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1 Einleitung

1  Einleitung
1.1 Anatomie der menschlichen Hand- und Fingergelenke

Die menschliche Hand besteht aus 27 Knochen und den dazu gehérigen Gelenken. Die
Fingergelenke  werden in 3  Gelenkgruppen eingeteilt: Die  distalen
Interphalangealgelenke (DIP), die proximalen Interphalangealgelenke (PIP) und die
Metakarpophalangealgelenke (MCP). Der Daumen besteht nur aus 2 Gelenken, da hier
das Mittelgelenk  fehlt: Das Interphalangealgelenk (IP) und das
Metakarpophalangealgelenk (MCP). Das Handgelenk besteht aus 7 Knochen und wird
funktionell in 2 Gelenkbereiche eingeteilt: Das distale Handgelenk und das proximale
Handgelenk (Abbildung 1). Die Hand- und Fingerknochen werden durch eine Vielzahl an
Muskeln, Bandern und Sehnen zusammengehalten. Des Weiteren besitzt die
menschliche Hand eine sehr ausgepragte sensible und motorische Innervation, die es
dem Menschen ermoéglicht die Hand als einzigartiges ,Multifunktionswerkzeug“ zu

benutzen.

Daumensattelaelenk

Metakarpophalangealgelenk
(MCP)

Interphalangealgelenk
()

Proximales
Interphalangealgelenk
(PIP)

Distales
Interphalangealgelenk
(DIP)

Abbildung 1: Anatomie der menschlichen Hand. Dargestellt ist die Anatomie einer menschlichen
Hand anhand einer Abbildung einer rechten Hand einer OA-Patientin: Distale
Interphalangealgelenke (DIP), proximale Interphalangealgelenke (PIP),
Metakarpophalangealgelenke (MCP), das Daumengrundgelenk (Interphalangealgelenk, I1P) und
das Daumensattelgelenk (Carpometacarpalgelenk, CMC 1). Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von Dr. med. U. KaRer.
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1.2 Aufbau eines Gelenks

Ein echtes oder diarthrodiales Gelenk stellt eine diskontinuierliche, aber je nach Lage im
menschlichen Kdrper eine mehr oder weniger gut bewegliche Verbindung zweier oder
mehrerer Knochen dar. Dabei artikulieren innerhalb einer Gelenkkapsel zwei oder mehr
Gelenkflachen verschiedener Knochen. Die Gelenkflachen sind von einer hyalinen
Knorpelschicht Uberzogen und durch den Gelenkspalt getrennt. Innerhalb der
Gelenkkapsel befindet sich die Synovial- oder Gelenkflissigkeit. Der das Gelenk
umgebende Knochen,- Muskel-, Band- und Sehnenapparat bestimmt das
Bewegungsausmal} des betreffenden Gelenks. Bei den DIP- und PIP-Gelenken der
Hand handelt es sich um Scharniergelenke, so dass lediglich die Flexion und die
Extension in diesen Gelenken mdglich sind. Ein Beispiel fir ein komplexeres Gelenk ist
das Daumensattelgelenk. Hierbei handelt es sich um ein funktionelles Kugelgelenk mit
drei Freiheitsgraden: Extension/ Flexion, Abduktion/Adduktion und die Opposition.

Die Synovia ist ein Ultrafiltrat des Blutes und kann von den randstandigen B-
Synoviozyten um weitere Substanzen erganzt werden. Die Synoviozyten kénnen so die
Zusammensetzung der Synovia andern und Einfluss auf die Homoostase innerhalb des
Gelenkes nehmen (Roach et al., 2007). Die Synovia dient als Gleitmittel, damit eine
reibungsarme Artikulation der jeweiligen Knochen ermdéglicht werden kann und verteilt
weiterhin gleichméaRig die im Gelenk wirkenden Stol3- und Druckkrafte (Aumdiller et al.,
2014; Kosinska et al.,, 2015). Durch Diffusion von den BlutgefaBen in die
Synovialflussigkeit konnen Nahrstoffe zum Knorpel gelangen. Viele Molekile aus dem
Inneren des Gelenks gelangen tber die vielen Lymphbahnen ins vendse Blut. Aber auch
eine Diffusion von Molekilen und Knorpelspaltprodukten tber die Synovialflissigkeit
direkt ins vendse Blut ist moglich (Thonar et al., 1993). Die Arbeitsgruppe um Shi et al.
konnte zeigen, dass es zur Vermehrung der Lymphkapillaren in Mausekniegelenken im
Frihstadium einer OA kommt. Im weiteren Verlauf konnte die gleiche Arbeitsgruppe
nachweisen, dass in fortgeschrittenen OA-Stadien die Anzahl der groRen Lymphgefal3e
abnimmt. Insgesamt war die Lymph-Clearance aber in beiden Fallen reduziert (Shi et
al., 2014). Inwiefern die Veranderungen der Lymphgefalie und der Clearance einen

Einfluss auf die Pathogenese der OA hat, ist bisher noch nicht bekannt.

1.3 Aufbau und Zusammensetzung des Gelenkknorpels

Es gibt vier verschiedene Arten des Knorpelgewebes, die sich hauptsachlich durch die

Zusammensetzung der extrazellularen Matrix unterscheiden. Der Gelenkknorpel besteht
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1 Einleitung

aus hyalinem Knorpel, daneben gibt es noch fetalen, elastischen und Faserknorpel. Hier

soll weiter nur auf den hyalinen Gelenkknorpel eingegangen werden.

Die volle Funktionalitat des hyalinen Gelenkknorpels beruht auf dessen besonderer
molekularer Struktur. So sind seine Druckelastizitdét sowie seine glatte Oberflache
notwendig, um eine reibungsarme Bewegung der beteiligten Gelenkflachen
gegeneinander zu ermdoglichen. Der Gelenkknorpel besteht zum einen aus
Chondrozyten und zum anderen aus der extrazellularen Knorpelmatrix. Die
extrazellulare Matrix kann unterteilt werden in die extrazellularen Kollagene und die
amorphen extrazellularen nicht-kollagenen Proteine wie Proteoglykane, Glykoproteine
und Glykosaminoglykane. Die Integritdt der extrazellularen Matrix dient der

Aufrechterhaltung einer normalen, reibungsarmen Knorpelfunktion.

Der hyaline Gelenkknorpel kann in vier Zonen eingeteilt werden: Die Tangentialzone, die
Intermediarzone (Ubergangszone), die Radiarzone und die knochennahe, verkalkte
Mineralisationszone (Aumdller et al., 2007). Die Tidemark oder Grenzlinie, ist eine
Grenzlamelle, die die nicht mineralisierte Radiarzone von der mineralisierten

Knorpelmatrix trennt. Durch die Grenzlinie ziehen die Kollagenfasern senkrecht.

Kollagenfasern _|- Tangentialfaserzone

}— Ubergangszone
Extrazellular- o

matrix
— Radidrzone
Grenzlinie N j
(tide mark) |
Chondrozyten _. @/@
% ' W [ AN | Mineralisationszone

mineralisierte —%
Knorpelmatrix

Abbildung 2: Aufbau des Gelenkknorpels (modifiziert nach Aumidiller et al., 2014)

1.3.1 Die Chondrozyten
Die Chondrozyten sind die einzigen zellularen Bestandteile des Knorpels und machen
ungeféhr 0,4-2 % des Knorpelvolumens aus. Sie liegen, infolge einer fortlaufenden

Synthese der extrazellularen Matrix, also eines interstitiellen Wachstums einzeln oder in
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kleinen Gruppen im Knorpelgewebe vor. Die isogenen Zellgruppen werden von einer
territorialen Matrix, dem sogenannten Knorpelhof und der Knorpelkapsel umgeben und
werden dann als Chondrome bezeichnet. Adulter Knorpel ist nicht innerviert und enthalt
keine BlutgefalBe. Die Ern&hrung der Chondrozyten erfolgt ausschliel3lich Uber
Néahrstoffe, die mittels Diffusion von der Synovia oder vom Perichondrium zu den
Chondrozyten gelangen (Welsch et al., 2006). Die Energiegewinnung der Chondrozyten
erfolgt Uber die anaerobe Glykolyse. Die Aufgabe der Chondrozyten besteht in der
Synthese und dem Abbau der extrazellularen Matrix. Die Chondrozyten passen,
stimuliert durch bestimmte Mechanorezeptoren in der Chondrozytenmembran, ihren
Stoffwechsel an die jeweilige aktuelle Gelenkbelastung an (Urban, 1994). Des Weiteren
werden die Stoffwechselvorgange der Chondrozyten durch eine Reihe an Zytokinen und
Wachstumsfaktoren (z.B. Interleukin-1, Insulin-like-growth-factor-1, u.a.) beeinflusst. Die
schlechte Blutversorgung und der daraus resultierenden Nahrstoffmangel beeintrachtigt

die Regenerationskapazitat des Knorpels.

1.3.2 Die extrazellulare Knorpelmatrix

Die Knorpelmatrix besteht aus 60-80 % Wasser und zu 10-30 % aus Kollagenen: Der
Haupttyp ist Kollagen Typ Il. Es finden sich in geringen Mengen aber auch noch
Kollagene des Typs V, VI, IX, X und XI. Weitere Bestandteile der extrazelluldaren Matrix
wie die Proteoglykane, z. B. Aggrekan, Hyaluronsaure, Glykosaminoglykanen und
Glykoproteinen machen 5-10% des Knorpels aus (Sledge et al., 2001).

1.3.2.1 Die extrazellularen Kollagene

Die extrazellulare Matrix des hyalinen Knorpels enthélt Fibrillen des Kollagens Typ II.
Die Kollagenfasern zeichnen sich durch ihre besondere Zugfestigkeit aus. Es gibt ca. 28
verschiedene Kollagene, die sich durch einen unterschiedlichen molekularen Aufbau
unterscheiden (Ricard-Blum, 2011). Grundsatzlich bestehen alle Kollagene aus
Kollagenmolekiilen, die sich wiederum aus einer Triplehelix aus drei a-Polypeptidketten
mit einer bestimmten Aminoséuren-Abfolge zusammensetzen. Haufige Aminoséuren
sind hierbei Glycin, Prolin und Hydroxyprolin, wobei Hydroxyprolin nur bei Kollagen Typ
I vorkommt (Welsch et al, 2006). Die Triplehelix wird durch
Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehalten. Die Kollagenmolekile lagern sich
extrazellular zu Fibrillen zusammen. Durch die Quervernetzung durch Glykoproteine und
Wasserstoffbriicken bildet sich die einzigartige Struktur des hyalinen Gelenkknorpels.
Bei der Synthese von Kollagen Typ Il kommt es zu einer proteolytischen Spaltung von
Prokollagen Typ Il. Prokollagen Typ Il besteht aus einem Aminopeptid-Ende und einem
Carboxylpeptid-Ende. Extrazellulare Proteinasen spalten bei der Herstellung der

Kollagenfibrillen diese Enden ab und es kommt zur Freisetzung zum Beispiel des N-
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terminalen Propeptids des Typ Il Prokollagens (PIIANP). Weitere Kollagene, die im
Knorpelgewebe vorkommen sind die Typen 1lI, V, VI, IX, XI. Kollagen Typ X kommt nur
in der knochennahen Mineralisationszone vor (Sledge et al., 2001) und weist auf

hypertrophe Chondrozyten hin.

1.3.2.2 Hyaluronsaure, Proteoglykane und nicht-kollagene Proteine

Die extrazellulare Matrix besteht weiterhin aus Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen
und Glykoproteinen bzw. nicht-kollagenen Proteinen.

Wichtige Glykosaminoglykane im Knorpel sind die aus mehreren Disacchardiketten
aufgebaute Hyaluronséure (Hyaluronat), Chondoitinsulfat und Keratansulfat. Sie sind
mafdgeblich an der Gleitfunktion und der sto3dampfenden Wirkung des Knorpels
beteiligt. Dabei binden die negativ geladenen Glykosaminoglykane Kationen; es kommt
zu einem osmotischen Gradienten und zur vermehrten Wasseraufnahme in den Knorpel.
Die Proteoglykane bestehen aus einem zentralen Kernprotein (6-20%) und den daran
gebundenen sulfatierten Glykosaminoglykanen (80-94%; Lohmander et al., 1988). Dabei
ist Aggrekan das im Knorpel am haufigsten vorkommende Proteoglykan. Durch
Bindungsproteine binden Proteoglykan-Monomere an Hyaluronséure und bilden damit
groBe Aggregate, die sogenannten Aggrekane. Die Gykosaminoglykane der
Proteoglykan-Monomere bestehen dabei aus repetitiven Disacchariden. Proteoglykane
dienen somit als Stltzgertst der extrazellularen Matrix und beglnstigen die
Wasseraufnahme in den Knorpel (Aumdiller et al., 2014). Dabei fiihrt Aggrekan aufgrund
seiner starken negativen Ladung zu einer hohen Wasserbindungskapazitat. Des
Weiteren kdnnen Proteoglykane extrazellulare Proteinasen durch deren Bindung
inaktivieren und helfen bei der Verknipfung der Kollagenfasern mit den Chondrozyten
(Poole et al., 1968).

Die nicht-kollagenen Proteine und Glykoproteine des Knorpels wie z.B. Fibronektin
dienen als Verbindung zwischen den Matrixbestandteilen untereinander und mit den
Chondrozyten (Di Cesare et al., 2002). Des Weiteren stimulieren Fibronektinfragmente
katabole Enzyme wie Kollagenasen und Gelatinasen (Xie et al., 1993). Ein weiteres
Glykoprotein des Knorpels ist das Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP). COMP
kann mit verschiedenen Molekllen der Matrix wie z.B. auch mit den Kollagenen I, 1l und
IX aber auch Fibronektin und Aggrekan Bindungen eingehen und tragt somit maf3geblich
zur Stabilisierung und Organisation der extrazellularen Matrix bei (Dickinson et al., 2003;
Di Cesare et al., 2002). Auch scheint COMP als Katalysator fur die Kollagenfibrillen-
Zusammensetzung von Kollagen Typ | und Typ Il zu fungieren, in dem COMP die
einzelnen Kollagenmolekiile durch Bindungen ndher zusammenbringt und somit die

Formation der Fibrillen erleichtert (Haldsz et al., 2007). Durch das perfekte
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Zusammenspiel der Einzelbestandteile des Knorpels bekommt dieser seine einzigartige

Struktur und Funktion.

1.4 Fingerpolyarthrose

1.4.1 Epidemiologie

Die Arthrose (engl. Osteoarthritis, OA) ist die haufigste chronisch-degenerative
Gelenkerkrankung der heutigen Gesellschaft mit schatzungsweise 5 Millionen
Betroffenen allein in Deutschland. Die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter, wobei es
haufig im Alter von 50-60 Jahren zum vermehrten Auftreten von Neuerkrankungen
kommt. Frauen sind haufiger von einer Arthrose, speziell der Fingerpolyarthrose
betroffen als Manner (Dahaghin et al., 2005). Verschiedene epidemiologische Studien
zeigen unterschiedliche Angaben der Pravalenz fur die Fingerpolyarthrose. So fand die
Arbeitsgruppe um Niu eine Pravalenz fir eine radiologisch nachweisbare
Fingerpolyarthrose bei Frauen von 33% und bei M&nnern von 22% (Niu et al., 2003).
Eine weitere Studie beschreibt eine Pravalenz einer radiologisch nachweisbaren
Fingerpolyarthrose, definiert als ein Kellgren-Lawrence-Score = 2 pro Gelenk (siehe
Kapitel 3.2.8.1) bei gleichzeitigem Vorliegen einer klinisch symptomatischen
Fingerpolyarthrose bei Frauen mit 26% und bei Mannern mit 13% (Zhang et al., 2002).
Die Arbeitsgruppe um van Saase konnte bereits 1989 zeigen, dass die Pravalenz der
OA bei Frauen im Bereich der DIP-Gelenke im Alter von 60 Jahren bei 68% lag, wobei
diese bei gleichaltrigen Manner nur bei 48% bestand (Van Saase et al., 1989). Insgesamt
wird die Inzidenz der Fingerpolyarthrose mit 100/100.000 pro Jahr angegeben (Oliveria
et al., 1995). Die Forschungsaktivitat der letzten Jahre zielte vor allem auf die grof3en
Gelenke wie Knie und Hufte ab, weswegen das Wissen um die Fingerpolyarthrose
begrenzt ist und sich vornehmlich aus der Erkrankung gré3erer Gelenke wie Knie und

Hufte herleitet.

1.4.2 Pathogenese und Risikofaktoren der Fingerpolyarthrose

Die exakte Pathogenese der Erkrankung ist zurzeit noch unbekannt. Bekannt ist, dass
es durch das Einwirken verschiedener Faktoren wie z. B. Interleukin-1, der
Tumornekrosefaktor-a und andere, zur Stérung der Knorpelhomdostase kommt. Im
weiteren Verlauf wird das sensible Gleichgewicht zwischen Knorpelsynthese und Abbau
gestort. Der Knorpel verliert die Elastizitat und die Integritat der extrazellularen Matrix.
Es kommt zu einer irreversiblen Degradation der extrazellularen Matrix und zum
Funktionsverlust der Chondrozyten. Dies wird beginstigt durch die vermehrte

Ausschittung verschiedener Kkataboler Zytokine wie Interleukin-1 und der
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Tumornekrosefaktor-a zu Lasten der anabolen Wachstumsfaktoren, z.B. Insulin-like-
growth-factor-1. Schon in friihen OA-Stadien kommt es zur einer Synovitis (Benito et al.,
2005) verbunden mit einer Hypertrophie der Synovialmembran und einer daraus
resultierenden Gelenkschwellung.

In fortgeschrittenen Stadien der OA kommt es zu einer zunehmenden Mitreaktion des
subchondralen Knochens mit Ausbildung von Osteophyten, Zysten und einer
Sklerosierung des subchondralen Knochens. Die Bildung von Osteophyten stellen den
Versuch dar, die im Gelenk herrschenden mechanischen Driicke auf eine groRRere
Gelenkflache zur verteilen, um somit dem destruktiven Prozess entgegen zu wirken.
Letztendlich erweisen sich die Reparaturversuche der Chondrozyten und des gesamten
Gelenkes als insuffizient. Das klinische Vollbild der OA (siehe unten) wird durch den

progressiven Knorpelverlust und der daraus resultierenden Gelenkzerstdrung erreicht.

Eine Vielzanl an exogenen, mechanischen (z. B. Ubergewicht, nach
Gelenkverletzungen, usw.) und endogenen (hormonelle, genetische, usw.)
Risikofaktoren der OA sind bekannt. Aufgrund des langsamen Voranschreitens in den
meisten Erkrankungsfallen und die Heterogenitat des Patientenguts, ist die Studienlage
in Bezug auf Risikofaktoren der Handarthrose diinn. Es gibt einige Studien (z. B. Hart et
al., 2000; Yusuf et al., 2010, Grotle et al., 2008), die speziell die Risikofaktoren fiir eine
Hand- bzw. Fingerpolyarthrose, sowie Risikofaktoren fur das Voranschreiten der
Erkrankung untersuchen (Kwork et al., 2013, Botha-Scheers et al., 2009). So ist einer
der Risikofaktoren fur das vermehrte Auftreten der Erkrankung das Alter (Kalichman et
al., 2004, Caspi et al., 2001, Lawrence, 1977), da sich im Alter die Stoffwechselrate der
Chondrozyten deutlich verringert und sich somit deren Regerationsfahigkeit maf3geblich
vermindert (Martin et al., 2002). Allerdings gibt es nur eine Studie, die eine Korrelation
fir die Krankheitsprogression mit dem Patientenalter aufzeigt. Dies wurde gemessen
durch eine weitere Verminderung des Gelenkspaltes und gréRere Osteophyten (Kallman
et al., 1990).

Ein weiterer Faktor, der die Entstehung von OA (Anderson et al., 1988; Spector et al.,
1994; Hochberg et al., 1995; Felson et al., 1997) begiinstigt, ist die Adipositas. In Bezug
auf den Zusammenhang der Fingerpolyarthrose und der Adipositas sind die Angaben in
der Literatur sehr unterschiedlich. So berichtet eine Studie, dass es zwar einen
Zusammenhang von BMI und Hand-OA bei Mannern gibt, aber es konnte keine
Korrelation zwischen BMI und Hand-OA bei Frauen gefunden werden (Davis et al.,
1990). Weitere Studien konnten allerdings eine Korrelation zwischen BMI und dem Grad

der Hand-OA bei Frauen aufzeigen (Sowers et al., 1991; Ding et al., 2008). Insgesamt
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deuten die Studienergebnisse darauf hin, dass ein BMI von uber 30 kg/m? als
Risikofaktor zu werten ist (Dahaghin et al., 2007; Ding, 2008; Szoeke et al., 2006, Visser
et al., 2014).

Des Weiteren spielen auch hormonelle Faktoren und das Geschlecht eine Rolle bei der
Entwicklung einer OA. So liegt die Préavalenz, eine Fingerpolyarthrose zur entwickeln,
bei 38% der Uber 66-jahrigen Frauen, wobei nur 25% der gleichaltrigen Mannern
betroffen sind (Hart et al., 1994). Eine weitere Studie konnte zeigten, dass die Préavalenz
fur eine DIP-OA bei 60 jahrigen Frauen bei 68% und bei den gleichaltrigen Méannern bei
48% liegt (van Saase et al., 1989). Die Arbeitsgruppe um Botha-Scheepers konnte
zeigten, dass weibliche Patienten ein erhthtes Risiko fir ein nativradiologisches
Voranschreiten der Fingerpolyarthrose haben (Botha-Scheepers et al., 2009). Auch
konnte nachgewiesen werden, dass Frauen im Verlauf von vier Jahren vermehrt Gber
eine subjektive Verschlechterung der Symptome, gemessen mit dem AUSCAN
(Australian/ Canadian Hand Osteoarthritis Index), berichten (Verschlechterung um 51%
gegenuber 42% fir die rechte und eine Verschlechterung um 46% gegeniiber 34% fur
die linke Hand) als Mé@nner (Allen et al., 2006). Es wird davon ausgegangen, dass die
Menopause und damit verbundene wechselnde Ostrogenspiegel maRgeblich an diesem
Unterschied beteiligt sind (Spector et al., 1989). Auch wurde gezeigt, dass die
Durchfuihrung einer Ostrogenersatztherapie in der Perimenopause einen protektiven
Effekt auf die Entstehung generell einer OA hat (Oliveria et al., 1996; Spector et al.,
1997; Seo et al., 2012). So konnte die Arbeitsgruppe um Seo et al. zeigen, dass Frauen,
die mit Ostrogenen in der Postmenopause therapiert wurden, eine deutliche
Verminderung des COMP-Spiegels (siehe Kapitel 1.5.2.1) aufwiesen (Seo et al., 2012).
Allerdings ist der Effekt des Ostrogens auf die Pathogenese der Arthrose noch nicht

hinreichend geklart.

Die genetische Pradisposition spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Entstehung einer
OA. So konnte die Arbeitsgruppe um Kellgren schon 1963 zeigen, dass OA zwei Mal so
haufig in der nachsten Generation vorkommt als bei zufallig ausgewahlten gesunden
Probanden der Kontrollgruppe (Kellgren et al., 1963). Mittlerweile konnten ein Reihe von
Genen und Genmutationen, die Proteine der extrazellularen Matrix, andere Proteine und
Zytokine kodieren sowie weitere Faktoren identifiziert werden, die in Zusammenhang mit
der Pathogenese der OA stehen (Reginato et al., 2002; Dabovic et al., 2002; Vades et
al., 2008; Vaes et al., 2009; Hamalainen et al., 2014). So gibt es Einzel-Nukleotid-
Polymorphismen (Asporin = ASPN, Einzel-Nukleotid-Polymorphismus: rs13301537), die

vor allem bei der Chondrogenese und der Chondrozytenproliferation eine Rolle spielen
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und die in deutlichem Zusammenhang mit dem radiologischen Voranschreiten der
Fingerpolyarthrose stehen (Bijsterbosch et al., 2013). Die Arbeitsgruppe um Hamalainen
et al. konnte ebenfalls zeigen, dass Gen-Polymorphismen in verschiedenen Genloci
(A2BP1, TGFB1) einen Einfluss auf die genetische Préadisposition im Rahmen der
Erkrankung der Fingerpolyarthrose haben (Hamaélainen et al.,, 2014a). Die gleiche
Arbeitsgruppe konnte auch eine Assoziation der Fingerpolyarthrose mit TNFa
Polymorphismen (Genotypen: "-1031" und "-863") nachweisen (Hamaélainen et al.,
2014b).

Auch bestimmte repetitive Bewegungen (Ritteln, Sieben oder dhnliches) oder die Arbeit
mit vibrierenden Werkzeugen bewirkt ein vermehrtes Auftreten von OA auch im Bereich
der Hande (Bernard et al., 2010; Hammer et al., 2014).

Ein weiterer Faktor ist die sekundare oder posttraumatische Arthrose z. B. nach einer
Fraktur im Bereich des Gelenks oder einer anderen Verletzung des Gelenkes z. B.

Meniskusschaden, diskoligamentare Verletzungen oder Ahnliches.

1.4.3 Erscheinungsbild, Diagnose und Therapie der Fingerpolyarthrose
1.43.1 Klinisches Erscheinungsbild

Abbildung 3: Abbildung einer arthrotisch verénderten rechten Hand einer OA-Patientin. Am DIP-
Gelenk des Zeigefingers kann man die typischen Heberden-Knoten sehen. Die anderen Gelenke
sind zum teil deutlich geschwollen. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr. med. U.
KéaRer.

Die Hauptsymptome der OA sind Schmerzen, Steifigkeit und Bewegungseinschrankung
durch Schwellung und strukturelle Gelenkschadigung der betroffenen Gelenke. Im
Rahmen der Fingerpolyarthose kénnen die Patienten wichtige Alltagsfunktionen der
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Hande weniger nutzen oder nur unter starken Schmerzen. Dazu gehéren z. B. das
Offnen von Glasern, das Zuknopfen von Blusen oder Hemden oder auch einfache
Tatigkeiten wie das Greifen eines Schlissels. Die Schmerzen treten haufig wahrend und
nach schwerer Gelenkbelastung auf. Die Gelenksteifigkeit tritt vor allem morgens nach
dem Erwachen oder auch nach einer langen Phase der Ruhe auf. Die Symptomatik
bessert sich im Tagesverlauf, haufig bereits nach 60 Minuten.

1.4.3.2 Diagnose

Die Diagnose einer Fingerpolyarthrose wird aufgrund der Symptome eines Patienten
sowie mittels bildgebender Untersuchungen wie Rontgen,
Magnetresonanztomographie, Ultraschall oder Computertomographie gestellt. Wichtig
ist die klinische Untersuchung durch einen erfahrenen Arzt. Als Richtlinie zur Diagnostik
der Fingerpolyarthrose dienen die Kriterien des American College of Rheumatology
(ACR; Altmann et al., 1990; siehe Kapitel 3.2.1). Insgesamt wird in der klinischen Praxis
die Diagnose hauptsachlich durch charakteristische Symptome, wie Schmerzen,
Steifigkeit und Bewegungseinschrankung des Gelenks gestellt, trotz eingeschrankter
Sensitivitat und Spezifitat.

Additive bildgebende Verfahren wie nativradiologische Rontgenbilder, Ultraschall oder
die Magnetresonanztomographie kénnen die Krankheit meist nur in fortgeschrittenen
Stadien mit meist ausgepragten strukturellen Gelenkschadigungen diagnostizieren.
Dabei stellen nativradiologische Roéntgenbilder immer noch den Goldstandard zur
Diagnose und Verlaufsevaluation einer OA dar. Die radiologischen Kennzeichen einer
OA, wie z. B. Osteophyten, Gelenkspaltverschmalerung, Sklerosierung des
subchondralen Knochens (siehe auch Kapitel 3.2.8) sind in sehr friihen Stadien der
Erkrankung bildgebend noch  nicht  nachweisbar. Die radiologischen
Gelenkveranderungen stehen in keiner Korrelation mit den Beschwerden des Patienten.
Auch zeigen viele Patienten radiologische Zeichen einer OA ohne dass diese Klinische
Symptome aufzeigen. Es dauert ungefahr 1-2 Jahre bis es zu einer Veranderung der
radiologischen Scores kommt (Vignon et al., 2005). Mittels Ultraschall und der
Magnetresonanztomographie kann der aktuelle Grad der Entzindung anhand der
Gelenkschwellung evaluiert werden (Haugen, 2014). Diese Untersuchungen werden

zurzeit meistens nur additiv oder bei speziellen Fragestellungen angewendet.

Es gibt fir die Fingerpolyarthrose keine etablierten diagnostischen Bluttests oder andere
standardisierten Verfahren zur Frihdiagnose. So kénnen mittels Nachweis von
Rheumafaktoren oder Antikorper gegen das citrullinierte Peptid eine rheumatoide

Arthritis oder eine andere Erkrankung diagnostiziert bzw. ausgeschlossen werden, aber
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ein klinisch etablierter Bluttest zur Frihdiagnose einer Fingerpolyarthrose fehlt. Erhdhte
Serumspiegel des C-reaktiven Proteins (CRP) kénnen dem behandelnden Arzt eine
Auskunft tber den aktuellen inflammatorischen Stand der Erkrankung geben. Allerdings
finden sich erhohte CRP-Werte auch bei anderen Erkrankungen mit entziindlichem
Charakter.

Serummarker oder Biomarker sind biologische Metabolite, die in einem tierischen oder
menschlichen Gewebe oder in einer Flussigkeit (z. B. Blut, Gelenkflissigkeit, Liquor,
etc.) quantifiziert werden kénnen und fir bestimmte pathologische Prozesse im Kdrper
charakteristisch sind. Es gibt Tumormarker, die bei erhéhten Konzentrationen im Blut auf
eine Tumorerkrankung hinweisen kénnen, z. B. a-Fetoprotein (AFP) oder auch Marker,
die fur eine Schwangerschaft (B-humanes Choriongonadotropin = BhCG)
charakteristisch sind. Fur die OA generell sind bisher noch keine Biomarker fir die
Friherkennung oder die Kontrolle des Therapieerfolges klinisch etabliert. Bei Hiift- oder
Gonarthrosen konnten allerdings bereits einige vielversprechende
Knorpelstoffwechselmetabolite, z.B. COMP, YKL-40 (siehe unten) identifiziert werden,

deren Eignung als Biomarker noch intensiv untersucht wird.

Fur die Hand- und Fingergelenke gibt es nur wenige Berichte Giber mdgliche Biomarker
(siehe Kapitel 1.5 ff). Dies liegt zum einen daran, dass sich die weltweite Forschung im
Wesentlichen auf die groRen Gelenke wie Huft- und Kniegelenke konzentriert. Des
Weiteren ergeben sich Schwierigkeiten in Bezug auf die Messbarkeit der Marker, speziell
aus den kleinen Gelenken. Auch werden die Marker nicht isoliert aus den Hand- und
Fingergelenken freigesetzt, sondern z.B. auch aus der Wirbelsaule oder anderen
Gelenken im menschlichen Koérper. Daraus kann ein ,Hintergrundrauschen® der Marker
im Blut resultieren. Ein isolierter Nachweis der moglichen Biomarker fir die

Fingerpolyarthrose aus den kleinen Fingergelenken wird somit erschwert.

1.4.3.3 Therapieoptionen

Insgesamt gibt es nur wenige Therapieempfehlungen in den aktuellen Leitlinien, die sich
exakt auf die Therapie der Fingerpolyarthrose beziehen (American College of
Rheumatology, ACR: Hochberg et al., 2012; European League Against Rheumatism,
EULAR: Zhang et al., 2007). Haufig werden eher Therapieempfehlungen fur die groRen
Gelenke diskutiert (Osteoarthritis Research Society International, OARSI: McAlindon et
al., 2014). Die aktuell zur Verfugung stehenden Therapieoptionen der
Fingerpolyarthrose, gemafl den oben genannten Leitlinien kdnnen in drei grofRen
Gruppen zusammengefasst werden: Pharmakologisch, chirurgisch und nicht-

pharmakologisch.
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Als bekannteste Pharmaka gelten die nicht steroidalen Antirheumatika/ Antiphlogistika
(NSAR, NSAID), wie z.B. Ibuprofen oder die selektiven Cyclooxigenase-2-Hemmer
(COX-2). Sie sollten nach Maglichkeit in der niedrigsten Dosis und nur fir eine kurze Zeit
gegeben werden (Zhang et al., 2007 und Zhang et al., 2008). Bei Patienten mit einem
erhohten kardiovaskularen Risiko sind die Cox-2-Inhibitoren kontraindiziert. Des
Weiteren sollten bei Patienten mit einem erhdhten gastrointestinalen Risiko die NSAIDs
nur in Verbindung mit einem Protonenpumpeninhibitor, wie z.B. Pantoprazol verabreicht
werden.

Die Applikation von lokalen NSAIDs oder Capsaicin (Hochberg et al., 2012) entfaltet eine
gute Wirkung bei der Fingerpolyarthrose. So konnten einige Studien zur
Fingerpolyarthrose die Uberlegenheit von topisch applizierten NSAIDs in Bezug auf das
Nebenwirkungsprofil gegeniiber oralen NSAIDs bei gleicher Wirkung nachweisen
(Laslett et al., 2014; Lin et al., 2004; Moore et al.,, 1998). In der Therapie der
Fingerpolyarthrose sollte bei nur wenig befallenen Gelenken und milder Symptomatik

eine lokale Therapie bevorzugt werden (Zhang et al., 2007 und Hochberg et al., 2012).

Paracetamol zeigt eine geringere Wirkung in der Therapie der OA als NSAIDs. Studien
zur Fingerpolyarthrose fehlen. Opioide, z. B. Tramadol oder starkere wie z. B. Fentanyl
oder Oxycodon werden aufgrund der starken Nebenwirkungen nur gelegentlich z. B.
perioperativ verschrieben und meist auch nur in Bezug auf die grof3en Gelenke und nicht
bei der Fingerpolyarthrose (Avouac et al., 2007). Studien zur Therapie mit Opioiden bei
Fingerpolyarthrose fehlen.

Des Weiteren stehen noch die symptomatic slow-acting drugs for osteoarthritis
(SYSADOAS) wie z.B. Glukosamin, Hyaluronsaure und Chondroitinsulfat zur Verfigung.
In diesem Bereich gibt es nur wenige Studien in Bezug auf die symptomlindernde
Wirksamkeit bei Fingerpolyarthrose. Gerne werden die Ergebnisse aus den Studien zur
Knie- und Huftgelenksarthrose auf die Fingerpolyarthrose Ubertragen. Insgesamt zeigt
sich nur ein minimaler positiver Effekt der SYSADOAs auf die Symptome. Effekte auf die
Funktion oder einen Einfluss auf die Krankheitsprogression konnten bisher nicht sicher
nachgewiesen werden (Towheed et al., 2006; McAlindon et al., 2014; Steinmeyer und
Konttinen, 2006).

Eine lokale Anwendung der SYSADOAs findet fast ausschlieBlich im Bereich des
Daumensattelgelenks statt. Zur lokalen Injektion von Hyaluronsédure und
Glukokortikoiden bei Fingerpolyarthrose gibt es nur wenige Studien mit sehr kleinen
Fallzahlen. So konnte bei der Ilokalen Injektion von Hyaluronsaure eine

Schmerzreduktion von 2.18 Punkten auf der visuellen Analogskala (VAS 0 - 10, siehe
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Kapitel 3.2.9.3) festgestellt werden (Schumacher et al., 2004). Die intraartikulare
Applikation von Kortikoiden zeigte im Vergleich mit Placebo keinen positiven Effekt bei
einer OA des CMC1 (Meenagh et al., 2004; Joshi, 2005). Die Arbeitsgruppe um Frizziero
konnte eine Schmerzreduktion bei der lokalen Injektion von Hyaluronséaure im Bereich
des Daumensattelgelenks nachweisen, allerdings nur bei Patienten mit einer
Unvertraglichkeit gegeniiber NSAIDs (Frizziero et al., 2014). Die aktuellen Leitlinien
geben daher keine Empfehlung fir eine lokale Therapie mit SYSADOAs (McAlindon et
al., 2014, Hochberg et al., 2012).

Die chirurgischen Optionen beziehen sich meistens auf das Daumensattelgelenk. Zur
Verfugung stehen die Arthrodese, die Osteotomie, die Interpositionsarthroplastik und
weitere. Die verschiedenen Verfahren finden nur Anwendung in weit fortgeschrittenen
Stadien der Fingerpolyarthrose, die auf eine konservative Therapie ungeniigend

ansprechen.

Als nicht-pharmakologische TherapiemalRnahmen im Bereich der Fingerpolyarthrose
gibt es physiotherapeutische Anwendungen, physikalische Therapien (z. B. Warme oder
Ultraschall) und die Akkupunktur. Eine breite klinische Anwendung finden Schienen und
angepassten Orthesen. Es gibt nur wenige Studien mit kleinen Fallzahlen, die die
verschiedenen Orthesen untereinander vergleichen (Weiss et al., 2004; Buurke et al.,
1999). Allerdings fehlen hier unabhangige kontrollierte Studien zu deren Effektivitat.

Insgesamt gilt fur die Therapie von Fingerpolyarthrosen ein multimodales Konzept,
kombiniert aus pharmakologischen Therapien, nicht pharmakologischen Therapien und
der Chirurgie. Als Zielsetzung der Therapien zahlen vor allem die Symptomlinderung,
die Verlangsamung der Krankheitsprogression und die Verbesserung der Mobilitat der
Gelenke. Die Therapie sollte fiir jeden Patienten individuell in Zusammenschau der
personlichen Risikofaktoren, des Krankheitsstadiums, der Symptomschwere und der
relevanten Nebenerkrankungen ausgewahlt werden. Zurzeit gibt es keine Therapien, die
die Entstehung der Krankheit und die Progression stoppen kénnen (Oliviero et al., 2010,
Hackenbroch et al., 2007, Steinmeyer und Konttinen, 2006).

1.5 Biomarker der Fingerpolyarthrose

1.5.1 Anforderungen an Biomarker
Biomarker sollten einige wichtige Kriterien erfullen, um als solche berhaupt dienen zu

kénnen. So sollten die Messungen solcher Marker in Korperflissigkeiten einfach und
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schnell sein. Eine aufwendige oder schwierige Probengewinnung sowie eine aufwendige
Laborbestimmung stellen ein Hindernis in der klinischen Praxis dar. Des Weiteren sollten
die Einflisse auf die Biomarker-Level hinreichend erforscht sein, um eine Interpretation
der Werte zu erméglichen und bestimmte Storeinflisse oder Messfehler zu vermeiden.
Auch sollten nach Moglichkeit Grenzwerte, beziehungsweise Schwellenwerte fir die
Marker bekannt sein, um die aktuellen Werte besser interpretieren (normwertig versus
pathologisch) zu kénnen. Wichtig ist auch die Kenntnis Uber die Physiologie eines
bestimmten Biomarkers und wie spezifisch der Marker flir einen bestimmten
Stoffwechselzustand des Korpers ist. Als Beispiel fir einen sehr unspezifischen Marker,
allerdings ein Marker mit einer sehr breiten klinischen Anwendung, wére hier das C-
reaktive Protein zu nennen. Das CRP wird im Rahmen einer Infektionsdiagnostik
bestimmt und kann Hinweise auf eine Infektion, Entzindung oder Gewebeschadigung
liefern. Allerdings ist das CRP nicht spezifisch fur bestimmte Erkrankungen und kann
somit auch postoperativ erhdht sein. Daher wére es von Vorteil Biomarker zu finden, die
zum einen spezifisch fur eine Erkrankung sind, zum anderen aber auch die Schwere
einer Erkrankung aufzeigen konnen. Auch Marker, die zur Verlaufs- und Erfolgskontrolle
bei Pharmakotherapie oder anderen Therapieinterventionen dienen kdnnen, wéaren
vielversprechend.

Zuletzt sollte die Bestimmung der Biomarker nach Mdglichkeit durch eine kostenglinstige
Analysemethode erfolgen, um den wachsenden ©Okonomischen Anspriichen im
klinischen Alltag gerecht zu werden. Nur selten sind alle Anspriiche an Biomarker
erflllbar. Viele Biomarker im Bereich der OA-Forschung befinden sich noch in den
Anfangen der Grundlagenforschung und viele Stoffwechselwege sind noch nicht
hinreichend bekannt, um den Nutzen der einzelnen Marker fir die Gesamterkrankung

abschatzen zu konnen.

1.5.2 Einteilung der Biomarker

Es gibt nur wenige Biomarker, bei denen zum aktuellen Stand der Forschung die genaue
Kenntnis der Gelenkphysiologie bzw. der Pathophysiologie der OA vorliegt. Noch
weniger Biomarker gibt es, die zur Prognose, zur Diagnose oder sogar zur Friihdiagnose
einer OA beitragen kdnnen. Eine wichtige Rolle im Bereich der Biomarkerforschung der
OA spielen Kollagensynthese- oder Kollagenabbauprodukte, wie N- oder C-Propeptide
des Kollagen Typ Il, Aggrekan oder auch bestimmte Matrixmetalloproteinasen. Auch
Stoffwechselparameter aus den gelenknahen Knochen z. B. C-terminales Propeptid des
Kollagen Typ | (CTXI) und Desoxypyridinolin-Crosslinks (DPD) oder des umgebenen
Synovialgewebes, z. B. N-terminales-Propeptid des Typ Il Prokollagens, kdnnen zur

Analyse der Stoffwechselvorgéange beim Arthroseprozess beitragen.
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Wie oben bereits erwéhnt, konzentriert sich die Grundlagenforschung vermehrt auf die
groRen Gelenke des menschlichen Korpers. So wurden zunachst die seit langerem
bekannten Marker wie COMP oder das Spaltprodukt des C-terminalen Telopeptids des
Typ Il Kollagens (CTX II) im Bereich Fingerpolyarthrose untersucht.

Resultate aus der Forschung der groRen Gelenke werden gerne auf die kleinen Gelenke
Ubertragen, ohne dass dies genau evaluiert wurde. Um die in der OA-Forschung
untersuchten Marker besser zu klassifizieren, entwarf die Arbeitsgruppe um Bauer et al.
die BIPED- Klassifikation (Bauer et al., 2006). Dabei werden die Biomarker der Arthrose
in fUnf Kategorien eingeteilt: Marker der Erkrankungsschwere (Burden of disease), noch
zu untersuchende Marker (Investigative), Prognose-Marker (Prognostic), Marker des
Therapieerfolges (Efficacy of intervention) und Diagnose-Marker (Diagnostic). Anhand
dieser Klassifikation ist es mdglich, eine bessere Systematik in die verschiedenen
Biomarker und Biomarker-Studien zu bringen. Allerdings zeigt diese Einteilung der
Biomarker auch, dass sich die meisten Marker noch im experimentellen Stadium

befinden und eine klinische Anwendung noch nicht stattfindet (van Spil et al., 2010).

In der vorliegenden Studie werden folgende Biomarker naher untersucht. Zur besseren
Ubersicht wurden diese auf Basis der BIPED-Klassifikation (Bauer et al., 2006) durch

uns eingeteilt:

BIPED-Kriterien Biomarker
Burden of disease COMP, C1,2C, CP Il, YKL-40, CS846, sVCAM-1
Investigative NGAL, sVCAM-1, IL-15
Prognostic COMP, C1,2C, PIIANP
Efficacy of intervention COMP, C1,2C
Diagnostic COMP, C1,2C, PIIANP,CP I, YKL-40, CS846, sVCAM-
1, IL-15, NGAL

Tabelle 1: Einteilung der hier untersuchten Biomarker anhand der BIPED-Kriterien (Burden of
disease, Investigative, Prognostic, Efficacy of Intervention, Diagnostic; Bauer et al., 2006). COMP
= Cartilage oligomeric matrix protein, C1,2C = COL-2-3/4 short, PIIANP = N-terminales Propeptid
von Typ Il Prokollagen, CPII = C-terminales Propetid von Prokollagen Typ Il, CS846 = Aggreacan-
Chondroitin-Sulfat-846-Epitop, sVCAM-1 = Soluble-vascular-cell-adhesion-molecule-1, IL-15 =
Interleukin 15, NGAL = neutrophil-gelatinase-associated lipocalin und YKL-40 = cartilage
glycoprotein 39.

1521 COMP - Cartilage Oligomeric Matrix Protein

Das Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) gehdrt zu den am besten untersuchten
Biomarker der OA. Hierbei handelt es sich um ein 524 kDa grol3es extrazellulares
Glykoprotein, das zur Thrombospondinfamilie gehort (Oldberg et al., 1992). COMP ist
ein homopentameres Protein, wobei jede Untereinheit aus 755 Aminosauren besteht

(Hedbom et al., 1992). Die C-terminale globulare Domane kann Kollagen I, Il, IX und
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Fibronektin binden. COMP wird von verschiedenen Zellen im menschlichen Kérper
sezerniert, so zum Beispiel von Osteoblasten, Fibroblasten und Synoviozyten (Hedbom
etal., 1992; Di Cesare et al., 1994). Die eigentliche Funktion von COMP ist bis jetzt noch
nicht ausreichend geklart. Es wird vermutet, dass COMP eine wichtige Rolle in der
enchondralen Ossifikation und in der Stabilisierung der extrazellularen Matrix spielt
(Tseng et al., 2009). So beeinflusst COMP die Kollagenfibrillenformation von Kollagen
Typ | und Il und bindet an Aggrekan (Halasz et al., 2007).

Einige Studien haben gezeigt, dass COMP ein wichtiger Biomarker (entweder im Serum
oder in der Synovialflissigkeit) beim Knorpelabbau in Gelenken ist und somit auch bei
OA (z. B.: Petersson et al., 1997; Clark et al., 1999; Sharif et al., 2004; Sharif et al., 2006;
Lohmander et al., 1994). Erhéhte Werte kbénnen auf einen Knorpelschaden oder aber
auch auf Knorpelverlust hinweisen. So konnte gezeigt werden, dass bei erhdhtem
Knorpelabbau in Ratten vermehrt COMP im Serum nachgewiesen wurde (Larsson et al.,
2004). Frihere Studien haben gezeigt, dass die Konzentration von COMP gut mit der
Erkrankungsschwere der OA korreliert (Saxne et al., 1992). So haben Patienten mit
einem geringeren Kellgren-Lawrence-Score auch niedrigere COMP-Konzentrationen als

Patienten mit hoherem Scorewert.

Weitere physiologische Faktoren, die die Konzentration im Serum erhohen, sind ein
hoher Body-Maf3-Index (BMI), steigendes Alter (Jordan et al., 2003 und Bos et al., 2013)
und Bewegung der Gelenke (Andersson et al., 2006a). Die Arbeitsgruppe um Bos et al.,
untersuchte in einem Zeitraum von 4 Jahren in einem Studienkollektiv von 1050
Probanden, davon 329 gesunde Personen und deren jeweiligen Partnern, sowie 392
Hand-OA-Patienten, den Zusammenhang zwischen der Serum-COMP-Konzentration,
dem Alter und den nativradiologischen Aufnahmen der Hande, wobei ein Kellgren-
Lawrence-Score = 2 als OA definiert wurde. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
die Konzentration von COMP im Serum mit steigendem Alter ebenfalls anstieg,
unabhangig von den radiologischen Scores der Fingerpolyarthrose (Bos et al., 2013).
Des Weiteren unterliegen die Serum-COMP-Spiegel einem zirkadianen Rhythmus. Die
Arbeitsgruppe um Andersson et al., konnte in einer Kohorte von 10 Patienten mit einer
Gonarthrose zeigen, dass die COMP-Spiegel wahrend der Tageszeit von 9-21 Uhr
konstant blieben und zwischen vier und finf Uhr morgens einen Tiefpunkt erreichten
(Andersson et al., 2006b). Kong et al., berichten, dass die COMP-Konzentrationen im
Serum am Morgen, etwa eine Stunde nach dem Aufstehen, wieder ansteigen (Kong et
al., 2006).
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1.5.2.2 C1,2C - % Spaltprodukt von Kollagen Typ 1l (COL2- % Short)

Bei C1,2C (COL2- % Short) handelt es sich um einen Kollagenmetabolit, genauer um
ein ¥ Spaltprodukt des Kollagen Typ I, das beim Abbau von Kollagen Typ | und Typ Il
durch Matrixmetalloproteinasen (MMP-1, MMP-8 und MMP-13) entsteht. C1,2C gilt als
Marker fur einen erhdhten Kollagenabbau (Abbildung 4). Verschiedene Studien konnten
zeigen, dass C1,2C im Knorpel bei Patienten mit frihen sowie mit spaten OA-Stadien
deutlich héher lag als in normalem Knorpel (Billinghurst et al., 1997, Aurich et al., 2005).
C1,2C spielt als Biomarker auch eine Rolle bei der RA. So kénnen erhdhte Konzentration
von C1,2C auf eine Krankheitsprogression bei der rheumatoiden Arthritis hinweisen
(Verstappen et al., 2006). Es konnte keine zirkadiane Rhythmik fur die C1,2C-

Konzentrationen im Blut gefunden werden (Kong et al., 2006).

N-Propeptid N-Telopeptid Triple-Helix C-Telopeptid C-Propeptid

1

C1,2C

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Kollagenmolekils (C1,2C). Dargestellt ist eine
Schemazeichnung eines Kollagenmolekiils mit dem N-terminalen Ende, bestehend aus dem N-
Propeptid und dem N-Telopeptid, der Triple-Helix sowie dem C-Telopeptid und dem C-Propeptid.
Der Pfeil markiert die Ansatzstelle der Kollagenasen/ Matrixmetalloproteinasen zur Abspaltung
des ¥% Spaltprodukt des Kollagen Typ 1l (C1,2C).

1.5.23 PIIANP - N-terminales Propeptid von Typ Il Prokollagen

Bei der Reifung von Kollagen Typ Il wird durch Proteinasen das N-terminale Propeptid
des Typ Il Prokollagens (PIINP) vom Prokollagen Typ Il abgespalten und freigesetzt
(Abbildung 5). Dabei liegt PIINP durch 2 alternative RNA-Splicevariationen in 2 Formen
vor: PIIANP und PIIBNP, die sich durch 69 cysteinreiche Aminosauresquenzen
unterscheiden (Ryan et al., 1990 und Nah et al., 1991). PIIBNP wird von normalen
adulten Knorpelzellen exprimiert, wahrend PIIANP nur von Chondrozytenvorlauferzellen
und adulten OA-Knorpelzellen exprimiert wird. Normale adulte Chondrozyten
exprimieren kein PIIANP (Ryan et al., 1990; Aigner et al., 1999). PIIANP kann somit als

Marker der Synthese von Typ Il Kollagen im arthrotischen Knorpel dienen.

Verschiedene Studien zeigen, dass erhdohte Ausgangswerte von PIIANP bei Patienten
mit einer Gonarthrose auf eine erhdhte Progression der Erkrankung hindeuten (Sharif et
al., 2007; Garnero et al., 2002). So untersuchte eine Studie mit initial 135 Gonarthrose-

Patienten Uber 5 Jahre die Serumkonzentrationen von PIIANP im Vergleich zur
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nativradiologischen Krankheitsprogression, objektiviert mittels des radiologischen
Scores nach Kellgren-Lawrence (Sharif et al.,, 2007). Diese Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass erhdhte PIIANP-Serumkonzentrationen zu Beginn der Studie mit einem
deutlich erhohten Risiko einer Krankheitsprogression einhergingen im Vergleich zu
Patienten mit einem niedrigeren PIIANP-Spiegel zu Beginn der Studie (Sharif et al.,
2007). Auf der anderen Seite war die Konzentration von PIIANP bei Patienten mit einer
fortgeschrittenen Gonarthrose im Vergleich zu gesunden Probanden erniedrigt, was auf
eine supprimierte Kollagensynthese bei fortgeschrittenen OA-Stadien hinweisen kann
(Rousseau et al., 2004). Die Arbeitsgruppe um Quintana et al. konnte in einer Kohorte
von 40 Patienten mit einer symptomatischen Gonarthrose (n = 40) eine zirkadiane
Rhythmik fur die PIIANP-Konzentration im Blut hachweisen: Die Konzentration stieg am
Morgen nach dem Aufstehen an, um dann nach 2 Stunden wieder auf den Ausgangswert
zu fallen (Quintana et al., 2008). Die Konzentrationen fur PIIANP zeigen eine deutliche

Korrelation mit dem Alter (Krumm et al., 2009).

N-Propeptid N-Telopeptid Triple-Helix C-Telopeptid C-Propeptid

1

PIIANP

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Kollagenmolekils (PIIANP). Dargestellt ist eine
Schemazeichnung eines Kollagenmolekils mit dem N-terminalen Ende, bestehend aus dem N-
Propeptid und dem N-Telopeptid, der Triple-Helix sowie dem C-Telopeptid und dem C-Propeptid.
Der Pfeil markiert das N-terminale Propeptid des Typ Il Prokollagens (PIIANP).

1524 CPII - C-terminales Propeptid von Prokollagen Typ Il

Das C-terminale Propeptid des Prokollagen Typ Il (CP Il, Chondrocalcin) wird bei der
Reifung von Typ-II Kollagen durch Abspaltung mittels Amino- oder Carboxy-Proteinasen
freigesetzt (Abbildung 6). Somit dient CPIl ebenfalls als ein Marker der Typ |l
Kollagensyntheseaktivitat des Knorpels.

Kaboyashi et al., konnten eine positive Korrelation der Konzentration des CPIIs in der
Synovialflissigkeit mit dem BMI beweisen. So lag die Konzentration bei einem mittleren
BMI von 20.3 kg/m2 bei 2,7 ng/ml und bei einem mittleren BMI von 28.9 kg/m2 bei 4,8
ng/ml (Kobayashi et al., 1997). Eine Korrelation mit dem Geschlecht sowie mit dem Alter

bestand nicht. Als Ausnahme sind hier Personen unter 18 Jahren zu nennen. Hier ist die
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Konzentration deutlich erh6éht (Lohmander et al., 1996). Eine weitere Studie konnte
nachweisen, dass die Konzentration von CPII in der Synovialfliissigkeit bei Patienten mit
einer OA deutlich héher war, als in der gesunden Kontrollgruppe (Garnero et al., 2002).

N-Propeptid N-Telopeptid Triple-Helix C-Telopeptid C-Propeptid

1

CP1I

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Kollagenmolekils (CPIl). Dargestellt ist eine
Schemazeichnung eines Kollagenmolekils mit dem N-terminalen Ende, bestehend aus dem N-
Propeptid und dem N-Telopeptid, der Triple-Helix, sowie dem C-Telopeptid und dem C-Propeptid.
Der Pfeil markiert das C-terminale Propeptid des Typ Il Prokollagens (CPII).

Auch steigt die Konzentration von CPIl in der Synovialflissigkeit und im Serum bei
Pferden nach Bewegung der Karpalgelenke an. Dieser Anstieg fallt bei Pferden mit OA
groBer aus, als bei Pferden mit gesunden Gelenken (Frisbie et al., 2008). Die
Arbeitsgruppe um Kong et al. fand eine zirkadiane Rhythmik der CPIll-Konzentrationen
im Serum. Die CPIll-Konzentrationen stiegen bis zu vier Stunden nach dem
morgendlichen Aufstehen deutlich an, fielen aber nach zwo6lf Stunden bei normaler

Tagesaktivitaten wieder auf die Ausgangskonzentration ab (Kong et al., 2006).

1.5.25 CS846 - Aggrecan-Chondroitin-Sulfat-846-Epitop

Das Aggrecan-Chondoitin-Sulfat-846-Epitop (CS846) kommt normalerweise nur in
intaktem fetalem Knorpel und hier nur im Aggrekan vor, wahrend es im adulten gesunden
Knorpel fehlt. CS846 ist Bestandteil des Aggrekans, einem extrazellularen
Matrixproteoglykan im Knorpel. Der Gehalt von CS846 steigt, als Reparatur- und
Knorpelsynthesemarker bei Knorpelschaden und bei verschiedenen rheumatischen
Erkrankungen in Aggrekan an und ist somit in erhéhten Konzentrationen im Serum,
Synovialflissigkeit (Lohmander et al., 1999) sowie im Gelenkknorpel (Rizkalla et al.,
1992) nachweisbar. Die Konzentration von CS846 korreliert gut mit der Knorpelsynthese

in geschadigten adulten Knorpel (Rizkalla et al., 1992).

Einige Studien berichten Uber einen erhghten Gehalt an CS846 im Knorpel von OA
Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (Rizkalla et al., 1992; Adams,
1994). Auch korrelieren die CS846-Konzentrationen gut mit der Krankheitsprogression

bei RA-Patienten (Mansson et al., 1995). Die Arbeitsgruppe um Frisbie konnte zeigen,
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dass CS846 in der Synovialflissigkeit bei Pferden nach Bewegung der Karpalgelenke
ansteigt. Auch fiel dieser Konzentrationsanstieg bei Pferden mit OA viel héher aus, als
bei gesunden Pferden mit normalen Gelenken (Frisbie et al., 2008). Es konnte keine
zirkadiane Rhythmik fur die CS846-Konzentration im Serum gefunden werden (Kong et
al., 2006).

1526 SVCAM-1 - Soluble-vascular-cell-adhesion-molecule-1

Das Gefal-Zell-Adhasion-Molekil-1 (VCAM-1) ist ein transmembranares Glykoprotein.
Es ist ein Mitglied der Immunglobulinfamilie und besitzt eine molekulare Masse von 100-
110 kDa. VCAM-1 fordert die Adhéasion von z. B. Lymphozyten am Endothel und somit
die Migration von Immunzellen in aktiviertem inflammatorischen Gewebe. Des Weiteren
spielt VCAM-1 eine Rolle bei der Angiogenese und der Pathogenese der
Artheriosklerose (Koch et al., 1995).

Das losliche Gefal3-Zell-Adhasion-Molekil-1 (sVCAM-1) ist im Blut (Sudhoff et al., 1996)
und Liquor (Droogan et al, 1996) zu finden. Es wird vom Endothel im
Subsynovialgewebe sowie von eingewanderten Monozyten in der Synovia bei RA-
Patienten vermehrt exprimiert. Zudem sind die sVCAM-1 Werte bei RA-Patienten im
Serum hoher als bei OA-Patienten und korrelieren gut mit den Entziindungsmarkern wie
dem CRP (Klimiuk et al., 2002). Die loslichen Zelladhasionsmolekiile kénnten als
wichtige Marker im Bereich von entziindlichen Prozessen eingesetzt werden (Janssen
et al., 1994).

Einige Studien haben gezeigt, dass sVCAM-1 als ein potentieller Biomarker der OA
dienen kann. So zeigen Schett et al., dass sVCAM-1 einen schweren Verlauf der Knie-
und Huftarthrose anzeigen kann. Hohe Konzentrationen (943.8 = 589.9 ng/ml) von
sVCAM-1 gingen, verglichen mit niedrigeren sVCAM-1-Konzentrationen (675.8 £ 275.5
ng/ml), mit einem erhdhten Risiko fur einen Gelenkersatz einher (Schett et al., 2009).
Shawn et al. berichten, dass eine hohe Expression von sVCAM-1, Notch-1 und weiteren
Proteinen im arthrotisch veréanderten Knorpel fur eine erhohte Immunzellaktivierung in
der OA-Pathogenese sprechen kann (Grogan et al., 2009). Dadurch kommt es zu einer
vermehrten Migration von Monozyten oder ahnlichen Zellen in das aktivierte Gewebe

und ist somit Ausdruck einer gesteigerten Entziindungsaktivitat.

1.5.2.7 IL-15 - Interleukin-15
Interleukin-15 ist ein 14 kDa groRRes Glykoprotein und gehort zur Familie der Zytokine
(Perera, 2000). IL-15 spielt eine Rolle in der Immunregulation. So ist IL-15 bei der T-Zell-

und natirlichen Killerzellaktivierung und -proliferation beteiligt, wie z. B. im Rahmen von
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Virus- und bakteriellen Infektionen (Perera et al., 2012). Es bestehen viele Ahnlichkeiten
zu IL-2. Die Rolle von IL-15 lasst sich kurz als die eines “Immunmodulators®
zusammenfassen. Des Weiteren spielt IL-15 eine Rolle bei chronisch-entzindlichen
Krankheiten und auch bei Autoimmunerkrankungen.

Im Bereich der OA-Forschung konnten erhéhte IL-15 Konzentrationen im Bereich von
10-20 pg/ml in der Synovialflissigkeit von Patienten mit einer frihen Gonarthrose im
Vergleich zu fortgeschrittenen Krankheitsstadien (0-10 pg/ml) nachgewiesen werden
(Scanzello et al., 2009). Die Arbeitsgruppe um Ling et al. analysierten verschiedene
Proteinprofile in Serumproben von 22 Knie- und Handarthrose-Patienten und von 66
gesunden Kontrollen. Dabei zeigte sich im Vergleich mit den Réntgenbildern, dass
insgesamt 4 dieser Proteine, unter anderem IL-15, bei den OA-Patienten im Friihstadium
der Erkrankung im Serum erh6ht exprimiert waren. Somit konnten Ling et al. IL-15 neben
anderen Proteinen als potentiellen Marker fir die Friherkennung der OA identifizieren
(Ling et al., 2009).

1.5.2.8 NGAL - Neutrophil-gelatinase-associated lipocalin

NGAL ist ein kleines Bindungsprotein mit einer molekularen Masse von 25 kDa und
gehort zur Familie der Lipocaline (Pervais und Brew, 1987). NGAL wurde erstmals in
aktivierten Neutrophilen nachgewiesen (Kjeldsen et al., 1993). NGAL kommt auch in
anderen Geweben vor, wie z. B. Prostata und Niere. NGAL ist bereits als Marker vor
allem von bakteriellen Infektionen (Xu et al., 1995), bei Tumorerkrankungen z. B.
Urothelkarzinom (Monier et al., 2000), Brustkrebs (Stoesz et al., 1998) und als

Nierenfunktionsparameter (Mishra et al., 2003) bekannt.

In gesundem Knorpel ist NGAL nicht nachweisbar (Zegera et al., 2000). Die NGAL-
Liberation im Knorpel geschieht als Folge einer Stimulation durch IL-1. Damit konnte die
Arbeitsgruppe um Wilson et al. (2008) NGAL als mdglichen Biomarker fir OA
identifizieren. Des  Weiteren bildet NGAL einen Komplex mit der
Matrixmetalloproteinase-9  (MMP-9, Yan et al, 2001), die eine Rolle in der
Knorpeldegradation in der OA-Pathogenese spielt. Gupta et al. konnten erstmals ein
Vorkommen von NGAL mittels Westernblot (Immunblot) in der Synovialflissigkeit von
OA-Patienten (n= 5) nachweisen (Gupta et al., 2007).

1.5.29 YKL-40 - Cartilage glycoprotein 39

YKL-40 ist auch bekannt als Chitinase-3-like-protein oder human cartilage glycoprotein
39. Es ist ein 40 kDa schweres Glykoprotein. Der Name YKL-40 leitet sich von den
letzten drei N-terminalen Aminoséauren und der molekularen Masse ab. YKL-40 wird in

Regionen freigesetzt, in denen es zu einem Umbau der extrazellularen Matrix kommt
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(Zivanovié et al., 2009). Die eigentliche Funktion dieses Proteins ist bisher unbekannt.
Erhohte Konzentrationen an YKL-40 werden bei chronischen Erkrankungen (Hakala et
al., 1993) aber auch bei Karzinomen wie z.B. dem Mammakarzinom (Johansen et al.,
1995), bei kolorektalen Karzinomen (Cintin et al., 1999) oder der Leberfibrose (Johansen
et al., 2000) bestimmt. Bei der OA konnte die Arbeitsgruppe um Johansen et al. erh6hte
Konzentrationen im OA-Knorpel (4,13 ng/mg Knorpel) im Vergleich zu gesundem
Knorpel (0,82 ng/mg Knorpel) nachweisen (Johansen et al., 2001). YKL-40 wird von
Chondrozyten und Synoviozyten bei Patienten mit RA oder OA freigesetzt. Im normalen
gesunden Knorpel konnte YKL-40 nicht oder nur in sehr niedrigen Konzentrationen
nachgewiesen werden (Volck et al., 1999). Erhéhte Werte im Serum oder in der
Synovialflussigkeit lieRen sich bei Patienten mit einer rheumatoiden Arthritis (87 ug/l;
2120 pg/l) oder einer schweren OA (73 pg/l; 1190 ug/l) mittels ELISA bestimmen (Volck
et al.,, 2001) Weitere Arbeitsgruppen konnten ebenfalls erhéhte Werte fiir YKL-40 im
Serum bestimmen. So lag der Median des YKL-40-Spiegels bei gesunden Probandinnen
in einer Studie bei 42,9 ug/L im Vergleich zum Median der OA-Patienten von 104,2 ug/|
(Harvey et al., 1998). Eine weitere Studie fand YKL-40 Spiegel im Median bei gesunden
Probanden bei 108 pg/l im Vergleich zu den deutlich erhéhten Werten (168 pg/l) bei der
OA Gruppe (Johansen et al., 1996). Somit scheint YKL-40 ein potentieller Biomarker fr
OA mit Knorpelzerstorung und Synovitis zu sein. Die Arbeitsgruppe um Johansen et al.
stellte fest, dass die Konzentration von YKL-40 mit zunehmendem Alter ansteigt. Zudem
konnte die gleiche Arbeitsgruppe zeigen, dass Radfahren und damit die
Gelenkbewegung keinen Effekt auf die Konzentration von YKL-40 hat (Johansen et al.,
2008). Auch ergaben sich keine Hinweise auf eine zirkadiane Rhythmik der YKL-40
Spiegel (Johansen et al., 2008).

Zusammenfassend gibt es einige vielversprechende Biomarker der Fingerpolyarthrose,
die die Mdglichkeit geben, die Erkrankung, auch in sehr friilhen Krankheitsstadien, zu
diagnostizieren und gegebenenfalls auch als Verlaufsparameter zu dienen. Oft ist
allerdings wenig Uber die genaue Pathogenese und die Rolle der Biomarker im Bereich
der Fingerpolyarthrose bekannt. Derzeit konzentriert sich die aktuelle Forschung vor
allem auf die groRen Gelenke wie Knie oder Hiifte. Die Fingerpolyarthrose ist eine haufig
vorkommende Erkrankung, mit allein 5 Millionen Betroffenen in Deutschland. Jedoch
sind Biomarker-Studien in diesem Bereich eine Raritdt. Solche Biomarker kdnnten
zukunftig nicht nur zur fruhen Diagnose sondern auch zur Prophylaxe sowie Kontrolle
des Therapieerfolges mit einem Pharmakon dienen. Damit wirden die Biomarker ein
grolRes Benefit fur vielen Patientinnen und Patienten darstellen. Die vorliegende Arbeit

soll hierzu einen Beitrag leisten.

22



2 Zielsetzung

2 Zielsetzung

Fingerpolyarthrosen sind eine weit verbreitete degenerative Gelenkerkrankung, Uber die
es nur wenige wissenschaftliche Untersuchungen gibt. Insbesondere Frauen sind
betroffen. Auch existieren nur wenige Studien (ber Biomarker der Hand- und
Fingerpolyarthrosen, wobei deren Konzentrationen nahe der Nachweisgrenze liegen.
Die vorliegende Arbeit beschreibt eine klinisch-experimentelle Pilotstudie, die einer
besseren Identifizierung und  Quantifizierung von Biomarkern der Hand- und
Fingerpolyarthrose dienen soll. Hierbei sollte die zugrundeliegende Hypothese gepriift
werden, dass die bei OA und RA vorliegenden erhdhten Biomarker-Spiegel in der
Gelenkflussigkeit durch mechanische Stimulation der Fingergelenke vermehrt

freigesetzt und somit im Serum messbar gemacht werden konnen.

Insbesondere sollten folgende Ziele erreicht werden:

1. Es sollte ein optimaler Zeitpunkt zur Blutentnahme nach Belastung der
Fingergelenke gefunden werden, um die maximale Konzentration der
Biomarker im vendsen Blut der Unterarme sicher detektieren zu kdnnen.

2. Weiterhin sollten Unterschiede der Biomarker-Spiegel im Serum der
einzelnen untersuchten Kohorten erfasst werden.

3. Auch sollte erstmalig nachgewiesen werden, ob Korrelationen zwischen den
hier untersuchten Biomarkern und klinischen und/oder radiologischen Scores

der Finderpolyarthrose existieren.

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es aufzuzeigen, ob eine analgetische und
antiphlogistische Therapie mit Ibuprofen mit den hier eingesetzten klinischen Scores bei

Handarthrose-Patientinnen quantifizierbar ist.

Die Ergebnisse unserer Studie sollen die Grundlage fur weiterfihrende klinische Studien
bilden, mit deren Hilfe der Einsatz von Serummarkern zur Diagnose, Prognose und
Kontrolle des Therapieerfolges untersucht werden kann. Die Identifizierung und
Validierung von Serummarkern koénnte somit ein groRRes diagnostisches und
therapeutisches Benefit fir die vielen Patienten/ -innen mit Arthrosen der Hand- und

Fingergelenke bedeuten.
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3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Bechergléaser 250 ml / 600 ml

Blutréhrchen (S-Monovette® Serum-
Gel), 4,9 ml, #04.1935.001

ELISA Mikrotiterplatten 96 Well,
Microlon 96k, U-Form

Gewindeflaschen, 20 ml, Glas,
#0OVG0428

Pipettiereinheit 8-Kanal, #BRA 704526

Messzylinder, 500 mli

Parafilm M

Perfusorspritze, Perfuject®, 50 ml,

#30402750
Pipettenspitzen:

10 pl, 100 pl, 300 pl, 1000 pl
ReagiergefalRe, 0,5 ml, #72.699
Reagiergefalle, 1,5 ml, #0030120086
Serologische Pipetten:

5ml, 10 ml, 25 ml
Venenverweilkatheter (Vasofix®

Braunulen®), G22, G20

3.1.2 Gerate

Gerat

Duran Group GmbH, Wertheim
Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Duran Group GmbH, Wertheim
American National Can Company,
Norwalk, USA
Dispomed, Witt oHG, Gelnhausen
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Eppendorf AG, Hamburg

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Hersteller

Autoklav, Typ 3850 EL
Achtkanal-Pipetten: 100 pl, 300 pl
Einkanal-Pipetten:

10 pl, 100 pl, 300 pl, 1000 pl
ELISA-Reader, Multiscan Plus MK11
Gefrierschrank (-20°C)

Tuttnauer Europe B.V., Breda, Niederlande
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Titertek Instuments, Huntsville, USA

Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhéhe
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Gefrierschrank (-86°C)

Kihlschrank (+4°C)

Magnetruhrer, Modell MR 3002, 800 W
Mikro-Zentrifuge, Modell 5415 D
Pipettierhilfe Pipetboy acu
Thermoshaker, Modell LD-45
Trockenschrank, Typ 700

Vortex-Mixer, Vortex-Genie 2 T

3.1.3 Chemikalien
Chemikalie/ ELISA-Kit

Thermo Electron GmbH, Langenselbhold
Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhéhe
Heidolph Instruments, Huntsville, USA
Eppendorf AG, Hamburg

IBS, Integra, Fernwald

Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

Hersteller

Aqua dest., Ecotrainer 1l

C1,2C ELISA-Kit, #60-1002-001
(COL2-3/4-Short)

COMP ELISA-Kit, #COMP 200
(Cartilage Oligomeric Matrix Protein)

CP Il ELISA-Kit, #60-1003-001
(C-terminales Propetid von
Typ Il Prokollagen)

CS 846 ELISA-Kit, #60-1004
(Aggrecan-Chondroitin-Sulfat-846-
Epitop)

Heterophilic Blocking Tubes (HBT®),
#3IX762

IL-15 ELISA-Kit, #D1500
(Interleukin-15)

NGAL ELISA-Kit, #KIT036
(Neutrophil-Gelatinase-Associated
Lipocalin)

PIIANP ELISA-Kit, #EZPIIANP-53K
(N-terminales Propeptid von
Typ 1l Prokollagen)

sVCAM-1 ELISA-Kit, #DVCO00
(Soluble-Vascular-Cell-Adhesion-
Molecule-1)

YKL-40 ELISA-Kit, #8020
(Cartilage Gylcoprotein 39)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

IBEX Pharmaceuticals Inc., Montréal,
Québec, Kanada

Wieslab®, Euro-Diagnostika, Malma,
Schweden

IBEX Pharmaceuticals Inc., Montréal,
Québec, Kanada

IBEX Pharmaceuticals Inc., Montréal,
Québec, Kanada

Scantibodies Laboratory Inc., Villebon/
Yvette, Frankreich

R&D Systems, Minneapolis, USA

Bio Porto Diagnostics, Gentofte,

Danemark

Millipore™, Billerica, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

MicroVue®, San Diego, USA
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3.1.4 Software
GraphPadPrism® 4 und 5
Excel® 2003, 2013
Word® 2003, 2013
R® 2.12.0

3.2 Methoden

3.2.1 Charakterisierung des Studienkollektivs

In die vorliegende Pilotstudie zur Fingerpolyarthrose wurden insgesamt 53 Patientinnen
bzw. Probandinnen eingeschlossen. Die Teilnehmerinnen wurden ohne Randomisierung
in der Reihenfolge ihres Erscheinens in der rheumatologischen Schwerpunktpraxis von
dem Prifarzt Dr. med. Ulrich K&RRer untersucht, anschlie3end nach Prifung aller Ein-
und Ausschlusskriterien fiir die Pilotstudie in die passende Kohorte eingeschlossen. Es
wurden insgesamt drei Kohorten gebildet.

A) Die erste Kohorte: Die erste Kohorte bestand aus 24 Patientinnen mit einer

Fingerpolyarthrose (OA-Gruppe), die Diagnosestellung erfolgte gemanr der American
College of Rheumatology (ACR)-Kriterien flr Fingerpolyarthrosen (siehe unten, Altman
et al., 1990). Davon litten klinisch jeweils 12 Patientinnen an einer mehr Heberden-
betonten Fingerpolyarthrose und 12 Patientinnen an einer vorwiegend Bouchard-
betonten Fingerpolyarthrose. Die Diagnose der Handarthrose erfolgte durch eine
ausfthrliche klinische Untersuchung der einzelnen Fingergelenke (DIP, PIP, IP1, MCP
und CMC1) mit Untersuchungsschwerpunkt auf Schwellung, Druckschmerzhaftigkeit,
Steifigkeit, Knotenbildung und Deformitat. Des Weiteren trug ein digitales Rontgenbild
der Indexhand in 2 Ebenen (Kellgren-Lawrence-Score von mindestens 1 - 4 Punkten)
zur Diagnosestellung bei. Fir diese Studie wurden Rontgenbilder der Patientinnen
verwendet, die schon bei unserem Priifarzt in den Patientendateien vorhanden und nicht

alter als 6 Monate seit Studienbeginn waren.

Zusatzlich mussten folgende ACR-Kriterien fur Handarthrose (Altman et al., 1990)
ebenfalls zur Diagnosestellung erfillt sein: Hand/Finger-Schmerz und Hand-
/Fingergelenk-Steifigkeit an = 15 Tagen im vergangenen Monat plus 3 von 4 der

folgenden Punkte:
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1) Harte Knoten an mindestens = 2 DIP-Gelenken oder

2) Mindestens 2 2 harte DIP-Knoten oder PIP-Knoten an den 10 o. g. Gelenken
3) Verformung an mindestens einem Fingergelenk

4) MCP Schwellung an < 2 Gelenken

Weitere Einschlusskriterien fur diese Gruppe waren ein Alter zwischen 50 und 75 Jahren,

wobei die Patientinnen sich zu Studienbeginn in der Postmenopause befinden sollten.

B) Die zweite Kohorte: Die zweite Kohorte fungierte als Kontrollgruppe, bestehend aus

insgesamt 24 gesunden Probandinnen. Davon waren 12 Probandinnen pramenopausal
(Préa-Gruppe), gesund und zwischen 20 und 30 Jahre alt. Die restlichen 12 Probandinnen
waren postmenopausal (Post-Gruppe) und zum Zeitpunkt der Studie zwischen 50 und
75 Jahre alt. Die als Kontrollgruppe dienenden gesunden Probandinnen gaben an, dass
sie sich wahrend der gesamten Studienzeit subjektiv gesund fuhlten. Sie wiesen klinisch
keinerlei Symptome einer Arthrose oder andere, durch eine normale kérperliche
Untersuchung feststellbare arthritische oder andere den rheumatoiden Formenkreis
betreffende Verdnderungen am gesamten Koérper auf. Auf eine Aufnahme von
Rontgenbildern der Hande in dieser Kontrollgruppe wurde aus ethisch-rechtlichen

Griunden verzichtet.

C) Die dritte Kohorte: Die dritte Kohorte bestand aus 5 Patientinnen, die sich wahrend

des Studienzeitraumes mit einer Erstmanifestation einer rheumatoiden Arthritis (RA) und
somit ohne adaquate Therapie bei unserem Prifarzt in der rheumatologischen Praxis
vorstellten (RA-Gruppe). Die Diagnose der RA erfolgte gemaf den Kriterien der ACR-
Richtlinien fur rheumatoide Arthritis (Arnett et al., 1988):

1) Morgensteifigkeit: Mindestdauer eine Stunde, in den Gelenken oder in
Gelenknéhe

2) Arthritis: In mindestens drei oder mehr Gelenkregionen: Weichteilschwellung
oder Erguss in mindestens drei Gelenkbereichen

3) Arthritis der Hand- und/ oder Fingergelenke (in mindestens einem Gelenk)

4) Symmetrische Arthritis: Simultaner Befall der gleichen Gelenkregionen auf
beiden Koérperhélften

5) Rheumaknoten: Subkutane Knoten Gber Knochenvorspriingen, an

Extensorflachen oder in Gelenknahe
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6) Rheumafaktoren: Nachweis von ungewohnlich hohen Mengen im Serum mit
jedem Verfahren, dass bei Normalpersonen in <5% der Falle positive
Ergebnisse liefert

7) Typische radiologische Veranderungen der Hande: Erosionen und/ oder
gelenknahe Osteoporose in den klinisch betroffenen Gelenken
(osteoarthritische Veréanderungen waren alleine nicht ausreichend)

Patienten mit einer bekannten RA und langeren Krankheitsverlaufen wurden aus der
Studie ausgeschlossen. Die dritte Kohorte sollte zu Beginn der Studie auch 12
Patientinnen umfassen und als positive Kontrollgruppe dienen, da bei diesen Patienten
ein Anstieg der Biomarker-Level aufgrund der definitiven Gelenkzerstérung zu erwarten
war. Unsere Ein- und Ausschlusskriterien waren allerdings streng, wobei wir nur
Patientinnen mit einer Erstmanifestation in die Studie einschlieRen konnten, so dass bis
zum Studienende nur 5 Patientinnen rekrutiert werden konnten. Da diese Gruppe zu
klein war, um statistisch verwertbare Daten zu erhalten, dienten die Messwerte dieser

Gruppe bei allen weiteren Auswertungen nur zur Orientierung.

3.2.2 Generelle Ein- und Ausschlusskriterien der Studie

Die Pilotstudie zur Fingerpolyarthrose wurde mit Genehmigung der zustandigen
Ethikkommission (Az.145/08) durchgefuhrt. Alle Studienteilnehmerinnen waren wahrend
des gesamten Studienverlaufs geistig voll entscheidungs- und zustimmungsfahig. Zu
Beginn der Studie lagen nach Aufklarung alle schriftichen Einverstandniserklarungen

zur Studienteilnahme unterschrieben vor.

Ein generelles Teilnahmekriterium fir die Studie war ein Body-Mal3-Index (BMI)
zwischen 20 und 30 kg/mz. Dieses Kriterium wurde im Laufe der Studie leicht verandert,
da vor allem im Bereich der pramenopausalen Probandinnen des Ofteren ein BMI kleiner
20 kg/mz festgestellt wurde und die Probandinnen kein Untergewicht aufwiesen. Somit
waren im Verlauf der Studie BMI-Werte von 18 — 30 kg/mz erlaubt.

Als generelle Ausschlusskriterien galten: Manner, andere entziindliche rheumatische
Erkrankungen, wie zum Beispiel eine reaktive Arthritis, Kollagenosen etc., andere
deformierenden Zustande und Erkrankungen der Hande (z. B. Frakturen, Dupuytren-
Kontraktur), Verbrennungen, Traumata, BAanderzerrungen, Luxationstraumen,
Gelenkinfektionen, Tendinitiden, Epikondylopathien, neurologische Erkrankungen (z. B.
Karpaltunnelsyndrom, M. Sudeck, Paresen), schwere Leber- ( Cholestase, GPT oder

GOT > 100 U/l) oder Nierenerkrankungen (Kreatinin > 2 mg/dl), Fibromyalgie oder
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somatoforme Schmerzstérungen, Endokrinopathien (M. Wilson, Diabetes mellitus,
Akromegalie, Hyperparathyreoidismus, Hamochromatose, Gicht, etc., ), M. Paget,
manifeste Osteoporose, Frakturen oder Operationen innerhalb der letzten 24 Monate vor
Studienteilnahme, Immunschwéachen, Tumorerkrankungen, psychische Erkrankungen,

Alkoholmissbrauch, Arzneimittelmissbrauch, Rauchen, sowie Epilepsien.

Ein- und Ausschlusskriterien galten auch fir die einzelnen Beobachtungseinheiten. Die
Patientinnen der OA-Kohorte durften parallel zu ihrer Fingerpolyarthrose keine
rheumatoide Arthritis oder eine Psoriasis-Arthritis aufweisen und die Patientinnen der
RA-Kohorte durften keine Psoriasis-Arthritis oder harte arthritische Knoten in mehr als 2
Gelenken aufweisen. Zudem mussten die gesunden Probandinnen absolut frei von

jeglicher Art von Gelenksymptomen sein (siehe oben).

Wahrend der gesamten Studienteilnahme waren den Patientinnen und auch den
Probandinnen eine Rescue-Medikation bestehend aus 1-3 x 500 mg Paracetamol pro
Tag erlaubt. Ansonsten waren alle anderen nichtsteroidale Antirheumatika (NSARS) bis
3 Monate vor Studienteilnahme verboten.

Des Weiteren war die Einnahme folgender Medikamente ab drei Monate vor
Studienteilnahme ein Ausschlusskriterium: Bisphosphonate (bis 6 Monaten vor
Studienteilnahme), orale Kortikosteroide (intraartikul&r war die Applikation bis 4 Wochen
vor Studienteilnahme erlaubt), Hyaluronat (keine Applikation ab 6 Monate vor
Teilnahme), sogenannte Chondroprotektiva (Chondroitine, Glukosamine),
Antikoagulantien, Vitamin D, Vitamin E und Kalzium.

Eine Ausnahme bildete die Einnahme von Ibuprofen, da dies ein Teil der eigentlichen
Studie war: Die OA-Patienten erhielten an Tag 1 (T1, siehe unten) nach der
Blutentnahme bis zu Tag 2 (T2, siehe unten) 3 x 800 mg Ibuprofen, um dessen Wirkung
an T2 anhand der speziellen Fragebdgen fir die Evaluation von Schmerzen und

Alltagsbehinderungen zu erfassen (zum Studiendesign siehe Abbildung 7).

3.2.3 Probensammlung und Asservierung

Nach der oben beschriebenen Rekrutierung und Kohortenzuteilung kamen die
Studienteilnehmerinnen am ersten Studientag (T1) morgens nuchtern in die
Schwerpunktpraxis fir Rheumatologie im Balserischen Stift in Giel3en zu unserem
Prifarzt Dr. med. U. KafRer. Die Studienteilnehmerinnen fillten die Fragebdgen
(Australian/Canadian Hand Osteoarthritis Index (AUSCAN™), den Health Assessment

Questionnaire (HAQ), die visuelle Analogskala fir Schmerz (VAS-Schmerz), die visuelle
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Analogskala fir Steifigkeit (VAS-Steifigkeit) und die visuelle Analogskala fiir Asthetik
(VAS-Asthetik) aus.

Anschlieend wurde die jeweilige Indexhand der Versuchspersonen festgelegt: Bei den
Arthrose-Patientinnen wurde die Indexhand als symptomfiihrende Hand definiert und bei
den Probandinnen wurde zufallig eine Hand als Indexhand festgelegt. Danach wurde
den Patientinnen bzw. Probandinnen ein Venenverweilkatheter in eine Vene in den
Unterarm, zwischen der Indexhand und dem dazugehdorigen Ellenbogen (bevorzugt
distale und gut 2zu punktierende Venen) gelegt, der es im folgenden
Beobachtungszeitraum ermdglichte, ohne erneute Punktion und zum richtigen Zeitpunkt
Blut abnehmen zu kénnen.

Die Abnahme der ersten Blutprobe [Leerwert, Wert vor Belastung (1)] erfolgte sofort
nach erfolgreicher Punktion mit dem Venenverweilkatheter. Anschlie3end wurden die
Frauen aufgefordert, eine auf 30 mmHg aufgepumpte Blutdruckmanschette fir 30
Sekunden 20-mal kraftig zusammenzudriicken. Daraufhin wurde direkt nach Belastung
(2) und nach 2 (3), 5 (4), 10 (5), 15 (6), 30 (7), 45 (8) und 60 (9) Minuten jeweils 5 ml
Blut aus der Venenverweilkanile mittels einem Serum-Gel-Réhrchen (S-Monovette®;
4,9 ml) entnommen.

30 Minuten nach der letzten Blutentnahme wurden die Proben im Labor des
Krankenhauses Balserische Stiftung bei 2000 x g Giber 10 Minuten bei Zimmertemperatur
zentrifugiert. Das Serum wurde zu je 250 pl pro Eppendorfgefafd fur alle 9 Zeitpunkte
aliquotiert und beschriftet. Somit gab es theoretisch von jeder Patientin/Probandin
jeweils 9 mal 9 Proben, also pro Zeitpunkt 9 Aliquots. Die Proben wurden bei -20°C
eingefroren und am néchsten Tag nach dem Transport der Proben in unser Labor fir
Experimentelle Orthopadie der Universitat Giel3en im Gefrierschrank bei -86°C bis zur

weiteren Analyse aufbewahrt (zum Studiendesign siehe Abbildung 7).

Rekrutierung der _ Tag 1 (T1): Tag 2 (T2):
Versuchspersonen - Untersuchung Egoe - Fragebogen
- Fragebdgen v
- Belastung und Auswertung:
Blutentnahme - Fragebdgen
- OA-Patientinnen | — > | - Rontgenbilder
erhalten 3 x 800 - Blutproben
mg Ibuprofen - Patientendaten

Abbildung 7: Das Studiendesign
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3.2.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISAS)

Die Biomarker COMP, C1,2C, CPIl, sVCAM-1, IL-15, NGAL, PIIANP, CS846 und YKL-
40 wurden im Serum mit Hilfe von verschiedenen kommerziell erhaltlichen Enzyme-
linked Immunosorbent Assays (ELISAs, siehe Kapitel 3.1.3) quantifiziert. Die jeweiligen
ELISA-Kits flr die Biomarker-Analysen wurden gemafl den Angaben der Hersteller
durchgefiuhrt. Bei den ELISA-Kits fir C1,2C, COMP und CS 846 wurde eine Modifikation
der Standardkurve basierend auf der Empfehlung von TecoMedical® eingesetzt: Hierbei
wurde die Verdinnungsreihe der Standards durch ein vereinfachtes Pipettierschema
optimiert. Die zu untersuchenden Proben wurden in einfacher Ausfiihrung gemessen.
Die Absorption wurde mit einem ELISA-Photometer mit dem jeweils bendétigten Filter fur

405 nm, 450 nm oder 540 nm gemessen.

3.24.1 Reaktionsprinzip: Sandwich-ELISA

ELISAs, die nach dem quantitativen Sandwich-Prinzip durchgefiihrt wurden, sind die fur
IL-15, sVCAM-1 und NGAL. Hierbei wurde die zu untersuchende Probe auf eine mit
einem monoklonalen Antikdrper beschichtete ELISA-Platte aufgetragen. Im nachsten
Schritt wurde ein zweiter monoklonaler Antikdrper, spezifisch flir den gesuchten
Biomarker, gekoppelt mit einem Enzym (Horseradish Peroxidase, HRP) hinzugefiigt.
Dabei wird der gesuchte Biomarker wie in einem Sandwich von zwei Antikdrpern
festgehalten. Durch Zugabe eines Substrates (Tetramethylbenzidin, TMB), welches
durch die Peroxidase enzymatisch gespalten wird, kann dann eine Farbreaktion von gelb
zu blau beobachtet werden. Die Farbintensitat verlauft proportional zu der in der Probe
enthaltenen Biomarkermenge. Nach Beendigung der Farbreaktion mittels einer
Stopplosung (Schwefelsaure, H.SO.) kann mit Hilfe eines Photometers die Extinktion
gemessen und anhand der Standardkurve die Konzentration des Biomarkers berechnet

werden.
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3.24.2 Ubersicht Giber die ELISA-Protokolle furr IL-15, sVCAM-1 und NGAL

Versuchsablauf IL-15 sVCAM-1 NGAL
Probenvolumen 50 ul 100 pl 100 pl
(Verdiinnung) (1: 20) (1:500)
Inkubationszeit Probe Probe + 100 pl Probe
(RT) 3h Konjugat 1,5 h 1lh
Waschgénge 4 4 3
Inkubationszeit 200 pl Konjugat 100 pl TMB: 100 pl Antikorper
(RT) 1lh 20 min (dunkel) 1lh
Waschgénge 4 - 3
Inkubationszeit 200 pl TMB - 100 pl Konjugat
(RT) 30 min (dunkel) 1h
Waschgéange - - 3
Inkubationszeit - - 100 pl TMB
(RT) 10 min (dunkel)
i 50 ul 50 ul 100 pl
Stopp-Losung (H,S04) (H,S04) (H,SO04)
Wellenlange (A) 450 nm 450 nm 450 nm
(A-Korrektur) (540 nm) (540 nm)

Tabelle 2: Ubersicht iiber die ELISA-Protokolle fiir IL-15, sVCAM-1 und NGAL (TMB =
Tetramethylbenzidin, RT= Raumtemperatur, h = Stunde).

3.24.3 Reaktionsprinzip: Kompetitiver ELISA

Die Biomarker PIIANP, CPII, C1,2C, COMP, YKL-40 und CS 846 wurden mittels
ELISAs, die nach dem kompetitiven Reaktionsprinzip abliefen ermittelt. Dabei wurde auf
die mit Antikorper beschichtete ELISA-Platte die zu analysierende Probe und ein dem
gesuchten Biomarker strukturell sehr &hnliches Antigen, an das ein Enzym gekoppelt ist,
hinzugefiigt. Der Biomarker in der Probe konkurriert nun mit dem strukturverwandten
Antigen um eine Bindungsstelle am Antikérper. Durch anschieRende Zugabe des
Substrates TMB oder Para-Nitrophenylphosphat (pNPP), welche enzymatisch gespalten
werden, wird die Farbreaktion als Maf3 der Bindung des synthetischen Antigens sichtbar.
Je hoher die gesuchte Biomarker-Konzentration ist, umso weniger synthetisches Antigen
wird gebunden und umso geringer fallt die Farbintensitat aus. Die Farbintensitat ist somit
umgekehrt proportional zur Konzentration des gesuchten Biomarkers. Die Extinktion
wird nach Zugabe einer Stopplésung (Ausnahme COMP) mittels Photometer gemessen.
Anhand der jeweiligen Standardkurve kann nun die Konzentration des Biomarkers in der

Probe errechnet werden.
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3.244 Ubersicht uber die ELISA-Protokolle fiir PIIANP, CPIl, C1,2C, COMP,
YKL-40 und CS 846
Ve;gl‘ﬁ]ls' PIANP | CPIl | C12C | COMP | YKL-40 | CS846
Probenvolumen 10 pl 60 pl 50 pl 75 ul 20 ul 50 pl
(Verdiinnung) (1:2) (1:2) (1:2) (1:50) (1:5)
Inkubationszeit Probe + | Probe + | Probe +
. ; 60 pl Ak | 50 pl Ak | 75 ul Ak
(Vorinkubations - 1h . 12-18 h - -
-platte) : 30 min -18
P bei RT bei RT bei 4°C
&0 prove | FLe
Inkubationszeit Capture- 80 pl 80 ul 100 pl 100 Capture-
(ELISA-Platte, . . . : Capture- .
Losung + | 120 min 60 min 60 min i Ldsung
RT) Lésung
50 pl Ak 60 min + 50 pl
2h Ak 2 h
Waschgéange 3 6 6 3 4 6
. , 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
InKUb?é'%n szeit Konjugat | Konjugat | Konjugat | Konjugat | Konjugat | Konjugat
30 min 30 min 30 min 60 min 60 min 60 min
Waschgéange 3 6 6 3 4 6
100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Inkubationszeit T™MB T™MB T™MB pNPP T™MB T™MB
(RT) 30 min 30 min 30 min 60 min 60 min 30 min
(dunkel) | (dunkel) | (dunkel) | (dunkel) | (dunkel) | (dunkel)
s 100 pl 100 pl 100 pl . 100 ul 100 pl
Stopp-Losung | ey | (1,50, | (H,S00) | <M | (NaOH) | (H:SO.)
Wellenlange 450 nm | 450 nm 450 nm | 405nm | 405nm | 450nm

Tabelle 3: Ubersicht tiber die ELISA-Protokolle fiir PIIANP, CPII, C1,2C, COMP, YKL-40 und CS
846. (Abklrzungen: RT = Raumtemperatur, Ak = Antikdrper, TMB = Tetramethylbenzidin, pNPP
= Para-Nitrophenylphosphat h= Stunde).

3.2.5 Lagerungsversuch

Da viele der Blutproben Uber einen langeren Zeitraum von bis zu einem Jahr bei -86°C
gelagert wurden, sollte mit Hilfe des Lagerungsversuches ausgeschlossen werden, dass
die Lagerungsdauer einen Einfluss auf die Konzentration der Biomarker im Serum hat.
Dafir wurde die Konzentration in Blutproben von acht zufallig ausgewahlten
Probandinnen/ Patientinnen zu vier unterschiedlichen Lagerungszeitpunkten (O Monate
= TO, 3 Monate = T1, 7,5- 8 Monate = T2 und 11 Monate = T3) gemessen und

miteinander verglichen.

3.2.6 Blockierung eventuell vorhandener heterophiler Antikérper

In der Literatur findet man immer haufiger Berichte Uber falsch-positive oder falsch-
negative Ergebnisse in Immunoassays. Diese falschen Ergebnisse werden zum Tell
durch heterophile Antikdrper z.B. Rheumafaktoren verursacht. Um diese Interferenzen,

die insbesondere bei der Anwendung der Sandwich-ELISA-Technik auftreten kénnen,
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auszuschlielen, wurde in einem separaten Versuch geprift, ob die Ergebnisse von
heterophilen Antikorpern beeinflusst wurden. Dazu wahlten wir die folgenden 12 Proben
aus: Alle Proben der finf RA-Patientinnen, da im Serum von rheumatoiden Arthritis-
Patienten vermehrt Rheuma-Faktoren auftraten und sieben weitere zuféllig ausgewéhlte
Proben.

Es wurden jeweils 500 pl der zu untersuchenden Proben vor Durchfuhrung der jeweiligen
ELISAs in den Heterophilic Blocking Tubes (HBT®) eine Stunde bei RT inkubiert. Bei
den Heterophilic Blocking Tubes (HBT®) handelt es sich um ein Reaktionsgefal}, das
ein Blocking-Reagenz mit spezifischen Bindungspartnern zur Inaktivierung der
heterophilen Antikdrper enthélt. Die genaue Zusammensetzung des Blocking-Reagenz
ist nur der Herstellerfirma bekannt. AnschlieBend wurden die ELISAs gemaR

Herstellerangaben mit den so behandelten Proben durchgefiihrt.

3.2.7 Auswirkungen von wiederholtem Auftauen und Einfrieren

Von jedem Patienten sollten theoretisch 9 x 9 Serumaliquots verfligbar sein. Da
allerdings aus technischen Faktoren das zu erhaltende Blutvolumen bei einigen
Patientinnen zu gering ausfiel, mussten manche Proben zweimal aufgetaut, benutzt und
wieder eingefroren werden. Um etwaige Auswirkungen von wiederholtem Auftauen und
Einfrieren auf die Proben zu detektieren, wurden acht Serumaliquots von 8 Patientinnen
zweifach aufgetaut, die Biomarker mittels ELISA analysiert und wieder eingefroren. Um
einen moglichen Konzentrationsunterschied aufzeigen zu kénnen, wurden die Daten

statistisch analysiert.

3.2.8 Auswertung der Rontgenbilder

Das Rontgenbild der Indexhand der jeweiligen Handarthrosepatientin wurde anhand
zweier haufig in der Literatur verwendeter Bewertungssysteme ausgewertet: Zum einen
nach Kellgren und Lawrence (Kellgren und Lawrence, 1957), modifiziert nach Dahaghin

(Dahaghin et al., 2005) und zum anderen nach Kallman (Kallman et al., 1989).

Die Rontgenbilder der RA-Patienten wurden mithilfe des Larsen-Scores (Larsen et al.,
1977) und der Sharp-Methode (Sharp et al., 1971) modifiziert nach van der Heijde (Van
der Heijde, 1996) evaluiert. Beide Methoden beziehen fur den Gesamtscore auch die
Punktzahlen aus den Ful3gelenken mit ein. Da das Rontgen der FiRRe aus ethisch-
rechtlichen Griinden nicht vertretbar war und diese Studie speziell auf die
Fingerpolyarthrose ausgerichtet war, beschrankten wir uns hier auf die Evaluation der
Rontgenbilder der jeweiligen Indexhand der Patientinnen. Die Bilder wurden in
insgesamt 2 Sitzungen von Professor Dr. med. Georg Bachmann und mir der Reihe nach

anhand der oben genannten Scores evaluiert.
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3.28.1 Der Kellgren und Lawrence Score

Es wurden folgende radiologische Stadieneinteilung der Arthrose bei der Evaluierung
gemal Kellgren und Lawrence (Kellgren J. und Lawrence J., 1957) modifiziert nach
Dahaghin S. (Dahaghin et al., 2005) beriicksichtigt (KL-Score):

Stadium O (Keine Arthrose): Kein Anhalt fur Arthrose

Stadium 1 (Zweifelhafte Arthrose): Winzige Osteophyten, zweifelhafte Signifikanz

Stadium 2 (Minimale Arthrose): Deutliche Osteophyten, keine
Gelenkspaltverschmalerung

Stadium 3 (MaRige Arthrose): Deutliche Osteophyten, verminderter Gelenkspalt

Stadium 4 (Schwere Arthrose): Deutliche Osteophyten, Gelenkspalt vermindert,

sowie sklerotische Areale im Bereich des subchondralen Knochens.

Gemal Dahaghin (Dahaghin et al., 2005) wurden alle DIP-, PIP-, MCP-Gelenke, das
IP1-Gelenk und das CMC1-Gelenk der Indexhand der Patientinnen evaluiert. Insgesamt
waren es 15 Gelenke und die maximal erreichbare Punktzahl pro Gelenk war vier, pro
Gelenkgruppe vier und pro Hand ebenfalls vier. Ein Gelenk galt als radiologisch
nachweisbar positiv flr Arthrose, wenn der Kellgren/ Lawrence-Score fir das jeweilige
Gelenk groi3er gleich zwei Punkte war. Die komplette Hand galt als arthrotisch gemaf
Kellgren und Lawrence (1957), wenn zwei von drei Gelenkgruppen (DIPs, PIPs, MCPSs)
jeweils einen Score von 2 2 aufwiesen. In der Summe konnten maximal 60 Punkte pro

Hand (15 Gelenke a maximal 4 Punkte) erreicht werden.

3.2.8.2 Evaluation nach Kallman et al. (1989)
Bei der Auswertung nach Kallman (Kallman et al., 1989) wurden sechs rontgenologisch

erfassbare Arthrose-Kriterien berlicksichtigt und jeweils mit einem Scorewert versehen:

1. Osteophyten: 0 = keine, 1 = kleine, 2 = mafdige und 3 = grolRe

2. Gelenkspaltverschmalerung (gemessen anhand des Abstandes zwischen den
Knochenendplatten): 0 = keine, 1 = etwas, 2 = erhebliche, 3 =
Gelenkfusion an mindestens einer Stelle

3. subchondrale Sklerose: 0 = keine, 1 = vorhanden

4. subchondrale Zysten: 0 = keine, 1 = vorhanden

5. Zerstdrung des zentralen Gelenks/ der Kortikalis des Knochens:
0 = nicht vorhanden, 1 = vorhanden

6. seitliche Verformung (definiert als eine Achsabweichung von mindestens 15

Grad): 0 = nicht vorhanden, 1= vorhanden.
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Es wurden insgesamt 11 Finger- und Handgelenke (DIP Gelenke, PIP Gelenke, IP1,
Carcometacarpalgelenk 1 = CMC1 und Trapezioscaphoidgelenk = TS) bewertet. CMC1
und TS wurden nicht bei der Gelenkzerstorung berucksichtigt. Des Weiteren wurden die
Osteophyten und die seitliche Verformung fir das TS-Gelenk ebenfalls nicht gewertet,
da diese Veranderungen hier nicht klassisch fiir die Arthrose sind. Maximal sind somit
104 Score-Punkte pro Hand mdaglich (9 Gelenke a 10 Punkte, CMC1-Gelenk a 9 Punkte
und das TS-Gelenk a 5 Punkte).

3.2.8.3 Evaluation nach Larsen et al. (1977)

Bei der Methode nach Larsen (Larsen et al., 1977 modifiziert nach Rau et al., 2003)
wurde der radiologische Verlauf der rheumatoiden Arthritis in sechs Schweregrade (0-5
Punkte) eingeteilt. Es wurden insgesamt 32 Gelenke (PIP Gelenke II-V, IP I, MCP
Gelenke I-V, MTP Gelenke I-V und das Handgelenk (vier Einzelbereiche)) beurteilt. Eine
Maximalpunktzahl von insgesamt 160 Punkten (55 Punkte pro Hand und 25 Punkte pro
FuRR) konnte erzielt werden. Diese Methode zielte auf einen globalen Gesamtscore pro
Gelenk ab. Da in unserer Studie nur das jeweilige Rontgenbild der Indexhand zur
Verfiigung stand, waren hier nur 55 Punkte mdglich (Rau et al., 2003):

Grad 0 Normalzustand

Grad 1 (geringe Veranderungen): Weichteilschwellung, gelenknahe Osteoporose
oder geringe Gelenkspaltverschmalerung

Grad 2 (definitive Veranderungen): Eine oder mehrere kleine Erosionen

Grad 3 (deutliche Veranderungen): Ausgepragte Erosionen sind vorhanden

Grad 4 (schwere Veranderungen): Gro3e Erosionen vorhanden, nur Teile der
urspriinglichen Gelenkflache noch erhalten

Grad 5 (mutilierende Veranderungen): die urspriingliche Gelenkflache ist

verschwunden, schwere Deformitat mdglich

3.284 Die Sharp-Methode modifiziert nach van der Heijde (1989 und 1996)
Bei dieser Methode (van der Heijde, 1989 und 1996) wurden die Erosionen getrennt
von den Gelenkspaltverschmalerungen beurteilt. Beztiglich vorhandener Erosionen
wurden 32 Gelenke beider Hande, wobei normalerweise auch die 12 Gelenke beider
FuRe bewertet werden: PIP 1I-V, IP | (Daumen), MCP I-V, Basis des Metacarpale I,
Multangulum, Skaphoid, Lunatum, distaler Radius, Ulna, MTP I-V, IP | (Gro3zehe),
jeweils von beiden Seiten, rechts und links, wobei die Ful3gelenk doppelt gewichtet

wurden.
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Grad 0: Keine

Grad 1: Eine kleine Erosion

Grad 2: Eine langere Erosion, oder 2 kleinere Erosionen

Grad 3: Eine die Mittellinie Gberscheitende Erosion, oder 3 kleine Erosionen

Grad 4: 4 kleinere Erosionen oder 2 langere Erosionen oder eine die Mittellinie
Uberscheitende Erosion und eine kleine Erosion

Grad 5: Summe der Erosionen 5 oder mehr

Davon getrennt wurde die Gelenkspaltverschmalerung bei insgesamt 42 Gelenken auch
jeweils links und rechts evaluiert: PIP 1I-V, MCP |-V, Carpometacarpale -V,
Trapezioskaphoidalgelenk, Gelenk zwischen Skaphoid/Lunatum und Capitatum,
Radiocarpalgelenk, MTP- Gelenke I-V, IP | (GroRzehe):

Grad 0: Gelenkspalt normalweit, keine Verschmalerung

Grad 1: Fokale Verschmalerung

Grad 2: Diffuse Verschmalerung um weniger als 50%

Grad 3: Diffuse Verschmélerung um mehr als 50%, oder Subluxation
Grad 4: Ankylose oder Luxation

Die maximal mogliche Gesamtpunktzahl betrug 448 (maximaler Erosionsscore: 280,
maximaler Gelenkspaltverschmalerungsscore: 168). Da in unserer Studie nur eine Hand
bewertet wurde, ergibt sich somit ein moglicher Gesamtscore von 120 Punkten
(maximaler Erosionsscore: 80 und maximaler Gelenkspaltverschmalerungsscore von 60
Punkten).

3.2.9 Fragebdgen zur Erhebung von Symptomen

Am ersten Studientag (T1) bekamen die Patientinnen und Probandinnen vor der
Untersuchung durch den Prufarzt Dr. med. U. KaRer folgende Fragebbgen zum
Ausflllen vorgelegt: Den Australian/Canadian Hand Osteoarthritis Index (AUSCAN™),
den Health Assessment Questionnaire (HAQ), die visuelle Analogskala fir Schmerz
(VAS-Schmerz), die visuelle Analogskala fur Steifigkeit (VAS-Steifigkeit) und die visuelle
Analogskala fiir Asthetik (VAS-Asthetik). Die gleichen Fragebogen wurden am zweiten
Studientag (T2), zehn Tage nach T1 und nach Einnahme von 3 x 800 mg lbuprofen,
erneut ausgefullt. Am Ende der Studienteilnahme wurden die jeweiligen Fragebtgen

ausgewertet, die Punktzahlen bestimmt und tabellarisch festgehalten.
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3.29.1 Australian/ Canadian Hand Osteoarthritis Index™

Der Australian/Canadian Hand Osteoarthritis Index (AUSCAN™) ist ein validierter,
speziell fur die Handarthrose entwickelter, von den Patienten selbst auszufiillender
Fragebogen, der auf die drei groRen Handicaps namlich Schmerz, Behinderung und
Gelenksteifigkeit und deren Einfluss auf den Alltag der Arthrose-Patienten, hier speziell
fur Handarthrose-Patienten abzielt. Er hilft somit Verdnderungen im Gesundheitsstatus
der Patienten zu detektieren. Der Fragebogen besteht insgesamt aus 15 Fragen: 5
Fragen in Bezug auf die Beeintrachtigung durch Schmerzen, eine Frage in Bezug auf
die Steifigkeit der Hande und 9 Fragen in Bezug auf das Verrichten von
Alltagstatigkeiten. Es dauert weniger als 5 Minuten um den Fragebogen auszufiillen. Fur
die Benutzung des Fragebogens flr diese Studie wurde eine Nutzungsgebihr an
Professor Nicholas Bellamy gezahlt. (Bellamy et al., 2002a; b; ¢; 1996; 1997a; b; 1998).

Der AUSCAN™-|ndex ist der am haufigsten empfohlene Fragebogen zur Evaluation der
Handicaps von Handarthrose-Patienten (Maheu et al., 2006). In der vorliegenden Studie
wurde der AUSCAN 3.1© in Form einer 100 mm visuellen Analogskala aus dem Jahre
2006 in der deutschsprachigen Version verwendet, das heif3t die Versuchspersonen
kreuzten auf einer 100 mm langen ,Linie* pro Frage an, wie stark sie beeintrachtigt
waren: 0 mm bedeutete keine Beeintrachtigung und 100 mm bedeuteten eine extreme
Beeintrachtigung. Anschlielend wurden die Skalen ausgemessen und die Werte in
Millimetern notiert. Somit ergaben sich 1500 mm (Punkte) als mdogliche
Gesamtpunktzahl beziehungsweise 500 mm (Schmerz, 5 Einzelfragen), 100 mm
(Steifigkeit, eine Frage) und 900 mm (Alltagstatigkeiten, 9 Einzelfragen) als
Einzelpunktzahlen der einzelnen Testbestandteile.

3.2.9.2 Health Assessment Questionnaire (HAQ)
Der Health Assessment Questionnaire (Fries et al., 1980; modifiziert von Pincus et al.,
1983) ist ein wichtiges Instrument, um die tagliche Beeintrachtigung von Patienten im
normalen Leben durch eine entziindlich-degenerative Gelenkerkrankung objektivieren
zu konnen. Der Fragebogen wurde von den Patienten selbstandig ausgefiillt und enthielt
Fragen, die auf die Fahigkeit zur Durchfiihrung alltaglicher Tatigkeiten wie zum Beispiel
Anziehen, Aufstehen, Essen, Gehen und weitere abzielen. Die Patienten konnten die
Fragen wie folgt beantworten:

e ohne Schwierigkeiten durchfiihrbar (0 Punkte)

o mit Schwierigkeiten durchfiihrbar (1 Punkt)

e mit Hilfe von anderen durchfiihrbar (2 Punkte)

e nicht fahig, diese Tatigkeit zu verrichten (3 Punkte).
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Am Ende wurde die hochste Punktzahl aus den Fragen zu den jeweiligen Teilabschnitten
als Punktzahl fur diesen Abschnitt festgesetzt. Zur Ermittlung der Héhe des HAQ-Wertes
wurden die Punktzahlen der acht einzelnen Teilbereiche addiert und durch die Anzahl
der Teilabschnitte - also acht - dividiert. Somit lagen die méoglichen Werte des HAQs
zwischen O - 3.

3.2.9.3 Visuelle-Analog-Skala (Schmerz, Steifigkeit, Asthetik)

Die visuelle Analogskala (VAS) ist ein Instrument zur Patientenbefragung. In dieser
Studie, soll mit ihrer Hilfe die Schmerzen, die Steifigkeit der Fingergelenke und die
asthetische Beeintrachtigung der Patienten objektiviert werden. Die visuelle Analogskala
ist eine Strecke von 10 cm zwischen zwei Endpunkten. Zur Erlauterung soll hier die VAS-
Schmerz (Abbildung 8) dienen: Die Patienten kdnnen auf einer Strecke vom 10 cm mit
dem Anfangspunkt = keine Schmerzen und dem Endpunkt, definiert als maximal
vorstellbarer Schmerz, eine Markierung setzen. Die Punktzahl der VAS-Schmerz ergibt
sich dann durch das Messen des angegebenen Punktes auf der Strecke von — bis in
mm. Gleiches gilt fur die VAS-Steifigkeit (keine Steifigkeit — maximale Steifigkeit) und die
VAS-Asthetik (subjektiv schone Finger oder Hand - subjektiv hassliche Finger oder
Hand).

Keine Extreme
Schmerzen Schmerzen

Abbildung 8: Beispiel fur die Bestimmung der VAS-Schmerz.

3.2.10 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mittels Microsoft Excel 2013®,
GraphPadPrism5® und R® 2.12.0 durchgefiihrt. Die Beratung zur statistischen
Auswertung erfolgte am Institut fir Medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitat,
Giel3en durch Herrn Dr. rer. physiol. H. Boédeker. Folgende statistische Verfahren wurden

eingesetzt.

3.2.10.1 Biomarker-Peak-Bestimmung

Um festzustellen, inwiefern ein Biomarker mit einer erhéhten Konzentration (Peak) nach
Belastung analysiert wurde, wurden die Leerwerte, also die Werte vor Belastung, mit
den Maximalkonzentrationen innerhalb der ersten 15 Minuten nach Belastung
verglichen. Dazu wurden die Differenzen zwischen den beiden Werten gebildet. Mit Hilfe

des Wilcoxon-Rangsummentests fir nicht-parametrische Grundgesamtheiten, wurde
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der statistische Unterschied der einzelnen Differenzen (entspricht einer
Konzentrations&nderung) zum Nullwert (entspricht keiner Konzentrations&nderung)
berechnet. So konnte eine Konzentrationserh6hung nach Belastung fur die einzelnen
Biomarker aufgezeigt werden. Die graphische Darstellung der Daten erfolgte mit Hilfe
sogenannter Notched-Boxplots.

Da es sich hier um eine explorative Studie handelt und der Stichprobenumfang somit
klein ist, sind die Ergebnisse dieser Studie als ein Hinweis und nicht als Nachweis zu
werten. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen sollten durch konfirmatorische Studien

mit einem groReren Stichprobenumfang bestétigt werden.

3.2.10.2 Biomarker-Anstieg und Vergleich der einzelnen Patientengruppen

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es Unterschiede in der Konzentrationserhéhung der
Biomarker-Levels nach Belastung zwischen den einzelnen Patientengruppen (OA-, Pra-
und Post-Kohorte) zu finden. Der Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen erfolgte
mit Hilfe des H-Tests nach Kruskal und Wallis mit anschlieendem Dunn’s Post-Hoc-
Test, einem Test fur nicht-normalverteilte Variablen. Hierbei wurden die jeweiligen
Differenzen (siehe 3.2.10.1) der einzelnen Gruppen (Arthrose-Patientinnen versus
pramenopausale Probandinnen versus postmenopausale Probandinnen) pro Biomarker
miteinander verglichen. Erneut dienten die Notched-Boxplots zur graphischen
Darstellung. Ein statistisch signifikanter Anstieg/ Unterschied zwischen den Gruppen

wurde im Folgenden definiert als ein p-Wert von p < 0,05.

3.2.10.3 Kaorrelation der Biomarker mit klinischen und radiologischen Scores
Zur Korrelation der Biomarker, die einen signifikanten Unterschied zwischen den hier
untersuchten Kohorten zeigten, mit den einzelnen klinischen und radiologischen Scores
sowie patientenbezogenen Parametern wie AUSCAN®, HAQ, VAS-Schmerz, Kellgren
und Lawrence, Kallman, Alter, BMI und CRP, wurde die Rangkorrelation nach Spearman
angewendet. Die graphische Darstellung erfolgt mittels Streudiagramm (engl. Scatter-
Plots).

3.2.10.4 Lagerungsversuch

Um die Auswirkung der Lagerungsdauer auf die Biomarker-Konzentration in den
Blutproben erfassen zu kénnen, ermittelten wir die Konzentrationen zu den einzelnen
Zeitpunkten TO, T1 (ca. 3 Monate), T2 (ca. 7 Monate), T3 (ca. 11 Monate). Als
statistisches Verfahren wurde der Wilcoxon-Rangsummentest fur gepaarte, nicht-
parametrische Stichproben angewendet, um die Differenzen der Konzentration von TO

und T3 zu evaluieren.
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3.2.10.5 Blockierung heterophiler Antikérper

Um eine Beeinflussung der ELISA-Messergebnisse durch heterophile Antikérper zu
detektieren, wurden die Differenzen der Konzentrationen der Proben mit Behandlung
durch die Heterophilic-Blocking-Tubes® und die der Proben ohne Behandlung mittels
HBT® ermittelt. Zum Vergleich der nun erhaltenen Differenzen mit dem Nullwert, der
keiner Anderung der Konzentration durch heterophile Antikérper entspricht, wendeten

wir den Wilcoxon-Rangsummentest an.

3.2.10.6 Auswirkungen von wiederholtem Auftauen und Einfrieren

Die statistische Auswertung der Daten aus der Versuchsreihe Uber die Auswirkung von
wiederholtem Auftauen und Einfrieren der Blutproben auf die Biomarker-
Konzentrationen, erfolgte mit Hilfe des Wilcoxon-Rangsummentests. Hierzu wurden die
Differenzen von den Ausgangskonzentrationen mit den Konzentrationen nach
mehrmaligem  Auftauen und Einfrieren mit dem Nullwert, der keine

Konzentrations&nderung darstellt, verglichen.

3.2.10.7 Wirkung von Ibuprofen

Inwiefern Ibuprofen innerhalb einer Woche eine mittels AUSCAN®, VAS-Schmerz, VAS-
Asthetik und HAQ messbare Wirkung entfaltete, wurde ebenfalls mittels Wilcoxon-
Rangsummentests untersucht. Hierzu wurden die Differenzen der Scorepunkte von
Studientag 1 (T1) und von Studientag 2 (T2) herangezogen und mit dem Nullwert, der
keine Anderung im Scorewert entspricht, verglichen. Die graphische Darstellung der
Ergebnisse erfolgte mit Notched-Boxplots. Auch wurde die Anzahl der Non-Responder,
d.h. Patienten, die nicht auf die Medikation mit einer mindestens 20%igen Besserung

des vorherigen Ausgangswertes ansprachen, bestimmt.
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4  Ergebnisse

4.1 Populationsbeschreibung

Heberden- Bouchard- Pra- Post- RA-
OA OA Gruppe Gruppe Gruppe
Anzahl 12 12 12 12 5
23,4+ 59,9 +
Alter 60,3+5,7 62,8+7,1 1.2 7.0 52+11,4
215+ 23,0t
+ + +
BMI 26,0+ 3,4 26,5+3,4 2.0 3.3 25,7+ 4,2
22,7
CRP 35+£0,5 50+£2,2 22+23 | 1,0+£0,9 18.3
AUSCAN
632,4 642,8 £ 55+ 1143,2 +
Gesamt (T1) ’ ’ 0,0+0,0 ' '
[0-1500 mm] 334,7 388,0 12,9 2442
AUSCAN
Morgensteife 77,8 £
+ + + +
(T1) 378+ 30,2 | 41,8+ 28,3 | 0,000 | 266x9,0 24,5
[0-100 mm)]
AUSCAN
197,9 = 189,8 £ 348,2 =
Schmerz (T1) ' ’ 0,0+0,0 | 0,0+0,0 '
[0-500 mm] 136,9 121,0 117,1
AUSC(:TAll\)I ADL 396,8 + 4113 | o oo 292 7172+
[0-900 mm] 210,7 269,6 10,1 116,2
VAS Schmerz 69 6 +
(T1) [0-100 mm] 396+274 | 38,0+24,2 | 0,0+0,0 | 0,0%+0,0 2é 4‘
VAS Asthetik 61,0 +
(T1) [0-100 mm] 65,0+ 37,1 56,6 257 | 0,0£00 | 0,4£1,4 33,5
HA[(o?_é]m 0,7+05 | 09+0,718 | 0,0£00 | 0,0+01 | 1,6+05
Morgens'.[eife 180,0 +
(T1) [min] 40,1+x276 |925+126,3| 0,0+x0,0 | 25+8,7 184.9
Kellgren/
Lawrence 236+74 27,4 +10,7 n. b. n. b. n. b.
(Gesamtsumme)
Kallman 328+11,0 | 36,1+163 | n.b. n. b, n. b,
(Gesamtsumme)
Tabelle 4: Ubersicht (ber das Studienkollektiv. Dargestellt sind die Mittelwerte =+

Standardabweichungen der Heberden-OA-Gruppe, Bouchard-OA-Gruppe, prémenopausalen
und postmenopausalen Kontrollgruppe und der rheumatoiden Arthritis-(RA-)Gruppe in Bezug auf
Alter, BMI, CRP, klinische Scores zum T1 (Studientag 1): AUSCAN: Gesamt, Morgensteife,
Schmerz, ADL (activity of daily living), VAS: Schmerz und Asthetik, HAQ, die Morgensteife in
Minuten, und die Réntgenscores als Gesamtsumme der Punktzahlen gemaR Kellgren/Lawrence

bzw. Kallman.
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Insgesamt konnten 53 Patientinnen und Probandinnen in die Studie eingeschlossen
werden. Tabelle 4 stellt eine Ubersicht tiber die rekrutierten und untersuchten Kohorten
dar. Relevante Begleiterkrankungen gab es in keiner Kohorte.

Es wurden alle Vorgaben der beschriebenen Ein- und Ausschlusskriterien (siehe Kapitel
3.2.2) gemal Studienprotokoll eingehalten. Interessant ist hier, dass die Mittelwerte des
BMIs in beiden Kontrollgruppen sich im Rahmen des Normalgewichtes bewegten und
die Mittelwerte des BMIs der betroffenen Patientinnen sich eher im Bereich des leichten

Ubergewichtes befanden.

Die RA-Kohorte konnte aufgrund der strengen Einschlusskriterien, vor allem in Bezug
auf eine neudiagnostizierte und somit einer noch nicht adaquat behandelten RA nicht
mit den geplanten 12 Patientinnen aufgeflllt werden. Insgesamt konnten nur 5
Patientinnen rekrutiert werden. Daher wurden die Ergebnisse, die diese Kohorte
betrafen, in den weiteren Auswertungen nur zur Orientierung verwendet oder Uberhaupt

nicht berucksichtigt, da keine statistisch verwertbare Anzahl an Patientinnen vorlag.

Von den insgesamt 24 Handarthrose-Patientinnen haben nur 3 Patientinnen eine
erlaubte Rescue-Medikation (zwischen eine und 6 Tabletten Paracetamol & 500 mg,
wahrend des Studienzeitraumes von 10 Tagen) bei starkeren Schmerzen
eingenommen. Weitere Analgetika wurden durch die Patientinnen nicht benutzt.

4.2 Zusatzliche Laboruntersuchungen

4.2.1 Einfluss der Lagerungsdauer der Serumproben

Um den Einfluss der Lagerungsdauer auf die Konzentration unserer Biomarker in den
bei -86 °C im Gefrierschrank gelagerten Blutproben zu testen, wurde bei 8 Blutproben
stichprobenhaft die Konzentrationsbestimmung nach 3, 7 und 11 Monaten wiederholt,
um eine eventuelle Anderung der Konzentration detektieren zu kénnen (Ergebnisse
siehe Tabelle 12.1.1 und 12.1.2 des tabellarischen Anhangs).

Es konnten bei den Biomarkern COMP (-20,2%), sVCAM-1 (+11,7%) und PIIANP

(+47,9%) eine Anderung der Konzentrationen nach 11 Monaten Lagerungsdauer
beobachtet werden (Abbildung 9 a - c).
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a Einfluss der Lagerungsdauer: COMP b Einfluss der Lagerungsdauer: sVCAM-1
2500- .® 800~
="2250 ° = 0,008 —_ ° = 0,047
£ . . ) = 7004 " B
< 2000 E
£,1750 . - T e 600 og B L %
S 1500- . < 500 . e
3 I (- DY
£ 1 2 = Differenz
§ 750 = (_Sg'fgfrf”f € 300 (63,45 ng/ml)
,9 ng/ml) [
g 500 95% KI N 200- 95% K]
X 2500 OMonate  11Monate  (-620,36 bis S 100- (8,83 bis
04 -116,20 ng/ml) X 0 Monate 11 Monate 110,91 ng/ml)
0_
c Einfluss der Lagerungsdauer: PIIANP
2000~

F 1750- .: p=0.008

21500 . . -T-

'C1250{ ee _— 1

o | | R -

%= 1000-

s —_— ™ )

e 7504 o Differenz

[ n (425.814 ng/ml)

N 5001 ®ge 95% Kl

S 2504 0 Monate 11 Monate (244,59 bis

il 657,13 ng/ml)

Abbildung 9: Einfluss der Lagerungsdauer fur (a) COMP, (b) sVCAM-1 und (c) PIIANP.
Dargestellt sind die Konzentrationen der gemessenen Biomarkerkonzentrationen von 0 (TO) zu
11 (T3) Monaten Lagerungsdauer (n = 8, sVCAM-1: n = 7) in ng/ml und der jeweilige Mittelwert
der gemessenen Konzentrationen. Daneben ist die jeweilige Differenz der gemessenen
Mittelwerte mit dem 95% Konfidenzintervall (KI) in ng/ml dargestellt.

Die Konzentrationen der anderen Biomarker CPII, IL-15, NGAL und C1,2C blieben von
der Lagerungsdauer unbeeintréachtigt (Abbildung 10 a - d).
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a Einfluss der Lagerungsdauer: CPII b Einfluss der Lagerungsdauer: IL-15
4000- = 4.0+

- o - p=0,10 _ .

E 35099 . T E¥ p=0,10

g 3000+ . [ 1} g 3.0 o0

c 25004 = 2.5 PYYYS EEE T

] " o

= 2000 e " £ 2.0 - —

£ 1500- ° o = m-

& ° Differenz S 1.54 ] Differenz

N 1000+ o°® (737,35 ng/ml) N 1.0- (-0,448 pg/ml)

S 500 95% KI 5 95% K

X 0 Monate 11 Monate  (-210,66 bis ¥ 0.54 o Monate 11 Monate (-0,68 bis

0- 1610,86 ng/ml) 0.0- -0,08 pg/ml)

c Einfluss der Lagerungsdauer: NGAL d Einfluss der Lagerungsdauer: C1,2C

200- 700-
= ® = °
T 1754 p=0,64 £ 6004 ® - p=0,94
B 150- . 2 u
I o . = 500 * n"
g 1257 y S— s —— ] S
£100{ —o— _=m Sl .t o
o [ ] ] =}
5 75 " - —— a8 3004 ° - Differenz
= e A ] ° = (-37,2ng/ml)
N 50+ ° u Differenz c 95% Ki
§ L. (-5,02 ng/ml) 3 200 . (-48,98 bis
X OMonate ~ 11Monate g5, | 100 OMonate  11Monate 80,33 ng/ml)

04 (-22,14 bis '

16,20 ng/ml)

Abbildung 10: Einfluss der Lagerungsdauer fur (a) CPII,( b) IL-15, (c) NGAL und (d) C1,2C.
Dargestellt sind die Konzentrationen der gemessenen Biomarkerkonzentrationen von 0 (TO) zu
11 (T3) Monaten Lagerungsdauer (n = 8) in ng/ml bzw. pg/ml und der jeweilige Mittelwert der
gemessenen Konzentrationen. Daneben ist die jeweilige Differenz der gemessenen Mittelwerte
mit dem 95% Konfidenzintervall (KI) in ng/ml bzw. pg/ml dargestellt. Bei diesen Markern kam es
zu keinen markant ausgepragten Veranderungen der Konzentrationen: CPIl: p = 0,10, IL-15: p =
0,10, NGAL: p=0,64 und C1,2C: p = 0,94.

4.2.2 Der Einfluss von heterophilen Antikdrpern

Durch die Behandlung der Blutproben mit HBT® sollte festgestellt werden, inwiefern die
Ergebnisse der Blutproben durch Interferenzen mit heterophilen Antikbrpern verfélscht
wurden. Hierzu wurden die Konzentrationen der 12 Blutproben mit den Konzentrationen
nach Behandlung mit HBT® verglichen und die jeweiligen Differenzen der zwei Werte
ermittelt. (Ergebnisse siehe Tabelle 12.1.3 des tabellarischen Anhangs). Mit den
erhaltenen Differenzen wurde der Wilcoxon-Rangsummentest durchgefiihrt. Das

Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 definiert.

Eine mdogliche Beeinflussung durch heterophile Antikdper konnte fir die Biomarker
sVCAM-1 (p = 0,79). und NGAL (p = 0,97) ausgeschlossen werden (Abbildung 11 a, b).

Dagegen kann bei einzelnen Proben die Konzentration an IL-15 und somit die

Versuchsergebnisse durch eine potentielle Interferenz mit heterophilen Antikdrpern
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verfalscht worden sein. So ergab die Behandlung der Proben mit HBT® (3,34 + 1,58
pg/ml) im Vergleich zu den unbehandelten Proben (2,24 + 0,59 pg/ml) einen signifikanten
Anstieg von 49,4 % der Biomarker-Konzentration von IL-15 (p = 0,001, Abbildung 12).
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Abbildung 11: Einfluss von heterophilen Antikdrpern auf die Konzentration von (a) NGAL und
(b) sVCAM-1. Dargestellt sind die Differenzen der gemessenen Konzentrationen der Biomarker
als Notched-Boxplots vor und nach Behandlung der Proben mit HBT®. Mittels HBT® sollten
potentielle Interferenzen durch heterophile Antikérper verhindert werden. Die rote Linie
kennzeichnet den Nullwert, d.h. hier besteht keine Konzentrationsdnderung im Vergleich zur
nativen Probe (n = 12).
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Abbildung 12: Einfluss von heterophilen Antikdrpern auf die Konzentration von IL-15. Dargestellt
sind die Differenzen der gemessenen Biomarkerkonzentrationen als Notched-Boxplots von IL-15
vor und nach Behandlung der Proben mit HBT®. Die rote Linie kennzeichnet den Nullwert, d.h.
hier besteht keine Konzentrationsanderung im Vergleich zur nativen Probe (n = 12). Mittels HBT®
sollten potentielle Interferenzen durch heterophile Antikérper verhindert werden.
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4.2.3 Wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Proben

Da manche Serumaliquots aufgrund von zu wenig gesammelten Blutvolumen zweimal
benutzt werden mussten, sollte durch diesen Versuch eine mdgliche
Konzentrationsanderung der Biomarker im Serum durch zweimaliges Auftauen und
Einfrieren der Serumaliquots untersucht werden. Hierzu wurden die Differenzen der
ersten Bestimmung und der zweiten Bestimmung nach zweimaligem Einfrieren und
Auftauen mittels Wilcoxon-Rangsummentest verglichen (n = 8). Als signifikante

Anderung der Konzentration wurde ein p-Wert < 0,05 definiert.

In den folgenden Graphiken sind die Differenzen der Biomarker-Konzentrationen, die
aus den Werten vor und nach zweifachem Auftauen und Einfrieren bestimmt wurden,
dargestellt. Die Abbildung 13 und Abbildung 14 zeigen die Biomarker, deren
Konzentration durch mehrfaches Auftauen und Einfrieren nicht beeinflusst wurde. Die
Einzelergebnisse sind der Tabelle 12.1.4 und 12.1.5 des tabellarischen Anhangs zu

entnehmen.
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Abbildung 13: Einfluss des wiederholten Auftauens und Einfrierens der Proben auf die
Konzentrationen der Biomarker. Dargestellt sind die Konzentrationen der gemessenen Biomarker
(@) COMP (p =0,22), (b) C1,2C (p = 0.95 im Serum in ng/ml vor und nach zweifachem Einfrieren
und Auftauen der Blutproben (n = 8). Daneben ist auf der rechten Y-Achse die jeweilige Differenz
der gemessenen Mittelwerte mit dem 95% Konfidenzintervall (KI) in ng/ml dargestellt.
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Abbildung 14: Einfluss des wiederholten Auftauens und Einfrierens der Proben auf die
Konzentrationen der Biomarker. Dargestellt sind die Konzentrationen der gemessenen Biomarker
(@) PIANP (p = 0,74), (b) CPII (p = 0,16) und (c) sVCAM-1 (p = 0,55) im Serum in ng/ml vor und
nach zweifachem Einfrieren und Auftauen der Blutproben (n = 8, CPIl: n = 7). Daneben ist auf
der rechten Y-Achse die jeweilige Differenz der gemessenen Mittelwerte mit dem 95%
Konfidenzintervall (KI) in ng/ml dargestellt.

Bei den Biomarkern NGAL und IL-15 kam es zu einer Verdnderung der Biomarker-

Konzentration nach zweifachem Auftauen der Serum-Proben. Die Konzentration stieg

um 17,2% beziehungsweise um 41,8% nach zweimaligem Auftauen an (Abbildung 15 a,

b).
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Abbildung 15: Einfluss des wiederholten Einfrierens und Auftauens auf die Konzentration der
Biomarker IL-15 und NGAL. Dargestellt sind die Konzentrationen der gemessenen Biomarker (a)
IL15 (p = 0,04) und (b) NGAL (p = 0,008) im Serum in ng/ml bzw. pg/ml vor und nach zweifachem
Einfrieren und Auftauen der Blutproben (n = 8). Daneben ist auf der rechten Y-Achse die jeweilige
Differenz der gemessenen Mittelwerte mit dem 95% Konfidenzintervall (K1) in ng/ml dargestellt.

Bei der Bestimmung der Biomarker-Konzentrationen von NGAL wurde in den
Hauptversuchen nur eine einzige Probe zweimal aufgetaut. Hierbei handelte es sich um
die Leerwertbestimmung einer postmenopausalen Kontrolle. Somit konnte eine
Beeinflussung des Auftauens auf die Biomarker-Konzentration von NGAL in den OA-

Kohorten und in der prdmenopausalen Kontrollgruppe ausgeschlossen werden.

Zur Bestimmung der IL-15 Konzentrationen in den Hauptversuchen wurden keine
Proben mehrfach aufgetaut. Deshalb ist eine Beeinflussung dieser Ergebnisse durch

mehrfaches Auftauen und Einfrieren der Proben ausgeschlossen.

4.3 Ergebnisse aus der Biomarker-Analyse mittels ELISA

4.3.1 Konzentrationsverlaufe der Biomarker im Blut nach Belastung
Zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Studie gab es keine Informationen Uber den

zeitlichen Verlauf der Konzentrationen der Biomarker im peripheren vendsen Blut nach
mehrfachem Kraftschluss der Indexhand. Es war auch nicht sicher, dass diese
Uberhaupt nach Belastung speziell der Hand- und Fingergelenke im vendsen
Abflussgebiet des jeweiligen Armes messbar gemacht werden konnten. Auch lagen
keine Informationen vor, wann der beste Entnahmezeitpunkt des Blutes sein wirde, um
die zu erwartende Maximalkonzentration der Biomarker detektieren zu konnen. Aufgrund
des Fehlens dieser Angaben wurden zunachst aus jeder Kohorte die Blutproben von vier

zuféllig ausgewahlten Patientinnen/ Probandinnen mit allen 9 gemessenen Zeitpunkten
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exemplarisch untersucht. Aus der kleineren RA-Kohorte wurden nur die Proben von zwei

Patientinnen exemplarisch untersucht.

Die Ergebnisse der ersten ELISAs zeigten, dass alle Marker im ventdsen Blut des
jeweiligen Arms vor und nach Belastung messbar waren. Fir die Marker CPIl, C1,2C,
COMP, sVCAM-1, IL-15, NGAL und PIIANP konnte ein Anstieg der Biomarker-
Konzentrationen nach Belastung im vendsen Blut gemessen werden. Ein

exemplarischer Verlauf fir den Biomarker COMP zeigt Abbildung 16.
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Abbildung 16: Exemplarische Darstellung der zeitabhangigen Serumkonzentration von COMP.
Die Messergebnisse von insgesamt 18 zufédllig ausgewahlten Versuchspersonen wurden
verwendet, davon jeweils 4 aus der Heberden-, Bouchard-, Pr&a-, und Post-Kohorte sowie 2 aus
der RA-Kohorte, wurden verwendet. Die y-Achse gibt die Biomarkerkonzentration von COMP in
ng/ml und die X-Achse die jeweiligen Messzeitpunkte: Vor Belastung (-10) und 1, 2, 5, 10, 15, 30,
45, 60 Minuten nach Belastung an. Der Wert vor Belastung wurde mit -10 Minuten zur besseren
Ubersicht gewéhlt und lag in Wirklichkeit bei -1 Minute.

Fur die Biomarker CS846 und YKL-40 konnte in dem Vorversuch kein sicherer Anstieg
nach Belastung der Hand- und Fingergelenke festgestellt werden (Abbildung 17), so
dass flr alle weiteren Analysen nur die oben genannten sieben Biomarker weiter

untersucht wurden.
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Abbildung 17: Exemplarische Darstellung der zeitabhéngigen Serumkonzentrationen von (a)
CS846 und (b) YKL-40. Die Messergebnisse von insgesamt 18 zufédllig ausgewahlten
Probandinnen/ Patientinnen wurden verwendet, davon jeweils 4 aus der Heberden-, Bouchard-,
Pra-, und Post-Kohorte sowie 2 aus der RA-Kohorte. Die y-Achse gibt die Konzentration in ng/ml
und die X-Achse die jeweiligen Zeitpunkte: Vor Belastung (-10) und 1, 2, 5, 10, 15, 30, 45, 60
Minuten nach Belastung an. Der Wert vor Belastung wurde mit -10 Minuten zur besseren
Ubersicht gewéhlt und lag in Wirklichkeit bei -1 Minute.

Die Einzelergebnisse der Biomarker-Konzentrationen fir alle Zeitpunkte und alle
Patienten finden sich im tabellarischen Anhang (Tabelle 12.2).

4.3.2 Zeitliche Bestimmung der maximalen Biomarker-Konzentrationen
Nach Abschluss der Vorversuche wurden die Blutproben aller Patienten mittels ELISA
analysiert und die Biomarker-Konzentrationen der Studienteilnehmerinnen zu allen

Zeitpunkten der Blutentnahme bestimmt.

Bei Betrachtung aller Biomarker-Konzentrationsverlaufe pro Patientin/Probandin konnte
bei groRer intraindividueller Varianz der Biomarker-Verlaufe kein gemeinsamer
Zeitpunkt fir das Anfluten aller Biomarker im Blut gefunden werden. Aber auch im
Vergleich der Patientinnen/Probandinnen untereinander zeigte sich eine grol3e
interindividuelle Varianz der Biomarker-Konzentrationsverlaufe, insbesondere beztiglich
des Zeitpunktes an dem die Maximalkonzentrationen der einzelnen Biomarker
gemessen wurden. Es konnte daher kein Zeitpunkt identifiziert werden, an dem ein
einzelner Biomarker bei allen Studienteilnehmerinnen gleichzeitig seine
Maximalkonzentration nach Belastung der Hand- und Fingergelenke erreichte. Bei
Betrachtung der Konzentrationen aller Biomarker im Messzeitraum von insgesamt 60
Minuten nach Belastung zeigt sich deutlich, dass es in den meisten Fallen innerhalb der
ersten 15 Minuten nach Belastung der Hand- und Fingergelenke im Vergleich zum

gemessenen Ausgangswert vor Belastung zu einem Konzentrationsanstieg im vendsen
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Blut des jeweiligen Arms kam. In den danach folgenden Abnahmezeitpunkten kam es
nur zu wenigen Konzentrationsanstiegen oder -anderungen der Biomarker-Level. Aus
diesem Grund wurden die Zeitpunkte 45 und 60 Minuten nach Belastung flr die weiteren
Berechnungen nicht mehr bertcksichtigt.
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Abbildung 18: Exemplarischer Konzentrationsverlauf der Biomarker im Serum zweier zufallig
ausgewahlten Patientinnen. Dargestellt sind die Biomarkerkonzentrationsverlaufe vor (t = -10
Minuten) und nach Belastung der Hand- und Fingergelenke. Die x-Achse gibt die Zeit in Minuten
an und die y-Achse die Konzentrationen der jeweiligen Biomarker. Der Wert vor Belastung wurde
mit -10 Minuten zur besseren Darstellung gewahlt und lag in Wirklichkeit bei -1 Minute.

In Abbildung 18 a und b sind die Konzentrationsverlaufe aller Biomarker zweier zufallig
ausgewahlter Patientinnen ohne die Zeitpunkte 45 Minuten und 60 Minuten dargestellt
(Abbildung 18). Die Graphiken machen, wie bereits oben beschrieben, deutlich, dass die
Konzentrationsanderungen im Blut in den ersten 15 Minuten nach Belastung auftreten.
Auch zeigt sich, dass es keinen gemeinsamen Zeitpunkt fur alle Biomarker gibt, bei
denen eine maximale Konzentration nach Belastung im Blut gemessen werden konnte.
Die weiteren statistischen Auswertungen wurden daher mit der Maximalkonzentration
des jeweiligen Biomarkers innerhalb der ersten 15 Minuten nach Belastung der Hand-

und Fingergelenke der jeweiligen Patientin durchgefihrt.
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Wahrend der gesamten Studie wurde darauf geachtet, dass die Abnahmezeitpunkte
exakt eingehalten wurden. Allerdings kam es gelegentlich auch zu einer Verschiebung
dieses Zeitpunktes z.B. durch den Verschluss der Venenverweilkanile.

4.3.3 Konzentrationsanstieg nach Belastung und Unterschiede zwischen
den einzelnen Kohorten

Ein priméres Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob es einen Unterschied der

jeweiligen Biomarker-Konzentration zwischen den einzelnen hier untersuchten Kohorten

gibt. Dazu wurden die Differenzen zwischen der Maximalkonzentration des Markers

innerhalb der ersten 15 Minuten nach Belastung und dem Leerwert, also der

Konzentration vor Belastung gebildet.

4331 COMP

Der Marker COMP weist in allen untersuchten Kohorten einen signifikanten Anstieg der
Serum-Konzentration nach Belastung im Vergleich zum Wert vor Kraftschluss der
Indexhand auf. Abbildung 19 zeigt, dass alle Boxen oberhalb der Nulllinie sind und somit
ein Anstieg der Konzentration nach Belastung, verglichen mit den Werten vor Belastung,
nachweisbar ist. Im Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander konnte allerdings
kein Unterschied zwischen den Biomarker-Konzentrationen nach Belastung gefunden
werden (p =0,23). Die genauen Werte der graphischen Darstellung und der statistischen
Ergebnisse finden sich im tabellarischen Anhang (Tabelle 12.3.1).
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4332 Cil,2C

Der Biomarker C1,2C zeigt als einziger der hier untersuchten Biomarker keinen
nachweisbaren Konzentrationsanstieg im Blut nach erfolgter Belastung der Hand- und
Fingergelenke in allen Gruppen (Abbildung 20). Auch konnte kein Unterschied im
Auftreten der maximalen Biomarker-Konzentration zwischen den einzelnen Gruppen (p
= 0,31) gefunden werden (Abbildung 20). Die genauen Ergebnisse sind dem

tabellarischen Anhang zu enthnehmen (Tabelle 12.3.2).
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Abbildung 20: Serumkonzentrationen von C1,2C. Dargestellt sind die Differenzen als Notched-
Boxplots zwischen der maximalen C1,2C-Konzentration [ng/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten
nach Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte [OA = Kohorte der Patientinnen mit einer Fingerpolyarthrose (p = 0,09), n
= 24; Pra = pramenopausale Kontrollgruppe (p = 0,47), n = 12; Post = postmenopausale
Kontrollgruppe p = 0,90), n = 12]. Die X-Achse (rote Linie) kennzeichnet den Nullwert, d.h. hier
besteht keine Konzentrationsanderung im Vergleich zum Zeitpunkt vor Belastung.

4.3.3.3 PIIANP

Der Knorpelsynthesemarker PIIANP zeigt nur in der OA-Gruppe einen messbaren
Konzentrationsanstieg nach Belastung (Abbildung 21). Es konnte kein signifikanter
Anstieg der Konzentration im Blut der pramenopausalen und der postmenopausalen

Kontrollgruppe gemessen werden.
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Ein deutlicher Unterschied zwischen den einzelnen Kohorten im Auftreten der
Maximalkonzentration nach Belastung konnte statistisch nachgewiesen werden. PIIANP
ist der einzige Biomarker, der diesen statistisch nachweisbaren Unterschied zwischen
der OA-Kohorte und der pré- sowie auch der postmenopausalen Kohorte aufweist (p =
0,003).

Die statistische Auswertung ist dem tabellarischen Anhang zu entnehmen (Tabelle
12.3.3).
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Abbildung 21: Serumkonzentrationen von PIIANP. Dargestellt sind die Differenzen als Notched-
Boxplots zwischen der maximalen PIIANP-Konzentration [ng/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten
nach Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte [OA = Kohorte der Patientinnen mit einer Fingerpolyarthrose (p = 0,0001),
n = 24; Prd = pramenopausale Kontrollgruppe (p = 0,09), n = 12; Post = postmenopausale
Kontrollgruppe (p = 0,64), n = 12]. Die X-Achse (rote Linie) kennzeichnet den Nullwert, d.h. hier
besteht keine Konzentrationsdnderung im Vergleich zum Zeitpunkt vor Belastung.

4.3.3.4 CPII

Der Knorpelformationsmarker CPIl zeigte ebenfalls nur in der OA-Gruppe einen
deutlichen Konzentrationsanstieg nach Belastung im Blut (Abbildung 22). In den beiden
Kontroll-Kohorten konnte kein signifikanter Anstieg der Konzentrationen im Blut nach

Belastung der Hand- und Fingergelenke nachgewiesen werden.
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Verglichen mit der pramenopausalen Kohorte wies die OA-Kohorte eine deutlich erhéhte
CPII-Konzentration im Blut (p = 0,009) innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Kraftschluss der Hand auf (Abbildung 22).

Die Einzelergebnisse der statistischen Auswertung sind dem tabellarischen Anhang zu
entnehmen (Tabelle 12.3.4).

CPII
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Abbildung 22: Serumkonzentrationen von CPII. Dargestellt sind die Differenzen als Notched-
Boxplots zwischen der maximalen CPII-Konzentration [ug/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten
nach Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte [OA = Kohorte der Patientinnen mit einer Fingerpolyarthrose (p = 0,004), n
= 24; Pra = pramenopausale Kontrollgruppe (p = 0,28), n = 12; Post = postmenopausale
Kontrollgruppe (p = 0,50), n = 12]. Die X-Achse (rote Linie) kennzeichnet den Nullwert, d.h. hier
besteht keine Konzentrationsdnderung im Vergleich zum Zeitpunkt vor Belastung.

4.3.35 sVCAM-1

Der Biomarker sVCAM-1 zeigt ebenso wie CPII nur in der OA-Kohorte einen deutlichen
Anstieg (p = 0,0026) der Biomarker-Konzentration im Blut nach Belastung der Hand- und
Fingergelenke (Abbildung 23).

Es konnte kein Unterschied der maximalen Biomarker-Konzentrationen zwischen den

einzelnen untersuchten Kohorten festgestellt werden (p = 0,15).
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Die Einzelwerte sind dem tabellarischen Anhang zu entnehmen (Tabelle 12.3.5).
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Abbildung 23: Serumkonzentrationen von sVCAM-1. Dargestellt sind die Differenzen als
Notched-Boxplots zwischen der maximalen sVCAM-1-Konzentration [ng/ml] innerhalb der ersten
15 Minuten nach Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor
Belastung pro untersuchter Kohorte (OA = Kohorte der Patientinnen mit einer Fingerpolyarthrose
(p = 0,003), n = 24; Pra = pramenopausale Kontrollgruppe (p = 0,30), n = 12; Post =
postmenopausale Kontrollgruppe (p = 0,62), n = 12]. Die X-Achse (rote Linie) kennzeichnet den
Nullwert, d.h. hier besteht keine Konzentrationséanderung im Vergleich zum Zeitpunkt vor
Belastung.

4.3.3.6 IL-15

Fur den Biomarker Interleukin-15 konnte ein deutlicher Anstieg der Biomarker-
Konzentration im Blut nach Kraftschluss der Indexhand nur in der OA-Kohorte (p =
0,0002) und in der Post-Kohorte (p = 0,01) gefunden werden (Abbildung 24). Es konnte
kein Anstieg der Konzentrationen nach Belastung der Hand- und Fingergelenke in der
Pra-Kohorte (p = 0,19) nachgewiesen werden (Abbildung 24).

Es konnte kein Unterschied der maximalen Interleukin-15-Biomarkerkonzentrationen

zwischen den einzelnen untersuchten Kohorten festgestellt werden (p = 0,35).

Die Einzelwerte sind dem tabellarischen Anhang (Tabelle 12.3.6) zu entnehmen.

57



4 Ergebnisse

IL-15
—_

0 |
= I T
@ | |
£ ! '
® N ) [N I A
i T
N
| o
O v
e
*
~ |

o 1
o I V T “ M
E I | —_—
o | |
e - —_ !
()] |

|
PR
OIJ - T T T
OA Pra Post

Abbildung 24: Serumkonzentrationen von IL-15. Dargestellt sind die Differenzen als Notched-
Boxplots zwischen der maximalen IL-15-Konzentration [pg/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten
nach Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte (OA = Kohorte der Patientinnen mit einer Fingerpolyarthrose (p = 0,0002),
n = 24 Pra = pramenopausale Kontrollgruppe (p = 0,19), n = 12; Post = postmenopausale
Kontrollgruppe (p = 0,01), n = 12]. Die X-Achse (rote Linie) kennzeichnet den Nullwert, d.h. hier
besteht keine Konzentrationsdnderung im Vergleich zum Zeitpunkt vor Belastung.

4.3.3.7 NGAL

Fur den Biomarker NGAL konnte in der Pra-Kohorte (p = 0,03), sowie in der OA-Kohorte
(p < 0,0001) ein deutlicher Anstieg der Konzentration im Blut von NGAL nach Belastung
der Hand- und Fingergelenke gefunden werden (Abbildung 25). Hingegen konnte kein
Anstieg der Konzentration im Blut der Post-Kohorte (p = 0,30) nachgewiesen werden
(Abbildung 25).

Es konnte kein Unterschied der maximalen NGAL-Biomarker-Konzentrationen

zwischen den einzelnen untersuchten Kohorten festgestellt werden (p = 0,3237).

Die Einzelwerte finden sich im tabellarischen Anhang (Tabelle 12.3.7).
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Abbildung 25: Serumkonzentrationen von NGAL. Dargestellt sind die Differenzen als Notched-
Boxplots zwischen der maximalen NGAL-Konzentration [ng/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten
nach Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte [OA = Kohorte der Patientinnen mit einer Fingerpolyarthrose (p < 0,0001),
n = 24; Pra = pramenopausale Kontrollgruppe (p = 0,03), n = 12; Post = postmenopausale
Kontrollgruppe (p = 0,30), n = 12]. Die X-Achse (rote Linie) kennzeichnet den Nullwert, d.h. hier
besteht keine Konzentrationsdnderung im Vergleich zum Zeitpunkt vor Belastung.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass viele der hier untersuchten Biomarker nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke in einer héheren Konzentration als vor
Belastung im vendsen Blut des Unterarms vorhanden sind. Somit ist anzunehmen, dass
durch die mechanische Belastung der Hand- und Fingergelenke der Abtransport der

Biomarker Gber das Lymph- und Blutsystem der Gelenke deutlich zunimmt.

Fur die Biomarker PIIANP und CPII konnte ein deutlicher Unterschied der Biomarker-
Maximalkonzentration nach Belastung zwischen den einzelnen Kohorten aufgezeigt
werden. So féllt der Biomarker-Peak bei dem untersuchten Knorpelformationsmarker
PIIANP bei den OA-Patientinnen deutlich hdher aus als bei den beiden als Kontrolle

dienenden pra- und postmenopausalen Probandinnen.

Ein weiterer Knorpelformationsmarker CPIl zeigte ebenfalls eine deutlich hohere
Serumkonzentration in der OA-Gruppe als in der prAmenopausalen Kontrollgruppe. Hier
konnte allerdings kein Unterschied zwischen der postmenopausalen Kontrollgruppe und

den OA-Patientinnen gefunden werden.
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4.4 Ergebnisse aus der Evaluation der Rontgenbilder

4.4.1 Die Einzelergebnisse

Fur die Auswertung der Punktzahlen aus den Einzelscores (Kellgren- und Lawrence-
Score, Kallman- Score, Larsen-Score und der nach van der Heijde modifizierte Sharp-
Score) der Handarthrose und der rheumatoiden Arthritis wurden die Daten in

tabellarischer Form gesammelt.

Es wurde fir die Gesamtauswertung der Rontgenbilder jeder einzelne Scorewert
notiert. Fur die Auswertung der Rontgenscores nach Kellgren und Lawrence und nach
Kallman wurde jeweils noch die Gesamtsumme der Scores fir die ganze Indexhand
und die Durchschnittswerte fur alle Gelenke ermittelt. Fir die Gesamtsumme wurden
alle Punktzahlen der Einzelscores pro Gelenk fiir jeden Patienten addiert (Kellgren/
Lawrence- Score: maximal 60 Punkte, Kallman-Score: maximal 99 Punkte). Fir die
jeweiligen Durchschnittswerte wurde der Gesamtscore dann jeweils noch durch die
Anzahl der insgesamt evaluierten Gelenke (Kellgren-Lawrence-Score: 15 Gelenke,
Kallman-Score: 11 Gelenke) dividiert. Eine Ubersicht tiber die Auswertung der
Rontgenbilder gibt Tabelle 5.

OA—P?rflzezn;)lnnen RA-Patientinnen (n=5)

Kellgren-Lawrence-Score 255+ 09,72 nb.

(Summe, max. 60)
Kellgren-Lawrence-Score

(Durchschnittswert/ Hand) 17206 n.b.
Kallman-Score

e, e, 05 34,5+ 13,7 n.b.
Kallman-Score

(Durchschnittswert):
- Osteophyten (max. 3) 1,6+0,5 n.b.
- JSN (max. 2) 0,8+£0,5 n.b.
- Subchon. Sklerose 0,4+0,3 n.b.

(max. 1)
- Subchon. Zysten (max. 1) 0,5+0,3 n.b.
- Seitl. Verformung 0,1+0,2 n.b.

(max. 1)
- Zerstorung (max. 1) 0,1+0,1 n.b.
Larson-Score

(max. 55 Punkte) n.b 0+0
Sharp/ v. d. Heijde-Score:

- Erosionen (max. 5) n.b. 0+0

- JSN (max. 4)) n.b. 0+0

Tabelle 5: Ubersicht liber die Auswertung der Rontgenbilder der OA- und der RA-Patientinnen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der ermittelten Summen der Scores
sowie der errechneten Durchschnittswerte der Indexhande der Patientinnen (OA = Osteoatrthritis,
RA = Rheumatoide Arthritis, n.b. = nicht bestimmt, in Klammern der jeweilige héchstmogliche
Scorewert, JSN = joint space narrowing).
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In Tabelle 5 ist deutlich zu sehen, dass die Patientinnen der RA-Kohorte im Friihstadium
ihrer Erkrankung fur die Studie rekrutiert wurden, da zum Zeitpunkt der Studienteilnahme
bei allen RA-Patientinnen noch keine nativ-rontgenologischen Veré&nderungen der
Gelenke und Knochen vorlagen und somit auch die radiologischen Scores alle einen
Wert von 0 Punkten aufwiesen.

Im weiteren Vergleich der beiden nach dem klinischen Erscheinungsbild zugeteilten OA-
Gruppen (mehr Heberden- oder mehr Bouchard-betonte Fingerpolyarthrose) fiel auf,
dass es nur einen geringen Unterschied zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf die
Anzahl der radiologisch betroffenen Gelenke, definiert als ein Kellgren-Lawrence-Score
= 2 gibt (Tabelle 6). Dabei zeigte die Gruppe mit den Patientinnen mit einer mehr
Bouchard-betonten Fingerpolyarthrose sogar mehr betroffene Gelenke im Bereich der
DIP-Gelenke als im Bereich der PIP-Gelenke (Tabelle 6).

Heberden-betonte Bouchard-betonte Summe
Fingerpolyarthrose | Fingerpolyarthrose (n = 24)
(n=12) (n=12)
Anzahl der
betroffenen DIP- 41 39 80
Gelenke
Anzahl der
betroffenen PIP- 24 36 60
Gelenke
Summe (n = 24) 65 75

Tabelle 6: Ubersicht {iber die radiologisch betroffenen Fingergelenke. Darstellt sind zwei OA-
Subgruppen, die klinisch mehr Heberden-betonte und die klinisch mehr Bouchard-betonte
Fingerpolyarthrose gegentiber der Anzahl der radiologisch betroffenen Gelenke, definiert als ein
Kellgren-Lawrence-Score = 2.

Fur alle weiteren Berechnungen und Vergleiche wurde kein Unterschied mehr zwischen
einer klinisch mehr Heberden- oder mehr Bouchard-betonten Fingerpolyarthrose
gemacht, sondern die beiden Gruppen wurden als eine gemeinsame OA-Kohorte

angesehen und als solche ausgewertet.

4.4.2 Korrelationen zwischen den Réntgenscores und den Biomarkern

Die Korrelationsanalyse der Biomarker-Peaks nach Belastung mit den ermittelten
Rontgenscores der Hand wurde mittels Rangkorrelation nach Spearman durchgefuhrt.
In die Berechnungen wurden die Gesamtscores, die Durchschnittsscores und der
hochste Wert Patientinnen

im Kellgren-Lawrence-Score der Indexhande der
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einbezogen. Auch wurde bei der Auswertung des Kallman-Scores die Einzelwerte fur
die Gelenkspaltverschmélerung (Joint Space Narrowing = JSN) und die Einzelwerte fur
die Auspragung der Osteophyten hinzugezogen, einschlielich der Maximalwerte und
der Durchschnittswerte der untersuchten Parameter. Des Weiteren wurde evaluiert, ob
es Korrelationen zwischen der Anzahl der radiologisch betroffenen Gelenke (definiert als
ein Kellgren-Lawrence-Score 2 2) und der Biomarker-Level gab. Es wurden nur die
Biomarker, die einen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen untersuchten
Hand- in die

Kohorten nach Belastung der und Fingergelenke aufwiesen,

Korrelationsanalyse mit einbezogen.

Die Werte des Korrelationskoeffizienten r variieren zwischen -1 (negative Korrelation), O
(keine Korrelation) und 1 (positive Korrelation). Die Werte dazwischen bedeuten eine
positive oder negative Tendenz flr eine gemeinsame oder inverse Korrelation. Das
Signifikanzniveau wurde als p < 0,05 definiert. Die Ergebnisse der Korrelation nach
Spearman zwischen den Réntgenscores und den Biomarkern sind der Tabelle 12.4 des

tabellarischen Anhangs zu entnehmen.

Als einzige Biomarker zeigten CPIl und PIIANP signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Kohorten. Daher wurden nur diese beiden Biomarker mit den radiologischen
Scores korreliert. Die Auswertung ergab keine Korrelationen fir CPIl und PIIANP mit
den Einzel, Gesamt- oder Durchschnittsrontgenscores. Exemplarisch wird die
Korrelation des Gesamtwertes des Kellgren-Lawrence-Scores mit den Biomarkern CPII

(p =0,36; r =-0,20) und PIIANP (p = 0,14 und r = 0,51) in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Korrelation von CPIl und PIIANP mit dem Kellgren-Lawrence-Score. Dargestellt
ist die Korrelation der Gesamtwertes des Kellgren-Lawrence-Scores mit (a) der CPII-
Konzentration (p = 0,36; r = -0,20) und (b) der PIIANP-Konzentration (p = 0,14; r = 0,51) nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke der OA-Patientinnen (n = 24).
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Es ergab sich ebenso keine Korrelation der beiden Biomarker mit dem Kallmann-Score,
auch nicht in der Analyse der Einzelparameter wie Gelenkspaltverschmélerung oder
Osteophyten. Exemplarisch dargestellt ist die Korrelationsanalyse von CPII (p = 0,35; r
=-0,20) und PIIANP (p =0,13; r = 0,55) mit der Gesamtpunktzahl des Kallman-Scores
(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Korrelation von CPIl und PIIANP mit dem Kallman-Score. Dargestellt ist die
Korrelation des Kallman-Scores mit (a) der CPllI-Konzentration (p = 0,35; r = -0,20) und (b) mit
der PIIANP-Konzentration (p = 0,13; r = 0,55) nach Belastung der Hand- und Fingergelenke der
OA-Patientinnen (n = 24).

Die Korrelationen der Biomarker der RA-Patientinnen und der Rdntgenscores wurde

nicht durchgefihrt, da alle RA-Patientinnen ein blandes Réntgenbild aufwiesen (s.0.).

4.5 Ergebnisse der klinischen Scores

4.5.1 Die Ergebnisse der Frageb6gen von Tag 1 und Tag 2

Nach dem Studienende, wurden alle Fragebdgen zur Erhebung der klinischen Scores
des ersten (T1) und zweiten (T2) Studientags, in tabellarischer Form zusammengefasst.
Zwischen dem ersten und zweiten Studientag lagen zehn Tage. Die Patientinnen
erhielten in dieser Zeit eine orale Therapie mit 3 x 800 mg lbuprofen pro Tag. Die
Ergebnisse der einzelnen Fragebdgen der Patientinnen sind dem tabellarischen Anhang

zu entnehmen (Tabelle 12.5).

4.5.2 Korrelationen zwischen den Fragebogenscores und den Biomarkern
Zur Evaluation der Punktzahlen aus den Fragebdgen und einem eventuellen
Zusammenhang mit der Maximalkonzentration der Biomarker nach Belastung wurde zur

statistischen Auswertung die Rangkorrelation nach Spearman angewendet (n&here
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Erlauterungen siehe Kapitel 4.3.2). Es wurden jeweils die Gesamtpunktzahlen der
einzelnen klinischen Scores, aber auch die Punktzahlen aus den Subgruppen (Schmerz,
Steifigkeit, Alltagstatigkeiten, Asthetik) in die Berechnungen mit einbezogen. Zur
Korrelationsanalyse der Biomarker und der klinischen Scores wurden nur die erhobenen
Punktzahlen aus dem ersten Studientag (T1) verwendet, da hier die Blutentnahme zur
Biomarkerbestimmung erfolgte (Ergebnisse siehe Tabelle 12.6 des tabellarischen
Anhangs). Es wurden nur die Biomarker (CPIl und PIIANP), die einen signifikanten
Unterschied zwischen den einzelnen untersuchten Kohorten nach Belastung der Hand-

und Fingergelenke aufwiesen, korreliert.

4521 Australian/ Canadian Hand Osteoarthritis Index (AUSCAN™) und die
Biomarker

Die Korrelationsanalyse der maximalen Konzentration der Biomarker mit den

Punktzahlen aus dem AUSCAN™-Fragebogen ergab bis auf eine Ausnahme keine

positiven oder negativen Korrelationen (Ergebnisse siehe Tabelle 12.6 des

tabellarischen Anhangs, Abbildung 28).
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Abbildung 28: Korrelation von CPIl und PIIANP mit dem AUSCAN-Gesamt-Score. Dargestellt
sind exemplarisch die Korrelation des AUSCAN-Gesamt-Scores mit der Konzentrationen von (a)
CPIl (p = 0,10; r = 0,35) und (b) PIHANP (p = 0,28; r = 0,23) nach Belastung der Hand-und
Fingergelenke der OA-Patientinnen (n =24). Der AUSCAN-Gesamt-Score gemessen an Tag 1
(T1) in Millimeter ist auf der X-Achse und die dazugehdrigen Biomarkerkonzentrationen sind auf
der Y-Achse dargestellt.

Die Maximalkonzentration des Knorpelformationsmarker CPII nach Belastung korrelierte
negativ mit der Punktzahl des AUSCAN™-Schmerz-Scores (r = -0,48, p = 0,02;
Abbildung 29).
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Abbildung 29: Korrelation von AUSCAN-Schmerz mit CPII. Dargestellt ist die Korrelation des
AUSCAN-Schmerz-Scores mit der CPIll-Konzentrationen nach Belastung der Hand-und
Fingergelenke der OA-Patientinnen (r = -0,48; p = 0,02; n = 24). Der AUSCAN-Schmerz-Score,
gemessen an Tag 1 (T1) in Millimeter, ist auf der X-Achse und die dazugehdrigen
Biomarkerkonzentrationen sind auf der Y-Achse dargestellt.

45.2.2 Die visuellen Analogskalen (VAS), Health Assessment Questionaire
(HAQ) und die Biomarker

Auch in der Korrelationsanalyse der Biomarker-Konzentrationen mit den visuellen

Analogskalen und dem Health Assessment Questionnaire ergab sich nur fur CPIl und

VAS-Schmerz eine negative Korrelation (r = -0,48, p =0,02; Abbildung 30). Zwischen

den weiteren Parametern (VAS-Schmerz, VAS-Asthetik, Morgensteife in Minuten, HAQ)

und den Biomarkern konnten keine Zusammenhange gefunden werden (Ergebnisse

siehe Tabelle 12.6 des tabellarischen Anhangs).
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Abbildung 30: Korrelation von CPIl und PIIANP mit VAS-Schmerz. Dargestellt ist die
Korrelation von (a) CPII (r =-0,48; p =0,02) und (b) PIIANP (r=0,17; p = 0,44) nach Belastung
der Hand-und Fingergelenke der OA-Patientinnen (n = 24) mit der VAS-Schmerz. Die VAS-
Schmerz, gemessen an Tag 1 (T1) in Millimeter, ist auf der X-Achse und die dazugehérigen
Biomarkerkonzentrationen sind auf der Y-Achse dargestellt.
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45.2.3 BMI, CRP sowie Alter der Patientinnen und die Biomarker

In der Screeninguntersuchung zu Beginn der Studie wurden noch weitere Parameter der
einzelnen Patientinnen erhoben. Dazu zahlten der Body-Maf3-Index (BMI), das CRP (C-
reaktives Protein) und das Alter der Patientinnen. Es sollte weitergehend untersucht
werden, inwiefern diese Parameter im Zusammenhang mit den Biomarkerspiegeln nach

Belastung stehen (Ergebnisse siehe Tabelle 12.6 des tabellarischen Anhangs).

Eine positive Korrelation der PIIANP-Konzentration nach Belastung im Blut (aller
Studienteilnehmerinen) und dem BMI (r = 0,43; p = 0,021, n = 47) wurde festgestellt.
Auch zeigt sich fur PIIANP eine Korrelation mit dem C-reaktiven-Protein-Wert im Blut der
OA-Patientinnen (r = 0,39, p = 0,05, n = 24)). Fur den Biomarker CPIl ergibt sich
ebenfalls ein Trend fir eine positive Korrelation mit dem BMI (r = 0,30, p = 0,05, n = 43)

bei allen Studienteilnehmerinnen.

4.6 Die Wirkung von Ibuprofen

Eine weitere Zielsetzung dieser Studie war es, die Wirkung von Ibuprofen mit Hilfe der
klinischen Scores zu evaluieren. Die Patientinnen erhielten fir die Dauer von zehn
Tagen 3 x 800 mg Ibuprofen oral. Es wurden die Ergebnisse der Fragebdgen von T1
(Beginn der Therapie) und T2 (Ende der Ibuprofen Therapie) miteinander verglichen um
aufzuzeigen, inwiefern eine analgetische oder symptomlindernde Wirkung feststellbar
war. Der Tabelle 12.7 des tabellarischen Anhangs sind die statistischen Ergebnisse aus
dem Wilcoxon-Rangsummentest zu entnehmen, wobei dieser mit den Differenzen von
T2 zu T1 durchgefihrt wurde. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 definiert. Die
Gesamtergebnisse der einzelnen Fragebdgen sind in Kapitel 4.4.1 sowie in Tabelle 12.5
des tabellarischen Anhangs naher erlautert. Es konnte in allen Evaluationsbestandteilen,
wie Steifigkeit, Schmerzen und Aktivitaten des taglichen Lebens, eine Reduktion der
Punktzahlen und somit der subjektiven Beschwerden der Patientinnen festgestellt
werden (Abbildung 31 a - d). lbuprofen hatte einen geringen Effekt auf die
Morgensteifigkeit, die mit Hilfe des AUSCAN™ oder in Minuten gemessen wurde
(Abbildung 31 d). Die Ergebnisse fiir VAS-Asthetik, VAS-Schmerz, Morgensteifigkeit in
Minuten und HAQ sind graphisch nicht dargestellt. Auch hier zeigte sich in allen
Kategorien eine signifikante Reduktion der Punktzahlen der jeweiligen Socres (siehe
Tabelle 12.7 des tabellarischen Anhangs). Die Einnahme von Ibuprofen hatte
erwartungsgemal nur einen minimalen Einfluss auf das asthetische Empfinden der

Patientinnen (keine Abbildung).
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Wirkung von Ibuprofen: AUSCAN-Gesamt b Wirkung von Ibuprofen auf den Schmerz
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Abbildung 31: Die Wirkung von Ibuprofen gemall AUSCAN-Score. Dargestellt sind die
Punktzahlen als Notched-Boxplots der entsprechenden Fragebdgen (a) AUSCAN-Gesamt (p =
0,002), (b) AUSCAN-Schmerz (p = 0,012), (c) AUSCAN-Verrichten von Alltagstatigkeiten (ADL,
p = 0,005), (d) AUSCAN-Steifigkeit (p = 0,011) von Tag 1 (T1) und Tag 2 (T2) sowie die
Differenzen von Tag 2 zu Tag 1 (T2-T1) aller OA-Patientinnen (n=24). Die rote Linie kennzeichnet
die Nulllinie und bedeutet, dass es zu keiner Anderung der Punktzahl unter der Therapie mit
Ibuprofen gekommen ist. Die p-Werte beziehen sich auf die Differenz von Tag 1 zu Tag 2.

Um den klinisch relevanten Effekt einer kurzfristigen Therapie mit Ibuprofen aufzuzeigen,
wurden die Patientinnen in zwei Gruppen eingeteilt: Die Responder (Patientinnen mit
einer Scorereduktion des Gesamt-AUSCANs um mindestens 20 %) und die Non-
Responder. Insgesamt fielen 10 Patientinnen von insgesamt 24 Patientinnen in die

Gruppe der Non-Responder (Abbildung 32).
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Reduktion der Gesamtpunktzahl des AUSCAN-Scores
nach Einnahme von Ibuprofen
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Abbildung 32: Wirkung von Ibuprofen Responder versus Non-Responder gemal dem AUSCAN-
Gesamtscore. Dargestellt ist die Reduktion der Gesamtpunktizahl des Auscan-Scores nach
Einnahme von lbuprofen. Responder: Reduktion der Punktzahl von mehr als 20% (n = 14), Non-
Responder: Reduktion der Punktzahlen um weniger als 20 % (n = 10).

Wir konnten zeigen, dass es auch unter der kurzfristigen Einnahme von lbuprofen zu
einer deutlichen Schmerzreduktion und Symptomreduktion bei insgesamt 14
Patientinnen, beziehungsweise 58% gekommen ist. Allerdings sprachen auch 10
Patientinnen, beziehungsweise 42% kaum oder Uberhaupt nicht auf die kurzfristige
Therapie mit drei mal 800 mg Ibuprofen an.
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Fingerpolyarthrosen sind eine weit verbreitete degenerative Gelenkerkrankung, von der
insbesondere Frauen betroffen sind. Im Rahmen der Fingerpolyarthrose kommt es, wie
bei anderen Gelenk-Manifestationen einer OA zur Stérung der sensiblen
Knorpelhomdostase mit nachfolgender Degradation der extrazellularen Matrix. Dabei
werden vermehrt Marker der Knorpeldegradation, aber auch der Kollagensynthese
freigesetzt. Diese sind somit in verschiedenen Kompartimenten wie Synovialfliissigkeit,
Urin oder Serum potentiell nachweisbar. Die aktuelle Forschung konzentriert sich
zunehmend auf die Identifizierung solcher Biomarker, die zur Friiherkennung oder zum
Monitoring des Krankheitsverlaufes oder des Erfolges einer Pharmakotherapie dienen
konnen. Speziell in Bezug auf die Fingerpolyarthrose konnten bisher keine Marker
identifiziert werden. Schwierigkeiten ergeben sich vor allem in der Gewinnung der
Marker. Gelenkpunktionen zur Asservierung von Synovialflissigkeit aus den sehr
kleinen Gelenken sind technisch nur schwer durchfihrbar. Ebenso ist der Erhalt von
Knorpelfragmenten der Hand- und Fingergelenke zur Zellkultur nur erschwert moglich,
da operative Eingriffe haufig nur am Daumensattelgelenk durchgefiihrt werden und die
Menge des verfugbaren Knorpels hier nur sehr gering ist. Bei der Gewinnung der
Biomarker aus dem Serum oder Vollblut ergeben sich Schwierigkeiten vor allem in der
Zuordnung der Herkunft der Biomarker. Die messbaren Biomarker im Blut kbnnen aus
allen Gelenken des Korpers stammen. Des Weiteren liegen die Konzentrationen der

bisher bekannten Biomarker haufig an deren Nachweisgrenze.

In der aktuellen Literatur finden sich mehrere in vitro- und in vivo- Studien, die sich mit
der Identifizierung von Biomarkern der OA beschéftigen (Bauer et al., 2006; Kraus 2005;
van Spil et al., 2010, Garnero, 2007; Sharif et al., 2006; Maziéres et al., 2006). Weit
weniger Studien befassen sich mit Biomarkern der Fingerpolyarthrose (Chen et al., 2008;
Pantsulaia et al., 2010; Kalichman et al., 2011, Ramonda et al., 2013). Der Ansatz,
Biomarker durch eine Gelenk-Mobilisation oder -Belastung messbar zu machen, ist neu.
So konnte eine Untersuchung, mit allerdings nur 4 Versuchspersonen zeigen, dass nach
Gelenkmobilisation bei Patienten mit einer RA die Konzentrationen von Hyaluronsaure
im Blut anstieg (Sarri et al., 1991). Eine weitere Studie mit 10 Versuchspersonen l&sst
vermuten, dass die Anderung der COMP-Konzentration nach Belastung der Kniegelenke
Vorhersagen in Bezug auf die Knorpeldicke bei Kniearthrose ermdglichen kann (Erhard-
Hledik et al., 2012). Studien zur Fingerpolyarthrose gibt es in diesem Zusammenhang

bisher nicht.
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Der Grundgedanke dieser Pilotstudie war es, eine Mdglichkeit zu finden, um potentielle
Biomarker der Handarthrose im Serum von Patientinnen im Vergleich zu gleichaltrigen
gesunden Probandinnen messbar zu machen. Daraus resultierte die Hypothese, dass
durch Belastung der betroffenen Hand, beziehungsweise mehrfachen Kraftschluss der
Index-Hand, die potentiellen Marker in erhéhten Konzentrationen im venosen Blut des
gleichseitigen Unterarms messbar gemacht werden konnen. Somit sollte gezeigt
werden, dass die nachgewiesenen Marker auch tatsachlich aus den betroffenen Hand-
und Fingergelenken stammen. Da dieser experimentelle Ansatz bisher noch nicht
untersucht worden ist, war es zunachst auch unklar, in welchem Zeitraum nach
wiederholtem Kraftschluss der Indexhand die Blutentnahme erfolgen muss, um die
Marker zu bestimmen. Daher wurde in dieser Studie ein Beobachtungszeitraum von
einer Stunde nach Belastung der Fingergelenke gewahlt, um einen optimalen Zeitpunkt
zur Blutentnahme finden zu kénnen. Evaluiert wurden in unserer Studie Biomarker, die
bereits im Rahmen einer Gonarthrose untersucht wurden (COMP, CPII, PIIANP, CS 846,
YKL-40) sowie Biomarker, zu denen es bisher kaum Erkenntnisse in der OA-Forschung
gibt (NGAL, sVCAM-1, IL-15). Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Studie war es zu
prufen, inwiefern die Biomarker-Level mit den zurzeit zur Verfugung stehenden
klinischen (AUSCAN™  HAQ, VAS) und radiologischen Scores (Kellgren-Lawrence-
Score, Kallman-Score) korrelieren. Als ergédnzende Untersuchung wurde die kurzfristige
Wirkstarke einer oralen Pharmakotherapie mit Ibuprofen bei Fingerpolyarthrose

untersucht.

Im Folgenden werden nun zundchst das Studiendesign und anschlieRend die

Ergebnisse der vorliegenden Pilotstudie diskutiert.

5.1 Methodik

Das Studiendesign: Die vorliegende Studie zeichnet sich durch ein klar definiertes
Studiendesign aus. Somit sollte versucht werden, mégliche Einflisse auf die Ergebnisse
der Studie sowie auf die Biomarker-Konzentrationen gering zu halten.

Das in unserer Studie untersuchte Kollektiv bestand ausschlie3lich aus Frauen. Dabei
sollte zum einen nur das Geschlecht mit der hoheren Pravalenz der Fingerpolyarthrose
untersucht und zum anderen geschlechtsspezifische Einflussfaktoren, wie zum Beispiel
der Ostrogenspiegel (Spector et al., 1989), auf die Ergebnisse ausgeschlossen werden.
Um genaue valide Ergebnisse zu erhalten, bestand das Kontrollkollektiv aus zwei
Kohorten. Dabei dienten die pr&menopausalen Probandinnen als junge, gesunde

.Negativ‘-Kontrollen. Die postmenopausalen Probandinnen wurden als gleichaltrige

70



5 Diskussion

Kontrollgruppe herangezogen, damit altersabhéngige Vergleiche moglich und
gegebenenfalls Unterschiede mit dem Patientinnen-Kollektiv erkennbar wurden.
Schwierigkeiten ergaben sich in der Rekrutierung der RA-Kohorte, die als sogenannte
,Positiv'-Kontrolle dienen sollte. Laut Studienprotokoll schlossen wir nur RA-
Patientinnen in unserer Studie ein, die neu an einer RA erkrankt waren und bis zur
Studienteilnahme noch keine Therapien erhalten hatten. Es konnten im gesamten
Versuchszeitraum nur 5 anstatt der geplanten 12 Patientinnen eingeschlossen werden.
Da die Anzahl der rekrutierten Patientinnen nun zu klein war, um statistisch verwertbare
Aussagen treffen zu kénnen, wurden die 5 RA-Patientinnen nicht weiter in die
Auswertungen mit einbezogen und die Daten dienten somit nur zur Orientierung.

Um andere Faktoren, die bekanntermaf3en Auswirkungen auf die Biomarker-
Konzentrationen haben und somit potentiell die Studien-Ergebnisse verfalschen wiirden
auszuschlieBen, waren bestimmte Medikamente verboten (siehe auch Kapitel 3.2.2).
Des Weiteren wurden nur Patienten in die Studie eingeschlossen, die einen BMI von 18-
30 kg/m? aufwiesen, da ein BMI Uber 30 kg/m2 ein weiterer Risikofaktor fir die
Entstehung einer Arthrose weiterer Gelenke ist und damit auch potentiell die Biomarker-
Level im Serum beeinflusst hatten (siehe auch Kapitel, 1.4.2; Dahagin et al., 2007, Ding,
2008, Visser et al., 2014).

Insgesamt konnten letztendlich fur die vorliegende Pilotstudie 53 Versuchspersonen mit

den vorliegenden Ein- und Ausschlusskriterien rekrutiert werden.

Die Biomarker-Gewinnung und -Analyse: In der Literatur finden sich bisher keine
Versuchsansatze, die unserer Studie ahneln. Des Weiteren gab es keinen Anhalt,
inwiefern durch Belastung die Biomarker in erhéhtem Male freigesetzt werden. Somit
ist der hier angewandte Studien-Ansatz neu. Es gibt einige Studien, die lber die
Biomarker-Liberation nach Bewegung der Gelenke berichten. Allerdings beziehen sich
diese Studien auf die groBen Gelenke wie Hift- oder Kniegelenk. So konnte die
Arbeitsgruppe um Andersson zeigen, dass die COMP-Spiegel im Blut bei Patienten mit
einer Gonarthrose nach 60 Minuten Bewegung deutlich ansteigen und anschlielRend
wieder abfallen (Andersson et al., 2006a). Eine weitere Arbeitsgruppe berichtet, dass die
Serumkonzentrationen der Biomarker CS846, CPII, und C1,2C nach ausreichender
Bewegung von Pferden mit einer OA deutlich ansteigen (Frisbie et al., 2008). Vereinzelt
finden sich Ergebnisse zu Studien in diesem Bereich als Poster auf Kongressen
(Erhardt-Hledrik et al., 2012), wobei Studien zur Biomarker-Liberation nach Belastung
der Hand- und Fingergelenke fehlen.

Um eine standardisierte Belastung der Hand- und Fingergelenke zur erreichen, wéahlten

wir eine auf 30 mm Hg aufgepumpte Blutdruckmanschette. Diese wurde von den
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Patienten tiber 30 Sekunden 20-mal kraftig zusammengedrickt. Davor und anschiel3end
erfolgte die ventse Blutentnahme am Unterarm der Indexhand. Damit sollte versucht
werden, die Biomarker aus den kleinen Fingergelenken gegeniber dem
,2Hintergrundrauschen® der Biomarker aus den anderen Gelenken detektieren zu
kénnen.

Wir wéhlten Serum zum Nachweis der Biomarker, da Serum sich sehr gut eignet, um
einen aktuellen Stoffwechselzustand im menschlichen Koérper und somit auch
pathologische Stoffwechselvorgdnge zu verfolgen. Serum lasst sich leicht und
kostenglinstig mit einer vendsen Blutentnahme und anschlieBender Zentrifugation
gewinnen. Auch ist keine Punktion der sehr kleinen Gelenke oder eine operative
Knorpelgewinnung notwendig. Das Risiko eines Schadens durch eine Blutenthnahme

und Serumgewinnung ist somit fir den Patienten sehr klein.

Die Blutentnahme erfolgte morgens zu einer definierten Uhrzeit um den Einfluss einer
mdglichen zirkadianen Rhythmik der Biomarker-Spiegel, wie bereits von anderen
Studien untersucht (Kong et al., 2006; Andersson et al., 2006b; Johansen et al., 2008),

ausschlieRen zu kénnen.

Weiterhin war unklar, in welchem Zeitraum die Biomarker in erhdhter Konzentration im
Blut des jeweiligen Unterarms der Indexhdnde messbar sind. Somit wahlten wir
verschiedene Zeitpunkte zur Blutentnahme, um den Biomarker-Peak ausfindig machen
zu konnen. Die ersten Ergebnisse der ELISAs zeigten, dass alle Marker im vengsen Blut
des jeweiligen Arms vor und nach Belastung messbar waren. Die Biomarker CPII,
C1,2C, COMP, sVCAM-1, IL-15, NGAL und PIIANP zeigten alle einen statistisch
nachweisbaren Anstieg der Konzentrationen nach Belastung im ventsen Blut. Fir die
Marker CS 846 und YKL-40 konnte kein Anstieg oder Abfall der Konzentrationen im Blut
in den Vorversuchen nachgewiesen werden. Daher wurden diese beiden Biomarker in
den weiteren Versuchen nicht weiter untersucht. Im Verlauf der Studie zeigte sich, dass
der Peak der Biomarker-Konzentrationen innerhalb von 15 Minuten nach Belastung der
Hand- und Fingergelenke lag. Daher wurden in den folgenden Analysen die Zeitpunkte
30 und 60 Minuten der jeweiligen Blutentnahmen nicht weiter in die statistische

Berechnung einbezogen.

Es konnte kein gemeinsamer Zeitpunkt fir das Anfluten aller hier untersuchten
Biomarker gefunden werden. Als Ursache konnte zum einen die unterschiedlichen
Molekileigenschaften der einzelnen Biomarker und somit die unterschiedliche

,Clearance* aus den Gelenken sein. Es gibt keine Studien in der aktuellen Literatur die
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zeigen, wie lange der Abtransport dieser Biomarker Uber die Lymphbahnen und das
periphere Blut dauert und inwiefern der Abtransport bei allen Biomarkern gleich schnell
verlauft. Zum Anderen kam es im Rahmen der Gewinnung der Blutproben bei einigen
Patientinnen oder Probandinnen zu einer Verzdgerung von bis zu 30 Sekunden, da die
verwendete Venenverweilkanile verstopfte und somit eine erneute Punktion der Vene
erfolgen musste. Um trotzdem Ergebnisse fiir die Biomarker-Bestimmung zu erhalten,
wurden in den folgenden statistischen Berechnungen die Differenz zwischen der
maximalen Biomarker-Konzentration innerhalb der ersten 15 Minuten nach Belastung
der Hand- und Fingergelenke und der Ausgangskonzentration vor Belastung verwendet.
So konnte gewabhrleistet werden, dass der Peak auf jeden Fall erfasst werden konnte,
auch wenn es keinen gemeinsamen Zeitpunkt fir das Anfluten der Biomarker im Blut in

unserer Studie gab.

Die Blutproben wurden mit kommerziell erhaltlichen ELISA-Kits auf die mdglichen
Biomarker untersucht. Dabei weisen die verwendeten Kits eine gute Validitat und
Sensitivitdt auf und wurden streng nach den Vorgaben der jeweiligen Hersteller
angewendet. Die Analyse der IL-15-Konzentration war in unserer Studie etwas
erschwert, da die gemessenen Konzentrationen zum Teil nahe der Nachweisgrenze des
Assays in Hohe von 2 pg/ml oder darunter lagen. Dies lasst vermuten, dass durch die
Gelenkmobilisation nur geringe Konzentrationen an IL-15 in das periphere Blut

abgegeben werden und somit kaum messbar sind.

Erosive und nicht erosive OA: In der Literatur wird im Rahmen der Biomarker-
Forschung die Hand-OA hé&ufig noch in erosive Osteoarthritis (EOA) sowie in nicht
erosive Osteoarthritis (Non-EOA) unterteilt (Filkova et al., 2009; Silvestri et al., 2004
Punzi et al., 2005; Rovetta et al., 2003). Dabei wird die EOA als eine schnell progressive
und hochakute Form der Hand-OA mit Zeichen der Gelenkinflammation und deutlich
radiologisch nachweisbarer Gelenkzerstérung (Erosionen in mehr als 2 Gelenken)
charakterisiert (Punzi et al., 2004, Anandarajah, 2010). Hauptsachlich postmenopausale
Frauen sind betroffen (Greenspan et al., 2003). Der genaue Stellenwert einer EOA im
Rahmen der OA ist noch nicht geklart. Viele Autoren deklarieren die EOA als eine
Sonderform der OA. Im Gegensatz dazu sehen manche Autoren die EOA als eine aktive
Phase im Rahmen der Pathogenese der Hand-OA. Viele Biomarker-Studien
unterscheiden somit die OA in die oben genannten Subgruppen. So konnte eine Studie
zeigen, dass Patienten mit einer EOA signifikant hbhere CRP Spiegel im Blut aufwiesen
als Patienten mit einer Non-EOA (p = 0,001; Punzi et al., 2005). Dies unterstitzt die

Vermutung, dass eine EOA mit einer vermehrten Inflammation im Bereich der Gelenke
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einhergeht als eine Non-EOA. Filkova et al. konnten nachweisen, dass erhohte
Adiponectin-Spiegel, welches von Fettzellen gebildet wird, signifikant haufiger bei EOA
als bei Non-EOA auftraten (Filkova et al., 2009). Allerdings konnte die gleiche
Arbeitsgruppe keine Korrelation der Adiponectin-Spiegel mit dem BMI aufzeigen (Filkovéa
et al., 2009). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte keine Unterschiede in Bezug auf die
Biomarker-Level von C1,2C und CS 846 zwischen der EOA und Non-EOA-Gruppe
aufzeigen (Silvestri et al., 2004). Die Arbeitsgruppe um Rovetta et al., konnte signifikant
erhohte CTX-I-Spiegel bei der EOA-Gruppe im Vergleich zur Non-EOA-Gruppe
nachweisen (Rovetta et al., 2003).

Da es sich bei unserer Studie um eine explorative Studie handelt und die Ergebnisse
initial nicht absehbar waren, die statistischen Fallzahlberechnungen und das
Studiendesign nicht auf eine solche Subgruppenanalyse ausgelegt war, wurde im
Rahmen unserer Studie auf eine Subgruppenanalyse in Bezug auf EOA vs. Non-EOA
verzichtet. Es wiesen 11 von 24 OA-Patientinnen in mindestens einem Gelenk der Hand-

oder Fingergelenke eine EOA auf.

Weitere Laboruntersuchungen: Um mdogliche Einflisse durch die Lagerung, durch
heterophile Antikbrper oder mehrfaches Auftauen einer gleichen Blutprobe zu
bestimmen, wurden weitere Vorversuche durchgefihrt (siehe Kapitel 3.2.5 — Kapitel
3.2.7).

Einige der hier untersuchten Blutproben wurden zum Teil Gber 11 Monate bei -86 °C
eingefroren und gelagert. Daher wurde mit dem Lagerungsversuch (siehe Kapitel 3.2.5)
der Einfluss der Lagerungsdauer auf die Biomarker-Konzentrationen untersucht. Bei den
Biomarkern COMP, sVCAM-1 und PIIANP konnte eine signifikante Anderung der
Konzentration nach 11 Monaten Lagerung aufgezeigt werden (COMP -20,2%, sVCAM-
1 +11,7%, PIIANP +47,9%; siehe auch Kapitel 4.2.1). Somit koénnten die
Konzentrationen dieser Biomarker durch die Lagerungsdauer beeinflusst worden sein.
Da allerdings die Kontrollen jeweils zeitgleich untersucht wurden, ist eine Beeinflussung

der Ergebnisse sehr unwahrscheinlich.

Bei einigen Patienten konnte aus technischen Griinden manchmal nicht genug Serum
pro definiertem Zeitpunkt fur die Durchfihrung aller ELISAs gewonnen werden.
Dementsprechend mussten einige wenige Serum-Aliquots, vor allem der RA-Patienten
mehrfach aufgetaut und fir die Biomarker-Analysen benutzt werden. Der Einfluss des
wiederholten Auftauens und Einfrierens der Proben wurde deshalb anschlieRend

ebenfalls untersucht. Dabei konnte fiir die Biomarker NGAL und IL-15 eine Anderung

74



5 Diskussion

der Konzentration nach zweimaligen Auftauen nachgewiesen werden (NGAL +17,2%
und 41,8%). Einen grol3en Einfluss auf die Ergebnisse der Biomarker-Konzentrationen
nach Belastung hat allerdings in unserer Studie nicht stattgefunden, da nur 5 Proben zur
Testung von heterophilen Antikdrperbestimmungen zweimalig aufgetaut werden
mussten: Zwei Proben der RA-Patientinnen (RA1, RA2) und 3 Proben der OA-
Patientinnen (B5, B8, H5). Des Weiteren wurden weitere drei Proben fir die Bestimmung
von NGAL in den Hauptversuchen zweimalig aufgetaut. Hierbei handelte es sich um
zwei Blutproben der RA-Patientinnen und um eine Probe einer postmenopausalen
Kontrolle. Zur Bestimmung der IL-15-Konzentrationen in den Hauptversuchen wurden
keine Proben mehrfach aufgetaut, daher ist hier eine Beeinflussung definitiv

ausgeschlossen.

Zusétzlich wollten wir einen moglichen Einfluss von heterophilen Antikérpern auf die
Biomarker-Level, der mittels Sandwich-ELISA-Technik untersuchten Marker (IL-15,
SVCAM-1 und NGAL) erfassen. In der Literatur findet man immer haufiger Berichte tber
falsch-positive oder falsch-negative Ergebnisse in Immunoassays. Diese falschen
Ergebnisse werden zum Teil durch heterophile Antikdrper verursacht. Die Angaben tber
die Pravalenz der heterophilen Antikérper sind sehr verschieden. Die Werte variieren
von bis zu 40% in der Bevdlkerung (Boscato et Stuart, 1986), aber auch Werte im
Bereich von 3,4% (Ward et al., 1997) wurde beschrieben. Beispiele flr Immunoassays,
bei denen es zu nachweisbaren Interferenzen gekommen ist, sind humanes
Choriongonadotropin (hCG, z.B.: Rotmensch et al., 2000), Follikel-stimulierendes
Hormon (FSH, Berglund et al., 1989), Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH, z.B.:
Barlett et al., 1986), Cancer Antigen 125 (CA 125, Boerman et al., 1990), Kreatin-Kinase
Muskel/Gehirn, (CK-MB, Sosolik et al., 1997). Vor allem ELISAs, die nach dem
Sandwich-Prinzip ablaufen, sind von diesen Interaktionen betroffen (Boscato et Stuart,
1986; Henning et al., 2000; Hunter et Budd, 1980). Die heterophilen Antikdper kdnnen
zum Beispiel zur Briickenbildung zwischen dem Capture-Antibody und dem Detection-
Antibody fihren, ohne die Gegenwart des gesuchten Analyten (Nahm et Hoffman, 1990)
und somit ein falsch-positives Assay-Ergebnis vortduschen. Alternativ kdnnen sie die
Capture- oder Detection-Antibodies blockieren und somit ein falsch negatives Assay-
Resultat ergeben (Kricka, 1999). Es gibt verschiedene Molekile im Blut, die zu solchen
Interferenzen fuhren kdnnen, so zum Beispiel Serum-Proteine wie Rheuma-Faktoren
oder Bindungsproteine (Krahn et al., 1999; Berth et al., 2006), insbesondere Anti-Tier-
Antikorper (Kricka, 1999) und viele weitere (Selby, 1999). Daher wurden in der
vorliegenden Studie die Serumproben, die mittels Sandwich-ELISA-Technik analysiert

wurden (NGAL, IL-15, sVCAM-1) in einem zusatzlichen Versuch mit einem speziellen
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Reagenz (HBT®) behandelt, welches =zur Inaktivierung eventuell vorhandener
heterophiler Antikdrper fuhrt.

Dabei konnte eine mogliche Beeinflussung der Proben durch heterophile Antikorper fir
NGAL und sVCAM-1 ausgeschlossen werden. Bei IL-15 kdnnten die Ergebnisse durch
potentiell vorhandene heterophile Antikorper beeinflusst worden sein. Allerdings lagen
die Ergebnisse von IL-15 insgesamt sehr nahe an der Nachweisgrenze von 2 pg/ml,
sodass nicht sicher ein Einfluss ausgeschlossen oder bewiesen werden kann. Wie
bereits oben erwahnt, wurden 5 Proben zur Testung von heterophilen
Antikdrperbestimmungen zweimalig aufgetaut. Im Rickblick kann nicht erklart werden,
ob die Ergebnisse dieses Versuches bei dem Biomarker IL-15 durch das Vorhandensein
von heterophilen Antikdrpern verfalscht oder ob umgekehrt die Ergebnisse des Versuchs
zum  Ausschluss  einer  heterophilen  Antikorperinterferrenz durch  die
Konzentrationsanderung durch mehrfaches Auftauen und Einfrieren beeinflusst wurden.
In zukinftigen Studien musste die Beeinflussung von IL-15 in Blutproben durch die

heterophilen Antikérper weiter untersucht werden.

Die Rontgenbilder und die radiologischen Scores: In der vorliegenden Studie wurden
aus ethisch-rechtlichen Grinden nur indikationsbedingte, nativradiologische
Rontgenaufnahmen der Indexhande der Patientinnen in 2 Ebenen angefertigt.
Rontgenbilder der Kontrollen oder von anderen Gelenken, konnten daher nicht
durchgefuhrt werden. Somit konnten degenerative Veranderungen der Indexhande der
Kontrollgruppen nicht ausgeschlossen werden. Die Diagnoseerhebung basierte in
unserer Studie auf den American College of Rheumatology-Kriterien der Hand-OA, die
sich auf die klinische Symptomatik der Patienten stitzen. Die Rdntgenbilder dienten
somit nur als additives Verfahren zur genauen Beurteilung des Ausmales der OA der
Hand- und Fingergelenke bei den OA-Patientinnen. Die Probandinnen der
Kontrollgruppen verneinten im Rahmen der Anamneseerhebung und zeigten auch in der
korperlichen Untersuchung durch unseren Priifarzt Dr. med. Kaf3er keinerlei Symptome
fur eine OA.

Die Durchfuhrung von Rontgenbildern ist schnell, kosteneffizient, relativ strahlungsarm
und ist fast Gberall verfigbar. Die Rontgendiagnostik ist noch immer der Goldstandard
zur Diagnosestellung degenerativer Gelenkerkrankungen. Auch kénnen Roéntgenbilder
gut zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit eventuellen Voraufnahmen verglichen werden,
um die Krankheitsprogression bzw. den Krankheitsverlauf besser aufzeigen zu kénnen.
Auf weitere bildgebende Verfahren, wie Magnetresonanztomographie, Ultraschall oder

Computertomographie wurde verzichtet.
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In der aktuellen Literatur finden sich einige Scores zur Beurteilung der OA der Hand- und
Fingergelenke (Kellgren und Lawrence, 1957; Kallman et al. 1989; Altman et al., 1990
und 2007; Verbruggen und Veys, 1995 und 1996, Burnett et al., 1994). Zur Evaluation
der nativradiologischen Verdnderungen der Indexhdnde der OA-Patientinnen
verwendeten wir den Score nach Kellgren und Lawrence (Kellgren und Lawrence, 1957;
modifiziert nach Dahaghin et al., 2005) und den Score nach Kallman (Kallman et al.,
1989), um das Ausmal’ der OA in den jeweiligen Gelenken zu evaluieren.

Der Score nach Kellgren und Lawrence (Kellgren und Lawrence, 1957; modifiziert nach
Dahaghin et al., 2005) findet seit vielen Jahren mit ca. 80 % eine breite Anwendung in
klinischen Studien (Marshall et al., 2008). In diesen Score flielBen wichtige, zum Teil
indirekte Kennzeichen einer OA in einen Gesamtscore ein: Gelenkspaltverschmalerung
als Ausdruck der verminderten Knorpelmasse, Osteophyten als Kennzeichen einer
Reaktion aufgrund einer veranderten Druck- und StoRRbelastung innerhalb des Gelenkes,
sowie die Sklerosierung und Bildung von Zysten des subchondralen Knochens. Jedoch
liegt bei Kellgren und Lawrence der Fokus auf der Auspragung der Osteophyten (Spector
et al., 1993) und weniger auf Sklerosierung und Gelenkspalverschmélerung. Dies hat
zur Folge, dass Patienten mit einer Hand-OA ohne das Vorhandensein von Osteophyten,
aber mit einer Gelenkspaltverschmélerung nach dem Kellgren-Lawrence-Score, nicht
als OA-Patienten eingestuft werden konnen (Kallman et al., 1989; Kijowski et al., 2006).
Die einzelnen radiologischen OA-Kennzeichen werden hierbei nicht separat beurteilt,
sondern es wird ein globaler Score pro Gelenk gebildet. Vorteilhaft ist, dass die
Auswertung der Réntgenbilder mit Hilfe des Scores nach Kellgren und Lawrence nur
relativ wenig Zeit in Anspruch nimmt (Marshall et al., 2008; Maheu et al., 2007).

Der Score nach Kallman (Kallman et al., 1989) ist etwas préziser und die einzelnen
radiologischen Kennzeichen einer OA werden jeweils separat voneinander evaluiert:
Osteophyten, Gelenkspaltverschmélerung, Zysten im subchondralen Knochen,
Sklerosierung des subchondralen Knochens, Zerstérung des zentralen Gelenks und
seitliche Gelenkdeformierung. Somit liefert der Score nach Kallman eine prazise
Beschreibung der jeweiligen OA-Verénderungen. Auch zeigt die Methode nach Kallman
eine gute Reproduzierbarkeit (Hart et al., 2000). Jedoch bendtigt man aufgrund der
préazisen Beschreibungen des Scores deutlicher mehr Zeit zur Beurteilung der jeweiligen
Gelenke (Maheu et al., 2007).

Beide Methoden zeigen ein hohes Mall an Zuverlassigkeit (Maheu et al., 2007,
Bijsterbosch et al., 2011). Demnach war mit Hilfe dieser beiden Methoden eine genaue
Beurteilung der jeweiligen Gelenke der Hand- und Fingergelenke méglich.

Die RoOntgenbilder der RA-Patientinnen wurden mit Hilfe der Scores nach Sharp

modifiziert nach van der Heijde (van der Heijde, 1989 und 1996) und nach Larsen
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(Larsen et al.,, 1997) ausgewertet. Normalerweise beziehen diese Scores auch
Rontgenbilder der FuRe mit ein. Dies wurde jedoch ebenfalls aus ethisch-rechtlichen
Grinden nicht durchgefiihrt. Anhand der Auswertung der Réntgenbilder der Indexhande
der RA-Patientinnen war gut zu erkennen, dass die Einschlusskriterien genau
eingehalten wurden. Es konnten nur 5 RA-Patientinnen im Friihstadium der RA rekrutiert
werden. Nativradiologische Veranderungen der Indexhande waren anhand der
verwendeten Scores (Larson-Score und der nach van der Heijde modifizierte Sharp-
Score) noch nicht nachweisbar. Da die RA-Patientinnen aufgrund der schlechten
Rekrutierung nicht weiter in dieser Studie untersucht wurden, ergaben sich hier keine
Einflisse auf die Studienergebnisse.

Nach Auswertung der nativradiologischen Rontgenaufnahmen der Indexhdnde der OA-
Patientinnen fiel auf, dass es nach radiologischen Kriterien kaum Unterschiede in Bezug
auf die Klinische Einteilung in mehr Heberden- oder mehr Bouchard-betonte
Fingerpolyarthrosen gab. Daher wurden beide Gruppen fortan als eine gemeinsame OA-

Gruppe ausgewertet.

Die klinischen Scores: Zur Objektivierung der Beschwerden der Patientinnen und
Probandinnen wurden der Australian/Canadian Hand Osteoarthritis Index (AUSCAN™),
der Health Assessment Questionnaire (HAQ), die visuelle Analogskala fir Schmerz
(VAS-Schmerz) die visuelle Analogskala fir Asthetik (VAS-Asthetik) und die
Morgensteifigkeit in Minuten angewendet. Die Versuchspersonen sollten eigenstandig
die Fragebotgen ausfillen, um eine Beeinflussung z. B. durch den Priifarzt zu vermeiden.
Die hier verwendeten klinischen Scores finden haufig eine Anwendung in Studien sowie
in der klinischen Patientenversorgung. Sie waren alle leicht durchfihrbar, weisen eine
gute Validitat und Sensitivitat auf (Bellamy et al., 2002b). Des Weiteren war es mit Hilfe
der Tests mdglich, auch kurzfristige Anderungen der Beschwerden zu erfassen. Die
visuelle Analogskala sowie der HAQ sind kostenfrei und fir jeden gut zugéanglich. Im
Gegensatz dazu muss der AUSCAN™ direkt bei Prof. Bellamy kostenpflichtig erworben

werden.

5.2 Diskussion der Studienergebnisse

Unsere Studie konnte erstmalig zuvor nicht nachweisbare Biomarker der
Fingerpolyarthrose erst durch eine rein mechanische Belastung der Hand- und
Fingergelenke im peripheren venésen Blut in erhdhten Konzentrationen quantifizieren.

Viele Biomarker-Studien im Bereich der OA-Forschung konzentrieren sich auf Arthrosen
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der grof3en Gelenke. Die Biomarker sind natirlich aufgrund der gréReren Gelenkflache
in den grof3en Gelenken leichter nachweisbar. Auch Knorpelstudien im Bereich der Hift-
und Kniegelenke sind aufgrund der leichteren Gewinnung der Proben besser
durchfuhrbar als im Bereich der deutlich kleineren Hand- und Fingergelenke. Viele
Ergebnisse werden daher von den groRen auf die kleinen Gelenke Ubertragen. Unser
Ansatz, Biomarker-Level nach Belastung der von OA betroffenen Hand- und
Fingergelenken bei Patientinnen im Unterschied zu gesunden Kontrollgruppen und nach
mechanischer Belastung messbar zu machen, ist neu. Wir konnten zeigen, dass diese
rein mechanisch bedingte Forderung des Abtransports der Biomarker aus den Gelenken
der Finger und Hand Uber die Lymphgefae in das vendse Blut somit auch die

Identifizierung zuvor nicht nachweisbarer Serummarker ermdéglicht.

Wir konnten fir fast alle Biomarker, bis auf CS 846, YKL-40 und C1,2C einen Anstieg
der Konzentrationen nach Belastung der Hand- und Fingergelenke im vendsen Blut
nachweisen. Fir die Biomarker PIIANP und CPII, beides Knorpelsynthese-Parameter,
konnten signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen evaluierten Kohorten

aufgezeigt werden (s.u.).

Ein Vergleich der in anderen Studien ermittelten Biomarker-Konzentrationen mit den von
uns hier bestimmten Konzentrationen war aufgrund des vorliegenden Studiendesigns
nicht moglich, da in unserer Studie alle weiteren Berechnungen mit den Differenzen der
Konzentrationen nach und vor Belastung im Serum durchgeftihrt wurden und nicht mit

den absoluten Biomarker-Konzentrationen.

Im Folgenden wird auf die Ergebnisse der untersuchten Parameter separat
eingegangen. Die dazugehorigen Studien sind zur besseren Ubersicht in Tabellen
(Tabelle 7 und Tabelle 8) zusammengefasst.

Ergebnisse der Biomarker-Analysen mittels ELISA: Wir konnten fur die Biomarker
COMP, PIIANP, CPII, IL-15, sVCAM-1 sowie NGAL in allen Kohorten einen signifikanten
Anstieg der Konzentrationen nach Belastung der Hand- und Fingergelenke der
Indexhand nachweisen. Dartber hinaus fiel der Konzentrationsanstieg nach Belastung
im Blut von PIIANP, einem Knorpelsyntheseparameter, deutlich héher in der OA-Gruppe
aus als in den beiden untersuchten Kontrollgruppen. Fur CPIl, ebenfalls ein
Knorpelsyntheseparameter, fiel der Anstieg in der Post- und in der OA-Gruppe deutlich

hoéher aus als in der Pra-Kohorte.
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Dies deckt sich mit ahnlichen Ergebnissen von Studien aus der aktuellen Literatur
(COMP: Andersson et al.,, 2006 a; Mindermann et al.: 2005, Neidhart et al.; 2000;
PIIANP: Sharif et al., 2007; Garnero et al., 2002; CPII: Frisbie et al., 2008, siehe Tabelle
7). Zu beachten ist, dass der von uns initiierte Studienaufbau in keiner der oben
aufgefihrten Studien verwendet wurde. So untersuchten Andersson et al. die COMP-
Spiegel nur bei OA-Patienten, eine gesunde Kontrollgruppe zum Vergleich fehlte
(Andersson et al., 2006a). Die Arbeitsgruppe um Mindermann et al. hingegen untersucht
die COMP-Konzentration nur bei gesunden Probanden (Mindermann et al., 2005).
Sharif et al. und Garnero et al. evaluierten hingegen nur Patienten mit einer Gonarthrose
(Garnero et al., 2002 und Sharif et al., 2007). Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen
stehen die Studienergebnisse von Rousseau et al., die deutlich erniedrigte PIIANP-
Spiegel bei Patienten mit einer fortgeschrittenen Gonarthrose aufzeigen konnten
(Rousseau et al., 2004). Chen et al. fanden erhéhte COMP-Spiegel bei Patienten mit
einer symptomatischen Fingerpolyarthrose im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe (Chen et al., 2008). Allerdings waren die COMP-Spiegel bei Patienten
mit einer anderen OA-Manifestation ebenfalls im Serum erhoht, sodass nicht
abschlie3end geklart werden kann, ob andere Gelenke ursachlich oder mitverantwortlich
fur die erhohten COMP-Spiegel in dieser Studie waren. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte
im Gegensatz zu uns deutlich erniedrigte PIIANP-Spiegel bei Patienten mit einer
Fingerpolyarthrose im Vergleich zu gesunden Kontrollen aufzeigen (Chen et al., 2008).
In dieser Studie wurden Biomarker-Spiegel mit nur einer Blutentnahme und ohne
vorherige Belastung der Hand- und Fingergelenke ermittelt, es fand also keine
belastungsinduzierte Messung der Biomarker-Spiegel statt. Es finden sich keinerlei
Studien, die die Biomarker IL-15, sVCAM-1 und NGAL im Rahmen der

Fingerpolyarthrose untersuchten.

Einige Studien liegen vor, die die Konzentrationsverlaufe von Biomarkern nach
Belastung anderer Gelenke ermittelten (Frisbie et al. 2008, Andersson et al., 2006;
Mundermann et al. 2005 und Neidhart et al., 2000). So fanden Frisbie et al. einen Anstieg
der CPII-Konzentration im Serum sowie in der Synovialflissigkeit von Carpalgelenken
bei Pferden nach einem mehrtagigen Ausdauertraining (Frisbie et al. 2008). Andere
Studien (Andersson et al., 2006; Mindermann et al. 2005 und Neidhart et al., 2000)
konnten die maximale Konzentration von COMP friihestens 30 Minuten nach Belastung
der grofR3en Gelenke ermitteln. Das von uns verwendete prazise Studiendesign mit genau
definierten Blutentnahmezeitpunkten (direkt nach Belastung und nach 2, 5, 10, 15, 30,
45 und 60 Minuten nach Belastung der Hand- und Fingergelenke) trug dazu bei, dass
eine engmaschige Biomarker-Bestimmung direkt nach Belastung der Hand- und

Fingergelenke ermdglicht wurde. So konnten wir zeigen, dass die Biomarker-Peaks
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friher als in den oben aufgefiihrten Studien (Andersson et al., 2006a; Mindermann et
al., 2005; Neidhart et al., 2000), also innerhalb der ersten 15 Minuten nach Belastung,
auftreten. Somit erfasste unsere Studie den Biomarker-Peak deutlich genauer. Auch
wurde in den oben genannten Studien der Blutentnahmeort nicht genau definiert. Daher
ware es denkbar, dass die Biomarker aus den grol3en Gelenken zuné&chst durch den
Blutkreislauf transportiert werden missen, um im gesamten venésen Blut des Kdrpers
nachweisbar zu werden. Im Rahmen unserer Studie erfolgte die Biomarkermessung
direkt im venodsen Abstromgebiet der jeweiligen Indexhand. Studien, die die Biomarker-
Spiegel von PIIANP, IL-15, sVCAM-1 und NGAL Uber einen definierten Zeitraum nach

Belastung untersuchen, liegen aktuell nicht vor.

Der Biomarker C1,2C zeigte in keiner Kohorte einen Konzentrationsanstieg im Serum
nach Belastung. Méglicherweise benétigt die Clearance von C1,2C deutlich langer als
bei den anderen, hier untersuchten Biomarkern. Auch ware denkbar, dass der Biomarker
C1,2C in zu geringen Konzentrationen aus den Hand- und Fingergelenke ins periphere

Blut freisetzt wurde und somit mit unserem Versuchsaufbau somit nicht messbar war.

Auch die Biomarker YKL-40 und CS846 zeigten keinen Anstieg der Konzentrationen
nach Belastung der Hand- und Fingergelenke und wurden bereits in den Vorversuchen
ausgeschlossen. Allerdings stellte die Arbeitsgruppe um Frisbie et al. einen Anstieg der
Konzentration von CS846 und C1,2C im Serum sowie in der Synovialflissigkeit der
Carpalgelenke bei Pferden nach 21 Tagen Ausdauertraining fest. Dieser Anstieg fiel in
der OA-Gruppe deutlich hdher aus als in der gesunden Kontrollgruppe (Frisbie et al.,
2008). Moglicherweise waren in unserer Studie die Anzahl der untersuchten Proben
innerhalb der Vorversuche zu gering, um zu einem ahnlichen Ergebnis zu kommen.

Denkbar waren auch Unterschiede zwischen den einzelnen Spezien oder Gelenken.

Die erhéhten Biomarker-Spiegel nach Belastung der Hand- und Fingergelenke lassen
sich mutmaflich durch verschiedene Faktoren erklaren. Zum einen scheint die aktive,
forcierte Gelenkbewegung im Rahmen unseres Versuchsaufbaus und die damit
verstarkt wirkenden Druck- und Scherkrafte im Knorpel die ,Clearance® der Biomarker
zu erhohen. Die Biomarker werden somit aktiv aus dem Gelenk ,ausgemolken®. Des
Weiteren wird durch die aktive Bewegung die Durchblutung der Hand- und
Fingergelenke angeregt. Somit kommt es zu einem vermehrten Lymphabfluss aus den
jeweiligen Gelenken. Dies ermdoglicht es, die Marker in erhéhten Konzentrationen im
peripheren Blut der Indexh&nde messbar zu machen. Daher scheint die bewusste

Gelenkmobilisation zu einer erhdhten ,Clearance® der Synovia zu fuhren, wobei die
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Biomarker vornehmlich Uber die Lymphgefdl3e zu den vendsen BlutgefalR3en
abtransportiert werden.

Ursachlich fur den deutlich grof3eren PIIANP- und CPII-Konzentrationsanstieg der OA-
Gruppe im Vergleich zu den gesunden Kontrollen kdnnte das Entkoppeln von Knorpel-
Synthese von der Knorpel-Degradation im Rahmen der OA-Pathogenese sein. So kann
ein erhdhter PIIANP- oder CPII-Spiegel bei OA-Patientinnen auf die kompensatorische
Up-Regulation von Knorpel-Reparaturmechanismen im Rahmen der OA deuten.
Infolgedessen wirde der PIIANP-Spiegel bei den gesunden Probanden nur in
geringerem MaRe nach Belastung der Hand- und Fingergelenke ansteigen, da die
Knorpelhomdostase noch intakt ist. Bei CPIlI konnten wir in der vorliegenden Studie
allerdings keinen Unterschied zwischen der Post-Kontrollgruppe und den OA-
Patientinnen finden.

Wir konnten durch die vorliegende Studie beweisen, dass durch eine forcierte
Gelenkbewegung Biomarker der Hand-und Fingerpolyarthrose im peripheren Blut
messbar gemacht werden kénnen. Rickschlisse auf den Gesamt-Knorpelstoffwechsel
kénnen jedoch mit unserem Studienaufbau nicht gezogen werden. Die Kombination der
Biomarker CPIl und PIIANP kann eine vielversprechende Kombination bieten. So
konnten diese beiden Marker in weiteren Studien als Frihdiagnose-Marker der
Fingerpolyarthrose dienen oder vielleicht sogar zur Unterscheidung zwischen gesunden
und erkrankten OA-Patientinnen und -Patienten beitragen.

Biomarker und radiologische Scores: Wir konnten keine Zusammenhénge der
Biomarker-Konzentration von PIIANP und CPIlI nach Belastung der Hand- und
Fingergelenke mit den hier untersuchten radiologischen Scores aufzeigen. Ahnliche
Ergebnisse fand auch die Arbeitsgruppe um Kim et al. und Pulsatelli et al. (Kim et al.,
2014, Pulsatelli et al., 2013; siehe Tabelle 8). Dies steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen von verschiedenen Arbeitsgruppen (Vilim et al., 2002; Hunter et al., 2007
und Kraus et al., 2010; Jansen et al., 2009; Rousseau et al., 2004; Cibere et al., 2009;
Kalichman et al., 2011; Bakker et al., 2011; siehe Tabelle 8), die positive oder negative
Korrelationen zwischen verschiedenen Biomarker-Spiegeln und der
Krankheitsprogression bei Gonarthrose (Vilim et al., 2002), dem Verlust von Knorpel im
Kniegelenk (Hunter et al., 2007), dem Ausbilden von Osteophyten (Kraus et al., 2010)
oder der Gelenkspaltverschmélerung bei Hand-OA oder bei Knie, Schulter und
Ellenbogengelenken bei Patienten mit einer hamophilen Arthropathie (Kraus et al., 2010
und Jansen et al., 2009) nachweisen konnten (siehe Tabelle 8). So fanden Rousseau et
al. deutlich verminderte PIIANP-Konzentrationen bei OA-Patienten (Rousseau et al.,

2004). Auch zeigten sich hohe C1,2C-Spiegel mit steigenden, radiologisch nachweis-
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Biomarker Kollektiv Untersuchte Parameter Referenz Ergebnisse
COMP Gonarthrose-Patienten COMP nach Belastung im Andersson et al., 2006a | COMP 1
(Serum) Serum
MP [ -
co Gesunde Probanden COMP nach 30 Minuten Miindermann et al., 2005 | COMP 1
(Serum) Lauf
COMP ) COMP nach 30 km Lauf . COMP 1
Marathonlaufer und in den néchsten 2 Neidhart et al., 2000 B
(Serum) (fallt nach 24 Stunden )
Tagen
COMP, . - . ,
PIANP Eine sehr grof3e Familie | Biomarker bei Hand-OA- Chen et al.. 2008 PIIANP (Hand-OA): |
in den USA Patienten und Kontrollen h COMP (Hand-OA): 1
(Serum)
PIIANP vor und nach 2, 3 . . . .
PIIANP Gonarthrose-Patienten |und 5 Jahren mit den Sharif et al., 2007 PIIANP korrelllert mit der radiologischen
(Serum) . . ) . OA-Progression
jeweiligen Rontgenbildern
PIIANP vor und nach 1 . . . .
PIIANP Gonarthrose-Patienten | Jahr, VAS-Schmerz und mit | Garnero et al., 2002 PIIANP korrelllert mit der radiologischen
(Serum) . . OA-Progression
den Rontgenbildern
Gonarthrose-Patienten . .
PIIANP . ’
RA-Patienten und PIIANP Spiegel im Rousseau et al., 2004 | PIIANP (OA, RA) |
(Serum) Vergleich der Gruppen
gesunde Kontrollen
CPIlL CL,2C, | oo rde mit und ohne oa | Blomarker nach - CPII, C1,2C, CS846 1
CS846 | carpalgelenke) mehrtagigem Frisbie et al., 2008 (Anstieg bei OA- Gelenken groRer)
(Serum, SF) palg Ausdauertraining g g

Tabelle 7: Ubersicht iiber die zitierten Biomarker-Studien zum Vergleich mit unseren Biomarker-Ergebnissen.
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baren arthritischen Veradnderungen (Odds ratio 2,07; Cibre et al.,, 2009). Die
Arbeitsgruppe um Bakker fanden eine positive Korrelation von erhéhten C1,2C-Spiegeln
mit der Krankheitsprogression bei RA (p = 0,004; Bakker et al., 2011). Das Risiko von
radiologisch nachweisbaren arthritischen Veranderungen sank mit hohen Serum-CPlII-
Spiegeln (Odds ratio 0,53, Cibere et al., 2009). Die Arbeitsgruppe um Kalichman et al.
konnte eine positive Korrelation der sVCAM-1-Konzentrationen mit der Anzahl der von

OA betroffenen Hand- und Fingergelenken aufzeigen (Kalichman et al., 2011).

Eine Beurteilung der Krankheitsprogression ist mithilfe unseres Studiendesigns nicht
moglich, da diese nicht von uns untersucht wurde. Die vorliegende Studie evaluierte den
JIst-Zustand“. Es wurden keine Verlaufs-Rontgenaufnahmen der Indexhande
angefertigt. Des Weiteren wurden in unserer Studie die kleinen Hand- und Fingergelenke
untersucht. Denkbar wére, dass die hier freigesetzten Biomarker in zu geringen
Konzentrationen im Serum vorhanden waren, um in ausreichendem Mafe fir eine
Korrelation mit den hier untersuchten radiologischen Scores dienen zu kénnen. Weitere
Vergleiche unserer Ergebnisse mit der aktuellen Literatur sind nur erschwert méglich, da
wir die Differenz der Maximalkonzentrationen innerhalb der ersten 15 Minuten im
Vergleich zu den Ausgangskonzentrationen vor Belastung untersuchten und nicht die
Absolutwerte der Biomarker-Konzentrationen. Somit haben die kurzfristigen Biomarker-
Konzentrationsanderungen im Rahmen einer Bewegung keinen messbaren Einfluss auf

die nativradiologischen Scores oder umgekehrt.

In unserer Studie ergab sich fur den Biomarker NGAL und IL-15 keine Korrelation mit
den radiologischen Scores (Kellgren-Lawrence-Score und Kallman-Score). In der
aktuellen Literatur finden sich keine Studien, die den Zusammenhang von NGAL oder
IL-15 bei Patienten mit einer Hand-OA und den hier untersuchten radiologischen Scores
evaluierten. Die Arbeitsgruppe um Sun et al. konnte allerdings im Rahmen der
Gonarthrose ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen den Serumkonzentrationen von

IL-15 und dem Kellgren-Lawrence-Score (Sun et al., 2013) nachweisen.

Es gibt einige Studien, die ebenfalls den Zusammenhang zwischen inflammatorischen
Zytokinen, sowie anderen Biomarkern mit radiologischen Scores untersuchten. So
evaluierte Pantsulaia et al. (2010) den Zusammenhang zwischen den inflammatorischen
Zytokinen (Interleukin-6, TNF-a und Interleukin-17) und anderen Markern (RANKL=
receptor activator for nuclear faktor k B ligand, M-CSF= macrophage colony-stimulation
factor, OPG= osteoprotegerin und MCP-1= monocyte chemotactic protein-1) mit dem
Kellgren-Lawrence-Score. Sie konnten zeigen, dass die Blutspiegel fir MCP-1 und OPG

signifikant auf den mittels Kellgren-Lawrence-Score gemessenen Schweregrad der
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Hand-OA schlieRen lieRen (Pantsulaia et al., 2010). Dahaghin et al. fanden, dass Hand-
OA-Patienten mit hohen CTX-Il Werten im Blut ein deutlich hoheres Risiko hatten eine
Huft- oder Gonarthrose zu entwickeln (Odds Ratio 4.2) als Patienten mit niedrigeren
CTX-Il Werten (Dahaghin et al., 2005). Vlad et al. konnten keine Zusammenh&ange mit
anderen Biomarkern (z.B. Interleukin-6, CRP, Fibrinogen, ICAM-1= intercellular
adhesion molecule 1, Osteoprotegerin, P-selectin, TNF-a und weitere) und dem

Kellgren-Lawrence-Score finden (Vlad et al., 2011).

Biomarker und klinische Scores: Wir konnten keinen Zusammenhang der klinischen
Scores mit dem Biomarkern PIIANP nach Belastung im Blut aufzeigen. Auch konnten
keine Studie gefunden werden, die einen Zusammenhang dieses Markers und den
klinischen Scores nachweisen konnte. Die klinischen Scores objektivieren das aktuelle
Krankheitshild der jeweiligen Patientinnen. Somit spiegeln die Biomarker
erwartungsgemafl nicht das Schmerz- und &sthetische Empfinden oder die

Funktionseinschrankungen wieder.

Die Arbeitsgruppe um Sun et al. konnte allerdings zeigen, dass die IL-15-
Konzentrationen positiv mit dem Western Ontario McMaster University Osteoarthritis
Index- (WOMAC-) Schmerz-Score bei Patienten mit einer Gonarthrose korrelierten (Sun
et al.,, 2013). Es wird vermutet, dass IL-15 im Rahmen der OA-Pathogenese die
Produktion von TNF-a und weiteren inflammatorischen Proteinen stimuliert (Baslund et
al., 2005; Mcinnes et al., 1996, Ling et al., 2009, Perera et al., 2012). Somit kdnnte
indirekt ein erhohter IL-15-Spiegel im Blut mit erhdhter Knorpeldegradation und somit
vermehrten Schmerzen einhergehen (Sun et al.,, 2009, Orita et al., 2011). Diese

Ergebnisse konnten wir in unserer Studie nicht finden.

Die Korrelationsanalyse der maximalen Konzentration des Biomarkers CPII mit den
Punktzahlen aus dem AUSCAN™-Fragebogen ergab bis auf zwei Ausnahmen keine
Korrelationen (Ergebnisse siehe Tabelle 12.5 des tabellarischen Anhangs). Die
Maximalkonzentration des Knorpelformationsmarkers CPII nach Belastung korrelierte
negativ mit der Punktzahl des AUSCAN™-Schmerz-Scores (r = -0,48) und der VAS-
Schmerz (r = -0,48). CPIl kénnte indirekt als Ausdruck fiir eine erhdhte Knorpelsynthese
bzw. eine erh6hte regenerative Kapazitat des Knorpels stehen. Dies ware allerdings eine
rein spekulative Hypothese. Diese hier gefundenen Korrelationen scheinen biochemisch
eher unwahrscheinlich, da kein Zusammenhang zwischen den CPll-relevanten
biochemischen Prozessen in einzelnen Gelenk und dem Schmerzempfinden oder den

Funktionseinschrankungen zu erwarten ware.

85



Biomarker OA Untersuchte Parameter Referenz Ergebnisse
COMP Gonarthrose K-L-Score Kim et al., 2014 Keine Korrelation
(Serum)
COMP Gonarthrose OA-Progression, K-L- Vilim et al., 2002 Positive Korrelation
(Serum) Score
COMP JSN, Ausbildung von JSN: keine Korrelation
Hand-OA ' K t al., 201 . .
(Serum) and-O Osteophyten, K-L-Score raus et al., 2010 Osteophyten: positive Korrelation
COMP Gonarthrose Kr.worpelverlust gemessen Hunter et al., 2007 Positive Korrelation
(Serum) mittels MRT
COMP Schulter-, Ellenbogen- | JSN, Ausbildung von
und Kniegelenk, Osteophyten, Pettersson- | Jansen et al., 2009 positive Korrelation
(Serum) N . .
hamophile Arthropathie | Score
Cil,2C . .
(Urin) Gonarthrose Progression, K-L-Score Cibre et al., 2009 C1,2C 1
[}
° C1,2C . . .
(Serum) RA (Hande und Fufe) RA-Progression Bakker et al., 2011 positive Korrelation
PIIANP RA, OA
Gonarthrose  OA und gesunde Rousseau et al., 2004 | PIIANP (OA, RA) |
(Serum) Kontrollen
CPII . . . . .
(Serum) Gonarthrose Progression, K-L-Score Cibre et al., 2009 CPIl 1 bei Progressionsrisiko |
SVCAM-1 Hand-OA, EOA K-L-Score, Kallman-Score |Pulsatelli et al., 2013 SV.CAM_l (EO.A’ OA) f : .
(Serum) keine Korrelation mit radiologischen Scores
sVCAM-1 Anzahl der betroffenen
H -OA . Kalich l.,, 2011 | sVCAM-1 i OA-Gelenk
(Serum) and-O Gelenke im K-L-Score alichman et al., 2011 |sVC 1 bei OA-Gelenke 1
IL-15 Gonarthrose K-L-Score Sun et al., 2013 Keine Korrelation
(Serum)

Tabelle 8: Ubersicht tiber die verschiedenen Biomarker-Studien, die die hier verwendeten radiologischen Scores untersuchten.
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5 Diskussion

Die Biomarker und allgemeine Parameter: Wir konnten keinen Zusammenhang des
Body-Maf3-Index (BMI), des CRPs (C-reaktives Protein) und des Alters der Patientinnen/
Probandinnen mit den COMP-, C1,2C-, IL-15-, sVCAM-1- sowie NGAL-Konzentrationen
aufzeigen. Eine Korrelation von CPIl mit dem Alter konnten wir ebenfalls nicht
nachweisen. Andere Arbeitsgruppen fanden jedoch fiir COMP eine positive Korrelation
mit dem BMI und dem Alter (Jordan et al., 2003) oder nur mit dem Alter (Bos et al., 2013).
Schett et al. konnten auch fir sVCAM-1 eine positive Korrelation mit dem Alter aufzeigen
(Schett et al., 2009). Eine mdgliche Ursache fir die Diskrepanz der Ergebnisse kdénnte
zum einen die geringe Studienteilnehmerzahl sein, zum anderen untersuchten die oben
genannten Studien die tatsédchlichen Biomarker-Spiegel im Serum. In unserer Studie
dagegen wurden die Korrelationen (BMI, Alter und BMI) mit den durchschnittlichen
Maximalkonzentrationen nach Belastung der Hand- und Fingergelenke ermittelt und
nicht mit den absoluten Biomarker-Spiegeln. IL-15, sVCAM-1 und NGAL werden in
inflammatorischen Prozessen freigesetzt, deshalb scheint eine altersabhéngige
Biomarker-Liberation dieser Marker eher unwahrscheinlich. Die genaue Bedeutung

dieser Biomarker in der OA-Pathogenese ist aktuell weiterhin unklar.

Die Konzentrationen von PIIANP und CPIl zeigten eine positive Korrelation nach
Belastung im Blut und dem BMI (r = 0,43; r = 0,30). Dies deckt sich mit den Ergebnissen
von Kumm et al. und Kaboyashi et al. Kumm et al. bewiesen eine Korrelation von PIIANP
und dem BMI bei Frauen (r = 0,362; Kumm et al. 2009) und Kaboyashi et al. zeigten eine
positive Korrelation von CPII in der Synovialflissigkeit mit dem BMI (Kaboyashi et al.,
1997). Inwieweit Ubergewicht eine Rolle im Rahmen der Pathogenese der Hand- und
Fingerpolyarthrose spielt, ist zurzeit allerdings noch nicht abschliel3end geklart. Aktuelle
Studien berichten, dass erhdhte Adipokin-Spiegel (z.B. Leptin und Adipsin) zu einer
Progression der Gonarthrose flihren kann (Martel-Pelletier et al., 2016; Zhang et al.,
2015; Fowler-Brown et al., 2015). Im Bereich der Fingerpolyarthrose sind die aktuellen
Ergebnisse der in der Literatur vorhanden Studien unterschiedlich. So zeigten Yusuf et
al., dass erhdhte Adiponectin-Level einen protektiven Einfluss auf das Voranschreiten
der radiologisch-nachweisbaren Hand-OA hat (Yusuf et al., 2011). Filkova et al. konnten
zeigen, dass die Adiponectin-Level bei Patientinnen mit einer EOA im Vergleich zu
Patientinnen mit einer Non-EOA deutlich erhéht sind (Filkova et al., 2009).

Im Gegensatz zu Kumm et al. konnten wir keinen Zusammenhang des PIIANP-Spiegels
mit dem Alter der Patientinnen aufzeigen (Kumm et al. 2009). So konnten wir erhdhte
PIIANP-Spiegel nur bei den OA-Patientinnen nach Belastung im Blut messen und nicht

bei der gleichaltrigen Kontrollgruppe. Des Weiteren ergab sich fir PIIANP eine negative
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Korrelation mit dem CRP-Wert im Blut (r = 0,39). PIIANP dient als Marker der
Knorpelsynthese und das CRP ist ein unspezifischer Marker eines inflammatorischen
Prozesses. Da es im Rahmen der OA-Pathogenese zu einem Entkoppeln des
Knorpelabbaus und der Knorpelregeneration kommt, kann PIIANP bei OA-Patienten in
deutlich erhéhten Konzentrationen messbar sein. Die negative Korrelation mit dem CRP
kénnte daher unterstreichen, dass die Hand-OA vornehmlich eine degenerative

Gelenkerkrankung ist.

Die kurzfristige Therapie mit Ibuprofen: Ibuprofen findet eine breite Kklinische
Anwendung in der Therapie der OA. Allerdings finden sich nur sehr wenige Studien zur
Wirkung von Ibuprofen bei Hand- und Fingerpolyarthrosen (Zhang et al., 2007 und 2008,
Hochberg et al.,, 2012). Da unser Studiendesign sich gut eignet, um kurzfristig die
Wirkung von oralem Ibuprofen auf die Beschwerden der Patientinnen zu untersuchen,
wurde Ibuprofen zuséatzlich untersucht. Die Patientinnen erhielten eine orale Therapie
mit 2400 mg Ibuprofen pro Tag fiir insgesamt 10 Tage. Die klinischen Scores wurden
jeweils davor (T1) und danach (T?2) erfasst.

Wir konnten mit Hilfe der klinischen Scores zeigten, dass, wie zu erwarten, auch eine
sehr kurze Therapie mit Ibuprofen 2400 mg pro Tag zu einer deutlichen Reduktion der
Score-Punkte und somit zu einer erheblichen subjektiven Symptombesserung der
Versuchspersonen fuhrte. Dieses Ergebnis konnte mithilfe aller angewandten klinischen
Scores (AUSCAN, VAS und HAQ) unterstrichen werden. Ibuprofen stand in unserer
Studie als Vertreter der NSAR. Die NSAR, oral sowie lokal, genielRen einen hohen
Stellenwert in der Therapie der OA (siehe Kapitel 1.4.3.3) und sind somit fest auch in
den aktuellen Leitlinien der Hand-OA-Therapie integriert (American College of
Rheumatology, ACR: Hochberg et al., 2012; European League Against Rheumatism,
EULAR: Zhang et al., 2007, Osteoarthritis Research Society International, OARSI:
McAlindon et al., 2014). Interessant ist, dass der Effekt von Ibuprofen auf die klinischen
Scores trotzdem nur bei 58,3 % der von uns untersuchten Patientinnen auftritt. Somit
spricht trotz allem fast die Halfte der Patientinnen nicht oder nur unzureichend auf diese
Therapie an. Dies verdeutlicht noch einmal, wie wichtig ein multimodales
Therapiekonzept der Hand-OA, basierend auf lokalen nicht-pharmakologischen,

pharmakologischen sowie als Ultima Ratio einer chirurgischen Therapie, ist.
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5.3 Schlussfolgerungen

Insgesamt konnten wir mit unserer Pilotstudie zum ersten Mal nachweisen, dass die
Biomarker COMP, CPII, PIIANP, sVCAM-1, IL-15 und NGAL aus den kleinen Gelenken
der Hand und Finger durch Belastung freigesetzt werden kdnnen und somit in erhdhten
Konzentrationen im peripheren Blut messbar sind. Des Weiteren konnten wir die ersten
15 Minuten nach Belastung der Hand- und Fingergelenke als Zeitspanne definieren, in

der die htéchste Biomarker-Konzentration nach Belastung im Serum zu erwarten ist.

Wir untersuchten insgesamt 9 verschiedene Marker. Die genaue Rolle eines jeden
Markers im Rahmen der Arthrose, insbesondere der hier untersuchten
Fingerpolyarthrose, ist bisher nur unvollstadndig geklart. Somit kénnen die von uns
ermittelten Ergebnisse einen weiteren Beitrag zum Verstandnis der Pathomechanismen
der Fingerpolyarthrose liefern. Unsere Ergebnisse sind die Basis flur weitere, dringend
notwendige prospektive Studien, um die genaue Wertigkeit eines jeden Biomarkers und

dessen Rolle im Rahmen der OA, vor allem der Fingerpolyarthrose, ermitteln zur kénnen.

Die Biomarker PIIANP und CPIl kdénnen durch ihren erhdhten Anstieg bei OA-
Patientinnen bzw. den gleichaltrigen Kontrollen mdglicherweise in der Zukunft allein oder
in Kombination gegebenenfalls auch mit anderen Biomarkern zur friihen Diagnose von
Patienten mit Hand- und Fingerpolyarthrose mittels einer Serumuntersuchung beitragen.
Allerdings besteht auch hier ein erheblicher weiterer Forschungsbedarf.

Ob nun die Bewegung eine erhdhte ,Clearance” dieser Marker aus der Synovia ins
periphere Blut bewirkt, oder ob die Bewegung einen Impuls zur vermehrten Biomarker-
Freisetzung gibt, ist derzeit unklar. Die genauen Pathomechanismen, die die Biomarker-
Liberation von den Gelenken ins periphere Blut verursachen, sind bis heute nicht
komplett verstanden. Auch ergeben sich durch die vorliegende Studie viele weitere
interessante Untersuchungsansatze. Zukilnftige Studien miissen zeigen, inwiefern die
hier gewonnen Ergebnisse eine Aussage zur Frihdiagnose oder zur Verlaufskontrolle

von therapeutischen Malnahmen z. B. einer Pharmakotherapie liefern kdnnen.

Unsere Pilotstudie dient somit als Grundlage oder Wegbereiter fir weitere klinische
Untersuchungen zur Identifizierung und Validierung neuer Biomarker der Hand- und
Fingerpolyarthrose. Zukinftige konfirmatorische Studien mit grof3eren Fallzahlen sind
notwendig, um die hier gewonnenen Ergebnissen weiter zu bestatigen. Unsere

Ergebnisse konnen moglicherweise in Zukunft ein grofRes diagnostisches und
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therapeutisches Benefit fur die vielen Patientinnen mit Arthrosen der Hand- und

Fingergelenke bieten.
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6 Zusammenfassung

Fingerpolyarthrosen sind insbesondere bei Frauen weit verbreitet. Die Patientinnen
leiden unter Schmerzen, Gelenkschwellungen und einer Morgensteifigkeit. Derzeit gibt
es nur wenige Berichte Uber mdgliche Biomarker, die zur Friherkennung oder zum
Monitoring des Krankheitsverlaufes oder des Therapieerfolges dienen kénnen. Bei den
bekannten Biomarkern liegen die Konzentrationen haufig an der Nachweisgrenze. Das
erste Ziel der hier vorliegenden explorativen Studie war es, potentielle Biomarker der
Handarthrose durch Belastung der betroffenen Hand in erhéhten Konzentrationen im
venosen Blut nachzuweisen. Zweitens sollte ein optimaler Zeitpunkt zur Blutentnahme
nach Belastung der Fingergelenke gefunden werden, um die erhdhten Biomarker-
Konzentrationen messen zu kénnen. Drittens sollten Korrelationen zwischen Biomarkern
und klinischen oder radiologischen Scores evaluiert werden. Als letztes sollte der Erfolg
einer kurzfristigen Therapie mit Ibuprofen Uber den Zeitraum von 7 Tagen anhand der

klinischen Scores nachgewiesen werden.

Insgesamt wurden 2 Kohorten gebildet: Die erste Kohorte, auch ,OA-Gruppe® genannt,
bestand aus 24 postmenopausalen Patientinnen mit einer mehr Heberden- oder
Bouchard-betonten Fingerarthrose. Die Diagnose erfolgte gemanR den ACR-Kriterien.
Die Patientinnen waren 61,5 + 6,4 Jahre alt, postmenopausal und es lag ein Body-MaR3-
Index von 26,3 + 3,3 kg/m2 vor. Zu den Ausschlusskriterien zahlten andere entziindliche,
rheumatische oder degenerative Gelenkerkrankungen, Stoffwechsel-, Nieren- oder
Lebererkrankungen. Auch die Einnahme bestimmter Medikamente (z. B.
Bisphosphonate, Kortikosteroide, NSAR) war verboten. Die zweite Kohorte diente als
Kontrollgruppe und bestand aus 24 Probandinnen ohne symptomatische Arthrosen,
davon 12 pramenopausale (23,4 £ 1,2 Jahre, BMI von 21,5 + 2,0 kg/m2 = ,Pra-Gruppe®)
und 12 postmenopausale (59,9 + 7,0 Jahre = ,Post-Gruppe®) Frauen mit einem BMI von
23,0 £ 3,3 kg/m2.

Zu Beginn der Studie wurden die Fragebdgen (Australian/Canadian Hand Osteoarthritis
Index (AUSCAN), Health Assessment Questionnaire HAQ, visuelle-Analog-Skala fir
Schmerz und Asthetik (VAS-Schmerz, VAS-Asthetik) von den Patientinnen und
Probandinnen ausgefillt. Anschlie3end erfolgte am Unterarm der Indexhand die vendse
Blutentnahme vor und 1, 2, 5, 10, 15, 30, 45, und 60 Minuten nach Belastung in Folge
von definiertem wiederholtem Kraftschluss der Hand. Die Rontgenbilder wurden gemar
dem Kellgren-Lawrence-Score und dem Kallman-Score evaluiert. Die Analyse der
Biomarker aus dem Serum wurde mittels kommerziell erhéltlicher Enzyme-Linked-

Immunosorbent-Assays (ELISA)-Kits durchgefiihrt. Folgende Biomarker wurden
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untersucht: 1. Marker der Knorpelsynthese wie C-terminales Propeptid von Prokollagen
Typ Il (CPII) und N-terminales Propeptid von Typ Il Prokollagen (PIIANP), 2. Marker der
Knorpelresorption wie Kollagen Typ Il % Spaltprodukt (C1,2C) und Cartilage Oligomeric
Matrix Protein (COMP), sowie 3. inflammatorische Marker wie Neutrophil-Gelatinase-
Associated Lipocalin  (NGAL), Interleukin-15 (IL-15) und soluble- Vascular-Cell-
Adhesion-Molecle-1 (sVCAM-1). Folgende Fragen wurden statistisch wie folgt
ausgewertet: A) Gibt es eine signifikante Konzentrationsanderung der Biomarker nach
Belastung? Wilcoxon-Rangsummentest; B) Ist die Anderung der Konzentration an
Biomarker zwischen den einzelnen Kohorten signifikant unterschiedlich? Kruskal/Wallis-
Test (H-Test) mit anschlieBendem Dunn’s post-hoc-test; C) Besteht eine Korrelation
zwischen den klinischen Scores und den Biomarkern? Spearman-Korrelation. Alle
Berechnungen wurden aus den Differenzen zwischen der Konzentration vor Belastung
und der Maximalkonzentration der Biomarker durchgefihrt, die innerhalb der ersten 15

Minuten nach Belastung im Blut messbar waren.

Es konnte erstmals im Serum der OA-Patientinnen innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke signifikant (p < 0,05) erhdhte Konzentrationen
an CPIl, COMP, IL-15, sVCAM-1, NGAL und PIIANP bestimmt werden. Aufgrund der
unterschiedlichen chemischen Zusammensetzung der Biomarker gab es keinen festen
Zeitpunkt fir das gemeinsame Anfluten aller Marker im Blut. Auch konnten zum ersten
Mal deutliche Unterschiede zwischen der OA-Kohorte und der pra- bzw.
postmenopausalen Kontrollgruppe im Serum nach Belastung der Gelenke fiir PIIANP (p
= 0,003) und CPIl (p=0,009) ermittelt werden. Der CPII-Anstieg fiel allerdings nur im
Vergleich OA-Gruppe gegeniiber der pramenopausaler Frauen (gelenkgesunde
Kontrollen) héher aus und nicht im Vergleich mit der postmenopausaler Frauen (p 2
0,05). Es konnte keine Korrelation zwischen der Biomarker-Konzentration und den
klinischen bzw. radiologischen Scores festgestellt werden.

Mit der vorliegenden Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass geringe
Biomarker-Konzentrationen im Serum bei Patientinnen mit einer Fingerpolyarthrose
durch Belastung messbar werden. Diese Studie dient als Grundlage fur weitere klinische
Untersuchungen zur ldentifizierung und Validierung neuer Biomarker. Die Ergebnisse
unserer Studie besitzen insofern eine in die Zukunft reichende klinische und praktische
Relevanz, da sie aufgrund des prazisen Studiendesigns die Basis fur weiterfihrende
klinische Studien bilden, mit deren Hilfe der Einsatz von Serummarker zur Frihdiagnose,
Staging und Kontrolle des Therapieerfolges untersucht werden kann. Die Identifizierung
und Validierung derartiger Serummarker kénnte somit ein grof3es diagnostisches und

therapeutisches Benefit fur die vielen Patientinnen mit Fingerpolyarthrosen bedeuten.

92



7 Summary

7  Summary

Osteoatrthritis (OA) of the hands is one of the most common joint diseases especially of
women. The patients suffer from pain, swelling of the joints and morning stiffness. There
are however only few reports on potential biomarkers, which can be used for early
diagnosis, for monitoring the disease progression or the therapeutic success. In the
known biomarkers, concentrations are frequently at the detection limit. The aim of the
present exploratory study was firstly to established potential biomarkers of hand
osteoarthritis in elevated concentrations in venous blood by exercising the affected hand.
Secondly, after exercising the finger joints the optimum moment for blood sampling was
to be found in order to measure the increased concentrations of the biomarkers. Thirdly
correlations was to be shown between biomarker levels and clinical or radiological
scores. Finally the success of a short-term “Ibuprofen-therapy” over a period of 7 days

was to be demonstrated on the basis of clinical scores.

Two cohorts were investigated: the first cohort called "OA-Group" consisted of 24
postmenopausal female patients with a more Heberden or Bouchard accentuated
osteoarthritis of the hand. The diagnosis was made according to ACR criteria. The
patients were 61.5 £ 6.4 years old, postmenopausal and having a body mass index of
26.3 + 3.3 kg/m2. The exclusion criteria were other inflammatory, rheumatic,
degenerative joint affecting diseases, or the metabolism affecting diseases, renal or liver
diseases as well as the use of certain medical drugs (e.g. bisphosphonates,
corticosteroids, NSAR) The second cohort served as healthy controls and contained 24
female subjects without symptomatic osteoarthritis of the hand of whom 12 were
premenopausal (23.4 + 1.2 years, BMI of 21.5 + 2,0 kg/m2 = "pre-group") and 12
postmenopausal (59.9 + 7.0 years = "post group ") women showing a BMI of 23.0 + 3.3
kg/m2,

At the beginning of the study, the questionnaires (Australian / Canadian Osteoarthritis
Hand Index (AUSCAN), Health Assessment Questionnaire HAQ, visual analogue scale
for pain and aesthetics (VAS pain, VAS aesthetics) were filled out by the patients and
subjects. This was followed by collecting the venous blood samples from the forearm of
the index hand before and 1, 2, 5, 10, 15, 30, 45, and 60 minutes after exercise, defined
as a repeated powerful circuit of the index hand. X-ray images were evaluated according
to the Kellgren-Lawrence score and Kallman score. The analysis of the biomarker levels
from the serum was performed by commercially available enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA)-kits. The following biomarkers were studied: 1. marker of cartilage

synthesis such as C-terminal propeptide of procollagen type Il (CPIl) and N-terminal
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propeptide of type Il procollagen (PIIANP), 2. marker of cartilage resorption like collagen
type Il % cleavage product (C1,2C) and cartilage oligomeric matrix protein (COMP), 3.
inflammatory markers such as neutrophil-gelatinase-associated lipocalin (NGAL),
interleukin-15 (IL-15) and soluble-vascular-cell-adhesion-molecle-1 (sVCAM-1). The
following questions were evaluated by using the following statistical tests: A) Is there a
significant change in concentration of the biomarker levels after exercise? Wilcoxon rank
sum test; B) Is the change in the concentration of biomarker levels between the individual
cohorts significantly different? Kruskal /Wallis test (H-test) followed by Dunn's post-hoc
test; C) Is there a correlation between the clinical score and the biomarker levels?
Spearman correlation. All calculations were performed with the differences in the
concentration before exercise and the maximum concentration of biomarker levels that
were measurable in the blood samples within the first 15 minutes after exercise.
Significantly (p < 0.05) increased levels of CPIl, COMP, IL-15, sVCAM-1, NGAL and
PIIANP could be identified in the serum of OA patients within the first 15 minutes after
exercise of the hand and finger joints for the first time. Due to the different chemical
composition of the biomarkers there was no fixed time for the common accumulation of
all markers in the blood. For the first time we could also determine significant differences
between the OA cohort and the pre- or postmenopausal control group in the serum after
stress on the joints for PIIANP (p = 0.003) and CPII (p = 0.009). However, the increase
of CPIl levels was only significantly elevated in the OA group compared to the
premenopausal women (younger healthy controls) but not significantly elevated
compared to postmenopausal women (p = 0.05). There was no correlation determined

between the biomarker levels and the clinical and radiological scores.

The present study enables the calculation of the number of patients needed to perform
confirmatory clinical trials. These future studies will characterize the role of our newly
identified biomarkers to diagnose hand OA especially at an early, non-symptomatic stage
of the disease and to evaluate treatment efficacy.

For the first time the present study has showed that low levels of biomarkers in the serum
of patients with OA could be measured by performing exercise with the OA affected
finger joints. This study serves as a basis for further clinical investigations for the
identification and validation of new biomarkers. The results of our study with its precise
study design have clinical and practical relevance for the future, because it forms the
basis for further clinical trials, which will help to examine the use of serum markers for
early diagnosis, staging and monitoring of therapy success. The identification and
validation of such serum markers could therefore prove to be a major diagnostic and

therapeutic benefit for many patients with osteoarthritis of the hand.
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ACR
ADAMTS
ADL

AFP

Ak

ASPN
AUSCAN™
Bel

BIPED- Kriterien

BhCG
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CK-MB
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CMC
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COX-2
CPII
CRP
CS 846
CTXI
CTX1l
C1,2C
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DPD

dl
ELISA
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EULAR
FSH

g

GPT
GOT

h

HAQ

American College of Rheumatology

A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs
Activity of daily living

a-Fetoprotein

Antikorper

Asporin

Australian/Canadian Hand Osteoarthritis Index™
Belastung

Burden of Disease, Investigative, Prognostic, Efficacy of
Intervention, Diagnostic- Kritereien

B-humanes Choriongonadotropin

Body Mass Index

Kreatinkinase Myokardtyp

Zentimeter

Carpometacarpalgelenk

Cartilage Oligomeric Matrix Protein

Selektive Cyclooxigenase Hemmer-2

C-terminales Propeptitd von Typ Il Prokollagen
C-reaktives Protein
Aggrecan-Chondroitin-Sulfat-846-Epitop

C-terminales Propeptid des Kollagen Typ |

C-terminales Telopeptid des Kollagen Typ Il
Kollagenmetabolit (Kollagen Typ 1l % Spaltprodukt)
Distales Interphalangealgelenk
Desoxypyridinolin-Crosslinks

Deziliter

Enzym-linked-immuno-sorbent-assay

Erosive Osteoarthritis

European League Against Rheumatism
Follikelstimulierendes Hormon

Erdbeschleunigung

Glutamat-Pyruvat-Transaminase (Alanin-Aminotransferase)
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (Aspartat Aminotransferase)
Stunde

Health Assessment Questionnaire
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HBT®
hCG

HRP
ICAM-1
IGF-1
IL-1, -2, 15
IP-Gelenk
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kDa

Kl
K-L-Score
M.
MCP-Gelenk
MCP-1
M-CSF
mg

min

mi
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MMP
MTP

n

ng

NGAL

Nm
Non-EOA
NSAID

NSAR

OA

OARSI
OPG

Pg
PIP-Gelenk
pNPP
Post

Pra

Heterophilic Blocking Tubes®
Humanes Choriongonadotropin
Horseradish Peroxidase
Intercellular adhesion molecule 1
Insulin-like growth factor 1
Interleukin-1, -2, -15

Interphalagealgelenk

Joint Space Narrowing

Kilodalton

Konfidenintervall

Kellgren und Lawrence Score

Morbus

Metacarpophalangealgelenk
Monocyte chemotactic protein-1

Macrophage colony-stimulating factor

Milligramm
Minute
Milliliter
Millimeter

Matrixmetalloproteinase
Tarso-Metatarsalgelenk

Anzahl

Nanogramm

Neutrophil-gelatinase-associated-lipocalin

Nanometer

Nicht erosive Osteoarthritis

Nichtsteroidale Antiphlogistika (non-steroidal anti-inflammatory

drugs)

Nichtsteroidale Antirheumatika

Osteoarthritis/ Arthrose

Osteoarthritis Research Society International

Osteoprotegerin

Pikogramm

Proximales Interphalangealgelenk
Para-Nitrophenylphosphat
postmenopausale Kontrollgruppe

pramenopausale Kontrollgruppe
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PIINP
PIIANP
PIIBNP
RA
RANKL
RT

SD
SVCAM-1
SYSADOA
TGF-B
TMB
TNFa
TSH

TS

T1

T2

M9

pl

u/l

VAS

S
WOMAC
YKL-40

Typ Il Kollagen N-Terminales Propeptid des Prokollagens
Typ Il Kollagen N-Terminales Propeptid A des Prokollagens
Typ Il Kollagen N-Terminales Propeptid B des Prokollagens
Rheumatoide Arthritis

Receptoractivator for nuclear factor k B ligand
Raumtemperatur

Standardabweichung
Soluble-Vascular-Cell-Adhesion-Molecule-1

Slow-Acting Drugs For Osteoarthritis

Transforming growth factor beta

Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefaktor a

Thyreoidea-stimulierendes Hormon
Trapezioscaphidgelenk

Studientag 1

Studientag 2

Mikrogramm

Mikroliter

Units pro Liter

Visuelle Analogskala

Versus

Western Ontario McMaster University Osteoarthritis Index
Humanes Glykoprotein 39
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Tabelle 12.1 — Tabelle 12.7

Tabellen 12.1.1 — 12.1.5 Ergebnisse der zusatzlichen Laboruntersuchungen

Tabelle 12.1.1 Einfluss der Lagerungsdauer auf COMP, sVCAM-1 und

PIIANP
COMP [ng/ml] SVEAM-L PIIANP [ng/ml]
[ng/ml]
Unteres Quartil -585,8 22,4 238,8
Median -368,6 59,9 450,9
Oberes Quartil -135,2 107,9 608,0
Anzahl (n) 8 7 8
Mittelwert -381,9 63,5 425,8
95% -620,4 8,8 244.6
Konfidenzintervall -116,9 110,9 657,1
Wilcoxon-
Rangsummentest, p- 0,008 0,047 0,008
Wert

Die Tabelle 12.1.1 zeigt die Ergebnisse des Einflusses der Lagerungsdauer fiur COMP, sVCAM-
1 und PIHANP. Dargestellt sind die Kennwerte der im Ergebnissteil unter Kapitel 4.2.1
dargestellten Abbildung 9 a-c und die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests. Die
Berechnungen erfolgten mit den Differenzen der Biomarkerkonzentrationen von Proben mit einer
Lagerungsdauer von 11 Monaten und denen ohne Lagerung (n = 8, sVCAM-1: n =7). Einp <
0,05 wurde als Signifikanzniveau definiert.

125



12 Tabellarischer Anhang

Tabelle 12.1.2 Einfluss der Lagerungsdauer auf CPII, IL-15, NGAL und

C1,2C
CPII IL-15 NGAL C1,2C
[ng/ml] [pg/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Unteres Quartil -139,9 -0,68 -21,8 -70,1
Median 704,6 -0,38 -2,97 15,7
Oberes Quartil 1482,4 -0,14 12,5 45,7
Anzahl (n) 8 8 8 8
Mittelwert 737,4 -0,45 -5,02 -37,2
95% -201,7 -0,68 -22,1 -49,0
Konfidenzintervall 1610,9 -0,08 16,2 80,3
Wilcoxon-
Rangsummentest, p- 0,10 0,10 0,64 0,94
Wert

Die Tabelle 12.1.2 zeigt die Ergebnisse des Einflusses der Lagerungsdauer fur CPI, IL-15, NGAL
und C1,2C. Dargestellt sind die Kennwerte der im Ergebnissteil unter Kapitel 4.2.1 dargestellten
Abbildung 9 a-d und die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests. Die Berechnungen
erfolgten mit den Differenzen der Biomarkerkonzentrationen von Proben mit einer
Lagerungsdauer von 11 Monaten und denen ohne Lagerungzeit (n = 8). Ein p < 0,05 wurde als
Signifikanzniveau definiert.

126



12 Tabellarischer Anhang

Tabelle 12.1.3 Einfluss von heterophilen Antikdrpern
IL-15 sVCAM-1 NGAL
[pg/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Unterer Wisker -2,49 -732,8 -28,1
Unteres Quartil -1,28 -211,1 -11,1
Median -0,73 194 2,32
Oberes Quartil -0,34 209,0 8,81
Oberer Wisker 0,11 595,1 35,0
Anzahl (n) 12 12 12
95% -1,16 -172,2 -6,76
Konfidenzintervall -0,03 211,0 11,4
Wilcoxon-
Rangsummentest, p-Wert 0.001 0.79 097

Die Tabelle 12.1.3 zeigt die Ergebnisse des Einflusses von heterophilen Antikérper auf die
Biomarker IL-15, sVCAM-1 und NGAL, die mittels Sandwich-ELISA-Technik untersucht wurden.
Dargestellt sind die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests, sowie die Boxplot-Kennwerte,
der im Ergebnissteil unter Kapitel 4.2.2 dargestellten Notched-Boxplots (und Abbildung 12). Die
Berechnungen erfolgten mit den Differenzen der Biomarkerkonzentrationen vor und nach
Blockierung eventuell vorhandener heterophiler Antikdrper mit HBT ® (n = 12). Ein p < 0,05 wurde
als Signifikanzniveau definiert.
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Tabelle 12.1.4 Einfluss von wiederholtem Auftauen und Einfrieren der
Proben auf COMP, C1,2C, PIIANP, CPIIl, VCAM-1
AuliE COMP C1,2C PIIANP CPII sVCAM-1
[ng/ml] [ug/ml] [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Unteres Quartil -24,7 -0,04 -39,5 -2,81 -159,7
Median 55,1 0,04 -7,87 309,7 -102,0
Oberes Quartil 195,6 0,09 27,3 838,6 66,0
Anzahl (n) 8 8 8 7 8
Mittelwert 81,0 -0,01 -11,5 402,0 -41,1
95% -67,9 -0,03 -45,2 -192,8 -228,1
Konfidenzintervall 178,1 0,12 29,5 812,1 24,1
Wilcoxon-
Rangsummentest, 0,22 0,95 0,74 0,16 0,55
p-Wert

Die Tabelle 12.1.4 zeigt die Ergebnisse des Einflusses des wiederholten Auftauens und
Einfrierens der Blutproben auf die Biomarkerkozentrationen von COMP, C1,2C, PIIANP, CPIl und
sVCAM-1. Dargestellt sind die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests und die Kennwerte
der Abbildung 13 a — e (Kapitel 4.2.3). Die Berechnungen erfolgten mit den Differenzen der
Biomarkerkonzentrationen vor und nach zweimaligem Einfrieren und Auftauen der Blutproben (n

=8, CPIl: n =7). Ein p £ 0,05 wurde als Signifikanzniveau definiert.
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Tabelle 12.1.5 Einfluss von wiederholtem Auftauen und Einfrieren der
Proben auf NGAL und IL-15

NGAL IL-15
Auftau
[ng/ml] [pg/ml]
Unterer Wisker 2,30 -0,26
Unteres Quartil 4,02 0,12
Median 8,59 1,05
Oberes Quartil 11,71 1,57
Oberer Wisker 14,71 1,72
Anzahl (n) 8 8
Mittelwert 8,20 0,87
95% 4,29 0,24
Konfidenzintervall 12,88 1,86
Wilcoxon-Rangsummentest,
0,01 0,04
p-Wert

Die Tabelle 12.1.5 zeigt die Ergebnisse des Einflusses des wiederholten Auftauens und
Einfrierens der Blutproben auf die Biomarkerkozentrationen von NGAL und IL-15. Dargestellt sind
die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests und die Kennwerte der Abbildung 15 a und b
(Kapitel 4.2.3). Die Berechnungen erfolgten mit den Differenzen der Biomarkerkonzentrationen
vor und nach zweimaligem Einfrieren und Auftauen der Blutproben (n = 8). Ein p < 0,05 wurde
als Signifikanzniveau definiert.
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Tabelle 12.2 Ubersicht Uber die ermittelten Konzentrationen der
jeweiligen Biomarker vor und nach Belastung zu
definierten Zeitpunkten im vendsen Blut der Indexhand

aller Studienteilnehmer

Biomarker  Abnahme- OA Pra Post
zeitpunkt Mittel- + SD Mittel- + SD Mittel- +SD
wert wert wert
(Median) (Median) (Median)
CPII Leerwert 1,75 0,83 1,62 0,80 1,93 1,36
1,77) (1,76) (1,95)
[ng/ml] 1 Min. 1,98 0,99 1,55 0,77 1,68 0,96
(1,70) (1,31) (2,14)
2 Min. 1,79 0,91 1,12 0,67 0,77 0,13
(1,87) (0,80) (0,74)
5 Min. 1,54 0,73 1,47 0,64 1,23 0,57
(1,36) (1,29) (1,28)
10 Min. 1,71 0,70 1,25 0,63 1,50 0,77
(1,60) (1,12) (1,22)
15 Min. 1,67 0,76 1,20 0,54 1,44 0,55
(1,56) (1,09) (1,40)
30 Min. 1,77 0,70 1,25 0,55 1,65 0,83
(1,60) (1,17) (1,38)
Differenz  (Maximalkonz. 0,62 0,92 0,13 0,43 -0,06 0,92
- Leerwert) (0,77) (0,24) (0,17)
C1,2C Leerwert 647,8 232,8 556,1 143,78 931,2 1087,4
(575,3) (547,6) (586,1)
[ng/ml] 1 Min. 622,9 159,9 519,6 139,88 917,2 1012,2
(575,3) (521,6) (599,9)
2 Min. 596,3 208,9 401,2 122,92 394,8 163,8
(615,1) (360,2) (372,0)
5 Min. 530,1 230,9 385,7 107,51 648,4 707,6
(506,1) (366,6) (419,2)
10 Min. 503,7 222,8 382,0 122,44 627,7 673,3
(460,6) (329,4) (453,3)
15 Min. 537,0 212,1 362,8 111,58 652,2 648,4
(505,3) (331,1) (476,4)
30 Min. 569,3 223,1 415,8 133,09 675,8 678,8
(514,4) (387,8) (460,5)
Differenz  (Maximalkonz. 62,0 173,9 -26,2 149,34 -2,20 217,2
- Leerwert) (114,0) (-23,4) (18,8)
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Tabelle 12.2: Fortsetzung

Biomarker Abnahme- OA Pra Post
zeitpunkt Mittel- +SD Mittel- + SD Mittel- + SD
wert wert wert
(Median) (Median) (Median)
COMP Leerwert 1,89 0,39 1,22 0,26 1,65 0,40
(1,91) (1,12) (1,58)
[ng/ml] 1 Min. 1,93 0,33 1,22 0,26 1,83 0,29
(1,92) (1,16) (1,81)
2 Min. 1,83 0,27 1,28 0,34 1,74 0,33
(1,84) (1,27) (1,79)
5 Min. 2,13 0,42 1,29 0,36 1,85 0,34
(2,15) (1,23) (1,92)
10 Min. 2,04 0,39 1,28 0,29 1,89 0,34
(2,07) (1,20) (1,83)
15 Min. 2,10 0,43 1,27 0,27 1,96 0,26
(2,13) (1,23) (1,89)
30 Min. 2,10 0,42 1,35 0,28 1,89 0,31
(2,06) (1,33) (1,86)
Differenz ~ (Maximalkonz. - 0,40 0,26 0,24 0,40 0,41 0,33
Leerwert) (0,40) (0,29) (0,30)
IL-15 Leerwert 2,75 1,04 2,60 0,93 2,50 1,10
(2,76) (2,76) (2,64)
[pg/ml] 1 Min. 3,01 1,04 2,19 0,87 2,69 1,35
(3,22) (2,04) (2,25)
2 Min. 2,28 1,04 2,32 1,30 2,95 0,77
(2,07) (2,77) (3,07)
5 Min. 2,77 0,97 2,71 0,65 3,01 0,93
(2,70) (2,79) (2,67)
10 Min. 2,51 0,78 2,46 0,87 2,95 0,62
(2,48) (2,26) (3,07)
15 Min. 2,98 0,97 2,53 0,74 2,95 0,64
(2,43) (2,16) (2,87)
30 Min. 2,72 0,92 2,69 0,78 3,12 0,72
(2,77) (2,59) (3,16)
Differenz  (Maximalkonz. - 1,00 1,12 0,49 1,11 1,21 1,06
Leerwert) (0,88) (0,48) (1,24)
sVCAM-1 Leerwert 503,4 264,7 585,2 219,9 586,8 136,3
(462,4) (627,4) (587,8)
[ng/ml] 1 Min. 465,6 260,1 521,7 221,9 511,9 173,5
(339,3) (479,3) (555,6)
2 Min. 397,7 177,6 445,7 190,7 4239 191,2
(346,7) (415,9) (346,1)
5 Min. 538,6 213,9 486,0 222,3 469,1 189,5
(539,7) (482,4) (519,4)
10 Min. 512,1 160,8 4924 148,2 480,3 109,7
(539,9) (461,0) (457,9)
15 Min. 534,4 145,9 504,1 133,1 505,9 134,6
(548,9) (522,2) (534,9)
30 Min. 521,1 136,3 501,2 132,9 486,9 119,3
(529,5) (524,4) (504,1)
Differenz  (Maximalkonz. - 167,0 242.6 34,3 100,3 35,8 1711
Leerwert) (189,6) (39,7) (-39,7)
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Tabelle 12.2: Fortsetzung

Biomarker Abnahme- OA Pra Post
zeitpunkt Mittel- + SD Mittel- + SD Mittel- + SD
wert wert wert
(Median) (Median) (Median)
NGAL Leerwert 106,8 43,6 120,1 58,2 128,2 72,5
(105,4) (207,7) (202,0)
[ng/ml] 1 Min. 115,9 62,8 116,4 46,3 111,3 38,8
(206,1) (201,2) (104,1)
2 Min. 153,6 49,3 119,4 57,2 117,6 18,2
(142,2) (121,2) (114,0)
5 Min. 120,3 49,4 1419 72,4 106,6 41,
(102,8) (126,1) (90,0)
10 Min. 121,5 74,4 139,4 67,4 100,7 41,8
(93,8) (229,9) (89,3)
15 Min. 122,1 51,8 127,5 56,0 86,1 43,0
(117,0) (138,1) (81,7)
30 Min. 108,1 58,0 127,7 78,4 109,3 51,2
(93,6) (94,9) (96,3)
Differenz  (Maximalkonz. - 62,3 64,8 47,5 72,0 11,7 68,8
Leerwert) (39,2) (21,2) (24,5)
PIIANP Leerwert 1391,4 428,1 1026,7 293,9 1172,0 386,3
(1281,1) (893,2) (1029,3)
[ng/ml] 1 Min. 1267,6 432,1 1018,4 323,8 1043,9 273,8
(1233,3) (935,6) (1018,3)
2 Min. 1495,6 610,0 949,8 191,7 1071,2 359,8
(1353,7) (1013,4) (978,3)
5 Min. 1168,4 575,2 911,6 332,1 924,6 280,5
(1129,9) (846,3) (859,8)
10 Min. 1334,0 596,9 907,0 265,6 947,0 264,2
(1325,1) (953,9) (821,6)
15 Min. 1256,2 527,6 884,3 308,6 1045,9 310,1
(1195,4) (949,5) (1028,8)
30 Min. 1203,2 527,7 958,2 299,5 823,0 330,5
(1118,1) (978,3) (713,6)
Differenz  (Maximalkonz. - 369,4 386,8 94,0 231,3 23,5 205,2
Leerwert) (299,5) (38,9) (39,8)

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen (SD) und die Mediane in Klammern.
Die mittels ELISA ermittelten Konzentrationen der jeweiligen Biomarker (CPIl, C1,2C, COMP, IL-
15, sVCAM-1, NGAL und PIIANP) wurden im vendsen Blut der Indexhand vor (Leerwert) und zu
definierten Zeitpunkten (1, 2, 5, 10, 15 und 30 Minuten) nach Belastung bestimmt. Weiterhin
dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen und die Mediane der Differenzen der
maximal gemessenen Konzentrationen innerhalb der ersten 15 Minuten nach Belastung und dem
Leerwert des jeweiligen Biomarkers. Hierzu wurde bei jeder Patientin der indiviuelle Maximalwert,
der bei vielen Patientinnen zu unterschiedlichen Zeitpunkten auftrat, fur die weiteren
Berechnungen herangezogen (OA-Gruppe: n = 24, Pra-Gruppe: n = 12 und Post-Gruppe: n =

12).

132



12 Tabellarischer Anhang

Tabellen 12.3.1 — 12.3.7: Zusammenfassung der statistischen Auswertung
der Biomarkerkonzentrationen nach Belastung und die Unterschiede

zwischen den einzelnen Kohorten

Tabelle 12.3.1 Konzentrationsanstieg nach Belastung und Unterschiede

zwischen den einzelnen Kohorten fir COMP

COMP OA-Gruppe Pra-Gruppe Post-Gruppe
Unterer Wisker -0.05 -0.38 -0.17
Unteres Quartil 0.25 0.01 0.19

Median 0.40 0.20 0.30
Oberes Quartil 0.55 0.34 0.70
Oberer Wisker 0.96 0.67 0.93

Anzahl (n) 24 12 12
95%
) ) 0.30-0.50 0.04 - 0.35 0.07 - 0.53
Konfidenzintervall
Wilcoxon-
< 0.001 0,043 0,001
Rangsummentest,
nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel.
p-Wert
H-Test nach
Kruskal und Wallis, 0,23
p-Wert
Dunn’s Post-Hoc-
— OA vs. Pra: OA vs. Post: Post vs. Pra:
est,
> 0,05 > 0,05 > 0,05
p-Wert P P P

Dargestellt sind die Boxplot-Kennwerte, die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests und des
H-Tests nach Kruskal und Wallis mit anschlieBendem Dunn’s Post-Hoc-Test der im Ergebnissteil
unter 4.3.3.1 dargestellten Notched-Boxplots (Abbildung 19). Die Berechnungen erfolgten mit den
Differenzen der maximalen COMP-Konzentration [ug/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte. Post= postmenopausale Kontrollgruppe, Pra= Pramenopausale
Kontrollgruppe, Bel.= Belastung.
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Tabelle 12.3.2 Konzentrationsanstieg nach Belastung und Unterschiede
zwischen den einzelnen Kohorten fur C1,2C

C1,2C OA-Gruppe Pra-Gruppe Post-Gruppe
Unterer Wisker -278.5 -242.2 -416.0
Unteres Quartil -17.3 -14.0 -148.9

Median 114.1 -23.4 318.8
Oberes Quartil 158.5 106.0 139.6
Oberer Wisker 353.5 167.8 337.4

Anzahl (n) 24 12 12
95%
) ) 57.4-170.8 -155.7 - 108.8 -112.8 - 150.4
Konfidenzintervall
Wilcoxon-
0,094 0,470 0,900
Rangsummentest,
nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel.
p-Wert
H-Test nach
Kruskal und Wallis, 0,31
p-Wert
Dunn’s Post-Hoc-
— OA vs. Pra: OA vs. Post: Post vs. Pra:
est,
> 0,05 > 0,05 > 0,05
p-Wert P P P

Dargestellt sind die Boxplot-Kennwerte, die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests, des H-
Tests nach Kruskal und Wallis mit anschlieRendem Dunn’s Post-Hoc-Test der im Ergebnissteil
unter 4.3.3.2 dargestellten Notched-Boxplots (Abbildung 20). Die Berechnungen erfolgten mit den
Differenzen der maximalen C1,2C-Konzentration [ng/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte. Ein p < 0,05 wurde als Signifikanzniveau definiert. Post= postmenopausale
Kontrollgruppe, Pra= Pramenopausale Kontrollgruppe, Bel.= Belastung.
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Tabelle 12.3.3  Konzentrationsanstieg nach Belastung und Unterschiede
zwischen den einzelnen Kohorten far PIIANP

PIIANP OA-Gruppe Pra-Gruppe Post-Gruppe
Unterer Wisker -220.7 -157.1 -112.3
Unteres Quartil 107.8 4.4 -58.3

Median 299.5 38.9 39.8
Oberes Quartil 554.3 138.4 92.6
Oberer Wisker 853.0 218.2 317.6

Anzahl (n) 24 12 11
95%
_ _ 155.5 - 443.5 -22.2-100.1 -32.1-111.7
Konfidenzintervall
Wilcoxon-
< 0.001 0,092 0,638
Rangsummentest,
nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel.
p-Wert
H-Test nach
Kruskal und Wallis, 0,003
p-Wert
Dunn’s Post-Hoc-
— OA vs. Pra: OA vs. Post: Post vs. Pra:
est,
< 0,05 <0,05 > 0,05
p-Wert P P P

Dargestellt sind die Boxplot-Kennwerte, die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests, des H-
Tests nach Kruskal und Wallis mit anschlieRendem Dunn’s Post-Hoc-Test der im Ergebnissteil
unter 4.3.3.3 dargestellten Notched-Boxplots (Abbildung 21). Die Berechnungen erfolgten mit den
Differenzen der maximalen PIIANP-Konzentration [ng/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte. Ein p < 0,05 wurde als Signifikanzniveau definiert. Post= postmenopausale
Kontrollgruppe, Pra= Pramenopausale Kontrollgruppe, Bel.= Belastung.
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Tabelle 12.3.4  Konzentrationsanstieg nach Belastung und Unterschiede
zwischen den einzelnen Kohorten fir CPII
CPII OA-Gruppe Pra-Gruppe Post-Gruppe
Unterer Wisker -0.10 -0.02 0.08
Unteres Quartil 0.30 0.04 0.08
Median 0.77 0.24 0.17
Oberes Quartil 1.11 0.41 0.48
Oberer Wisker 1.84 0.69 0.81
Anzahl (n) 23 11 9
95%
_ _ 0.51-1.04 0.07-0.42 -0.05-0.38
Konfidenzintervall
Wilcoxon-
0,004 0,278 0,496
Rangsummentest,
nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel.
p-Wert
H-Test nach
Kruskal und Wallis, 0,009
p-Wert
Dunn’s Post-Hoc-
o OA vs. Pra: OA vs. Post: Post vs. Pra:
est,
<0,05 > 0,05 > 0,05
p-Wert P P P

Dargestellt sind die Boxplot-Kennwerte, die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests, des H-
Tests nach Kruskal und Wallis mit anschlieRendem Dunn’s Post-Hoc-Test der im Ergebnissteil
unter 4.3.3.4 dargestellten Notched-Boxplots (Abbildung 22). Die Berechnungen erfolgten mit den
Differenzen der maximalen CPIlI-Konzentration [pug/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte. Ein p<0,05 wurde als Signifikanzniveau definiert. Post= postmenopausale

Kontrollgruppe, Pra= Pramenopausale Kontrollgruppe, Bel.= Belastung.
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Tabelle 12.3.5  Konzentrationsanstieg nach Belastung und Unterschiede
zwischen den einzelnen Kohorten fir sVCAM-1
sVCAM-1 OA-Gruppe Pra-Gruppe Post-Gruppe
Unterer Wisker -250.2 -109.6 -196.3
Unteres Quartil 46.8 54.1 -74.2
Median 189.6 39.7 -39.7
Oberes Quartil 366.8 94.7 145.3
Oberer Wisker 557.2 188.2 351.8
Anzahl (n) 24 12 12
95%
56.2 - 323.0 -28.2 - 107.5 -139.7 - 60.4
Konfidenzintervall
Wilcoxon-
0,003 0,301 0,622
Rangsummentest,
nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel.
p-Wert
H-Test nach
Kruskal und Wallis, 0,15
p-Wert
Dunn’s Post-Hoc-
— OA vs. Pra: OA vs. Post: Post vs. Pra:
est,
> 0,05 > 0,05 > 0,05
p-Wert P P P

Dargestellt sind die Boxplot-Kennwerte, die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests, des H-
Tests nach Kruskal und Wallis mit anschlieRendem Dunn’s Post-Hoc-Test der im Ergebnissteil
unter 4.3.3.5 dargestellten Notched-Boxplots (Abbildung 23). Die Berechnungen erfolgten mit den
Differenzen der maximalen sVCAM-1-Konzentration [ng/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte. Ein p < 0,05 wurde als Signifikanzniveau definiert. Post= postmenopausale
Kontrollgruppe, Pra= Pramenopausale Kontrollgruppe, Bel.= Belastung.
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Tabelle 12.3.6  Konzentrationsanstieg nach Belastung und Unterschiede
zwischen den einzelnen Kohorten far IL-15

IL-15 OA-Gruppe Pra-Gruppe Post-Gruppe
Unterer Wisker -1.05 -1.84 -0.36
Unteres Quatrtil 0.38 0.01 0.19

Median 0.88 0.48 1.24
Oberes Quartil 1.78 1.51 1.80
Oberer Wisker 3.31 1.78 2.82

Anzahl (n) 24 11 10
95%
) ) 0.43-1.34 -0.23-1.20 0.43-2.04
Konfidenzintervall
Wilcoxon-
< 0.001 0,193 0,010
Rangsummentest,
nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel.
p-Wert
H-Test nach
Kruskal und Wallis, 0,35
p-Wert
Dunn’s Post-Hoc-
— OA vs. Pra: OA vs. Post: Post vs. Pra:
est,
> 0,05 > 0,05 > 0,05
p-Wert P P P

Dargestellt sind die Boxplot-Kennwerte, die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests, des H-
Tests nach Kruskal und Wallis mit anschlieRendem Dunn’s Post-Hoc-Test der im Ergebnissteil
unter 4.3.3.6 dargestellten Notched-Boxplots (Abbildung 24). Die Berechnungen erfolgten mit den
Differenzen der maximalen IL-15-Konzentration [pg/ml] innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Belastung der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro
untersuchter Kohorte. Ein p < 0,05 wurde als Signifikanzniveau definiert. Post= postmenopausale
Kontrollgruppe, Pra= Pramenopausale Kontrollgruppe, Bel.= Belastung.

138



12 Tabellarischer Anhang

Tabelle 12.3.7 Konzentrationsanstieg nach Belastung und Unterschiede
zwischen den einzelnen Kohorten fir NGAL
NGAL OA-Gruppe Pra-Gruppe Post-Gruppe
Unterer Wisker 0.50 -62.6 -66.1
Unteres Quatrtil 12.7 3.3 -19.4
Median 39.2 21.2 24.5
Oberes Quartil 91.6 109.6 64.5
Oberer Wisker 174.4 163.3 79.3
Anzahl (n) 24 12 12
95%
) ) 13.8 - 64.6 -27.2 -69.7 -13.8-62.8
Konfidenzintervall
Wilcoxon-
< 0.001 0,034 0,301
Rangsummentest,
nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel. nach vs. vor Bel.
p-Wert
H-Test nach
Kruskal und Wallis, 0,32
p-Wert
Dunn’s Post-Hoc-
— OA vs. Pra: OA vs. Post: Post vs. Pra:
est,
> 0,05 > 0,05 > 0,05
p-Wert P P P

Dargestellt sind die Boxplot-Kennwerte, die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests, des H-
Tests nach Kruskal und Wallis mit anschlieRendem Dunn’s Post-Hoc-Test der im Ergebnissteil
unter 4.3.3.7 dargestellten Notched-Boxplots (Abbildung 25). Die Berechnungen erfolgten mit den
Differenzen der maximalen NGAL-Konzentration innerhalb der ersten 15 Minuten nach Belastung
der Hand- und Fingergelenke und der Biomarkerkonzentration vor Belastung pro untersuchter
Kohorte. Ein p < 0,05 wurde als Signifikanzniveau definiert. Post= postmenopausale
Kontrollgruppe, Pra= Pramenopausale Kontrollgruppe, Bel.= Belastung.
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Tabelle 12.4 Korrelationen zwischen den Rdntgenscores und den
Biomarkern
PIIANP CPII
Kellgren/ Lawrence- r=0,14 r=-0,20
Gesamtscore p=0,51 p= 0,36
Kellgren/ Lawrence- r=0,15 r=-0,20
Durchschnitts-werte p=0,49 p= 0,36
Kellgren/ Lawrence, r=0,89 r=-0,19
héchster Wert p= 0,89 p= 0,39
Kallman- Gesamtscore r=0,13 r=-0,20
p= 0,55 p= 0,35
Kallman- Score r=-0,31 r=-0,09
Maximalwerte des JSN p=0,14 p= 0,68
Kallman-Score r=0,00 r=-0,17
Maximalwerte der p=1,0 p= 0,45
Osteophyten
Kallman-Score, r=-0,04 r=-0,19
Durchschnitts-werte p= 0,84 p= 0,38
far JSN
Kallman-Score, r=0,27 r=-0,18
Durchschnitts-werte p= 0,21 p= 0,40
der Osteophyten
Anzahl betroffener r=0,06 r=-0,27
Gelenke p= 0,77 p=0,21

Die Tabelle 12.4 zeigt die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman zwischen den
Biomarkerpeaks (PIIANP, CPII) innerhalb von 15 Minuten nach Belastung und den ermittelten
Rontgenscores. Dabei wurden die Gesamtscores, die Durchschnittsscores und der hochste Wert
im Kellgren-Lawrence-Score, sowie die Einzelwerte fir die Gelenkspaltverschmalerung (Joint
Space Narrowing = JSN), die Einzelwerte fur die Auspragung der Osteophyten, die Maximalwerte
und Durchschnittswerte der untersuchten Parameter nach Kallman der Indexhande der
Patientinnen (OA-Gruppe, n = 24) beriicksichtigt. Des Weiteren dargestellt sind die Korrelationen
zwischen der Anzahl der radiologisch betroffenen Gelenke (definiert als ein Kellgren-Lawerence-
Score = 2) und der Biomarkerlevel. Die Werte des Korrelationskoeffizienten r variieren zwischen
-1 (negative Korrelation), O (keine Korrelation) und 1 (positive Korrelation). Das Signifikanzniveau
wurde als p < 0,05 definiert und signifikante Korrelationen in der Tabelle farblich unterlegt (siehe
auch Kapitel 4.4.2).
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Tabelle 12.5 Ergebnisse der Fragebdgen von Tag 1/ Tag 2
o OA-Gruppe, Pra-Gruppe, Post-Gruppe,
Klinische Scores
n=24 n=12 n=12
AUSCAN T1
- Gesamt [0 - 1500 mm] 637,6 + 354,4 00 55+12,9
(670,0) (0) (0)
- Morgensteife 39,8 + 28,7 00 2,56 + 8,95
[0-100 mm] (35,5) (0) (0)
193,9+126,4 00 00
- Schmerz [0 - 500 mm] (185,5) 0) (0)
404,0 £+ 236,8 00 2,92+10,1
- ADL [0 - 900 mm] (387,0) (0) (0)
AUSCAN T2
- Gesamt [0 - 1500 mm] 455,3 + 3354 00 55+ 16,6
(359,5) (0) (0)
- Morgensteife [0 - 100 29,3+ 26,0 0x0 0,17 + 0,58
mm] (25,0 (0) (0)
137,7 +£110,1 00 0,17 + 0,58
- Schmerz [0 - 500 mm] (92,0) 0) (0)
288,3 £ 215,1 00 517 £ 16,7
- ADL [0-900 mm] (207,0) (0) (0)
VAS Schmerz T1 38,8+ 25,3 00 00
[0-100 mm] (37,1) (0) (0)
VAS Schmerz T2 27,5+ 22,0 00 00
[0-100 mm] (18,4) (0) (0)
VAS Asthetik T1 60,8 + 31,5 00 0414
[0-100 mm] (55,0) (0) (0)
VAS Asthetik T2 55,1+31,5 00 00
[0-100 mm] (45,0) (0)] (0)
HAQ T1 [0 - 3] 0,80 + 0,63 00 0,03 £ 0,08
(0,63) ©) ©)
HAQ T2 [0 - 3] 0,52 +£0,41 00 00
(0,50) ©) ©)
Morgensteife [min] T1 66,3 £ 93,3 00 2,5+8,66
(54,0) ) ©)
Morgensteife [min] T2 51,8+ 97,2 00 2,5+8,66
(30,0) ©) ©)

Die Tabelle 12.5 zeigt die Ergebnisse der Kklinischen Scores als Mittelwerte =+
Standardabweichung und den Median in Klammern (siehe auch Kapitel 4.5). Dargestellt sind die
Ergebnisse folgender Fragebdgen: AUSCAN™-Gesamtscore (Australian/Canadian Hand
Osteoarthritis Index), AUSCAN™-Morgensteife, AUSCAN™-Schmerz, AUSCAN™-ADL (Activity
of Daily Living), VAS (visuelle Analogskala) fir Schmerz und Asthetik, HAQ (Health Assessment
Questionnaire) sowie die Dauer der Morgensteife in Minuten (min) an Tag 1 (T1) und Tag 2 (T2)
der jeweiligen untersuchten Kohorte: OA-Gruppe, Pra-Gruppe und Post-Gruppe. Zwischen Tag
1 und Tag 2 lagen insgesamt 10 Tage.
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Tabelle 12.6 Ubersicht iiber die Korrelation der jeweiligen klinischen

Scores und Parameter mit den jeweiligen Biomarkern

Klinische Scores PIIANP CPII
AUSCAN r=0,23 r=-0,35
Gesamt p= 0,28 p=0,10
AUSCAN r=-0,01 r=-0,21
Steife p= 0,96 p= 0,33
AUSCAN r=-0,24 r=-0,24
ADL p= 0,26 p= 0,26
AUSCAN r=0,17 r=-0,48
Schmerz p= 0,44 p= 0,02
VAS r=0,17 r=-0,48
Schmerz p= 0,44 p= 0,02
VAS r=-0,14 r=-0,25
Asthetik p= 0,50 p= 0,25
Steifigkeit r=-0,07 r=-0,21
p=0,76 p= 0,35
HAQ r=0,32 r=-0,24
p=0,12 p= 0,26
BMI r=0,44 r=0,30
p= 0,002 p= 0,05
Alter r=0,28 r=0,27
p= 0,05 p= 0,09
CRP r=-0,40 r=-0,06
p= 0,05 p= 0,80

Die Tabelle 12.6 zeigt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach
Spearman zwischen der Maximalkonzentration der Biomarker (PIIANP, CPII) nach Belastung und
den Punktzahlen der Kklinischen Scores (siehe auch Kapitel 4.5). Berlcksichtigt wurden
AUSCAN™ (Australian/Canadian Hand Osteoarthritis Index)- Gesamtscore, AUSCAN ™-Steife,
AUSCAN™-ADL (Activity of Dailiy Living) und AUSCAN™-Schmerz, sowie VAS (visuelle
Analogskala) fir Schmerz, Asthetik, Steifigkeit in Minuten und HAQ (Health Assessment
Questionnaire) sowie die Parameter BMI (Body-Mass-Index), Alter, und das CRP (C-reatives
Protein) an Tag 1. Zwischen Tag 1 und Tag 2 lagen insgesamt 10 Tage. An Tag 1 erfolgte auch
die Blutentnahme und Bestimmung der Biomarker. Die Werte des Korrelationskoeffizienten r
variieren zwischen -1 (negative Korrelation), 0 (keine Korrelation) und 1 (positive Korrelation).
Das Signifikanzniveau wurde als p < 0,05 definiert und signifikante Korrelationen in der Tabelle
farblich unterlegt.
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Tabelle 12.7 Wirkung von Ibuprofen: Ergebnisse der statistischen
Auswertung der Wirkung von Ibuprofen auf die

Reduktion der jeweiligen klinischen Scores

Differenz der Ergebnisse von Mittelwert = SD p-Wert
T2 -T1 aus den Fragebdgen (Median) (Wilcoxon-Rangtest)
Morgensteife [min] -14,5+131,0
0,017
(_5!0)
HAQ [0-3 -0,29 £ 0,38
Q03] 0,001
(-0,13)
AUSCAN-Gesamt -182,3 £ 298,9
0,002
[0-1500 mm] (-130,0)
AUSCAN-Schmerz -56,2 +109,8
0,012
[0-500 mm)] (-38,0)
AUSCAN-Steife -10,5 + 18,8
0,011
[0-100 mm] (-6,5)
AUSCAN-ADL -115,7 + 204,0
0,005
[0-900 mm] (74,5)
VAS-Schmerz [0 - 100 mm] -11,2+ 22,0
0,012
(_7!6)
VAS-Asthetik [0 - 100 mm] -8,0 £ 18,2
0,016
(_175)

Die Tabelle 12.7 zeigt die Ergebnisse des Wilcoxon-Rangsummentests fir die Differenzen der
jeweils vor und nach der Therapie mit Ibuprofen erreichten Punktzahlen der klinischen Scores
(siehe auch Kapitel 4.6 Die Wirkung von lbuprofen). Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung und der Median in Klammern der jeweiligen Fragebdgen (AUSCAN™
(Australian/Canadian Hand Osteoarthritis Index)-Gesamtscore, AUSCAN™-Steife, AUSCAN™-
ADL (Activity of Dailiy Living) und AUSCAN™-Schmerz, sowie VAS (visuelle Analogskala) far
Schmerz, Asthetik und HAQ (Health Assessment Questionnaire), sowie die Morgensteife in
Minuten) von Tag 2 (T2) minus Tag 1 (T1). Zwischen Tag 1 und Tag 2 (insgesamt 10 Tage)
erhielten die Patientinnen eine orale Therapie mit 3 x 800 mg Ibuprofen. Das Signifikanzniveau
wurde mit p < 0,05 definiert (Abbildung 31 a-d).
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