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1 Einfiihrung

1.1 Rheumatoide Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische systemische Autoimmunerkrankung. Sie verlauft
meist schubweise, flhrt jedoch zu einer progressiven, destruierenden Entziindung der Gelenke
mitsamt des Sehnen- und Halteapparates. Hierbei kommt es zu Schmerzen, teigiger Schwellung und
Bewegungseinschrankung mit folgender Deformierung und maoglicher Ankylosierung der Gelenke

mit entsprechenden Komplikationen.

Mitunter kann es bei schwerverlaufender RA nach Jahren zu extraartikuldaren Manifestationen
kommen, wobei das kardiovaskuldre System, die Lunge, die Nieren, die Haut, die Augen oder das

periphere Nervensystem betroffen sein konnen (Cojocaru 2010).

1.1.1 Epidemiologie

Laut den statistischen Daten des Robert Koch-Institutes aus dem Jahre 2010 liegt die Pravalenz der
RA in Deutschland zwischen 0,5 % und 0,8 % der erwachsenen Bevolkerung (Zink et al. 2010). Die
Inzidenz steigt mit dem Alter an, wobei das mittlere Erkrankungsalter in der fliinften Lebensdekade
liegt. Die Anzahl der Neuerkrankungen pro Jahr liegt bei Mannern etwa bei 20 bis 30 / 100.000 und
bei Frauen bei 40 bis 60 / 100.000. Frauen haben ein etwa dreifach héheres Risiko im Vergleich zu
Mannern an RA zu erkranken, jedoch gleicht sich dies mit steigendem Alter immer weiter aus,
sodass bei einer Erstmanifestation jenseits des 75. Lebensjahres Manner und Frauen gleich oft

betroffen sind (Oliver und Silman 2009).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie bleibt bis zum heutigen Tag groRtenteils ungeklart. Es gibt verschiedene Daten, die
aber alle insgesamt darauf hindeuten, dass es sich bei der RA um eine polyatiologische Erkrankung
handelt. Eine der gangigsten Hypothesen ist die Fehlregulation des Immunsystems, die vor allem
durch erbliche Veranlagung, aber auch durch bestimmte Noxen und Umweltfaktoren verursacht

wird, die im Weiteren aufgelistet werden.

Anhand von Familienstudien wurde festgestellt, dass Verwandte ersten Grades von Patienten mit
RA drei bis finf Mal haufiger eine RA im Laufe ihres Lebens entwickelten als in der gesunden
Kontrollgruppe. AuRerdem wurde bei den monozygoten Zwillingen im Gegensatz zu den dizygoten
eine Krankheitskonkordanz von 30 % versus 5 % beobachtet. Diese Daten deuten auf eine genetisch

bedingte familidre Haufung vor allem bei erosiver RA (Hemminki et al. 2009).



1976 stellte Stastny fest, dass 70 % der RA-Patienten eine erhdhte Pravalenz an HLA-DRw4 aufwei-
sen. Durch weiterfiihrende Studien wurde eine Assoziation zwischen RA und bestimmten Subtypen
von DR4 und deren Vorkommen in unterschiedlichen ethnischen Gruppen festgestellt. Man fand
heraus, dass DRB1*0401, DRB1*0404 gehauft bei Kaukasiern und DRB1*0405, DRB1*0408 vor
allem im Mittelmeerraum und Japan bei RA-Erkrankten vorkommen (Fries et al. 2002; Yelamos et
al. 1993). Diese und auch weitere Allele, die eine dhnliche Aminosaurefrequenz in der HLA-DRB-1-
Region aufweisen, auch als shared epitope bekannt, fiihren zu einer héheren Pradisposition fiir die
Entwicklung der RA und zu einer schlechteren Prognose (Gregersen et al. 1987). Das Epitop spielt

eine wichtige Rolle bei der Prasentation des Antigens den T-Lymphozyten.

Fiir den Verlauf und die Prognose der RA ist die Gendosis (Kombination der Gene) relevant. Hatten
die Patienten zwei mit der Krankheit assoziierte Gene, so zeigten sie meist ein schweres Fortschrei-
ten der RA mit starken erosiven Verdanderungen an den Gelenken und extraartikuldaren Manifesta-
tionen. Die Trager des shared epitope, vor allem mit der zweifachen Genauspragung, brauchten

eine aggressivere und kombinierte Therapie (Roudier 2006).

Auller der genetischen Ursache werden auch infektiose diskutiert. Es ist jedoch noch nicht
gesichert, dass Viren oder Bakterien eine Autoimmunitat auslosen kdnnen. Untersucht wurden der
Epstein-Barr-Virus (EBV), Retroviren, Parvovirus B19, Herpesviren, Zytomegalievirus, Mykoplasmen
und viele andere. Von besonderem Interesse ist vor allem der Epstein-Barr-Virus, da bei 80 % der
an RA Erkrankten vermehrte Antikdrperbildung gegen EBV und Virus-DNA in der Synovia nachge-
wiesen wurde. AuRerdem ist die Anzahl EBV-infizierter B-Lymphozyten stark erhéht im Vergleich
zur gesunden Population. Es gibt eine Aminosdurenhomologie im HLA-DRw4 und dem EBV-Protein

gp110, was Uber shared epitope moglicherweise zur RA-Pathogenese beitragt (Ollier 2000).

Als weitere Risikofaktoren sind das weibliche Geschlecht, eine friihe Menarche und spate Meno-
pause aufgrund der proinflammatorischen Wirkung der Sexualhormone, ein Alter iber 45 Jahre,
Ubergewicht, Rauchen und Erkrankungen im Nasen-Rachen-Raum zu erwdhnen (Oliver und Silman

2009).

1.1.3 Prognose

Die Risikofaktoren fiir die radiologische Progression und die Arbeitsunfahigkeit bei Patienten mit
RA sind der Befall groRer Gelenke, wie Schulter, Ellenbogen, Knie, Hiifte, Halswirbelsdule, eine
anhaltende hohe Aktivitat der Erkrankung und hohe Titer des Rheumafaktors (RF) und CRP.
Zusatzlich gehort die rheumatoide Arthritis zu den prognostisch unglinstigen Erkrankungen und
wird bezlglich des erhéhten kardiovaskuldaren Risikos mit dem Diabetes mellitus Typ Il oder einer

koronaren DreigefdaRerkrankung verglichen.



Die Ursache fir eine unglinstige Prognose der RA ist unter anderem eine lange Periode zwischen
dem Auftreten der Krankheit und der Diagnose mit Einleitung einer adaquaten Therapie. Als
weitere Faktoren gelten ein friiher Befall der groRen Gelenke, eine hohe Aktivitat der RA, die nicht
auf Therapie anspricht, eine initial seropositive (rheumafaktorpositive) RA, eine symmetrische
Gelenksbeteiligung, ein hohes Erkrankungsalter, ein frihes Auftreten von Knochenusuren/

-erosionen und Vorhandensein des HLA-DRw4-Allels.

Das Voranschreiten des Gelenkbefalls, die extraartikuldare Manifestation und die toxische Wirkung
der Medikamente fiihren zu einer Minderung der Lebenserwartung um fiinf bis zehn Jahre im
Vergleich zu der gesunden Population. Das erhéhte Sterberisiko ist mit opportunistischen Infektio-
nen, wie Pneumonie oder Pyelonephritis, Agranulozytose, Erkrankungen des Gastrointestinal-

traktes und vor allem mit kardiovaskuldren Erkrankungen verbunden (Symmons 2002).

Durch eine rechtzeitige Einleitung der Therapie und eine gute Betreuung der Patienten mit RA kann
man heute von einer Remissionsrate von tiber 50 % ausgehen (Zink et al. 2010). Die Remission tritt

meist im Verlauf des ersten Jahres nach Ausbruch der Krankheit ein.

1.1.4 Pathogenese

Die Pathogenese der RA ist sehr komplex und noch nicht ausreichend erforscht. Jedoch sind einige
entscheidende Faktoren in der Entwicklung dieser rheumatischen Erkrankung entschliisselt und
erlauben so eine gezielte Therapie. Die chronische Entziindung wird vor allem durch Infiltration und
nachfolgende Proliferation der immunkompetenten Zellen, wie Makrophagen, T- und B- Lympho-
zyten und aktivierten Synovialfibroblasten in der Synovialis hervorgerufen, was wiederum zu einer
Ausschittung von Zellmediatoren — Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekiilen, des
Weiteren zur Synthese der Autoantikorper (Anti-CCP) und Bildung von Immunkomplexen (Rheuma-
faktor) fuhrt. Diese Prozesse fordern die Vaskularisation und die Hyperplasie der Synovialis
(Pannusbildung), eine Aktivierung der Cyclooxygenase 2 (COX-2) mit einer verstarkten Synthese der
Prostaglandine und Entwicklung einer Entziindungsreaktion, eine Ausschiittung von proteolyti-
schen Enzymen und Aktivierung der Osteoklasten. All dies flihrt zu einer Zerstérung des gesunden

Gewebes und zur Entstehung von Deformierungen des Gelenks (Cutolo et al. 2002).
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Das Gelenk ist ein geschlossenes System, in dem es durch Bewegung zu einer Reibung der Flachen
kommt und somit zum Abschilfern und Eindringen von Mikropartikel des Knorpels, der Synovial-
fibroblasten und Bestandteilen von Blut. Betrachtet man die Lage der Gelenke, so kdnnen diese
einer moglichen Beeinflussung von aufien unterliegen, durch Druck, kleinere Stof3e, Verletzungen.
Es kommt zu einer leichten Entziindungsreaktion mit einer erhéhten Durchlassigkeit der Synovia-
venolen flr Leukozyten, besonders Lymphozyten und Monozyten. Wahrend die gesunde Synovial-
membran keine Lymphozyten aufweist, kommt es bei der RA zu einer massenhaften Infiltration mit
T-Lymphozyten, Monozyten und B-Zellen. Die ein- bis dreizellige Deckzellschicht der Synovia
besteht im normalen Zustand aus Makrophagen (A-Synoviozyten) und Fibroblasten (B-Synoviozy-
ten) (Hitchon und El-Gabalawy 2011). Die wichtigste Funktion der Makrophagen ist die Phagozytose
der Antigene und Prasentation dieser an die T-Lymphozyten. Hierbei handelt es sich sowohl um das
Antigenmaterial lokalen Ursprungs, als auch aus dem peripheren Blut, welches moglicherweise
durch Monozyten miteingeschleppt wird, welche die untergegangenen Makrophagen ersetzen. Die
A-Synoviozyten phagozytieren die Antigene und prdsentieren die Peptidfragmente (iber die
Klasse-lI-HLA-Molekiile, die sich an der Oberflache der Makrophagen befinden. Nur so kdnnen die
Antigene von den T-CD4*-Helferzellen erkannt werden. Diese proliferieren ihrerseits und sezer-
nieren Zytokine wie Interferon-y (IFN-y) und Interleukine (IL), vor allem IL-1 und IL-6. Dadurch
werden B-Lymphozyten zur Differenzierung in Plasmazellen und zur Produktion von Antikérpern
angeregt. Nicht minder wichtig in der Zytokinkaskade ist der von der Monozyten-Makrophagen-

Reihe sezernierte Tumornekrosefaktor a (TNF-a) (Lubberts und van den Berg 2003).

Die Pathogenese der RA unterliegt einem engen Zusammenhang zwischen zwei Prozessen: einer
antigenspezifischen Aktivierung der CD4*-T-Lymphozyten, die durch die Synthese von IL-2, IFN-y
und IL-17 charakterisiert wird und einem Ungleichgewicht zwischen der stark erhéhten Produktion
der proinflammatorischen Zytokine und einem Mangel an den antiinflammatorischen Zytokinen
(Choy und Panayi 2001). Diese Zytokindysbalance fiihrt letztendlich zur Synovialitis, Erguss und

Gelenkzerstorung.

Zytokine sind niedermolekulare Proteine, die liber eine biologische Aktivitat verfligen und sowohl
in der sezernierten als auch membrangebunden Form vorkommen. Uber entsprechende Zellrezep-
toren kdnnen sie ihre Wirkung parakrin oder auch autokrin entfalten. Sie nehmen an der Hamato-
poese, der Entziindungsreaktion, der Ausdifferenzierung der immunkompetenten Zellen und der
Chemotaxis teil. Bei der RA ist der Hauptsyntheseort der Zytokine die Synovialmembran, gleich-

zeitig steigt deren Konzentration auch in der Synovialflissigkeit an (Mclnnes und Schett 2007).

Als wichtigste proinflammatorischen Zytokine bei der RA sind Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Inter-
leukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) zu nennen. Sie sind fir die chronisch-destruierende Synovia-

litis und systemische Manifestation der RA unteranderem verantwortlich.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hitchon%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22279509
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Gabalawy%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22279509
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Panayi%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11259725

Das von den Makrophagen sezernierter Zytokin TNF-a erreicht seine maximale Konzentration im
aktiven Stadium der Erkrankung. Eine seiner Hauptwirkungen beruht auf der erhéhten Bildung von
receptor activator of NF-kB ligand (RANKL), welches zur Ausdifferenzierung von Osteoklasten fiihrt
und somit die Knochenneubildung hemmt. AulRerdem induziert TNF-a eine verstarkte Produktion

von Adhasionsmolekiilen, Metallproteinasen, Kollagenasen und Prostaglandinen.

TNF-a wirkt synergistisch mit Interleukin-1 (IL-1), welches eine Freisetzung der neutrophilen
Granulozyten aus dem Knochenmark férdert, Makrophagen aktiviert und die synoviale Neoangio-
genese antreibt. IL-1 fihrt zur Synthese unterschiedlicher Stoffe, die die Zerstérung von Knorpel
und Gelenk begiinstigen. Dieses Zytokin wird von A-Synoviozyten, Chondrozyten und Osteoklasten

sezerniert (Mclnnes und Schett 2007).

Interleukin-6 (IL-6) ist ein Glykoprotein und wird von den B-Synoviozyten, Monozyten, neutrophilen
Granulozyten, Lymphozyten und Endothelzellen gebildet. Im Krankheitsverlauf der RA werden hohe
Spiegel in der Synovialmembran, Synovialfliissigkeit und im Serum gemessen. IL-6 fordert die
Synthese von Akut-Phase-Proteinen in den Hepatozyten, Antikorperproduktion von B-Lymphozy-
ten, Expression von Adhdsionsmolekiilen auf Endothelzellen, Aktivierung von Osteoklasten und
Proliferation von Synovialfibroblasten (Brozik et al. 1992). Die pathologische Wirkung von IL-6 wird
vor allem auf die Bildung von IgG im befallenen Gelenk und nachfolgend erhdhte IgG Serumspiegel
zurlickgefiihrt. Der IL-6-Spiegel korreliert bei der RA mit dem Grad der Aktivitdt der Erkrankung und
dem Stadium des erosiven Befalls der Gelenke. Hohe Konzentrationen sind prognostisch unginstig

(Dasgupta et al. 1992).

TGF-B, Interleukine 4, 5, 10, 13 besitzen eine antiinflammatorische Wirkung und verlangsamen die

Gelenksdestruktion.

IL-4, welches von den T-Helferzellen vom Th2-Typ sezerniert wird, kann &dhnlich wie IL-10 die
Produktion von Th1-Zytokinen (IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y) und die Aktivierung von NF-kB inhibieren.
Es fordert die Proliferation und Differenzierung der B-Lymphozyten und die Produktion von IgE.
AuRerdem hemmt dieses Zytokin die Synoviozytenproliferation (Ohmura et al. 2005). Beim Versuch
IL-4 als Therapeutikum einzusetzen, um der Knochendestruktion entgegenzuwirken, war seine
Wirkung schwdcher als die der anderen Basismedikamente. Somit spielt es momentan noch keine

Rolle in der medikamentdsen Therapie der RA (Lee et al. 2004).

Im frihen Stadium der RA findet man in der Synovia eine gesteigerte Expression der mRNA
folgender Zytokine: TNF-a, IL-15 und IFN-y. Im fortgeschrittenen Stadium kommt es nicht nur zu
einer Erhohung der proinflammatorischen Zytokine, sondern auch zu einer starkeren Produktion

der mRNA der antiinflammatorischen Interleukine 4 und 10 (Kanik et al. 1998).


http://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB
http://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB

Es wird angenommen, dass durch die Ausschiittung der proinflammatorischen Zytokine, Chemo-
kine und Wachstumsfaktoren durch die A-Synoviozyten die lokalen fibroblast-like-Synoviozyten
(FLS) und die B-Synoviozyten aktiviert werden. Dieser Prozess fordert seinerseits ein Anschwem-
men weiterer entziindungsférdender Zellen und eine Zerstorung der extrazelluldaren Matrix. Das an
der Knorpel-Knochengrenze sich verdichtende Synovialgewebe, auch , Pannus” genannt, verhalt
sich wie ein lokaler invasiv wachsender Tumor. Es besteht vor allem aus Makrophagen, Osteo-

klasten und invasiven FLS.

Die Herkunft der FLS ist umstritten. Es konnte sich hierbei um mesenchymale Stammzellen aus dem
peripheren Blut oder um lokale Stammzellen aus der Synovia handeln. Es ist jedoch nachgewiesen,
dass das Milieu, welches bei der RA im Gelenk vorliegt, deren Uberleben und Proliferation eher
beglinstigen. Die ,rheumatoiden” Synoviozyten haben bestimmte Charakteristika und dhneln
morphologisch eher den Tumorzellen. Im Vergleich zu anderen Fibroblasten zeigen sie ein invasiv-
aggressives Wachstumsverhalten und fihren zur Gelenksdestruktion. Diese Zellen sind autonom
und unterstehen nicht mehr der Regulation des Immunsystems. Sie sezernieren vermehrt
Metalloproteinasen, die durch Proteolyse das Kollagen und somit die extrazelluldre Matrix des
Knorpels zerstéren (Burrage et al. 2006). Die Funktionsdnderung der FLS wird durch somatische
Mutation in den Genen, die den Zellzyklus, die Proliferation und die Apoptose regulieren, verur-
sacht. Die wichtigste Mutation findet man im Tumorsuppressorgen p53. Durch seine Inaktivierung
kommt es zum Wachstum der FLS, Unterdriickung der Apoptose und vor allem zum aggressiven

Verhalten der Synoviozyten (Bartok und Firestein 2010).

Das frihe Stadium der RA wird durch folgende morphologische Verdanderungen beschrieben:
Hyperplasie der Synoviamembran, Infiltrierung dieser durch Zellen aus der mononukleédren Reihe
und Neoangiogenese. Vor allem die Synovialfibroblasten haben praneoplastischen Charakter und

ein hohes Potential zur Exprimierung von Protoonkogenen (Firestein 1996).

Das spate Stadium der RA unterscheidet sich durch eine Abnahme der proliferativen Vorgange und
eine starke Sklerosierung des Gelenks. Eine mogliche Erklarung fur die Proliferation der rheuma-

toiden Synovia ist eine Dysbalance zwischen Intensitat der Zellproliferation und der Apoptose.

Ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der RA ist ein Defekt in der Induktion der Apoptose in der
Synovia, der zu einer Inhibierung oder zu einer Hyperaktivierung dieser flihren kann. Im Verlauf der
Erkrankung nimmt die Apoptoserate zu. Somit kann man annehmen, dass die Apoptose eng mit
dem Fortschreiten der rheumatoiden Synovitis verbunden ist. Die pathologische Umstrukturierung
der Synovia lauft zeitgleich mit der Verminderung der Anzahl der Chondroblasten, die einem
Prozess der Apoptose bei chronischer Entziindung unterliegen. Dies fihrt zu einer ungentigenden

Regeneration des Knorpels und einer sekundaren Arthrose (Smith und Walker 2004).



Die Apoptose kann tber unterschiedliche Wege eingeleitet werden. Einer davon ist der mitochond-
riale, der durch die Ausschiittung des proapoptotischen Transkriptionsfaktors p53 induziert wird.
Eine Schadigung von p53 fihrt zu ,tumor like proliferation der Synoviozyten. Der andere
Mechanismus entwickelt sich in den Lymphozyten und wird durch das antiapoptotische Protein

Bcl-2 (B-cell ymphoma 2) geblockt.

Im Frithstadium der RA kommt es zu einer verstarkten Expression von Bcl-2 in der Synovia. Bei
diesem, durch TNF-a und IL-1 induzierten Prozess, wird die Anzahl der apoptosefdhigen Zellen
reduziert und ein glinstiges Milieu flr das Entziindungsgeschehen geschaffen (Smith und Walker
2004). In diesem Stadium ist der apoptoseférdernder p53-Faktor erniedrigt, somit ist auch der
Apoptoseindex erniedrigt. Im Gegensatz dazu findet man im fortgeschrittenen Stadium eine starke
Expression von p53 und eine verminderte von Bcl-2, was zu einem progressiven programmierten

Zelltod im Gelenk fiihrt (Dubikov und Kalinichenko 2010).

Fasst man orientierend die bekannten Faktoren der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis
zusammen, kommt folgendes Bild zustande. Unter der Einwirkung eines unbekannten Stimulus
kommt es zu einer Transformation der Synovialfibroblasten mit nachfolgender Proliferation und
Adhdsion am Gelenkknorpel. Die Aktivierung der T-Lymphozyten und weitere Immunantwort mit
der fur die RA spezifischen Ausschiittung von Zytokinen fihrt zu einer immunologisch bedingten
Entziindung und Zerstérung des Gelenks. Bis jetzt ist die Atiologie und somit die Ursache der
Aktivierung des Immunsystems und der Zellmigration in die Synovia noch nicht genau bekannt. Es

ist der Gegenstand weiterer Forschungen.

1.1.5 Diagnose der rheumatoiden Arthritis

Das Erscheinungsbild der rheumatoiden Arthritis ist sehr vielseitig und somit ist die Diagnose der
Erkrankung nicht immer einfach. Meist verlauft die RA langsam mit einer sukzessiven Entwicklung
der Symptome liber Monate oder sogar Jahre, seltener findet man eine akute oder subakute Form.
Am Anfang manifestiert sich die Entziindung haufig im Bereich der Handwurzelknochen, der
Metacarpophalangealgelenke oder der proximalen Interphalangealgelenke, jedoch kénnen auch
die grofRen Gelenke betroffen sein. Die Beschwerden begrenzen sich meist auf ein oder mehrere
Gelenke und entwickeln sich erst im Laufe der Zeit zu einem symmetrischen Befall. Die am meisten
charakteristische klinische Auspragung der RA ist ein Schmerz in den betroffenen Gelenken, der bei
Bewegung zunimmt. Die Schmerzen treten vor allem in Ruhe und spontan vor allem in der zweiten
Halfte der Nacht auf und kdnnen auRerdem durch Druck auf das Gelenk ausgel6st werden. Der
Schmerz entsteht durch Reizung der Gelenkkapsel, die sehr empfindlich auf Dehnung und Druck

reagiert. Begleitend tritt eine Morgensteifigkeit, die bis zu einigen Stunden anhalten kann, teigige
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Schwellung, Uberwarmung und Bewegungseinschrinkung auf. Viele Patienten zeigen auch unspe-

zifische Symptome wie Abgeschlagenheit, Mldigkeit, Appetitlosigkeit und Fieber.

Die RA ist oft mit anderen Erkrankungen des Bewegungsapparates assoziiert — Osteoarthrose, Kar-
paltunnelsyndrom, Bursitis, Bakerzyste etc. Mit einem Fortschreiten der Erkrankung kommt es auch
zu typischen Deformierungen der Gelenke: Ulnardeviation der Finger, Schwanenhals-, Knopfloch-
deformitat, Z-Deformitat der Hand, Caput ulnae Syndrom, SpreizfuR mit Hallux valgus, Hammer-
zehen, Verlust des medialen FulRgewdlbes, subaxiale Instabilitdt der HWS mit moglicher Ricken-
marksschadigung. Die Ursachen dafiir liegen in der Schadigung und Schwache des Halteapparats

und des Gelenks.

Abbildung 1: Ausgepragte Ulnardeviation und Gelenksdeformation bei einer Patientin aus der rheumatologi-
schen Sprechstunde am Uniklinikum Goéttingen. ED 1994, seropositive, Anti-CCP positive RA.

Abbildung 2: Schwanenhalsdeformitdt an der linken Hand. Patientin aus der rheumatologischen Sprech-
stunde Uniklinikum Gottingen.



Neben der Gelenkbeteiligung, findet man bei rheumatoiden Erkrankungen mit einem schweren
Verlauf auch extraartikulare Manifestationen. Solche Organe wie Nieren, Herz, Lunge, Gefalde,

Haut, Auge und das periphere Nervensystem kdnnen betroffen sein.

Bei 20 bis 30 % der Patienten mit RA treten Rheumaknoten auf. Histologisch zeigt sich eine zentrale
fibrinoide Nekrose mit Kollagenfasern und Zelldetritus. Untersuchungen ergaben, dass eine Vasku-
litis die Grundlage fiir die Entstehung der Kndtchen bildet. Normalerweise findet man sie in Gelenk-
nahe am Ellenbogen, Achillessehnenbereich, manchmal kommen sie aber auch in der Pleura oder
Gehirnhauten vor. Sie weisen unterschiedliche GroRen auf, verursachen meist keine Schmerzen,

kénnen sich aber infizieren.

Bei der kardiovaskuldren Beteiligung ist die Atherosklerose (Kapitel 1.2), arterielle Hypertonie und
die Perikarditis hervorzuheben. Manner sind haufiger durch eine Lungenmanifestation betroffen,
die sich in Form von Pleuritis, subpleuralen Rheumaknoten oder pulmonaler Hypertonie duRert.
Eine Augenbeteiligung tritt bei unter 1 % der Patienten in Form von Episkleritis oder Skleritis auf.
Zu erwahnen sei auch das Felty-Syndrom, welches eine Kombination aus RA gefolgt von einer
Splenomegalie und einer Neutropenie mit Andmie und Thrombozytopenie darstellt. Es ist oft
begleitet durch einen plotzlichen Anstieg der Rheumafaktoren, Vorkommen von Rheumaknoten

und anderen extraartikularen Manifestationen.

1.1.6 Diagnostik in der Klinik
Eine ausfiihrliche Anamnese und eine klinische Untersuchung in Verbindung mit einer umfangrei-

chen Labor- und einer radiologischen Diagnostik liefern den Nachweis fir RA.

1987 entwickelte das American College of Rheumatology (ACR) diagnostische Kriterien der Rheu-
matoiden Arthritis. Deren Sensibilitdt lag bei 91-94 % und die Spezifitat bei 89 %. Beim Erfiillen von
mindestens vier der sieben Kriterien sprach man von RA. Zu Bedenken sei jedoch gewesen, dass im
Frithstadium der RA, trotz des Vorliegens der Erkrankung, die Kriterien nicht ausreichend erfillt

worden sind.

Seit 2010 gibt es eine neue Klassifikation, die in Zusammenarbeit zwischen ACR und der European
League Against Rheumatism (EULAR) erstellt wurde. Die Kriterien des ACR wurden weitestgehend
Uberarbeitet, das Punktesystem erweitert und die Serologie und die Autoimmundiagnostik spielen
eine grolRere Rolle. Es erfolgt eine Einteilung in vier Bereiche: Anzahl und GroRe der betroffenen
Gelenke (0-5 Punkte), Pathologien in der Serologie (0-3 Punkte), erhéhtes C-reaktives Protein (CRP)
(0-1 Punkte) und die Beschwerdedauer (0-1 Punkte). Insgesamt kénnen bis zu zehn Punkte erreicht
werden. Dank diesen Veranderungen kdnnen auch Patienten in einem friithen Stadium besser

erkannt und friihzeitig behandelt werden (Aletaha et al. 2010).
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Tabelle 1: ACR /EULAR Klassifikation 2010 zur Diagnostik der RA.

Gelenkbefall

1 groRes Gelenk (Schulter, Ellbogen, Hiifte, Knie, Sprunggelenk) =0
2-10 grolRe Gelenke =1
1-3 kleine Gelenke (Handgelenk, MTP 2-5, MCP, PIP) =2
4-10 kleine Gelenke =3
> 10 Gelenke, mind. 1 kleines =5
Beschwerdedauer

< 6 Wochen =0
> 6 Wochen =1
Serologie

RF und Anti-CCP negaitv =0
Mind. RF oder Anti-CCP niedrig positiv ( <3U/ml) =2
Mind. RF oder Anti-CCP hochtitrig positiv =3

Akutphaseprotein

CRP und BSG normal =0
CRP und BSG positiv =1

Um die Krankheitsaktivitat bei RA-Patienten besser vergleichen zu kénnen, wird in der Klinik der
DAS 28 (disease activity score) angewandt. Dieses von EULAR entwickelte System erlaubt die Wirk-
samkeit von Medikamenten, die Remission oder den Fortschritt der Erkrankung zu beurteilen. Hier-
bei werden 28 Gelenke (Finger-, Hand-, Ellenbogen-, Schulter- und Kniegelenke) auf Druckschmerz
und Schwellung untersucht. Des Weiteren werden die Blutsenkungsgeschwindigkeit nach einer
Stunde und die subjektive Einschatzung der Krankheitsaktivitat durch den Patienten auf einer visu-
ellen Analogskala von 0-100 in die Berechnung miteinbezogen. Fiir die Ermittlung des Ergebnisses

der DAS28 mit einem Punktewert zwischen 0 bis 10 wird die folgende Formel eingesetzt:

DAS28=0,56xvdruckschmerzhafte Gelenke+0,28x,/geschwollene Gelenke+0,70xIn(BSG)+0,014xPat.-urteil

Ein Wert < 3,2 gibt eine fehlende bis geringe Krankheitsaktivitat an, ein DAS > 3,2 < 5,1 zeigt eine
mafige Aktivitdt und Werte > 5,1 sprechen fiir einen sehr aktiven Krankheitsverlauf. Bei einer

Differenz zum Ausgangswert > 1,2 spricht man von einer deutlichen Verbesserung.
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Abbildung 3: Hilfestellung zur Beurteilung der druckschmerzhaften und geschwollenen Gelenke, die bei RA
bertcksichtigt werden. (Quelle: Visual DAS28 Calculator Software DAWN; die Verwendung erfolgt mit freund-
licher Genehmigung von Prof. Dr. Piet L. C. M. van Riel und seines Teams).

Drei Jahre nach Ausbruch der RA kann man bei 70 % der Patienten rontgenologische Veranderung
in den Gelenken feststellen. Bei liber der Hdlfte von ihnen findet man schon im ersten Jahr
knocherne Usuren, wobei FiiRe 6fter befallen sind als Handgelenke. Obwohl das Fortschreiten der
Gelenksdestruktion mit der Zeit langsamer wird, kommt es schon am Anfang zu starken Funktions-
einbuRen. Nur bei 20 % der Erkrankten fehlen nach zehn bis zwdlf Jahren Deformierungen und die

uneingeschrankte Erwerbsfahigkeit bleibt erhalten (Sanmarti et al. 2007).

Neben den Rontgenaufnahmen der Gelenke kann auch eine Sonographie oder die Magnet-
resonanztomographie (MRT) durchgefiihrt werden. MRT ist zwar zeit- und kostenintensiver erlaubt
aber schon im Frihstadium, wo das konventionelle Réntgen noch Normalbefunde aufweist, die

pathologischen Verdanderungen in den Knochen, Gelenken und Weichteilen zu erkennen.
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Abbildung 4: MRT Aufnahme der rechten Hand eines RA-Patienten im Laufe der Studie mit Handgelenksbe-
teiligung. Der Patient ist aus der rheumatologischen Sprechstunde des Uniklinikum Gottingen.

Die am haufigsten angewendete Einteilung der RA in Bezug auf die réntgenologischen Verdnderun-
gen ist die Klassifikation nach Steinbrocker. Die vier Stadien spiegeln das Fortschreiten der RA in
den kleinen Gelenken der Hand sowie im distalen Bereich des FuRes wieder (Steinbrocker et al.

1949).

Tabelle 2: Klassifikation der rheumatoiden Arthritis nach Steinbrocker et al. (1949)

Stadium 1 Keine bis leichte Veranderungen, allenfalls radiologische Anzeichen einer gelenk-

nahen Osteoporose

Stadium 2 Gelenknahe Osteoporose, Gelenkspaltverschmalerung, Erosionen der gelenkbil-

denden Knochenflachen

Stadium 3 Starke destruktive Veranderungen mit stark ausgepragten Erosionen; Gelenksde-

formation mit Subluxation, ulnare Deviation

Stadium 4 Weit fortgeschrittene destruktive Veranderungen mit knécherner Deformierung,
Gelenkluxationen und — instabilitat, Hinzutreten von fibroser oder knodcherner

Ankylose
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Abbildung 5: Rontgenaufnahme der Hande zur Verlaufskontrolle bei einem Patienten mit einem fortgeschrit-
tenen Stadium der rheumatoiden Arthritis. Der Patient ist aus der rheumatologischen Sprechstunde des Uni-
klinikum Géttingen.

Um auch extraartikulare Manifestationen rechtzeitig zu behandeln, werden unter anderem regel-
maRig ein Rontgen-Thorax mit einer Lungenfunktionsuntersuchung und eine Sonographie des

Abdomens durchgefihrt.

1.1.7 Labordiagnostik

Die Laboruntersuchungen fiir RA sind umfassend und dienen zur Unterstitzung der klinischen
Verdachtsdiagnose. Es gibt soweit keinen einzelnen Laborparameter, anhand dessen man die
Diagnose der Rheumatoide Arthritis bestatigen oder verwerfen kdnnte. AuBer der Routine-Labor-
untersuchungen werden auch spezifische Biomarker wie Rheumafaktor und Antikérper gegen

cyclische citrullinierte Peptide bestimmt, die die Diagnose erharten.

Die Rheumafaktoren (RF) sind Autoantikorper verschiedener Subklassen (IgM, 1gG, IgA, IgE), die von
den Plasmazellen gebildet werden und sich gegen das Fc-Fragment des Immunglobulins Klasse G
(1gG) richten. Sie gehoren hauptsachlich zur IgM-Klasse und konnen im Serum oder in der Synovial-
flissigkeit mithilfe von ELISA, Hamagglutinationstest oder Waaler-Rose-Test nachgewiesen wer-
den. Waaler E. entdeckte 1940, dass der Rheumafaktor (RF) bei vielen Patienten mit rheumatoider
Arthritis und anderen Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis positiv ist. Es war einer

der ersten Antikorper, der in der Diagnostik der RA eingesetzt wurde und dazu diente eine klinisch-
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laboratorische Unterscheidung zwischen seropositiver und seronegativer RA zu machen. Bei einem

Wert Gber 20 IU/ml spricht man von einer seropositiven RA.

Bei der rheumatoiden Arthritis hat der RF eine hohe Sensibilitdt und wird bei 60 bis 80 % der
Patienten nachgewiesen. Im Frithstadium der RA kommt der RF nur bei 25 % der Erkrankten vor,
was seine Bedeutung in der Friihdiagnostik deutlich vermindert. Eine einmalige Bestimmung in der
Friihphase mit einem negativen Ergebnis ist nicht ausreichend, um eine seropositive RA auszu-
schlieRen. Bei einem Verdacht auf RA oder einer bestatigten Diagnose sollte der RF alle sechs bis
zwolf Monate wiederholt bestimmt werden, da diese Zeit fiir eine Erneuerung des Plasmazellpools
notwendig ist. Liegt gleich ein positives Ergebnis vor, kann auf eine erneute Bestimmung verzichtet
werden, da eine Titerveranderung mit der Krankheitsaktivitat im Gegensatz zu BSG und CRP nicht
korreliert. Eine Titersenkung wird moglicherweise durch die Therapie herbeigerufen, was durch den
zytostatischen Effekt erklart werden kann. Jedoch neigen Patienten mit einem hohen Rheumafak-
tor-Titer zu extraartikuldren Manifestationen der RA und zu einem starken destruktiven Geschehen

(Saraux et al. 2002).

AulRer dem seltenen Auftreten von RF im Friithstadium, weist der Marker noch einen Nachteil der
RA Diagnostik mit seiner relativ niedrigen Spezifitat von 60 % auf. 5 % der gesunden Bevolkerung
weisen einen leicht positiven RF auf, bei liber 65-jahrigen liegt die Rate tiber 10 %, hierbei kommt
es aber nicht zum klinischen Bild einer rheumatoiden Arthritis. Die Wahrscheinlichkeit fiir die
Entwicklung einer Erkrankung aus dem rheumatischen Formenkreis steigt jedoch, je héher der Wert
ist. AuRerdem kann es zu falsch-positiven Werten bei entziindlichen Erkrankungen wie Tuberku-
lose, bakterielle Endokarditis, Virusinfektionen, Parasitose oder bei malignen Erkrankungen

kommen.

In der Frihdiagnostik der RA ist es wichtig neben dem RF auch die Antikérper gegen zyklisch
citrullinierte Peptid Antigene (anti-CCP) zu bestimmen. Diese Antikdrper verfligen liber eine hohe
Spezifitat (Uber 95 %) und Sensitivitdt und sind schon vor dem Auftreten klinischer Anzeichen der
Erkrankung im Serum nachweisbar. Trotz vieler Studien lasst sich jedoch schlecht vorhersagen,
wann es zum Ausbruch der RA bei einem bis dahin klinisch unauffdlligen Patienten mit einem

positiven Wert fir anti-CCP kommt (Rantapaa-Dahlqvist et al. 2003).

Das Zielantigen, der in den 70er Jahren entdeckten anti-CCP, ist das Filaggrin, welches von den
keratinproduzierenden Epithelzellen exprimiert wird. Anti-CCP gehoéren zur Familie der citrullinier-
ten Autoantikdrper zusammen mit Anti-Keratin-Antikérpern (AKA) und Antikérpern gegen das
mutierte citrullinierte Vimentin (MCV). Die MCV-Antikorper gehéren auch zu den Biomarkern bei
RA und haben einen dhnlichen prognostischen Wert wie anti-CCP. Die Ursache fiir die Entstehung

der citrullinierten Antikorper ist eine Verdnderung von Proteinen aufgrund einer entzlindlichen
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Reaktion in der Synovialmembran bei RA und nachfolgender Citrullinierung dieser. Dadurch ver-
andert sich die Ladung und die Struktur der Proteine und sie werden als kérperfremd erkannt

(Pruijn et al. 2010).

Anti-CCP sind nicht nur ein friher Biomarker bei RA sondern auch ein Zeichen fiir einen erosiv
destruierenden Verlauf der Erkrankung mit einer schlechten Prognose unabhdngig vom
Vorhandensein von RF (Nishimura et al. 2007). Anti-CCP Titer korrelieren wie RF nicht mit der
Krankheitsaktivitat und eignen sich deshalb schlecht als Verlaufsparameter. Anti-CCP kommt bei
Gesunden nicht vor und nur bei 2 bis 3 % der Patienten mit anderen Erkrankungen aus dem
rheumatischen Formenkreis. Aufgrund der Gite als diagnostisches Kriterium wurde anti-CCP in die

ACR/EULAR 2010 Klassifikation aufgenommen.

Auller der Biomarker werden bei Patienten mit RA regelmaRig das Blutbild, die Blutsenkungs-
geschwindigkeit (BSG), CRP und die Nierenparameter untersucht. BSG und CRP sind zwar unspezi-
fische Faktoren und sind nicht beweisend fiir eine RA, korrelieren jedoch mit der Krankheitsaktivi-
tat. Sie konnen gut als Verlaufsparameter eingesetzt werden, um z. B. das Ansprechen auf eine

Therapie zu kontrollieren (Sokka und Pincus 2009).

Bei einer langandauernden aktiven Erkrankungsphase kommt es meist zu einer Veranderung des
Blutbildes mit Zeichen einer Entziindungsanamie begleitet von einer Thrombozytose. AuRerdem
flihrt man eine Urindiagnostik durch, die zum Ausschluss extraartikularer Manifestation und zur

Kontrolle moglicher Schadigungen hervorgerufen durch die antirheumatische Therapie, dienen soll.

1.1.8 Therapie der rheumatoiden Arthritis

Die Behandlung der RA beinhaltet medikamentdse, physiotherapeutische und chirurgisch-
orthopadische MalRnahmen. Das Ziel der Therapie ist ein Sistieren der Symptomatik und eine
mogliche Remission, Aufhalten der Gelenkszerstérung und Funktionalitdtserhalt mit einer

verbesserten Lebensqualitat.

Aktuelle Studien zeigen, dass der sehr friihzeitige Beginn (VERA very early rheumatoid arthrtis)
einer immunsuppressiven Therapie insbesondere mit Methotrexat zu einer vollstdandigen
Remission der Erkrankung fiihrt und somit auch in manchen Fallen die Moglichkeit die Therapie
vollstandig abzusetzen besteht. Dieses ,hit hard and early” Prinzip hat zu einem vollstandigen
Umdenken in der Rheumatologie gefiihrt. Friher wurde die Therapie mild begonnen und im
weiteren Verlauf eskaliert. Jetzt mdchte man die Erkrankung eher initial aggressiv therapieren, in
Remission bringen und eine milde Dauertherapie anstreben. In den meisten Fallen kann erreicht
werden, dass keine rontgenologischen Veranderungen an den Gelenken im Krankheitsverlauf

entstehen.
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Ausgehend von der Pathogenese der RA, gibt es zwei Angriffspunkte der medikamentésen
Therapie: die Immunsuppression und die Hemmung der Entziindungsmediatoren, vor allem von

Prostaglandinen.

Zur Immunsuppression werden bei RA disease-modifying anti-rheumatic drugs (DMARD), Biologika
und Glukokortikoide eingesetzt. Diese Therapeutika fiihren zu einer Verlangsamung der erosiven
Gelenkzerstorung und zu einer moglichen Remission. Der Wirkungseintritt ist jedoch je nach
Medikamentengruppe bis zu einigen Monaten verzogert (Svensson et al. 2005). Glukokortikoide
haben auRer der immunsuppressiven auch eine entziindungshemmende Wirkung, genauso wie
nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR). Bei alleiniger Gabe kommt es innerhalb von einigen
Stunden zur Schmerzlinderung und zu einer verbesserten Beweglichkeit. Die Remission und die

gelenkprotektive Wirkung bleiben jedoch aus.

Nichtmedikament6se Therapien (Physiotherapie, vegetarische Diat, Akupunktur, Sport usw.) sind
alleinig nicht ausreichend um die Krankheitsprogression aufzuhalten, férdern aber ein verbessertes
Allgemeinbefinden und Beweglichkeit und haben ein positives Outcome beziiglich des Langzeit-

krankheitsverlaufs (Luis Vitetta et al. 2012; Munneke et al. 2004).

Chirurgisch orthopadische MalBnahmen, die von einer Synovektomie bis zur Endoprothetik gehen,
sind vor allem den spateren Stadien der RA vorbehalten und dienen vor allem dem Funktionalitats-

erhalt des Gelenks.

Die Deutsche Gesellschaft fir Rheumatologie (DGRh) hat 2012 neue Leitlinien beziglich der
medikamentdsen Therapie der RA auf der Grundlage der EULAR Empfehlung herausgebracht
(Krtiger et al. 2012).

Bei der Diagnosestellung der RA soll sofort eine Therapie mit klassischen DMARDs eingeleitet

werden, da im Friihstadium die besten Langzeit-Behandlungsergebnisse erreicht werden kdnnen.

Die klassischen DMARD fiihren zur Immunsuppression, hemmen die Proliferation der Synoviozyten
und der Fibroblasten, was sich in den Laborwerten widerspiegelt. AuRerdem kommt es zu einem

Fortbestehen der klinischen Wirkung auch nach dem Absetzen des Medikaments.

Als Goldstandard wird Methotrexat (MTX) in Kombinationstherapie mit niedrig dosiertem
Prednisolon (< 10 mg/Tag) verschrieben. Es handelt sich bei MTX um einen Folsdure-Antagonisten,
der in den Zellstoffwechsel eingreift. Die empfohlene Dosis liegt zwischen 7,5 und 30 mg/Woche
und jeder Patient wird individuell eingestellt. Das Prdparat wird per os oder subkutan einmal die
Woche verabreicht, wobei 24 Stunden spater eine einmalige Einnahme von Folsdure empfohlen

wird. Trotz gewisser Nebenwirkungen wie Hepatotoxizitat, Mukositis, Magen-Darm-Beschwerden,
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kann MTX unter regelmaBiger Kontrolle der Blutwerte und Organfunktionen lber Jahre eingenom-
men werden (Whittle und Hughes 2003). Aufgrund der langsamen Eintrittswirkung kann die
Effizienz des Medikamentes in der Monotherapie erst nach zwei bis drei Monaten beurteilt werden.
Einige Studien haben gezeigt, dal} fiir ein schnelleres Ansprechen, Prednisolon erst in einer Start-
hochdosis von 60 mg verabreicht und dann innerhalb weniger Wochen auf den low-dose-level
reduziert werden soll (Kavanaugh und Wells 2014). Liegt nach dem Ausdosieren ein unzureichendes
Ansprechen vor, wird eine Kombinationstherapie mehrerer DMARDs angestrebt. Hierfiir kommen

zusatzlich zu MTX Leflunomid, Sulfasalazin oder Ciclosporin A infrage.

Ist aufgrund von gewissen Unvertraglichkeiten MTX als primares Basistherapeutikum kontra-

indiziert, werden andere DMARDs (siehe oben) eingesetzt.

Laut DGRh sind Biologika erst nach spatestens einem halben Jahr zu empfehlen, wenn die Basis-
therapie versagt hat, zu messen an der anhaltend hohen Krankheitsaktivitdt. Bei aggressivem
Verlauf der RA oder unglinstigen Prognosefaktoren sollte die Therapie mit Biologika schon zu
Anfang erwogen werden. Bleibt diese innerhalb von drei bis sechs Monaten ineffektiv, so sollte man

ein anderes Biologikum zur Behandlung einsetzen.

Biologika sind biotechnisch hergestellte Proteine, die je nach ihrer Wirkstoffgruppe gezielt in die
Pathogenese der RA eingreifen kdnnen und die entsprechenden proinflammatorischen Media-
toren, grof3tenteils Zytokine, in ihrer Wirkung inhibieren. Ihr Vorteil gegeniiber den Basistherapeu-
tika liegt im schnelleren Behandlungseffekt, oft schon innerhalb weniger Tage, und positiven

Ansprechen der Erkrankung, wenn die DMARDs-Therapie versagt hat.

Nachteile bei der Therapie mit Biologika sind sehr hohe Kosten und ein erhohtes Risiko fur die
Reaktivierung von Infektionskrankheiten. Das Nebenwirkungsprofil dhnelt dem von MTX mit Blut-
bildverdanderungen und Leberfunktionsstérungen. Da es sich bei Biologika um Proteine handelt,
kann es selten auch zu schweren Infusionsreaktionen kommen. In sehr seltenen Fallen wurde auch
das Auftreten von Lymphomen beobachtet, dies konnte jedoch durch weitere Studien nicht mehr

bestatigt werden (Wolfe und Michaud 2007).

Die Wahl des Biologikums ist individuell von der Komorbiditat, Begleitmedikation und den Neben-
wirkungen abhangig. Hier werden nur die beschrieben, deren Auswirkung auf das kardiovaskulare

System in dieser Studie untersucht wurde.

Fiir eine verbesserte Wirksamkeit wird es empfohlen Biologika nicht in Monotherapie, sondern mit
MTX oder Leflunomid zu verabreichen. Nur Tocilizumab zeigte in Studien gleich gute Effizienz: in

Kombination mit MTX und als Monotherapeutikum (Nishimoto et al. 2009).
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Zu den Tumornekrosefaktor (TNF)-Blockern zdhlen u. a. Etanercept, Adalimumab und Infliximab.
Beim Etanercept handelt es sich um ein Fusionsprotein, Adalimumab ist ein humoraler mono-
klonaler Antikérper vom IgG-Typ. Beide sind hochspezifisch fiir TNF-a, den sie neutralisieren, indem
er gehindert wird an die Zellmembranrezeptoren zu binden und eine Entzindungsreaktion hervor-
zurufen. Etanercept bindet auRBerdem noch Lymphotoxin (TNF-B). Die Medikamente werden
subkutan verabreicht: Adalimumab 40 mg einmal alle zwei Wochen, Etanercept einmal wéchentlich
je 50 mg. Bei den TNFa-Blockern wurde beobachtet, dass es zum Wiederaufflammen der latenten
Tuberkulose kam. Somit ist vor dem Ansetzen der Therapie ein Test auf Tuberkulose obligat
(Papagoras et al. 2009). Spricht der Patient auf den verabreichten TNFa-Blocker nicht an oder ver-
tragt diesen nicht, so kann man entweder auf einen anderen TNFa-Blocker oder ein neues

Biologikum wechseln.

Rituximab ist seit Juli 2006 fiir die Behandlung von RA zugelassen. Hierbei handelt es sich um einen
chimdren monoklonalen Anti-CD20-Antikérper, der die Aktivitat der B-Lymphozyten hemmt.
Bekannt eher aus der Behandlung der malignen Lymphome, wurde er inzwischen ein fester
Bestandteil in der Therapie der RA nach Versagen der Basismedikamente und TNFa-Blocker.
B-Lymphozyten spielen bei RA eine wichtige Rolle. Sie produzieren unter anderem den Rheuma-
faktor und haben desweiteren regulatorische Funktion in der friihen immunologischen Reaktion
(Tuscano und Sands 2009). Rituximab bewirkt eine B-Zell-Depletion (iber Apoptose, komplement-

abhangige B-Zell-Lyse und antikorperabhangige zellinduzierte Zytotoxizitat (Manches et al. 2003).

Rituximab wird als Infusion liber vier Stunden verabreicht, nach neuen Therapieprotokollen ist auch
eine Infusion Uber zwei Stunden moglich. Im Abstand von 14 Tagen erfolgen zwei Infusionen je
1000 mg. Eine erneute Gabe kann friihestens nach 16 Wochen erfolgen, normalerweise aber im
Abstand von sechs bis zwo6lf Monaten. Als eine mogliche ernste Nebenwirkung ist das cytokine
release syndrome zu erwahnen. Hierbei kommt es beim Binden der Antikérper an die B-Zellrezep-
toren zu einer Aktivierung der B-Zellen und zu einer Freisetzung von Zytokinen, was eine Art
systemischer Entziindungsreaktion mit Blutdruckabfall, Fieber und Schiittelfrost entspricht. Als
Prophylaxe werden vor der Infusion 100 mg Prednisolon i. v., Antihistaminika und NSAR gegeben

(Kulkarni und Kasi 2012).

Interleukin-6 (IL-6) ist ein weiterer moglicher Angriffspunkt bei der RA. IL-6 ist ein pleiotropes
Zytokin mit vielseitiger physiologischer Wirkung. Es reguliert unter anderem die Immunreaktion,
die Synthese von Akut-Phase-Proteinen, Knochenstoffwechsel und Himatopoese. In den Gelenken
der RA-Patienten produzieren Synoviozyten und Makrophagen vermehrt IL-6, welches die Sekre-
tion von Immunglobulinen aus B-Lymphozyten hervorruft und T-Zellen aktiviert. Tocilizumab ist ein
humanisierter monoklonaler Antikoérper, der sich gegen den IL-6-Rezeptor richtet und die Aktivitat

von IL-6 blockiert. Tocilizumab wird alle vier Wochen als Infusion verabreicht in einer Dosierung von
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8 mg/kg Korpergewicht (Patel und Moreland 2010). Mittlerweile existiert auch die Moglichkeit

einer subkutanen Gabe einmal in der Woche.

Studien haben eine Risikominderung fir kardiovaskuldre Erkrankungen bei RA-Patienten, die mit
DMARDs behandelt wurden, gezeigt. Solch eine Wirkung ist vor allem bei MTX bekannt und ist auch

schon mehrmals untersucht worden (van Halm et al. 2006b).

Ahnliche Ergebnisse lieferten auch Studien (iber die TNFa-Blocker. Diese Biologika fiihren aufgrund
ihrer anitinflammatorischen Wirkung zu einer Reduktion der kardiovaskuldren Ereignisse und zu

einer weniger ausgepragten Atherosklerose (Avouac und Allanore 2008).

Bei Tocilizumab und Rituximab gibt es keine ausreichende Studienlage beziglich deren Auswirkung

auf das atherosklerotische Risiko. Dies wird der Schwerpunkt dieser Forschungsarbeit.

1.2 Kardiovaskuldres Risiko bei rheumatoider Arthritis

Die verbesserte medikamentdse Therapie der Grunderkrankung mit Verhinderung der radiologi-
schen Progression und Erhalt der Arbeitsfahigkeit und Lebensqualitat fiihrt jetzt zu einer Verande-
rung des Risikoprofils der Erkrankung. Eine der fihrenden Ursachen fiir eine verminderte Lebens-
erwartung bei RA sind kardiovaskulare Erkrankungen. Diese umfassen neben Perikarditis, Vaskulitis

der KoronargefaRe und Befall der Herzklappen auch eine akzelerierte Arteriosklerose.

Es gibt unterschiedliche Erklarungsansatze bezliglich der rheumatoiden Arthritis und der schnellen
Entwicklung einer Atherosklerose. Neben den traditionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren (Alter,
Nikotinabusus, Hypertonus, Diabetes mellitus, Hyperlipiddmie, positive Familienanamnese und das
mannliche Geschlecht) zdhlen dazu Nebenwirkungen der medikamentésen Therapie (NSAR,
Glucocorticoide, Basistherapeutika usw.), mangelnde Prophylaxe der kardiovaskuldren Folgen, vor
allem aber die gemeinsamen immun-entziindlichen Prozesse, die der Pathogenese der RA und der

Atherosklerose zugrunde liegen (Manzi und Wasko 2000).

Atherosklerose ist eine chronische langsam fortschreitende Erkrankung der Arterien vom
elastischen und muskular-elastischen Typ. Es gibt zwei flihrende Hypothesen lber die Entstehung
der Atherosklerose. Bei der Response-to-injury-theory wird vermutet, wie der Name schon sagt,
dass aufgrund einer Intimaverletzung, sei es durch Hypertonie, Infekte, Antigen-Antikorper-
reaktion, es zu einer Ausschiittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren kommt und zur nachfol-
genden Intimaproliferation mit einer Einlagerung von Lipiden und Bildung von Plagque um einge-
wanderte Monozyten (= Schaumzellen). Hierbei geht es um eine primare Stérung der Schutzfunk-
tion des Endothels und deren Mediatoren (Ross und Glomset 1976). Die Lipoprotein-induced-

athero- sclerosis-theory beruht auf einer Oxidierung von low-density-lipoprotein (LDL), die zu einer
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Chemotaxis von Leukozyten fiihrt. Die, in die Intima, eingewanderten Monozyten werden zu
Schaumzellen durch Aufnahme von LDL und verursachen eine Entziindungsreaktion (Goldstein und
Brown 1977). Ab hier ist der weitere Verlauf der Pathogenese fiir beide Hypothesen identisch. Die
Entziindung kann auch auf die Media libergreifen, es kommt zu einer Atrophie des muskularen und
elastischen Gewebes und zum bindegewebsartigen Umbau. Aufgrund der Bindegewebswucherung
und der Kalzifikation der Arterienwand verliert sie ihre Elastizitdat und verhartet sich. AuRBerdem
kommt es zu einer Lumeneinengung, da Schiaden am instabilen atherosklerotischen Plaque eine

Blutgerinnungskaskade auslosen und somit zur Bildung von Thromben fiihren konnen (Ross 1999).

Maradit-Kremers et al. (2005a) untersuchten in ihrer Studie die Haufigkeiten der kardiovaskularen
Erkrankungen, die auf Atherosklerose beruhen, vor und nach dem Ausbruch der RA. Unter anderem
wurde auch ein Risikoanstieg flir Myokardinfarkt (Ml), vor allem eines asymptomatischen, noch vor
der klinischen Auspragung einer RA, festgestellt. Erwahnenswert ist, dass asymptomatische und
somit unerkannte Ml etwa 30 % aller MI bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und einer

chronischen Niereninsuffizienz ausmachen.

Eine andere Studie der gleichen Forschungsgruppe zeigte einen Zusammenhang zwischen der
Schwere der entziindlichen Systemerkrankung und der Letalitat, hervorgerufen durch kardio-
vaskulare Erkrankungen. Die hohe Aktivitdt der Systemerkrankung wurde durch eine dauerhafte
BSG Erh6hung (> 60 mm/h, Hazard Ratio (HR) = 2,03), Rheumatoide Vaskulitis (HR = 2,41) und
Lungenbefall bei RA (HR = 2,32) definiert (Maradit-Kremers et al. 2005b).

Unter den kardiovaskuldren Risikofaktoren spielt das Rauchen eine entscheidende Rolle fiir die
Entwicklung der Atherosklerose und RA. Anhand einer populationsbezogenen Studie (256000
Studienteilnehmer im Alter 45-75 Jahre) wurde nachgewiesen, dass das Rauchen die Entstehung

einer Anti-CCP positiven RA teils auch bei genetischer Disposition férdert. (Goodson et al. 2004).

Die Lipidparameter bei RA weisen dhnliche Veranderungen wie auch bei anderen entziindlichen
Erkrankungen auf, z. B. durch einen Abfall des high-density lipoprotein (HDL). Auerdem korrelieren
sie mit der Krankheitsaktivitdt und somit einer Erhéhung der BSG und CRP (Choy und Sattar 2009).
In den Arterien sorgt HDL fiir eine Ruckfiihrung des Cholesterins aus der Intima und verhindert
somit bis zu einem gewissen Grad eine Entwicklung von Atherosklerose. Dennoch sind Lipide bei
aktiver Erkrankung haufig paradox vermindert und sollten nur wahrend der inaktiven Erkrankung

bestimmt werden.

In den letzten Jahren sind immunologische Marker der Atherosklerose in den Vordergrund geriickt.
Dazu zahlen die Akute-Phase-Proteine (CRP), Faktoren der Immunaktivierung (proinflammatorische

Zytokine), Dysfunktion des Endothels (zellulare Adhasionsmolekiile, von-Willebrand-Faktor) und
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Immunkomplexe. Viele davon sind einerseits Vorboten der kardiovaskularen Erkrankung, anderer-
seits spiegeln sie den entziindlichen Prozess der RA wider (Szmitko et al. 2003a, Szmitko et al.
2003b). Ihre Diagnostik spielt eine wichtige Rolle, da die Halfte der RA-Patienten mit kardiovasku-
laren Komplikationen keine ,traditionellen” Risikofaktoren aufweisen. Somit kénnen eine CRP-
Erhohung und ggf. atherogene Lipidwerte bei RA-Erkrankten einen moglichen Hinweis auf eine

spatere Manifestation der Atherosklerose liefern (van Halm et al. 2006a).

Die arterielle Hypertonie ist die haufigste Komorbiditat bei RA. Dies ist zumeist durch die Einnahme
von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) und Glucocorticosteroiden bedingt. Beide Medika-
mentengruppen regulieren die Wasser- und Natriumausscheidung im Korper. Es kommt zu einem
Anstieg des Gesamtkorperwasservolumens mit nachfolgendem Anstieg des Blutdruckes. Dies ist
wiederum ein wichtiger Risikofaktor fir die Entwicklung einer Atherosklerose (Souverein et al.
2004). Weitere unerwiinschte Nebenwirkungen der Glucocorticoide sind Stérungen des Insulin-
stoffwechsels und des Gewichts was auch zu den ,traditionellen” Risikofaktoren z&hlt (Dessein und
Joffe 2006). Eine andere Studie zeigt jedoch, dass eine Kombinationstherapie aus Glucocorticoiden
mit den Basistherapeutika zu einer Normalisierung des Gesamtcholesterol/HDL-Quotienten
(,atherogener Index”) mit einer Aktivitatsminderung der RA fiihrt und somit eine antiatherogene

Wirkung hat (Boers et al. 2003).

Eine amerikanische Studie mit 1240 an RA erkrankten Teilnehmern, die in einem Zeitraum von sechs
Jahren regelmaRig untersucht wurden, zeigte eine 60 % Reduktion der Mortalitatsrate bei Patien-
ten, die mit Methotrexat (MTX) therapiert wurden im Gegensatz zu denen, die mit anderen Basis-
therapeutika behandelt wurden. Besonders hervorzuheben sei die Senkung der Letalitat kardiovas-
kuldrer Ursache um 70 %. Einerseits verbessert MTX die Mobilitdt der Patienten, in dem es die
entzlindlichen Prozesse vermindert (messbar an der Héhe der BSG und CRP-Werte), andererseits
greift es wahrscheinlich in die gemeinsame Pathogenese der RA und der Atherosklerose ein und

hemmt somit ihr Fortschreiten (Choi et al. 2002).

Ahnliche Beobachtungen machte man auch bei Tumor-Nekrose-Faktor a-Blockern (TNFa-Blocker).
Besonders Infliximab zeigte in den Studien eine Reduktion der kardiovaskuldren Letalitat durch
seine direkte Wirkung auf das Endothel. Es hemmt die Zytokinausschiittung aus dem Endothel und
fihrt zur Normalisierung der endothelabhangigen Vasodilatation, was seinerseits mit einer
Verbesserung des entziindlichen Geschehens und somit mit der Minderung der Krankheitsaktivitat
korreliert (Hurlimann et al. 2002). Jedoch darf Infliximab bei Patienten mit Herzinsuffizienz nur mit

groBter Vorsicht angewandt werden, da es zu einer kardialen Dekompensation fiihren kann.
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Die heutige Datenlage erlaubt jedoch noch keine Riickschliisse auf die atherogene Wirkung der
neuen Medikamente wie z. B. Tocilizumab (Antikdrper gegen Interleukin-6 (IL-6)-Rezeptor) oder

Rituximab (Anti-CD20-Antikorper).

Bei RA ist die Wahrscheinlichkeit eines atherosklerotischen Befalls der Gefalle eng mit der Patho-
genese der Erkrankung verflochten. Die antiinflammatorische Therapie erlaubt eine gewisse
Kontrolle Uber die Gelenkdestruktion, unterdriickt jedoch nicht ausreichend den systemischen
Entziindungsprozess. Somit ist eine frihzeitige Diagnostik und Behandlung von hoher Wichtigkeit.
EULAR hat Richtlinien verfasst bezlglich des Vorbeugens und der Therapie der kardiovaskuldaren

Komplikationen bei RA (Peters et al. 2010).

In dieser Arbeit sollen die Auswirkungen von vier der am haufigsten gebrduchlichen Medikamen-
tengruppen auf die Atherosklerose bei RA-Patienten genauer erforscht werden. Mittels Pulswellen-
geschwindigkeit (PWV) und Augmentationsindex (Alx) soll versucht werden eine erhohte arterielle

GefiRsteifigkeit nachzuweisen, wie sie des Ofteren laut Studien bei RA-Patienten vorzufinden ist.

1.3 Endotheliale Vorlauferzellen

Die endothelialen Vorlauferzellen, auch als ,,endothelian progenitor cells“ (EPCs) bekannt, sind das
Thema vieler Publikationen geworden, da sie eine wichtige Rolle bei der Regeneration des
Endothels und der postnatalen Neoangiogenese spielen. Asahara und sein Team (1997) isolierten
als erste die im peripheren Blut zirkulierende CD34*, die sich in vitro zu Endothelzellen ausdifferen-
zieren und in vivo zur Neoangiogenese nach kardiovaskuldren Ereignissen beitragen. Diese Zellen
haben eine funktionelle sowie phanotypische Ahnlichkeit mit embryonalen Angioblasten (Asahara

et al. 1997).

Die im peripheren Blut zirkulierenden EPCs stammen urspringlich aus dem Knochenmark von den
hdamatopoetischen Stammzellen ab. Sie verfiigen liber Stammzelleigenschaften, kdnnen sich jedoch

nur in eine bestimmte Zelllinie differenzieren.

Durch unterschiedliche endogene und exogene Einflussfaktoren konnen die endothelialen
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark mobilisiert werden und anschlieRend an den Ort des
Geschehens wandern. Die Mobilisierung kann aufgrund eines entziindlichen Vorganges durch
Freisetzung von G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) oder GM-CSF (granulocyte-macro-
phage-colony stimulating factor), eines ischamischen Ereignisses durch Sekretion von SDF-1 oder
auch durch Hormone (z. B. Erythropoetin) und Wachstumshormone wie VEGF und Angiopoietin

hervorgerufen werden (Powell et al. 2005; Moore et al. 2001).
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1.3.1 Heterogenitat der EPCs

Die gebrauchlichsten Methoden zur Bestimmung der EPCs sind einerseits die Identifikation der
hamatopoetischen Marker - durch Stammzelloberflichenmarker wie CD34*, CD133* und/ oder der
Endothelzellmarker KDR/VEGFR-2 (kinase insert domain receptor/ vascular endothelial growth
factor receptor 2) - und andererseits die Beurteilung der Stammzellfunktion mithilfe der kolonie-
bildenden Zellen (EPC-CFU; colony forming units). Die phanotypische Bestimmung anhand der
Oberflachenproteine ist erschwert, da diese bei vielen Zellreihen vorkommen und es somit kein
einheitliches spezifisches Oberflachenexpressionsprofil gibt. AuRerdem dndern sich die Marker je
nach Reifegrad der EPCs. Um eine genauere Aussage treffen zu kdnnen, ob es sich um EPCs handelt,
werden die Marker in Kombinationen ausgewertet (Urbich und Dimmeler 2004). AuBerdem kann
man zur ldentifizierung die Fahigkeit der EPCs zur Aufnahme von acetyliertem LDL (acLDL) und die

Anfarbbarkeit mit Ulex Lectin hinzuziehen (Rehman et al. 2003).

Zahlreiche Studien beschreiben eine Vielzahl von EPCs Subpopulationen, die aus den im Blut
zirkulierenden mononukledren Zellen isoliert werden. Hierbei spielt die Zeit und vor allem das
Kultivierungsmedium eine entscheidende Rolle. ,Early outgrowth” EPCs bilden Kolonien aus
heterogenen spindelféormigen Zellen in einem Fibronektin- und GefaBwachstumsfaktor ange-
reichertem Medium schon innerhalb einiger Tage. Diese Vorlauferzellen exprimieren viele Marker
anihrer Oberflache und sezernieren angiogene Zytokine. Obgleich diese Zellen ein niedriges Prolife-
rationspotential haben, verfligen sie Gber Oberflaichenmarker von Makrophagen und sind auch

imstande Bakterien aufzunehmen, was auf einen hamatopoetischen Ursprung hindeutet.

Im Gegensatz dazu sind die ,/ate outgrowth” EPCs (OEC) hoch proliferativ, exprimieren Endothel-
zellmarker, die keinen hamatopoetischen oder monozytdren Charakter aufweisen. Sie sind
imstande, Kapillaren zu bilden und in vivo gespritzt, Endothel bei geschadigten GefdRen wiederauf-
zubauen. Sie bilden erst nach zwei bis drei Wochen homogene kopfsteinpflasterartige Kolonien

(Stroncek et al. 2009).

Obwohl die OECs als ,,wahre” EPCs bezeichnet werden und einen direkten Effekt haben, entfalten
die frithen EPCs ihre Wirkung Gber Zytokinausschiittung wie VEGF und IL-6. Diese beiden Zytokine
steigern die Endothelproliferation, stimulieren die OECs und die friihen EPCs autokrin und parakrin
und fihren zu einer erhdhten Sezernierung von Metalloproteinasen 2 und 9 (MMP), die den Aufbau

der BlutgefalRe unterstiitzen (Yoon et al. 2005).

1.3.2 Bedeutung der EPCs in der Diagnostik
EPCs werden als Marker fiir das kardiovaskulare Risiko und die Endothelfunktion angesehen. Die

Anzahl der zirkulierenden EPCs sinkt bei Patienten mit kardiovaskuldren Risikofaktoren wie
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Rauchen, Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus und Bluthochdruck. AuBerdem kommt es zu
einer Verminderung der Endothelvorldauferzellen auch bei Patienten mit instabiler Angina pectoris
und zerebrovaskularen Erkrankungen (Hill et al. 2003). Der Grund hierfir ist wahrscheinlich eine
seit langerem andauernde Schadigung der Gefalie, eine gestérte Mobilisation der EPCs und ein

Erschopfen der Stammzellreserven.

Vasa et al. (2001b) beschrieben eine Suppression der Migration der EPCs bei Patienten mit ischa-
mischer Herzerkrankung und arterieller Hypertonie, die mit zunehmender Anzahl der Risiko-
faktoren anstieg. AuRerdem haben die mononuklearen Zellen, die bei diesen Patienten gewonnen
wurden, eine verminderte Bereitschaft zur Neovaskularisation gezeigt. Dieser Zusammenhang ist
noch nicht eindeutig geklart. Am ehesten ist die eingeschrankte Mobilisation der EPCs aus dem
Knochenmark durch eine Abschwéachung der endothelabhdngigen Vasodilatation aufgrund einer
verminderten Stickstoffverfligbarkeit bedingt. Dafir ist die Kumulation der freien Sauerstoffradi-
kale, die die Proliferation und die Apoptose der EPCs beeinflussen, verantwortlich (Aicher et al.

2003).

Studien beziglich antihypertensiver Therapie zeigten, dass sowohl ACE-Hemmer (Ramipril) (MUller
et al. 2009) als auch Angiotensin-lI-Rezeptorblocker (Olmesartan) (Bahlmann et al. 2005) eine

verbesserte Aktivitdat und einen Anstieg der peripheren EPCs forderten.

Eine Reihe von klinischen Studien befasst sich mit der Implantation/Injektion der mononukledren
Zellen bzw. der EPCs in das vorgeschadigte Gewebe um eine Revaskularisation zu erreichen. Es gibt
unterschiedliche Methoden von der Transplantation der EPCs in das ischamische Gewebe (Kalka et
al. 2000), Gber das Verabreichen von Zytokinen und Wachstumsfaktoren zur EPC Mobilisation

(Asahara et al. 1999) bis zur Knochenmarksaspiration mit Leukopherese.

Niedrige EPC-Werte sind ein unabhangiger Pradiktor fiir das Auftreten von kardiovaskularen Er-
krankungen und Letalitdt (Werner et al. 2005). Es ist bewiesen, dass ein Herzinfarkt zu einem An-
stieg der EPC-Zahl fiihrt und somit eine Neuvaskularisation und eine Minderung des ischamisch ge-

schadigten Gewebes unterstiitzt (Sobrino et al. 2007).

Eine Dysbalance zwischen der Schadigung und der Regenerationsfahigkeit der GefaBwand fiihrt zur
Entwicklung einer Atherosklerose. Die Unterdriickung der EPC-Aktivitat kann einer der Griinde fir
die Entstehung und die Progression der atherosklerotischen Erkrankungen unter dem Einfluss von

Risikofaktoren sein.
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1.3.3 EPCin der rheumatoiden Arthritis
Aufgrund der sich zum Teil Gberschneidenden Elementen in der Pathogenese der Atherosklerose
und der RA und einer haufigen Komorbiditat fiihrten einige Forschungsgruppen Studien zum Ver-

halten von EPCs bei Erkrankten an RA durch.

Die meisten Studiengruppen untersuchten EPC oder colony forming units (EPC-CFU) und kamen zu

gegensatzlichen Ergebnissen. Einige zeigten erniedrigte EPC-Werte, andere erhéhte an.

Grisar et al. (2005; 2007) haben die Auswirkung der rheumatischen Erkrankung auf EPCs und EPC-
CFU untersucht. Sie haben eine Korrelation zwischen der Krankheitsaktivitdt und der Anzahl der
EPCs festgestellt. Bei einem aktiven Verlauf kam es zu einem Abfall der EPCs, wobei sich die EPC-

Werte bei Krankheitsinaktivitdt und einer addquaten Therapie normalisierten.

Jodon de Villeroché et al. (2010) haben sich auf die late outgrowth EPC fokussiert und haben eine
positive Korrelation zwischen der Krankheitsaktivitat, gemessen anhand des DAS28, und den EPCs
festgestellt. RA-Patienten wiesen eine hohere Anzahl an peripheren EPCs im Vergleich zu der
gesunden Kontrollgruppe auf. Patienten, die sich in der Remission befanden, hatten niedrigere
Werte. Aullerdem konnten sie keinen Zusammenhang zwischen den Entziindungsmarkern, bzw.

Synovitis und den EPCs aufzeigen.

1.4 Wachstumsfaktoren in RA und Atherosklerose

1.4.1 VEGF

Eine unabdingbare Bedingung fiir die Pannusbildung und sein invasives Wachstum in den Knorpel
und Knochen bei RA-Patienten ist die Angiogenese (Koch 2000). Bei der Angiogenese handelt es
sich um die Bildung von neuen Mikrokapillaren aus den VorlaufergefaBen. Dies ist ein physiolo-
gischer Prozess in der neonatalen Periode und ist eher ein pathologischer Vorgang im Erwachse-
nenalter mit einigen Ausnahmen wie der weibliche Zyklus und die Wundheilung. Atherosklerose,
Psoriasis, Rheumatoide Arthritis, Ulcus Erkrankungen, diabetische Retinopathie, Tumore, Kollate-
ralenbildung bei Herzinfarkten sind die pragnantesten Beispiele fiir die Angiogenese im ausgewach-

senen Organismus (Folkman 1995).

Bei RA findet die Endothelproliferation in der Synovia statt und die neuentstandenen GefaRRe
bestehen vor allem aus der Endothelschicht. Die GefaRRproliferation lauft ausschlieflich im Gewebe

der entziindeten Gelenke ab.

Bei RA-Patienten herrscht eine lokale Hypoxie der Synovialmembran vor. Dies wirkt sich als ein

Stimulus auf die Vaskularisation aus und fihrt somit zu einer verstarkten Sekretion der Gefal3-
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wachstumsfaktoren und Zytokine (Akhavani et al. 2009). AuRBerdem kommt es in der Synovial-
membran zu einer verminderten Exprimierung des Tumorsuppressorgens p53, welches die
Transkription von vascular endothelial growth factor (VEGF) inhibiert. Die Mutation im p53 ruft eine

unkontrollierte Zellproliferation und Neoangiogenese hervor (Angelo und Kurzrock 2007).

Zu den angiogeneseférdernden Stimulatoren zahlen GefaRwachstumsfaktoren, die dhnlich wie
Hormone liber ein breites Spektrum an biologischen Wirkungen auf die Zellen verfligen. Sie kbnnen
induzierend oder inhibierend auf die Mitogenese, Chemotaxis, Zelldifferenzierung wirken. Sie
entfalten ihre Wirkung autokrin oder parakrin. Dazu zahlen auller VEGF, Angiopoetin-1 (Angl),
Angiopoetin-2 (Ang2), fibroblast growth factor (FGF) und placenta growth factor (PGF) (Ferrara et
al. 2003).

VEGF ist ein multifunktionales Signalmolekil, das parakrin an der physiologischen und pathologi-
schen Angiogenese durch Stimulation der Endothelzellproliferation teilnimmt. Es wird von Makro-
phagen, Fibroblasten, Lymphozyten, Osteoblasten und Synoviozyten bei RA-Patienten sezerniert.
VEGF wurde in Ovarien, Plazenta, Nieren, Serum und der Synovialflissigkeit nachgewiesen. Es
nimmt eine zentrale Rolle in der Angiogenese bei RA wahr und hat im Gegensatz zu anderen

Faktoren einen mitogenen Effekt ausschlieBlich auf die Endothelzellen (Asahara et al. 1999).

Die VEGF-Konzentration im Serum und in der Synovialflissigkeit von RA-Patienten ist signifikant
hoher als bei anderen Erkrankungen aus dem arthritischen Formenkreis und bei der gesunden
Kontrollgruppe. AuRerdem erhdht VEGF die Permeabilitdt der Gefdlle und zeigte in einem Tier-
experiment eine proinflammatorische Wirkung auf die Gelenke (Yoo et al. 2008). Der VEGF-Spiegel
korreliert positiv mit der Krankheitsaktivitat und der Gelenksdestruktion bei RA (Lee et al. 2001).
Entsprechend der Studie von Ballara et al. (2001) war eine Besserung der klinischen Symptome mit

einem Abfall der VEGF-Serumkonzentration assoziiert (Ballara et al. 2001).

Die proinflammatorischen Zytokine wie IL-1B, IL-6 und TNF-a induzieren die Sekretion von VEGF.
So fihrt die Therapie mit monoklonalen Antikérpern gegen IL-6 Rezeptoren zu einer Inhibierung

der Synthese von VEGF durch Fibroblasten (Nakahara et al. 2003).

In tierexperimentellen Studien fiihrte eine Unterdriickung von VEGF zu einem Sistieren der Neo-

angiogenese und des Tumorwachstums.

1.4.2 Angiopoetin
Angiopoetine (Ang) sind Glykoproteine, die die Angiogenese, Bildung von LymphgefdaBen und die
GefalRpermeabilitdt steuern. Es gibt vier Subtypen, wobei Ang-1 und Ang-2 am besten erforscht

sind. Angiopoetin-1 wird in der Frihentwicklung vom Myokard, im Erwachsenenalter von den
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perivaskuldaren Zellen, Perizyten in den Nieren und den Ito-Zellen in der Leber freigesetzt.
Ang-2 wird in den Weibel-Palade-Kérperchen in den Endothelzellen produziert (Fiedler und

Augustin 2006).

Angiopoetine entfalten ihre Wirkung indem sie an den Tyrosinkinase-Rezeptor 2 (Tie-2) binden,
eine Phosphorylierung induzieren und somit eine Signalkette auslésen, die die Reifung und die
Stabilitdt der GefaRe wahrend der Angiogenese reguliert. Die Tyrosinkinaserezeptoren werden an
der Oberflache von Makrophagen und Endothelzellen exprimiert. Nur Angiopoetin-1 ist imstande,
bei der Bindung mit Tie-2 eine Phosphorylierung zu evozieren, und wirkt somit als ein Agonist in

der Angiogenese (Witzenbichler et al. 1998).

Wohingegen die Wirkung von Angiopoetin-2 sehr stark vom Vorhandensein von VEGF abhangig ist.
Das Fehlen von VEGF fiihrt zum Untergang von Endothelzellen und der Riickbildung von GefalRen.
Erhohte Ang-2-Werte begiinstigen eine Entziindung, Metastasenbildung und TumorgefaBneu-
bildung (Eklund und Saharinen 2013). Ang-2 hat ein antagonistisches Potenzial in Bezug auf Ang-1
und inhibiert die Bindung von Ang-1 an Tie-2. Jedoch in der Kombination mit VEGF fordert Ang-2
die Zellproliferation, Migration von Endothelzellen und die Neovaskularisation. Hypoxie, Adreno-

corticotropin (ACTH), Glucose und TNF-a verstarken die Produktion von Ang-2 (Woolf et al. 2009).

Zu einer gestorten Induktion der Signalkette kommt es bei Erkrankungen wie Sepsis, Diabetes mel-
litus, pulmonalen Hypertonie und anderen. Hierbei steigen Ang-1 und Ang-2 Blutspiegel im Serum
an. Hohe Spiegel von Ang-2 und Fieber korrelieren mit einer hohen Wahrscheinlichkeit fur die
Entwicklung eines septischen Schocks (Ricciuto et al. 2011). Jedoch kénnen beide Angiopoetin Ty-

pen auch unabhéangig voneinander verdndert sein.

1.4.3 SDF-1

Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) ist ein korpereigener Botenstoff aus der Gruppe der Chemo-
kine CXC. Er wurde zum ersten Mal aus dem Knochenmark aus der Bindegewebszelllinie isoliert,
wird aber auch in anderen Organen — Lunge, Milz, Leber produziert. Er partizipiert an den physio-
logischen Prozessen wie Rekrutierung von Stammzellen und deren Mobilisierung zu den Ziel-
organen wahrend der Organogenese, an der Angiogenese und Wundheilung. Ist aber auch an der
Metastasenausbreitung und den Entziindungsgeschehen, solchen wie RA und Atherosklerose

beteiligt (McGrath et al. 1999).

SDF-1 entwickelt seine Wirkung bei der Bindung an den CXC4-Rezeptor (CXCR4), der sich an der
Oberflache der hamatopoetischen Stammzellen befindet. Infolgedessen reguliert es die Wande-
rung der hamatopoetischen Stammzellen zwischen dem peripheren Blut und dem Knochenmark.

Es fihrt auRerdem zur verstarkten Proliferation von den CD34*-Zellen, die zu den hamato-
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poetischen Stammzellen zdhlen, und deren Mobilisierung, was eine Angiogenese in vivo induziert.
Es ist bekannt, dass EPCs CD34* aufweisen und CXCR4 exprimieren und demzufolge auch einer
Regulation von SDF-1 unterliegen. Als Therapieoption kdnnten EPCs bei einem ischdamischen
Geschehen eingesetzt werden. Um deren Gewinnung zu optimieren, wurde in einigen Studien
SDF-1 zusatzlich gespritzt, um eine effektivere Freisetzung und Mobilisierung aus dem Knochen-
mark zu erreichen. Danach wurden die so gewonnenen EPCs fiir eine therapeutische Neovaskulari-

sation transplantiert (Yamaguchi et al. 2003).

Bei Entziindungen liegen erhéhte SDF-1-Werte vor. SDF-1 wird bei der RA von den fibroblast-like-
Synoviozyten (FLS) exprimiert und fordert die Angiogenese sowie den Abbau der Knorpelmatrix
durch die Freisetzung von MMP3 aus den Chondrozyten. AuRerdem bewirkt SDF-1 eine Migration
von CD4*-Gedachtniszellen ins Synovium und deren Retention im perivaskularen Gewebe. Zuséatz-
lich stimuliert es eine B-Zell-Akkumulation und die Bildung von Keimzentren, ein typisches
Anzeichen fiir die Synovialitis. Ein Zusammenhang zwischen den SDF-1-Spiegeln und der Krankheits-
aktivitat, Entzindungsparametern und Gelenksdestruktion konnte in den Studien nicht nachge-
wiesen werden. Jedoch hatten die RA-Patienten signifikant hohere SDF-1-Blutwerte als die gesunde

Kohorte (Mittal et al. 2003).

1.5 Zielsetzung

Die Rheumatoide Arthritis ist eine der haufigsten Erkrankungen aus dem rheumatischen Formen-
kreis. Dank vieler Forschungsarbeiten werden immer mehr Fragen beziglich der Pathogenese und
der Atiologie geklart und somit ein groRer Beitrag zur medikamentdsen Therapie geleistet. Je nach
Krankheitsgrad und -aktivitat gibt es verschiedene Ansatze in der Therapie um eine moglichst friih-
zeitige Verbesserung der Symptome und eine Hemmung des Krankheitsfortschrittes zu erzielen. Da
es sich bei der RA um eine chronische systemische Autoimmunerkrankung handelt, ist ein Augen-
merk auf die Organmanifestation und mogliche Folgeerscheinungen zu richten. AuRerdem ist zu
beachten, dass die eingesetzten Therapeutika wie NSAR, Kortikosteroide, DMARDs und Immun-
suppressiva mit vielerlei Nebenwirkungen, von Hauterscheinungen bis zu Tumoren und Athero-

sklerose mit kardio- und cerebrovaskulédren Ereignissen, behaftet sind.

So ist das Ziel der vorliegenden Arbeit die Analyse der Auswirkungen der vier Medikamenten-
gruppen Methotrexat, TNFa-Antikorper (Etanercept und Adalimumab), IL-6-Rezeptor-Antikorper
(Tocilizumab) und CD20-Antikérper (Rituximab) auf das mikro- und makrovaskuldre System bei

Patienten mit RA im Laufe von sechs Monaten.

Fiir die Begutachtung des mikrovaskuldren Systems werden die koloniebildenden endothelialen

Vorlauferzellen (CFU-Hill), die Wachstumsfaktoren und Chemokine VEGF, Angiopoetin-1, Angio-
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poetin-2 und SDF-1 hinzugezogen. Hierbei soll das Regenerationspotential der GefaRe unter den

jeweiligen Therapeutika untersucht werden.

Die Veranderungen im makrovaskuldren System werden anhand der GefaRsteifigkeit mithilfe von

Pulswellengeschwindigkeit (PWV) und Augmentationsindex (Alx) bestimmt.

Es soll der Verlauf der Krankheitsaktivitat sowie das Risiko fiir kardiovaskulare Erkrankungen in den
jeweiligen Gruppen und beim Vergleich der Gruppen miteinander untersucht werden. Zusatzlich
werden spezifische Medikamenteneinnahmen und andere mogliche einflussnehmende Faktoren

bericksichtigt.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Datenerhebung
Das Patientenkollektiv, bestehend aus 63 an rheumatoider Arthritis Erkrankten, wurde in der
Rheuma- und Nierenambulanz des Universitatsklinikum Goéttingen innerhalb eines Zeitraumes von

ca. zwolf Monaten erfasst.
Alle an der Studie Teilnehmenden erfillten die Klassifikationkriterien der ACR/EULAR von 2010.

Die Patienten wurden wahrend ihrer reguldren Termine in der Rheumaambulanz bzw. -tagesklinik
nach dem Teilnahmeinteresse an der Studie befragt. Nach ausfihrlicher Aufklarung Gber den
Studienablauf, die Gewinnung von Endothelvorlauferzellen, Bestimmung von diversen Laborpara-
metern und die Messung der Gefal3steifigkeit mittels Tonometrie wurde eine schriftliche Einver-

standniserklarung eingeholt.

Die fir die vorliegende Arbeit notwendigen Daten wurden sowohl aus den Akten als auch anhand
einer ausflhrlichen Patientenanamnese in Bezug auf aktuelle Beschwerdesymptomatik, Komor-

biditat, Medikamenteneinnahme und KHK-Risikofaktoren erhoben.

Eine Zustimmung der Ethikkommission (Ethikantragsnummer: 17/2/08) wurde eingeholt.

2.2 Untersuchung der Endothelvorlduferzellen

Nach einer ausfiihrlichen Aufklarung und dem Einholen einer Unterschrift bei der Einverstandnis-
erklarung wurde im Rahmen der Routineuntersuchung bei den Probanden Blut abgenommen. Die
Untersuchungen der Klinischen Chemie und der Hdmatologie wurden im Zentrallabor des Universi-
tatsklinikums Gottingen entsprechend den Leitlinien des jeweiligen Instituts durchgefiihrt. Flr die
Bestimmung der endothelialen Vorlauferzellen (EPCs) wurden zuséatzlich zwei Lithium-Heparin
Réhrchen abgenommen. Das Blut wurde sowohl bei der ersten als auch bei der nachfolgenden
Untersuchung 6 + 2 Monate spater gewonnen. Bei den Patienten, die als Therapie die Biologika
Tocilizumab bzw. Rituximab erhielten, fand die Blutabnahme vor der Medikamentenapplikation

statt. Das Blut wurde innerhalb von 24 Stunden aufgearbeitet.

Wie bereits im Kapitel 1.3.2 ausgefiihrt, kbnnen EPCs als indirekte Indikatoren eines erhohten
kardiovaskuldren Risikos genutzt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden aus der mono-
nuklearen Zellfraktion des peripheren Blutes so benannte early endothelial outgrowth cells (eEOCs/
eEPCs) kultiviert. Dies geschah nach einem international vielfaltig publizierten Protokoll. Das Ver-
fahren ist in seiner urspringlichen Form von Hill et al. 2003 entwickelt worden. Die einzelnen Kolo-
nien, die innerhalb von fiinf Tagen entstehen, werden als colony-forming unit-Hill colonies (CFU-

Hill-Kolonien oder CFU-ECs — Colony Forming Unit-Endothelial Cells) bezeichnet. Zur Identifizierung
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der EPCs wurde eine spezielle Farbung mit Lectin und acetyliertem LDL (acLDL) durchgefiihrt mit

anschlieRender Zahlung der Kolonien unter dem Fluoreszenzmikroskop.

2.2.1 Kultivierung der CFU-Hill-Kolonien

Die Isolierung der mononukledren Zellen (MNC) und die weiteren Schritte bis zum Auszahlen der
Kolonien fanden unter sterilen Bedingungen im Labor statt. Flr die Gewinnung der EPCs waren ca.
20 ml heparinisiertes Blut notwendig. Das Blut wurde zunachst auf 15 ml Ficoll (Ficoll-Paque ™Plus)
aufgeschichtet. Es durfte nicht zu einer Vermischung der beiden Flissigkeiten kommen. Ficoll ist
ein Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer, welches fiir die Isolierung von mononuklearen Zellen
eingesetzt wird. Es eignet sich zur Dichtegradientenzentrifugation aufgrund seiner hohen molaren
Masse. Nach dem Zentrifugieren der Probe bei 1.400 Umdrehungen pro Minute, kam es zu einer

Schichtung dieser.

Plasma
Blut
[ MNC
Ficoll
Ficoll

Granulozyten

Erythrozyten

Abbildung 6: Isolierung der MNC mittels Ficoll: vor und nach der Dichtegradientenzentrifugation.

Das Plasma wurde fiir ELISA aufgehoben und bei - 20°C eingefroren. Die Monozyten-Lymphozyten-
Fraktion wurde abpipettiert und mit 30 ml phosphate buffer saline (PBS) gereinigt. PBS ist eine
osmotische Pufferlosung, bestehend aus Natrium-, Kaliumchlorid und Phosphat mit einem pH-
Wertvon 7,4. Da es dem pH im menschlichen Organismus entspricht, wird es gehauft beispielsweise

fiir die Zellreinigung oder Verdiinnungen eingesetzt und gewahrleistet immer einen konstanten pH.

Nach einer zehnminitigen Zentrifugation setzte sich am Boden ein Zellpellet ab, das weiter verar-
beitet wurde. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde erneut in 30 ml PBS resuspendiert.
Mithilfe der standardisierten Neubauer-Zahlkammer wurde die Anzahl der mononukledren Zellen

bestimmt. Hierflir wurden die Zellen in den vier duBeren Eckquadraten (jeweils ein Volumen
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von 0,1 pl) unter dem Mikroskop (Leica®) bei 125-facher VergroRerung ausgezahlt und daraus ein

Mittelwert gebildet.

Das Aussden der MNCs fand bei einer Zelldichte von 5 x 106 MNCs geldst in 2 ml EndoCult® Medium
Kit (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada) statt. Hierfiir wurde soviel Uberstand abge-
nommen, bis die notwendige Zelldichte erreicht war. Anschliefend wurde die Probe zehn Minuten
lang zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 2 ml EndoCult® Medium resuspen-
diert. Fir die Anlage der Zellkulturen benétigte man zwei, mit 0,1 % Fibronektin beschichtete
Platten (BD Biosciences, Rockville, MD, USA). Zunachst die 6-Well und am Tag drei die 24-Well-
Platte. Die Platten konnten auch schon im Voraus unter sterilen Bedingungen angefertigt werden
und mussten wahrend des gesamten Prozesses steril bleiben. Fibronektin ist ein Glykoprotein aus
der extrazelluldren Matrix und ist an lebensnotwendigen Prozessen wie Embryogenese, Zellmigra-

tion und Gewebereparatur beteiligt.

Als Kontrolle wurden immer zwei Wells mit jeweils 5x106 MNCs geldst in 2 ml EndoCult® Medium
angelegt. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation im Warmeschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und > 95 %
Luftfeuchtigkeit. Nach 48 Stunden wurden die nicht adharenten Zellen, mitsamt der koloniebilden-
den Zellen, auf die mit Fibronectin beschichtete 24-Well-Platte Ubersat. Well 1 zu Well 1, sowohl

Well 2 zu Well 2. Die Inkubation wurde fiir weitere drei Tage fortgesetzt.

Am Tag sechs reiften die Kolonien aus. Die tiberschiissige Losung wurde abpipettiert und eine Zah-
lung unter dem Lichtmikroskop durchgefiihrt. Die CFU-Hill-Kolonien sind definiert als ein zentraler

Kern bestehend aus runden Zellen mit in die Peripherie ragenden spindel-férmigen Zellen.

Abbildung 7: CFU-Hill-Kolonie unter dem Lichtmikroskop bei 150-facher VergroRerung.
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2.2.2 Validierung der EPCs mit Fluoreszenzmikroskopie

Zusatzlich erfolgte eine Validierung der EPCs mit dem inversen Zellkulturmikroskop Olympus IX-71
(Deutschland GmbH, Hamburg, DE). Hierbei wurde untersucht, ob die Zellkolonien Fluorescein-kon-
jugiertes Ulex Lectin (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO) binden und fluoreszenzmarkiertes (Dil)

acetyliertes low density lipoprotein (AcLDL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) aufnehmen kdnnen.

Nach Gabe von 2 ul AcLDL geldst in 200 pl Medium in Well 1 und 2 wurden die Zellen bei 37°C eine
Stunde lange inkubiert und anschliefend mit 2 % Formaldehyd zehn Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln fixiert. Nach einer Waschung mit PBS, wurden pro Well 5 pl UE-Lectin / 500 pl PBS
hinzugefiigt und fir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Nach einer erneuten Waschung wurden die
Zellen vorerst fiir den nachfolgenden Schritt mit Triton®X 100 0,1 % permeabilisiert. Der Prozess
wurde mit 1 % PBS-BSA Losung gestoppt. Somit wurde die Zellmembran fir die Antikorper, die
intrazelluldar andockten, durchgangig. In Well 1 wurde der unmarkierter a-smooth-muscle-actin
antibody © (SMA)-rabbit in einer Verdiinnung 1 : 100 in PBS hinzugegeben. In Well 2 wurde S100A4
(mouse) Antikorper 4 pl in 1 ml PBS hinzugegeben. Bei S100A4 handelt es sich um ein Calcium-
bindendes Protein. Beide Wells inkubierten zwei Stunden bei Raumtemperatur. AnschlieSend wur-
den die markierten sekundaren Antikérper mit 1 : 500 in beide Wells, vermengt mit 5 pul DAPI
(Fluoreszenzfarbstoff), hinzugefuigt: in Well 1 jeweils Northern light 637 anti-rabbit (R&D Systems,
Inc.) und in Well 2 Northern light 637 anti-mouse (R&D Systems, Inc). Nach einstiindiger Inkubation
bei Raumtemperatur und abschlieRender Waschung konnten Zellen, die Dil-AcLDL bzw. UE Lectin
gebunden haben mithilfe der Laser Scanning-Mikroskopie mit dem inversen Zellkulturmikroskop
Olympus IX-71 unter der Einbeziehung der Emissionsfilter (AHF Analysentechnik, TUbingen, DE)

ausgezahlt werden.

2.2.3 Materialien zur Bestimmung der EPCs

Tabelle 3: Liste der verwendeten Gerate zur EPC-Bestimmung.

Gerat Hersteller

Kihlschrank Liebherr

Gefrierschrank Sanyo

Zentrifuge: Megafuge 1.0R Heraeus instruments GmbH
Zentrifuge: Rotixa/A Hettich

Sterilbank Clean Air Typ CA/R Biohazard

Eppendorf-Pipetten Eppendorf AG, Hamburg




Gerat Hersteller

Vortex Genie 2 Bodo Schmidt GmbH

Mikroskop: Diavert Leica Microsystems

CO2 INCUBATOR (Wéarmeschrank) Sanyo

Floureszenzmikroskop IX-71 Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg

Tabelle 4: Liste der verwendeten Chemikalien zur EPC-Bestimmung.

Substanz Hersteller Katalognummer

Fibronektin from Human SIGMA Aldrich Chemie GmbH, F 0895-1MG

Plasma 0,1 % Solution Steinheim DE

Biocoll 1,0777 g/ml Biochrom AG, Belin L6115
BSApH7.01% LabClinics SA K41-001
Endocult Basal Medium StemCell Technologies Inc 05901
Endocult Supplement StemCell Technologies Inc 05902
Lectin from Ulex europaeus SIGMA-ALDRICH L9006-1MG
Dil AcLDL Molecular Probes L3484
Formalin

PBSpH 7.4 GIBCO 10010-015

Tabelle 5: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien zur EPC-Bestimmung.

Material Hersteller Katalognummer
diverse Pipetten Sarstedt AG& Co/ Eppendorf

diverse Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg

E-Cup 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg 0030 125.150
50 ml Réhre Sarstedt AG& Co 62.547.254
24-Well cell Culture Plate CELLSTAR 662160
MULTIWELL™ 6 well FALCON 353046

Neubauer Zadhlkammer BRAND
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2.2.4 Quantifizierung der Gefdalwachstumsfaktoren

Nicht nur kardiovaskulare Erkrankungen, sondern auch die rheumatoide Arthritis, haben direkten
Einfluss auf die Ausschittung bzw. Hemmung variabler GefdaBwachstumsfaktoren. Mithilfe von
ELISA wurden aus dem Plasma der Studienteilnehmer Wachstums- und Stimulationsfaktoren quan-
titativ bestimmt. Untersucht wurden vascular endothelial growth factor (VEGF), Angiopoetin-1
(Angl), Angiopoetin-2 (Ang2), Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1). Das Ziel war, mogliche Konzent-
rationsunterschiede zwischen den einzelnen Medikamentengruppen und den Einfluss der
Medikamente im Verlauf festzustellen. Somit wurden Plasmaproben zum Zeitpunkt der Patienten-
rekrutierung und 6 + 2 Monate spater untersucht. Die Testreihe wurde mit kommerziell erwerb-
baren ELISA-Kits (alle von R&D Systems, MN, USA) entsprechend der Hersteller-Testbeschreibung

durchgefihrt.

2.2.5 ELISA

Beim enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) handelt es sich um eine Nachweisreaktion
zwischen dem Antigen (dem nachzuweisenden Stoff) und einem spezifischen mit einem Enzym
markierten Antikorper. Hierbei kommt es zu einer enzymatischen Farbreaktion. Die Starke des
Farbumschlags steht in direkter positiver Korrelation zur Antigenkonzentration und kann mithilfe
eines Photometers erfasst werden. ELISA gehort in die Gruppe der enzymatischen Immunadsorp-

tionsverfahren (EIA).

Bei den Testreihen dieser Forschungsarbeit wurde das sandwich enzyme immunoassay angewandt.
Zum auf die Testreihe ausgelegten monoklonalen Antikérper, der an der festen Phase gebunden ist
(96-Well Mikrotiterplatte, vom Testhersteller geliefert), wurden die Standards in verschiedenen
Verdlinnungen sowie Plasma von Patienten hinzugegeben. Wéahrend der zweistlindigen Inkuba-
tionszeit bei Raumtemperatur kam es zur Bindung des nachzuweisenden Wachstumsfaktors an den
ersten Antikérper. Nach einer Waschung der Platte mit einer Pufferlésung zur Entfernung der
ungebundenen Bestandteile wurde ein zweiter, in diesem Falle ein enzymgekoppelter spezifischer
Antikorper hinzugefiigt. Als Markerenzym wurde die Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase - HRP) verwendet. Nach erneuter zweistlindiger Inkubationszeit und viermaliger
Waschung wurde das Substrat-Medium in alle Wells hinzugefiigt. Das Medium enthielt
Tetramethylbenzidin (TMB) und Hydroperoxid. Nach der Aktivierung durch HRP kam es zu einer
Reduktion des TMB und einer Blaufarbung. Da TMB lichtempfindlich ist, wurde die Platte licht-
geschitzt inkubiert. Schwefelsdure diente anschliefend zum Fixieren der Probe. Durch die Zugabe

der Stopp-Losung kam es zu einem Farbumschlag ins gelb.
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Die optische Farbintensitat musste innerhalb von 30 Minuten nach der Stoppreaktion erfolgen. Die
Messung wurde mit einem ELISA-Reader (Tecan) bei 450 nm durchgefiihrt. Als Referenzwert galt
der vom Hersteller vorgegebene Standard, der in einer Verdiinnungsreihe angelegt und bei der

Messung miterfasst wurde.

2.2.6 ELISA am Beispiel von VEGF

Die Quantifizierung der GefalBwachstumsfaktoren mittels ELISA wird am Beispiel von VEGF noch-
mals veranschaulicht. Die Unterschiede in den jeweiligen Tests beziehen sich, auBer auf die Zusam-
mensetzung der Reagenzien, ausschlielflich auf die Verdinnungsreihe des Standards und die
Menge an Plasma. Die Durchfiihrung ist beinah identisch. Aufgrund der hohen Konzentrationen von
manchen GefdaRwachstumsfaktoren im Speichel ist das Tragen eines Mundschutzes empfehlens-

wert.



Reagenzien/ Standard/ Plasmaproben auf Zimmertemperatur bringen.
Reagenzien entsprechend der Gebrauchsanleitung mischen.

Standard-Verdinnungsreihe ansetzen

500 pl E00 pl

500 ul 500 p S00 p

1,000 SO0 250 125 62.5 31.2
P m P pasmi pagsm pgsmi pgsmi pgsmil

y

Gabe von 100pl Assay Diluent RD1W in jedes Well

{

Gabe von 100 pl Standard-Verdiinnungsreihe/
Kontrollen/ Plasma auf die 96-Well-Platte;
Abdecken der Platte;
zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur;
vier Mal Absaugen und Waschen mit I

jeweils 400 pl Pufferldsung

y

Gabe von 200 pl VEGF-Konjugat (enthilt HRP);
Abdecken der Platte;
zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur;
vier Mal Absaugen und Waschen mit
jeweils 400 pl Pufferldsung

y

Gabe von 200 pl Substrat-Losung
(enthilt TMB und Hydroperoxid);
Abdecken der Platte;

25 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur;
Proben erscheinen blau

y

Gabe von 50 pl Stopp-Lésung -=
Farbumschlag ins gelb;
Ablesen der optischen Farbreaktion innerhalb von
30 Minuten mittels ELISA-Reader (Tecan) bei 450 nm

% VEGF }§ HRP-Konjugat *&nﬁkﬁrper
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Abbildung 8: ELISA am Beispiel von VEGF (Quelle: Anleitung zum , Quantikine® ELISA Human VEGF;

www.RnDSystems.com; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von RnDSystems).
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2.2.7 Immunoassays

Tabelle 6: Verwendete Immunoassays zur Bestimmung der Wachstumsfaktoren und Chemokine.

Name Hersteller Katalognummer
Human Angiopoietin-1 R&D Systems DANG10

Human Angiopoietin-2 R&D Systems DANG20

Human CXCL12/SDF-1a R&D Systems DSAO00

Human VEGF R&D Systems DVEOO

Tabelle 7: Verwendete Gerate, Verbrauchsmaterialien und weitere Chemikalien zur Bestimmung der Wachs-
tumsfaktoren und der Chemokine.

Name Hersteller

destilliertes Wasser
Folie

Aluminiumfolie als Lichtschutz

diverse Pipettensptizen Eppendorf
Pipette Eppendorf
8-Kanal-Pipette Eppendorf
Schittler Rotomax 120 Heidolph
Elisa Reader Tecan

2.3 Untersuchung des Gefa3status

Chronisch entziindliche Erkrankungen haben einen direkten Einfluss auf die Entwicklung einer
Atherosklerose und die daraus resultierenden Folgeerkrankungen. Damit steigt das kardiovaskuladre
Morbiditats- und Mortalitatsrisiko bei vielen Patienten mit Erkrankungen aus dem rheumatischen
Formenkreis. Zur Einschdtzung des Schadens am arteriellen System wurden in dieser Forschungs-
arbeit die Gefdlelastizitdat und der aortale Blutdruck nichtinvasiv bestimmt. Diese Untersuchungen
erfolgten mithilfe des SphygmorCor® der Firma AtCore, Australien, im sechsmonatigen Abstand,
um mogliche Verdanderungen am GefaRstatus durch die medikamentdse Therapie im Verlauf fest-

stellen zu kdnnen.
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2.3.1 Pulswellengeschwindigkeit (PWV)

Die Messung der Pulswellengeschwindigkeit (PWV) ist eine anerkannte Methode und wird von den
Europdischen Gesellschaften fir Hochdruck (ESH) sowie der Kardiologie (ESC) neben weiteren
Untersuchungen zur genaueren Bestimmung der Schadigung des arteriellen Systems herangezogen

(Mclnnes und Schett 2011).

Mithilfe der PWV bestimmt man die GefaRelastizitat, die zum Teil natirlich mit steigendem Alter,
aber auch bei Erkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes mellitus und Nierenversagen kontinuier-

lich abnimmt.

Wahrend der Systole wird Blut aus dem linken Ventrikel des Herzens in die Aorta ascendes trans-
portiert. Hierbei wird sowohl durch die Ventrikelkontraktion als auch durch den Blutauswurf die
Aortenwand passiv gedehnt, und es entsteht eine Druckwelle, die sich Gber das arterielle GefaR-
system ausbreitet. Die Geschwindigkeit, mit der sich diese Druckwelle ausbreitet, gibt Aufschluss
Uber die GefaRelastizitat. Aufgrund der hohen Dehnbarkeit einer gesunden Aorta wird der pulsatile
Blutfluss, verursacht durch die kardialen Kontraktionen, in eine kontinuierliche Strémung (Wind-
kesselfunktion) umgewandelt und die Pulswellengeschwindigkeit nimmt ab. Bei Alterungsprozes-

sen und Veranderungen an der Gefallwand steigt die GefaRsteifigkeit und somit auch die PWV.

Die PWV wird von der Herzfrequenz und dem Blutdruck beeinflusst. AuBerdem ist sie von dem
Gefallkaliber und -struktur abhangig. Die Elastizitdt der Arterien nimmt von proximal nach distal ab.
Dies bedeutet, je grofRer und elastischer das Gefal}, umso langsamer die PWV. In der Aorta betragt
sie zwischen 4 - 6 m/s, in den distalen Aterien vom muskuldren Typ 8 - 12 m/s. Laut den
Empfehlungen der Fachgesellschaften (ESH / ESC) von 2007 ist eine PWV > 12 m/s pathologisch

und birgt somit ein erhdhtes Risiko flir einen Endorganschaden.

Als Goldstandard gilt die Messung der Pulsgeschwindigkeit zwischen der rechten Arteria carotis
communis und der A. femoralis (cf-PWV), dies ergibt die aortale PWV. Die Aorta ist fir die
Dampfung des Blutstroms verantwortlich und somit hat eine Veranderung an der Aortenwand eine

direkte Auswirkung auf das Herz (Pereira et al. 2015).

Fiir die Bestimmung der Pulswellengeschwindigkeit werden die Transitzeit und der ,Weg”
benotigt. Die Zeit, die die Pulswelle braucht um von der A. carotis an der A. femoralis anzukommen,
wird R-Zacken-getriggert ermittelt. Die Strecke wird an der Kérperoberfliche gemessen, wobei

beim SphygmorCor® die Subtraktion Jugulum/A. femoralis und Jugulum/A. carotis erfolgt.
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Abbildung 9: Erfassung der PWV mittels SphygmorCor®. Messung erfolgt R-getriggert zwischen der rechten
Arteria carotis communis und der A. femoralis (cf-PWV). Die Messung stammt von einem Patienten, der an
der Studie teilgenommen hat.

2.3.2 Augmentationsindex (Alx)

Ein wichtiger Bestandteil der PWYV ist die Pulswellenreflexion. Diese entsteht an allen Abgangen im
arteriellen System und vor allem am Ubergang der Arterien in Arteriolen (prakapilldre Widerstands-
gefdle). Mit abnehmender Elastizitat steigt nicht nur die PWV, sondern es kommt auch zu einem
verfriihten Eintreffen der Reflexionswelle zuriick in die aszendierende Aorta noch wahrend der
Systole. Dies hat zur Folge, dass die Nachlast steigt, die Koronarperfusion gemindert ist und der
systolische Druck (SBP) ansteigt. Bei jungen Gesunden trifft die Reflexionswelle erst in der Diastole
in die Aorta ascendens ein, der diastolische Druck (DBP) steigt etwas an, was die Koronarperfusion

eher fordert.

Die Druckwelle als auch die Reflexionswelle sind am Kurvenverlauf als zwei Gipfel wahrend der
Systole erkennbar. Der erste Gipfel (P1) stellt den Blutauswurf aus dem Ventrikel dar. Der zweite
Gipfel (P2) ist die Summation der Reflexionswelle und der Pulswelle, nachdem die beiden zusam-
mentreffen. Der Inflektionspunkt ist der Augenblick, in dem die reflektierte Welle in die Aorta
ascendens eintritt. Je steifer die GefdlRe, desto eher trifft die reflektierte Welle auf die primare Puls-
welle und umso hoher erscheint die systolische Pulskurve. Die Druckdifferenz zwischen P2 und P1
wird als augmentation pressure (AP) bezeichnet (P2-P1). Bei positivem AP kann man von abneh-
mender GefidRelastizitdt sprechen. Zur besseren Beurteilung wird der Augmentationsindex (Alx)
eingesetzt. Er stellt ein Verhéltnis zwischen AP und dem Pulsdruck (PP = SBP - DBP) dar.
2—-P1

Alx(%) = — X 100 = 22 % 100
) =SB — DBP ~ PP
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Abbildung 10: Aortale Pulsdruckkurve und Augmentation. Messung mittels Sphygmocor an der A. radialis.
Augmentation [mmHg] (P2-P1): Druckanstieg durch die Uberlagerung der Ventrikeldruckkurve und der
reflektierten Welle; LVET [ms]: linksventrikulare Austreibungszeit (Ejection duration); PP: Blutdruckamplitude
(Pulse pressure).

Der Alx ist ein wichtiger Parameter in der Beurteilung der GefaRelastizitat. Er erlaubt unter anderem
eine genauere Aussage Uber beispielsweise die Wirkung vasoaktiver Medikamente als die periphere
Blutdruckbestimmung oder die PWV.

Der Augmentationsindex unterliegt starker Beeinflussung durch das Alter, Gr6Re, Geschlecht, Herz-
frequenz (HF) und Blutdruck. Das wahrend dieser Studie benutzte Gerdt SphygmorCor® fiihrt eine
Umrechnung fiir eine HF von 75 Schlagen die Minute (AIx@HR75). Es besteht eine negative Korre-
lation zwischen HF und Alx. Mit zunehmender HF verkirzt sich die Systole und es kommt zu einer
Verlagerung der Reflexionswelle in die Diastole und somit einer verfdlschten Darstellung des
Gefalstatus.

Zur Erfassung der Daten fiir diese Arbeit erfolgte eine tonometrische Messung der Pulskurve mit
SphygmorCor®. Hierfiir wird die Pulswelle an der A. radialis erfasst und mithilfe der Gerate-Soft-
ware von der peripheren in die aortale Druckwelle umgerechnet. Mit der Pulswellenanalyse kénnen

sowohl der zentraler Blutdruck als auch der AP und der Alx bestimmt werden.

2.3.3 Tonometrische Datenerfassung
Die Messungen wurden bei allen 63 Patienten, die an der Studie teilgenommen haben, durchge-

fihrt. Es erfolgten jeweils zwei Messungen bei jedem Patienten im Abstand von 6 + 2 Monaten, um
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eine mogliche Veranderung im GefaRstatus durch die jeweiligen Medikamente feststellen zu kon-
nen. Bei den Teilnehmern aus der Tocilizumab und Rituximab Gruppen wurden die Daten am Tag
der jeweiligen Medikamentenapplikation bestimmt, jedoch vor der Biologika Verabreichung.

Die Messungen fanden in einem ruhigen Raum auf einer automatisch verstellbaren Liege statt. Das
weitere Procedere erfolgte nach der Gebrauchsanleitung von SphygmorCor®. Zunachst wurden alle
notwendigen allgemeinen Informationen zu den Patienten wie Alter, Gewicht, GroRe, Medikamen-
teneinnahme etc. erfasst und diese in das SphygmorCor® Programm eingetragen. Daraufhin fand
die manuelle Blutdruckmessung am Oberarm statt. Dieser Wert wurde ebenfalls im Programm er-
fasst. Nach einer anschlieRenden Ausruhphase von mindestens zwei Minuten erfolgte die Pulswel-
lenanalyse (PWA) im Sitzen statt. Als erstes ertastete man am Handgelenk in Dorsalflexion den
starksten Pulsschlag der A. radialis. Daraufhin wurde das Tonometer mit einem leichten Druck senk-
recht auf dem Handgelenk platziert und mindestens zwolf gleichmaRige Wellenformen erfasst. Es
erfolgt eine automatische Uberpriifung der aufgezeichneten Wellenlinien fiir die Gewéhrleistung
einer guten Datenqualitdt und Reproduzierbarkeit dieser. Die Qualitdt beurteilte man anhand des
Operator Index (Werte zwischen 0 - 100), wobei als Richtlinie ein Index > 80 vorliegen musste, um
die aufgezeichneten Daten (ibernehmen zu kénnen.

Mithilfe der PWA wird der zentraler Blutdruck, der Alx, AP, Herzfrequenz und weitere Daten erfasst.
Als nachstes wurde die PWV-Messung im Liegen durchgefiihrt. Hierflir wurden vorerst EKG-Elekt-
roden am Brustkorb in Ableitung llI-Konfiguration angebracht. Dies ist notwendig, da die Erfassung
der Pulswelle R-getriggert erfolgt. Mit einem MalRband wurde die Distanz in Millimeter sowohl zwi-
schen der Incisura jugularis sterni und der A. carotis als auch zwischen der Incisura jugularis sterni
und der A. femoralis gemessen. Diese Daten wurden subtrahiert und in das Programm eingetragen.
Somit erfasste man die Strecke, die die Pulswelle zuriickgelegt hat. War die EKG-Kurve stabil und
stellte die R-Zacke den hoéchsten Punkt im EKG dar, konnte man mit der Erfassung der PWV begin-
nen. Das Vorgehen bei der Messung entsprach dem der PWA, mit dem Unterschied, dass hier der
Puls an der rechten A. carotis communis und A. femoralis nacheinander erfasst wurde. Hierbei
wurde der Peak der R-Zacke als Startpunkt der Druckwelle definiert und anschlieRend die Zeit ge-
messen bis die Welle als Pulsschlag an der A. carotis bzw. A. femoralis tonometrisch erfasst werden
konnte.

Die PWV wird in Meter pro Sekunde (m/sek) gemessen. Genauso wie bei der PWA gibt es auch bei
der PWV Qualitatsmerkmale, die fiir eine reproduzierbare Messung eingehalten werden mussen.
Die Standardabweichung (SD) von der mittleren Zeitdifferenz fiir jedes der Druck-EKG-Kurvenpaare
im gesamten Aufzeichnungszeitraum soll < 10 % liegen. Bei Werten liber 20 % muss die Messung

wiederholt werden.
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Die Software ermdglicht verschiedene Darstellungen der erfassten Daten auch im Vergleich zu einer
gesunden Kohorte. Hierfiir liegen Daten vom Geratehersteller, der eine grolRe Studie an Uber

10.000 gesunden Probanden verschiedenen Alters durchgefiihrt hat.

2.4 Framingham/ATP lll Risk Score

Das Framingham Risk Score wurde entwickelt, um eine Vorhersage fiir die Wahrscheinlichkeit ein
kardiovaskulares Ereignis in den nachsten zehn Jahren zu erleiden, treffen zu kdnnen. Anhand der
Studie, die in den USA vom The National Cholesterol Education Program/ Adult Treatment Panel Ill
(NCEP/ATP Ill) in den Jahren 1988 bis 1994 an fast 14.000 Probanden im Alter von 20 bis 79 Jahren
zur effektiveren Behandlung der Dyslipiddmie durchgefiihrt wurde, wurde der Framingham Risk
Score modifiziert. Wichtige Faktoren, mithilfe derer man ein Algorithmus zur Berechnung des Risi-
kos entwickelt hat, sind: Alter, Geschlecht, Gesamt-Cholesterol-Spiegel, high-density-lipoprotein-
Spiegel (HDL), Raucherstatus, systolischer Blutdruck und Einnahme der antihypertensiven Arznei-
mittel. Allgemein besteht bereits innerhalb von zwei bis drei Jahren vor der Erstdiagnose eine
Zunahme des kardiovaskuldren Risikos. Da die etablierten Risikokalkulationen bei RA als inakkurat
erschienen, kam 2016 eine neue Empfehlung seitens von EULAR. Somit muss bei RA-Patienten das
kardiovaskulare Risiko, berechnet mittels Framingham score, mit 1,5 multipliziert werden (Agca et

al. 2017).

Es erfolgt eine Einteilung in drei Risikogruppen: < 10 % niedriges Risiko, 10 bis 20 % mittleres Risiko,
> 20 % hohes Risiko fiir ein kardiovaskuldres Ereignis in den nachsten zehn Jahren. Personen mit
einem bereits in der Vergangenheit vorliegenden kardiovaskuldren Ereignis oder einem Aquivalent
dessen wie Diabetes mellitus, periphere arterielle Verschlusserkrankung (pAVK), Aortenaneurysma,
Apoplex oder chronische Nierenerkrankung gehdren automatisch zur Hochrisikogruppe (Mattace-

Raso et al. 2010).

Die Risikoberechnung ist zum Teil entscheidend dafiir, ob ein Patient von einer Lebensgewohn-
heitsanderung wie sportliche Betatigung, Raucherentwohnung, Erndhrungsumstellung, einer

medikamentdsen Therapie profitiert.

Es gibt mehrere Online-Rechner, die man zur Berechnung heranziehen kann. In dieser Arbeit wurde
mit folgendem gearbeitet: https://www.mdcalc.com/framingham-risk-score-hard-coronary-heart-

disease.
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2.5 Statistische Methoden

Alle statistischen Auswertungen werden mit IBM SPSS Software (Version 21.0) durchgefihrt.

Deskriptive Statistik erfasst das Minimum, das Maximum, den Mittelwert und die Standardabwei-
chung bei den intervallskalierten Variablen und die absoluten sowie relativen Haufigkeiten bei den

nominalskalierten Gruppenvariablen.

Die Unterschiedshypothesen werden bei nominalskalierten Variablen mittels Chi-Quadrat-Tests
Uberpruft. Bei intervallskalierten Variablen wird zuerst mit einem Kolmogorov-Smirnov-Test auf die
Normalverteilung getestet. Demnach werden die Subgruppen normalverteilter Variablen mit einem
t-Test flr unabhangige Stichproben verglichen. Im Falle einer fehlenden Normalverteilung wird der
Mann-Whitney-U-Test angewandt. Normalverteilte intervallskalierte Werte zu Beginn und am Ende
der Therapie werden mittels eines t-Tests flir verbundene Stichproben miteinander verglichen. Falls
keine Normalverteilung gegeben ist, kommt der Wilcoxon-Test zur Anwendung. Um intervall-
skalierte Variablen in mehreren Gruppen miteinander zu vergleichen, wird die einfaktorielle
Varianzanalyse angewandt (ANOVA). Bei mehreren Zeitpunkten und unter Bericksichtigung zuséatz-
licher Kovarianten kommt bei nominalen Einflussvariablen (Subgruppen) eine Varianzanalyse mit
Messwiederholung, bei intervallskalierten und nominalen Kovariaten, eine Kovarianzanalyse
(ANCOVA) infrage. Bei gegebener Varianzhomogenitat wird in den paarweisen Post-Hoc-Verglei-
chen die Alpha-Fehler-Korrektur nach Bonferroni vorgenommen, bei inhomogenen Varianzen die

Games-Howell-Korrektur.

Um die Zusammenhangshypothesen bei den intervallskalierten normalverteilten Variablen zu tber-

prifen, wird die Korrelation nach Pearson angewandt.

Alle Signifikanztests werden zu einem Signifikanzniveau von 5 % durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

An der Studie haben 63 Patienten mit RA teilgenommen, die in der rheumatologischen Ambulanz
der Universitatsmedizin Gottingen vorstellig waren. Es handelte sich um 18 mannliche und 45 weib-
liche Patienten mit einem mittleren Lebensalter von 54 (+ 13) Jahren. Sowohl bei den mannlichen
(53 + 12 Jahre) als auch bei den weiblichen Probanden (54 + 13 Jahre) war das Alter vergleichbar.
Die Krankheitsdauer betrug im Mittel 10 + 9 Jahre (Manner 9 + 9 Jahre, Frauen 11 * 9 Jahre). Die
Krankheitsaktivitat, die mithilfe des DAS28 bestimmt wurde, war bei 29 Patienten (46,8 %) gering,
bei 22 Patienten (35,5 %) handelte es sich um einen milden Verlauf und elf Patienten (17,7 %)
wiesen eine hohe Aktivitat auf. Die Patienten wurden je nach Therapeutika in vier vergleichbar
groRe Gruppen eingeteilt. 17 Patienten (27,0 %) wurden mit MTX behandelt, 15 (23,8 %) erhielten
eine anti-TNFa Antikoérper (davon acht Adalimumab und sieben Etanercept), 14 (22,2 %) wurden
mit dem IL-6-Antikdrper Tocilizumab und 17 (27,0 %) mit Anti-CD20-Antikdrper Rituximab thera-
piert. Die Therapie wurde wahrend der Studienzeit nicht verdandert. Die Patientendaten wurden
Uber 6 + 2 Monate erhoben, dabei sind sieben Patienten (11,1 %) zu einer zweiten Bestimmung in

sechs Monaten nicht erschienen.

3.2 CFU-EGCs in der vorliegenden RA-Kohorte unter Einfluss von RA-Thera-
peutika

Die Endothelvorlauferzellen (endothelial progenitor cells — EPCs) wurden aus dem peripheren Blut

der Patienten jeweils zu Beginn der Studie und 6 £ 2 Monate spater bestimmt. Es wurde nicht nur

der Einfluss der Medikamente auf EPCs ermittelt, sondern auch die mdglichen Auswirkungen ande-

rer, in Zusammenhang mit der RA stehenden Faktoren, beriicksichtigt.

Da der Kolmogorov-Smirnov Test eine Normalverteilung bei allen Variablen zeigte, wurden daher
die zu Anfang und ein halbes Jahr spater erhobenen Werte mit einem T-Test fiir verbundene Stich-
proben verglichen. Dabei stellte sich ein signifikanter Anstieg der CFU-ECs innerhalb von sechs Mo-
naten bei Patienten, welche mit Tocilizumab behandelt wurden, dar (am Anfang: 12 + 12,19; nach
sechs Monaten: 21,91 + 12,5; p = 0,031). Im Gegensatz dazu, zeigten die Probanden mit anderen
Medikamentengruppen im Verlauf keine signifikanten Verdanderungen in der Anzahl der Endothel-
vorlduferzellen: Rituximab (am Anfang: 13,13 £ 7,24; nach sechs Monaten: 11,93 + 7,73; p = 0,637),
MTX (am Anfang: 22,33 + 14,01; nach sechs Monaten: 21,47 * 26,43; p = 0,91), anti-TNFa (am An-
fang: 16,67 £ 10,83; nach sechs Monaten: 18,92 + 11,8; p = 0,37).
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Abbildung 11: Vergleich von CFU-ECs zu Anfang der Studie (Zeitpunkt 1) und nach sechs Monaten (Zeit-
punkt 2) in Bezug auf die Medikamentengruppen. Es wird ein signifikanter Anstieg (p = 0,031) der Anzahl der
CFU-ECs in der Tocilizumab Gruppe verzeichnet.

Tabelle 8: Vergleich von CFU-ECs zu Anfang der Studie (CFU-ECs 1) und nach sechs Monaten (CFU-ECs 2) in
Bezug auf die Medikamentengruppen. Es liegen Daten von insgesamt 55 Patienten vor.

Medikation N Mittelwert SD
CFU-ECs (Zeitp. 1) Rituximab 15 13,13 7,239
Tocilizumab 13 12 12,193
anti-TNF-a 12 16,67 10,832
MTX 15 22,33 14,014
Gesamt 55 16,15 11,781
CFU-ECs (Zeitp. 2) Rituximab 15 11,93 7,732
Tocilizumab 13 21,77 12,504
anti-TNF-a 12 18,92 11,797
MTX 15 21,47 26,425
Gesamt 55 18,38 16,633

Mithilfe von ANOVA mit Messwiederholung konnten mehrere statistische Daten zeitgleich unter-

sucht werden. Somit konnte der Einfluss der Medikamente und der Zeit zugleich analysiert werden.

Beim paarweisen Vergleich ergab sich auf 5 %-Niveau eine signifikante Differenz (p = 0,022)

zwischen MTX und Rituximab im Outcome beziiglich CFU-ECs. Patienten, die mit MTX behandelt
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wurden, wiesen zu Beginn und auch nach sechs Monaten eine viel hohere Anzahl von EPCs auf als

Patienten mit Rituximab.

3.2.1 CFU-ECsin der RA-Kohorte und in der gesunden Kontrollgruppe

Beim Analysieren der CFU-ECs-Anzahl von Patienten mit RA nach erfolgter Therapie mit einem der
vier Medikamentengruppen (CFU-ECs 18,38 + 16,63) und einer gesunden Kohorte von 31 Proban-
den (CFU-ECs 26,84 + 13,38) wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt (p = 0,018). Dabei war
die Kolonieanzahl bei der gesunden Kontrollgruppe deutlich hdher. Dies bestatigt nochmals den

Befall der GefaRRe unter RA und womaglich ein geringeres Potenzial zur Regeneration.

CFU-ECs bei RA-Patienten und Gesunden
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Abbildung 12: Ausbildung von CFU-ECs bei den RA-Patienten (n = 55) im Vergleich zu einer gesunden Kohorte
(n = 31). Signifikant héhere Anzahl am den koloniebildenden Zellen bei der gesunden Kohorte (p = 0,018).

3.2.2 CFU-ECs unter Einfluss von Glukokortikoiden
42 von 55 Patienten (76,4 %) haben zusatzlich zu ihrer Therapie Glukokortikoide (GK) erhalten. Beim
Vergleich der beiden Patientengruppen mit und ohne GK-Behandlung wurde kein signifikanter Un-

terschied bezlglich der EPCs zum zweiten Zeitpunkt (nach sechs Monaten) nachgewiesen (p =0,22).

3.2.3 CFU-ECs und therapiebegleitende Medikation
Es ist bekannt, dass bestimmte Faktoren, die zu einer Minimierung des kardiovaskuldren Risikos
flihren wie z. B. Statine oder sportliche Aktivitat, zu einem Anstieg der EPCs flihren und somit die

Endothelregenerierung fordern. Statine steigern nicht nur die Anzahl, sondern auch die Funktion
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der EPCs in vitro sowie im Mausmodell und bei Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung
(KHK) (Walter et al. 2002; Vasa et al. 2001a). Noch vor Beginn dieser Studie wurden sieben Patien-
ten (12,7 %) mit Statinen behandelt, ihre Medikation wurde wahrend der Studienzeit nicht umge-
stellt (ein Patient aus der MTX + anti-TNFa-Gruppen, drei Patienten mit Tocilizumab- und zwei mit
Rituximab-Therapie). Es konnte jedoch nach einem halben Jahr kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl der EPCs bei Patienten, die Statine eingenommen haben und Patienten ohne Statin-
behandlung (p = 0,19) nachgewiesen werden. Somit wurden diese Patienten aus der Studie nicht

ausgeschlossen.

Bei 30 Patienten (54,5 %) war der Blutdruck mit Antihypertensiva eingestellt, 18 (32,7 %) davon
hatten eine Monotherapie mit B-Blocker, ACE-Hemmer oder Diuretikum. Bei 25 Patienten (45,5 %)
war keine arterielle Hypertonie diagnostiziert worden, somit haben sie auch keine Medikation
erhalten. Die Wirkung der antihypertensiven Therapie auf CFU-ECs wurde ein halbes Jahr nach
Beginn der Studie, dhnlich wie die der Statine und Prednisolon, bestimmt. Dabei wiesen Patienten
mit Antihypertensiva einen signifikant niedrigeren CFU-ECs-Wert als Patienten ohne Antihyperten-

siva (p =0,017) auf.
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Abbildung 13: Vergleich der Anzahl der CFU-ECs bei Patienten jeweils mit und ohne zusatzliche antihyperten-
sive Behandlung lber einen Zeitraum von sechs Monaten. Patienten mit Antihypertensiva haben signifikant
niedrigere CFU-ECs-Werte als ohne (12,6 + 10,00 vs. 23,20 + 19,48; p = 0,017).

29 von 55 Patienten (52,7 %) haben als Ergdnzung zu ihrer rheumatoiden Therapie Nichtsteroidale-
Antirheumatika (NSAR) bekommen. Es ist bekannt, dass NSAR zu einem systolischen Blutdruck-
anstieg fuhren kénnen, weswegen die antihypertensive Therapie intensiver eingestellt werden

sollte (Montecucco und Mach 2009). Da es signifikante Werte bei den blutdrucksenkenden Medi-
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kamenten gab, wurden die Patienten mit NSAR genauer untersucht. Dabei zeigte sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen RA-Patienten mit und ohne NSAR in der Anzahl der CFU-EPCs
(15,54 £ 10,69 vs. 20,93 + 20,43; p = 0,233).

3.2.4 CFU-ECs und Krankheitsaktivitat

Anhand der Einteilung des Krankheitsverlaufs nach DAS28 in fehlende/geringe, maRige und hohe
Aktivitdt wurde das Verhalten der CFU-ECs in Bezug auf diese untersucht. Es zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede in CFU-ECs zum Zeitpunkt zwei, nach der erfolgten Therapie, zwischen den

jeweiligen Stadien der Krankheit (p = 0,385).

Da der humorale Entziindungsparameter CRP bekanntlich mit der RA-Krankheitsaktivitat korreliert,
wurde hier ein moglicher Zusammenhang mit CFU-ECs analysiert. Jedoch erwiesen sich schon,
dhnlich wie bei der Untersuchung des DAS28 keine signifikanten Korrelationen zwischen CRP und

CFU-ECs am Anfang und CRP mit CFU-ECs am Ende der Therapie.

3.2.5 CFU-ECs und Anti-CCP sowie seropositive RA

26 von 55 Patienten (47,3 %) waren positiv fiir cyclische citrullinierte Peptid Antikérper (anti-CCP-
Ak). Bei diesen Patienten wurde eine signifikant niedrigere Anzahl von CFU-ECs nach der Therapie
mit einem der antirheumatischen Medikamente festgestellt (13,35 + 10,08 vs. 22,90 + 19,95;

p = 0,032).

CFU-ECs und Anti-CCP
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Abbildung 14: Nach sechsmonatiger Behandlung mit antirheumatischen Medikamenten kam es zu einem
Abfall der Endothelvorlduferzellen bei den Patienten mit positivem anti-CCP-Ak im Vergleich zu den Patienten
ohne anti-CCP-Ak (13,35 + 10,08 vs. 22,90 + 19,95; p = 0,032).
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Patienten mit seropositiver RA haben eine schlechtere Prognose beziiglich des Krankheitsverlaufs
und der Lebenserwartung. Interessanterweise ergab sich kein signifikanter Unterschied beziiglich
der CFU-ECs bei den 22 Patienten, die Rheumafaktor-positiv waren (19,73 + 19,71 vs. 16,36 + 10,59;
p =0,468).

3.2.6 CFU-ECs und Framingham Score Risiko (FS)

Wie bereits beschrieben, findet sich bei den Patienten mit kardio- sowie zerebrovaskularen Erkran-
kungen oftmals eine verminderte Anzahl von zirkulierenden Endothelvorlauferzellen im Blut. Ein
dhnlicher Sachverhalt war auch hier vorzufinden in Bezug auf das Framingham Score. Patienten mit
einem hohen Risiko fiir ein kardiovaskulares Ereignis in den nachsten zehn Jahren wiesen signifikant
niedrigere Werte beziiglich ihrer CFU-ECs auf, auch nach der antirheumatischen Therapie, als Pati-

enten mit einem niedrigen Framingham-Score-Risiko (p = 0,029) (siehe Abbildung 15/ Tabelle 9).

CFU-ECs und FS

' *p=0,029
30

20

CFU-ECs

104

geringes mittleres hohes
Framingham-Score-Risiko

Abbildung 15: Koloniebildende Zellen in Bezug auf das kardiovaskulare Risiko anhand des Framingham Score
nach sechsmonatiger Therapie. Patienten mit einem hohen Risiko fiir ein kardiovaskulares Ereignis haben
eine signifikant niedrigere Anzahl der Endothelvorlauferzellen als Patienten mit einem niedrigen Framin-
gham-Score-Risiko (12,30 + 10,03 vs.19,59 + 12,18; p = 0,029).
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Tabelle 9: Endothelvorlduferzellen in Bezug auf das kardiovaskuldre Risiko anhand des Framingham Score
nach sechs Monaten Therapie. Signifikante Unterschiede in der Anzahl zwischen dem niedrigen und dem
hohen Risiko.

FS- Risiko N MW SD Signifikanz (p) Min | Max
CFU-ECs  niedriges Risiko (1) |29 19,59 [12,18 [(1-2) 0,349 |0 41
mittleres Risiko (2) |3 13,20 2,31 (2-3) 0,897 11 15
hohes Risiko ~ (3) |20 12,30 [10,03 0 31
Gesamt 52 18,25 | 16,89 0 41

3.3 Stimulations- und Wachstumsfaktoren

Laut verschiedener Forschungsarbeiten unterliegen die Regeneration und die Proliferation von
EPCs einem komplexen Zusammenspiel von Signalmolekilen. Sie sind unter anderem abhangig von
Angiopoetin-1 (Ang-1) und 2 (Ang-2), vascular endothelial growth factor (VEGF) und Stromal cell-
derived factor 1 (SDF-1). Bei 40 Patienten, jeweils zehn aus den entsprechenden Medikamenten-
gruppen (MTX, anti-TNFa, Rituximab und Tocilizumab), wurden diese Wachstumsfaktoren der
Angiogenese und Vaskulogenese zu Beginn der Studie und 6 + 2 Monate spater mithilfe von ELISA

bestimmt.

Dabei wurden die GefaRfaktoren auf eine mogliche Beeinflussung durch Medikamente, einen

Zusammenhang mit den EPCs bzw. CFU und der Krankheitsaktivitat untersucht.

3.3.1 Einfluss der RA-Therapeutika auf die Stimulations- und Wachstumsfaktoren

Der Kolmogorov-Smirnov-Test zeigte eine NV (Normalverteilung) bei allen Variablen auRer SDF-1
bei Tocilizumab und Rituximab, daher wurden die Vorher-/ Nachherwerte mit einem t-Test fiir
verbundene Stichproben verglichen und nur SDF1 unter der Therapie mit den neuen Biologicals mit

Wilcoxon.

Auffallend war der signifikante Abfall von SDF-1 im Verlauf der Studie bei Patienten in drei Medika-
menten-Gruppen. Unter der Rituximab-Therapie kam es zu einem Abfall von 334,5 + 591,73 auf
248,4 + 487,24 pg/ml (p = 0,038), unter der Tocilizumab-Behandlung von 109,6 + 216,35 auf 78,1 +
175,55 pg/ml (p = 0,011) und in der MTX-Gruppe von 48,10 + 21,09 auf 22,50 + 23,16 pg/ml
(p = 0,010) (siehe Abbildung 16). Bei anti-TNFa konnte kein signifikanter Unterschied beziglich
SDF-1 festgestellt werden, es zeigte sich aber unter der Therapie ein signifikanter Anstieg von

Ang-1von 45.202 + 11.441 auf 63.778 + 16.918 pg/ml (p = 0,003) (siehe Abbildung 17).
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Antirheumatika und SDF-1
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Abbildung 16: Verhalten von SDF-1 [pg/ml] unter antirheumatischer Therapie zu Beginn der Studie und nach
sechs Monaten. Signifikanter Abfall unter Rituximab von 334,50 + 591,73 auf 248,40 + 487,24 pg/ml
(p = 0,038), Tocilizumab von 109,60 + 216,35 auf 78,10 + 175,55 pg/ml (p = 0,011) oder MTX von
48,10 + 21,09 auf 22,50 + 23,16 pg/ml (p = 0,010).
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Abbildung 17: Verhalten von Ang-1 [pg/ml] unter antirheumatischer Therapie zu Beginn der Studie und nach
sechs Monaten. Signifikanter Anstieg unter anti-TNFa von 45202,7 + 11440,6 auf 63778,0 + 16918,5 pg/ml
(p =0,003). Insgesamt ergaben sich signifikant hohere Spiegel unter der anti-TNFa als unter der Tocilizumab-
(p =0,011) bzw. Rituximab-Therapie (p = 0,048).
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Betrachtete man das Verhalten von Angiopoetin-1 genauer, so waren die Werte bei Patienten, die
anti-TNFa erhalten haben, im Verlauf signifikant hdher als bei Patienten mit Rituximab- (p = 0,048)

oder Tocilizumab-Therapie (p = 0,010) (siehe Abbildug 17).

Angiopoetin-2 und VEGF zeigten in keiner der vier Medikamentengruppen signifikante Veranderun-

gen im Verlauf von sechs Monaten.

3.3.2 Einfluss von Prednisolon und Antihypertensiva auf GefaBwachstumsfaktoren

Fir die Ermittlung dieser Werte wurde das Serum der Patienten sechs Monate nach Beginn der
Studie ausgewahlt, um einen gewissen Wirkungseintritt zu erzielen, falls die Patienten zu Beginn
der Studie neu medikamentds eingestellt wurden. Bei den 31 Probanden, die zuséatzlich mit Pred-
nisolon behandelt wurden, war SDF-1 signifikant héher (167,7 + 320,34 pg/ml; p = 0,02) als bei den
neun, die keine Glukokortikoidtherapie (27,78 + 21,23 pg/ml) erhielten.

Bei Ang-1, Ang-2, VEGF liel8 sich kein Unterschied bei Patienten mit und ohne Glukokortikoide fest-

stellen (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Verhalten von Wachstumsfaktoren mit (1) und ohne (0) zusatzliche Therapie mit Prednisolon.
Alleinig SDF-1 zeigt einen signifikanten Unterschied im Serumspiegel unter der Prednisolon-Behandlung.
Patienten mit Glukokortikoidtherapie hatten hohere Werte als Patienten ohne (167,7 + 320,34 pg/ml vs.
27,78 + 21,23 pg/ml; p = 0,02).

Prednisolon N Mittelwert SD p (T-Test)
Ang-1 [pg/ml] 0 9 60080,44 15198,734 0,16
1 31 51145,26 16557,639
Ang-2 [pg/ml] 0 9 2440,67 768,997 0,20
1 31 3051,65 1338,811
VEGF [pg/ml] 0 9 308,11 222,717 0,40
1 31 398,39 295,041
SDF-1 [pg/ml] 0 9 27,78 21,230
1 31 167,74 320,341

Bei den blutdrucksenkenden Medikamenten wurde dhnlich vorgegangen. Hierbei war Angiopoetin-
2 signifikant héher bei den 19 Patienten, die mit Antihypertensiva (3334 + 1371 pg/ml, p = 0,04)
behandelt wurden, im Gegensatz zu den elf Probanden ohne diese Medikation (2534 + 1021 pg/ml).
Andere GefaBwachstumsfaktoren zeigten keine Signifikanz beziiglich der antihypertensiven Thera-

pie (siehe Tabelle 11).
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Tabelle 11: Verhalten von Wachstumsfaktoren mit (1) und ohne (0) zusatzliche antihypertensive Therapie.
Patienten, die unter arterieller Hypertonie litten und behandelt wurden, hatten signifikant héhere
Angiopoetin-2 Serumspiegel als Patienten ohne antihypertensive Therapie (3334,26 + 1371,81 pg/ml vs.
2534,10 + 1020,96 pg/ml; p = 0,04).

Antihypertensiv N Mittelwert SD p (T-Test)

Ang-1[pg/ml] 0 21 51420,67| 18983,082 0,49
1 19 55073,32 13518,112

Ang-2 [pg/ml] O 21 2534,1 1020,957 0,04
1 19 3334,26 1371,806

VEGF [pg/ml] 0 21 312,19 185,537 0,12
1 19 450,89 348,389

SDF-1 [pg/ml] 0 21 97,62 181,078 0,38
1 19 178,95 372,458

3.3.3 Zusammenhang zwischen EPCs und Gefallwachstumsfaktoren unter der antirheu-
matischen Therapie

Es ist bekannt, dass bei der RA eine verstarkte Angiogenese stattfindet. In der entziindeten Syno-
vialmembran kommt es zu einer intensivierten Vaskularisation, was seinerseits zu einer Synovia-
verdickung (Pannusbildung) fiihrt. Die pathologische GefdaBneubildung ist charakterisiert durch

einen Anstieg der proangiogenetischen Faktoren sowohlim Serum als auch in der Synovialflissigeit.

Beim Erwachsenen kann eine GefaRneubildung auf zwei Wegen entstehen: durch Angiogenese,
Sprossung neuer GefaRe aus bereits bestehenden oder durch Vaskulogenese, durch Rekrutierung

der Endothelvorlauferzellen und Neubildung von Gefal3en.

Somit sollte eine mogliche Korrelation zwischen den EPCs und den proangiogenetischen Faktoren
unter der Therapie festgestellt werden. Weder bei VEGF, SDF-1 noch Ang-1 konnte eine Korrelation
ermittelt werden. Interessanterweise korrelierte CFU-ECs negativ mit Angiopoetin-2 (r = -0,592;

p < 0,001) nach sechs Monaten Therapie (siehe Abbildung 18/ Tabelle 12).
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Abbildung 18: Negative Korrelation zwischen CFU-ECs und Ang-2 nach sechs Monaten Therapie (r = -0,592;

p <0,001).

Tabelle 12: Korrelation zwischen den CFU-ECs und den GefaRwachstumsfaktoren. Alleinig bei Ang-2 ist eine
negative Korrelation zu den Endothelvorlauferzellen nach sechsmonatiger Studienzeit festgestellt worden.

Ang-1 Ang-2 VEGF SDF-1
CFU-ECs [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
CFU-ECs Korrelation 1 0,074 592" -0,114 0,105
Signifikanz (2-seitig) 0,652 0 0,482 0,517
N 55 40 40 40 40
Ang-1 [pg/ml] Korrelation 0,074 1 -0,23 0,168 -0,037
Signifikanz (2-seitig) 0,652 0,153 0,3 0,819
N 40 40 40 40 40
Ang-2 [pg/ml] Korrelation -0,592 -0,23 1 0,263 -0,007
Signifikanz (2-seitig) 0 0,153 0,101 0,966
N 40 40 40 40 40
VEGF [pg/ml] Korrelation -0,114 0,168 0,263 1 -0,082
Signifikanz (2-seitig) 0,482 0,3 0,101 0,613
N 40 40 40 40 40
SDF 1 [pg/ml] Korrelation 0,105 -0,037 -0,007 -0,082 1
Signifikanz (2-seitig) 0,517 0,819 0,966 0,613
N 40 40 40 40 40

** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (zweiseitig).
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3.3.4 Seropositive RA, CCP-AK und GefaBwachstumsfaktoren

Da bei seropositiven RA-Patienten der Krankheitsverlauf meist schwerer ist, kann es auch zu einer
verstarkten Angio-/ Vaskulogenese kommen. Es zeigte sich jedoch keine Signifikanz bei Ang-1,
Ang-2, SDF-1, VEGF beziiglich des Rheumafaktors (19 Patienten RF positiv, 20 negativ). Ahnliche
Ergebnisse erzielten wir auch beim Betrachten der GefaBRwachstumsfaktoren und des CCP-AK (20

Patienten positiv getestet, 20 negativ fir CCP-AK) unter der Therapie.

3.3.5 GefaRwachstumsfaktoren bei RA-Patienten und gesunder Kontrollgruppe
Insgesamt waren 16 gesunde Freiwillige ohne autoimmune, kardiovaskuladre oder sonstige chroni-
sche Erkrankungen, eine vergleichbare Kontrollgruppe zu den RA-Patienten, an der Studie beteiligt.
Ein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe lieR sich bei Ang-1 (p < 0,001), VEGF (p < 0,001)
und SDF-1 (p < 0,001) feststellen. Bei Ang-2 (2.914 * 1.251 pg/ml) waren die Werte bei den RA-
Patienten nicht signifikant hoher als bei der gesunden Kohorte (2.242 + 1.605 pg/ml). Bei Ang-1
(51.155 * 16.509 pg/ml) und VEGF (378,08 + 280,35 pg/ml) waren die Werte der RA-Patienten im
Vergleich zu der Kontrollgruppe (Ang-1 5.606 + 1.834 pg/ml; VEGF 17,19 + 12,89 pg/ml) um vielfa-
ches erhoht, wohingegen SDF-1 bei den Erkrankten (136,25 + 287,29 pg/ml) niedrigere Serumkon-
zentrationen als bei den Gesunden (21443,25 + 468,93 pg/ml) aufwies (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: Vergleich der Serumkonzentration an GefdaRwachstumsfaktoren zwischen gesunder Kontroll-
gruppe und erkrankter Kohorte. Ein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe lieR sich bei Ang-1
(p <0,001), VEGF (p < 0,001) und SDF-1 (p < 0,001) feststellen.

N Mittelwert SD p-Wert

Ang-1 [pg/ml] Patienten 40 53155,68 16509,16 <0,001
Kontrolle 16 5606,25 1834,52

Ang-2 [pg/ml] Patienten 40 2914,18 1251,74 0,101
Kontrolle 16 2242,56 1605,5

VEGF [pg/ml] Patienten 40 378,08 280,35 <0,001
Kontrolle 16 17,19 12,89

SDF-1 [pg/ml] Patienten 40 136,25 287,29 <0,001
Kontrolle 16 2143,25 468,93

3.3.6 Der Einfluss der Krankheitsaktivitat auf die GefaBstimulationsfaktoren nach erfolg-
ter Therapie

Von den 40 Patienten, bei denen mithilfe von ELISA Ang-1, Ang-2, VEGF und SDF-1-Spiegel im Serum
ermittelt wurden, wurde bei 38 Probanden der DAS28 nach einem halben Jahr Therapiedauer be-

stimmt. Nach der Einteilung der Erkrankten in drei Gruppen mit fehlender bis geringer, mittlerer
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und hoher Krankheitsaktivitat kam die Fragestellung auf, ob das Krankheitsstadium einen mogli-
chen Einfluss auf die GefaRstimulationsfaktoren hat. Weder bei Ang-1, Ang-2 noch SDF-1 konnten
signifikante Veranderungen gefunden werden. Jedoch zeigte VEGF einen signifikanten Unterschied
zwischen der fehlenden und hohen Krankheitsaktivitat (p = 0,032) sowie zwischen mittleren und
hohen (p = 0,022). In beiden Fallen waren die VEGF-Serumspiegel deutlich niedriger als bei der ho-
hen Krankheitsaktivitat (siehe Tabelle Nr. 14). Dies entspricht auch dem momentanen Forschungs-
stand und bestétigt die Annahme, dass VEGF eine proinflammatorische Rolle in der Pathogenese
der RA spielt (Yoo et al. 2008). Laut der Studie von Lee et al. korreliert es, dhnlich wie in diesem

Forschungsprojekt, positiv mit der Krankheitsaktivitat (Lee et al. 2001).

Tabelle 14: Einfluss der Krankheitsaktivitat auf die Wachstumsfaktoren im direkten Vergleich der Aktivitats-
starke untereinander.

Krankheitsaktivitat N Mittelwert sD P Min Max
Ang-1 [pg/ml] fehlende bis geringe (1) 13 59177,23|12481,467 (1-2) 0,093 37143 77807
Mittlere (2) 19 49405,42118881,494 (2-3) 0,861 20790 99073
Hohe (3) 6 48106,67|8672,639 (1-3) 0,163 35823 58337
Gesamt 38 52543,34116057,339 20790 99073
Ang-2 [pg/ml] fehlende bis geringe (1) 13 2688,46(1264,601 (1-2) 0,614 983 4817
Mittlere (2) 19 2919,32|1209,504 (2-3) 0,214 1400 6267
Hohe (3) 6 3666,67|1422,355 (1-3) 0,125 2017 5733
Gesamt 38 2958,34|1269,437 983 6267
VEGF [pg/ml] fehlende bis geringe (1) 13 331,08]181,862 (1-2) 0,956 60 720
Mittlere (2) 19 325,68|225,48 (2-3) 0,022 47 716
Hohe (3) 6 630,17]503,455 (1-3) 0,032 122 1334
Gesamt 38 375,61|286,7 47 1334
SDF 1 [pg/ml] fehlende bis geringe (1) 13 103,77|186,028 (1-2) 0,806 5 603
Mittlere (2) 19 130,21]222,914 (2-3) 0,345 0 747
Hohe (3) 6 263,33]/595,369 (1-3) 0,283 3 1478
Gesamt 38 142,18]293,718 0 1478

3.4 Auswirkung der antirheumatischen Medikation auf Serum-Lipid-Kon-
zentration

Da die Serum-Lipid-Konzentrationen eine wichtige Rolle bei kardiovaskuldren Ereignissen spielen,

wurden Gesamtcholesterol, high-density-lipoprotein (HDL), low-density-lipoprotein (LDL) und

Trigliceride-Serumspiegel am Anfang der Studie und sechs Monate spater bestimmt. Es gab keine

signifikanten Veranderungen im Gesamtcholesterol-Serumspiegel weder im Laufe der sechs Mo-

nate bei den jeweiligen Medikamentengruppen noch im Vergleich der Medikamentengruppen un-

tereinander.

Es kam jedoch zu einem signifikanten Anstieg der LDL-Serumspiegel innerhalb von sechs Monaten
bei Tocilizumab von 132,62 + 35,69 mg/dl auf 158,15 + 41,44 mg/d| (p = 0,012) und bei anti-TNFa
von 125,92 + 27,99 mg/d| auf 142,25 + 34,83 mg/dl (p = 0,020) (siehe Abbildung 19).
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Antirheumatika und LDL-Spiegel
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Abbildung 19: Verdnderung der LDL-Spiegel im Laufe der Studie in Bezug auf die jeweilige RA-Therapie.
Signifikanter Serumanstieg in der Tocilizumabgruppe von 132,62 * 35,69 mg/dl auf 158,15 + 41,44 mg/dI
(p =0,012) und in der anti-TNFa-Gruppe von 125,92 + 27,99 mg/dl auf 142,25 + 34,83 mg/dl (p = 0,020).

AuRerdem ergab sich beim paarweisen Vergleich auf 5 %-Niveau eine signifikante Differenz
(p=0,050) zwischen der Rituximab-Gruppe und der MTX-Gruppe. Patienten, die mit MTX behandelt
wurden, hatten zu Beginn und sechs Monate spater niedrigere LDL Konzentrationen als Patienten,

die Rituximab erhalten haben.

HDL-Spiegel zeigten keine signifikanten Veranderungen im Verlauf. Verglich man jedoch die Serum-
konzentrationen der jeweiligen Medikamentengruppen untereinander, so stellte man in der Tocili-
zumab-Gruppe (zu Beginn 54,23 + 23,35 mg/dl, sechs Monate spater 57,85 + 20,12 mg/dl) signifi-
kant niedrigere Spiegel als bei den Rituximab-Patienten (zu Beginn 77,07 + 28,81 mg/dl, sechs Mo-
nate danach 72,93 + 23,98 mg/dl, p = 0,036) fest (siehe Abbildung 20).
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Antirheumatika und HDL-Spiegel
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Abbildung 20: Verdnderung der HDL-Spiegel im Laufe von sechs Monaten in Bezug auf die RA-Medikation;
Tocilizumab zeigt signifikant niedrigere HDL-Spiegel als Rituximab (p = 0,036).

Beim paarweisen Vergleich wurde auch eine dhnliche Tendenz bei den Triglycerid-Serumspiegeln
festgestellt. Hierbei waren jedoch die Konzentrationen in der Tocilizumab-Gruppe (zu Beginn
196,0 + 169,96 mg/dl, nach sechs Monaten 188,62 + 91,79 mg/dl) signifikant héher als in der MTX-
Gruppe (zu Beginn 112,5 + 47,68 mg/dl, nach sechs Monaten 116,08 + 54,99 mg/dl; p = 0,016) und
der anti-TNFa-Gruppe (zu Beginn 128,0 + 106,73 mg/dl, nach sechs Monaten 115,83 + 78,18 mg/dl;

p = 0,029) (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Veranderung der Triglycerid-Spiegel im Laufe von sechs Monaten in Bezug auf die RA-Medika-
tion. Signifikante Unterschiede in den Serumkonzentrationen zwischen Tocilizumab und anti-TNFa
(p =0,029) und Tocilizumab und MTX (p = 0,016).

3.5 DAS28
3.5.1 DAS28 im Vergleich unter Tocilizumab, Rituximab, TNFa- Blocker, MTX

Betrachtet man die gesamte RA-Kohorte so findet sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,343)
zwischen dem DAS28 zu Beginn und am Ende der Studie. Vergleicht man aber den Verlauf des
DAS28 fiir jedes antirheumatische Medikament einzeln mit einem t-Test fiir verbundene Stichpro-
ben, so ist nur bei Tocilizumab eine signifikante Verbesserung der Krankheitsaktivitdt von
4,53 £ 0,381 auf 3,813 £ 0,350; p = 0,020 vorzufinden (siehe Abbildung 22/ Tabelle 15). Trotz dieser

Veranderung ist die Krankheitsaktivitat immer noch als maRig einzuordnen.
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Antirheumatika und DAS28
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Abbildung 22: Verlauf von DAS28 innerhalb der Studienzeit zu Beginn (Zeitpunkt 1) und nach sechs Monaten
(Zeitpunkt 2) fir Tocilizumab, Rituximab, TNFa-Blocker und MTX. Abnehmende Krankheitsaktivitat in der
Tocilizumab Gruppe (p = 0,020). Mittlere bis hohe Krankheitsaktivitat unter Rituximab und Tocilizumab, im
Gegensatz zu den TNFa-Blockern und MTX mit am ehesten fehlenden bis geringen Aktivitat.

Tabelle 15: Einfluss der antirheumatischen Medikation auf die Krankheitsaktivitidt im Verlauf der Studie zum
Zeitpunkt 1 —Beginn der Studie, Zeitpunkt 2 — nach sechsmonatiger Behandlung. Alleinig bei Tocilizumab eine
signifikante Verbesserung der Krankheitsaktivitat (von 4,53 + 0,381 auf 3,813 + 0,350; p = 0,020).

95%-Konfidenzintervall

Medikation DAS28 N MW SD Untergrenze | Obergrenze P

Rituximab Zeitpunkt 1 15 3,807 1,689 3,094 4,52 0,302
Zeitpunkt 2 4,043 1,47 3,388 4,697

Tocilizumab  Zeitpunkt 1 13 4,527 1,224 3,761 5,293 0,02
Zeitpunkt 2 3,813 1,122 3,11 4,516

TNFa-Blocker Zeitpunkt 1 11 2,728 0,609 1,896 3,561 0,548
Zeitpunkt 2 2,916 1,188 2,152 3,68

MTX Zeitpunkt 1 14 2,746 1,541 2,008 3,484 0,426
Zeitpunkt 2 2,54 1,192 1,863 3,217

Beim Vergleich der Medikamente untereinander fallen im Mittel erhohte DAS28-Werte bei Rituxi-
mab und Tocilizumab auf. Hierbei findet man auch einen signifikanten Unterschied zwischen Ritu-
ximab (3,93 + 0,32) und TNFa-Blocker (2,82 + 0,37), p = 0,029 sowie zwischen Rituximab und MTX
(2,64 £0,33), p=0,007. Ahnlich ist es auch bei Tocilizumab (4,17 + 0,34) beziiglich der TNFa-Blocker
(p =0,010) und MTX (p = 0,002). Dies lasst sich aber dadurch erklaren, dass sowohl Rituximab als
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auch Tocilizumab nur beim vorherigen Versagen der anderen Therapeutika, gemessen zum Teil

auch an hoherer Krankheitsaktivitadt, eingesetzt werden (siehe Tabelle 16).

Es liegt auch nicht der Beginn einer Therapie am Startpunkt der sechs Monate, sondern es wurden

zum Teil schon laufende Therapien erfasst.

Tabelle 16: Vergleich der antirheumatischen Therapeutika untereinander im Hinblick auf die Krankheitsakti-
vitat. Signifikante Unterschiede zwischen Rituximab und TNFa-Blockern (p = 0,029), Rituximab und MTX
(p = 0,007) sowie Tocilizumab und den TNFa-Blockern (p = 0,010) und MTX (p = 0,002).

95% Konfidenzintervall fur

()Medikation Mittlere die Differenz’
(I)Medikation |Differenz (I-11) | Standardfehler p Untergrenze | Obergrenze
Rituximab Tocilizumab -0,245 0,467 0,602 -1,184 0,694
TNFa-Blocker 1,102 0,489 0,029 0,119 2,086
MTX 1,282° 0,458 0,007 0,361 2,203
Tocilizumab  Rituximab 0,245 0,467 0,602 -0,694 1,184
TNFa-Blocker 1,348* 0,505 0,01 0,333 2,363
MTX 1,527* 0,475 0,002 0,573 2,482
TNFa-Blocker Rituximab -1,102* 0,489 0,029 -2,086 -0,119
Tocilizumab -1,348* 0,505 0,01 -2,363 -0,333
MTX 0,179 0,497 0,72 -0,819 1,178
MTX Rituximab -1,282* 0,458 0,007 -2,203 -0,361
Tocilizumab -1,527* 0,475 0,002 -2,482 -0,573
TNFa-Blocker -0,179 0,497 0,72 -1,178 0,819

3.5.2 PWV und Alx@75 im Hinblick auf DAS28

Hierbei wird der Einfluss der PWV, nach der erfolgten Therapie mit antirheumatischen Medikamen-
ten, auf die Krankheitsaktivitat Gberprift. Es gibt signifikante Unterschiede zwischen geringer und
hoher (p = 0,002) sowie zwischen mittlerer und hoher Krankheitsaktivitat (p = 0,017). Mit steigen-

den PWV-Werten kommt es zu einer Progression des Krankheitsstadiums (siehe Abbildung 23).

Wohingegen der Augmentationsindex, nach der Einteilung nach den drei Stadien der Krankheitsak-

tivitat, keine signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen gezeigt hat.
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PWV und DAS28

14,0 | |
12,0
10,0

8,0

PWW [m/s]

6,0
4,0

2,0

0,0
fehlende bis geringe mittlere hohe

Krankheitsaktivitat (DAS28)

Abbildung 23: Zusammenhang zwischen DAS28, eingeteilt in Stadien, und der Pulswellengeschwindigkeit
nach sechs Monaten Therapie. Signifikant hdhere PWV [m/s] bei der hohen Krankheitsaktivitat im Gegensatz
zu der geringen und mittleren Aktivitat.

Tabelle 17: Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivitdt beurteilt mit DAS28 und PWV bzw. Augmenta-
tionsindex. Signifikant héhere PWV [m/s] bei der hohen Krankheitsaktivitdt im Gegensatz zu der geringen und
mittleren Aktivitat.

Krankheitsaktivitat N MW D p Min. Max.
AIXHR75[%] fehlende bis geringe (1) 22 24,64 8,409 (1-2) 0,197 10 42
mittlere (2) 24 28,42 11,594 (2-3) 0,781 5 46
hohe (3) 6 29,67 4,885 (1-3) 0,270 23 37
Gesamt 52 26,96 9,812 5 46
PWV[m/s] fehlende bis geringe (1) 22 7,868 1,6040 (1-2) 0,206 5,4 11,8
mittlere (2) 24 8,779 2,6948 (2-3) 0,017 4,9 16,2
hohe (3) 6 11,50 3,5406 (1-3) 0,002 65| 16,0
Gesamt 52 8,708 2,6052 4,9 16,2

3.5.3 Krankheitsaktivitat und RF bzw. Anti-CCP

Es wurde untersucht, ob es einen Bezug zwischen der Krankheitsaktivitat, eingeteilt in drei Stadien
(geringe/ mittlere/ hohe Krankheitsaktivitat), der antirheumatischen Therapie und der Seropositi-
vitat gibt. Es gab weder eine Signifikanz zwischen den RF positiven und RF-negativen Patienten

(p = 0,486), noch zwischen Anti-CCP positiven und -negativen (p = 0,770).
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3.5.4 Krankheitsaktivitat und die Begleitmedikation

Unter anderem wurde kein signifikanter Einfluss bzw. Unterschied auf die Einstufung in das jewei-
lige Krankheitsstadium bei den Patienten mit und ohne GK- (p = 0,615) oder NSAR-Therapie
(p = 0,088) festgestellt.

Anders war es bei Patienten mit antihypertensiver Therapie im Vergleich zu denen ohne antihyper-
tensive Behandlung. Diejenigen, die an Bluthochdruck litten, waren beziglich ihres DAS28 eher in

die mittlere und hohe Krankheitsaktivitat einzuordnen (p = 0,020) (siehe Tabelle 18).

Tabelle 18: Verteilung der Patienten mit und ohne arteriellen Hypertonus bzw. antihypertensive Therapie auf
die Krankheitsaktivitdten: fehlende bis geringe, mittlere und hohe, nach DAS28. Hypertoniker waren nach
DAS28 vor allem in der mittleren und hohen Krankheitsaktivitat vorzufinden (p= 0,020).

Krankheitsaktivitat
Fehlende/
geringe Mittlere Hohe Gesamt
Pat. ohne Antihypertensiva | Anzahl 14 14 0 28
% innerhalb von 63,60% 56,00% 0,00% 52,80%
Krankheitsaktivitat
Pat. mit Antihypertensiva |Anzahl 8 11 6 25
% innerhalb von 36,40% 44,00% 100,00% 47,20%
Krankheitsaktivitat
Gesamt Anzahl 22 25 6 53
% innerhalb von 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
Krankheitsaktivitat

3.6 Framingham Score

3.6.1 Framingham Score bei RA unter antirheumatischer Behandlung

Bei den Patienten wurde zu Beginn und sechs Monate spater das Risiko ein kardiovaskulares Ereig-
nis innerhalb der ndchsten zehn Jahre zu erleiden anhand des Framingham Scores (FS) erhoben. Die
Patienten wurden je nach erhaltenem Prozentwert in drei Gruppen eingeteilt: geringes, mittleres
und hohes Risiko. Entsprechend den ACC/AHA-Leitlinien von 2013 zdhlten Patienten mit Diabetes
mellitus, chronischer Nierenerkrankung, TIA, peripheren Arterienerkrankungen usw. zu der Gruppe
mit einem hohen Risiko (> 20 %) fiir ein kardiovaskulares Ereignis in den nachsten zehn Jahren (Goff
et al. 2014.) 2016 kam eine neue Empfehlung seitens von EULAR. Bei den RA-Patienten soll das
kardiovaskuldre Risiko, berechnet mittels Framingham score, mit 1,5 multipliziert werden, aufgrund

eines per se erhohten Risikos fiir ein kardiovaskulare Ereignis (Agca et al. 2017).

Zu Beginn der Studie mit 63 Patienten hatten 37 (58,7 %) Probanden ein geringes Risiko, neun
(14,3 %) ein mittleres Risiko und 17 (27,0 %) Patienten ein hohes Risiko. Nach ca. sechs Monaten
haben noch 55 Patienten an der Studie weiterhin teilgenommen und es wurde bei 53 der FS be-

stimmt. Hiervon hatten 29 (54,7 %) ein niedriges, drei (5,7 %) ein mittleres und 21 (39,6 %) ein
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hohes Risiko. Da die Verteilung des Risikos unter den Medikamentengruppen keine signifikanten
Unterschiede aufwies, verzichtete man im Nachhinein auf die Aufteilung nach den Risikogruppen
und verwendete hierfir den Mittelwert. Weder im Verlauf, betrachtet man FS insgesamt
(p = 0,138), noch bei der getrennten Untersuchung der Medikamentengruppen innerhalb der Stu-

dienzeit hat es signifikante Anderungen gegeben (siehe Tabelle 19).

Tabelle 19: Einfluss der antirheumatischen Therapie auf den Framingham Score innerhalb der Studienzeit von
sechs Monaten, zu Beginn und nach mindestens sechsmonatiger Therapie mit dem jeweiligen Mittel. Keine
signifikanten Veranderungen in den Gruppen.

Medikation FS N Mittelwert SD Signifikanz (p)
Rituximab Zeitpunkt 1 16 18,59 18,02 0,216
Zeitpunkt 2 20,02 16,94
Tocilizumab Zeitpunkt 1 13 18,46 16,29 0,758
Zeitpunkt 2 19,15 18,13
TNFa-Blocker Zeitpunkt 1 12 13,75 14,62 0,224
Zeitpunkt 2 15,87 14,97
MTX Zeitpunkt 1 12 8,63 13,14 0,076
Zeitpunkt 2 10 13,19

Aullerdem gab es keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der vier Medikamentengruppen

untereinander (siehe Abbildung 24).

Antirheumatika und Framingham Score
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Abbildung 24: Keine signifikanten Anderungen des Framingham Scores innerhalb der Studienzeit fiir Tocili-
zumab, Rituximab, TNFa-Blocker und MTX, sowohl in den jeweiligen Gruppen als auch im Vergleich der
Medikamentengruppen untereinander.
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3.6.2 Framingham Score im Hinblick auf RF und Anti-CCP

Da die seropositive RA und das Vorhandensein von Anti-CCP eine schlechtere Prognose in Bezug
auf den Krankheitsverlauf als auch auf mogliche Folgeerkrankungen wie z. B. Atherosklerose hat,
wurde vermutet dass RF- und Anti-CCP-positive Patienten ein hoheres kardiovaskuldres Risiko
haben. Dabei wurden die 53 Patienten in drei Gruppen nach Framingham Score und einzeln nach
seropositiv fir RF und Anti-CCP eingeteilt. Daten, die am Ende der Studie nach erfolgter Therapie,
gewonnen wurden, wurden untersucht. Es zeigte sich jedoch weder bei dem einen noch bei
dem anderen Autoantikdrper ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (RF: p = 0,306;

Anti-CCP: p = 0,320).

Tabelle 20: Verteilung anhand des Framingham Scores nach erfolgter Therapie bei seropositiven und -nega-
tiven Patienten und mit und ohne Nachweis von Anti-CCP.

Framingham Score
niedriges mittleres
Risiko Risiko hohes Risiko Gesamt

Rheumafaktor Anzahl 16 3 12 31
% 55,20% 100,00% 57,10% 58,50%

Anzahl 13 0 9 22

% 44,80% 0% 42,90% 41,50%

Anti-CCP Anzahl 17 2 8 27
% 58,60% 66,70% 38,10% 50,90%

Anzahl 12 1 13 26

% 41,40% 33,30% 61,90% 49,10%

3.6.3 Einfluss therapiebegleitender Medikamente auf das Framingham score

Obwohl Glukokortikoide das kardiovaskuldre Risiko erhéhen und von den 53 Patienten 42 mit Pred-
nisolon zusatzlich zur antirheumatischen Therapie behandelt wurden, hatten 23 (76,7 %) von ihnen
ein niedriges Risiko fur ein kardiovaskuldres Ereignis in den nachsten zehn Jahren. Es wurde keine
Signifikanz zwischen den Risikogruppen mit und ohne Einnahme von Prednisolon (p = 0,850) fest-

gestellt.

Wohingegen es signifikante Unterschiede in Bezug auf Framingham Score und die Behandlung mit

NSAR (p = 0,031) bzw. Antihypertensiva (p = 0,013) gab.

Patienten, die keine nichtsteroidalen Antirheumatika zusatzlich bekommen haben, hatten eher ein
geringes Risiko ein kardiovaskulares Ereignis in den nachsten zehn Jahren zu erleiden. Studienteil-

nehmer mit NSAR-Behandlung waren in die hohe Risikogruppe einzustufen (siehe Abbildung 25).
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Framingham Score und NSAR
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Abbildung 25: Einfluss der NSAR-Therapie auf den Framingham Score. Signifikante Unterschiede in Bezug auf
die Behandlung mit NSAR zwischen den verschiedenen Risikogruppen berechnet mittels Framingham Score
(p = 0,031). Patienten ohne NSAR haben eher ein niedriges Risiko fur kardiovaskuldre Ereignisse. Verteilung
der Patienten mit und ohne NSAR-Therapie auf die jeweiligen Risikogruppen beziglich des kardiovaskularen
Risikos. Zur besseren Veranschaulichung mit zusatzlicher prozentualer Verteilung.

Eine dhnliche Verteilung gab es auch bei der antihypertensiven Therapie. Patienten ohne einen be-
kannten Hypertonus und somit ohne blutdrucksenkende Medikamente gehdren zur Gruppe mit
einem geringen Risiko. Ein erhdhtes kardiovaskuldres Risiko, ahnlich wie in der Normalbevolkerung,

besteht bei Hypertonikern, auch unter Therapie (siehe Abbildung 26).
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Framingham Score und Atihypertensiva
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Abbildung 26: Verteilung der Patienten mit und ohne antihypertensive Therapie auf die jeweiligen Risiko-
gruppen in Bezug auf das kardiovaskulare Risiko. Patienten ohne antihypertensive Therapie hatten eher ein
geringes Risiko, wohingegen Erkrankte mit blutdrucksenkenden Medikamenten ein hohes Risiko fiir kardio-
vaskulare Ereignisse aufwiesen. Zur besseren Veranschaulichung mit zusatzlicher prozentualer Verteilung.

Tabelle 21: Verteilung der Patienten anhand FS (geringes/mittleres/hohes kardiovaskulires Risiko) und der
jeweiligen Zusatztherapie mit Prednisolon, bzw. NSAR, bzw. Antihypertensiva nach mindestens sechsmona-
tiger Behandlung.

Framingham Score
niedriges mittleres
Risiko Risiko hohes Risiko Gesamt

Prednisolon 0 Anzahl 6 1 4 11
% 30,70% 33,30% 19,00% 20,80%

1 Anzahl 23 2 17 42

% 79,30% 66,70% 81,00% 79,20%

NSAR 0 Anzahl 19 1 6 26
% 65,50% 33,30% 28,60% 49,1

1 Anzahl 10 2 15 27

% 34,50% 66,70% 71,40% 50,90%

Antihypertensiva 0 Anzahl 19 2 6 27
% 65,50% 66,70% 28,60% 50,90%

1 Anzahl 10 1 15 26

% 34,50% 33,30% 71,40% 49,10%
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3.7 Pulswellengeschwindigkeitsanalyse und Augmentationsindex

Fir die Auswirkungen der antirheumatischen Therapie und anderer Faktoren der RA auf das kardi-
ovaskuldre System wurde nicht nur der Einfluss auf das mikrovaskuldre System mithilfe von CFU-
EPCs und GefaBwachstumsfaktoren untersucht, sondern auch moégliche Veranderungen im makro-
vaskuldren Bereich genauer analysiert. Hierflir wurde die Pulswellengeschwindigkeit (pulse wave
velocity, PWV) und der Augmentationsindex (Alx) bei Patienten zu Beginn und am Ende der

Studienzeit (nach 6 £+ 2 Monate) bestimmt.

Sowohl die Pulswellengeschwindigkeit als auch der Augmentationsindex sind unter anderem stark
vom Alter abhangig. Um einen Vergleich zwischen den Gruppen erméglichen zu kénnen, musste
erstmals untersucht werden, ob die Altersverteilung der Patienten in den vier Hauptmedikamen-
tengruppen adhnlich ist. Anhand der Tabelle 22 kann man die Altersverteilung nachverfolgen, es war

keine Signifikanz zwischen den Gruppen (p = 0,570) festzustellen.

Tabelle 22: Altersverteilung in den jeweiligen vier Medikamenten-Gruppen Rituximab, Tocilizumab, TNFa-
Blocker, MTX. Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

N Mittelwert SD SF Minimum | Maximum
Rituximab 17 57,47 14,379 3,487 32 84
Tocilizumab 14 52,50 9,230 2,467 37 68
TNFa-Blocker 15 51,40 10,796 2,787 22 68
MTX 17 54,24 15,385 3,731 22 72
Total 63 54,05 12,809 1,614 22 84

3.7.1 Pulswellengeschwindigkeit und die antirheumatischen Medikamente

Von den 63 Patienten bei denen zu Beginn PWV und ALX@75 bestimmt wurde, haben noch 55
Patienten sechs Monate spater an der Studie teilgenommen und lieRen bei sich diese Parameter
nochmals untersuchen. Es konnte bei allen Probanden, die vom Geratehersteller geforderten Qua-
lititsmerkmale der Messergebnisse eingehalten werden. Laut den Richtlinien der Europdischen Ge-
sellschaften flr Kardiologie und Hypertonie (ESC/ESH) von 2007 fiihrt eine Carotis-Femoralis PWV
von > 12 m/s zu einem hohen Risiko fir einen Endorganschaden (Roudier 2006). Sieben Patienten
wiesen eine erhdhte PWV auf, dies liel sich aber auch durch einen bereits vorhandenen Endorgan-
schaden in Form von KHK, Niereninsuffizienz oder Diabetes mellitus erklaren. Somit korrelierte es
auch mit deren hohen Risiko fiir kardiovaskuladre Erkrankungen berechnet nach dem FS. Es ergab
sich, wie bereits beschrieben, eine positive Korrelation zwischen FS und PWV (p < 0,0001;

r=0,591).
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Innerhalb der Studienzeit kam es aber zu keiner signifikanten Veranderung in der PWV, weder fir
das gesamte Patientenkollektiv (p = 0,537) noch nach der Betrachtung der Medikamentengruppen
einzeln. Aullerdem gab es auch keine signifikanten Unterschiede bei der GefaRsteifigkeit im Verlauf
zwischen Tocilizumab, Rituximab, TNFa Blocker, MTX im Vergleich dieser Therapeutika untereinan-

der (siehe Tabelle 23/24).

Tabelle 23: PWV im Verlauf der Studienzeit unter dem Einfluss der antirheumatischen Therapeutika.

PWV 95%-Konfidenzintervall
Zeitpunkt N MW Standardfehler |Untergrenze |Obergrenze | Signifikanz (p)
1 55 8,327 0,385 7,554 9,101 0,537
2 55 8,657 0,346 7,964 9,351

Tabelle 24: Verinderungen von PWV [m/s] im Laufe der sechs Monate einzeln fiir Rituximab, Tocilizumab,
TNFa-Blocker, MTX. Keine Signifikanzen innerhalb der sechsmonatigen Therapie ersichtlich.

Medikation PWV N MW SD P
Rituximab Zeitpunkt 1 15 8,153 2,318 0,119
Zeitpunkt 2 9,433 2,974
Tocilizumab |Zeitpunkt 1 13 7,538 1,731 0,177
Zeitpunkt 2 9,169 3,072
TNFa-Blocker |Zeitpunkt 1 12 9,05 3,089 0,542
Zeitpunkt 2 8,4 2,141
MTX Zeitpunkt 1 15 8,567 3,745 0,457
Zeitpunkt 2 7,627 1,782

3.7.2 Augmentationsindex

Der Augmentationsindex eignet sich dhnlich wie die Pulswellengeschwindigkeit zur Abschatzung
der kardiovaskuldaren Mortalitat. In der Studie von Niirnberger et al. (2002) konnte eine positive
Korrelation zwischen dem steigenden Risiko fiir kardiovaskulare Erkrankungen und Augmentation-
sindex festgestellt werden. Alx hat eine hohere Sensibilitat als PWV bei der Erfassung von friihen

arteriellen GefalRveranderungen.

Alx unterliegt einer Beeinflussung durch Faktoren wie Alter, KorpergroRe, Herzfrequenz,
Geschlecht, Herzfunktion, Blutdruck, kardiovaskulare Risikofaktoren (Rauchen, Adipositas etc.) und

Medikamente.

Um die Daten trotzdem untereinander vergleichen zu kdnnen, wird in dieser Studie fiir die weiteren
Berechnungen anstatt Alx AIXx@HR75 eingesetzt. Hierbei handelt es sich um den Alx-Wert, der von
der SphygmorCor® Software automatisch auf eine Herzfrequenz von 75 Schlagen pro Minute um-

gerechnet wird. Somit ist eine der EinflussgrofRen berticksichtigt worden. Das individuelle Alter der
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Patienten wird vernachlassigt, da wie in der Tabelle 22 bereits gezeigt wurde, ist die Altersvertei-
lung der Probanden in den jeweiligen Medikamentengruppen dhnlich und zeigt keine signifikanten

Unterschiede.

Weder fir das gesamte Patientenkollektiv (p = 0,550) im Laufe der Studienzeit noch nach der
Betrachtung der Medikamentengruppen einzeln gab es signifikante Veranderung im Alx. AuRerdem
lieRen sich auch keine signifikanten Unterschiede im Verlauf zwischen Tocilizumab, Rituximab,

Etanercept/Adalimumab, MTX im Vergleich dieser Therapeutika untereinander feststellen.

Tabelle 25: Alx@HR75 im Verlauf der Studienzeit unter dem Einfluss der antirheumatischen Therapeutika.

ALX@HR75 95%-Konfidenzintervall
Zeitpunkt Mittelwert | Standardfehler | Untergrenze | Obergrenze P
1 25,773 1,507 22,747 28,798 0,55
26,546 1,359 23,818 29,275

Tabelle 26: Augmentationsindex im Laufe von sechs Monaten im Vergleich der vier Medikamentengruppen
untereinander.

95%-Konfidenzintervall
Medikation ALX@HR75 N MW SD Min. Max. p

Rituximab Zeitpunkt 1 15 29,667 10,376 23,9 35,434 0,381
Zeitpunkt 2 27,133 9,841 21,933 32,334

Tocilizumab 1 13 28,308 10,719 22,113 34,502 0,853
2 27,769 10,481 22,183 33,355

TNFa-Blocker 1 12 23,583 11,253 17,136 30,031 0,334
2 26,083 7,537 20,269 31,898

MTX 1 15 21,533 12,053 15,766 27,3 0,092
2 25,2 11,447 20 30,4

3.7.3 PWYV, ALX und Framingham Score

Es zeigen sich hochsignifikante Unterschiede bei der Pulswellengeschwindigkeit bezliglich des Risi-
kos fur kardiovaskuldre Erkrankungen. Patienten mit einem hohen Risiko wiesen deutlich hohere
PWV-Werte im Vergleich zu den Probanden mit einem niedrigen Risiko (p < 0,001) auf (siehe Abbil-
dung 27).
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PWYV und Framingham Score
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Abbildung 27: Zusammenhang zwischen dem kardiovaskularem Risiko (berechnet mittels Framingham Score)
und PWV.

Es zeigen sich auch Tendenzen zwischen dem niedrigen und mittleren sowie mittleren und hohen
Risiko. Solch eine Korrelation bestatigt, dass bei einem vorgeschadigten GefalR hohere PWV zu er-
warten ist. Die GefaRschadigungen, im Sinne des kardiovaskularen Ereignisses oder dquivalenter
Erkrankungen, gehen mit einem hohen FS einher. Der F-Test der einfaktoriellen ANOVA bestatigt
einen signifikanten Gruppenunterschied bei der PWV (p < 0,001) in Bezug auf FS. Hinsichtlich des

Alx und des kardiovaskuldren Risikos konnten wir keinen Zusammenhang nachweisen (p = 0,757).

Tabelle 27: Zusammenhang zwischen dem kardiovaskularen Risiko (berechnet mittels Framingham Score)
und der Pulswellengeschwindigkeit bzw. dem Augmentationsindex.

Framingham Score N Mittelwert SD Minimum Maximum
PWV (m/s) niedriges Risiko 29 7,65 1,51 4,9 11,2
mittleres Risiko 3 8,03 1,3 6,7 9,3
hohes Risiko 20 10,45 3,07 6,5 16,2
Gesamt 52 8,75 2,59 4,9 16,2
AIXHR75 (%) niedriges Risiko 29 26,86 9,79 5 44
mittleres Risiko 3 30,33 6,66 23 36
hohes Risiko 20 25,95 9,56 10 46
Gesamt 52 26,71 9,46 5 46
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4 Diskussion

4.1 Vorstellung der Ergebnisse

Das Ziel dieser Studie war es, die Auswirkungen bestimmter disease-modifying antirheumatic drugs
(DMARDs) auf das kardiovaskulare System, im Hinblick auf die Atherosklerose, bei den Patienten
mit Rheumatoider Arthritis zu untersuchen. Als mdgliche GroRen, die dem Einfluss unterliegen
konnten, wurden die im Blut zirkulierenden Endothelvorlauferzellen, GefaRwachstumsfaktoren im
Serum (VEGF, Angl, Ang2, SDF1) und die GefaRsteifigkeit mittels klinischer Messung durch

Sphygmocor erfasst und analysiert.

Ubersicht: CFU-ECs unter den Antirheumatika
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Abbildung 28: Das Verhalten von CFU-ECs innerhalb der Studienzeit unter der jeweiligen antirheumatischen
Therapie.

Die Endothelvorlauferzellen werden als Marker fiir das kardiovaskulare Risiko und die Endothelzell-
funktion eingesetzt. Sie reagieren sehr sensibel auf Veranderungen und unterliegen intrinsischen
sowie extrinsischen Einflussfaktoren. Von den vier, in dieser Forschungsarbeit, untersuchten Medi-
kamentengruppen konnte alleinig bei den Patienten, die mit Tocilizumab behandelt wurden, ein
signifikanter Anstieg der colony-forming Units (CFU) im Laufe der sechs Monate nachgewiesen wer-
den. Keines der anderen Medikamente hat zu einer nennenswerten Anderung in der Anzahl der
CFU gefiihrt. Patienten, die mit MTX behandelt wurden, hatten insgesamt eine hohere Anzahl an

CFU-ECs als die Rituximab-Gruppe.

Unterschiedliche Parameter wie die Einnahme der Antihypertensiva, das Vorhandensein von CCP-

Ak oder ein hohes kardiovaskulares Risiko, errechnet mittels Framingham Score, hatten signifikante
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Auswirkungen auf die Anzahl der CFU-ECs. Signifikant niedrigere Werte wurden bei Patienten mit
positivem CCP-Ak, hohem Framingham Score und arterieller Hypertonie erfasst. Dies entspricht
auch dem heutigem Stand der Wissenschaft in Bezug auf die EinflussgréRen wie Rauchen, Hyper-

cholesterinamie, Diabetes mellitus und Bluthochdruck (Delva et al. 2007).

Chronisch entziindliche Erkrankungen wie die rheumatoide Arthritis kdnne im Laufe der Zeit zu
einer Auspragung der Atherosklerose flihren. Zur Erfassung des arteriellen Status wurden die
Gefalelastizitdt und der aortale Blutdruck mittels der Pulswellengeschwindigkeit gemessen. Es kam
zu keiner messbaren Anderung der arteriellen GefaRsteifigkeit im Laufe der sechs Monate in keiner
der Medikamentengruppen. Am ehesten dadurch bedingt, dass solch feine Verdanderungen im
Gefalistatus durch eine tonometrische Messung nicht ausreichend erfasst werden konnen. Athero-
sklerose ist ein langwieriger Prozess und entsteht Gber Jahre. Da unsere Studie einen Zeitraum von
sechs Monaten erfasst, ist es nicht verwunderlich, dass in diesem Zeitintervall keine signifikanten
Unterschiede in der GefaRsteifigkeit in den jeweils vier Medikamentengruppen festgestellt werden
konnte. Trotzdem konnten wir eine positive Korrelation zwischen der Pulswellengeschwindigkeit
und dem Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse in den nachsten zehn Jahren aufzeigen. Hierbei
hatten Patienten mit erhéhtem Risiko, berechnet mit dem Framingham Score, hohere PWV-Werte.
Dies kann einerseits durch die bereits vorliegende Atherosklerose bedingt sein, oder durch Komor-
biditat der Patienten, die Einfluss auf die Berechnung des Framingham Scores haben und einen
direkten Einfluss auf die Entwicklung der Atherosklerose. Hierzu zahlen unter anderem Diabetes

mellitus, Hypercholesterinamie, arterieller Hypertonus.

Ubersicht: DAS28 unter den Antirheumatika
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Abbildung 29: DAS28 im Laufe der Studienzeit unter der jeweiligen antirheumatischen Therapie.
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Zog man die aktuelle rheumatische Krankheitsaktivitat der Probanden in Betracht, erfasst mittels
DAS28, so wiesen Patienten mit mittlerer bzw. hoher Krankheitsaktivitat signifikant héhere PWV-
Werte als Patienten in Remission bzw. niedriger Krankheitsaktivitat auf. Zu erwahnen sei, dass beim
Vergleich der Medikamentengruppen untereinander erhéhte DAS28-Werte bei Rituximab und
Tocilizumab vorgelegen haben. Der signifikante Unterschied von Rituximab bzw. Tocilizumab zu den
TNFa-Blockern und zu MTX im Hinbick auf die Krankheitsaktivitat lasst sich dadurch erklaren, dass
sowohl Rituximab als auch Tocilizumab nur bei vorherigem Versagen der anderen Therapeutika,
gemessen zum Teil auch an héherer Krankheitsaktivitat, eingesetzt werden. Es liegt auch nicht der
Beginn einer Therapie am Startpunkt der sechs Monate, sondern es wurden zum Teil schon lau-
fende Therapien erfasst. Anhand dessen lasst sich auch die veranderte Gefal3elastizitat mit progre-

dient krankhaften Veranderungen des Gefal3status im Sinne einer Atherosklerose erklaren.

Bei chronischen Erkrankungen wie Atherosklerose und Rheumatoide Arthritis kommt es zu einer
pathologischen Gefal3proliferation. Bei RA |lduft die Angiogenese beispielsweise in der Synovial-
membran der entziindeten Gelenke ab. Hierbei fiihren unterschiedliche Stimuli zu einer Ausschiit-
tung der GefaBwachstumsfaktoren sowie Chemokine, die ihrerseits sowohl autokrin als auch
parakrin die Zelldifferenzierung beeinflussen. Bei den untersuchten GefaBwachstumsfaktoren und
Chemokinen liel} sich zwar ein signifikanter Anstieg bei den Erkrankten im Vergleich mit einer
gesunden Kohorte erfassen, gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede in den jeweiligen
Medikamentengruppen im Laufe der sechs Monate. Die Ausnahme bildete SDF-1 mit einem Abfall
der Serumkonzentration bei Rituximab, Tocilizumab und MTX wahrend der Studienzeit. Beim
Vergleich der Gruppen untereinander zeigten Patienten, die mit Anti-TNFa behandelt wurden,
héhere Ang-1-Konzentrationen als die Rituximab- bzw. Tocilizumab-Gruppe. AulRerdem hatten
auch begleitende Therapien Auswirkungen auf die Serumspiegel. So wiesen Erkrankte, die zusatz-
lich mit Prednisolon therapiert wurden, hohere SDF-1-Werte auf. Die Behandlung mit Antihyper-

tensiva fiihrte zum Anstieg der Ang-1-Spiegel.

So vielseitig diese Ergebnisse auch sind, zeigen sie womoglich einen neuen Ansatzpunkt in der
erfolgreichen Behandlung der RA und der daraus resultierenden Atherosklerose. Mit weiterer
Erforschung der RA-Pathogenese und der Auswirkung, der heute im Einsatz befindlichen Therapeu-
tika, eréffnen sich immer mehr Angriffspunkte bei diesen chronischen Erkrankungen. Aufgrund zum
Teil ahnlicher pathophysiologischer Abldufe bei RA und der Atherosklerose kénnte man vielleicht

mithilfe der richtigen Therapie eine Entwicklung der kardiovaskularen Ereignisse vorbeugen.

Laut einer Metaanalyse von 2008, in der Daten aus 24 Observationsstudien ausgewertet wurden,
ist das Risiko flr eine kardiovaskuldre Mortalitdt bei den RA-Patienten etwa 50 % hoher als in der

Normalpopulation (meta-SMR 1,50; 95 % Kl 1,39-1,61). Es wurde eine 59 %-ige Zunahme des
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Mortalitatsrisikos durch die ischamische Herzkrankheit und 52 %-ige Zunahme durch die zerebro-
vaskuldren Komplikationen beschrieben. Im Gegensatz zur Normalpopulation ist die Wahrschein-
lichkeit bei den RA-Patienten ein kardiovaskuldres Ereignis zu erleiden geschlechtsunspezifisch
(Avifia-Zubieta et al. 2008). Das relative Infarktrisiko ist bei den weiblichen RA-Patienten drei Mal

so hoch wie bei den Gesunden (Solomon et al. 2003).

2018 erschien eine neue Studie beziglich der antirheumatischen Therapie und ihrer Auswirkung
auf das kardiovaskulare Risiko. Die stidkoreanische Studie mit Erfassung von {iber 137.000 Patien-
ten mit RA von 2009 bis 2016 zeigte die Folgen der Glukokortikoid-, DMARD- und NSAID-Behand-
lung auf das Risiko der Entwicklung der KHK sowie des ischamischen und hamorrhagischen Insults.
So wurden die Erkenntnisse (iber eine Steigerung des kardiovaskuldren Risikos unter der NSAID-
Therapie erneut bestatigt. Zusatzlich wurde bei gleichzeitiger Behandlung mit nichtselektiven
NSAIDs und COX2-Inhibitoren eine Risikoerhohung fiir ischdamische und hamorrhagische Insulte
festgestellt. Ebenfalls zeigte sich bei der Langzeiteinnahme von Glukokortikoiden ein potenzielles
Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen, wobei Kurzzeitgaben eher das Risiko herabsetzten. Eine
positive Auswirkung auf die extraartikulare Manifestation durch die Biologicals wie Rituximab oder
Tocilizumab konnte aufgrund einer kleinen Kohorte nicht ausreichend nachgewiesen werden. Die

Behandlung mit anti-TNFa zeigte jedoch eine protektive Wirkung (Cho et al. 2018).

Die vorliegende Doktorarbeit soll den Zusammenhang zwischen den Biologicals und deren mogli-

chem Einfluss auf die Atherosklerose zeigen.

4.2 Methotrexat und TNFa-Blocker

In den letzten Jahren kam es zu einem groRen Fortschritt in der Therapie der RA durch ein wach-
sendes Angebot an den Substanzklassen, die eingesetzt werden kénnen. Somit stieg auch das Inte-
resse, ob diese Therapien nicht auch womaéglich das Risiko flr kardiovaskuldre Erkrankungen sen-
ken kdnnen. So ergab zum Beispiel die Metaanalyse von Westlake et al. (2010), dass MTX zu einer
Risikoverminderung fir das Auftreten kardiovaskuldre Erkrankungen beitragt (Westlake et al.
2010). AuRerdem zeigte eine von Choi et al. (2002) groRangelegte prospektive Kohortenstudie mit
1240 an RA erkrankten Teilnehmern, dass es zu einer Reduktion der Mortalitatsrate um 60 % und
vor allem zu einer Senkung der Letalitdt kardiovaskularer Ursache um 70 % bei Probanden, die mit
MTX behandelt wurden im Gegensatz zu denen, die andere Basistherapeutika erhielten, gekommen

ist.

Einerseits konnten wir keinen signifikanten Anstieg in der Anzahl der CFU-ECs bei den Patienten,
die mit MTX behandelt wurden, nachweisen. Andererseits wiesen Patienten aus der MTX-Gruppe,

zu Beginn und auch nach sechs Monaten, eine viel hohere Anzahl von EPCs als Patienten mit
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Rituximab auf. Womaoglich ist es auf die antiatherogene Wirkung und einen insgesamt leichteren
Verlauf der Erkrankung, der mit MTX behandelten Patienten zurlickzufiihren. Eine positive Auswir-
kung von MTX auf das kardiovaskuldre System, bewiesen durch bereits oben erwahnte Studien, ist

nicht auller Acht zu lassen.

MTX hat einen positiven Effekt auf die Endothelfunktion und die Homd&ostase durch die Hemmung
der proatherosklerotischen Zytokine wie TNF-a, IL-1 und IL-6. Dies wird entweder direkt liber MTX
oder durch die Aktivierung von Adenosinrezeptoren bewirkt (Mangoni et al. 2017). Reiss et al.
(2008) zeigten im Zellmodell eine Umkehr des Cholesteroltransports mittels Aktivierung der
Adenosin-A2A-Rezeptoren und eine Unterdriickung der Schaumzellbildung in der THP-1-Makropha-
gen. Bei der Untersuchung der Karotis-Intima-Media-Dicke bei den RA-Patienten und einer gesun-
den Kohorte wurden signifikant hohere Intimadicken bei den Erkrankten erfasst. Innerhalb unter-
schiedlicher DMARD-Therapien wurde ausschlieRlich unter der MTX-Behandlung eine signifikant
niedrigere Dicke beobachtet. Solch eine nichtinvasive Messung gibt einen Aufschluss Uber die

Atherosklerose und das Risiko einer kardiovaskuldren Erkrankung (Kim et al. 2015).

Aufgrund der kurzen Studienzeit konnte unsererseits keine Veranderung in der GefaBsteifigkeit,
ermittelt durch PWV, nachgewiesen werden. Jedoch lieB sich eine Tendenz erkennen. Die Patienten
aus der MTX-Kohorte waren eher in die Gruppe mit der niedrigeren Krankheitsaktivitat einzuord-
nen. Die PWV war, wie erwartet, bei mittlerer und hoherer Krankheitsaktivitat erhoht. Somit lasst

sich eine Parallele zu den Arbeiten von Kim (2015) ziehen.

Bei den TNFa-Blockern wurden dhnliche Ergebnisse beobachtet. Durch eine direkte Wirkung auf
das Endothel mittels Hemmung der Zytokinausschiittung kommt es zur Normalisierung der en-
dothelabhéngigen Vasodilatation und somit zur Reduktion der kardiovaskuladren Letalitat (Avifia-
Zubieta et al. 2008). AuRerdem wird die antiatherogene Wirkung durch Reduktion der Intimadicke,

dhnlich wie bei MTX, aufgrund entziindungshemmender Prozesse beglinstigt (Del Porto et al. 2007).

4.3 Tocilizumab im Hinblick auf CFU-ECs und PWV

Das besondere an der Wirkung von Tocilizumab ist die Hemmung des IL-6-Signalweges durch die
Bindung an den IL-6-Rezeptor. Unter einer groRen Anzahl von Zytokinen, die von den aktivierten
T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen synthetisiert werden, spielt eine der Schlisselrollen in der
Entstehung der RA sowie der kardiovaskuldren Erkrankungen das IL-6. Die Dysbalance zwischen den
pro- und den antiinflammatorischen Zytokinen beglinstigt die Entstehung der Atherothrombose
durch Endotheldysfunktion, Vasokonstriktion, Veranderung der Lipidstruktur, Hyperkoagulation
(Brennan und Mclnnes 2008; Pasqui et al. 2006).
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Eine Steigerung von IL-6 korreliert mit dem Risiko der Progression einer kardiovaskuldren Erkran-
kung. AuBerdem ist eine Erhéhung von IL-6 mit einer negativen Prognose bei einer instabilen
Angina pectoris und Myokardinfarkt gekoppelt (Danesh et al. 2008). Seino et al (1994) haben fest-
gestellt, dass durch die Atherosklerose geschadigte Gefalle eine 10- bis 40-fach hohere Expression
an IL-6-mRNA zeigten als gesunde Arterien. Auf vielerlei Wegen kommt es durch hohe IL-6-Spiegel
zur Instabilitat der atherosklerotischen Plaques sei es durch die Verdanderung der Hamostase (To-
kunou et al. 2001) oder unter anderem durch das Eingreifen in die Kollagensynthese (Zhang et al.

2012).

Auch hier untersuchten wir den GefaRstatus der RA-Patienten mittels tonometrischer Messung und
der Ermittlung der Endothelvorlauferzellen. Es konnten zwar keine signifikanten Veranderungen
bei der PWV-Messung erfasst werden, jedoch zeigte sich ein Anstieg in der Anzahl der CFU-ECs im

Laufe von sechs Monaten.

Fan et al. (2007) wiesen eine Expression der IL-6R bei den CFU-EPCs nach. Die Funktionen des IL-6R
sind vielseitig, er ist nicht nur ein Zeichen fokaler Entziindungen, sondern kann auch die Angioge-
nese vermitteln. IL-6 induziert den gp80/gp130 Signalweg in den EPCs und beglnstigt eine EPC-
Proliferation, -Migration und eine Ausdifferenzierung der EPCs zu gefdaRdhnlichen Strukturen in
vitro. Gleichzeitig kam es zu einer geminderten Migration der EPCs durch die Hemmung der IL-6-

Rezeptoren.

Somit ist es eher Uberraschend eine signifikant hohere Anzahl an EPCs nach sechsmonatiger
Behandlung mittels Tocilizumab vorzufinden. Jedoch muss man beriicksichtigen, dass EPCs durch
eine Vielzahl an Faktoren angeregt werden. Darunter sind solche wie Makrophagen, SDF -1, VEGF,
Stickstoffoxid (NO), Zytokine, Ostrogene, high density lipoprotein (HDL), Erythropoetin und viele
weitere. Es sind noch nicht alle die Proliferation und Migration der EPCs anregenden Substanzen

erforscht worden.

Eine Steigerung der EPCs unter Tocilizumab ist unter anderem auf ein Metabolit der Arachidon-
sdure, die 20-Hydroxyeicosatetraensdure (20-HETE) zuriickzufiihren. 20-HETE hat Auswirkung auf
das Herz-Kreislaufsystem durch Regulation des Blutdrucks und der Organdurchblutung. Metaboli-

siert wird es seinerseits durch das Cytochrom CYP450-4A.

Die Europaische Arzneimittel Agentur (EMA) hat in Bezug auf Tocilizumab veroffentlicht, dass es
durch die Hemmung von IL-6 zu einer Normalisierung der hepatischen Cytochrom P450-Enzyme
(CYP450) kommt. In vitro Studien haben gezeigt, dass erhohte Konzentrationen von IL-6 zu einer

Unterdrickung der CYP450 Expression fiihren (Siewert et al. 2000; Fukuda et al. 1992).

Somit kommt es unter anderem zu einer Normalisierung der 20-HETE-Spiegel. Studien haben

gezeigt, dass 20-HETE die Phosporylierung von VEGF und Hypoxie-induzierter-Faktor-1a (HIF-1a)
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stimuliert, welche, wie bereits oben erwdhnt, zur Stimulation der EPCs fiihren. AuRerdem regt
20-HETE auch direkt die Endothelzellproliferation sowie Migration an (Guo et al. 2007; Guo et al.
2009). Des Weiteren haben Guo et al. (2011) EPCs aus der menschlichen Nabelschur isoliert und
nachgewiesen, dass diese mMRNA und Proteine flir CYP4A11 und CYP4A22 Enzyme expremieren und
bei Vorhandensein von Arachidonsdaure 20-HETE synthetisieren. Durch das zusatzlich exogen
zugefiihrte 20-HETE kam es zur Proliferation und Migration von EPCs und Auspragung von gefal3-

ahnlichen Strukturen in der Gelmatrix.

Diese Ergebnisse lassen Schliisse auf die Resultate der vorliegenden Forschungsarbeit ziehen. Die
Aktivierung von EPCs ist ein sehr komplexer und vielseitiger Prozess, der noch nicht ausreichend
erforscht ist. Anhand heutiger Studienlage ist die signifikant hohere Anzahl von EPCs bei der Tocili-
zumab-Therapie unter anderem Uber die Reaktivierung von CYP450 und der daraus resultierenden
Kaskade Uber das CYP4A/F-20-HETE System zu erklaren. Womaoglich sind noch weitere Prozesse

involviert, jedoch bleibt dies der Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten.

Swerdlow et al. (2012) untersuchten ihrerseits inwiefern sich die Hemmung des IL6-Rezeptors
(IL6R) durch Tocilizumab positiv auf die koronaren Herzerkrankungen auswirkt. Sie verglichen den
Tocilizumab-Effekt und eine genetische Varianz des IL6R-SNP (rs7529229), die mit hoheren
IL-6-Konzentrationen, niedrigeren CRP und Fibrinogen-Spiegeln einhergeht und infolgedessen mit
einem niedrigeren Risiko fiir KHK assoziiert ist. Hierbei kamen sie zu dhnlichen Ergebnissen wie in
der vorliegenden Forschungsarbeit, dass eine Blockade des IL6R eine entscheidende Rolle in der

KHK-Hemmung spielt.

All diese Beobachtungen zeigen, dass es aulRer der entzindungshemmenden Wirkung auch weitere
substanzspezifische Mechanismen der DMARDs gibt, die einen positiven Einfluss auf das kardiovas-
kuldre Risiko haben. Neuere Studien haben beispielsweise gezeigt, dass durch die Blockade des
IL6R, Tocilizumab in Zukunft womoglich als anti-atherosklerotisches Mittel fungieren konnte

(Swerdlow et al. 2012; Patschan et al. 2014).

4.4 Rituximab

Bezlglich Rituximab und deren kardiovaskuldrer Auswirkung gibt es keine eindeutige Studienlage.
So zeigte zum Beispiel eine Studie von Mathieu et al. (2012) keine Verdnderungen der GefaRsteifig-
keit im Verlauf von sechs Monaten und einem Jahr unter der Rituximab-Therapie. Andererseits wird
von Raterman et al. (2013) ein glinstiger Einfluss von Rituximab auf die HDL-Struktur im Laufe von

sechs Monaten verzeichnet.
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In dieser Forschungsarbeit konnte keine signifikante Veranderung bei den HDL-Spiegeln wahrend
der Studienzeit beobachtet werden. Jedoch waren die HDL-Konzentrationen bei den Patienten, die
mit Rituximab behandelt wurden deutlich héher als bei denen, die Tocilizumab erhielten. Ahnlich
wie bei Mathieu et al. (2012) konnten keine signifikanten Anderungen im GefaRstatus mittels tono-

metrischer Messungen nachgewiesen werden.

4.5 Begleitmedikation NSAR und Antihypertensiva

Auler der traditionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren spielen bei RA sowohl die Nebenwirkun-
gen der medikamentdsen antiinflammatorischen Therapie als auch die immunologischen und ent-
ziindlichen Prozesse der Erkrankung selbst eine wichtige Rolle (Maradit-Kremers et al. 2005b). Zu
den Medikamenten mit einer kritischen Auswirkung auf die Himodynamik als Kurzzeit- und die
Auspragung der Atherosklerose als Langzeittherapie zdhlen unter anderem die nichtsteroidalen An-

tirheumatika (NSAR) und die Glukokortikoide.

NSAR kénnen bei Patienten mit vorbestehender arterieller Hypertonie zu einer weiteren Ver-
schlechterung des Blutdrucks fiihren. Hierzu kommt es vor allem bei einer simultanen ACE-Hem-
mer- bzw. B-Blocker-Therapie. Eine der jingsten Meta-Analysen an liber einer halben Million Pati-
enten zeigte, dass alle NSAR das Risiko eines Myokardinfarkts signifikant steigern. NSAR entfalten
ihre Wirkung liber die Hemmung von COX. Die analgetische sowie antiinflammatorische Wirkung
wird durch die COX2-Blockade hervorgerufen. Die COX1-Hemmung fiihrt zu den gastrointestinalen
bzw. renalen unerwiinschten Nebenwirkungen. Somit beglinstigt die COX-Hemmung die kardiovas-
kuldren Ereignisse. Durch die Prostaglandin-E2 (PGE2)-Hemmung in der Niere kommt es zur Nat-
rium- und Wasserretention und somit zu hohem Blutdruck. Die Prostaglandin-I12 (PGI2)-Hemmung
hat als Folge eine erhohte Thrombogenese. Hierzu gab es eine Studie an (iber 24.000 Patienten mit
arthritischen Erkrankungen, die mit NSAR (Celecoxib, Naproxen oder Ibuprofen) 20 Monate lang
behandelt wurden. Die PRECISION-Studie zeigte kaum einen Unterschied zwischen den drei
Studienarmen, dem COX2-Inhibitor (Celecoxib) und den beiden nichtselektiven NSAR, bezliglich der
Haufigkeit der kardiovaskularen Komplikationen (Pepine und Gurbel 2017; Nissen et al. 2016).
AulRerdem induzieren NSAR die reactive oxygen species (RSO) in den Myokardzellen und rufen

somit eine kardiotoxische Reaktion durch Mitochondriendysfunktion hervor (Ghosh et al. 2015).

Diesen Erkenntnissen entsprechend waren auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie. Patienten,
die keine nichtsteroidalen Antirheumatika zusatzlich bekommen haben, hatten eher ein geringes
Risiko, ein kardiovaskulares Ereignis in den nadchsten zehn Jahren zu erleiden. Studienteilnehmer

mit NSAR-Behandlung waren in die mittlere bis hohe Risikogruppe einzustufen. Eine dhnliche
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Verteilung gab es auch bei der antihypertensiven Therapie. Patienten ohne einen bekannten Hy-
pertonus und somit ohne blutdrucksenkende Medikamente gehérten zur Gruppe mit einem gerin-
gen Risiko. Ein erhohtes kardiovaskulares Risiko, dhnlich wie in der Normalbevolkerung, bestand

bei den Hypertonikern auch unter Therapie.

Interessant war der Zusammenhang zwischen der antihypertensiven Therapie und der Krankheits-
progredienz. Diejenigen, die an Bluthochdruck litten, waren beziglich der Krankheitsaktivitat,
erfasst mittels DAS28, eher in die mittlere und hohe Krankheitsaktivitat einzuordnen (p = 0,020).
Dieses Ergebnis unterscheidet sich von der Studie von Panoulas et al. (2007), wo kein Zusammen-

hang zwischen DAS28 und Patienten mit und ohne Bluthochdruck festgestellt werden konnte.

Betrachtet man das gesamte Patientenkollektiv, so lassen sich signifikante Unterschiede in der EPC-
Proliferation im Hinblick auf die Einnahme der Antihypertensiva, das Vorhandensein von CCP-Ak
oder der Einteilung in die jeweilige Risikogruppe nach Framingham Score feststellen. Hierbei lasst
sich erkennen, dass eine niedrigere Anzahl von EPCs bei Patienten gefunden wurde, die mit Antihy-
pertensiva behandelt wurden, die CCP-Ak positiv waren oder ein hohes kardiovaskulares Risiko
nach Framingham hatten. Zusammenfassend kann man sagen, dass all diese Faktoren ein schlech-
teres prognostisches Risiko in Bezug auf die Atherosklerose beherbergen, sei es aufgrund von
einem fortgeschrittenen RA-Stadium oder weiteren Nebenerkrankungen. Dies schlagt sich in der

EPC-Proliferation nieder und ldsst ein niedrigeres Potenzial zur GefaRRregeneration erkennen.

4.6 Lipidspiegel unter der antirheumatischen Therapie

Anhand heutiger Studienlage ist es erkennbar, dass die anti-TNFa-, Tocilizumab- sowie Rituximab-
Therapien einen direkten Einfluss auf die Lipidspiegel im Serum bei RA haben. So zeigte sich
beispielsweise unter Etanercept, Adalimumab und Rituximab am ehesten eine anti-atherogene
Wirkung beziglich der Lipidwerte. Unter Tocilizumab kam es eher zu einer kurzfristigen Verschlech-

terung, Langzeitstudien hierzu fehlen noch.

Vergleichbar mit anderen Studien ergab sich im Verlauf von sechs Monaten ein Anstieg von LDL in
der Tocilizumab Gruppe. Dies erklaren Strang et al. (2013) durch eine mégliche direkte Einwirkung

von Tocilizumab auf die Leber und veranderte Expression von LDL-Rezeptoren in der Leber.

Studien wie SAMURAI und LITHE zeigten einen allgemeinen Lipidanstieg (Gesamtcholesterol, HDL,
LDL, Triglyceride) unter der Tocilizumab-Therapie (Kawashiri et al. 2011; Schiff et al. 2011). Jedoch
fiihrte eine zeitgleiche Gabe von Statinen zu einem positiven Effekt auf die Lipidspiegel im Blut.

Statine kdnnen mittels ihrer pleiotropen Wirkung, darunter auch eine Senkung des IL-6-Spiegels,
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die Auspragung der Atherosklerose verlangsamen und sich positiv auf den Verlauf von RA auswir-

ken (Loppnow et al. 2011).

Es ist bekannt, dass bestimmte Faktoren, die zu einer Minimierung des kardiovaskularen Risikos
flihren, wie z. B. Statine oder sportliche Aktivitat zu einem Anstieg der EPCs fiihren und somit die
Endothelregenerierung fordern. Statine steigern nicht nur die Anzahl sondern auch die Funktion
der EPCs in vitro sowie im Mausmodell und bei Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung
(KHK) (Georgiou et al. 2012; Hansen et al. 2006). Da in dieser Studie nur sieben Patienten einer
Therapie mit Statinen unterzogen wurden, gab es keine signifikanten Anderungen in der Anzahl der

EPCs.

Beim paarweisen Vergleich haben wir eine Besonderheit bei den Triglicerid-Serumspiegeln festge-
stellt. Hierbei waren die Konzentrationen bei der Tocilizumab-Gruppe signifikant hoher als bei den
Patienten, die mit MTX oder anti-TNFa behandelt wurden. Womoglich ist dieser Unterschied auf
ein fortgeschrittenes Stadium der RA und das Versagen anderer Therapiemoglichkeiten in der
Tocilizumab-Gruppe sowie eine durch das Medikament bedingte Veranderung der Lipidspiegel mit

steigender atherogener Tendenz zurlickzufiihren.

Die Auswirkungen der antirheumatischen Therapie auf die Lipidspiegel und somit ein erh6htes
Potenzial fir das Auftreten eines kardiovaskuldren Ereignisses sind nicht auRer Acht zu lassen. Eine
regelmaRige Serum-Kontrolle sowie der rechtzeitige Beginn einer Statintherapie sind bei der
Behandlung der RA als protektive MalRnahmen zur Vorbeugung der Atehrosklerose von groRer Be-

deutung.

4.7 GefiBwachstumsfaktoren und Chemokine unter antirheumatischer
Therapie

Neben der tonometrischen Messung sowie der Bestimmung der EPCs wurden unter anderem

GefalRwachstumsfaktoren im Zeitintervall von sechs Monaten bestimmt. Diese spielen eine

unabdingbare Rolle in der Pathogenese der RA sowie der Atherosklerose.

Wie erwartet, wurden beim Vergleich einer gesunden Kohorte mit der RA-Kohorte vielfach héhere
Konzentrationen an VEGF und Angiopoetin-1 bei den Erkrankten gemessen, wohingegen SDF-1

niedrigere Serumkonzentration bei den Erkrankten aufwies als bei den Gesunden.

4.7.1 VEGF
Einer der Hauptstimuli fir die aggressive Proliferation der Synovialzellen sind proinflammatorische

Zytokine wie IL-1B, IL-6 und TNFa. Ihre synergetische Wirkung induziert die Fibroblasten zur
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Hyperexpression von VEGF. Laut einer Studie von Nakahara et al. (2003) inhibiert eine Therapie mit
IL-6-Antikorpern die Synthese von VEGF. In der vorliegenden Forschungsarbeit ergab sich jedoch
kein signifikanter Unterschied bei den VEGF-Spiegeln im Verlauf von sechs Monaten bei den Pati-
enten, die mit Tocilizumab therapiert wurden. Jedoch konnte eine positive Korrelation zwischen
der Krankheitsaktivitat und VEGF festgestellt werden. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen auch Lee
at al. (2001) in ihrer Studie mit 99 RA-Patienten. Die im Serum gemessenen VEGF-Spiegel hatten
eine positive Korrelation zu CRP, BSG, RF und der Anzahl der geschwollenen Gelenke. Es gibt insge-
samt vier bekannte Formen von VEGF — A, B, C, D. Der in den meisten Gewebearten vorkommende
Faktor ist VEGF-A>, Dieser wurde mittels ELISA sowohl von Lee at al. (2001) als auch in der vorlie-
genden Arbeit bestimmt. Neben der Stimulation der Endothelproliferation kann VEGF die Ge-
faBpermiabilitat steigern, wodurch es zu Gelenkschwellungen bei den RA-Patienten kommt (Feng
et al. 1999). Vergleichbare Daten lieferte die Studie von Harada et al. (1998) mit einer Korrelation

zwischen CRP und VEGF im Serum.

Im Tiermodell fihrte die Inhibition von VEGF im Serum zur geminderten Gelenkschwellung sowie
Gelenkdestruktion. Laut den Daten von Harada et al. (1998) konnte man eine direkte Korrelation
zwischen der Besserung der klinischen Symptome der RA und dem fallenden VEGF-Serumspiegel

sehen.

4.7.2 Angiopoetin-1

Neben VEGF wurden auch Angiopoetin 1 und 2 bestimmt. Hierbei waren die Ang-1-Spiegel der
RA-Patienten im Vergleich zu einer gesunden Kohorte signifikant héher. Laut einer Studie von Scott
at al. (2002) waren die Ang-1-Spiegel vor allem bei einem fortgeschrittene Stadium der RA héher,

wohingegen Ang-2 fuhrend und 70- bis 120-fach erh6ht war.

Vergleicht man die Medikamentengruppen untereinander, so stellt man einen signifikant hheren
Ang-1-Serumspiegel bei den Patienten, die mit TNFa-Blockern behandelt wurden, im Gegensatz zu
den Tocilizumab- bzw. Rituximab-Gruppen fest. Dies steht in einem Gegensatz zu der Arbeit von
Kayakabe et al. (2012), in der die Hemmung von Ang-1 durch IL-6 beschrieben wurde. Die Einwir-
kung der Medikamenten sowie der Zytokine auf Ang-1 ist noch nicht ausreichend geklart und bedarf
weiterer Forschungsarbeiten. Womaoglich liegt aber auch die Abweichung in einer geringen Fallzahl

begriindet, da pro Medikamentengruppe jeweils zehn Patienten erfasst wurden.

4.7.3 Angiopoetin-2
In der vorliegenden Forschungsarbeit waren die Ang-2-Spiegel zwar erhdht im Vergleich zu der
gesunden Kohorte, jedoch nicht signifikant. Auffallend war, dass die RA-Patienten, die zusatzlich

unter einer arteriellen Hypertonie litten und mit Antihypertensiva behandelt wurden, signifikant
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hohere Ang-2-Werte hatten als die RA-Patienten ohne eine bekannte Hypertonie. Zu einem ahnli-
chen Ergebnis kamen auch David et al. (2008) in ihrer Studie. Patienten, die mit Antihypertensiva
wie Olmesartan und Pravastatin tGber zwolf Wochen lang behandelt wurden und gegebenenfalls
bereits an einer Atherosklerose litten, wiesen auch weiterhin erhéhte Ang-2-Spiegel auf. Weitere
Studien haben gezeigt, dass unter den Patienten mit arterieller Hypertonie erhéhte Ang-2-Werte

einen pradiktiven Charakter fiir Myokardinfarkt hatten (Patel et al. 2009).

Ang-2 ist Gegenstand vieler Studien. Es wurde bereits ein Zusammenhang zwischen den hohen
Spiegeln und der Atherosklerose sowie chronischen entzindlichen Prozessen im Korper festge-
stellt. Nach der sechsmonatigen Therapie mit Antirheumatika konnte eine negative Korrelation
zwischen Ang-2 und den EPCs nachgewiesen werden. Womoglich liegt die Ursache in einem gerin-
geren Potenzial der GefalRe zur Mobilisierung der Stammzellen, bedingt durch den progredienten
Befall dieser. Weiterhin liegt es gegebenenfalls an der Bindung von Ang-2 an die extrazellulare
Domane von dem Tie-2-Rezeptor. Sowohl Ang-1 als auch Ang-2 binden mit derselben Affinitat an
den Tie-2-Rezeptor. Durch den Ang-1-Rezeptor-Komplex kommt es zur Autophosphorylierung, die
ihrerseits die Endothelzellmigration fordert. Bei steigenden Ang-2-Spiegeln kommt es eher zur
Bindung von Ang-2 an die Tie-2-Rezeptoren. Diese fiihrt jedoch nicht zu einer Autophosphory-
lierung und somit nicht zu einer Endothelzellmigration. Ang-2 fungiert als Ang-1-Antagonist (Fiedler

und Augustin 2006).

Ang-2 korreliert insgesamt mit dem Schweregrad der Erkrankung und dem Vorhandensein bzw.
einem friihen Beginn eines extraartikularen Befalls in Form von kardiovaskuldren Erkrankungen bei

den RA-Patienten (Lopez-Mejias et al. 2013, Westra et al. 2011).
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4.7.4 SDF-1

Ubersicht: SDF-1 und die Antirheumatika
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Abbildung 30: Das Verhalten von SDF-1 wdhrend der Studienzeit unter der jeweiligen antirheumatischen
Therapie.

Zusatzlich wurden die SDF-1-Serumspiegel zum Zeitpunkt 0 und sechs Monate spéater bestimmt.
Dieses Chemokin ist unter anderem an dem Entziindungsgeschehen bei RA und der Atherosklerose
beteiligt. Es kann Gber die Stimulation der CD34*-Zellen eine Mobilisation der EPCs hervorrufen. In
den bisherigen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen den SDF-1-Spiegeln und der Krank-
heitsaktivitat, Entzindungsparametern und Gelenksdestruktion nicht nachgewiesen werden. Die
Patienten wiesen bei RA-Befall signifikant héhere SDF-1-Blutwerte als die gesunde Kohorte auf
(Mittal et al. 2003). In der vorliegenden Forschungsarbeit hatten die RA-Patienten signifikant nied-
rigere Serumspiegel als die gesunde Kohorte. AuRerdem war ein signifikanter Abfall von SDF-1
innerhalb von sechs Monaten unter der Therapie mit MTX, Rituximab und Tocilizumab zu verzeich-
nen. Studien an knock-out-Mausen zeigten, dass Embryonen mit einem Mangel an SDF-1 oder
CXCA4-Rezeptoren (CXCR4, auch als SDF-1-Rezeptor bekannt) mit dem Leben nicht kompatible Miss-
bildungen am Knochenmark aufwiesen (Lapidot und Kollet 2002). CXCR4 werden an hdmatopoeti-
schen Stammzellen, Blutzellen und embryonalen Stammzellen exprimiert. Vielleicht ist die insge-
samt niedrigere Anzahl an EPCs bei den RA-Patienten im Vergleich zu der gesunden Kohorte unter
anderem auf eine niedrigere Bereitschaft dieser zur Migration, bedingt durch niedrige SDF-1-
Spiegel, zuriickzufihren.

Es ist bekannt, dass SDF-1/CXCR4 zu einem IL-6-Anstieg bei den RA-Patienten fuhrt. Ob es eine
Rickkopplung gibt und gegebenenfalls durch Tocilizumab indirekt SDF-1-Spiegel gesenkt werden,

ist noch unbekannt. Durch die Stimulation der FLS und der Chondrozyten durch Chemokine werden
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Entziindungsmediatoren wie Zytokine und MMPs freigesetzt. Dieser Prozess 16st eine weitere

Kaskade aus und hat als Folge eine Gelenkzerstérung (lwamoto et al. 2008; Nanki et al. 2001).

Beziglich der Auswirkung von Methotrexat auf die SDF-1-Spiegel gibt es unterschiedliche For-
schungsergebnisse. MTX als bekanntes Chemotherapeutikum kann zu einer Knochenmarkschadi-
gung flihren. Anhand eines Tiermodells hat man nachgewiesen, dass MTX eine Reduzierung der
Knochenmarkszelldichte hervorruft, die mit einem verdanderten CXCL12 (SDF-1)-Spiegel und ver-
minderter Expression von CXCR4-mRNA einhergeht. Die SDF-1-Werte waren im Blut zwar erhoht,
aber deutlich niedriger im Knochenmark. Begleitend hierzu war die MMP-9-Exprimierung in den
Knochen und im Blut gesteigert. Bei den in-vitro-Versuchen sanken die SDF-1-Spiegel durch hohe
MMP-9-Spiegel (Georgiou et al. 2012). Dies entspricht den Ergebnissen unserer Studie, mit einem
signifikanten SDF-1-Abfall bei den Patienten mit der MTX-Behandlung. Hierzu muss man jedoch
auch erwahnen, dass die Patienten bei schon laufender Therapie akquiriert wurden und nicht bei
der Erstdiagnose. Somit sind die moglichen Auswirkungen auf das Knochenmark mit daraus resul-
tierender Steigerung der MMP-9 eher moglich aufgrund der langen Therapiedauer. Andererseits
zeigten Hansen et al. (2006) konstante bzw. erhohte CXCL12-Spiegel unter der MTX-Therapie inner-

halb von 28 Wochen im Vergleich zu einer gesunden Kohorte.

In dieser Forschungsarbeit kam es zu keinem SDF-1-Abfall nach der anti-TNFa-Therapie, wie bereits
in der Literatur beschrieben. Bei Psoriasis-Arthritis dhnlich wie bei den RA-Patienten wurde nach
der Behandlung mit Infliximab eine geringere Exprimierung von SDF-1 im Gewebe sowie niedrige

Serumspiegel erfasst (Cafete et al. 2004).

Grinde fiir die zum Teil widerspriichlichen Ergebnisse von Ang-1, Ang-2 und SDF-1 kdnnten zum
einen die geringe Fallzahl mit jeweils zehn Patienten pro Medikamentengruppe, zum anderen un-
terschiedliche RA-Stadien und womoglich weitere Nebenerkrankungen und deren medikamentdse

Behandlung sein.

Wir stellten signifikant hohere SDF-1-Serumspiegel bei Patienten, die zusétzlich eine Prednisolon-
Therapie erhalten haben im Gegensatz zu denen ohne die Glukokortikoidbehandlung. Caulfield et
al. (2002) wiesen eine durch Glukokortikoide bedingte, dosisabhangige Steigerung von SDF-1 sowie
CXCR4 in den Monozyten nach. SDF-1 sowie CXCR4 sind unter anderem fir eine zelluldare Normal-
verteilung zustandig. Dies wirkt sich beispielsweise in der Migration der Monozyten vom Ort des
entzlindlichen Geschehens in nicht befallene extravaskuldre Bereiche aus. Somit fihrt die gestei-
gerte CXCR4-Expression, bedingt durch die antiinflammatorische Wirkung der Glukokortikoide, zu
einer negativen Riickkopplung und hindert somit Monozyten an der Migration zum Entziindungs-

geschehen.
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Keines der antirheumatischen Medikamente hat in unserer Studie zu einer SDF-1-Steigerung ge-
fuhrt. Einerseits fordert SDF-1 die Angiogenese in den Gelenken und einen Abbau der Knorpel-
matrix, andererseits konnen erhdhte Spiegel eine Freisetzung und Mobilisierung von EPCs aus dem
Knochenmark hervorrufen und somit eine therapeutische Neovaskularisation beiischdmischem Ge-

schehen fordern (Yamaguchi et al. 2003).

4.8 Allgemeines

Eine der Hauptprinzipien der Behandlung der RA ist es mittels einer addaquaten Therapie die Ge-
lenkdestruktion zu bremsen und extraartikuldre Erscheinungsformen mit darauffolgenden Kompli-
kationen wie beispielsweise Atherosklerose zu verhindern. Womoéglich kdnnte man einen neuen
Ansatz in der Therapie durch Hemmung der pathologischen Angiogenese lber die Unterdriickung
der GefaBwachstumsfaktoren bzw. Chemokine finden. Jedoch zeigte keines, der in dieser Studie
untersuchten antirheumatischen Mittel, eine direkte Wirkung auf die angiogeneseférdernden Sti-

mulatoren.

Wir konnten Zusammenhange zwischen den DMARD und deren Auswirkung auf die Lipidspiegel,
sowie eine Korrelation zwischen dem Stadium der Krankheitsaktivitat bzw. der Wahrscheinlichkeit
in den nachsten zehn Jahren ein kardiovaskuldres Ereignis zu erleiden, und der begleitenden The-

rapie nachweisen.

Einer der bedeutendsten Ergebnisse war der Anstieg der Endothelvorlduferzellen unter Tocilizumab
in den sechs Monaten der Behandlung. Obwohl es keine Veranderung bei der Messung der Gefal3-
steifigkeit gab, da feine Veranderungen im GefaRstatus kaum zu erfassen sind, kann man die héhe-
ren EPC-Zahlen als ein Zeichen fiir die Regeneration der geschadigten GefaRe betrachten. Es bedarf
weiterer Forschungsarbeiten, um den Stimulus fiir die Mobilisation von EPCs bei der Tocilizumab-
Therapie endgliltig zu verstehen und eine addquate Therapie zur Vorbeugung der Atherosklerose

zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

Entzlindlich-rheumatische Systemerkrankungen sind durch ein, dem Diabetes mellitus vergleich-
bar, signifikant erhohtes kardiovaskuladres Risiko gekennzeichnet. Der Risikozuwachs resultiert ei-
nerseits aus proatherogenen Effekten des chronischen Inflammationsprozesses per se, anderer-
seits aus den kardiovaskuldren Effekten der Therapie. Zudem manifestieren sich die Krankheitsbil-

der mitunter spezifisch an den GefalRen.

Die Rheumatide Arthritis ist eine Erkrankung mit einem hohen Risiko fiir eine extraartikulare Mani-
festation in Form von kardiovaskuladren Befall. Unter anderem liegt es am gemeinsamen immuno-
logischen und entziindlichen Mechanismus, der sowohl der RA als auch der Atherosklerose zu-
grunde liegt. Unter einer groRen Anzahl an Zytokinen fillt die Schllsselrolle in der Entwicklung der
autoimmun-entziindlichen Erkrankung sowie deren kardiovaskularen Folgen unter anderem dem
IL-6 zu. IL-6 war Gegenstand vieler Studien, die eine negative Auswirkung hoher IL-6-Spiegel auf die
Progression der Atherosklerose nachgewiesen haben. Mittels Statine, durch deren pleiotrope Wir-
kung, unter anderem auch die Senkung der IL-6-Spiegel im Serum, kann die Entstehung der Athero-
sklerose verhindert oder zumindest verlangsamt werden. Hierbei bleibt die antiatherogene Wir-
kung durch den lipidsenkenden Effekt der Statine bei der RA. Die Behandlung mit Tocilizumab
hemmt den IL-6-Signalweg. Es ist zwar als Nebenwirkung bekannt, dass die Lipidspiegel unter der
Tocilizumab-Therapie ansteigen, jedoch ist es auch nachgewiesen, dass eine parallelzeitig begon-

nene Statinbehandlung einen positiven Einfluss auf die Lipidwerte aufweist.

Besonderes Augenmerk ist bei den RA-Patienten auf ein richtiges Management der kardiovaskula-
ren Risikofaktoren zu richten. So sollte bei einer zielorientierten Therapie die Glukokortikoiddosis
soweit wie moglich reduziert werden und besondere Vorsicht bei den, das kardiovaskulares Risiko
beglinstigenden Medikamenten geboten werden. Eine regelmaRige Neuerfassung des Framingham
Scores entsprechend den aktuellen Empfehlungen der EULAR sollte unter Berlicksichtigung des per-
sonlichen Risikos erfolgen. Erreichen von Blutdruckwerten unterhalb von 140/90 mmHg und ein
normwertiger Lipidstatus sind erstrebenswert. AuRerdem ist es bei der Begleitung von RA-Patien-
ten wichtig diese fiir eine gesunde Lebensfiihrung zu sensibilisieren: kein Nikotinabusus, ausrei-

chend Bewegung.

Dank neuer medizinischer Erkenntnisse und einem breiten Spektrum an Medikamenten bei der Be-
handlung der RA erdffnen sich fortwahrend weitere Moglichkeiten die Morbiditdtsrate der extra-
artikuldren Manifestation sowie die daraus resultierende Mortalitatsrate zu senken. Aufgrund einer
enormen Komplexitat der Pathogenese der RA sind weitere Forschungen unabdingbar, um die best-

mogliche Therapie gewahrleisten zu kénnen.
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