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Einleitung

1 Einleitung

Der demografische Wandel zahlt zu den groRen gesellschaftlichen Herausforderungen unserer Zeit.
Fiir die Bundesrepublik Deutschland hat eine Berechnung des Statistischen Bundesamtes ergeben,
dass im Jahr 2060 bereits jeder dritte Bundesbiirger mindestens 65 Lebensjahre durchlebt haben
wird (Statistisches Bundesamt, 2015a). Mit zunehmendem Alter steigt jedoch die Haufigkeit von
muskuloskelettalen Erkrankungen, die zusammen mit Herz-Kreislauf- und Krebserkrankungen zu den
wichtigsten Krankheitsbildern in Deutschland zdhlen (Robert Koch-Institut, 2015). Eine bedeutsame
Erkrankung des muskuloskelettalen Systems ist die Osteoarthrose (OA), die in Form von Cox- und
Gonarthrose zu den 20 am haufigsten gestellten Diagnosen bei vollstationdr behandelten Patienten
in Krankenh&dusern in Deutschland zahlt (Statistisches Bundesamt, 2017a). Eine Analyse der Daten
einer deutschen Krankenkasse hat ergeben, dass jeder flinfte der (ber 60 Jahre alten
Versicherungsnehmer (21,8 %) an einer Gon- und/oder Coxarthrose litt, wobei mit 15,6 % der Anteil
an Gonarthrosepatienten grofer war als der Anteil an Patienten mit Coxarthrose (9,7 %). Zudem
waren Frauen haufiger betroffen als Manner (23,9 % vs. 18,3 %). Die hochste Inzidenz war in der
Altersgruppe der 80- bis 89-Jahrigen zu beobachten, in der knapp jeder Dritte eine OA an Huft-
und/oder Kniegelenk aufwies (Postler et al., 2018). Eine Studie aus den USA an Teilnehmern eines
privaten Krankenversicherungs- und Versorgungsmodells zeigte vergleichbare Ergebnisse. Allerdings
wurde hier der Hohepunkt der Inzidenz der OA bereits in der Altersgruppe der 70- bis 79-Jahrigen

beobachtet (Oliveria et al., 1995) (Abb.1).
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Abbildung 1: Inzidenz der Gon- und Coxarthrose bei Frauen und Mannern. Daten gemaf Fallon Community

Health Plan, 1991-1992 (modifiziert nach Oliveria et al., 1995).

Am Beispiel der Gonarthrose konnte gezeigt werden, dass die Erkrankung sowohl mit einer
reduzierten korperlichen Leistungsfahigkeit als auch mit einer deutlichen Verschlechterung der
Lebensqualitdt einhergehen kann (Bookwala et al.,, 2003). Trotz vielfdltiger Behandlungs-
moglichkeiten der OA gibt es bis heute jedoch keine effektiven TherapiemaBnahmen, mit denen sich
der fortschreitende Abbau des Gelenkknorpels aufhalten ldsst. Die letzte Therapieoption ist in vielen
Fallen ein kinstlicher Gelenkersatz. Im Jahr 2017 gingen in Deutschland 429.344 vollstationare
Krankenhausaufenthalte auf die Implantation von Endoprothesen am Hift- oder Kniegelenk zurick.
Diese beiden Operationen zusammengenommen, gab es keinen haufigeren anderen
Operationsanlass (Statistisches Bundesamt, 2017b). Fir die Behandlung der OA mussten allein im
Jahr 2015 in Deutschland tber 8,7 Milliarden Euro aufgebracht werden (Statistisches Bundesamt,
2015b). Dreizehn Jahre zuvor, im Jahr 2002, waren die Krankheitskosten noch rund 1,4 Milliarden
Euro geringer (Statistisches Bundesamt, 2017c). Obwohl 85 % der Patienten zwei Jahre nach der
Implantation einer Endoprothese am Kniegelenk angaben, zufrieden mit dem Ergebnis der Operation

zu sein und weniger Schmerzen sowie eine verbesserte korperliche Aktivitdt und Lebensqualitat zu
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haben, waren 15 % mit dem Behandlungsergebnis unzufrieden und 7 % klagten weiterhin lber starke
Knieschmerzen (Niemeldinen et al., 2018). Eine Zusammenfassung mehrerer solcher Studien zeigte,
dass in einem Zeitraum von sieben Jahren nach der Operation 6 bis 30 % der Patienten weiterhin

unter moderaten bis starken Knieschmerzen leiden (Wylde et al., 2007).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die OA nicht nur gesellschaftlich und
volkswirtschaftlich von hoher Relevanz ist, sondern auch die Lebensqualitdit der einzelnen
Patientinnen und Patienten sowohl vor als auch nach einer operativen Behandlung negativ
beeinflussen kann. Vor diesem Hintergrund gewinnen die Pravention der OA sowie eine friihzeitige

Diagnose, die eine Kuration ermdoglichen konnte, enorm an Bedeutung.
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2 Osteoarthrose (OA)

OA ist nach heutiger Auffassung eine Erkrankung, die das gesamte Gelenk betrifft, d. h. nicht nur den
Gelenkknorpel, sondern auch die umliegenden Strukturen wie den subchondralen Knochen, die
Menisken, Synovialmembran, Gelenkkapsel, Bander sowie die gelenkumgebende Muskulatur (Hunter
& Felson, 2006). Ein wesentliches Merkmal der OA ist der progressive Abbau des Knorpelgewebes

(Abb. 2).

e,

Abbildung 2: Histologische Schnitte von gesundem (A) und arthrotischem Knorpelgewebe (B, C) des
humanen Kniegelenks (Tibia). Safranin-O Farbung, Balken = 1000 um.

Die genauen Mechanismen der Pathogenese der OA sind bis heute leider nicht komplett verstanden.
Es konnten jedoch verschiedene Faktoren identifiziert werden, die mit einem erhéhten OA-Risiko
einhergehen. Dabei werden einerseits systemische Risikofaktoren wie z. B. Alter, Geschlecht und
Genetik und andererseits lokale biomechanische Risikofaktoren in Betracht gezogen (Felson & Zhang,
1998). In Bezug auf das Kniegelenk konnten bereits zahlreiche biomechanische Risikofaktoren
identifiziert werden, die infolge einer Anderung der Gelenkmechanik das Risiko, an Gonarthrose zu
erkranken, erhéhen (Andriacchi et al., 2009). Hierzu zdhlen die vordere Kreuzbandruptur (Risberg et
al., 2015), eine partielle oder totale Resektion des Meniskus (Rangger et al., 1995), eine Varus- oder
Valgusfehlstellung der Beinachse (Brouwer et al., 2007; Felson et al., 2013) sowie Ubergewicht

(Laberge et al.,, 2012). Da pathologische Prozesse im Knorpelstoffwechsel mit der heute zur
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Verfligung stehenden Diagnostik leider nicht identifiziert werden kdnnen, ohne das Knorpelgewebe
irreparabel zu schadigen, ist es nicht moglich, zwischen einer funktionellen und pathomechanischen
Gelenkbelastung zu differenzieren (Tabassi & Garnero, 2007). Zudem erfolgt die Diagnose der OA
haufig erst, wenn die Patienten lGber Schmerzen und Funktionsverlust des Gelenkes klagen. Leider ist
die OA in diesem Stadium bereits so weit fortgeschritten, dass sie nicht mehr kurativ behandelt
werden kann. Dem Stadium der symptomatischen und radiologisch nachweisbaren OA geht eine
asymptomatische Phase, die durch extensive Anderungen im Knorpelstoffwechsel gekennzeichnet
ist, voraus (Henrotin et al., 2016). Um diese kritische friihe Phase der OA zu detektieren, sind in den

letzten Jahrzehnten zahlreiche Biomarker des Knorpelstoffwechsels untersucht worden.

2.1 Biomarker des Knorpelstoffwechsels

Biomarker sind Molekile bzw. Fragmente von Molekilen biologischer Gewebe, die nach ihrem
Ubergang in die Synovialfliissigkeit, das Blut oder den Urin isoliert und biochemisch analysiert
werden kénnen (Tabassi & Garnero, 2007). GemalR der BIPED-Klassifikation kénnen OA-Biomarker in
der Wissenschaft und Klinik zur Erfassung der Krankheitslast (Burden of disease), Prognose
(Prognostic), Diagnose (Diagnostic) und zur Beurteilung der Effektivitdt von Behandlungen (Efficacy
of interventions) eingesetzt werden. Biomarker in der friihen Phase der Erforschung (Investigative),
die noch keiner Kategorie zugeordnet werden konnen, finden hierbei ebenfalls Beriicksichtigung

(Bauer et al., 2006) (Abb. 3).
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Abbildung 3: Hypothetische Entwicklung und Klassifikation von OA-Biomarkern (modifiziert nach Bauer et
al., 2006).

Potenzielle Biomarker des Knorpelstoffwechsels sind Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM)
und ihre Abbauprodukte sowie Zytokine und Proteasen (Bauer et al., 2006; Bay-Jensen et al., 2016).
Die EZM des Knorpelgewebes besteht aus zwei supramolekularen Strukturen — dem fibrillaren
Kollagennetzwerk und der extrafibrilldren Matrix, die wiederum hauptsachlich aus dem Proteoglykan
Aggrekan gebildet wird (Zaucke & Grassel, 2009). Perifibrilldire Adapterproteine verbinden das
Kollagennetzwerk mit der Aggrekanmatrix. Zu den perifibrillaren Adapterproteinen zadhlen Fibrillen
assoziierte Kollagene (fibril associated collagens with interrupted triple helices, FACITs), kleine Leucin-
reiche Proteoglykane (small leucine-rich proteoglycans, SLRPs) und nicht-kollagene Matrixproteine

(Heinegard, 2009). Wichtige Vertreter dieser Familien sind Kollagen IX (FACIT) (Wu et al., 1992),
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Dekorin (SLRP) (Heinegard et al., 2003) sowie die nicht-kollagenen Matrixproteine Matrilin-3 (Klatt et
al., 2011) und das cartilage oligomeric matrix protein (COMP) (Morgelin et al., 1992).

COMP oder Thrombospondin-5 ist ein pentameres Glykoprotein mit einer Molekiilmasse von rund

524 kDa (Hedbom et al., 1992) (Abb. 4).

10nm

Abbildung 4: Modelle des cartilage oligomeric matrix protein (COMP). Links: COMP Pentamer und seine
verschiedenen Domaéanen (EGF = epidermal growth factor, TllIl = thrombospondin type 3, CG =
C-terminal globular domain) (modifiziert nach Happonen et al., 2010). Rechts: COMP-Modell
erstellt basierend auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen (aus Mérgelin et al., 1992).

Im unreifen Knorpelgewebe katalysiert COMP die Synthese der Kollagenfibrillen (Halasz et al., 2007),
wahrend es im adulten Knorpelgewebe, das durch eine geringe Kollagensynthese charakterisiert ist,
primdr zur Quervernetzung und mechanischen Stabilisierung des Kollagen-lI-Netzwerkes beitragt
(Heinegard, 2009; Heinegard et al., 2003). Diese Quervernetzung erfolgt durch die Bindung an die
reife Kollagenfibrille Gber Kollagen IX (Holden et al., 2001), Matrilin-3 und -4 (Budde et al., 2005;
Mann et al., 2004). Dariber hinaus bindet COMP an Aggrekan und vernetzt somit wiederum das
Kollagen-lI-Netzwerk mit der extrafibrillaren Matrix (Chen et al., 2007). Matrilin-3, ein
Homotetramer, bildet Komplexe mit Matrilin-1 und -4, die wiederum durch die SLRPs Biglykan und
Dekorin an Kollagen VI Mikrofibrillen binden (Wiberg et al., 2003). Dartber hinaus ist Dekorin dazu in
der Lage, Uber seine Glykosaminoglykanseitenkette mit anderen extrafibrilliren Molekilen zu

interagieren (Bidanset et al., 1992; Hagg et al., 1998; Wiberg et al., 2003).
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Neben ihrer Bedeutung in der Quervernetzung und mechanischen Stabilisierung der EZM sind
perifibrillire Adapterproteine bei der Bildung der Kollagenfibrillen fiir deren Durchmesserregulation
verantwortlich. Folglich ist es nicht verwunderlich, dass Mutationen in den Genen, die diese
Adapterproteine kodieren, zu schwerwiegenden skelettalen Erkrankungen wie z. B.
Chondrodysplasie, Pseudoachondroplasie und Multiple epiphysdre Dysplasie fiihren (Briggs et al.,
1995; Chapman et al., 2001; Czarny-Ratajczak et al., 2001; Hecht et al., 1995; Muragaki et al., 1996).
Im Tiermodell konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass ein vollstdndiges Fehlen von Kollagen IX
und Matrilin-3 durch Knock-Out einen Verlust an intaktem Kollagen Il zur Folge hat sowie zu
arthrotischen Gelenkverdanderungen und einer hoheren OA-Inzidenz fiihrt (Fassler et al., 1994; Hu et
al., 2006; Van Der Weyden et al., 2006).

In Bezug auf das Komplementsystem konnte gezeigt werden, dass in den Blutkreislauf freigesetzte
Bestandteile der EZM diesen Teil des Immunsystems aktiv beeinflussen konnen (Acharya et al., 2014;
Happonen et al.,, 2010). Am Beispiel von COMP konnten Happonen et al. (2010) bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis (RA) erstmalig Gber den Nachweis von COMP-C3b-Komplexen im Serum einen
moglichen Mechanismus zur Aktivierung der Komplementkaskade und folglich zur Entstehung
entziindlicher Prozesse aufzeigen. Der fehlende Nachweis von COMP-C3b Komplexen im Serum von
OA-Patienten lasst die Autoren vermuten, dass eine solche Immunantwort in Abhangigkeit von dem
Vorhandensein krankheitsspezifischer COMP-Fragmente erfolgt.

In Anbetracht der groRen Bedeutung der perifibrillaren Adapterproteine fir die Gesunderhaltung des
Gelenkknorpels sind Molekiile und Fragmente von COMP (Saxne, 1992), Matrilin-3 (Vincourt et al.,
2012), Kollagen IX (Danfelter et al., 2007) und Kollagen Il (Poole et al., 2016) in der
Synovialflissigkeit, im Blut oder Urin analysiert und deren Nutzen als OA-Biomarker diskutiert

worden.
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2.2 Bedeutung von COMP als Biomarker

Zu den am besten untersuchten OA-Biomarkern zdhlt COMP (Bay-lensen et al., 2016). In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Kniegelenksverletzungen
(Lohmander et al., 1994), OA (Clark et al., 1999; Petersson et al., 1998) oder RA (Lindqvist et al.,
2005; Mansson et al., 1995) erhéhte COMP-Konzentrationen im Blutserum und in der
Synovialflissigkeit aufweisen. Darliber hinaus wurde COMP als ein Indikator fiir die Progression
(Petersson et al., 1998; Sharif et al., 1995) und den Schweregrad der OA sowie die Anzahl der von OA
betroffenen Gelenke identifiziert (Clark et al., 1999). Infolgedessen wurde COMP als ein Biomarker
der Knorpeldegeneration klassifiziert. Interessanterweise ist die Serum-COMP-Konzentration jedoch
auch bei gesunden Menschen im Anschluss an korperliche Aktivitdt temporar erhoht (Kersting et al.,
2005; Kim et al., 2007, 2009; Mundermann et al., 2005; Neidhart et al., 2000; Niehoff et al., 2010,
2011). Die hierbei zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch grofitenteils unbekannt. Einige
Studien liefern Hinweise darauf, dass die Belastungscharakteristik einen Einfluss auf die Serum-
COMP-Konzentration haben koénnte. So resultierte Bergaufgehen im Vergleich zum Gehen in der
Ebene in signifikant hoheren COMP-Konzentrationen (Pruksakorn et al., 2013). Eine Untersuchung
von Marathon- und Ultramarathonldufern zeigte, dass mit der Laufdistanz sowohl die Serum-COMP-
Level anstiegen (Kim et al., 2007, 2009; Shin et al., 2012), als auch sich die Zeit, in der die COMP-Level
signifikant erhoht waren, verlangerte (Kim et al., 2007, 2009). Niehoff et al. (2010, 2011) haben die
COMP-Konzentration im Blutserum sowohl vor als auch nach verschiedenen Belastungsformen
untersucht. Eine 30-minitige Laufbelastung fiihrte zu einer signifikanten Erhohung der COMP-
Konzentration, wohingegen im Anschluss an 120 Kniebeugen kein signifikanter Anstieg an COMP im
Blutserum beobachtet werden konnte (Niehoff et al., 2010). In einer weiteren Studie waren sowohl
eine 30-minitige Laufbelastung als auch 100 beidbeinige Spriinge aus 73 cm Héhe innerhalb von 30
Minuten mit einer signifikanten Zunahme an COMP im Blutserum verbunden (Niehoff et al., 2011).
Denning et al. (2015) variierten die Gelenkbelastung beim Gehen, indem sie die am Koérper

wirkenden Gewichtskrafte einerseits mittels zusatzlicher Massen an einer Weste erhohten (+ 40 %)
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und andererseits mit einem Antischwerkraftlaufband verringerten (- 40 %). Gehen ohne Intervention
und Gehen unter der Wirkung erhéhter Gewichtskrafte fihrten im Gegensatz zum Gehen unter
verringerter Gewichtskrafte zu einer signifikanten Erhohung der Serum-COMP-Konzentration. In
einem vergleichbaren Studiendesign variierten Herger et al. (2019) die am Korper wirkenden
Gewichtskrafte (BW) wahrend 30-minitigem Gehen auf einem Laufband (80%, 100% und
120 % BW). Im Anschluss an alle drei Interventionen konnte ein signifikanter Anstieg der relativen
Serum-COMP-Konzentration beobachtet werden (+ 26,8 %, +28,0%, + 37,3 %). Gehen unter der
Wirkung erhohter Gewichtskrafte fuhrte zu signifikant hoheren Serum-COMP-Leveln im Vergleich zu
den beiden anderen Interventionen.

Neben der quantitativen Erfassung der COMP-Konzentration wurde das Serum COMP in einigen
Studien auch qualitativ analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich das
Fragmentierungsmuster von gesunden Menschen und OA- bzw. RA-Patienten unterscheidet. Bei
gesunden Menschen lag COMP im Serum Uberwiegend als intaktes Pentamer vor, wohingegen bei
OA- und RA-Patienten vermehrt Fragmente nachgewiesen werden konnten (Lai et al., 2012).
Krankheitsspezifische Fragmentierungsmuster von COMP wurden von Vilim et al. (1997) und Ahrman
et al. (2014) in der Synovialflissigkeit von Patienten mit OA, RA und Knieverletzungen oder
Knieschmerzen nachgewiesen. Eine grofere Anzahl an kleinen COMP-Fragmenten mit einer
molekularen Masse zwischen 50 und 70 kDa wurde in der Synovialflissigkeit von Patienten mit RA
(84 %) und anderen Formen entzlindlicher Arthritiden (60 %) detektiert. Dieser Anteil war gréBer im
Vergleich zu OA-Patienten (21 %) oder gesunden Vergleichspersonen (7 %) (Neidhart et al., 1997).
Ebenso fanden Marti et al. (1999) mehr kleinere COMP-Fragmente in der Synovialflissigkeit von

Patienten mit RA im Vergleich zu OA.
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3 Ziele der Studien

Obwohl die OA des Hiift- und Kniegelenks zu den am haufigsten gestellten Diagnosen in Deutschland
zahlt, ist deren Entstehung unzureichend verstanden. Insbesondere die Veranderungen, die auf
molekularer Ebene im Frithstadium der OA ablaufen, sind weitestgehend unbekannt. Im Fokus der
Forschung stand bisher die Untersuchung der Hauptbestandteile der beiden supramolekularen
Strukturen, d. h. die Analyse von Kollagen Il und Aggrekan. Neuere Studien liefern jedoch Hinweise
darauf, dass die perifibrillaren Adapterproteine, die eine wichtige Rolle in der Quervernetzung des
Kollagennetzwerkes spielen und dessen Verbindung mit der Aggrekanmatrix vermitteln, in der
Pathogenese der friihen OA von besonderer Bedeutung sein konnten. In wenigen Studien wurden
wichtige Vertreter der perifibrillairen Adapterproteine wie Kollagen IX, Dekorin, Matrilin-3 und COMP
im menschlichen Gelenkknorpel untersucht. In diesen Studien konnte eine vermehrte Expression
sowie eine veranderte extrazelluldre Verteilung einzelner perifibrillarer Adapterproteine festgestellt
werden (Bock et al., 2001; Cs-Szabo et al., 1997; Di Cesare et al., 1996; Koelling et al., 2006, 2008;
Poole et al., 1996; Pullig et al., 2002). Allerdings gibt es bis dato keine Studie, in der gleichzeitig die
extrazelluldare Verteilung von Kollagen IX, Dekorin, Matrilin-3 und COMP als Vertreter der
perifibrillaren Adapterproteine und von Kollagen Il als Hauptkomponente des Kollagennetzwerkes in
gesundem und arthrotischem Knorpelgewebe untersucht worden ist. Zudem gibt es keine Studie, in
der diese Veranderungen in der extrazelluldiren Verteilung im Vergleich zum gesunden
Knorpelgewebe systematisch in Relation zum OA-Stadium betrachtet und klassifiziert worden sind.
Daher war es das Ziel der ersten Studie dieser Arbeit, Kollagen Il und die vier perifibrillaren
Adapterproteine Kollagen X, Dekorin, Matrilin-3 und COMP in gesundem und arthrotischem
menschlichen Knorpelgewebe des Kniegelenks immunhistologisch zu erfassen und deren
extrazelluldare Verteilung in Abhangigkeit vom OA-Stadium, das mit Hilfe eines Histopathologie-

Scores bestimmt wurde, zu untersuchen.

11



Ziele der Studien

Perifibrillare Adapterproteine wie COMP, Matrilin-3 und Kollagen IX gewinnen auch als potenzielle
OA-Biomarker vermehrt an Bedeutung. COMP zahlt zu den am haufigsten untersuchten OA-
Biomarkern. So wurde COMP bereits zur Diagnose, Prognose und Beurteilung der Krankheitslast in
verschiedenen Studien eingesetzt. Interessanterweise fand COMP als einer der wenigen OA-
Biomarker auch Beachtung bei der Beurteilung der Effekte korperlicher Aktivitdt auf den
Knorpelstoffwechsel. Hierbei konnte COMP das Potenzial haben, zwischen einer funktionellen und
pathomechanischen Gelenkbelastung zu unterscheiden. Allerdings fehlen Studien, in denen
systematisch der Zusammenhang zwischen einzelnen mechanischen Parametern und der COMP-
Konzentration untersucht worden ist. Zudem ist bis dato die COMP-Konzentration im Blutserum oder
in der Synovialflissigkeit stets nach Bewegungsabldaufen, an denen zahlreiche Gelenke beteiligt
gewesen sind, erfasst worden, sodass der Effekt einer lokalen, d. h. isolierten mechanischen
Belastung einzelner Gelenke auf die COMP-Konzentration ebenfalls unklar ist. Um herauszufinden,
inwiefern die COMP-Konzentration im Blutserum als Indikator funktioneller bzw. pathomechanischer
Gelenkbelastungen und somit als prognostischer OA-Biomarker genutzt werden kann, sind Studien
notig, anhand derer der Serum-COMP-Level infolge einer definierten mechanischen Belastung
einzelner Gelenke untersucht wird. Im Hinblick auf die Pravention und Therapie der OA ware die
Kenntnis pathomechanischer Gelenkbelastungen von grofRer Bedeutung. Vor diesem Hintergrund
war es das Ziel der zweiten Studie dieser Arbeit, den Effekt einer Erhdhung der externen
Flexionsmomente am Kniegelenk beim Laufen auf die Serum-COMP-Konzentration zu untersuchen.
Zudem sollten mégliche Zusammenhinge zwischen der Anderung der Serum-COMP-Konzentration
und der mechanischen Gelenkparameter, die sich beim Laufen mit zusatzlicher und ohne zusatzliche
Kniegelenksbelastung ergeben, identifiziert werden.

Zur quantitativen Analyse des Serum COMP konnen kommerziell hergestellte enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) verwendet werden. Diese haben den Vorteil, dass sie auch auRerhalb
biochemischer Labore mit wenig Expertise und ohne groBen Materialaufwand z. B. in Kliniken oder

Arztpraxen angewandt werden kénnen. Allerdings liefern solche ELISA i. d. R. keine qualitativen
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Ziele der Studien

Informationen Uber das Serum COMP, sodass unklar bleibt, ob COMP als intaktes Pentamer oder
fragmentiert vorliegt. Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, dass im Vergleich zu gesunden
Menschen OA- und vor allem RA-Patienten vermehrt kleine COMP-Fragmente im Blutserum
aufweisen. Dariber hinaus konnten sogar krankheitsspezifische Fragmentierungsmuster von COMP
identifiziert werden. Inwiefern eine vermehrte mechanische Gelenkbelastung z. B. wahrend
korperlicher Aktivitdit mit einer spezifischen COMP-Fragmentierung einhergeht, ist jedoch
unbekannt. Qualitative Analysen konnten die Interpretation von quantitativen Bestimmungen der
Serum-COMP-Konzentration verbessern und Auskunft dariber geben, ob eine pathologische
Stoffwechselsituation mit z. B. der Bildung vermehrt kleiner COMP-Fragmente vorliegt. Daher war es
das Ziel der dritten Studie dieser Arbeit zu untersuchen, ob eine Erhdhung der mechanischen
Kniegelenksbelastung beim Laufen einen Einfluss auf das Fragmentierungsmuster des Serum COMP

hat.
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7 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Da die genauen Mechanismen der Pathogenese der OA noch nicht komplett verstanden sind und die
anfanglichen Stadien der OA asymptomatisch verlaufen, erfolgt die Diagnose der OA oft erst in einem
Stadium, in dem der Gelenkknorpel bereits irreparabel geschadigt ist. Obwohl bereits zahlreiche
biomechanische Risikofaktoren identifiziert worden sind, ist es bis heute nicht moglich, zwischen
funktionellen und pathomechanischen Gelenkbelastungen zu differenzieren. Diese Tatsache
erschwert es erheblich, geeignete MalRknahmen zur Pravention der OA zu erkennen und anzuwenden.
Biomarker des Knorpelstoffwechsels stellen eine vielversprechende Moglichkeit dar, um Hinweise
auf knorpelabbauende Prozesse zu erhalten. Biomarker konnen Bestandteile der EZM des
Knorpelgewebes sein, die nach ihrem Ubergang in verschiedene Korperfliissigkeiten wie z. B. das
Blutserum, den Urin oder die Synovialflissigkeit analysiert werden konnen. Perifibrillare
Adapterproteine, die zur Quervernetzung der Kollagen- und Aggrekanmatrix beitragen, scheinen eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der friihen OA zu spielen, wodurch sie als potenzielle OA-
Biomarker an Bedeutung gewinnen. Obwohl EZM-Proteine wie COMP, Kollagen IX, Dekorin und
Matrilin-3 wichtige Vertreter der perifibrillairen Adapterproteine darstellen, gibt es bis heute keine
Studie, in der die extrazellulare Verteilung dieser Proteine in gesundem und arthrotischem
Knorpelgewebe gleichzeitig erfasst und in Relation zum OA-Stadium gesetzt worden ist. Das
Verstandnis der Vorgange, die sich in der EZM wahrend der OA abspielen, ware jedoch entscheidend,
um solche Proteine als potenzielle OA-Biomarker zu untersuchen. Einer der am héaufigsten
untersuchten OA-Biomarker stellt COMP dar. Studien geben Hinweise darauf, dass COMP dazu
genutzt werden kann, um zwischen Gesunden und OA-Patienten zu unterscheiden (Clark et al., 1999;
Petersson et al., 1998), Patienten mit fortschreitender OA zu identifizieren (Petersson et al., 1998;
Sharif et al., 1995) und zwischen Patienten mit einem oder mehreren von OA betroffenen Gelenken
zu differenzieren (Clark et al., 1999). Allerdings ist es noch nicht gelungen, die erhohten Serum-

COMP-Konzentrationen, die nach korperlicher Aktivitdt auch bei gesunden Menschen festgestellt
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werden kénnen (Kersting et al., 2005; Kim et al., 2007, 2009; Miindermann et al., 2005; Neidhart et
al., 2000; Niehoff et al., 2010, 2011), zu interpretieren. Somit bleibt unklar, ob wahrend korperlicher
Aktivitdat die Grenze zwischen einer funktionellen und pathomechanischen Gelenkbelastung

Uberschritten wird und ob dies zur Entwicklung einer OA beitragen kann.

Vor dem Hintergrund der dargestellten Wissensliicken haben sich fiir die vorliegende Arbeit folgende

Ziele ergeben:

(1) Erfassung der extrazelluldren Verteilung von Kollagen Il und den perifibrillaren Adapterproteinen
Kollagen IX, Dekorin, Matrilin-3 und COMP in gesundem und arthrotischem Knorpelgewebe des
menschlichen Kniegelenks sowie Identifikation moglicher Verteilungsmuster in Abhangigkeit vom
OA-Stadium.

(2) Untersuchung des Effekts einer Erhohung der externen Flexionsmomente am Kniegelenk beim
Laufen auf die Serum-COMP-Konzentration und Identifikation moglicher Zusammenhange
zwischen Serum COMP und mechanischen Gelenkparametern.

(3) Erfassung des Effekts einer Erhéhung der mechanischen Kniegelenksbelastung beim Laufen auf

das Fragmentierungsmuster von Serum COMP.

In der ersten Studie dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die untersuchten perifibrillaren
Adapterproteine in gesundem Knorpelgewebe gleichmaRig in der oberflachlichen und oberen
mittleren Zone verteilt sind. In Knorpelgewebe mit moderat ausgeprdgten arthrotischen
Veranderungen war jedoch lokal ein Verlust an Kollagen Il und den vier untersuchten perifibrilldren
Adapterproteinen in der oberflachlichen und oberen mittleren Zone bzw. im fibrillaren Bereich zu
beobachten. In Knorpelgewebe mit stark ausgepragten arthrotischen Veranderungen zeigte Kollagen
Il in der oberflachlichen und oberen mittleren Zone bzw. im fibrilldiren Bereich eine gleichmaRige
interterritoriale Verteilung wohingegen es im perizellularen Raum fehlte. Die untersuchten

perifibrillairen Adapterproteine waren in diesen Zonen gleichmaRig verteilt. Kollagen IX, Matrilin-3
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und COMP akkumulierten zum Teil in der perizelluldren Matrix. In der unteren mittleren sowie der
tiefen Zone konnte Kollagen I, Kollagen IX, Matrilin-3 und Dekorin ausschlieBlich in der perizelluldren
Matrix nachgewiesen werden.

Im Rahmen der zweiten Studie wurden mithilfe einer pneumatisch getriebenen Kniegelenksorthese
die externen Knieflexionsmomente, die beim Laufen wahrend der Stitzphase wirkten, signifikant
erhoht. Dies ging jedoch gleichzeitig mit einer Anderung der Kinematik der unteren Extremitit
wahrend der zweiten Halfte der Stitzphase einher und dullerte sich in einer signifikant groBeren
Knieflexion sowie Dorsalflexion im Sprunggelenk. Die Serum-COMP-Konzentration ist unmittelbar
nach Laufinterventionen mit zusatzlicher und ohne zuséatzliche Kniegelenksbelastung signifikant
angestiegen und innerhalb einer halben Stunde wieder signifikant abgefallen. Obwohl sich die
Serum-COMP-Konzentrationen zwischen beiden Interventionen zu keinem Zeitpunkt signifikant
unterschieden haben, war der Anstieg der Serum-COMP-Level nach Laufinterventionen mit
zusatzlicher Kniegelenksbelastung um durchschnittlich 10 % starker ausgepragt. Zwischen dem
maximalen Knieflexionsmoment beim Laufen und der Anderung der Serum-COMP-Konzentration
nach der Laufintervention zeigte sich jedoch kein Zusammenhang. Allerdings war ein negativer
Zusammenhang zwischen dem Serum-COMP-Ruhewert, der unmittelbar vor dem Laufen gewonnen
wurde, und der Anderung der Serum-COMP-Konzentration zu beobachten.

Anhand der dritten Studie dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das
Fragmentierungsmuster von COMP nach Laufinterventionen mit zusatzlicher und ohne zusatzliche
Kniegelenksbelastung nicht unterscheidet, d. h., dass COMP Pentamer/Tetramer, Trimer und
Monomer sowohl vor als auch nach beiden Interventionen im Blutserum nachgewiesen werden
konnten. Im Vergleich beider Laufinterventionen sind diese Molekiile und Fragmente jedoch
innerhalb eines Zeitraumes von zwei Stunden nach Belastungsende zu unterschiedlichen Zeitpunkten
signifikant erhéht oder erniedrigt gewesen.

Unmittelbar nach dem Laufen mit zusatzlicher und ohne zusatzliche Kniegelenksbelastung konnte

eine signifikante Zunahme an COMP-Molekilen und -Fragmenten im Blutserum beobachtet werden.
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Ausgenommen hiervon war jedoch das monomere COMP, das nach dem Laufen mit erhohter
Kniegelenksbelastung erfasst wurde. Nach dem Laufen ohne zuséatzliche Kniegelenksbelastung
blieben COMP Trimer und Monomer im Vergleich zum Ruhewert bis zu zwei Stunden nach der
Intervention erhoht. Im Gegensatz hierzu war ein signifikanter Abfall unter den Ausgangswert von
COMP Pentamer/Tetramer eine Stunde und von COMP Trimer eine Stunde sowie zwei Stunden nach
dem Laufen mit zuséatzlicher Kniegelenksbelastung zu beobachten.

Perifibrillare Adapterproteine scheinen in der Pathogenese der OA eine groRere Rolle zu spielen als
bisher angenommen. Unsere immunhistologischen Analysen geben Hinweise darauf, dass die
mechanische Stabilisierung der EZM durch eine Quervernetzung des Kollagennetzwerkes in den
oberen Zonen des Knorpelgewebes im Verlauf der OA durch einen Verlust an perifibrilldren
Adapterproteinen zerstort wird. Die hierbei zugrunde liegenden Pathomechanismen bleiben jedoch
weiterhin unklar. Eine wichtige Rolle scheint jedoch die mechanische Belastung des Knorpelgewebes
zu spielen. Laufinterventionen mit zuséatzlicher und ohne zusatzliche Kniegelenksbelastung flihrten
unmittelbar nach Belastungsende zu einem signifikanten Anstieg an COMP im Blutserum. Hierbei
ergaben sich Hinweise darauf, dass eine Anderung der Gelenkkinematik einen gréReren Einfluss auf
die Serum-COMP-Konzentration hat als eine Erhéhung der am Kniegelenk wirkenden Drehmomente.
Dariuber hinaus konnten unsere Fragmentanalysen zeigen, dass beide Laufinterventionen zu einem
Anstieg an COMP-Fragmenten im Blutserum fihrten. Dies liefert wiederum Hinweise darauf, dass
eine Erhohung der mechanischen Gelenkbelastung durch das Laufen ein Herausbrechen von COMP
aus der EZM zur Folge hat. Der zeitliche Ablauf der COMP-Freisetzung in den Blutkreislauf sowie
dessen Ausscheidung scheinen jedoch durch die mechanische Belastungscharakteristik beeinflusst zu
werden. Das Herausbrechen von perifibrillaren Adapterproteinen aus der EZM konnte eine erste
Reaktion des Knorpelgewebes auf mechanische Gelenkbelastung sein. Um Serum COMP in Zukunft
als einen Biomarker der Knorpeldegeneration nutzen zu kdénnen, muss in weiteren Studien das
Ausmal des COMP-Abbaus bestimmt werden, ab dem es zu einer irreparablen Schadigung der EZM

und somit zu einer Verletzung der Integritat des Knorpelgewebes kommt.
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8 Ausblick

Die Erkenntnisse dieser Arbeit tragen zu einem besseren Verstindnis der perifibrillaren
Adapterproteine im gesunden und arthrotischen Knorpelgewebe bei und sie untermauern deren
Bedeutung als potenzielle Biomarker der OA. Auf dem Weg zur Identifikation der genauen
Mechanismen der Pathogenese der OA und Etablierung von Biomarkern kénnen die gewonnenen
Erkenntnisse jedoch nur einzelne Bausteine einer komplexen Thematik darstellen. Ziel muss es sein,
potenzielle Biomarker als Indikatoren eines pathologischen Knorpelstoffwechsels zu validieren und
sie aus dem wissenschaftlichen, investigativen Bereich in den klinischen Anwendungsbereich und die
tagliche Praxis zu befordern. Erst wenn dies gelingt, kann der Arzt in der Klinik bei der Diagnose- und
Prognosestellung sowie bei der Erfassung der Krankheitslast durch den Biomarker unterstiitzt
werden. Darauf aufbauend kann die optimale Therapie fiir den einzelnen Patienten gefunden und
deren Erfolg gleichzeitig iberwacht werden (Abb. 5).

Obwohl es in Bezug auf den Biomarker COMP bereits erste Studien gibt, die einen Nutzen als Marker
der Diagnose, Prognose und zur Erfassung der Krankheitslast aufzeigen, miissen noch zahlreiche
weitere Studien durchgefiihrt werden, um COMP als OA-Biomarker zu validieren. Zielfiihrend
konnten hierbei prospektiv angelegte Langsschnittstudien mit groBem Stichprobenumfang sein,
anhand derer die Serum-COMP-Konzentration im Alter von z. B. 30 bis 70 Jahren oder sogar ein
Leben lang — von der Kindheit bis ins hohe Alter — erfasst wird. Nach Beendigung der Studie kénnten
Subgruppenanalysen Aufschluss dariiber geben, ob bei den Studienteilnehmern, die eine OA
entwickelt haben, Auffilligkeiten im Serum-COMP-Level zu bestimmten Zeitpunkten zu beobachten
sind. Um die pathologischen Stoffwechselvorgiange zu Beginn einer OA in der Gesamtheit zu
erfassen, konnte es sinnvoll sein, neben COMP weitere EZM-Proteine sowie Fragmente, Neoepitope,
Zytokine und katabole Enzyme zu analysieren. Darauf aufbauend koénnte anhand groRer
Stichprobenumfiange systematisch untersucht werden, ob vergleichbare Situationen wie zu Beginn

einer OA im COMP-Stoffwechsel auch wahrend korperlicher Aktivitat auftreten. Hierbei ware es
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wichtig, die Analysen vor, wihrend und nach der korperlichen Aktivitdit sowie in verschiedenen
Flissigkeiten (z. B. Serum, Synovialflissigkeit und Urin) durchzufiihren. Vielleicht ist es in Zukunft
auch moglich, COMP in der intakten EZM zu markieren und dessen Weg aus der EZM in die

Synovialflissigkeit und das Blutserum zu verfolgen.

Verstiandnis OA Pathogenese

+

Identifikation potenzieller Biomarker

+

Investigative

- viele Biomarker in dieser Kategorie

- Ziel: Transfer in Klinik

Ziele:

. . Burden of
Diagnostic |

disease

- Studienzahl AN

Klinik
- Situationsanalyse
- Arzt wird unterstiitzt

- Stichprobenumfang A\

Validierung

- systematische Studien

- prospektive Studien
Prognostic

individualisierte individualisierte

=TT T Privention Medizin
KIinik/Prax.is . Efficacy of
- (therapeutische) Intervention I Enioh
- Patient und Arzt profitieren
Abbildung 5: Entwicklung valider OA Biomarker — von der wissenschaftlichen Erforschung bis hin zur

Anwendung im klinischen Alltag und in der taglichen Praxis (erganzt und modifiziert nach
Bauer et al., 2006).
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Gelingt es uns in Zukunft, individuell zwischen funktionellen und pathomechanischen
Gelenkbelastungen zu unterscheiden, kdnnen wir praventiv agieren und die Entstehung einer
belastungsbedingten OA verzdgern oder sogar verhindern. Dies kénnte unter anderem fiir sportlich
aktive Menschen von Bedeutung sein. Sie konnten ihr Training im Sinne der Vermeidung
pathomechanischer Gelenkbelastungen anpassen. Vor demselben Hintergrund koénnten sie ihr
Sportequipment wie z. B. das Schuhwerk auswdahlen. Doch auch aus arbeitsmedizinischer Sicht
konnte die Erfassung pathomechanischer Gelenkbelastungen wahrend der beruflichen Tatigkeit fir
den Arbeitnehmer sowie den Arbeitgeber von grolRer Bedeutung sein. Mithilfe eines validen OA-
Biomarkers kénnte insgesamt ein weiterer wichtiger Schritt in Richtung einer personalisierten
Medizin gegangen werden. Therapieentscheidungen wie z. B. die operative oder konservative
Behandlung von Gelenkverletzungen kdnnten durch einen OA-Biomarker zusatzlich gestitzt werden

und es ware moglich, den Therapierfolg im weiteren Verlauf zu Gberwachen.
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9 Abstract

Osteoarthritis (OA) is one of the most important musculoskeletal disorders, affecting nearly one fifth
of Germans over 60 years old, and incidences increasing with age (Postler et al., 2018). However, the
pathogenesis of OA is still not completely understood. Changes in the local biomechanical loading
environment of the joint — such as a result of joint injury, malalignment or overweight — have been
shown to increase the risk of OA (Brouwer et al.,, 2007; Felson et al., 2013; Laberge et al., 2012;
Rangger et al., 1995; Risberg et al., 2015). Unfortunately, we are unable to distinguish between
functional and pathomechanical joint loading patterns. OA biomarkers — matrix components and/or
their breakdown products, cytokines and proteases that can be analyzed in synovial fluid, blood
serum or urine — might have the potential to detect critical events in cartilage metabolism and
thereby identify pathomechanical joint loading. Perifibrillar adapter proteins, including fibril-
associated collagens with interrupted triple helices (FACIT), small leucine-rich proteoglycans (SLRP),
and other non-collagenous matrix proteins gained in importance as potential OA biomarkers. They
are essential for healthy articular cartilage, as they play a crucial role in proper collagen fibril
formation, collagen network stabilization, and the interconnection between the fibrillar and
extrafibrillar matrix. Nevertheless, there is a lack of studies analyzing major perifibrillar adapter
proteins like collagen IX, decorin, matrilin-3, and cartilage oligomeric matrix protein (COMP) in
healthy and osteoarthritic human joint cartilage. In addition, more studies that address their
suitability as OA biomarkers are needed.

One of the most studied OA biomarkers is COMP. Increased COMP levels could be observed in blood
serum of patients with OA (Clark et al., 1999; Petersson et al., 1998), and it has been shown that an
increase in serum COMP level reflects progressive joint damage (Petersson et al., 1998; Sharif et al.,
1995), OA severity and numbers of joints affected (Clark et al., 1999). However, the exact

mechanisms of serum COMP level increase observed in healthy humans after physical activity
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(Kersting et al., 2005; Kim et al., 2007, 2009; Miindermann et al., 2005; Neidhart et al., 2000; Niehoff
et al., 2010, 2011) are still unknown.

Therefore, the aim of our first study was to analyze the extracellular distribution of four major
perifibrillar adapter proteins, namely collagen IX, decorin, matrilin-3, and COMP, including that of
collagen 1l (as the primary component of the fibrillar matrix) in healthy and osteoarthritic human
knee joint cartilage, and to relate the distribution patterns in OA cartilage to the disease stage. In
two subsequent studies we aimed to examine the effect of an increase in mechanical knee joint
loading during 30 minutes of running on the serum COMP level and the fragmentation pattern, and
identify correlations between mechanical parameters of knee joint loading and the change in serum
COMP level.

In our first study we could show that in healthy cartilage the perifibrillar adapter proteins are
localized exclusively in the upper zones of cartilage. Interestingly, in moderate OA there was a local
lack of all proteins analyzed in the fibrillated area, superficial, and upper mid-zone. In cartilage with
advanced OA, collagen Il showed a uniform interterritorial distribution in the fibrillated area,
superficial, and upper mid-zone with a lack in pericellular matrix, whereas all four perifibrillar
adapter proteins were distributed uniformly in these zones. In addition, collagen IX, matrilin-3, and
COMP showed — in part — a pericellular accumulation. In the lower zones, collagen I, collagen IX,
matrilin-3, and decorin were limited to the pericellular matrix.

In our second study, the increase in mechanical knee joint loading — achieved by using a
pneumatically-driven knee orthoses increasing the external flexion moments during stance phase —
was accompanied by changes in joint kinematics, with significantly greater knee flexion and ankle
dorsiflexion angles during the second half of the stance phase. After running with and without
additional knee joint load, a significant increase in serum COMP level could be observed. Although
the increase in serum COMP level was more pronounced after running with higher knee joint
moments, there were no significant differences between both interventions. In addition, there was

no statistically significant correlation between the maximum knee flexion moment and the change in
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serum COMP level. Interestingly, the highest correlation could be observed between the difference
in the serum COMP baseline level and change in serum COMP.

Our third study has shown that there were no differences in COMP fragmentation patterns between
running interventions with and without additional knee joint load, meaning that COMP pentamer,
tetramer and monomer could be demonstrated before and after both running interventions.
Although both running interventions resulted in a similar fragmentation pattern, the temporal
processes (kinetics) of occurrence in serum were different. Half an hour up to two hours after
running, differences became particularly clear with COMP molecules and fragments increasing or
decreasing relative to the baseline to a varying extent at different points in time. With the exception
of monomeric COMP after running with additional knee joint load, a significant increase of COMP
molecules and fragments in serum after both running interventions could be observed. COMP trimer
and monomer remained significantly elevated in blood serum up to two hours after running without
additional knee joint load. In contrast, COMP pentamer/tetramer showed one hour — and COMP
trimer one hour and two hours, respectively — after running with additional knee joint load, a
significant decrease below baseline levels.

Perifibrillar adapter proteins might play a greater role in the pathogenesis of OA than previously
thought. Our immunohistological analyses indicate that, in the course of OA, the mechanical
stabilization of the extracellular matrix (ECM) through crosslinking of the collagen network in the
upper zones of cartilage is being destroyed, due to a loss of perifibrillar adapter proteins.
Unfortunately, the underlying mechanisms remain still unclear. However, mechanical loading of
cartilage seems to play an important role. Immediately after running with and without additional
knee joint load, a significant increase in serum COMP levels could be observed. In this context there
was evidence of a greater impact of a change in joint kinematics on serum COMP level than of an
increase in knee joint moments. In addition, our fragment analyses have shown that both running

interventions lead to an increase in COMP fragments in serum. In turn, this might give an indication
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for a mechanical breaking out of COMP from the ECM of articular cartilage, due to an increased
mechanical joint loading while running.

The time of COMP release into circulation and its degradation seem to be differently regulated by
various knee joint loading characteristics. Breaking out of perifibrillar adapter proteins from the ECM
might be one of the first responses of cartilage on mechanical joint loading. In order to use serum
COMP as a biomarker of cartilage degradation in future, studies determining the critical limit of

COMP degradation leading to an irreparable damage of the ECM are required.
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