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1. Zusammenfassung

Der erste Teil meiner Dissertation beschaftigt sich mit dem Einfluss von Cartilage-Oligomeric-
Matrix-Protein (COMP) auf die differentielle Genexpression von humanen Chondrozyten.
Hierfir wurden humane Chondrozyten und Knorpelexplantate mit COMP und/oder TGF-
stimuliert und die Expression proinflammatorischer Zytokine und MMPs (IL-6, MMP1, MMP13)
sowie die Induktion von Wachstumsfaktoren (TGF-f und BMP-2) und extrazellularen
Matrixmolekilen (Kollagen I, Kollagen II, Kollagen X) untersucht. Die untersuchten Proteine
spielen eine Rolle in der Pathophysiologie der Arthrose und in der
Chondrozytendifferenzierung. COMP allein nahm keinen unmittelbaren Einfluss auf die
differenzielle Genexpression von Chondrozyten. Die Kostimulation von Chondrozyten mit
COMP und TGF-B fuhrte jedoch zu einer starkeren IL-6 Freisetzung als die Stimulation mit
TGF-B allein. Somit konnte eine kooperative Wirkung von COMP und TGF-f an humanen
Chondrozyten nachgewiesen werden. Wird die veranderte TGF-B-Signaltransduktion bei einer
Arthrose berlcksichtigt, konnte COMP somit zu einer Verstarkung der TGF-B-abhangigen
Prozesse im Rahmen einer Arthrose flhren.

Der zweite Teil meiner Dissertation beschaftigt sich mit der Frage nach der Existenz von
Arthrose-assoziierten Antikérpern. Insbesondere wurde untersucht, ob Antikdrper gegen die
extrazellularen Matrixproteine Matrilin-3, Kollagen II, Kollagen VI, Fibrillin-2, CLEC3A,
Tetranectin, Thrombospondin-4 und COMP im Rahmen einer Arthrose nachgewiesen werden
konnen. Fur den Antikdrpernachweis wurden die oben genannten Proteine mittels Immunoblot
unter der Verwendung von Patientinnenseren als Erstantikdrper und Antihumanglobulin als
ZweitantikOrper untersucht. Insgesamt fand sich eine erhéhte Pravalenz von Autoantikdrpern
gegen TSP-4, COMP und CLEC3A im Serum von Patientinnen mit einer Arthrose im Vergleich
zu gesunden Probandinnen. Somit konnte der Nachweis von Autoantikdrpern gegen TSP-4,
COMP und CLECS3A die Diagnose einer Arthrose unterstiitzen und einen autoimmunen bzw.
Autoantikdrper-assoziierten Arthrosesubtyp identifizieren. Bei Patientinnen mit einer
autoimmunen Arthrose konnten immunmodulatorische/immunsuppressive  Therapien

erfolgreich sein.



2. Einleitung

2.1. Vorwort

Die hier vorliegende Dissertation gliedert sich entsprechend der ihr zugrundeliegenden
Projekte in zwei Teile. Im ersten Teil wurde die biologische Wirkung von Cartilage oligomeric
Matrix Protein (COMP) an primaren humanen Chondrozyten (PHC) untersucht. Die
Ergebnisse der Studie wurde im Journal Connective Tissue Research publiziert . Gefordert
wurde die Studie durch ein Stipendium des Kdln Fortune Programms (Begabtenférderung fir
Studentinnen und Studenten der Medizin und Zahnmedizin; Nr. 189/2012). Im zweiten Teil
wurde die Hypothese Uberprift, ob im Serum von Patientinnen mit einer Arthrose
Autoantikdrper gegen Proteine der extrazellularen Knorpelmatrix nachweisbar sind. Die
Ergebnisse der Studie wurden im Journal Biochemical and Biophysical Research
Communications publiziert 2 und zum Patent angemeldet (Europaische Patentanmeldung EP
17209795.8; Nachweis von Autoantikérpern zur Diagnose von degenerativen Erkrankungen

des Skelettsystems).

2.2. Arthrose

2.2.1. Uberblick

Die Arthrose ist eine degenerative Erkrankung der Gelenke. Ist der Krankheitsprozess erst
einmal angestol3en, schreitet er so lange fort, bis der gelenkbildende Knorpel komplett
aufgebraucht ist. Die Atiologie der Arthrose ist nicht abschlieBend geklart, jedoch sind diverse
Risikofaktoren fur die Entstehung einer Arthrose bekannt. Grundsatzlich kann die Arthrose
jedes Gelenk befallen, sie ist jedoch besonders haufig in den distalen Interphalangealgelenken
(DIPs) sowie im Knie und im Hiftgelenk anzutreffen. Zentrales Symptom ist dabei der
Gelenkschmerz. Ein Teil der Patientinnen zeigt einen asymptomatischen Verlauf. Kommt es
im Krankheitsverlauf zur Entziindung des Gelenks, wird von einer aktivierten Arthrose
gesprochen. Die Diagnose wird tUberwiegend durch klinische Zeichen und eine Bildgebung
gesichert. Zur Behandlung stehen konservative und operative Methoden zur Verfligung.
Diagnostische und therapeutische Arthrosebiomarker konnten sich in der medizinischen
Alltagspraxis bislang nicht durchsetzen und verlaufsmodifizierende medikamenttse Therapien

der Arthrose fehlen bisher.

2.2.2. Epidemiologie

Die Arthrose ist eine der haufigsten altersassoziierten Erkrankungen, wobei Frauen haufiger
betroffen sind als Manner. Je nach Krankheitsdefinition, Alter, Geschlecht und geographischer
Lage gibt es deutliche Unterschiede in den Krankheitspravalenzen 2. Radiologisch findet sich
bei 40 % der Frauen im Alter von 50 bis 54 Jahren eine Arthrose in den DIPs, bei ca. 15 % in

den Kniegelenken und bei 2 — 3 % in den Huftgelenken 4. Im Alter von 70 bis 74 Jahren steigen
10



die Pravalenzen einer Arthrose bei Frauen in den DIPs auf 75 %, in den Knien auf 35 — 40 %
und in den Huften auf 10 — 15 % an 4. Manner zeigen im Alter von 50 bis 54 Jahren zu 25 %
eine Arthrose in den DIPs, zu 10 — 15 % in den Knien und zu ca. 2 % in den Huften . Im Alter
von 70 bis 74 Jahren steigen die Pravalenzen einer Arthrose bei Mannern in den DIPs auf 60
%, in den Knien auf 20 — 25 % und in den Huften auf 5 — 10 % an *. Die mit Abstand haufigste
Manifestationsform einer Arthrose zeigt sich in Form von Bandscheibendegeneration und
Intervertebralgelenksarthrose. Die Préavalenz der Intervertebralgelenksarthrose liegt fir
Frauen mit 75 Jahren bei ca. 25 — 30 % und bei Mannern im gleichen Alter bei ca. 35 - 40 %
4. Bis zum 80. Lebensjahr haben ca. 85 % der Bevolkerung Bandscheibendegenerationen an
der Halswirbelsdule und 65 — 70 % der Frauen und Manner zeigen degenerative
Bandscheibenveranderungen an der Lendenwirbelsaule . Die hier zitierten Daten wurden der
niederlandischen Epidemiology of Osteoarthritis: Zoetermeer (EPOZ) Studie entnommen .
Die zitierten, epidemiologischen Daten stammen somit aus einem westeuropdischen Land.
Die hochsten Krankheitspravalenzen finden sich bei einer rdntgenbasierten
Krankheitsdefinition der Arthrose *°. Deutlich geringere Pravalenzen einer Arthrose finden
sich, wenn eine rein symptombezogene Krankheitsdefinition gefordert wird °. Haufig kommt es
im Verlauf einer Arthrose zur stetigen Abnahme der Mobilitdt der Patientinnen. Durch die
Kombination von zunehmender Immobilitdt und Alter stellt die Arthrose somit einen starken
indirekten kardiovaskularen Risikofaktor dar 6. Die mit dem Alter steigende Inzidenz und
Pravalenz einer Arthrose und die damit verbundenen Arbeitsausfalle, Berufsunfahigkeit sowie
die krankheitsassoziierten Behandlungskosten und Belastungen fir das Gesundheitssystem
erklaren die hohe soziotkonomische Bedeutung der Arthrose fir die Gesellschaft in

Deutschland 7.

2.2.3. Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie der Arthrose ist bis heute nicht abschlieRend geklart. Grundsatzlich wird
zwischen einer priméaren (idiopathischen) und einer sekundaren (auf Grund von
krankheitsauslosenden Risikofaktoren beruhenden) Arthrose unterschieden 8. In der
Fachliteratur werden insbesondere genetischen Faktoren eine Schlusselrolle in der Atiologie
sowohl primarer als auch sekundarer Arthrosen zugeschrieben °. Der Ausbruch einer Arthrose
hangt jedoch von weiteren Umweltfaktoren sowie von mechanischen und metabolisch-
biochemischen Einflissen ab °. Zu den Risikofaktoren fiir eine Arthrose gehoren das Alter -
2 das (weibliche) Geschlecht 2, Ubergewicht 13, Achsfehlstellungen der gelenkbildenden
Knochen %4, Gelenktraumata >, eine beruflich bedingte Uberlastung der Gelenke (kniende
Tatigkeiten) 17, metabolische und nutritive Faktoren (Gicht, Diabetes, Vitamin C/D Spiegel) &
22 und eine systemische Entziindung im Sinne einer erhéhten Konzentration des C-reaktivem
Protein (CRP) 2%,
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2.2.4. Pathologie

Im Verlauf einer Arthrose kommt es zu typischen Verdnderungen an den gelenkbildenden
Strukturen. Die Knorpelschicht wird immer diinner 24 bis im Endstadium nur noch offener
Knochen als Gelenkoberflache vorliegt . Es kommt zu einer meist milden Synovialitis, einer
Kapselfibrose ° und zu sklerotischen Veranderungen des subchondralen Knochens . In

spaten Stadien finden sich Osteophyten an den Gelenkrandern 2,

Histopathologisch kommt es im Verlauf einer Arthrose zundchst zum Verlust der
wasserbindenden Proteoglykane, insbesondere von Aggrecan . Durch den Verlust von
Aggrecan sinkt der Wassergehalt des Knorpels, was zu einem Substanzverlust und zu einer
Demaskierung der Kollagenfasern fiihrt 5. Die Synovialflissigkeit verandert ihre
viskoelastischen Eigenschaften, was zu einem verstarkten Scherstress an der
Knorpeloberflache fiihrt 2°32, In der Folge beginnt eine mechanische und enzymatische
Abtragung der superfiziellen Kollagenfasern, es bilden sich Fissuren und tiefe Langsrisse im
Knorpel, die sogenannte Fibrillierung 2°. Durch den Abbau des Kollagen-ll-Grundgerustes
kommt es zu einem irreversiblen Hohenverlust der Knorpelschicht. Die Knorpelzellen zeigen
nun auf gesamter Hohe des Knorpels eine ausgepragte Expression von Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) und Enzymen vom A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin Motifs (ADAMTS) Typ 3334 Dies stellt neben der mechanischen
Uberbelastung des Knorpels die biochemische Grundlage des erhéhten Knorpelkatabolismus
dar. Im Endstadium zeigen Chondrozytencluster im fast vollstandig aufgebrauchten Knorpel
eine hohe Expression von knorpelabbauenden Enzymen 3. Im subchondralen Knochen zeigt
sich histopathologisch im Verlauf einer Arthrose eine auch im Rodntgen zu detektierende
subchondrale Sklerose 32’. Diese ist gekennzeichnet durch eine Knochenfibrose und einen
verstarkten Umsatz des Knochengewebes mit Ersatz durch minderwertigen, mineralisierten
Knochen %. Die mechanische Uberlastung des Knochens durch Verlust an stoRdampfendem
Knorpel fihrt zu Nekrosen des Knochengewebes und durch den Abtrag dieser Nekrosen
entstehen Hohlraume im Knochen 3. Zerbricht die Knochendeckplatte tber einer solchen
Abraumhohle, entsteht eine direkte Verbindung zwischen dem Markraum des Knochens und
der Gelenkhohle, eine sogenannte Gerollzyste 3°4°, Der Nachweis von Geréllzysten bei
Patientinnen mit einer Arthrose wird mit einer beschleunigten Progression, starkerer
Schmerzsymptomatik und einer friiheren Notwendigkeit fiir einen chirurgischen Gelenkersatz
(Endoprothesen) assoziiert 4. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass eine
Synovialitis mit Invasion mononuklearer Zellen in die Synovialmembran einen wichtigen
pathophysiologischen Aspekt der Arthrose darstellt 2. Der Nachweis einer Synovialitis mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) wird als frihes Zeichen einer Arthrose gesehen und stellt

ein hohes Risiko fir ihre Progression dar 3.
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2.2.5. Symptome

Das zentrale Symptom einer Arthrose ist der Gelenkschmerz bzw. der gelenknahe Schmerz.
Als Leitsymptome einer frilhen Arthrose gelten der Anlaufschmerz, der Belastungsschmerz,
der Ermiudungsschmerz, der Endphasenschmerz (Schmerzen in Extrempositionen der
Gelenke) und die Schmerzausstrahlung in proximal oder distal gelegene Korperstrukturen 44,
Die Spatsymptome einer Arthrose sind der Dauer- und der Nachtschmerz sowie der
Bewegungsverlust beziehungsweise die Steifheit im betroffenen Gelenk 4. Durch eine
Schonhaltung in einem betroffenen Gelenk kommt es typischerweise in weiter proximal oder
distal gelegenen Gelenken, die funktional von der Schonhaltung betroffen sind (relative
Uberbelastung), zu einer Schmerzwanderung “°. Kommt es im Rahmen einer Arthrose zu einer
akuten Entzindung des betroffenen Gelenks mit akuter Schmerzzunahme, RO6tung,
Schwellung, Uberwarmung und akuter Bewegungseinschrankung, wird von einer aktivierten

Arthrose gesprochen 46-4°,

2.2.6. Diagnostik

Die Diagnose einer Arthrose wird in erster Linie anhand der Anamnese, der Symptome und
der korperlichen Untersuchung der Patientinnen gestellt . Gesichert werden kann die
Diagnose mittels bildgebender Verfahren wie Réntgen, Computertomographie (CT) und MRT
5053 Eine Ultraschalluntersuchung der Gelenke erlaubt eine Beurteilung von
Gelenksergiissen, den Nachweis einer Synovialitis, von Neovaskularisationen und einer
Osteophyten-Bildung °+°°. Eine durch Ultraschall gesicherte Synovialitis ist dartiber hinaus ein
positiver Pradiktor fir die Progression einer Polyarthrose °’. Labormedizinisch konnten sich
bisher keine diagnostischen Arthrosebiomarker in der Alltagspraxis durchsetzen, dennoch hilft

das Labor beim Ausschluss von Differentialdiagnosen 5253,

Im Rontgenbild lasst sich eine Arthrose anhand des Kellgren-Lawrence-Scores in vier
Schweregrade einteilen 585%, Diese sind abhéngig vom AusmaR der im Rontgenbild sichtbaren
arthrotischen Verdnderungen am Gelenk. Beurteilt werden die subchondrale Sklerose, die
Kontur der Gelenkflachen, die Gelenkspaltverschmalerung, die Osteophytenbildung sowie
Gerolizysten und Gelenkdeformitéaten %8°°. Erschwerend fiir die Diagnostik ist, dass in der
fruhen Arthrose das RoOntgenbild unauffallig imponieren kann . Umgekehrt kdnnen
Patientinnen mit deutlichen arthrosetypischen Veréanderungen im Rdntgenbild
asymptomatisch sein %2, Unter der strikten Einhaltung der American-College-of-
Rheumatology (ACR)-Kriterien fur die Diagnose einer Arthrose kann die Pravalenz in frihen,
ACR-negativen Stadien unterschatzt werden 3. Inzwischen gibt es Hinweise, dass sich diese
diagnostische Lucke mit Hilfe des MRT schliel3en lassen konnte. Mittels MRT (T2 und T1 p
Relaxation) lieBen sich bereits praklinische, asymptomatische Patientinnen von

gelenkgesunden Patientinnen unterscheiden % und auch friihe Arthrosestadien erkennen 5.
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2.2.7. Therapie

Fur die Behandlung einer Arthrose stehen zunachst konservative Therapieansatze im
Vordergrund 525385, Die konservative Therapie hat das Ziel, Schmerzen zu kontrollieren, die
Risikofaktoren einer Arthrose zu reduzieren und mittels funktioneller Trainingstherapie den
Bewegungsapparat so zu unterstiitzen, dass die Mobilitat einer an-einer-Arthrose erkrankten
Person moglichst lange erhalten werden kann 52536566 Konkret bedeutet dies in den meisten
Fallen eine medikamentdse Schmerztherapie mit nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR),
Gewichtsreduktion, eine Versorgung mit orthopadischen Schuheinlagen, gezielter
Muskelaufbau der gelenkstabilisierenden Muskelgruppen, Bewegungstherapie und
Krankengymnastik 52536566 Gelenkerhaltende Operationen kénnen in bestimmten Fallen, wie
unter anderem bei einem Meniskusriss, ein Rolle spielen *. In den letzten Jahren spielen
internetbasierte, Patientinnen-Selbstmanagement-Programme (e-Health) sowohl in der
Pravention als auch in der Therapie einer Arthrose eine immer groRRere Rolle . Kann durch
die konservative Therapie keine ausreichende Symptomkontrolle erreicht werden, folgt als

Ultima Ratio der operative Gelenkersatz durch Teil- oder Totalendoprothesen (TEP) 52:53:65.66,

2.2.8. Prognose

Die Prognose einer Arthrose hangt vom Vorliegen von Risikofaktoren und genetischen
Faktoren ab. Insgesamt werden genetischen Faktoren ca. 50 % der
Manifestationswahrscheinlichkeit einer Arthrose zugeschrieben . Wichtige Faktoren fur eine
beschleunigte Progression und somit fir eine schlechtere Prognose sind die
Schmerzintensitat, eine positive Familienanamnese, Ubergewicht, die initiale
Gelenkspaltverschmalerung, intraartikulare Kortison-Injektionen, Gelenkfehlstellungen und
der rontgenologische Arthrosenachweis im Nachbargelenk ©. Den Risikofaktoren
Ubergewicht, strukturelle Knorpelschaden (Traumata) und Bewegungsmangel wird hingegen
eine grolRere Bedeutung fir die Inzidenz der Kniegelenksarthrose zugeschrieben als fir ihre
Progression 7°. In Mausmodellen konnte kiirzlich gezeigt werden, dass das Fettgewebe einen
direkten Einfluss auf die Empfanglichkeit fir eine Arthrose hat und dass es die mit einer
Arthrose einhergehenden systemischen und gelenkgebundenen Entziindungsreaktionen
reguliert "*. Der groRte Teil der Patientinnen mit einer Arthrose zeigt einen stabilen oder nur
mild-progredienten Verlauf . Es gibt jedoch auch Formen der Arthrose mit einer
beschleunigten Progression, einer starkeren Schmerzsymptomatik und mit einer

ausgepragten entztindlichen Komponente ©°,

2.2.9. Biomarker
Eine Arthrose zeigt in aller Regel einen chronischen Verlauf Uber mehrere Jahrzehnte.
Roéntgenuntersuchungen (anterior-posteriorer Strahlengang, stehend) sind mit einer hohen

Messunsicherheit bezuglich der tatsdchlichen Verschmélerung des Gelenkspaltes als Grad
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der Krankheitsprogression verbunden 727, Diese Messunsicherheit bei der
Progressionsbeurteilung und die langen Krankheitsverlaufe einer Arthrose machen sehr hohe
Fallzahlen und Untersuchungszeitraume fir Studien zu verlaufsmodifizierenden Therapien
notwendig. Daher erscheinen biochemische oder hochaufldsende, bildmorphologische
Biomarker essenziell fur die Entwicklung und Identifizierung Krankheitsverlauf-
modifizierender-Arthrosemedikamente 747> , wobei anzumerken ist, dass biochemische
Biomarker deutlich kostengunstiger und weniger zeitintensiv in ihrer Anwendung sind als

bildmorphologische Biomarker auf MRT-Basis.

Biomarker werden definiert als objektive und quantifizierbare Eigenschaften (unter anderem
Proteine, RNA, DNA, bildmorphologische Marker), fir die gezeigt werden kann, dass sie
nattrliche und pathologische Abléaufe oder eine therapeutische Intervention in ihrer Dynamik
widerspiegeln kénnen 7®77, Die groRe Mehrzahl der in der Forschung erprobten Biomarker fir
eine Arthrose leiten sich aus der Pathophysiologie der Arthrose ab 8. Kommt es zum Abbau
von Knorpel oder subchondralem Knochen und zu einer Entziindung im Gelenk, werden die
an den genannten Prozessen beteiligten Biomolekule Uber die Zeit in die Synovia und teilweise
in das Blut freigesetzt. Dartiber hinaus konnten in den letzten Jahren durch spezielle MRT-
Untersuchungen einige bildmorphologische Arthrosebiomarker identifiziert werden 7980,
Knorpel und Knochen bestehen unter anderem aus sehr vielen unterschiedlichen Proteinen,
von denen viele als mdgliche Biomarker in Frage kommen 8. Um die wissenschaftliche
Kommunikation und die Entwicklung von Arthrosebiomarkern zu erleichtern, wurde eine
Systematik fur die Arthrosebiomarker geschaffen 8. Der ideale Arthrosebiomarker ware in der
Lage, spezifisch zwischen an-einer-Arthrose und nicht-an-einer-Arthrose erkrankten Personen
zu unterscheiden und wére bereits in einem sehr frihen Arthrosestadium nachweisbar
(diagnostischer Biomarker) 8. Die Dynamik eines idealen Arthrosebiomarkers wiirde dariiber
hinaus Aussagen zur Prognose erlauben (prognostischer Biomarker) 8, die Hohe seiner
Konzentration wurde positiv mit dem Arthrosestadium Kkorrelieren (Burden-of-Disease-
Biomarker) 8 und er wirde sensibel auf effektive Therapien (Efficacy-of-Intervention-
Biomarker) reagieren 8. Darliber hinaus wurde der Begriff des investigativen Biomarkers
gepragt, um zu verdeutlichen, dass fir einen potentiellen Biomarker weitere wissenschaftliche
Untersuchungen zur Sicherung seiner Anwendbarkeit gemacht werden missen 8. Zu den am
besten charakterisierten Arthrosebiomarkern gehdren unter anderem COMP und C-terminal-
quervernetztes-Kollagen-1I-Fragment (CTX-1I) 7882, Im Rahmen einer Metaanalyse bei der
COMP im Serum von Patientinnen mit einer Gonarthrose und einem Kellgren-Lawrence-Score
von =2 untersucht wurde, konnte nachgewiesen werden, dass die Bestimmung von COMP
Patientinnen mit einer Gonarthrose von kniegesunden Personen unterscheiden kann 8. Bei
Patientinnen mit einer Gonarthrose fand sich dariber hinaus eine positive Korrelation
zwischen erhohten CRP und COMP Konzentrationen im Serum und der Inzidenz und
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Progression der Arthrose 8. Weiter zeigten Patientinnen mit einer verstarkten
Schmerzsymptomatik im Rahmen einer Arthrose hohere COMP-Serumspiegel als
Patientinnen mit keiner oder milder Schmerzsymptomatik 8. Der Nachweis von CTX-Il (im
Urin) erlaubte ebenfalls eine Unterscheidung von kniegesunden Personen und Patientinnen
mit einer Gonarthrose, sofern die Arthrosepatientinnen im Réntgen einen Kellgren-Lawrence-
Score von 3 oder 4 zeigten 26, Die Bestimmung von COMP und CTX-II zur Diagnose einer
Arthrose Ubersieht folglich frihe Stadien einer Gonarthrose (Kellgren-Lawrence-Score < 2).
Das Problem, frihe Arthrosestadien nicht zu detektieren, scheint auf viele biochemische
Arthrosebiomarker zuzutreffen 8. In einer Metaanalyse zu Arthrosebiomarkern fanden sich
Hinweise, dass N-terminales Telopeptid aus Kollagen | (NTX-I) méglicherweise zur Diagnose
einer friihen Arthrose verwendet werden konnte . Einschrankend fordern die Autorinnen eine
Bestatigung dieses Ergebnisses durch eine grél3ere, prospektive Untersuchung und sie geben
keine klare Definition flr eine friilhe Arthrose &. Die eingeschlossenen Studien haben darlber
hinaus unterschiedliche Definitionen fir die Arthrosestadien verwendet, von denen die meisten
einen niedrigen Kellgren-Lawrence-Score (<2) zum Nachweis einer friihen Arthrose fordern &’.
Finden sich im Rdntgen jedoch sichtbare Arthrosezeichen, liegt unter pathophysiologischen
Gesichtspunkten bereits ein fortgeschrittenes Arthrosestadium vor 88°  Somit ist die
Verwendung des Begriffs der friihen Arthrose an dieser Stelle kritisch zu sehen. Eine mdgliche
Erklarung fur die geringe diagnostische Aussagekraft von biochemischen Arthrosebiomarkern
in frlhen Arthrosestadien koénnte die renale Elimination kleiner Proteinfragmente
(Degradationsprodukte) bei initial geringer Dynamik des Knorpeldegradationsprozesses sein.
Sollte sich jedoch ein indirekter Nachweis der Knorpeldegradationsprodukte anhand von
Antikbrpern gegen diese bewerkstelligen lassen, kénnte so das Problem der niedrigen

Konzentrationen und der schnellen Elimination gel6st werden.

2.3. Extrazellulare Knorpelmatrix

Das Knorpelgewebe besteht aus Chondrozyten und der von ihnen gebildeten und sie im
Volumen weit tibertreffenden extrazellularen Matrix °°. Im Rahmen der Knorpelreifung verlieren
die aus mesenchymalen Stammzellen hervorgegangenen Chondrozyten weitestgehend ihre
Teilungsfahigkeit und steuern den Aufbau, die Erhaltung und auch die Reparatur der
extrazellularen Knorpelmatrix °. Im gesunden Knorpel besteht ein Gleichgewicht zwischen der
Synthese der von den reifen Chondrozyten gebildeten extrazellularen Knorpelmatrix und ihrem
Abbau °!. Die extrazellulare Knorpelmatrix kann untergliedert werden in Strukturproteine
(Kollagene) und wasserbindende Proteine (Proteoglykane) %092, Das wichtigste Strukturprotein
des Knorpels ist Kollagen 1l (ca. 90 % der Kollagenmasse) %3, welches die Matrix von der
Knorpelbasis hin zur Synovia in Fibrillen arkadenférmig durchzieht und dem Knorpel seine
Form, Zug- und Druckfestigkeit gibt °*°4, Hauptvertreter der wasserbindenden Proteoglykane

ist Aggrecan, das durch seine geladenen Glukosaminoglykan-Seitenketten eine riesige
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Hydrathtlle im Knorpel festhalt ®°. Unter Druckeinwirkung verliert der Knorpel Wasser an die
Synovia und nimmt es nach Druckentlastung wieder auf °°. Durch diesen Mechanismus erhalt
der Knorpel seine Eigenschaft als dynamischer StoRdampfer. Darlber hinaus enthalt die
extrazellulare Matrix des Knorpels diverse glykosylierte Matrixproteine, die unter anderem

fibrillenassoziiert oder gebunden an die Proteoglykane vorkommen.

2.4. Cartilage oligomeric Matrix Protein (COMP)

COMP st ein nicht-kollagenes Glykoprotein aus der Gruppe der Metalloproteine mit einem
Molekulargewicht von 524 Kilodalton (kDa) %, das hauptséchlich im Knorpel sowie in Sehnen,
Bandern und in der Synovia gefunden wird %%, Als Homopentamer setzt es sich aus funf
identischen Monomeren zusammen . Jedes Monomer besteht aus einer N-terminalen a-Helix
(Oligomerisierungsdomane), vier epidermalen- Wachstumsfaktor (epidermal growth factor,
EGF)-&hnlichen Doménen, sieben Thrombospondin-Typ-3-Repeats und einer C-terminalen
Thrombospondin-C-Domane %. Das ausgereifte, pentamerere COMP wird Uber
Disulfidbindungen in seiner N-terminalen a-Helix stabilisiert . COMP beschleunigt die
Fibrillogenese von Kollagen Il und reguliert den Kollagenfibrillen-Durchmesser %0191, Es bindet
an eine Vielzahl von Kollagenen (I, I, IX, Xl und XIV) 19219 ynd interagiert mit mehreren
anderen nicht-kollagenen Knorpelmatrixproteinen wie Aggrecan %4, Matrilinen 1% und
Fibronectin 1%, Mutationen im COMP-Gen werden mit Krankheiten wie multipler epiphysarer
Dysplasie (MED) und Pseudoachondroplasie (PSACH) in Verbindung gebracht 7. Dabei
handelt es sich um Erkrankungen, die mit einer vorzeitigen Arthrose einhergehen %7, Erhohte
Spiegel von COMP und COMP-Fragmenten wurden im Knorpel, in der Synovia und im Serum
von Patientinnen mit traumatisch geschadigtem Knorpel, einer Arthrose und einer
rheumatoiden Arthritis (RA) nachgewiesen 10811 COMP zahlt zu den am besten
charakterisierten Biomarkern der Arthrose 8828 COMP wird durch die knorpelabbauenden
Enzyme der MMP-Familie, darunter MMP1, MMP3 und MMP9 proteolytisch prozessiert 12,
ADAMTS1, ADAMTS4, ADAMTS5, ADAMTS7 und ADAMTS12 sind ebenfalls in der Lage
COMP zu schneiden 3115 Fir diese Proteinasen konnte gezeigt werden, dass sie eine
Schlusselrolle in der Knorpeldegradation einer Arthrose spielen %117, Dartiber hinaus zeigt
COMP Eigenschaften als Aktivator und Modulator des Komplementsystems 8, Bindet COMP
an Clg oder Mannose-bindendes Lektin, kommt es zur Hemmung des klassischen
Komplementweges 8. Interagiert COMP mit C3 und Properdin, kann es den alternativen
Komplementweg aktivieren 8. Weiterhin ist COMP in der Lage, Uber sein Arginin-Glycin-
Asparaginsdure (RGD)-Motiv an Integrine zu binden und so die Chondrozytenadhéasion zu
verstarken °, COMP ist auch in der Lage, RGD-unabhangig mit Integrinen zu interagieren
und bindet an den CD47-Rezeptor 2. Die Integrinrezeptor-vermittelte Signaltransduktion
(Interleukin (IL)-6) spielt eine Rolle in der Steuerung von Entztindungsprozessen 2. In den

letzten Jahren wurde COMP in Zusammenhang mit einigen weiteren pathologischen
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Prozessen gebracht. Es konnte gezeigt werden, dass COMP auch bei fibrotischen Prozessen
im Koérper eine Rolle spielt. Eine erhdhte COMP-Expression wurde bei der Leber- und
Lungenfibrose beschrieben wie auch bei der systemischen Sklerodermie 22125 Eine
erniedrigte COMP-Expression konnte in der extrazellularen Matrix des Herzmuskels im
Rahmen von dilatativen Kardiomyopathien gezeigt werden 26, Uber die Eigenschaften als
Biomarker fur die Arthrose und die RA hinaus konnte gezeigt werden, dass COMP auch bei
traumatischen Knorpelschaden 1%, bei der Huftkopfnekrose 27, beim femoroazetabularem
Impingement 28 und beispielweise nach einem Marathon 2° deutlich erhéhte Werte im Serum
zeigt. Im Zusammenhang mit Prostata- und Brustkrebs ist eine erhéhte COMP-
Gewebsexpression mit einer verstarkten Stromainvasion und einer herabgesetzten
Apoptoserate der Krebszellen verbunden 26, VVor einigen Jahren konnte fiir Matrilin-3 wie auch
fur Kollagen-ll-Fragmente eine proinflammatorische Wirkung an PHC nachgewiesen werden
130132 - proinflammatorischen endogenen Signalproteinen oder auch Damage associated
molecular Pattern (DAMP) und der von ihnen verursachten Aktivierung des angeborenen
Immunsystems uber Toll-like-Rezeptoren wird inzwischen eine klare Rolle in der
Pathophysiologie der Arthrose eingeraumt 3. Wie oben beschrieben, nimmt COMP an
verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen der extrazellularen
Matrix teil und bindet an Integrine. Somit stellt sich die Frage, ob auch COMP wie Kollagen II
und Matrilin-3 Eigenschaften eines endogenen Signalmolekils hat und die differentielle

Genexpression von Chondrozyten beeinflusst.

2.5. Tetranectin

Tetranectin ist ein Protein aus dem humanen Blutplasma und bindet Uber die Kringel 4-
Doméne an Plasminogen. Darliber hinaus verstarkt es die Plasminogenaktivierung durch den
Gewebe-Plasminogenaktivator 34, Tetranectin besitzt eine N-terminale a-Helix und eine C-
terminale kohlenhydratbindende Doméane (CRD), hat einige Kalziumbindungsstellen und bildet
Homotrimere 135136, Tetranectin bindet Lipoprotein(a) 3, wird in Thrombozyten exprimiert und
zeigt eine kalziumabhéangige Fibrinbindung 3. Darliber hinaus wird Tetranectin im Endothel,
im Epithel des Gastrointestinaltraktes, in Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen,
Granulozyten, im Muskelgewebe und in Fibroblasten exprimiert 3°. In der
Embryonalentwicklung wird Tetranectin mit der Myogenese und Muskelregeneration 40 als
auch mit der Wundheilung in Verbindung gebracht 1. Beim Menschen zeigte sich die
Expression von Tetranectin in stabilen atherosklerotischen Plagues erhoht 142, Darliber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Tetranectinkonzentration im Serum negativ mit der Anzahl
an atherosklerotischen L&sionen bei Patientinnen mit koronarer Herzerkrankung korreliert
sowie herzgesunde Patientinnen hohere Tetranectinkonzentrationen im Serum aufwiesen 42,
Weiter zeigte sich, dass erniedrigte Tetranectinkonzentrationen im Serum ein negativ-

prognostischer Marker fiir eine Herzinsuffizienz sind *3. Auf Vorlauferzellen des Fettgewebes
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zeigt Tetranectin eine adipogene Wirkung #*4. Fur die adipogene Funktion konnte die
plasminogenbindende Domane von Tetranectin identifiziert werden 5. Im Rahmen maligner
Tumorerkrankungen wurde eine Erh6hung von Tetranectin im Plasma von Patientinnen mit
muzindsem Ovarialkarzinomen und eine Erniedrigung von Tetranectin im Plasma bei
Patientinnen mit anderen malignen gynékologischen Tumoren nachgewiesen 6. In einer
danischen Studie zum Ovarialkarzinom waren héhere Serumspiegel und Gewebsexpression
von Tetranectin mit einem langerem Gesamtlberleben assoziiert *#’. Der in der danischen
Studie gefundene Uberlebensvorteil erhdhter Tumorgewebsexpression von Tetranectin war
jedoch analytisch an die Verwendung eines polyklonalen Tetranectin-Antikdrper-Assay
gebunden %/, Die Assay auf Basis von monoklonalen Tetranectin-Antikdrpern zeigten keinen
Uberlebensvorteil 47. Weiter kénnte Tetranectin eine Rolle bei dem Metastasierungsprozess
von Melanomen spielen 18, Bei Patientinnen mit einem Magenkarzinom hatte eine erhohte

Tetranectinexpression im Tumorgewebe einen negativ prognostischen Vorhersagewert 4.

2.6. Matrilin-3

Matrilin-3 ist ein extrazellulares Matrixprotein aus der Proteinfamilie der Matriline und besteht
aus einer positiv geladenen Doméne, einer von-Willebrand-Faktor-A (VWFA)-ahnlichen
Doméne, vier EGF-Domanen und einer a-Helix 1%°. Matrilin-3 bildet Homotetramere wie auch
Heterooligomere mit Matrilin-1 1. Das Monomer hat eine molare Masse von 48,9 kDa °, Im
Rahmen der Embryonalentwicklung wurde Matrilin-3 insbesondere in Knorpel und Knochen
nachgewiesen 5!, Eine besonders hohe Gewebsexpression von Matrilin-3 wurde im Rahmen
von Wachstums- und Umbauprozessen beschrieben %1, Im Knorpel fungieren Matrilin-3 und
seine nahen Verwandten (Matrilin-1,2,4) als Bindeglied zwischen dem Kollagennetzwerk (tiber
COMP, Kollagen-1X-abhangig) und den Proteoglykanen 9152153 COMP bindet Matrilin-3 mit
hoher Affinitat und Mutationen in beiden Proteinen sind ursachlich fiir Chondrodysplasien, die
mit Kleinwuchs und vorzeitiger Arthrose einhergehen 197154155 |m Rahmen einer Arthrose zeigt
sich eine mit dem Schweregrad der Schaden assoziierte gesteigerte Matrilin-3 Expression *°°.
Im Rahmen von erblicher Handarthrose (Arthrose der Fingerendgelenke) fand sich im Matrilin-
3-Gen eine Mutation, die mit einem erhohten Erkrankungsrisiko vergesellschaftet ist °7.
Matrilin-3 zeigt durch eine direkte Inhibition von Bone morphogenetic Protein (BMP)-2 einen
antagonistischen Effekt auf die Terminaldifferenzierung von Chondrozyten **8, Im Gegensatz
zu den proinflammatorischen Eigenschaften von Matrilin-3 (siehe Kapitel COMP) wurden fur
Matrilin-3 ebenfalls chondroprotektive Effekte durch eine Hochregulation von IL-1-Rezeptor-
Antagonist und durch eine verstarkte Kollagen II- und Aggrecansynthese sowie eine

verminderte ADAMTS5-Expression beschrieben °°,
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2.7. Kollagen Il und Kollagen VI

Kollagen Il ist das Hauptkollagen des Knorpels °°°, Es besteht aus drei identischen a-1-
Ketten, die sich zu einer Tripelhelix, dem Prokollagen Il, zusammenlagern. Das Prokollagen Il
oligomerisiert nach Abspaltung der N-terminalen und C-terminalen Propeptide zu Kollagen-II-
Fibrillen 93160161 Dje Kollagen-II-Fibrillen durchziehen die Knorpelmatrix arkadenformig von
der Knorpelbasis hin zur Synovia und verleihen dem Knorpel seine Form, Zug- und
Druckfestigkeit °%°1-%4, Mutationen im Kollagen-1I-Gen werden unter dem Begriff der Typ-II-
Kollagenopathien zusammengefasst und zeigen ein weites Spektrum an unterschiedlich
schweren klinischen Erscheinungsbildern. Ein Erscheinungsbild einer Typ-ll-Kollagenopathie
kann eine friihe Arthrose sein 162163,

Kollagen VI ist ein nicht fibrillares Kollagen, das perlenkettenartige Mikrofilamente (Netze)
bildet und aus sechs verschiedenen a-Ketten (a-1- & a-2-Kette, mit a- 3-,4-,5- oder 6-Kette)
zusammengesetzt sein kann, die sich zu einem Monomer zusammenlagern. Vier solcher
Monomere bilden ein reifes Kollagen-VI-Tetramer 4%, Die Domanenstruktur der
verschiedenen Kollagen-VI-a-Ketten ist komplex, Hauptkomponenten sind vVWFA-Doménen
und eine kollagene, helikale Domane %4166 Kollagen VI ist beteiligt an Prozessen wie
Differenzierung, Regeneration, Autophagie, Vermittlung von Zugfestigkeit, Knochendichte,
Myelinisierung und Entziindung sowie Fibrose in verschiedenen Geweben 1. In der
Muskulatur bilden Kollagen VI und Kollagen IV die kollagenen Hauptbestandteile der
endomysialen, extrazellularen Matrix und verbinden so Myozyten und die extrazellulare
Muskelmatrix zu einer stabilen Funktionseinheit 1¢7. Im Rahmen von Krankheitsassoziationen
zeigen sich Mutationen im Kollagen VI urséachlich fur einige erblich bedingte Myopathien 168
170 In einer Studie zum kolorektalen Karzinom konnte eine erhéhte tumorstromale Expression
von Kollagen VI mit einer deutlich schlechteren Prognose assoziiert werden 7. Bei
Patientinnen mit einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) zeigten sich
Kollagen-VI-Fragmente (degradationsassoziierte Neoepitope) im Vergleich zu Lungen-
gesunden Personen im Serum erhoht. Die Konzentration eines einzelnen Kollagen-ViI-
Fragmentes zeigte eine schwache, negative Korrelation zur Lungenfunktion, insgesamt fand
sich jedoch keine Korrelation zwischen dem klinischen Schweregrad (Gold Klassifikation) und
den Kollagen-VI-Fragment-Konzentrationen 2. Im humanen Knorpel ist Kollagen VI
insbesondere in der perizellularen Matrix exprimiert 3. Im Rahmen einer experimentellen
Mausstudie zu einer traumainduzierten, temporo-mandibularen Gelenkarthrose zeigte sich
Kollagen VI sowohl in der perizellularen als auch in der interterritorialen Knorpelmatrix
stadienabhangig vermindert 14, Eine verminderte oder fehlende histologische Kollagen-VI-

Expression wurde folglich als Arthrosebiomarker vorgeschlagen 74,
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2.8. Fibrillin-2

Fibrillin-2 gehoért mit Fibrillin-1 zu den Hauptbestandteilen extrazellularer Mikrofibrillen in
sowohl elastischen Fasersystemen (Koexpression mit Elastin) als auch in nicht elastischem
Bindegewebe 175, Fibrillin-2 ist ein Multidomanenprotein mit einer molekularen Masse von ca.
350 kDa und einer komplexen Anordnung verschiedener Domanen — darunter unter anderem
EGF-ahnliche Doméanen, Transforming-growth-factor (TGF)-ahnliche Domanen und Fibrillin-
Motive 1. Fibrillin-2 wird in den meisten menschlichen Organanlagen, darunter auch im
embryonalen Knochen und Knorpel, exprimiert 17>17®. Dartiber hinaus sind Fibrillin-1 und
Fibrillin-2 Hauptbestandteile der perizellularen Matrix in den Sehnen 7. Mutationen in den
Genen fur Fibrillin-1 und Fibrillin-2 verursachen das Marfansyndrom und die kongenitale
kontrakturale Arachnodaktylie 178180 Die Stigmata beider Erkrankungen sind mit
schwerwiegenden Veranderungen in der Komposition der extrazellularen Matrix des
Bindegewebes vergesellschaftet 17880, Funktionell zeigen Fibrillin-1 und Fibrillin-2
regulatorische Funktionen in der Steuerung der TGF-B- und BMP-Aktivitdt und haben somit
einen direkten Einfluss auf die Osteogenese 8. TGF-f wie auch BMPs sind die Kernfaktoren

in der Terminaldifferenzierung der Chondrozyten und mit Prozessen der Arthrose assoziiert
182-187

29. CLECS3A

Bei CLEC3A handelt es sich um ein knorpelspezifisches C-Typ-Lektin 18 mit einer Expression
in ruhenden, proliferierenden und hypertrophen Knorpelzonen. Es bildet Uberwiegend
Monomere, kann jedoch auch Di- und Trimere bilden ¥, Das CLEC3A-Monomer mit einem
Molekulargewicht von 21,9 kDa setzt sich von N-terminal nach C-terminal aus einer stark
positiv geladenen Doméne, gefolgt von einer a-Helix und abgeschlossen durch eine CRD-
Doméne zusammen !9 Schon sehr lange ist die Verbindung zwischen Molekilen der
extrazellularen Matrix und der Aktivierung des Gerinnungssystems (Kollagene, von-
Willebrand-Faktor, Gewebefaktor) bekannt 1%0-1°2, CLEC3A ist in der Lage, die tissue-
Plasminogenactivator (t-PA)-vermittelte Plasminogenaktivierung zu verstarken 8°, Plasmin ist
in der Lage, MMPs zu aktivieren %3, Es konnte gezeigt werden, dass das Enzym Urokinase
(u-PA), ein Plasminogen-Aktivator, verstarkt in arthrotischem Knorpel exprimiert wird %4,
Kirzlich wurde eine starke antimikrobielle Wirkung bei aus CLEC3A-abgeleiteten Peptiden
nachgewiesen, die sowohl gramnegative als auch grampositive Bakterien einschlieRt %,
Membranstandiges CLEC3A wird durch MMP-7 2zwischen der CRD- wund der
Oligomerisierungsdoméne geschnitten, wodurch seine laminin- und fibronectinvermittelte
Bindung an die extrazellulare Matrix aufgehoben werden kann 1. Interessanterweise wurde
eine erhohte Expression von CLEC3A in Tumoren mit einer schlechteren Prognose bei

duktalen Mammakarzinomen beschrieben %7. Bei neuroendokrinen Tumoren des Pankreas
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deutete eine erhdhte Tumorexpression von CLEC3A auf ein hoheres Rezidivrisiko nach
Resektion hin %8, Mit Hilfe eines genomweiten Expressionsprofils von arthrotischem Knorpel
konnte unter anderem CLECA3A als Arthrose-assoziiertes Gen identifiziert werden %,
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass CLEC3A nach IL-1-B-Stimulation aus

Knorpelexplantaten proteolytisch freigesetzt wird 2.

2.10. TSP-4

Thrombospondin-4 (TSP-4) ist ein Mitglied der Thrombospondin-Familie 2°, Das aus funf
identischen Untereinheiten aufgebaute Pentamer von TSP-4 hat ein Molekulargewicht von ca.
550 kDa und zeigt im Beisein von Kalzium eine kompaktere Konformation als ohne Kalzium
sowie eine kalziumabhangige veranderte proteolytische Suszeptibilitat 2°2. TSP-4-Monomere
bestehen aus einer heparinbindenden Doméne, einer a-Helix, vier Typ-2-EGF-&hnlichen-
Doménen, Typ-3-kalziumbindenden-Domé&nen und der globuldaren C-terminalen
Thrombospondin-Doméne 201293, TSP-4 wird in knochenbildenden Geweben (unter anderem
im Knorpel) im Rahmen der Embryonalentwicklung 2%, in Sehnen 2%, in der quergestreifter
Muskulatur 2° und im Nervensystem 2% exprimiert. TSP-4 ist ein wichtiger Regulator fir den
Aufbau der extrazellularen Matrix verschiedener Gewebe 2°6-2%%, Am Herzmuskel spielt TSP-4
sowohl eine Rolle in der Regulation der hypertonieinduzierten Myokardhypertrophie als auch
bei der Myokardfibrose 209213, TSP-4 spielt unter anderem eine Rolle in der Regulation von
Kalziumionenkanalen bei neuropathischen Schmerzen 214215 sowie bei der Regulation von
axonalem Wachstum und Innervationsprozessen 2°%216, Dariiber hinaus spielt es eine wichtige
Rolle in der Regulation von GefalBwachstum und wurde auch im Rahmen der Tumor-
Neoangiogenese als wichtiger Regulationsfaktor identifiziert 227218, Dementsprechend konnte
die TSP-4-Expression in einigen Tumoren als negativer prognostischer Faktor identifiziert
werden 29222 Kirzlich konnte gezeigt werden, dass TSP-4 bei einer Arthrose eine

stadienabhangig-erhohte Expression in geschadigtem Knorpel aufweist 223,

2.11. Pathomechanismen und therapeutische Anséatze bei der Arthrose
Vor der Entdeckung der Rolle von Entziindungsmediatoren und MMPs in der Pathophysiologie
der Arthrose wurde die Arthrose lange Zeit fiir eine rein degenerative, verschleiRdominierte
Entitat gehalten 224, Inzwischen wird der leichten, chronisch-anhaltenden Gelenkentziindung
beziehungsweise dem niedrigschwelligen inflammatorischen Milieu eine zentrale Bedeutung
in der Arthrosepathophysiologie zugeschrieben 22°, Proinflammatorische Interleukine, wie IL-
1, IL-6 und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a, die aus Chondrozyten und eingewanderten
Leukozyten freigesetzt werden 226-22% fiihren zu einer verstarkten Expression von ADAMTS4
und ADAMTS5, wodurch es zum proteolytischen Abbau von Aggrecan kommt 116:230-233
Ebenso induzieren IL-1, IL-6 und TNF-a die Expression von MMPs (MMP1, MMP3, MMP 9,
MMP13), die den Knorpel weiter abbauen *’. Die Identifizierung dieser Pathomechanismen
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legte die Vermutung nahe, dass eine medikamentdse Unterbrechung der
Entzindungskaskaden oder der in der Arthrose aktiven Proteinasen einen modifizierenden
Effekt auf den Krankheitsverlauf haben konnte 74234, Diese Ansatze konnten jedoch durch
Studien mit Medikamenten, die in der Behandlung der RA erfolgreich eingesetzt werden
(Immunsuppressiva, Interleukin-Inhibitoren, TNF-a-Inhibitoren), nicht auf die Arthrose
Ubertragen werden ">2%%, Auch Behandlungsversuche mit Proteinaseinhibitoren blieben bei der
Arthrose erfolglos oder zeigten sich zu nebenwirkungsreich 2%, Als ursachlich fir die
bisherigen, erfolglosen Studien fur verlaufsmodifizierende Therapien bei einer Arthrose wird
diskutiert, ob die Arthrose vielmehr ein Uberbegriff fiir sehr unterschiedliche Entitaten ist und
Patientinnen mit einer Arthrose besser charakterisiert werden muissten, um sie einer
erfolgreichen, individualisierten, medikamentosen Therapie zuzufiihren 7. So wurden in den
letzten Jahren mit einigem Erfolg ein immer gréRerer Schwerpunkt auf die ldentifizierung
arthrosespezifischer, transkriptomischer und proteomischer Fingerabdriicke (molekulare
Endotypen) gelegt 2. Eine Voraussetzung fur den Erfolg von verlaufsmodifizierenden
Therapien und Medikamenten im Rahmen einer Arthrose kénnte dariber hinaus in der
Identifizierung von frihen, préklinischen Arthrosestadien liegen, die noch keine potenziell
irreversiblen morphologischen Korrelate (Kellgren-Lawrence-Score 21) zeigen und somit fur
therapeutische Interventionen noch empfanglich sind 88°23° |nzwischen ist bekannt, dass das
angeborene Immunsystem bei der Initiation und Progression der Arthrose eine Rolle spielt
133240 Bei einer Synovialitis im Rahmen einer Arthrose kommt es zu einer Invasion von
mononuklearen Zellen in die Synovialmembran, darunter Makrophagen, B-Lymphozyten und
T-Lymphozyten 241243, Mittlerweile festigt sich auch die Auffassung, dass eine Synovialitis
bereits in der frlhen Arthrose eine wichtige Rolle spielt und sie bereits in frihen
Arthrosestadien bildmorphologisch nachgewiesen werden kann 2. AuRerdem wurde
beschrieben, dass antigenprasentierende Zellen wie Makrophagen in der Synovia
arthrotischer Gelenke aktiviert werden 243244 All diese Beobachtungen von entziindlichen
Veranderungen in der Arthrosepathophysiologie sowie die in das arthrotische Gelenk
eingewanderten, immunologischen Zellen, die Aktivierung der angeborenen Immunitat, die
Knorpelmatrix-Komplement-Interaktionen und die arthrosebestimmenden Interleukine werfen
die Frage auf, ob es im Rahmen einer Arthrose auch zu einer Aktivierung des erworbenen

Immunsystems mit Antikdrperbildung kommen kdnnte.
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2.12. Fragestellungen und Ziele der Arbeit

In der hier vorliegenden Dissertation beschaftigt sich der erste Teil mit der Frage nach einem
potenziellen Einfluss von COMP auf die differentielle Genexpression von PHC *. Insbesondere
wurde untersucht, ob COMP an Chondrozyten die Expression proinflammatorischer Zytokine
und MMPs induziert, die im Rahmen einer Arthrose eine Rolle spielen und ob COMP an der
Induktion beziehungsweise an der Expression von Wachstumsfaktoren und extrazellularen
Matrixmolekilen, die fur bestimmte Differenzierungswege in humanen Chondrozyten stehen,
beteiligt ist.

Der zweite Teil der Dissertation beschatftigt sich mit der Frage nach der Existenz von Arthrose-
assoziierten Antikorpern 2. Insbesondere wurde untersucht, ob der Nachweis von Antikérpern
gegen extrazellulare Matrixproteine (darunter TSP-4, COMP und CLEC3A), die im Rahmen
einer Arthrose nachgewiesen werden kdnnen, die Diagnose einer Arthrose unterstitzen kann
und ob der Nachweis von Arthrose-assoziierten Antikdrpern einen autoimmunen
Arthrosesubtyp definiert. Dartber hinaus werden mogliche therapeutische Konsequenzen
eines Nachweises von Arthrose-assoziierten Antikdrpern diskutiert.
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3.

3.1.

Material und Methoden, Ergebnisse - Publikationen

Publikation 1: COMP does not directly modify the expression of genes
involved in cartilage homeostasis in contrast to several other cartilage

matrix proteins
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COMP does not directly modify the expression of genes involved
in cartilage homeostasis in contrast to several other cartilage
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Abstract

Objective: We investigated whether COMP may modify cartilage metabolism and play a role as
an endogenous disease aggravating factor in OA.

Materials and methods: Full-length and momomeric COMP was recombinantly expressed in
human embryonic kidney cells and purified it via affinity chromatography. Purified COMP was
used to stimulate either primary human chondrocytes or cartilage explants. Changes in the
expression profiles of inflammatory genes, differentiation markers and growth factors were
examined by immunoassay and by quantitative real-time reverse-transcription polymerase
chain reaction.

Results: Incubation of primary human chondrocytes or cartilage explants in the presence of
COMP did not induce statistically significant changes in the expression of IL-6, MMP1, MMP13,
collagen |, collagen Il, collagen X, TGF-$1 and BMP-2.

Conclusions: In contrast to collagen Il and matrilin-3, COMP lacks the ability to trigger a
proinflammatory response in chondrocytes, although it carries an RGD motif and can bind to
integrins. COMP is a well-accepted biomarker for osteoarthritis but increased COMP levels do
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not necessarily correlate with inflammation.

Introduction

Osteoarthritis (OA) is one of the most common diseases in
industrialized countries. With the age of 55 years every
second person has radiographic OA (1). However, the
etiology of OA remains elusive. Pathobiochemically, a
disbalance between cartilage degradation and production
results in progressive cartilage destruction (2). Once the
degenerative process is initiated the structurally inflicted
cartilage is not able to cope with mechanical stress. At the
molecular level cartilage degradation is driven by matrix
degrading enzymes like matrix metalloproteinases (MMPs)
and ADAMTSs (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs). MMPs and ADAMTSs belong to the
metzincin superfamily of extracellular peptidases, which are
secreted in proforms having zinc bound in their catalytic
center (3). Virtually all extracellular matrix molecules are
among their substrates (4). MMP1 and MMPI13 are
upregulated in OA and both are capable of activating
proMMPs by sequential proteolysis of their propeptide.

Correspondence: Dr Andreas R. Klatt, PhD, Institut fiir Klinische
Chemie, Universitdt zu Koln, Kerpener Str. 62, 50924 Koln, Germany.
Tel: +49-221-478-5291. Fax: +49-221-478-5273. E-mail: andreas.klat-
t@uk-koeln.de

ADAMTS1, ADAMTS4 and ADAMTSS have been identified
as aggrecanases (5) and aggrecan depletion has been
described as an important process preceding degradation of
collagen II in OA (6). Thus, ADAMTS4 and ADAMTSS are
considered to be key enzymes in OA (7). The expression of
MMPs and ADAMTSs is triggered by proinflammatory
cytokines, such as interleukin (IL)-1B and tumor necrosis
factor-o. (TNF-o). In OA, IL-1P is responsible for elevated
levels of MMP1, MMP3, MMP13 and a decrease of collagen
II and aggrecan expression (8). TNF-a plays an important role
in the release of IL-1p, IL-6 and IL-8 (9), thus triggering a
cascade of proinflammatory reactions in chondrocytes, as
well as being a mediator for the development of neuropathic
pain (10). IL-6 is also considered to be an important mediator
in OA by upregulating MMP3 and MMP13 expression in
chondrocytes (11).

In the past, several studies provided evidence that cartilage
extracellular matrix proteins act as endogenous disease
aggravation factors. It was shown that collagen II is able to
induce MMP1, MMP3, MMP13, MMP14 and inflammatory
cytokines like IL-6 (12). The discoidin domain receptor-2
(DDR2) was identified as the receptor being responsible for
the transduction of the collagen II-mediated activation of NF-
kB and mitogen-activated protein kinases (MAP kinases)
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(13). Furthermore, fibronectin fragments were shown to
induce MMP1 and MMP3 as well as proinflammatory
cytokines like IL-1B, TNF-o and IL-6 (14,15). Matrilin-3, a
cartilage-specific cartilage matrix protein, was reported to
induce MMP1, MMP3 and MMPI13 expression. Further,
proinflammatory cytokines, among others IL-13, TNF-a, IL-
6 and IL-8 as well as the inducible nitric oxide synthase
(iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) were upregulated
(16). Further studies to identify the active portion of matrilin-
3 revealed that the von-Willebrand-A1 (VWAI1) domain is
responsible for the induction of IL-6 in primary human
chondrocytes (PHCs) (17). With the ability to induce the
expression of proinflammatory cytokines and matrix degrad-
ing enzymes, these matrix proteins and matrix protein
fragments may substantially contribute to the pathogenesis
of OA.

Cartilage oligomeric matrix protein (COMP) is another
non-collagenous glycoprotein of the extracellular matrix that
is mainly found in cartilage (18), but also in tendon, synovium
and ligaments. COMP forms homopentamers with a molecu-
lar weight of 524 kDa (18). Each monomer consists of an N-
terminal coiled-coil domain, four epidermal growth factor
(EGF)-like domains, eight thrombospondin type-3 repeats and
a C-terminal thrombospondin-C domain. Mature pentameric
COMP is stabilized via disulfide bonds at the end of its
coiled-coil domain (19). COMP accelerates collagen fibrillo-
genesis and regulates fibril diameter. It binds to a variety of
collagens (I, II, IX, XII and XIV) (20,21) and interacts with
several other non-collagenous cartilage matrix proteins like
aggrecan, matrilins and fibronectin (22-24). Mutations in the
COMP gene have been linked to human diseases like multiple
epiphyseal dysplasia (MED) and pseudoachondroplasia
(PSACH), two conditions that are accompanied by premature
OA (25,26). Elevated levels of COMP and COMP fragments
were detected in cartilage, synovial fluid and serum of
patients with traumatically damaged cartilage, OA and
rheumatoid arthritis (RA), respectively (27-30). COMP is
already used and widely accepted as a diagnostic OA marker
and, interestingly, its concentration correlates with disease
severity and progression (31,32). Degradation of COMP by
cartilage degrading enzymes of the MMP family, including
MMP1, MMP3 and MMP9 was described (33,34).
ADAMTS4 is able to degrade COMP in vitro (35) and
ADAMTS7 and ADAMTS12 are key enzymes responsible for
the degradation of COMP in vivo. Interestingly, an increased
expression of both these enzymes was reported in cartilage
and synovium of patients with arthritis (36-38). Recently, a
role for COMP as a modulator of the complement system was
described. COMP binds to Clq and mannose-binding lectin
(MBL) resulting in an inhibition of the classical pathway, but
by binding C3 and properdin COMP can activate the
alternative complement pathway (39). COMP carries an
integrin-binding RGD motif and several potential receptors
were described. COMP binds to o581 and aVB3 integrins
which mediate chondrocyte attachment. It also interacts with
a7B1 integrin and in an RGD independent manner with the
CDA47 receptor (40-43).

In the present study, we aimed to investigate whether
increased COMP levels are able to modify gene expression in
cartilage. We used recombinantly expressed COMP to
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stimulate either PHCs or cartilage explants and examined
the expression of genes relevant for cartilage homeostasis
such as cytokines, MMPs, collagens and growth factors.

Materials and methods

Cloning, expression and purification of recombinant
COMP

Full-length rat COMP (flcCOMP, full-length-construct) cDNA
(GenBank accession number NM_012834.1) and cDNA-
encoding COMP monomers lacking the oligomerization
domain (mCOMP), were cloned into the episomal N-termin-
ally Strep II-tagged expression vector pCEP-Pu in frame with
the sequence of the BM-40 signal peptide (44). The expression
constructs were transfected into human embryonic kidney
(HEK) 293 Epstein—Barr virus nuclear antigen (EBNA) cells
with FuGENE HD Transfection Reagent (Roche, Basel,
Switzerland) according to the manufacturer’s instructions.
Cells were selected with puromycin (1 pg/ml) in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12)
GlutaMax (Gibco, Darmstadt, Germany) with 10% fetal calf
serum (FCS) (PAN, Aidenbach, Germany), 1% penicillin/
streptomycin (Gibco, Darmstadt, Germany) and 1% ampho-
tericin B (Gibco, Darmstadt, Germany). For protein produc-
tion, cells were cultured in DMEM/F12 with 1% FCS, 1%
penicillin/streptomycin and 1% amphotericin B. Cell culture
supernatants were harvested after 3—4 days, centrifuged to
remove cell debris and stored at —20°C. For purification,
supernatants were filtrated (0.22um) and loaded onto a
streptactin column (IBA, Goettingen, Germany) according to
the manufacturer’s protocol.

Isolation, culture and stimulation of PHCs and human
cartilage explants

Hip and knee joints were procured from OA patients
undergoing artificial joint replacement surgery. For PHC
isolation, OA-affected and unaffected cartilage was cut,
minced and incubated sequentially with pronase (0.4% w/v;
Calbiochem, Billerica, MA, 90 min) and with collagenase-P
(0.025% w/v, Roche, Basel, Switzerland, 16 h) in DMEM/F12
containing 5% FCS and 50pg/ml gentamycin in a CO,
incubator (5% CO,, 37°C). Resulting chondrocyte suspen-
sions were filtered (100 and 40 um), centrifuged and resus-
pended in DMEM/F12 containing 10% BD NU-serum (BD
Biosciences, San Jose, CA) with 50 pg/ml gentamycin. For
explant preparation, cartilage was cut into pieces (2 x 2 mm)
and incubated in DMEM/F12 containing 10% BD NU-serum
(BD Biosciences, San Jose, CA) with 50 ng/ml gentamycin.
Purified COMP to be used for stimulation experiments was
dialyzed against DMEM/F12 containing 50 pg/ml gentamycin
and analyzed for endotoxin contamination with the limulus
amebocyte lysate (LAL) QCL-1000 (Lonza, Basel,
Switzerland) kit according to the manufacturer’s instructions.
Chondrocytes were seeded into 48-well (Falcon, BD
Biosciences, San Jose, CA, 1 X 10° cells per well) or 6-well
plates (Falcon, BD Biosciences, San Jose, CA, 1 x 10° cells
per well), and explants were placed in 24-well plates (Falcon,
BD Biosciences, San Jose, CA, five or six explants yielding
50-60mg cartilage per well), and incubated with indicated
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concentrations of COMP and TGF-1, respectively. Cells and
cell culture supernatants were harvested after 24h. As a
negative control PHCs were treated with dialysis buffer
(devoid of COMP; control) or DMEM/F12 containing 50 pg/
ml gentamycin (wild-type). COMP concentration was deter-
mined using the turbidimetric benzethonium chloride assay
(cobas U/CSF protein protocol) in a Roche (Basel,
Switzerland)/Hitachi modular analyzer.

Cartilage protein extraction

Human cartilage was cut off the articular surfaces of knee or
hip joints and pulverized in liquid nitrogen. The milled
cartilage was suspended in Tris-buffered saline (TBS)
containing 1M NaCl, 10mM EDTA and 2M urea and
proteins were extracted over night at 4 °C.

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis and immunoblotting

Samples were separated on a 4—12% Bis—Tris gel (Invitrogen,
Carlsbad, CA) and stained with Coomassie brilliant blue
(Merck). For immunoblotting, the proteins were transferred to
a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (0.45pm,
Invitrogen, Carlsbad, CA). Membranes were blocked in TBS
with 0.05% Tween and 5% milk powder, incubated with an
affinity-purified polyclonal rabbit antibody against COMP in
a dilution of 1:4000 (45) in TBS with 0.05% Tween and 5%
milk powder, and finally incubated in a 1:5000 dilution of
horseradish peroxidase-conjugated polyclonal donkey anti-
rabbit IgG antiserum (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, Great Britain) in TBS with 0.05% Tween
and 5% milk powder. Membranes were treated with ECL Plus
according to the manufacturer’s instructions (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Great Britain), and
bands detected with specific antibodies were visualized on
Hyperfilm (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, Great
Britain).

Enzyme-linked immunosorbent assay

IL-6 concentrations in cell culture medium samples were
determined using an IL-6 enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit (BD Bioscience, San Jose, CA) in
accordance with the manufacturer’s protocol. All values
were normalized to dialysis buffer and depicted as x-fold
induction.

Quantitative real-time RT-PCR

Quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) was used to detect mRNAs encoding
MMPI1, MMP13, IL-6, collagen I, collagen II, collagen X,
TGF-B1 and bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) (for
primers see Table 1). Total mRNA was isolated and reversely
transcribed into c¢DNA wusing SuperScript III Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the
manufacturer’s protocol. Quantitative real-time RT-PCR was
performed using the LightCycler DNA Master SYBR Green I
Kit, the LightCycler device and software (Roche, Basel,
Switzerland). Quantitation was achieved using gene-specific
standard curves and normalizing the data to GAPDH.

Connect Tissue Res, 2014; 55(5-6): 348-356

Table 1. Primer sequences.

Gene Primer
BMP-2 forward 5'-AAT TCC CCG TGA CCA GAC TTT T-3’
reverse  5'-CCC GGG GGA GCC ACA ATC-3'
collagen I forward 5-AGC GCT GGT TTC GAC TTC AGC TTC C-3’
reverse  5'-CAT CGG CAG GGT CGG AGC CCT-3’
collagen II  forward 5'-CAA CAC TGC CAA CGT CCA GAT-3’
reverse  5'-CTG CTT CGT CCA GAT AGG CAA T-3’
collagen X forward 5-AGG ACC ACC GGG ACC ATC AGC-3'
reverse  5'-TCT CCC GGA AAA CCT CTA TCA CC-3'
GAPDH forward 5'-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3’
reverse  5'-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3’
IL-6 forward 5’-CCT TCG GTC CAG TTG CCT TCT-3’
reverse  5'-GTT GTT TTC TGC CAG TGC CTC TTT-3’
MMP1 forward 5'-ATT CTA CTG ATA TCG GGG CTT TGA-3’
reverse  5'-ATG TCC TTG GGG TAT CCG TGT AG-3’
MMP13 forward 5’-GCT GCC TTC CTC TTC TTG AG-3'
reverse  5'-TGC TGC ATT CTC CTT CAG GA-3’
TGF-B1 forward 5'-CGG AGT TGT GCG GCA GTG GTT GAG-3'

reverse  5'-GGC GCC CGG GTT ATG CTG GTT GTA-3'

Absolute values were then normalized to the dialysis buffer
resulting in relative values representing x-fold changes.

Statistical analysis

For statistical analysis of normal distribution, we used the
online version of the Shapiro-Wilk test. Outlier estimation
was performed by the Grubbs’ outlier test. The entity ‘N’
was defined as the number of patients, whereas the entity “‘n’’
was defined as the number of all measurements in one
category (e.g. IL-6, MMP1). Analysis of differences between
statistical groups was performed by analysis of variance
(ANOVA) and p values<0.05 were considered to be
significant.

Results
Cloning, expression and purification of COMP

We recombinantly expressed N-terminally double strep-
tagged full-length COMP and COMP lacking the oligomer-
ization domain in HEK 293-EBNA cells. The expression
vector includes the N-terminal signal peptide of BM40 for
efficient secretion of COMP into the cell culture medium.
COMP was purified out of the cell culture supernatant using a
streptactin column. The purity and identity of COMP was
analyzed by sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and immunoblot (Figure 1).
N-terminal proteolytic processing of full-length COMP in a
linker region between the coiled coil and the first EGF-like
domain has been described earlier and leads to the formation
of different oligomeric species in which one or more
monomeric subunits of the pentameric COMP are cleaved
off (45). Each oligomeric form that still carries at least one
strep tag can be purified. In contrast, the cleaved monomers
lacking the coiled-coil domain and thus not carrying the tag
anymore will not bind to the column. These fragments are lost
upon affinity chromatography. As expected, eluted flcCOMP
appears as five bands representing monomeric to pentameric
COMP. COMP lacking the oligomerization domain
(mCOMP) migrates as a single band (Figure 1).
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Figure 1. Recombinant, affinity-purified oligomeric COMP (flcCOMP), mCOMP and cartilage tissue extract (tissue COMP) were subjected to SDS—
PAGE. The purity and the identity of recombinant COMP was determined by Coomassie staining (A) and immunoblot (B) under non-reducing (—SH)
and reducing (+SH) conditions. The migration pattern of recombinant COMP was compared to cartilage tissue-extracted COMP (B).

Oligomeric COMP is stabilized by interchain disulfide
bonds within the coiled-coil domain. Reduction of COMP
prior to electrophoretic separation leads to a single band in the
SDS-PAGE, representing a full-length monomer. Reduction
of intramolecular disulfide bonds of COMP monomers leads
to a slower migration in the SDS-PAGE compared to non-
reduced COMP (Figure 1).

To exclude that proteolytic cleavage observed upon
recombinant expression is a cell culture artifact, we compared
the band patterns of recombinant and tissue-extracted COMP
and detected a similar band pattern, demonstrating that
proteolytic processing of COMP occurs also in tissue and that
COMP in cartilage exits in different oligomeric forms, from
monomer to pentamer (Figure 1).

Investigation of IL-6 release upon treatment of PHCs
and cartilage explants with COMP and TGF-f31

To investigate whether COMP can induce IL-6 release in
PHCs, cells were incubated with COMP and TGF-B1 in
different concentrations (Figure 2). Serum concentrations of
COMP between 10 and 20 pg/ml have been reported (46). We
therefore stimulated with COMP in physiologic concentra-
tions between 5 and 20 pg/ml but in addition also used higher
concentrations up to 100 pg/ml. After 24 h, the cell culture
supernatants were harvested and analyzed using an IL-6
ELISA. The values were normalized to the dialysis buffer (for
details see ‘‘Material and methods’’ section). Treatment of
PHCs with COMP even in high concentrations did not lead to
a statistically significant change in IL-6 release (ANOVA:
p=0.07; n=67, F=2.14; power=0.77). As expected,
incubation of PHCs with TGF-B1 led to a statistically
significant increase of IL-6 release (ANOVA: p=0.02;
F=9.12; n=8; power =0.68) (47) (Figure 2).

Next, we incubated PHCs and cartilage explants in the
presence of either full-length or mCOMP (20 pg/ml) or
COMP together with TGF-B1 (10ng/ml). Cartilage explants
were included in the experiments, because these often give
different results to isolated chondrocytes which points to an
important regulative function of the extracellular matrix.
IL-1B was chosen as a positive control and dialysis buffer as
the negative control (Figure 2). After 24 h, the cell culture
supernatants were harvested and analyzed using an IL-6
ELISA. The values were normalized to the dialysis buffer.
Neither treatment of PHCs nor of cartilage explants with
COMP lead to a statistically significant change in IL-6 release
compared to control (ANOVA: p=0.77; n=12; F=0.26).
(ANOVA: p=0.49; n=12; F=0.77). COMP together with
TGF-B1 and TGF-B1 alone gave a highly significant increase
of IL-6-release from PHCs (ANOVA: p=0.001; n=24;
F=6.41) whereas there was no change in IL-6-release from
cartilage explants (ANOVA: p=0.19; n=24; F=1.68).

Changes in gene expression in PHCs upon treatment
with COMP

We further analyzed whether COMP is able to alter the
expression of genes relevant for cartilage metabolism such as
IL-6 and MMPs, collagens and growth factors (Figure 3).
Again, PHCs were cultured in the presence of COMP in
different concentrations. After 24h PHCs were harvested,
total RNA was isolated and reversely transcribed into cDNA.
The cDNA levels of IL-6, MMP1, MMPI13, collagen I,
collagen II, collagen X, TGF-B1 and BMP-2 were evaluated
by quantitative real-time RT-PCR. Incubation of PHCs with
different COMP concentrations did not lead to a statistically
significant change in expression levels for IL-6, MMPI,
MMP13, collagen I, collagen II, collagen X, TGF-B1 and
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Figure 2. Effect of COMP on the IL-6 release
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BMP-2 (ANOVA: IL-6: p=0.09; F=2.16; n=239; power
=0.75; MMP1: p=0.29; F=1.29; n=>54; power=0.78;
MMP13: p=0.57; F=0.75; n=54; power =0.92; collagen
I p=0.67; F=0.59; n=54; power=0.86; collagen II:
p=0.73; F=0.51; n=54; power=0.87; collagen X:
p=0.29; F=1.27;, n=53; power =0.78; TGF-1: p=0.51,
F=0.83; n=56; power=0.82; BMP-2: p=0.74; F=0.5;
n=>54; power=0.88). As positive control, we incubated
PHCs in the presence of TGF-f1. Incubation of PHCs with
TGF-B1 led to an increase of TGF-f1 mRNA (ANOVA:
TGF-B1: p=0.02; F=9.24; n=10; power=0.64), to an
almost significant increase of IL-6 mRNA (ANOVA: IL-6:
p=0.06; F=6.79; n=6; power =0.72) and to a significant
reduction of MMPI mRNA (ANOVA: MMPI: p=0.02;
F=11.15; n=38; power =0.69).

For MMP13, collagen I, collagen II, collagen X and
BMP-2 no statistically significant changes in expression
levels were found after incubation of PHCs with TGF-f$1

(supplementary material) (ANOVA: MMP13: p=0.38;
F=0.9; n=8; power =0.60; collagen I: p=0.27; F=1.48;
n=28; power =0.60; collagen II: p=0.47; F=0.59; n=38;
power =0.62; collagen X: p=0.36; F=0.94; n=9; power
=0.57; BMP-2: p=0.91; F=0.01; n=38; power =0.91).

Discussion

COMP and COMP fragments are found to be elevated in
cartilage, synovial fluid and blood plasma of OA patients.
Thus, COMP is widely utilized as an OA marker for the
assessment of disease progression and severity (48). In the
present study, we examined if COMP can directly and
independently alter the expression of genes in chondrocytes
that are involved in cartilage homeostasis and turnover.

We incubated PHCs and cartilage explants with COMP
and TGF-B1 at different concentrations and analyzed the
release of IL-6 as this is a major proinflammatory cytokine
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Figure 3. Effect of COMP on the TGF-1, MMP1 and IL-6 expression
of PHCs measured by quantitative real-time RT-PCR. PHCs were treated
with COMP at the indicated concentrations. Gene expression levels were
standardized to the housekeeping gene (GAPDH). TGF-$1, MMP1 and
IL-6 expression was normalized to basal expression in control cultures
(DP). Bars depict relative TGF-f1, MMP1 and IL-6 expression in the
different groups. Error bars represent the standard deviation. Differences
between the WT, DP and COMP treatment are not statistically
significant. Difference between WT/DP and TGF-BI is statistically
significant. (WT =wild-type PHCs; DP =PHCs treated with dialysis
buffer).

involved in cartilage turnover (11). For IL-6, a strong gene
induction by other endogenous cartilage proteins such as
fibronectin, collagen II and matrilin-3 was previously shown
(12,14,15,17,49). However, the stimulation of PHCs with
COMP concentrations of up to 100 pg/ml did not induce
increased IL-6 release into the medium. Increased proteolytic
activity during pathologic cartilage degeneration will give rise
to fragmentation of matrix proteins. Intact and fragmented
COMP may induce different cellular responses. We therefore
included mCOMP in our analysis but also here we could not
detect any significant changes in IL-6 release. The fact that
stimulation with IL-1f or TGF-B1 led to increased IL-6 levels
(47), demonstrates that the cells are able to react if an
appropriate stimulus is present.

Co-stimulation of PHCs with COMP and TGF-B1 led to an
increase of IL-6-release compared to stimulation of PHCs
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with TGF-B1 alone. This is in accordance with recent
observations by others (50).

In cartilage explants, neither COMP nor TGF-f1, but
IL-1B caused an increased IL-6 release. Both the intact and
mCOMP may be too large to diffuse into the cartilage
explants and COMP may bind to and be captured by other
matrix molecules before it reaches the cells. The latter
possibility may also apply to the much smaller TGF-B1 which
did also not cause an increased IL-6 release.

We furthermore analyzed the gene expression of IL-6 in
PHCs. Again, stimulation with COMP had no effect while
TGF-B1 induced nearly significant changes in expression
levels. In addition to IL-6, we investigated the gene expres-
sion of MMP1 and MMP13. MMP1 and MMP13 are the key
proteases involved in cartilage breakdown (51). While MMP1
is especially expressed in early OA and downregulated in late
OA, MMP13 is characteristically expressed in late OA and
plays a pivotal role by degrading collagen II (52). It was also
shown that MMP1 and MMP13 are strongly induced by
endogenous cartilage proteins such as fibronectin, collagen II
and matrilin-3 (49). We further investigated the expression of
collagen II, collagen I and collagen X. Collagen II is the most
prominent structural protein of the cartilage extracellular
matrix and thus a marker for mature chondrocytes, as well as
for anabolic/regenerative processes. Specific fragments of
collagen II reveal different enzymatic pathways of human
cartilage collagen degradation by cathepsins and MMPs and
can therefore be used as specific biomarkers (53). Collagen I
is expressed in early chondrocyte differentiation and can be
used to discriminate between mature chondrocytes and their
precursor cells (54). Collagen X plays an important role in
chondrocyte terminal differentiation and chondrocyte hyper-
trophy (55). Examined growth factors were TGF-B1 and
BMP2. TGF-f1 is one of the key players that trigger
chondrocyte lineage differentiation. It induces anabolic
processes in young chondrocytes and leads to terminal
differentiation and hypertrophy in old chondrocytes (56).
BMP-2 also plays a role in chondrocyte terminal differenti-
ation (57). Terminal differentiation is an important process
preceding endochondral ossification and related to tissue
remodeling associated with OA. We hypothesized that not
only proinflammatory cytokines and proteases could contrib-
ute to cartilage homeostasis, but that also genes that are
implicated in the differentiation state of chondrocytes could
be relevant. However, COMP did not show any ability to
directly modify the gene induction of IL-6, MMP1, MMP13,
collagen I, collagen II, collagen X, TGF-f1 and BMP-2.

Interestingly, fibronectin and fibronectin fragments show a
strong proinflammatory activity after binding to a5p1 integ-
rin the fibronectin receptor (58). Fibronectin was shown to
activate the MAP kinase and NF-xB resulting in cytokine
expression and subsequent MMP release (59-62).
Surprisingly, even though COMP carries an RGD integrin-
binding motif and has similar binding activity to o531
integrin, COMP did not show any proinflammatory activity in
chondrocytes. Further studies are needed to understand why
the downstream signaling is different even though fibronectin
and COMP potentially bind to the same receptor.

Matrilin-3 is a homotetrameric non-collagenous glycopro-
tein of the cartilage extracellular matrix (63), that was also
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reported to bind weakly to integrins (64,65) and was shown to
induce proinflammatory cytokines as well as MMPs in human
chondrocytes (16). Interestingly, matrilin-3 was found to be
upregulated in OA patient cartilage and synovial fluid and
increased matrilin-3 cartilage deposition was associated with
decease severity (66,67). Furthermore, matrilin-3 is detect-
able in serum and the serum levels increase in accordance
with matrilin-3 cartilage release into the synovial fluid (67).
Matrilin-3 binds to COMP and collagens (22,68). It is
attractive to speculate that matrix proteins regulate the
availability and activity of growth factors. COMP was
shown to directly interact with TGF-B1 and in a complex
together with the growth factor indirectly modify chondrocyte
behavior (50). COMP might target and concentrate TGF-1
activity which is abundantly present in the blood (69) to
tissues like cartilage that are susceptible for TGF-1 signal-
ing. ADAMTS4 and ADAMTSS have already been shown to
be important factors in OA by degrading aggrecan and
unmasking collagens (7). Recently, it was shown that
matrilin-3 is also degraded by ADAMTS4 and ADAMTSS
and; interestingly, also COMP can be cleaved by ADAMTS4
(35). However, it remains unclear if the resulting fragments of
the two matrix proteins have any significant biologic activity.
While full-length COMP did not show any direct effect on
chondrocytes, both full-length matrilin-3 and fragments
influence OA development and show elevated expression
through disease development. Therefore, matrilin-3 may
prove to be not only an OA marker, but also, in contrast to
COMP, play a functional role in the inflammatory aspect of
the disease.
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We investigated the presence of autoantibodies against the extracellular matrix proteins
thrombospondin-4 (TSP-4), cartilage oligomeric matrix protein (COMP), C-type lectin domain family 3
member A (CLEC3A), collagen II, collagen VI, matrilin-3, and fibrillin-2 in the serum of osteoarthritis (OA)
patients. We compared those results with the presence of such antibodies in rheumatoid arthritis (RA)
patients and in healthy donors (HD). Our study examines whether antibodies against extracellular
proteins can be used as potential biomarkers to support the clinical diagnosis of OA. 10 OA, 10 RA patients
and 10 HD were enrolled in this explorative cross-sectional study. SDS-PAGE and immunoblot were used
to investigate the presence of antibodies against extracellular matrix proteins. The serum of 5/10 OA
patients but 0/10 HD exhibited TSP-4 IgG isotype antibodies (P = 0.033). The serum of 8/10 OA patients
but only 1/10 HD exhibited IgG isotype antibodies against TSP-4 or COMP (P = 0.005). The serum of 9/10
OA patients but only 1/10 HD exhibited IgG isotype antibodies against TSP-4, COMP or CLEC3A
(P=0.005). We found strong evidence for the presence of IgG isotype autoantibodies against the
cartilage extracellular matrix proteins TSP-4, COMP and CLEC3A in OA. The detection of IgG isotype
autoantibodies against TSP-4, COMP and CLEC3A may support the clinical diagnosis of OA. OA with
autoantibodies against cartilage extracellular matrix proteins defines a new OA subgroup suggesting that
patients with high concentrations of autoantibodies may benefit from an immune suppressive therapy.

© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

However, in cases when X-ray imaging reveals no signs of OA and
MRI assessment is not accessible, the diagnosis of OA relies on
clinical features. In these situations, the identification of an OA

OA diagnosis is currently based on clinical symptoms, especially
articular pain, radiographic findings and laboratory data [1]. In
early OA, X-ray imaging often remains negative [2]. Magnetic
resonance imaging (MRI) assessment of OA patients has provided
improved diagnostic features, especially for early OA [3]. Through
ultrasound imaging, thickening and inflammation of the synovial
membrane has recently been shown to be associated with OA [4].

* Corresponding author. Institute for Clinical Chemistry, Medical Faculty, Uni-
versity of Cologne, Germany.
E-mail address: andreas.klatt@uk-koeln.de (A.R. Klatt).

https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2018.07.036
0006-291X/© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

biomarker could support the clinical diagnosis of OA.

Recent research has provided evidence that the immune system
plays an important role in OA. In the course of OA, fragments of
cartilage extracellular matrix proteins are released into the synovial
fluid and the blood [5]. Specific cartilage protein fragments released
have been shown to activate the complement system [6], which in
turn plays a pivotal role in OA [7]. Further, it has been shown that
activated professional antigen presenting cells (APC) ingest and
process extracellular matrix proteins and play a role in OA patho-
physiology [8]. Activated APCs release IL-6 and other pro-
inflammatory factors [9]. IL-6, a major OA cytokine [10]
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associated with increased IgG concentrations in synovial fluid [11],
leads to secretion of IL-21 [12]. IL-21 has been shown to be elevated
in OA patients [13] and to induce antibody production [12]. If au-
toantibodies against extracellular matrix proteins could be detec-
ted, these could possibly be used to simplify the clinical diagnosis of
OA.

The purpose of this study was to analyze the serum of OA pa-
tients for the presence of autoantibodies against extracellular ma-
trix proteins (matrilin-3, C-type lectin domain family 3 member A
(CLEC3A), cartilage oligomeric matrix protein (COMP),
thrombospondin-4 (TSP-4), fibrillin-2) and against network-
forming cartilage collagens (collagen II, collagen VI). Furthermore,
we compared the results with the presence of the autoantibodies in
the serum of rheumatoid arthritis (RA) patients and healthy donors
(HD). We discuss whether antibodies against extracellular matrix
proteins can be used as potential biomarkers to support the clinical
diagnosis of OA, to stratify patients suffering from OA and to
identify OA patients who would benefit from an immune modu-
latory therapy.

2. Materials and methods

Subjects - The study was performed at the Universities of Diis-
seldorf and of Cologne. This explorative cross-sectional study in-
cludes 10 OA and 10 RA patients and 10 HD. Inclusion criterion for
the OA group was a diagnosed OA; exclusion criteria for the OA
group were RA and other autoimmune diseases or cancer. Inclusion
criterion for the RA group was a diagnosed RA; exclusion criteria
were OA and other autoimmune diseases or cancer. Inclusion cri-
terion for the HD group were no symptoms of a joint disease;
exclusion criteria were OA, RA and other autoimmune diseases or
cancer. The average age of the OA group was 63 (+8) years, that of
the RA group was 54 (+11) years and for the HD group 40 (+9)
years. The proportion of women and men was evenly distributed in
all groups. The study was approved by the ethics committee of the
University of Diisseldorf (No. 2018-88-KFogU, No. 3828) and
Charité Berlin (EA1/193/10, No. 3483).

3. Methods

Blood samples - Blood samples were centrifuged at 2772 x g for
10 min and stored in aliquots at —20 °C.

Proteins - The cDNA of human tetranectin, human monomeric
matrilin 3 (lacking the C-terminal coiled coil domain) [14], human
CLEC3A [15] and a human fibrillin-2 fragment [ 16] were cloned into
modified pCEP-Pu vectors and transfected into HEK-293 EBNA cells.
The recombinant proteins were purified using affinity chromatog-
raphy from the supernatant of the cells. Human collagen I was
purified with pepsin from human cartilage [17]. Native human
collagen VI (Abcam, Cambridge, UK), recombinant human TSP-4
(R&D Systems, Minneapolis, USA) and recombinant human COMP
(R&D Systems, Minneapolis, USA) were commercially available.

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—PAGE) and
immunoblot - To detect antibodies against extracellular matrix
proteins in the serum samples, extracellular matrix proteins (1 pg/
lane) were separated using SDS-PAGE and transferred to a PVDF
membrane (0.45 pm, Invitrogen, Carlsbad, USA). Free binding sites
were blocked with milk powder (5%) and bovine serum albumin
(1%) in Tris-buffered saline with 0.1% Tween (TBS-T) and incubated
with patient's serum (1:200 in 5% milk powder and 1% bovine
serum albumin in TBS-T) followed by an HRP-conjugated anti-hu-
man IgG antibody (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany). Signals were detected after incubation using ECL Plus
(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) and the ChemiDoc
XRS + imaging system (BioRad, Munich, Germany).

Statistical analysis - Categorical data analysis for contingency
tables was performed using the chi-square or Miller-Fisher-Exact
test using IBM SPSS-software. Odds ratios and 95% confidence in-
tervals (95% CI) were calculated using Medcalc® software (Ostend,
Belgium).

4. Results

The purity and migration pattern of the human extracellular
proteins TSP-4, COMP, CLEC3A, matrilin-3, fibrillin-2, collagen II,
and collagen VI was analyzed using SDS-PAGE and Coomassie
Brilliant Blue staining at the beginning and end of the study (Fig. 1).
All proteins showed a specific band pattern and no contaminations.

Using SDS-PAGE followed by immunoblot, we examined the
serum of 10 OA, 10 RA patients and 10 HD for the presence of IgG
isotype antibodies against extracellular matrix cartilage proteins
with patient's serum as primary antibody. Human tetranectin, a
serum protein, was used as negative control. Signals in the appro-
priate position that were distinguishable from the background
were assessed as positive (Fig. 2).

The presence of IgG antibodies against extracellular matrix
proteins in the different groups is summarized in Tables 1a and 1b.
Noteworthy, the serum of 5/10 OA patients but 0/10 HD (P = 0.033)
exhibited TSP-4 IgG isotype antibodies (Table 1a).

The odds ratio for OA and the presence of TSP-4 IgG isotype
antibodies was 21 (95% CI: 1-454). The serum of 9/10 RA patients
but 0/10 HD (P <0.001) exhibited TSP-4 IgG isotype antibodies
(Table 1b). The odds ratio for RA and the presence of TSP-4 IgG
isotype antibodies was 133 (95% CI: 5-3674).

TSP-4, COMP, and CLEC3A were more frequently found in the OA
group. The serum of 8/10 of the OA group but only 1/10 of that of
the HD group exhibited IgG isotype antibodies against TSP-4 or
COMP (P = 0.005). The odds ratio for OA and the presence of TSP-4
or COMP IgG isotype antibodies was 36 (95% CI: 3-476). The serum
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Fig. 1. Quality control of the proteins used in this study. Human tetranectin (TN),
matrilin-3 (M3), collagen II (CII), collagen VI (CVI), fibrillin-2 (FB2), CLEC3A (CL), TSP-4
(TSP4), and COMP (COMP) were separated using SDS-PAGE under non-reducing con-
ditions and stained with Coomassie Brilliant Blue. (For interpretation of the references
to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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Fig. 2. Representative presentation of an immunoblot of each study group (A = OA, B = HD, C = RA) with patients' serum as primary antibody. Protein samples were separated using
SDS-PAGE and analyzed using immunoblot with patient's serum as primary antibody. The following antibodies were detected: in (A) IgG isotype antibodies against matrilin-3,
collagen VI and TSP-4, in (B) IgG isotype antibodies against matrilin-3 and in (C) IgG isotype antibodies against matrilin-3, TSP-4 and COMP (all marked with arrows). TN: Tet-
ranectin, M3: matrilin-3, CII: collagen II, CVI: collagen VI, FB2: fibrillin-2, CL: CLEC3A, TSP-4: TSP4.

Table 1a 5. Discussion
IgG isotype antibodies in the OA and HD study group. Number of positive tested

participants/total number of participants in group. ~ Fisher's exact test. In our study, we detected the presence of TSP-4 1gG isotype

OA HD p* antibodies, and there was a statistically significant difference in the
TSP-4 5/10 0/10 0.033 frequency of TSP-4 IgG isotype antibodies between the OA group
COMP 4/10 1/10 0.303 and the HD group. The detection of TSP-4 IgG isotype antibodies
CLEC3A 2/10 0/10 0474 may thus help to discriminate between healthy individuals and
Matrilin-3 10/10 10/10 1 patients suffering from OA. TSP-4 is a major regulator of the
Collagen II 0/10 7/10 0.003 ul . . d producti d deli
Collagen VI 1110 0/10 1 extr.ace ular matrlx. qrganlzatlon and production and remodeling
Fibrillin-2 0/10 0/10 1 during response to injury [18]. However, TSP-4 has not been found
Tetranectin 0/10 0/10 1 in healthy cartilage. Using the RT-PCR technique, we could show a

strong expression of TSP-4 in primary human chondrocytes isolated
from OA cartilage (not shown). Expression of TSP-4 is closely
Table 1b associated with TGF-beta signaling, and TSP-4 is probably induced

IgG isotype antibodies in the RA and HD study group. Number of positive tested in osteoarthritic cartilage in response to TGF-beta signaling and
participants/total number of participants in group. Fisher's exact test. cartilage matrix degradation []9]

RA HD p* In a parallel analysis of IgG isotype antibodies against TSP-4,
TSP-4 9/10 0/10 <0.001 COMP and CLEC3A, we found a highly statistically significant dif-
COMP 10/10 1/10 <0.001 ference between the frequency of IgG isotype antibodies against
CLEC3A 4/10 0/10 0.025 TSP-4, COMP and CLEC3A in OA patients compared to HD. Serum
CM*;;”h“'-:’l }01/(1)0 ;01/(1)0 (1)020 antibody reactions against TSP-4, COMP and CLEC3A were also
cgnggzg VI 2;10 0;10 0136 detected ip the RA.group. Hov'veve.r, WhEI.l RA has been ruled out,
Fibrillin-2 0/10 0/10 1 the analysis of IgG isotype antibodies against TSP-4 or the parallel
Tetranectin 0/10 0/10 1 analysis of IgG isotype antibodies against TSP-4, COMP and CLEC3A

may support the clinical diagnosis of OA.

OA can be differentiated into primary and secondary OA [20].
of 9/10 of the OA group but only 1/10 of the HD group exhibited IgG Primary OA lacks a definite disease causing factor, whereas in
isotype antibodies against TSP-4, COMP or CLEC3A (P = 0.005). The secondary OA the disease is classified according to the different
odds ratio for OA and the presence of TSP-4, COMP or CLEC3A IgG causative risk factors. Common OA risk factors are trauma, surgery,
isotype antibodies was 81 (95% CI: 4-1505) (Table 2). obesity, metabolic disorders, endocrinological disorders, rheumatic

diseases, articular malalignment, or dysplasia [21]. Our findings

show that it is highly likely that there is an OA subgroup where
Table 2 antibodies against extracellular matrix proteins and the immune
Combination of IgG isotype antibodies. Number of positive tested participants for system in general play an important role.
TSP—A4Aor COMP, and TS‘P—fl, COMP or CLEC3A IgG isotype antibodies/total number of Several studies describe how RA can cause the production of
participants in group. Fisher's exact test. . . . . . .

antibodies against cartilage extracellular matrix proteins [22], and

OA HD p antibodies against connective tissue proteins can be causative for
TSP-4/COMP 8/10 1/10 0.005 arthritis-like conditions; injection of collagen Il and of COMP leads
TSP-4/COMP/CLEC3A 9/10 1/10 0.001 to arthritis [23,24] and antibodies against matrilin-1 are associated
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with relapsing polychondritis [25]. These findings are in vivo ex-
amples of pathologically relevant autoantibodies against cartilage
extracellular matrix proteins that lead to cartilage degradation, and
it is likely that high concentrations of autoantibodies contribute to
the disease activity of RA. Similarly, high concentrations of auto-
antibodies generated in the course of OA may also carry out path-
ophysiological actions.

The concentration and the number of different autoantibodies
could be decisive in whether autoantibodies cause pathophysio-
logical alterations or not. It is likely that the subgroups of OA can be
subdivided into patients with or without or with high or low
autoantibody levels against extracellular matrix proteins. It is also
tempting to speculate that OA patients with high concentrations of
autoantibodies might benefit from a local or systemic immune
suppressive or immune modulatory therapy targeting B cells.

In this context it is interesting that intraarticular cortisone
therapy has been reported to exacerbate disease progression in
some cases of OA [26], even though it is regarded as safe [27].
Cortisone has been shown to drive immunoglobulin synthesis in
plasma cells under pro-inflammatory co-stimulation [28]. The
presence of autoreactive antibodies in the course of OA could
explain an exacerbated disease progression after intraarticular
cortisone administration. Recently, intraarticular administration of
fluoxetine [29], a WNT pathway inhibitor, showed promising re-
sults as a drug for the treatment of OA. WNT signaling was shown
to be relevant in B cell activation and proliferation [30]. Possibly,
fluoxetine works as DMOAD by reducing the amount of OA
autoantibodies.

We also investigated the presence of IgG isotype antibodies in
patients' serum using ELISA (not shown). In these tests, we could
detect IgG isotype antibodies against extracellular matrix proteins,
with the results showing a moderate consistency with the immu-
noblot results. We assume that the moderate consistency between
the results of immunoblot and ELISA is probably due to contami-
nations of the protein preparations that are not detectable by SDS-
PAGE and Coomassie Brilliant Blue staining.

We also investigated the presence of IgM isotype antibodies in
the serum of OA patients and HD. As we found no correlation with
TSP-4 or COMP IgM isotype antibodies, we abandoned the inves-
tigation of IgM isotype serum antibodies in our study group.

In conclusion, the serum of OA patients contains IgG isotype
autoantibodies against the cartilage extracellular matrix proteins
TSP-4, COMP, and CLEC3A. The detection of these autoantibodies
could therefore be used to support the clinical diagnosis of OA.
Furthermore, a new OA patient subgroup with autoantibodies
against cartilage extracellular matrix proteins could be identified.
Immune suppressive therapy may be suitable for OA patients with
high concentrations of these autoantibodies.
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4. Diskussion

4.1. Chondrozyten-COMP-Interaktionen im Rahmen der Knorpeldegradation —
Bedeutung fur die Knorpelhomoostase
COMPs Eigenschaften als Modulator verschiedener Prozesse in der extrazellularen Matrix (u.
a. Komplement- und Wachstumsfaktoren) und seine Protein- und Zellinteraktionen sowie seine
Verwendung als Arthrosebiomarker 88284 machen COMP zu einem vielversprechenden
Kandidaten als endogenes Signalmolekil. Im Rahmen dieser Studie wurde daher untersucht,
ob COMP einen Einfluss auf die differenzielle Genexpression von PHC nehmen kann. Hierfir
wurde COMP (natives, oligomeres Protein) rekombinant hergestellt und mit PHC als auch mit
Knorpelexplantaten inkubiert. PHC wurden anschlieBend mittels quantitativer Polymerase-
Kettenreaktion (qPCR) auf eine veranderte Genexpression von IL-6, MMP1, MMP13, Kollagen
I, Kollagen Il, Kollagen X, TGF- und BMP-2 und mittels Immunoassay auf eine veranderte IL-
6 Freisetzung untersucht. Hierbei zeigte sich, dass COMP allein keine Veranderungen in der
Expression der untersuchten Molekiile induzierte. Die verschiedenen Proteine, die im Rahmen
der Genexpressionsanalysen untersucht wurden, sind Differenzierungsmarker und Marker fr
katabole, anabole und entziindliche Prozesse im Knorpel. IL-6 stellt hierbei ein zentrales
Zytokin in der Arthrosepathophysiologie dar 2%622° und in anderen Studien flhrte eine
Stimulation von PHC mit Kollagen Il und Matrilin-3 zu einer erhohten IL-6 Freisetzung 130132245,
Die Proteinasen MMP1 und MMP13, deren Expression durch IL-1-8, TNF-a und IL-6 induziert
wird, die wiederum als Schlisselinterleukine der Arthrose identifiziert wurden 117:228.246-248 gind
in der Arthrose im Wesentlichen am Knorpelabbau beteiligt 117:24%250  Fjr MMP1 wird eine
besondere Rolle in der friilhen Arthrose vermutet 25!, wahrend MMP13 in der Arthrose
insgesamt exprimiert wird und hohe Expressionslevel fiir die spate Arthrose typisch sind
241249251 Da MMP1 und MMP13 eine starke direkte oder indirekte Induktion durch endogene
Knorpelproteine wie Kollagen Il und Matrilin-3 zeigen %132 wurde ihre Genexpression
ebenfalls in dieser Studie untersucht. Die Expression von Kollagen I, Kollagen Il und Kollagen
X in Chondrozyten kann Aufschluss auf ihren Differenzierungszustand geben. Kollagen Il ist
das wichtigste Strukturprotein der extrazellularen Knorpelmatrix. Es wird von Chondrozyten
exprimiert und gilt als Marker fur reifen Knorpel oder Marker der chondrogenen Differenzierung
von humanen mesenchymalen Stammzellen 909425225 Kollagen | hingegen zahlt als
Dedifferenzierungsmarker in Chondrozyten 2°¢25’, Die Kollagen-I-Expression erlaubt somit
eine Abgrenzung zwischen reifen und dedifferenzierten Chondrozyten. Dies spielt
insbesondere bei Experimenten mit PHC eine Rolle. Werden PHC in Zellkultur auRerhalb ihrer
Knorpelmatrix kultiviert, verlieren sie schnell den Phanotyp eines Chondrozyten (Kollagen-II-
und Aggrecan-Expression) und nehmen einen fibroblastenahnlichen Phéanotyp an (u. a.

Kollagen-1-Synthese anstelle von Kollagen-1I-Synthese) 2°7%%8, Im Gegensatz dazu dient
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Kollagen X als Maker fiir die terminale Differenzierung der Chondrozyten 25°2¢°, Diese geht der
endochondralen Ossifikation an den chondroossaren Junktionen voran 2° und ist auBerdem
mit den strukturellen Veranderungen in der Arthrose assoziiert 261262, Neben TGF-B, das einen
wichtigen Differenzierungsfaktor fiir Chondrozyten darstellt 18263264 wurde auch die
Expression von BMP-2, welches durch COMP gebunden wird und auf diese Weise die BMP-
2 Aktivitat am BMP-2-Rezeptor verstarkt, untersucht 2%°, BMP-2 spielt eine Rolle bei der
terminalen Differenzierung von Chondrozyten 183185186

Fibronektinfragmente (insbesondere RGD-Motiv tragende Fragmente) fihren Uber die
Bindung an a5B1-Integrine zur MMP-Aktivierung an Chondrozyten und an Fibroblasten und
sind mit der Aktivierung der Mitogen-aktivierte-Protein (MAP)-Kinasen, des Nuclear-Factor-
kappa-B (NF-kB)-Signalweges und mit der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (IL-1-3,
IL-6, TNF-a und TGF-B) assoziiert 266270, Intaktes Fibronektin zeigt diese Aktivitaten jedoch
nicht 266270 Auch COMP bindet an Integrinrezeptoren (a5B1-Integrin, a5B3-Integrin) und
verstarkt auf diese Weise die Adharenz von Chondrozyten an COMP-tragenden Oberflachen
211272 In der hier vorliegenden Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass COMP, im
Gegensatz zu Fibronektinfragmenten, nicht zu einer Aktivierung proinflammatorischer
Signalwege und Proteinasen in PHC fihrt. Daher wurde neben nativem (pentameren) COMP
ebenfalls ein COMP-Fragment (monomeres COMP ohne Oligomerisierungsdoméne) zur
Stimulation von PHC verwendet. Auch das monomere COMP zeigte keine Aktivierung
proinflammatorischer Signalwege und Proteinasen in PHC. Der Unterschied zwischen
Fibronektin und COMP lieBe sich gegebenenfalls durch eine eingeschrankte Aktivitat des
RGD-Motivs in intaktem oligomeren und monomeren COMP erklaren (stereochemische
Inhibition durch blockierende Faltung). In kristallographischen Strukturanalysen von COMP
zeigte sich ein Teil des RGD-Motivs eingefaltet und nur das Arginin des RGD-Motivs
vollstandig in Losung 273. COMP ist das Substrat verschiedener Proteinasen, darunter MMP1,
MMP3, MMP9, MMP13, MMP19, MMP20, ADAMTS4, ADAMTS7 und ADAMTS12 113-115.274.275
AuRerdem konnte fir COMP eine arthrosespezifisch veréanderte Degradation und somit die
Entstehung von arthrosespezifischen Neoepitopen nachgewiesen werden 276277 \Weitere
Studien sind notwendig, um zu verstehen, ob das RGD-Motiv in intaktem COMP ausschlielich
die Zelladhéasion, jedoch keine weitere Rezeptoraktivierung erlaubt und ob COMP-Fragmente
mit vollstdndig freiem RGD-Motiv (Neoepitope) in der Lage waren, proinflammatorische
Prozesse in Chondrozyten zu aktivieren. Eine neuere Untersuchung zur Aktivierung
proinflammatorischer Signalwege im Knorpel durch COMP-Fragmente
(knorpeldegradationsassoziierte Neoepitope) konnte jedoch keine solche Aktivitat nachweisen
278 Bei Untersuchungen zur Tumorzellproliferation und Tumorprogression fanden sich in den
letzten Jahren weitere Hinweise auf eine direkte, COMP-vermittelte Signaltransduktion Gber

sowohl den MAP-Kinase-Signalweg als auch Uber eine mégliche Bindung von COMP an

42



CD36, ein Thrombospondin-Rezeptor, als auch tber den Notch-Signalweg 27°2°, Dartiber
hinaus scheint COMP Uber den Notch-Signalweg eine Rolle bei der Differenzierung glatter
Muskelzellen zu spielen 282,

In frlheren Studien wurde gezeigt, dass COMP die Wirkung von TGF-f an humanen
Knochenmarksstammzellen verstarkt, indem es zu einer Oligomerisierung des
Wachstumsfaktors fuihrt 282, Eine Wirkverstarkung durch COMP-vermittelte Oligomerisierung
konnte auch fir den Wachstumsfaktor BMP-2 gezeigt werden 2%°, Daher wurden in dieser
Studie PHC und Knorpelexplantate mit COMP mit und ohne TGF- inkubiert und anschlieRend
mittels Immunoassay die IL-6-Freisetzung untersucht. Die Stimulation von PHC mit TGF-3
fuhrte zu einer Erhéhung der IL-6-Freisetzung und wurde durch Kostimulation mit COMP
verstarkt. Somit konnte gezeigt werden, dass COMP auch an PHC die TGF-B Wirkung
verstarken kann. Dies ist bedeutsam fir die Arthrose, da sowohl fiir COMP als auch fur TGF-
B eine verstarkte Expression im Verlauf der Arthrose nachgewiesen wurde 2828 TGF-B8
verstarkt die Expression von COMP in Knorpelvorlauferzellen 2%’ Sollte TGF-B auch in vivo
die COMP-Expression verstarken und somit wiederum seine eigene Wirkung (u. a. IL-6
Expression) potenzieren konnen, kdme es zu einem positiven, proinflammatorischen
Ruckkopplungsmechanismus. Lange Zeit wurde TGF-f eine ausschlie3lich anabole Wirkung
an Chondrozyten zugeschrieben und der Einsatz von TGF-B zur Knorpelregeneration
diskutiert 7. Inzwischen konnte gezeigt werden, dass TGF-B in Abhangigkeit von den auf den
Chondrozyten exprimierten Rezeptoren unterschiedliche Wirkungen entfaltet 183184 Bindet
TGF-B an den Activin-receptor-like-kinase (ALK)-5-Rezeptor, kommt es zur Chondrogenese
184,288 Dije Bindung von TGF-B an den im Alter und in der Arthrose starker exprimierten ALK-
1-Rezeptor wird hingegen mit einer verstarkten Expression von MMP-13 und der terminalen
Differenzierung von Chondrozyten in Verbindung gebracht 18318428 |n jungen Chondrozyten
Uberwiegen die ALK4/5/7 Rezeptoren flir TGF-B mit subsequenter Smad2/3-Phosphorylierung
und folgender Inaktivierung des Runt related Transcription Factor (RUNX)-2, sodass die
Terminaldifferenzierung der Chondrozyten unterbunden wird 83, In gealterten Chondrozyten
bzw. Chondrozyten aus arthrotischem Knorpel bindet TGF-f an die Rezeptoren ALK1/2/3/6
mit subsequenter Smad1/5/8-Phosphorylierung. Durch die darauffolgende RUNX-2-
Aktivierung kommt es dann zur Terminaldifferenzierung 83, Fir diese altersabhangige bzw.
arthroseassoziierte Veranderung in der TGF-B-Signaltransduktion spielt der Wnt-Signalweg
eine zentrale Rolle 18229 |nteressanterweise werden Mediatoren dieses Signalweges aktuell
als Target-Kandidaten fir Krankheitsverlauf modifizierende, pharmakologische Therapien
diskutiert, darunter auch der Selektive-Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitor (SNRI) Fluoxetin
291293 Dartiber hinaus wurden SNRIs bereits in verschieden klinischen Studien auf ihre
Wirksamkeit zur Schmerzreduktion bei einer Arthrose untersucht und Daten aus einer

aktuellen Metaanalyse legen eine Wirksamkeit bei einer Arthrose nahe 2°4. Es werden jedoch
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weitere von der Pharmaindustrie unabhdngige klinische Studien zur Verifikation des
schmerzlindernden Effektes von SNRIs bei einer Arthrose gefordert 2%4,

Zur Untersuchung eines Einflusses von COMP auf die differenzielle Genexpression von
Chondrozyten wurden auch humane Knorpelexplantate verwendet. Knorpelexplantate werden
hergestellt, indem Knorpel in kleine Wirfel geschnitten wird und diese in Kulturmedium
kultiviert werden. Bei Knorpelexplantaten handelt es sich daher um ein ex-vivo-System, in dem
die Chondrozyten in ihrer dreidimensionalen, extrazellularen Matrix untersucht werden
kénnen. Die Explantate wurden mit COMP, TGF- oder mit IL-1-B inkubiert und anschlieRend
mittels Immunoassay auf eine veranderte IL-6-Freisetzung untersucht. In den
Knorpelexplantaten verursachte jedoch nur eine Inkubation mit IL-1-f eine erhohte IL-6-
Freisetzung. Eine Inkubation mit TGF-B mit oder ohne COMP fiihrte an den
Knorpelexplantaten nicht zu einer erhthten IL-6-Expression. Warum sich PHC anders als
Knorpelexplantate verhalten ist unklar. Die extrazellulare Knorpelmatrix stellt bereits
unabhangig von Matrixprotein-Interaktionen eine mogliche Diffusionsbarriere fur COMP und
andere Molekiile mit einem hohen Molekulargewicht dar 2°5. COMP liegt im Knorpel gebunden
an Kollagen Il und andere Matrixproteine (Matriline, Aggrecan) vor 104-106273.29 nd pindet auch
Wachstumsfaktoren wie TGF-B 22, Somit konnte im Knorpel bereits vorhandenes COMP freies
TGF-B binden und es in der Matrix festhalten. Ebenfalls kénnte das freie und mit TGF-
assoziierte COMP in der Matrix durch die Interaktion mit Kollagen Il, Matrilin-3 und Aggrecan
immobilisiert werden. Dadurch geldnge TGF-B nicht an die Rezeptoren auf den Chondrozyten,
um seine Wirkung entfalten zu kénnen. IL-1-f hingegen konnte wahrscheinlich auf Grund
seiner geringen GroéRe von ca. 17 kDa 2’ und ohne bekannte Bindungspartner in der
extrazellularen Matrix 2° frei durch die Knorpelmatrix zu den Chondrozyten diffundieren. Somit
fuhrte eine Inkubation von Knorpelexplantaten mit IL-1-B zu einer Erhdéhung der IL-6-
Freisetzung.

Fur die isolierte Untersuchung der Wirkung von COMP auf PHC im Sinne einer direkten
Protein-Zellrezeptor-Interaktion mussten sowohl die PHC als auch COMP in reiner und freier
Form vorliegen. Die PHC wurden durch Verdau der extrazellularen Knorpelmatrix aus dieser
befreit, gewaschen und dann als Monolayerkultur kultiviert. Zur Minimierung des
Dedifferenzierungsrisikos 2°¢-2°8 wurden die PHC nach einer Passage (Umsetzen der Zellen
von einer in eine andere Zellkulturflasche) fur die Zellkulturexperimente verwendet. COMP
wurde rekombinant in einem eukaryotischen Expressionssystem (humane 293-Ebstein-Barr-
Nukledres-Antigen (EBNA)-Zellen) hergestellt. Die Expression von COMP in einem
eukaryotischen Expressionssystem soll eine mdglichst natirliche  Glykosylierung
gewahrleisten 2%°. Dies ist von zentraler Bedeutung fir die Bioaktivitat, Stabilitat und die
Immunogenitat von rekombinant hergestellten Proteinen 2%, Nach der Aufreinigung wurde die

Reinheit und Identitat von COMP mittels Natriumdodecylsulfat-
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Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Coomassie-Farbung sowie mittels
Immunoblot geprift und mit aus humanem Knorpel stammendem COMP verglichen. Daruber
hinaus wurde eine Kontamination des rekombinant hergestellten COMP mit Lipopolysaccharid
(LPS) mittels limulus-amebocyte-lysate (LAL)-QCL-1000-Test (Lonza, Basel, Schweiz)
ausgeschlossen. Fir Untersuchungen an der zelluldren Signaltransduktion und
Zelldifferenzierung ist der Ausschluss einer LPS-Kontamination von besonderer Wichtigkeit
30 LPS zahlt zu den starksten bekannten Induktoren proinflammatorischer
Signaltransduktionskaskaden und ruft Uber den Toll-like-Rezeptor (TLR)-4 mit NF-kB-
Aktivierung in allen TLR-4 tragenden Zellen die Ausschiittung von TNF-a, IL-1-B, IL-6 und IL-
8 hervor 391393 Bej der Aufkonzentrierung von Strep-markierten, rekombinanten Proteinen
Uber eine Streptactin-Saule muss eine Kontamination mit LPS bedacht werden. Das fir die
Streptactin-S&ule verwendete Streptactin wird in Escherichia coli (Bakterien) hergestellt und
kovalent an eine Agarose-Matrix gekoppelt 24, Bei der Praparation kann es daher abhangig
von der jeweiligen Charge zu einer Anreicherung von LPS in der Agarose-Matrix kommen und
dadurch kdnnen Proteineluate mit LPS kontaminiert werden.

Zur Untersuchung des Einflusses von COMP auf die Interleukin-Freisetzung von PHC wurde
IL-6 im Uberstand der PHC mittels Immunoassay bestimmt. IL-6 spielt zusammen mit IL-1-8,
TNF-a und TGF-B eine zentrale regulatorische Rolle in der Arthrose 117226-229.305 Dabei zeigt
IL-6 eine IL-1-B, TNF-a und TGF-B abhangige Expression 2273%_ |n anderen Studien fand sich
eine deutliche IL-6-Induktion durch endogene Matrixmolekule 130-132245.266 \yeshalb IL-6 auch
in dieser Studie als ,Markerinterleukin“ verwendet wurde. Bei der Bestimmung von IL-6 ist auf
eine zugige Aufarbeitung der gewonnenen Proben zu achten, da IL-6 eine geringe biologische
Stabilitat und kurze Halbwertszeit hat 07,

Neben der Untersuchung einer veranderten Proteinfreisetzung mittels Immunoasssay wurde
der Einfluss von COMP auf die differenzielle Genexpression von PHC untersucht. Die
Untersuchung mittels gPCR bietet den Vorteil mit einem geringen Zeit- und Kostenaufwand
eine Veranderung in der Transkription mehrerer Gene zu untersuchen. Weitere Methoden der
Expressionsanalyse auf Proteinebene waren eine 2D-Gelelektrophorese 3% oder
massenspektrometrische Untersuchungen von Chondrozyten- und Knorpellysaten gewesen
309 Insbesondere Massenspektrometrie-basierte Proteomanalysen sind in der Lage mit
groBerer Sicherheit zunachst unbekannte Veranderungen in biologischen Systemen
aufzudecken 3%,

Eine Einschrankung dieser Studie ist die Tatsache, dass zur Stimulation von humanen
Chondrozyten murines COMP verwendet wurde. Ein Vergleich der Primarstruktur von
murinem und humanem COMP (UniProtkB: P35444 und P49747) zeigt eine Ubereinstimmung
von 90 % und eine Ahnlichkeit von 93,1 % (siehe Anhang 1). In friiheren Studien konnte eine

Modulation der Genexpression von PHC durch Kollagen Il aus Huhn und durch murines
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Matrilin-3 nachgewiesen werden 130132245 Eine biologische Aktivitat des murinen COMP an
humanen Chondrozyten erscheint daher als sehr wahrscheinlich. So zeigte in der hier
vorliegenden Studie eine Kostimulation von PHC mit humanem TGF-B und murinem COMP
eine hohere IL-6-Freisetzung als die alleinige Inkubation von PHC mit humanem TGF-[3. Dies
bestétigt die Annahme der biologischen Wirksamkeit/Bindungsfahigkeit von murinem COMP

an humane Proteine und Zellrezeptoren.

4.2. Schlussfolgerung aus der Studie zu Chondrozyten-COMP-Interaktionen
Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass COMP alleine keinen
unmittelbaren Einfluss auf die differenzielle Genexpression von PHC nimmt, wie dies fir
andere endogene Knorpelmatrixproteine gezeigt wurde 130-132:245.266-268.270 " Bhie gemeinsame
Inkubation von PHC mit COMP und TGF-p fuhrte jedoch zu einer starkeren IL-6-Freisetzung
als die Stimulation von PHC mit TGF-B allein. Daher konnte eine kooperative Wirkung von
COMP und TGF-B auf PHC, wie sie in anderen Zelltypen beschrieben wurde 282310 pestatigt
werden. Wird die verdnderte TGF-B-Signaltransduktion bei einer Arthrose berlcksichtigt
183,184,289 - konnte COMP somit zu einer Verstarkung der TGF-B-abhangigen Prozesse im
Rahmen einer Arthrose fuhren.
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4.3. ldentifizierung Arthrose-assoziierter Antikérper: Definition einer
autoimmun-Arthrose anhand neuer serologischer Biomarker?

Proinflammatorische Zytokine, eine MMP- und ADAMTS-vermittelte Degradation der
Knorpelmatrix, die Invasion von Immunzellen in die Synovia und die Aktivierung der
angeborenen Immunitat sowie die Knorpelmatrix-Komplement-Interaktionen wurden bereits im
Rahmen der Pathophysiologie einer Arthrose beschrieben. Um eine humorale, adaptive
Immunantwort im Rahmen einer Arthrose zu untersuchen, wurde Serum auf die Existenz von
Arthrose-assoziierten Antikdrpern untersucht (explorative Querschnittsstudie). Zum Nachweis
von Antikdrpern gegen Matrilin-3, Kollagen II, Kollagen VI, Fibrillin-2, CLEC3A, Tetranectin,
TSP-4 und COMP wurden diese durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot
mit Serum als Erstantikdrper analysiert. Bei Matrilin-3, Kollagen 1l, CLEC3A und COMP
handelt es sich um Proteine, die in erster Linie im Knorpel exprimiert werden. Kollagen VI,
Fibrillin-2 und TSP-4 stellen weitere extrazellulare Matrixproteine dar, die ebenfalls im Knorpel
oder in der Knorpelgenese eine Rolle spielen und bei Tetranectin handelt es sich um einen
nahen Verwandten von CLEC3A. Die Pravalenz der Antikdrper bei Patientinnen mit einer
Arthrose wurde mit der Pravalenz der Antikorper bei RA-Patientinnen und gesunden
Probandinnen verglichen. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen fanden
sich fur Antikdrper gegen TSP-4, COMP, Kollagen Il und CLEC3A.

Dass Antikorper gegen Komponenten der extrazellularen Knorpelmatrix im Rahmen einer
Arthrose eine Rolle spielen kdnnten, wurde bereits in den 1980er Jahren vermutet 3!, So
konnten bei Patientinnen mit einer Arthrose Antikérper gegen ein Chondrozyten-
Membranextrakt nachgewiesen werden 3!'. Die Zielantigene aus dem Chondrozyten-
Membranextrakt konnten bis heute nicht identifiziert werden. In der hier vorliegenden Studie
zeigten sich Antikorper gegen TSP-4 signifikant haufiger bei Patientinnen mit einer Arthrose
als bei den gesunden Kontrollen. Der Nachweis von TSP-4-Antikdrpern kdnnte folglich die
Diagnose einer Arthrose unterstiitzen. Interessanterweise wurde kirzlich gezeigt, dass bei
Patientinnen mit einer Arthrose die TSP-4-Expression im Knorpel mit dem Knorpelschaden
positiv korreliert 223, Darliber hinaus fanden sich Hinweise auf arthrosespezifische TSP-4-
Neoepitope, die fir eine veranderte Degradation von TSP-4 im Rahmen einer Arthrose im
Vergleich zum nattrlichen Gewebeumsatz sprechen 223, Unlangst konnte gezeigt werden,
dass TGF-B ein Regulator der TSP-4-Expression ist und das TSP-4 seinerseits die TGF-3-
Wirkung moduliert 2*. TGF-B wiederum spielt eine zentrale Rolle im Rahmen der
Pathophysiologie der Arthrose 82184187 Ahnlich zu TSP-4 finden sich auch fir COMP (TSP-
5) und COMP-Fragmente erhdhte Konzentrationen im Knorpel, in der Synovia und im Serum
von Patientinnen mit einer Arthrose %8110 COMP zeigt ebenfalls einen modulierenden
(verstarkenden) Einfluss auf die Wirkung von TGF-B 282, In der hier vorliegenden Studie

wurden Antikérper gegen COMP haufiger bei Probandinnen mit einer Arthrose als bei den
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gesunden Probandinnen nachgewiesen. Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch
signifikant. Auch Antikdrper gegen CLEC3A wurden haufiger bei Patientinnen mit einer
Arthrose nachgewiesen als bei gesunden Probandinnen. Dieser Unterschied war ebenfalls
nicht statistisch signifikant. Insgesamt konnten Antikdrper gegen extrazellulare Matrixproteine
haufiger bei Patientinnen mit einer Arthrose als bei den gesunden Kontrollen nachgewiesen
werden. Dieser Unterschied war statistisch hoch signifikant. Somit kénnte die Untersuchung
von Antikérpern gegen TSP-4, COMP und CLEC3A die diagnostische Sensitivitat zum
Nachweis einer Arthrose deutlich erhéhen.

Die Entstehung von lokalen und/oder systemischen Arthrose-assoziierten Autoantikérpern
gegen extrazellulare Matrixproteine lieRe sich wie folgt erklaren. Die Pathophysiologie der
Arthrose ist durch eine chronische, niedrigschwellige inflammatorische Komponente gepréagt
9.23,33,42,43,57,117,225,228-230,233,235,236,240.250 ' Haryorzuheben ist eine erhohte Expression von IL-1-B,
IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a 226229 |-17 312313 || -22 314 ynd eine veranderte beziehungsweise eine
erhohte Aktivitat von TGF- 183184187.261.289 Dyje (1berwiegend milde Synovialitis einer Arthrose
424355235 jst  histomorphologisch durch die Invasion von aktivierten Makrophagen, B-
Lymphozyten und T-Lymphozyten gekennzeichnet 243315319 |nsbesondere IL-6 und IL-10
spielen eine wichtige Rolle in der B-Zell-Aktivierung und -Proliferation sowie bei der
Immunglobulinsynthese 320-326, Plasmazellen (aktivierte B-Zellen) in der Synovialflissigkeit von
Patientinnen mit einer Arthrose sind ihrerseits ursachlich fur erhdhte IL-6-Konzentrationen im
Gelenk von Patientinnen mit einer Arthrose %7, Zuséatzlich wurde eine positive Korrelation
zwischen der IL-6-Konzentration im Gelenk und einer intraartikularen Immunglobulinsynthese
bei Patientinnen mit entztindlichen Gelenkerkrankungen nachgewiesen 328, |L-6 ist dartber
hinaus in der Lage, durch die Induktion von IL-4 in CD4-positiven T-Zellen, diese zu Typ 2 T-
Helferzellen (Tu2-Zellen) zu differenzieren 32°. Das Fehlen von IL-6 fihrte im Tierversuch zu
einem Mangel an Tp2-Zellen 33°. Ty2-Zellen wiederum spielen eine zentrale Rolle in der B-Zell-
Differenzierung zu Plasmazellen 3333, Darliber hinaus konnte fir IL-17 und IL-22 gezeigt
werden, dass sie zusammen mit TGF-f und IL-6 T-Helferzellen vom Typ 17 (Tnul17-Zellen)
aktivieren 334335 T,17-Zellen sekretieren wiederum IL-17 und IL-22 und Tn17-Zellen spielen
eine Rolle in der Regulation bzw. Induktion von Autoimmunitat 3343%, |Im Rahmen der RA hat
die Aktivierung von Tul7-Zellen und ihre Sekretion von IL-21 und IL-22 eine zentrale Rolle in
der Induktion von Plasmazellen zur Produktion von pathogenetisch wirksamen
Autoantikorpern gegen citrullinierte Matrixproteine 3. AngestoRen durch die Wirkungen der
verschiedenen Interleukine kommt es zu einer Aktivierung von knorpelabbauenden Enzymen:
darunter MMP1, MMP3, MMP13 3334117227 gowie ADAMTS4 und ADAMTS5 33:116.231-233  5omit
kommen im Gelenk von Arthrosepatientinnen Antigene (extrazellulare Matrixporteine und
Matrixprotein-Fragmente), antigenprasentierende Zellen, die notwendigen B- und T-Zellen

sowie die fur eine Antikorperbildung essenziellen Interleukine in einem insgesamt
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proinflammatorischen Mikromilieu zusammen. Ob Autoantikorper gegen extrazellulare
Matrixproteine im Rahmen einer Arthrose eine konkrete pathophysiologische Rolle spielen
oder ob sie lediglich als Folge der lokalen Aktivierung des Immunsystems phanomenologisch
nachgewiesen werden kdnnen, muss jedoch durch weitere Studien geklart werden.

Die  Verlaufsformen  einer  Arthrose  unterscheiden  sich hinsichtlich der
Progressionsgeschwindigkeit, durch die Schwere der Symptomatik, durch Gelenkprozesse mit
oder ohne akut-entziindliche Episoden und durch einen konstanten Verlauf oder einen Verlauf
in Schuben 49 Biochemische Biomarker einer Arthrose, die mit einer spezifischen
Pathophysiologie (molekularer Endotyp) und mit einem bestimmten klinischen
Erscheinungsbild (klinischer Phanotyp) korrelieren, nehmen eine immer zentralere Rolle
hinsichtlich einer Untergliederung der Arthrose in Subtypen ein 2%, Eine solche
Unterscheidung in Arthrosesubtypen oder molekulare Endotypen erscheint insbesondere fir
individuelle, verlaufsmodifizierende Therapien von essentieller Bedeutung zu sein 2372%, In der
Therapie stellt die Reduktion der beeinflussbaren &tiologischen Risikofaktoren eine zentrale
Rolle dar . Der in der hier vorliegenden Studie erbrachte Nachweis von Antikérpern gegen
extrazellulare Matrixproteine im Rahmen einer Arthrose legt somit einen autoimmunen oder
Autoantikdrper-assoziierten Arthrosesubtyp nahe. So konnte erst kirzlich gezeigt werden,
dass Immunkomplexe aus COMP und Kollagen Il im Mausmodel in der Lage sind, direkt mittels
Fc-Rezeptoren auf freien Nervenendigungen Schmerzen auszulosen 3. Diese
Schmerzinduktion war unabhangig von anderen typischen Schmerztriggern 3. Die in der hier
vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Antikdrper gegen extrazellulare Matrixmolekiile,
insbesondere Antikérper gegen TSP-4, COMP und gegen CLEC3A, kdnnten somit eine
mdogliche Ursache fir eine starkere Schmerzsymptomatik bei Arthrosepatientinnen mit
autoimmuner Krankheitskomponente sein. In diesem Zusammenhang sollten insbesondere
Patientinnen mit stark symptomatischen (Poly-) Arthrosen in weiteren Studien auf die Prasenz
der hier beschriebenen Antikérper untersucht werden. Dariiber hinaus kdnnten Patientinnen
mit einer Autoantikdrper-assoziierten Arthrose gegebenenfalls von einer (lokalen)
immunmodulatorischen/immunsuppressiven Therapie profitieren. Solche therapeutischen
Ansatze konnten umso effektiver sein, je mehr unterschiedliche Autoantikorper
Arthrosepatientinnnen zeigen, je hoher die Titer solcher Autoantikdrper und je hoher die
Affinitaten solcher Autoantikdrper gegen bestimmte extrazellulare Matrixproteine waéren.
Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Kortison in Plasmazellen bei
proinflammatorischer Kostimulation in der Lage ist, die Antikérpersynthese zu verstarken 33,
So fand sich im Rahmen einer Studie zur intraartikularen Kortisontherapie an Patientinnen mit
einer RA eine deutliche und rasche Verschlechterung des radiologischen Gelenkbefundes
nach intraartikularer Kortisonapplikation im Verlauf 33, Pathophysiologisch relevante

Autoantikérper gegen extrazellulare Matrixproteine konnten nun eine weitere Erklarung fur
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diese Beobachtung darstellen. Somit stellt sich die Frage, ob bei Patientinnen mit einer
Autoantikérper-assoziierten Arthrose eine intraartikulare Kortisongabe kontraindiziert sein
konnte.

Bei den in der hier vorliegenden Studie beschriebenen Antikorpern gegen extrazellulare
Matrixproteine im Serum der Probanden handelt es sich um IgG-Antikorper. Aul3erdem wurden
initial (Vorversuche) auch IgM-Antikdrper gegen extrazellulare Matrixproteine untersucht. Da
sich jedoch bei den IgM-Antikbrpern keine arthrosespezifischen Assoziationen zeigten,

wurden diese Untersuchungen nicht weiterverfolgt.

In der hier vorliegenden Studie wurden neben Patientinnen mit einer Arthrose und gesunden
Probandinnen auch Patientinnen mit einer RA auf die Pravalenz von Antikbrpern gegen
Matrilin-3, Kollagen Il, Kollagen VI, Fibrillin-2, CLEC3A, Tetranectin, TSP-4 und COMP
untersucht. Antikorper gegen TSP-4, COMP und CLECS3A zeigten sich bei Patientinnen mit
einer RA haufiger als bei den gesunden Kontrollen. Die Unterschiede waren signifikant bis
hochsignifikant. Der Unterschied von RA- und Arthrosepatientinnen hinsichtlich der Pravalenz
an Antikorpern gegen extrazellulare Matrixproteine wurde im Rahmen der hier vorliegenden
Studie nicht weiter vertieft, da der Fokus auf der Identifizierung von Arthrose-assoziierten
Antikodrpern lag und Autoantikdrper gegen extrazellulare Matrixproteine im Rahmen einer RA
keine Neuheit darstellen 34341 Im Verlauf einer RA wurden bisher Autoantikdrper gegen
(citrullinierte) extrazellulare Matrixproteine wie Fibronektin und Kollagene beschrieben 341342,
Solche und weitere Autoantikérper gewinnen in der RA eine pathogenetische Wirksamkeit
durch eine veranderte Glykosylierung am Fc-Fragment, die sie von natlrlichen und nicht
pathogenen Autoantikdrpern unterscheidet 2. In der hier vorliegenden Studie wurden TSP-4,
COMP und CLEC3A als Autoantigene in der RA erstmalig beschrieben. Im Tiermodel
entwickeln mit COMP immunisierte Mause im Verlauf eine chronische Arthritis, die der
Kollagen-induzierten-Arthritis (CIA) ahnelt 343344, Der Nachweis von Antikérpern gegen TSP-
4, COMP und CLEC3A erlaubte im Rahmen dieser Studie eine sichere Unterscheidung
zwischen gesunden Probandinnen und RA-Patientinnen. Bei allen RA-Patientinnen konnten
Antikorper gegen TSP-4, COMP oder CLEC3A nachgewiesen werden. Der Goldstandard in
der serologischen RA-Diagnostik, der Nachweis von Antikdrpern gegen citrullinierte Proteine
mit Hilfe des anti-zyklisch-citrullinierten Peptid (ACCP)-Tests, zeigt lediglich eine Sensitivitat
von 70 bis 80 Prozent jedoch mit einer exzellenten Spezifitat von nahezu 100 Prozent 34347,
Somit stellt sich die Frage, ob die Antikérper gegen COMP, TSP-4 und CLECS3A
gegebenenfalls einen zusatzlichen Beitrag zur Diagnostik einer RA leisten konnten. In der hier
vorliegenden Studie lasst sich die diagnostische Spezifitdt und Sensitivitat der Antikorper
gegen TSP-4, COMP und CLEC3A flr die Diagnose einer Arthrose oder einer RA jedoch nicht

abschlieRend beurteilen. Insgesamt kénnte der Nachweis von Antikérpern gegen TSP-4,
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COMP und CLEC3A zur Diagnose einer Arthrose nach klinisch-serologischen Ausschluss
einer RA Verwendung finden.

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie zeigten sich Antikdrper gegen Kollagen Il bei den
gesunden ProbandIinnen haufiger als bei den Patientinnen mit einer Arthrose oder einer RA.
In anderen Studien konnten hingegen Antikdrper gegen Kollagen Il im Rahmen einer RA
nachgewiesen werden 34342 Eine weitere Studie beschrieb jedoch das Auftreten von Kollagen
IX- und Kollagen XI-Antikérpern bei Patientinnen mit einer Arthrose und zeigte, dass Kollagen
lI-bindende Antikdrper (IgG) bei Patientinnen mit einer Arthrose bis zu 10 Prozent des
gesamten Immunglobulin G des Patienten ausmachen konnen 3%, In weiteren Studien an
Patientinnen mit einer RA und Patientinnen mit weiteren Gelenkerkrankungen bzw.
Erkrankungen mit Gelenkbeteiligung fanden sich deutlich héhere Pravalenzen an Antikérpern
gegen denaturierte (milde Denaturierung bei 46 °C fur 20 Minuten) Kollagene als an
Antikérpern gegen native Kollagene 3434 Dieser Effekt zeigte sich fur alle
Untersuchungsgruppen 34834 AntikGrpern gegen native Kollagene wurde jedoch eine hohere
pathogenetische Rolle fiir die RA beigemessen 3349, Der Antikdrpernachweis in der hier
vorliegenden Studie wurde an stark denaturierten Proteinen (95 °C & SDS fur 5 Minuten,
Immunoblot) durchgefuhrt. Moglicherweise fiihrte die Denaturierung im Fall von Kollagen Il zu
einem Verlust der typischen immunogenen Epitope, die bei Patientinnen mit einer RA eine
Rolle spielen. Dartiber hinaus konnte die starke Denaturierung von Kollagen Il zu einer
Zuganglichkeit von normalerweise verdeckten Epitopen gefiihrt haben, an die immunregulative
(unspezifisch bindende oder kreuzreagierende und niedrigaffine) Antikbrper der
,gelenkgesunden“-Probanden binden konnten 359351, So fanden sich bei Untersuchungen zur
Kollagen llI-induzierten Proliferation von T-Zellen bei Patientinnen mit einer RA und gesunden
Probandinnen bei 36 % der gesunden Probandinnen (ohne Nachweis von Kollagen II-
Antikérpern im Serum) eine Kollagen ll-induzierte Stimulation von T-Zellen, wohingegen RA-
Patientinnen ohne Nachweis von Kollagen ll-Antikbrpern im Serum in lediglich 5 Prozent der
Falle eine solche T-Zell-Stimulation zeigten 352, Ursachlich fir dieses Phanomen wurde eine
unvollstandige (Thymus-vermittelte) Toleranz naiver T-Zellen gegen Kollagen Il angenommen
32 Insgesamt konnte somit der Nachweis von Kollagen II-Antikdrpern mittels Immunoblot, wie
er in der hier vorliegenden Studie durchgefihrt wurde, dem Ausschluss einer degenerativen
Gelenkerkrankung dienen.

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie zeigten sich Matrilin-3-spezifische
Antikorperreaktivititen bei allen Probandinnen. Unterschiede zwischen einzelnen
Probandinnen hinsichtlich ihrer Antikorpersignale — und insbesondere fehlender Signale
(interne Negativkontrolle) gegen ein spezifisches Protein — qualifizieren die tatséchlich
gefundenen Signale als antikorperspezifische Signale. Fir Matrilin-3 finden sich diese

Unterschiede nicht. Ob dies bei Matrilin-3 durch einen Praparationsartefakt, durch eine
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ubiquitare Kreuzreaktion zu erklaren ist oder aber ob tatséchlich alle Probandinnen Antikorper
gegen Matrilin-3 besitzen, bleibt somit offen. Weiterhin muss darauf hingewiesen werden, dass
es sich bei dem hier verwendeten Matrilin-3-Konstrukt um ein Matrilin-3 ohne
Oligomerisierungsdomane (Monomer) handelt. Durch die fehlende Doméne im
Proteinkonstrukt kénnten im nativen Protein nicht vorkommende Neoepitope eine Rolle
gespielt haben. Eine Kontrolle dieser Hypothese durch die Verwendung eines nativen Matrilin-
3 konnte im Rahmen dieser Studie jedoch nicht weiterverfolgt werden.

Bei der hier durchgefihrten Studie handelt es sich um eine explorative, prospektive
Beobachtungsstudie. Eine wichtige Einschrankung der Studie liegt in der niedrigen
Probandinnenzahl. Fur konfirmatorische Studien hingegen ist es ublich, mit einer a-priori
Fallzahlanalyse eine Power von = 80 % vorauszusetzen. In der hier vorliegenden Studie wird
fur die Untersuchung von TSP-4-Antikérpern als Unterscheidungsmerkmal zwischen
Patientinnen mit einer Arthrose und Gelenkgesunden post-hoc eine Power von 62,3 % erreicht
(mit je 10 Probandinnen in der Arthrosegruppe und in der gesunden Kontrollgruppe, einem
zweiseitigen Fisher-Exakt-Test, einem Signifikanzniveau von 5 % und einer Pravalenz von 50
% TSP-4-Antikorpern in der Arthrosegruppe gegen eine Pravalenz von 0 % TSP-4-Antikorpern
in der gesunden Kontrollgruppe; G*Power, Version 3.1.9.2 3%%). Eine weitere Einschrankung in
der hier vorliegenden Studie lag in einem signifikanten Altersunterschied zwischen den
Untersuchungsgruppen. Die Proben fir alle drei Untersuchungsgruppen entstammen einer
kleineren Biobank mit eingeschrankten Mdglichkeiten zur Bereitstellung von sogenannten
.,matched controls“ (Patientinnen- und Kontrollgruppen, die sich hinsichtlich ihrer
Einflussfaktoren gleichen). Die quantitativen Ergebnisse der hier vorliegenden Studie machen
nun jedoch erstmals eine a-priori Fallzahlanalyse fir eine konfirmatorische Studie mdglich.
Weiter mussen fir eine entsprechende konfirmatorische Studie die Untersuchungsgruppen
hinsichtlich ihrer Einfluss- und Risikofaktoren abgeglichen (matched controls) werden. Sollte
kein ausreichendes ,Matching” mdglich sein, muss die Fallzahl so gewahlt werden, dass
Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht und Risikofaktoren fiir eine Arthrose hinsichtlich ihres
attributiven Effekts fir das Vorkommen der verschiedenen Antikérper modelliert werden
kénnen. Abschlie3end ist auf Grund der unterschiedlichen Antikorper, die getestet wurden und
aus den daraus resultierenden kombinatorischen Mdglichkeiten das Problem der a-Fehler-
Kumulierung zu bertcksichtigen. Beim Testen von 100 Hypothesen auf Basis eines
Datensatzes mit einem Signifikanzniveau von 5 % waren funf Hypothesen zu erwarten, die
falschlich als signifikant angenommen wirden. Eine Mdglichkeit zur Kontrolle der a-Fehler-
Kumulation besttinde in der Bonferroni-Holm-Korrektur 354:3%5,

Der Nachweis von Antikérpern in Patientinnen- und Kontrollseren erfolgte in der hier
vorliegenden Studie mittels Immunoblot. Hierfir wurden Matrilin-3, Kollagen II, Kollagen VI,
Fibrillin-2, CLEC3A, Tetranectin, TSP-4 und COMP mittels Immunoblot mit Serum als
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Erstantikorper sowie Antihumanglobulin als Zweitantikorper analysiert. Der Nachweis der
Antikbrper mittels Immunoblot liefert eine sehr sichere Unterscheidung zwischen
proteinspezifischen und artifiziellen Signalen °¢. Ein Nachteil liegt jedoch in dem hohen
Kosten- und Zeitaufwand sowie einer eingeschrankten Quantifizierbarkeit der Ergebnisse. Ein
Immunoassay (ELISA-Style-Assay) hingegen hat den Vorteil einer sehr guten
Quantifizierbarkeit der gemessenen Signale, den Vorteil mit nativen Proteinen arbeiten zu
konnen und er ist weniger kosten- und zeitintensiv in der Abarbeitung 3%¢. Der Nachteil eines
Immunoassay liegt jedoch in einer wesentlich niedrigeren Signalspezifitat (mehr falsch-positive
Signale) und einer hoheren Kontaminationsanfalligkeit 3.

In der hier vorliegenden Studie wurde auch mittels Immunoassay (ELISA-Style-Assay) nach
Arthrose-assoziierten Antikérpern gesucht. Es zeigte sich jedoch nur eine maRige Korrelation
zwischen den Ergebnissen der Immunoblots und der Immunoassay. Erklarend fir den
Unterschied zwischen Immunoblot und Immunoassay konnten Kontaminationen der
Proteinpraparationen sein (u.a. LPS), die im Immunoblot nicht nachweisbar waren. Eine
weitere mogliche Ursache fur die maflige Korrelation zwischen Immunoblot und Immunoassay
kénnte darin liegen, dass im Immunoassay native Proteine verwendet wurden. Im Rahmen
von degenerativen Gelenkerkrankungen werden die Proteine jedoch mechanisch und durch
Proteinasen degradiert. Mogliche Neoepitope werden im nativen Protein gegebenenfalls nicht
prasentiert, jedoch durch die Denaturierung in der SDS-PAGE.

4.4. Schlussfolgerung aus der Studie zur ldentifizierung Arthrose-assoziierter
Antikdrper
Zusammenfassend wurde in dieser Studie eine erhdhte Pravalenz von Autoantikdrpern gegen
TSP-4, COMP und CLEC3A im Serum von Patientinnen mit einer Arthrose im Vergleich zu
gesunden Probandinnen gezeigt. Ausgehend von diesen Ergebnissen konnte der Nachweis
von Autoantikdrpern gegen TSP-4, COMP und CLEC3A die Diagnose einer Arthrose
unterstitzen. Weiterhin legen die in dieser Studie vorliegenden Ergebnisse nahe, dass es eine
autoimmune bzw. Autoantikoérper-assoziierte Arthrose als weiteren Arthrosesubtyp (Endotyp)
gibt. Bei Patientinnen mit einer autoimmunen Arthrose konnten immunmodulatorische

beziehungsweise immunsuppressive Therapien erfolgreich sein.
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Anhang 1

FHEFHAE A A A AR A AR RS A SRS

# Program: stretcher

# Rundate: Thu 25 Jul 2019 02:01:55
# Commandline: stretcher
# -auto

# -stdout

# -asequence
plm.asequence

# -bsequence
plm.bsequence

# -datafile EBLOSUMG62
# -gapopen 1

# -gapextend 1

# -aformat3 pair

# -sproteinl

# -sprotein2

# Align format: pair

#

Report file: stdout

igsadssdsssadsddssaaasddiasaaadsasaadndidi

#

#

# Aligned sequences: 2

# 1: EMBOSS 001

# 2: EMBOSS 001

# Matrix: EBLOSUMG62

# Gap_penalty: 1

# Extend penalty: 1

#

# Length: 769

# Identity: 692/769 (90.0%)

# Similarity: 716/769 (93.1%)

# Gaps: 26/769 ( 3.4%)

# Score: 3914

#

#

#

EMBOSS_OOl 1 M-SP-TACVLVLALAAL-RATGQGQ-IPLGGDLAPQMLRELQETNAALQD
R e e e R

EMBOSS 001 1 MV-PDTACVLLLTLAALG-ASGQGQS-PLGSDLGPQMLRELQETNAALQD

EMBOSS_OOl 47 VRELLRHRVKEITFLKNTVMECDACGMQPA-RTPGL-SVRPVAL-CAPG-
T T S - T I - O A O O B I - R B

EMBOSS_OOl 48 VRELLRQQVREITFLKNTVMECDACGMQQSVRT-GLPSVRPL-LHCAPGF

EMBOSS 001 93 SCFPGVVC--TETATGARCGPCPPGYTGNGSHCTDVNECNAHPCFPRVRC
e N N A R RN

EMBOSS_OOl 96 -CFPGVACIQTES--GARCGPCPAGFTGNGSHCTDVNECNAHPCFPRVRC

EMBOSS 001 141 INTSPGFHCEACPPGFSGPTHEGVGLTFAKTNKQVCTDINECETGQHNCV
N e e R RN

EMBOSS_OOl 143 INTSPGFRCEACPPGYSGPTHQGVGLAFAKANKQVCTDINECETGQHNCV

EMBOSS_OOl 191 PNSVCVNTRGSFQCGPCQPGFVGDQRSGCQRRGQHFCPDGSPSPCHEKAD
S I A O I O

EMBOSS 001 193 PNSVCINTRGSFQCGPCQPGFVGDQASGCQRRAQRFCPDGSPSECHEHAD

emboss _stretcher-I20190725-020153-0908-77070062-

emboss stretcher-I20190725-020153-0908-77070062-

46
47
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95
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142
190
192
240

242
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EMBOSS_ 001
EMBOSS_ 001
EMBOSS_001
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EMBOSS_ 001
EMBOSS_001
EMBOSS_ 001
EMBOSS_001
EMBOSS_ 001
EMBOSS_ 001

EMBOSS 001

241 CILERDGSRSCVCAVGWAGNGLLCGRDTDLDGFPDEKLRCSERQCRKDNC

Pttt rrrr ettt ettt e
243 CVLERDGSRSCVCAVGWAGNGILCGRDTDLDGFPDEKLRCPERQCRKDNC

291 VIVPNSGQEDVDRD-RIGDACDPDADGDGVPNEQDNCPLVRNPDQRNSDK

293 VIVPNSGQEDVDRDG-IGDACDPDADGDGVPNEKDNCPLVRNPDQRNTDE

340 DKWGDACDNCRSQKNDDQKDTDRDGQGDACDDDIDGDRIRN-VADNCPRV

342 DKWGDACDNCRSQKNDDQKDTDQDGRGDACDDDIDGDRIRNQ-ADNCPRV

389 PN-FDQSDSDGDGVGDACDNCPQKDNPDQRDVDHDFVGDACDSDQDQDGD

A R R R R R R R
391 PNS-DQKDSDGDGIGDACDNCPQKSNPDQADVDHDFVGDACDSDQDQDGD

438 GHQODSRDNCPTVPNSAQQDSDHDGKGDACDDDDDNDGVPDSRDNCRLVPN

FEETEErrrrrr ettt ettt et et e
440 GHQODSRDNCPTVPNSAQEDSDHDGQGDACDDDDDNDGVPDSRDNCRLVPN

488 PGOED-NDRDGVGDACQGDFDADKVIDKIDVCPENAEVTLTDFRAFQTVV

R e e A AR R
490 PGQEDA-DRDGVGDVCQDDFDADKVVDKIDVCPENAEVTLTDFRAFQTVV

537 LDPEGDAQIDPNWVVLNQGMEIVQTMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTFHV

PErrrrrrrerrr et r e e
539 LDPEGDAQIDPNWVVLNQGREIVQTIMNSDPGLAVGYTAFNGVDFEGTFHV

587 NTATDDDYAGFIFGYQDSSSEFYVVMWKQOMEQTYWQANPFRAVAEPGIQLK

Lot rrrrrrr e e e
589 NTVTDDDYAGFIFGYQDSSSFYVVMWKQMEQTYWQANPFRAVAEPGIQLK

637 AVKSSTGPGEQLRNALWHTGDTASQVRLLWKDPRNVGWKDKTSYRWFLQH

PEErrrrrrerr ettt e e et e
639 AVKSSTGPGEQLRNALWHTGDTESQVRLLWKDPRNVGWKDKKSYRWFLQH

687 RPQVGYIRVRFYEGPELVADSNVVLDTAMRGGRLGVFCFEFSQENIIWANLR

PErrrrrrrerrrrrrrrrr et e r e
689 RPQVGYIRVRFYEGPELVADSNVVLDTTMRGGRLGVFCFSQENIIWANLR

737 YRCNDTIPEDYERHRLRRA

PEETTEEEEErr et
739 YRCNDTIPEDYETHQLRQA

755

757

290
292
339
341
388
390
437
439
487
489
536
538
586
588
636
638
686
688
736

738
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