genetische
Suszeptibilitat fur Gonarthrose beim Vorliegen bestimmter Allele in SNPs mehrerer
Kandidatengene nachweisen. Da eine monogenetische Atiologie hdchst
unwahrscheinlich erscheint, ist weiterhin anzunehmen, dass eine Vielzahl von Genen
bzw. die Kombination multipler genetischer Variationen fur die Arthroseentstehung
und —progression relevant sind. Es wird daher ein polygenes Vererbungsmuster

angenommen.

Im Folgenden soll erértert werden, inwieweit es der vorliegenden Studie gelungen ist,
diesem Problem zu begegnen und einen Beitrag zur Bedeutung von SNPs im

Arthroseprozess zu leisten.

4.2  Studiendesign und Auswahl der Patientenkollektive

Ziel des vorliegenden Studiendesigns war die Gegenuberstellung zweier
Extremkollektive (junge Patienten mit fortgeschrittener Gonarthrose vs. alte Patienten
ohne Gonarthrose), um mogliche Unterschiede in der Allelverteilung der
untersuchten SNPs auch bei einer geringen Fallzahl herausstellen zu kdnnen.
Weiterhin sollte durch eine exakte Anamnese und eine hoch sensitive und
spezifische Diagnostik (Arthroskopie) die Wahrscheinlichkeit flr das Vorliegen einer
primaren Arthrose maximiert werden. Um sekundare Arthroseformen weitgehend

auszuschliefen, wurden rigide Auschlu3kriterien angewendet.

In der Literatur sind haufig nur unzureichend charakterisierte Patientenkollektive

beschrieben, bei denen eine Gonarthrose rein radiologisch diagnostiziert bzw.
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ausgeschlossen wird. Weiterhin werden haufig Daten von Patienten mit Arthrose und
rheumatoider Arthritis untersucht, was den atiologischen Unterschieden beider
Krankheitsbilder nicht gerecht wird.

In der vorliegenden Studie wurde ein moglichst junges Patientenkollektiv (Gruppe 1,
Altersdurchschnitt 37,3 Jahre) mit fortgeschrittener Arthrose (Chondromalazie III°
oder IV° in mindestens 2 Kompartimenten des Kniegelenkes) einem alteren
Patientenkollektiv (Gruppe 3, Altersdurchschnitt 58,57 Jahre) ohne wesentliche
arthrotische Veranderungen (maximal Chondromalazie 1°) gegenubergestellt. Als
weitere Kontrollgruppe diente eine Gruppe alterer Patienten (Gruppe 2,
Altersdurchschnitt 68,54 Jahre), bei denen aufgrund fortgeschrittener Gonarthrose
ein totalendoprothetischer Kniegelenksersatz durchgefuhrt wurde.

Da der rontgenologische Befund bei Gonarthrose nicht zwingend mit dem Ausmalf}
der Knorpeldegradation und der klinischen Beschwerdesymptomatik korreliert,
erfolgte die Diagnosestellung bzw. der Arthroseausschlul3 visuell, entweder im
Rahmen einer arthroskopischen Intervention oder im Falle der Patienten der Gruppe
2 durch die offene Kniegelenksarthrotomie bei Implantation einer Kniegelenkstotal-
endoprothese. Die Lokalisationsbestimmung sowie die Einteilung des
Schweregrades der Gonarthrose gemal der modifizierten Outerbridge- Klassifikation
erfolgte durch erfahrene Operateure (Dr. Eichhorn/ Prof. Dr. Strobel, Orthopadische
Gemeinschaftspraxis Straubing; Oberarzte der Orthopadischen Universitatsklinik
Wurzburg, Konig- Ludwig- Haus), so dass Fehleinschatzungen hinsichtlich des
intraoperativen Befundes als eher unwahrscheinlich anzusehen sind. Die Tatsache,
dass die Patienten der Gruppe 1 bei Beschwerden im Kniegelenk einer operativen
Intervention zugefuhrt wurden, bei der ein isolierter Knorpelschaden hoheren
Ausmales (Grad IlI°/ IV° nach Outerbridge in mindestens 2 Gelenkkompartimenten
ohne weitere strukturelle Kniebinnenpathologien) arthroskopisch gesichert wurde,
spricht ebenfalls mit hoher Wahrscheinlichkeit flir das Vorliegen einer

symptomatischen Gonarthrose.

Um eine exakte Anamnese zur Erfassung mdoglicher Ursachen sekundarer
Arthroseformen (z.B. Trauma) zu erhalten, wurde ein standardisierter Fragebogen
(,Fragebogen Arthrosestudie“) verwendet. Die Objektivierung und Quantifizierung der
klinischen Beschwerdesymptomatik erfolgte anhand des etablierten WOMAC-

Scores, wobei ein hochsignifikanter Unterschied innerhalb der Gruppen belegt und
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somit auch das klinische Beschwerdebild adaquat zur naheren Charakterisierung der
Kollektive beitragen konnte. Es zeigte sich eine hochsignifikante (p < 0,001)
Korrelation zwischen dem Ausmal} der arthrotischen Veranderungen und dem
WOMAC- Score, also der Auspragung des klinischen Beschwerdebildes. Es ist
jedoch anzumerken, dass 50% der Patienten der Gruppe 3 (Patienten ohne Arthrose,
Alter > 55 Jahre) nicht vollstandig beschwerdefrei waren, was vermutlich auf andere
Pathologien des Kniegelenkes, beispielsweise isolierte Meniskuslasionen,
symptomatische Plicae, etc. zuruckgefuhrt werden kann. Die auffallende
hochsignifikante Differenz (p < 0,001) des WOMAC- Scores zwischen den beiden
Arthrosekollektiven (Gruppe 1: 2,47, Gruppe 2: 6,18) scheint mehrere Grinde zu
haben. Patienten der Gruppe 2 standen zur Implantation einer Totalendoprothese bei
viertgradigem Knorpelschaden und therapieresistenten Beschwerden trotz
umfassender konservativer TherapiemalRnahmen an. Strukturelle (z.B. Kontrakturen)
und funktionelle Alterationen (z.B. muskulare Insuffizienz) treten in fortgeschrittenen
Arthrosestadien haufig auf und kdénnen die Beschwerdesymptomatik verstarken. Im
Gegensatz dazu wurde von 25 % der Patienten der Gruppe 1 Kkeinerlei
Beschwerdesymptomatik angegeben, was aufzeigt, dass die klinische
Beschwerdesymptomatik nicht zwingend mit dem Zustand des Gelenkknorpels
korreliert und jungere Patienten moglicherweise uber bessere

Kompensationsmechanismen verfugen.

Neben der unzureichenden Diagnostik zur Sicherung einer manifesten Arthrose sieht
Peach [66] ein weiteres Defizit vieler bisher veroffentlichter Studien in der geringen
Fallzahl der untersuchten Patientenkollektive.

Die angestrebte Fallzahl von mindestens 100 Patienten pro Gruppe wurde in Gruppe
1 und 3 erreicht. In Gruppe 2 konnte die angestrebte Fallzahl nahezu erreicht werden
(n=86). Dies bedurfte erheblicher Anstrengungen, da nur ein geringer Prozentsatz
der an beiden Hausern operierten Patienten die rigiden Einschlusskriterien erfullte.
Insbesondere bei den Uber 55- jahrigen Patienten ohne relevante Gonarthrose
(Gruppe 3), bei denen der Arthroseausschluly ebenfalls arthroskopisch erfolgte,
gestaltete sich die Rekrutierung einer ausreichenden Anzahl als schwierig.

Eine mogliche Ursache mag in der Tatsache liegen, dass in der Orthopadischen
Gemeinschaftspraxis Straubing vorwiegend Patienten mit Sportverletzungen

behandelt werden. Trotz einer Spezialisierung auf arthroskopische Interventionen mit
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einer hohen Anzahl durchgefuhrter Arthroskopien (2006: 2.067
Kniegelenksarthroskopien) kamen weniger als 5% der arthroskopierten Patienten flr
die Studie in Frage.

Einschrankend ist festzustellen, dass es sicherlich nicht vollstandig gelungen ist, alle
Formen der sekundaren Arthrose auszuschlielen. Aus logistischen, finanziellen und
zeitlichen Grunden war es nicht mdglich von jedem Patienten eine Illckenlose
Anamnese, eine Abklarung moglicher systemischer Erkrankungen und eine bildliche
Dokumentation der Beinachse zum Zeitpunkt der Operation zu erlangen. Trotzdem
ist davon auszugehen, dass durch die Anamnese mit standardisiertem Fragebogen
und ggf. telefonischem Interview sowie durch intensive Wiurdigung der
Patientenakten und OP- Berichte in den meisten Fallen die korrekte Diagnose

~primare Gonarthrose” gestellt wurde.

Ein weiterer Aspekt der Studie, welcher kontrovers diskutiert werden kann, ist der
Einfluss des Body Mass Index (BMI) auf die Arthroseentstehung bzw. die
Arthroseprogression. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Ubergewicht
das Arthroserisiko fur das Kniegelenk steigert [26, 61, 62]. Ob der BMI auch Einfluss
auf die Arthroseprogression hat, ist weiterhin umstritten [77], jedoch scheint die
Kombination von Fehlstellung und Ubergewicht [23, 56] die Progression der
Knorpeldegeneration zu begunstigen. Da arthrotische Alterationen des
Gelenknorpels auch nicht- lasttragende Gelenke Dbetreffen (z.B. die
Fingerendgelenke bei Heberden-Arthrose), kann Ubergewicht sicherlich nicht als
monokausale Ursache von Arthrose betrachtet werden. Nach Manek et al. [56]
scheint ein genetischer Zusammenhang zwischen Gonarthrose und Adipositas nicht
zu existieren. In der vorliegenden Studie zahlte Ubergewicht nicht zu den
Ausschlusskriterien, jedoch zeigt sich zwischen den Gruppen ein hochsignifikanter
Unterschied hinsichtlich des BMI, wobei die Gruppe der alten Arthrosepatienten
(Gruppe 2, BMI 30,28) einen hochsignifikant (p< 0.001) hoheren BMI aufweist als die
Gruppen 1 (26,78) und 3 (26,50). Im Vergleich der extremen Gruppen | und Ill zeigte
sich kein signifikanter Unterschied (26,78 vs. 26,50), so dass deren
Gegenuberstellung hinsichtlich des BMI- Einflusses als unproblematisch zu

betrachten ist.
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Weibliches Geschlecht stellt insbesondere in Verbindung mit zunehmendem Alter (ab
dem 55. Lebensjahr) bei der Gonarthrose einen wesentlichen Risikofaktor dar [79]. In
der vorliegenden Studie scheint sich diese Beobachtung zu bestatigen, da in Gruppe
2 77,2% der Patienten weiblichen Geschlechtes waren, hingegen in Gruppe 1 nur
40,6% der Patienten. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass bei der geringen Fallzahl
der Patientenkollektive der vorliegenden Studie keine reprasentative Aussage Uber

diesen Zusammenhang getroffen werden kann.

Die Frage, inwieweit weitere mogliche Risikofaktoren wie repetitive Uberlastung oder
Hyperlaxizitat eine Bedeutung flir die Arthroseinduktion bzw. -progression haben,

kann durch die hier erhobenen Daten ebenfalls nicht beantwortet werden.

Zusammenfassend kann das Ziel, die Aussagekraft der Studie trotz geringer Fallzahl
durch Gegenuberstellung extremer Patientenkollektive zu erhdéhen, als erreicht
betrachtet werden. Ebenso ist es gelungen, durch ein Diagnoseverfahren mit hoher
Sensitivitat und Spezifitat (Arthroskopie) [10] in Kombination mit rigiden

Ausschlusskriterien eine hohe Sicherheit in der Diagnosestellung zu erzielen.

4.2 Auswahl der Kandidatengene und Polymorphismen

Zu Beginn der genetischen Erforschung der primaren Arthrose standen die
Strukturgene der extrazellularen Matrix (ECM) im Fokus des wissenschaftlichen
Interesses, da man in einer durch genetische Variationen bedingten strukturellen
Minderwertigkeit des hyalinen Gelenkknorpels mit unzureichenden mechanischen
Eigenschaften eine wesentliche Ursache der primaren Arthrose vermutete. Diese
Ansicht entwickelte sich aus der Erforschung der genetischen Ursachen der
Chondrodysplasien, die aufgrund von missense- Mutationen in Genen der ECM
entstehen und haufig mit schweren und friuh eintretenden (early- onset) Arthrosen
einhergehen. Die Hypothese war folglich, dass der Austausch einer Aminosaure in
ECM- Genen zu weniger schweren funktionellen Defiziten der ECM- Proteine flhrt
und somit einen Risikofaktor fur das Auftreten der Arthrose im hoheren Lebensalter
(late- onset) darstellt. Das COL2A1 Gen (Chromosom 12q13.11), welches fur die
alpha1- Kette des Kollagen Typ Il codiert, wurde ebenso wie das COL11A1 Gen
(Chromosom 1p12.1), welches fir Kollagen Xl codiert, untersucht. Auch Gene fur

nicht- kollagene Bestandteile der hyalinen Gelenkknorpels (z.B. COMP) waren
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Gegenstand der Forschung. Zusammenfassend kann jedoch konstatiert werden,
dass die meisten Untersuchungen keine Korrelation von Aminosauresubstitutionen
bzw. Polymorphismen in Genen der ECM mit der primaren Arthrose nachweisen
konnten [54].

Ausgehend von der komplexen Regulation der Knorpelhomdostase durch protektive
und destruktive Mechanismen mit einer Vielzahl regulatorischer Faktoren wurde
konsekutiv nach neuen Kandidatengenen gesucht.

Ein Bereich, welcher Gegenstand intensiver Untersuchungen ist und den Focus auf
den Aspekt der entzudlichen Komponente im Arthroseprozesses legt, liegt in
Kandidatengenen, welche fur inflammatorische Zytokine codieren. Auch flr
Sequenzvariationen in Genen, die fur knorpeldegradierende Enzyme (MMPs) und
deren Inhibitoren (TIMPs) codieren, wurden positive Korrelationen gefunden.
Beispielhaft sein hier einige Gene erwahnt, bei denen flr bestimmte genetische
Variationen in Form von SNPs eine Assoziation zur Arthrose gefunden werden
konnte [54]:

Interleukin-1- Gencluster (Chromosom 2g11.2- 2q.13)
Matrilin- 3- Gen (Chromosom 2p24.1)

Interleukin- 4- Rezeptor- Alphakette (Chromosom 16p12.1)
Secreted frizzeled- related protein 3 Gen (Chromosom 32q.1)
Adam 12- Gen (10926.2)

Asporin (9922.31)

© 0 © 0 ¢ ©

Weitere Suzeptibilitatsloci und multiple Kandidatengene, welche mit dem Auftreten
und der Progression von Arthrose in Verbindung gebracht werden, sind in der
Literatur beschrieben [1, 32, 59].

Es handelt sich jedoch bei den meisten Studien um Einzelbeschreibungen, deren
Ergebnisse in weiteren Untersuchungen nicht bestatigt werden konnten bzw. bei
denen noch eine Bestatigung durch weitere Studien aussteht. Bei komplexen
genetischen Erkrankungen, zu denen die primare Arthrose zahlt, ist dies von grol3er
Bedeutung, um eine verlassliche Aussage zur Relevanz der untersuchten SNPs

treffen zu konnen.
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Die Bedeutung des subchondralen Knochens in der Arthroseentstehung steht seit
langerem im Focus des wissenschaftlichen Interesses. Lajeunesse [50] geht von
einem cross-talk zwischen subchondralem Knochen und hyalinem Gelenkknorpel auf
Cytokinebene aus und sieht in diesem eine mogliche Ursache der Initiation bzw.
Progression von Arthrose. Westacott [91] belegte die Interaktion von Knochen und
Knorpel eindruckvoll indem er zeigte, dass Osteoblasten von Patienten mit Arthrose
den Metabolismus von Chondrozyten im Hinblick auf die Freisetzung von
Glycosaminoglykanen beeinflussen konnen.

Etwa zeitgleich zur Analyse der ECM- Strukturgene konzentrierten sich einige
Wissenschaftler auf die Gene, die die Knochendichte beeinflussen, da bei Arthrose
bereits im Frihstadium eine subchondrale Sklerosierung des Knochens beobachtet
wird, welche noch vor der Knorpeldegradation zu beobachten ist [5, 19]. Untersucht
wurden vor allem der Vitamin- D- Rezeptor VDR (Chromosom 12q13.11) sowie der
Ostrogenrezeptor alpha ESR1 (Chromosom 6¢25.1). Hierzu finden sich in der
Literatur widerspruchliche Daten, die teilweise eine Assoziation mit Arthrose zeigten
[83], jedoch in spateren Studien nicht bestatigt werden konnten [9, 55]. Zuletzt
erschienen jedoch einige Studien, die zumindest fur ESR1 eine Assoziation mit
Arthrose nahelegen [9, 39].

Die zentrale Bedeutung des Wnt- Signalkaskade fur die Knorpel und
Knochenentwicklung stellt in den letzen Jahren zunehmend deren multiple Proteine
und die zugehdrigen Gene in den Mittelpunkt der genetischen Arthroseforschung. In
der Chondrogenese wird dem Wnt- Signalweg eine regulative Funktion attributiert
[74]. Der Wnt- -/ Catenin Signalweg wird neben der Regulation der Knochendichte
weiterhin mit der Chondrozytenreifung in Verbindung gebracht. Erstmalig konnte
durch Zhu et al. (2009) [43, 96] ein direkter Nachweis der Bedeutung von 3- Catenin
fur die Arthroseentstehung in eine Mausmodell erbracht werden. Ein gain —of-
function des - Catenin Signalweges konnte einen Phanotyp mit osteoarthrotischen
Alterationen hervorrufen, wobei unterschiedliche Mechanismen diskutiert werden
(beschleunigte Chondrozytenreifung, gesteigerte MMP- Expression). Von der
gleichen Autorengruppe wird interessanterweise jedoch auch ein loss- of- function
des R- Catenin Signalweges in einem transgenen Mausmodell mit einem
arthrotischen Phanotyp von artikularen Chondrozyten beschrieben, wobei dies mit

einer gesteigerte Apoptoserate assoziiert wird [95].

-48 -



4. Diskussion

Aktives, nicht phosphoryliertes [3-Catenin , welches durch die Aktiervierung des Wnt-
Signalweges ensteht, konnte von Yuasa et al. in arthrotisch alterierten Knorpelzellen
in einem Guinea- Pig- Arthosemodell in erhohter Konzentration nachgewiesen
werden, wohingegen es in gesunden Chondrozyten jungerer Tiere kaum
nachweisbar war [92]. Aktuelle Studien konnten unabhangig voneinander zeigen,
dass Polymorphismen im sFRP3 (Secreted frizzeled- related protein 3) Gen

zumindest teilweise die Eigenschaft besitzen, den 3- Catenin Signalweg zu limitieren.

Auch fir die Gene, in denen die in der vorliegenden Studie untersuchten
Polymorphismen lokalisiert sind, gibt es Hinweise auf eine mogliche

Schlusselfunktion im Arthroseprozess sowie in der Regulation der Knochendichte:

Fir LRP 1 konnte eine repressive Wirkung auf den Wnt- Signalweg demonstriert
werden [97]. Weiterhin ist fir LRP 1 bekannt, dass eine Aktivitatsreduktion der
Rezeptorfunktion mit erhdhten MMP-13 (Collagenase- 3) Werten in vitro (in
Chondrozytenkulturen arthrotischen Gelenkknorpels) assoziiert ist und es somit zu

einer vermehrten Degradation von Collagen Il und Aggrekan kommen kann [90].

In den letzen Jahren haben mehrere Studien gezeigt, dass auf dem langen Arm des
Chromosoms 11 ein mdglicher Susceptibilitatslocus (11912-13) fur die primare
Arthrose liegt [16, 17]. Das Gen, welches LRP 5 codiert, ist in dieser Region
lokalisiert. Fur LRP 5 wurde in multiplen Studien eine Assoziation mit der
menschlichen Knochendichte (BMD) nachgewiesen: Loss- of- function Mutationen
resultieren in einem osteoporosis- pseudoglioma-syndrom (oppg) mit extrem
niedriger Knochendichte, wohingegen gain- of- function Mutationen zu einer hohen
Knochendichte fihren kdnnen (HBM) [40, 70]. Varianten des LRP 5 Genes werden
mit alterierter Knochendichte (BMD) bzw. erhdéhtem Frakturrisiko in Verbindung
gebracht [30, 31, 47, 48, 71, 84]. Der in dieser Arbeit untersuchte A1330V SNP von
LRP 1 wurde mit einer niedrigen peak bone mass bei jungen Mannern assoziiert [71].
Fir den Q89R SNP von LRP 5 demonstrierten Urano et al. einen Zusammenhang
mit dem Auftreten degenerativer Wirbelsaulenveranderungen bei postmeopausalen

japanischen Frauen [85].
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In einer Ubersichtsarbeit von Mizuguchi [60] wird evident, dass der LRP5/ Wnt-
Signalweg auch in der postnatalen Knochenentwicklung eine zentrale Bedeutung
einnimmt. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass LRP 5 eine wichtige Rolle in der

Osteoblastenproliferation und moglicherweise auch in der —apoptose spielt [33, 42].

Beide in der vorliegenden Arbeit untersuchten Polymorphismen lagen in einem Exon
und waren in einem codierenden Genabschnitt lokalisiert. Weiterhin fuhren beide
SNP zu einem Aminosaureaustausch auf Proteinebene, was eine funktionelle

Relevanz dieser SNPs wahrscheinlich erscheinen lasst.

Diese Beobachtungen legen den Schlul® nahe, dass der in der vorliegenden Arbeit
sowohl die Auswahl der Kandidatengene LRP1 und LRP 5, als auch der jeweiligen

Polymorphismen berechtigt waren.

4.3 Ergebnisse der Studie

Ziel der vorliegenden Studie war es, eine Korrelation der ausgewahlten

Polymorphismen mit dem Auftreten primarer Gonarthrose nachzuweisen.

Eine statistische Signifikanz (p< 0,05) im Vergleich der beiden Extremkollektive, bei
denen die deutlichsten Unterschiede in der Allelverteilung erwartet wurde, konnte
trotz des optimierten Studiendesigns flr beide untersuchten SNP nicht gezeigt
werden.

FUr den untersuchten LRP 1 Polymorphismus kann eine Assoziation mit einer
gewissen Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Als problematisch ist die
geringe Frequenz des Allels T bzw. der Zustande A (1% im Gesamtkollektiv) und B
(4,5% im Gesamtkollektiv) zu werten, was den Nachweis einer statistischen

Signifikanz bei der vorliegenden Patientenzahl deutlich erschwert.

Fur den LRP 5 Polymorphismus ergab sich ein signifikanter Unterschied (p< 0,05)
zwischen den Gruppen 2 und 3, also den Patienten im Alter Uber 55 Jahre mit
Arthrose und dem Kollektiv mit Patienten im Alter Uber 55 Jahre ohne Arthrose. Dies
kann als Hinweis auf eine mogliche arthroseférdernde oder auch protektive Funktion
dieses Polymorphismus gewertet werden. Bei dem gewahlten SNP von LRP 5 ist im

Vergleich der beiden Extremkollektive (Gruppe 1 vs. Gruppe 3) lediglich ein Trend
-50 -



4. Diskussion

angedeutet (p= 0,067), welcher bei gleichbleibender Verteilung auf die Kollektive
durch eine Erhéhung der Fallzahlen auf das Doppelte (n= 200 Patienten pro Gruppe)

zu einer statistischen Signifikanz fuhren konnte.

AbschlieRend ist festzustellen, dass durch diese Arbeit flr die gewahlten SNPs von
LRP 1 und LRP 5 eine Assoziation mit dem Auftreten von Gonarthrose weder
eindeutig bestatigt noch widerlegt werden konnte.

Auch wenn die hier untersuchten SNPs von LRP 1 und LRP 5 nicht als isolierte
atiologische Faktoren in der Entstehung der primaren Arthrose interpretiert werden
konnen, konnten sie jedoch durch die Verknlpfung mit anderen bekannten und
bisher noch unbekannten genetischen Faktoren zu einem umfassenden Verstandnis
der komplexen Regulation des Arthroseprozesses fuhren. Aufgrund der hohen
Anzahl von moglichen arthrosefordernden Variationen des Erbgutes in Form von
SNPs erscheint es wahrscheinlicher, dass erst die Kombination multipler SNPs eine
nachweisbare genetische Pradisposition darstellt. Weitere Studien mit grolerer
Fallzahl unter Beibehaltung der rigiden Auschlusskriterien und der hohen Sicherheit
in der Diagnosestellung sind daher erforderlich, um die Relevanz der untersuchten
Polymorphismen, insbesondere des hier dargestellten LRP 5 SNP, fur die

Arthroseentstehung zu klaren.
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Die Arthrose ist ein komplexer, noch nicht ausreichend verstandener
Krankheitsprozess und gilt  aufgrund ihrer  epidemiologischen und
soziodkonomischen Bedeutung zu recht als Volkskrankheit. Das Kniegelenk ist das
am haufigsten befallene Gelenk, wobei neben dem hyalinen Gelenkknorpel alle
Gelenkstrukturen von der Erkrankung betroffen sind.

Im Gegensatz zum fruheren Verstandnis der Arthrose als rein mechanisch bedingte
Erscheinung des Alterns geht man zunehmend davon aus, dass die Arthrose ein
komplexes Zusammenspiel aus Entzlindung, mechanischen Kraften, zellularen und
biochemischen Prozessen sowie nicht zuletzt der Genetik ist. Die Genetik wurde in
dieser Arbeit in den Mittelpunkt des Interesses gestellt und als ein entscheidender

atiologischer Faktor der primaren Arthroseformen gewertet.

Bis zum heutigen Tag existiert keine kausale, kurative Therapie der Arthrose. In
Frihstadien kann der Verlauf im Idealfall gestoppt bzw. verlangsamt werden, in
Spatstadien ist haufig der klinstliche Gelenkersatz die einzige Therapieoption, die als
ultima ratio Aussicht auf Schmerzfreiheit mit angemessenem Funktionserhalt

gewahrleisten kann.

Untersucht wurden zwei Polymorphismen von Rezeptoren des Wnt- Signalweges,
welcher eine wichtige Schlusselrolle in der komplexen Regulation von Knochen- und
Knorpelhomodstase einnimmt und zunehmend Gegenstand der molekularen
Arthroseforschung ist. Viele bereits durchgefihrte Studien zur Bedeutung von SNPs
in der Arthroseentstehung lieferten widersprichliche Ergebnisse, wiesen zu geringe
Fallzahlen auf oder definierten die Kollektive nur unzureichend. Ziel dieser Studie war
es, klar definierte Kollektive mit moglichst extremen Zustanden gegenuberzustellen.
Junge, bereits in frihen Jahren an Arthrose erkrankte Patienten (<45 Jahre) sollten
gesunden Patienten Uber 55 Jahre gegenubergestellt werden. Als dritte Gruppe
dienten Patienten, welche zur endoprothetischen Versorgung bei fortgeschrittener
Gonarthrose anstanden. Die Diagnosen wurden arthroskopisch bzw. im Rahmen der
Arthrotomie bei Prothesenimplantation gestellt, der Zielwert pro Gruppe hinsichtlich

der Fallzahl betrug 100 Patienten.
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Fur die Auswertung wurden etablierte Verfahren wie die PCR, Restriktion und die

Gensequenzierung genutzt.

Die Allelverteilungen der Polymorphismen von LRP 1 und LRP 5 konnten in der
Auswertung zwischen den beiden gegenubergestellten Gruppen 1 und 3 keinen
signifikanten Unterschied aufweisen. Fur den LRP 5 Polymorphismus ergab sich ein
signifikanter Unterschied (p< 0,05) zwischen den Gruppen 2 und 3, also den
Patienten im Alter Uber 55 Jahre mit Arthrose und dem Kollektiv mit Patienten im
Alter Uber 55 Jahre ohne Arthrose. Dies kann als Hinweis auf eine mdgliche
arthrosefordernde oder auch protektive Funktion dieses Polymorphismus gewertet
werden. Bei dem ausgewahlten LRP 5 SNP deutet sich im Vergleich der
Extremkollektive (Gruppe 1 vs. Gruppe 3) lediglich ein Trend an (p= 0,067), so dass
eine Assoziation dieses SNP mit Gonarthrose erst durch eine hohere Fallzahl

eindeutig bestatigt bzw. widerlegt werden kann.

Ziel weiterer Untersuchungen sollte es daher sein, die bestehende bzw. in der
Fallzahl erhdohte DNA-Bank auf die bereits erwahnten und auf weitere
Polymorphismen von Genen, die im Arthroseprozess eine Rolle spielen, zu
untersuchen. Insbesondere die Kombination vieler Polymorphismus- Allele bzw die
Zusammenfassung von potentiellen Kandidatengenen in Genclustern kann weiter
helfen, um ein mogliches genetisches Risikoprofil fur die primare Gonarthrose zu
erstellen. Entsprechend koénnten hieraus Konsequenzen flir mdgliche praventive
Malnahmen gezogen werden.

Erleichtert werden konnte die Suche nach arthroserelevanten SNPs durch das
internationale ,HapMap“ Projekt [57]. Ziel dieses Projekts ist die quantitative
Erfassung von Variationen innerhalb des humanen Genoms und der Aufbau einer
genomweiten Datenbank. Uber 100 Susceptibilitatsloci fir 40 Erkrankungen konnten
bisher identifiziert werden. So konnte die Auswahl von geeigneten SNPs, das Design
systematischer Assoziationsstudien und die Beurteilung der Aussagekraft ihrer

Ergebnisse in Zukunft deutlich erleichtert werden.

Bereits gewonnene Erkenntnisse Uber Kandidatengene und mogliche therapeutische
Targets haben schon zu vielversprechenden Ansatzen in der Therapie der Arthrose
gefuhrt (z.B. ll-1ra, TNF-alpha Antikoérper). Auch bei den MMPs sind erste
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therapeutische Ansatze in Erprobung. So erweist sich die Therapie mit oralen Matrix
Metalloproteinase- Inhibitoren in ersten Versuchsreihen beim Schwein sowie beim

Menschen als vielversprechend [53, 72].

Es bedarf jedoch noch weiterer intensiver Forschung auf molekularer Ebene, um das
komplexe Zusammenspiel und die Bedeutung der einzelnen Faktoren im
Arthroseprozess grundlegend zu verstehen und um mogliche Angriffspunkte fur

weitere modulierende oder gar kurative Therapieansatze zu identifizieren.
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Apa | Restriktionsenzym Apa |

BMI Body Mass Index

bp Basenpaare (Base pairs)

CM Chondromalazie

COMP Cartilage Oligomeric Matrix Protein
COX Cyclooxygenase

DM Deutsche Mark

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 3-2'-Desoxynukleosidtriphophat

EDTA Ethylen-Diamintetraacetat

Eci | Restriktionsenzym Eci |

ECM Extrazellularmatrix (extracellular matrix)
ESR Estrogen (Ostrogen) Receptor

-1 Interleukin 1

-1 R1 Interleukin-1-Rezeptor 1

-1 ra Interleukin-1-Rezeptorantagonist

kg Kilogramm

m Meter

MMP Matrix Metalloproteinase

MRT Magnet Resonanz Tomographie
NaAcetat Natriumacetat

nm Nanometer

oD Extinktion

OP Operation

PCR Polymerase Chain Reaction

rom Revolutions per minute

SFA Stiftung zur Férderung der Arthroskopie
SNP Single Nucleotid Polymorphism

SPSS Superior Performing Statistical Software
Tag-Polymerase Hitzestabile Polymerase

TBE Tris/Borsaure/EDTA

TE-Puffer Tris/EDTA Puffer

TEP Total-Endo-Prothese

TIMP Tissue Inhibitor of Metallo-Proteinases
TNF alpha Tumor Nekrose Faktor alpha

uv Ultraviolette Strahlung

Womac-Index Western Ontario Mac Master Universities -Index
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