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Zusammenfassung

Einleitung:

Die Synovialmembran spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese vieler rheumatischer
Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis. Auf der Suche nach neuen Biomarkern, um
den Therapieerfolg von Medikamenten bei diesen Erkrankungen besser messen und
voraussagen zu konnen, gilt die Synovialmembran als interessante, zukunftstrichtige
Quelle. Die ultraschallgezielte Synovialgewebsbiopsie zeigte in Studien, dass sich Gewebe
in guter Qualitit und Quantitdt gewinnen ldsst und die Technik sicher und gut tolerierbar
ist. Das Ziel dieser Pilotstudie ist die Weiterentwicklung dieser Methode zur Erforschung
von Biomarkern an der klinischen Abteilung fiir Rheumatologie und Immunologie der

Medizinischen Universitiat Graz.

Methoden: An acht Patientinnen und Patienten mit rheumatischen Erkrankungen
erfolgten  ultraschallgezielte =~ Synovialgewebsbiopsien  der  Knie-,  Ellbogen-,
Acromioclavicular- und Metacarpophalangealgelenke, sowie der Bursa subdeltoidea. Das
gewonnene Gewebe wurde mit Hématoxylin—Eosin gefdrbt, immunhistochemisch
aufgearbeitet, und es erfolgte erstmalig die Analyse der Lymphozyten-Subpopulationen
anhand der Durchflusszytometrie (FACS). Die Daten und Krankengeschichten der
Patientinnen und Patienten wurden retrospektiv ausgearbeitet und demographische Daten
und Daten zur Krankheitsaktivitit extrahiert. Des Weiteren erfolgte die ultraschallgezielte
Synovialgewebsbiopsie an Knien von 15 Leichen des Instituts fiir Pathologie der
Medizinischen Universitit Graz ohne bekannte rheumatische Erkrankungen. Das
gewonnene Gewebe wurde mit Hématoxylin-Eosin gefiarbt und histologisch als

Kontrollgruppe ausgewertet.

Ergebnisse: Unter den biopsierten Patientinnen und Patienten fanden sich vier Fille von
rheumatoider Arthritis und je ein Fall von Psoriasisarthritis, Arthritis urica,
undifferenzierter Arthritis und Bursitis subdeltoidea.

Bei sechs der acht Biopsien konnte die Synovialmembran im histologischen Schnitt
nachgewiesen werden. In allen Féllen lag eine Synovialitis vor. Bei vier der acht Biopsien
wurden Lymphozytensubpopulationen mit Hilfe der FACS analysiert. Beim untersuchten

Gewebe zeigte sich eine Pradominanz von CD4+ Zellen im Vergleich zu CD8+ Zellen. Bei

11



keiner der Biopsien kam es zu Komplikationen nach dem Eingriff. Bei den Leichen wurde

bei 7 von 15 Biopsien Synovialmembran gewonnen.

Konklusion: Durch diese Pilotstudie konnte gezeigt werden, dass an ultraschallgezielten

Synovialgewebsbiopsien Histologie und FACS Analysen durchfiihrbar sind. Fiir die
Aussagekraft des histologischen Bilds in Bezug auf klinische Prédsentation und
Krankheitsprognose, bedarf es jedoch noch gréBerer Studien. Die aus dieser Studie
erzielten Erkenntnisse sollen als Grundlage fiir weitere Projekte an der klinischen
Abteilung fiir Rheumatologie und Immunologie der Medizinischen Universitit Graz

dienen.
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Abstract

Introduction: The synovial membrane plays a crucial role in the pathogenesis of

rheumatic joint diseases such as rheumatoid arthritis. Synovial tissue analysis seems to be a
promising method for the research of novel biomarkers aiding treatment decisions and
predicting the course of the disease. Ultrasound guided biopsy of the synovial membrane
has been reported to be a safe and well-tolerated method for patients. Furthermore, tissue
can be obtained in good quality and quantity for histological assessment. The objective of
this pilot study was to test this method and establish it at the Division of Rheumatology

and Immunology at the Medical University of Graz.

Methods: Biopsies were performed in eight patients, at knee, elbow, acromioclavicular-
and metacarpophalangeal joints, and the subdeltoid bursa. The harvested tissue was stained
with hematoxylin-eosin and used for immunohistochemistry. For the first time, tissue
samples were examined using flow-cytometry (FACS) to analyse infiltrating lymphocyte-
subpopulations. Patients’ data and history were collected from charts and presented herein
together with results of the synovial tissue analysis as a case-series. We also performed
ultrasound guided synovial membrane biopsies in 15 cadavers. The tissues were stained

with hematoxylin-eosin and evaluated microscopically.

Results: Four patients with rheumatoid arthritis, one patient with psoriatic arthritis, one
with gouty arthritis, one with undifferentiated arthritis and one with subdeltoid bursitis
were biopsied. Microscopically, a synovial membrane could be found in the harvested
tissue in six out of eight biopsied patients. Every tissue showed signs of synovitis. FACS
analysis was performed in four cases. There was a positive ratio of CD4+ to CD8+ cells in
all obtained samples. None of the patients experienced complications. Additionally,

synovial tissue was retrieved in 7 of the 15 dead subjects.

Conclusion: This pilot study shows that synovial tissue obtained by an ultrasound
guided biopsy technique can be used for histological assessment and FACS analysis. In
order to compare histology with clinical data and to identify prognostic markers, further
research with larger patient populations is needed. The information and data obtained in
this study can be used for further projects at the Division of Rheumatology and

Immunology at the Medical University of Graz.
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1. Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

1.1.1 Definition und Einleitung

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine Autoimmunkrankheit, die eine chronisch
systemische Entziindung bewirkt. In erster Linie sind die Gelenke bzw. vor allem die
innere Gelenkshaut (Synovialmembran) von der Entziindung betroffen, aber es kommt
auch zur Beteiligung innerer Organe wie dem Herz-Kreislaufsystem und seltener der
Lungen, Leber, Nieren und Augen. Dieser systemische Krankheitsbefall und die erhohte
Anfilligkeit fiir Infektionen, vermindern die Lebenserwartung von Betroffenen, in
schweren Fillen um bis zu zehn Jahre.(1, 2)

Besondere genetische, molekulare und zelluldre Eigenschaften sind bei der RA bekannt,
wobei sie sich trotz alledem als heterogene Krankheit darstellt, deren Verldufe oft variabel
und nur schwer einschétzbar sind.

Ein wichtiges Ziel der Forschung ist daher das Ergriinden dieser Heterogenitét, um eine
Einteilung in Subtypen zu ermdglichen, und um dadurch eine bestmdgliche, individuelle

Therapie fiir Patientinnen und Patienten bereitstellen zu konnen.(2)

1.1.2 Epidemiologie

Die Priavalenz von RA lag nach der ,,Global Burden of Disease 2010 study* weltweit bei
0,35% bei Frauen und bei 0,13% bei Ménnern.(3) Das Verhiltnis zwischen Frauen und
Minnern lag dementsprechend bei ungeféahr 3:1.

Die Priavalenzen bezogen auf Kontinente und Regionen zeigten relativ grole Unterschiede.
(vgl. Abb. 1). Die hochsten Priavalenzen fanden sich in Nordamerika, Westeuropa und
Australasien, wihrend in Regionen wie Ostasien, Nordafrika-mittlerer Osten und Ozeanien
die Priavalenzen am niedrigsten waren. Die geschétzte Inzidenz betrug global (von 5 — 100
Jahren Alter) 20/100.000 bei Frauen und 6,7/100.000 bei Mainnern, mit einem
Erkrankungsgipfel bei 80 Jahren.




Die ,,Global burden of disease 2010 study* erstellte auch ein Ranking bei welchem 291
Krankheiten nach ihrer Belastung (,,burden®) fiir die Patientinnen und Patienten gereiht
wurden. Berechnet wurde diese Belastung anhand der Anzahl der Jahre seit
Krankheitsbeginn + der Anzahl der Jahre, die man aufgrund der Krankheit durch
frithzeitiges Ableben verliert. Bei diesem Ranking erzielte die RA den 74. Platz. Angefiihrt
wurde dieses Ranking durch Krankheiten wie koronare Herzkrankheit, Infektionen der

unteren Atemwege und zerebrovaskuldre Erkrankungen. 3,
4)
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Abb. 1: Pravalenz von rheumatoide Arthritis ausgewahlter Kontinente/Regionen.
Abb. abgeédndert aus/modified from: (3)




1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Wihrend die Ursache fiir die Entstehung der RA noch unklar ist, gibt es mehrere Faktoren,

die mit ihr in Zusammenhang gebracht werden:

1.1.3.1 Genetische Faktoren

Der ,,Major histocompatibility complex (MHC)* ist ein Komplex aus Genen, welcher eine
Reihe von zelluldren Oberflaichenmolekiilen bildet, die in der Immunantwort eine wichtige
Rolle spielen. Eine Familie dieser MHC Gene heiflen beim Menschen ,,Human leucocyte
antigen (HLA)*“ Gene. Die hiervon codierten Oberflichenmolekiile lassen sich in zwei
Klassen einteilen: MHC I und MHC II. Diese binden mit Rezeptoren der Zellen des
erworbenen Immunsystems im Rahmen der Antigenprésentation.(2, 5)

»HLA — antigen D related (HLA DR)*“ B1 Allele sind als Risikofaktor fiir die RA bereits
seit 25 Jahren bekannt. Diese Region kodiert das ,,shared epitope, welches vermehrt
unpolare Aminosduren wie Citrullin bindet. Citrullin-hiltigen Antigene werden dann per
MHC Il dem T Zellrezeptor prisentiert, was im Falle der RA zu einer Autoimmunantwort
fiihrt. Durch diese Autoimmunantwort kommt es schlieBlich zur Bildung von Antikérpern
gegen citrullinierte Peptide (ACPA).(2, 6)

Besonders gefihrdet an RA zu erkranken sind Patientinnen und Patienten die ein HLA
DRB1*0404 Allel besitzen.(7)

Nicht nur Gene, die die Antigenprisentation beeinflussen sind mit Antikdrpern gegen
citrullinierte Peptide assoziiert, sondern auch Gene die Proteine zur T-Zell Aktivierung
(z.B.: PAD 14 Gen), Differenzierung (z.B.: PTPN22 Gen) und Effektor Funktion (z.B.:
STAT4 Gen) kodieren.(2, 8)

1.1.3.2 Nicht genetische Faktoren

Eine Reihe an nicht genetischen Faktoren wird mit der RA assoziiert:

Wihrend Schwangerschaften generell einen protektiven Effekt auf die Entstehung der RA
haben, steigt die Inzidenz der RA in den ersten zw0lf Monaten postpartum deutlich an.
Dies trifft vor allem fiir die Zeit nach der ersten Schwangerschaft zu.(9) Es wird
angenommen, dass dies mit den hohen Prolaktinwerten in der Stillzeit in Zusammenhang

stehen konnte.(10)




Autoimmunerkrankungen wie Diabetes Typ 1 und Autoimmunthyroidits sind zwar keine
Risikofaktoren fiir die RA, kommen aber bei Personen mit RA vermehrt vor, was den
Schluss eines gemeinsamen, molekularen Pathomechanismus nahelegt.(11, 12)

Die Finnahme von oralen Kontrazeptiva scheint einen protektiven FEinfluss auf die
Entstehung von RA zu haben, wobei hierzu aber auch widerspriichliche Studien
existieren.(13)

Das Rauchen von Zigaretten gilt hingegen als klarer Risikofaktor.(14)

Ein weiterer Zusammenhang findet sich zwischen RA und dem eigenen oralen und
intestinalen Mikrobiom. Orale und intestinale Bakterien scheinen dabei einen Einfluss auf
die Entstehung von ACPA beziehungsweise auf die Aktivierung von T-Helferzellen-17 zu
haben, welche eine bedeutende Rolle bei der RA spielen.(15)

Eine genaue Darstellung der pathogenetisch, molekularen Veranderungen bei der RA

findet sich im Kapitel ,,Die Synovialmembran bei RA*.

1.1.4 Klinische Symptome

Da die RA eine systemische Autoimmmunerkrankung ist, finden sich bei ihr sowohl

artikuldre und periartikuldre, als auch systemische, nicht artikuldre Symptome.

1.1.4.1 Artikulare- und Periartikulare Symptome

Die artikuldren und periartikuldren Manifestationen der RA werden durch Entziindungen
des Gelenks und der umgebenden Strukturen verursacht, welche die Bildung von
Gelenksergiissen und die Verdickung der Synovialmembran (Pannus), die Destruktion von
Knorpel und Knochen, Subluxationen, Dislokationen und Verkndcherungen von Gelenken
und die damit einhergehenden Schmerzen zur Folge haben.

Bei der RA finden sich Entziindungen der Synovialmembran (Synovialitis), der Sehnen
und Sehnenscheiden (Tendinitis und Tenosynovitis), der Schleimbeutel (Bursitis) und
bestimmter Sehnenansétze (beispielsweise die Epicondylitis).

Die RA befillt sowohl kleine, mittlere, grof3e, als auch axiale Gelenke. (16)




1.1.4.1.1 Kleine Gelenke bei RA

Bei den kleinen Gelenken sind vor allem die Metacarpophalangealgelenke (MCP), die
proximalen Interphalangealgelenke (PIP), die Gelenke des Handgelenks und die
Metatarsophalangealgelenke (MTP) involviert. Die distalen Interphalangealgelenke (DIP)
sind im Normalfall ausgespart. Die RA ist meist eine Polyarthritis mit einem, im
Normalfall, symmetrischen Befall der MCP und PIP.(16)

Bei langandauernder und unbehandelter Krankheit konnen Deformititen wie die
Schwanenhalsdeformitét, die Boutonniére-Deformitit und Krallenzehen entstehen. Es kann
auBBerdem zur Radialdeviation des Handgelenks und Ulnardeviation der MCP Gelenke
kommen.(16, 17)

Tenosynovitiden im Bereich des Handgelenks konnen des Weiteren ein

Karpaltunnelsyndrom verursachen.(18)

1.1.4.1.2 Mittlere und grofie Gelenke bei RA

Bei mittleren und groflen Gelenken sind am haufigsten die Ellbogen-, Schulter-, Knie und
Sprunggelenke betroffen.

Die wichtigsten Komplikationen beim Ellbogengelenk sind neben der Synovialitis,
Gelenksergiisse und Entziindungen der Bursa olecrani.

Bei dem Schultergelenk kommt es anfangs meist zu einer Tenosynovitis der Bizepssehne,
wobei es im weiteren Verlauf auch zu Rupturen von Sehnen der Rotatorenmanschette und
zu Destruktionen des Glenohumeralgelenks kommen kann.

Im Bereich des Kniegelenks findet sich oft eine Synovialitis mit Gelenkserguss in der
Bursa suprapatellaris, sowie eine Bursitis poplitealis mit Gelenkserguss (Baker Zyste).
Durch die Involvierung des oberen und unteren Sprunggelenks, kann es zu PlattfiiBen und
dadurch zu Valgusstellungen der Beine kommen.(16)

Eine retrospektive Studie aus dem Jahr 1997 zeigte, dass iiber einen Zeitraum von 22
Jahren 25% der Patientinnen und Patienten mit RA eine Totalendoprothese implantiert
bekamen. Der Grofteil dieser Prothesen entfiel auf Knie- und Hiiftgelenke.(19) Eine
Studie aus dem Jahr 2010 konnte jedoch zeigen, dass die Anzahl an Totalendoprothesen -
Implantationen, im Zeitraum von 2003-2007 deutlich gesunken war. Im Vergleich zu den
Jahren 1983-1987 sank die Anzahl an Eingreifen bei Knie-Totalendoprothesen um 19%

bei Hiift-Totalendoprothesen um 40%. Es wird angenommen, dass dieser Riickgang mit




der frither beginnenden medikamentdsen Behandlung, sowie mit dem besseren Ansprechen

von modernen Medikamenten gegen RA im Zusammenhang steht.(20)

1.1.4.1.3 Axiale Gelenke bei RA

Besonders gefdhrlich sind die Beteiligung und mogliche entziindliche Destruktion der
atlantoaxialen Gelenke (CI1-C2). Es kann zu Dislokationen und nach Erosionen, zu
Frakturen des Dens axis kommen, welche zu Kompressionen des Riickenmarks und
dadurch zu Paraplegien und im schlimmsten Fall zu Stérungen des Atemzentrums fiihren

konnen. (16, 21)

1.1.4.2 Extraartikulare Symptome und Komorbiditaten

In Abhingigkeit der Krankheitsaktivitdt sind unspezifische Symptome wie Miidigkeit,
Gewichtsverlust, Fieber, Gelenkssteifigkeit am Morgen und generelles Unwohlsein mit der
RA assoziiert.

Rheumaknoten sind subkutane, bindegewebige Knoten welche sich in erster Linie an den
Muskel-Extensoren Seiten der oberen und unteren Extremitit finden. Sie kdnnen aber auch
auf inneren Organen, wie dem Lungenparenchym oder im Myocardium auftreten.(16) Sie
sind die hdufigste extraartikuldre Manifestation der RA.(22)

An den Augen kann sich die RA auf verschiedene Weisen manifestieren: In 1% der Félle
kann es zu einer Episkleritis kommen, welche abgesehen von einer Rétung des Auges,
meist milde Symptome verursacht. Die Skleritis hingegen, duBert sich als schmerzhafte
Augenrdtung mit Photophobie und moglicher Sehstorungen.(23) Eine weitere Moglichkeit
ist die Entwicklung eines sekundiren Sjogren Syndroms, welches sich an den Augen als
Keratokonjunctivitis sicca duflert. (16, 22)

Hamatologische Verdnderungen bei RA sind unter anderem: Eine Andmie aufgrund der
chronischen Entziindung, eine Thrombozytose und Leukozytose wegen entziindlicher
Vorgéinge im Blut, eine Erh6hung bestimmter akut-Phase Proteine wie dem C-reaktivem
Protein (CRP) sowie eine Verliangerung der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG). Benigne
Lymphadenopathien kénnen vorkommen, miissen aber von einem moglichen non-Hodgkin
Lymphom (meistens B —Zelllymphom) abgegrenzt werden, flir welche das Risiko bei der

RA als Folge der chronischen Entziindung deutlich erhoht ist.




Durch die chronische Entziindung kann es bei der RA selten zu einer sekundéren
Amyloidose kommen, wobei die Ablagerung von Amyloid A zu terminalem
Nierenversagen fiihren kann.

Es besteht die Moglichkeit einer sekundédren Vaskulitis, welche vor allem kleine und
mittelgroBe Hautgefdlle betrifft. Dies kann zu Ulzerationen und Nekrosen, aber auch zu
peripheren Neuropathien fiihren. Diese duern sich oft als distale Gefiihlsstorungen im
Bereich der Hénde und Fiile, aber auch als Mononeuritis multiplex, bei der zwei oder
mehrere periphere Nerven in verschiedenen Korperbereichen betroffen sind.(16)

In der Lunge kann es zu Pleuritiden und zu interstitiellen Lungenfibrosen kommen. Neben
der Krankheitsaktivitdt gilt bei RA Patientinnen und Patienten auch Rauchen als ein
Risikofaktor fiir die Entstehung einer Lungenfibrose. (24)

Perikarditis und Perikarderguss sind mdgliche extraartikuldre Manifestationen der RA. Des
Weiteren ist das Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen bei RA deutlich erhoht und
vergleichbar mit dem von Patientinnen und Patienten mit Diabetes mellitus.(25)

Die RA wird auBBerdem mit einer erhohten Anfilligkeit fiir Infektionen assoziiert, wobei
auch die immunsuppressive Therapie darauf einen Einfluss hat. (26)

SchlieBlich ist auch das Risiko an Osteoporose zu erkranken doppelt so hoch wie bei

gesunden Menschen.(16)

1.1.5 Diagnose und Krankheitsaktivitat

Die RA ist eine klinische Diagnose, die anhand der Anamnese, der korperlichen
Untersuchung, Laborwerten und bildgebender Verfahren gestellt werden kann.(16)

Die friihe Diagnose mit anschlieBender Therapie fiihrt bei RA Patientinnen und Patienten
zu einer Verbesserung von Lebensqualitit und Beweglichkeit sowie zu geringeren
Gelenkszerstorungen.(27)

Diagnostische Kriterien existieren nicht, wohingegen klinische Kriterien, welche darauf
abzielen, homogene Gruppen fiir klinische und epidemiologische Studien zu definieren,
vorhanden sind. Im Unterschied zu diesen ,,Klassifikationskriterien* hat eine klinische
Diagnose zum Ziel, Patientinnen und Patienten individuell zu kategorisieren und
Falschdiagnosen zu minimieren.(28)

Die 2010 verdffentlichten klinischen Kriterien fiir RA des ,,American College of
Rheumatology (ACR)*“ und der ,,European League Against Rheumatism (EULAR)

beziehen sich auf Patientinnen und Patienten, welche zumindest ein Gelenk mit klinisch




diagnostizierter Synovialitis vorweisen konnen und diese nicht besser durch eine andere
Erkrankung als die RA erklirt werden kann.(29) Bei den ACR Kiriterien fiir RA werden
Punkte fiir die Anzahl der betroffenen Gelenke (groBe und kleine Gelenke separat), fiir
einen positiven Rheumafaktor (RF) oder positive ACPA, flir positive
Entziindungsparameter und fiir eine Dauer der Symptome von iiber sechs Wochen
vergeben. Bei einem Punktewert von >6 kann die klinische Diagnose einer RA gestellt

werden. (vgl. Tab. 1)

e

1 groRes Gelenk

2-10 groRRe Gelenke 1
1-3 kleine Gelenke (mit oder ohne Befall von grof3en Gelenken) 2
4-10 kleine Gelenke (mit oder ohne Befall von grof3en Gelenken) 3
>10 Gelenke (zumindest 1 kleines Gelenk) 5
Negativer RF UND negative ACPA 0
Niedrig positiver RF ODER niedrig positive ACPA 2
Hoch positiver RF ODER hoch positive ACPA 3
Normales CRP UND normale BSG 0
Abnormale CRP ODER abnormale BSG 1
<6 Wochen 0
26 Wochen 1

Ergebnis: 26 Punkte benétigt zur Klassifizierung der RA

Tab. 1: ACR Kriterien fiir rheumatoide Arthritis. Tab. abgeédndert aus/modified from: (29)
Rheumafaktor (RF); Antikorpern gegen citrullinierte Peptide (ACPA); C-reaktives Protein
(CRP); Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG).




1.1.5.1 Serologie

Die Klassifikationskriterien 2010 involvieren zwei Antikdrper: den RF und die ACPA.

Der RF ist ein Antikorper der gegen die ,Fragment crystallisable (Fc)*“ Region des
Immunoglobulin (Ig) G gerichtet ist und bei RA, aber auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen, chronischen Infektionen und bei gesunden, &lteren Personen
gehauft vorkommt.(30, 31)

Die Sensitivitdt des RF bei RA (sowohl von IgM als auch IgA) liegt bei 69% und die
Spezifitdt bei 85%.(32)

Die Sensitivitit der ACPA ist der des RF dhnlich und betriagt 67%, wihrend die Spezifitit
mit 95% deutlich hoher ist als die des RF.(32) Des Weiteren scheint das Vorhandensein
der ACPA im Blut von Gesunden ein Risikofaktor fiir die zukiinftige Erkrankung einer RA
zu sein. (33)

Positive Ergebnisse bei RF und bei ACPA sind unabhédngige Pridikatoren fiir die
radiologische Krankheitsprogression bei neu diagnostizierter RA.(34) Hohe Antikorpertiter

sind auflerdem ein Zeichen fiir verstirkte, systemische Krankheitsaktivitét.(16)

1.1.5.2 Messung der Krankheitsaktivitat

Die Messung der Krankheitsaktivitit bei der RA erfolgt mit Hilfe von sogenannten
,»composite scores” oder ,disease activity scores (DAS)“. Diese setzen sich aus
verschiedenen Daten von Patientinnen und Patienten zusammen, wie beispielsweise der
Anzahl der geschwollenen (engl.: swollen joint count (SJC)) oder schmerzhaften (engl.:
tender joint count (TJC)) Gelenke.(35)

Der ,,Disease acitivity score 28 (DAS28)“ wurde 1995 entwickelt und kombiniert
Gelenksschwellung und Gelenksschmerz mit der BSG und der subjektiven Bewertung der
Krankheitsaktivitit durch Patientinnen und Patienten.(36)

Weitere Scores, wie der ,,Simplified disease activity index (SDAI)*(37) und der ,,Clinical
disease activity index (CDAI)“(38) wurden entworfen, um die Berechnung der
Krankheitsaktivitit zu erleichtern und eine subjektive Bewertung der Arztinnen und Arzte
hinzuzufiigen. Im Falle des CDAI wurde aulerdem auf Laborwerte verzichtet, um die

Berechnung in der Praxis noch weiter zu erleichtern.(35) (vgl. Tab. 2)




m Score - Bestandteile Cut ?ff _fur
Remission

DAS 28

(BSG)  (0:56°TIC112) + (0,28"SJC*1/2) + (0,7"In[BSG)) + (0.014°PIGA) <26
CDAI SJC + TJC + PhGA + PtGA <28
SDAI SJC + TJC + PhGA + PtGA + CRP (mg/dl) <33

Tab. 2: Disease activity scores. Tab. abgedndert aus/modified from: (16)

Disease activity score 28 (DAS28); Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG); clinical disease
activity index (CDAI); simplified disease activity index (SDAI); tender joint count (TJC);
swollen joint count (SJC); patient global activity (PtGA); physician global activity (PhGA); C-
reaktives Protein (CRP).

Eine weitere Moglichkeit, die Krankheitsaktivitit zu messen ist der FEinsatz von
Fragebogen, fiir Patientinnen und Patienten, wie der ,,Rheumatoid Arthritis disease activity
index (RADAI)“. Mit diesem wird in erster Linie die subjektive Einschitzung der
Krankheitsaktivitdt in der Vergangenheit bewertet.(39)

Eine modifizierte Version des RADALI ist der RADAI-5, welcher zur Vereinfachung des
Fragebogens, eine Frage bezliglich schmerzhafter Gelenke weglésst.(40) Es konnte gezeigt
werden, dass der RADAI-5 bei RA gut mit Scores wie dem DAS28-BSG und dem CDAI
korreliert.(41)

1.1.5.3 Bildgebung bei RA

Das konventionelle Rontgen dient in der klinischen Routine zur Darstellung von
Erosionen, Gelenksraumverschmélerungen, Knochenzysten, Osteoporose, Subluxationen,
und Verkndcherungen von betroffenen Gelenken. (42)

Durch die Magnetresonanztomographie (MRT) lassen sich sdmtliche Strukturen des
Gelenks darstellen. Dazu zdhlen unter anderem die Synovialmembran, Knochen, Knorpel,
Binder, Sehnen und Sehnenscheiden.(43) Das MRT hat eine hohere Sensitivitit als das
Rontgen Erosionen darzustellen.(44)

Eine genaue Beschreibung der Rolle des Ultraschalls bei der RA, findet sich im Kapitel
,,Ultraschall bei der RA*.
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1.1.6 Therapie

Das Ansprechen der RA auf eine medikamentdse Behandlung ist umso besser, je frither die
Diagnose gestellt und mit der Therapie begonnen wird.(45) Es konnte gezeigt werden, dass
die friihe Therapieeinleitung eines ,,Disease-modifying-anti-rheumatic-drug (DMARD)*
fiir die Privention von radiologischen Verdnderungen vorteilhaft ist. Patientinnen und
Patienten die friih behandelt wurden, zeigten iiber einen Zeitraum von fiinf Jahren deutlich
weniger radiologische Verdnderungen, als jene, die erst neun Monate nach Einsetzen der
ersten Symptome behandelt wurden.(46)

Die moderne Behandlung der RA erfolgt nach dem sogenannten ,,treat-to-target™ Prinzip.
Dieses Prinzip beruht auf der Definition von Therapiezielen und regelmiBigen Kontrollen,
die Patientinnen und Patienten mit Arztinnen und Arzten ausmachen, sowie auf der
Anderung der Therapie bei Ausbleiben der besprochenen Therapieziele.(47) Hierbei wird
in erster Linie die Remission oder die ,low disease activity” der Krankheit als Ziel
festgesetzt.(48) Remission kann anhand von klinischen Symptomen oder ,,Cut-off-Werten*
der DAS bestimmt werden. Das ACR und die EULAR empfehlen die Definition von

Remission unter anderem ab einem SDAI Wert von <3,3.(49)

1.1.6.1 Methotrexat und synthetische DMARDs

DMARDs werden als die erste Therapie bei neu aufgetretener RA empfohlen.(48) Eine
besondere Rolle nimmt Methotrexat (MTX) ein, dessen Langzeiteftekt auf den Korper gut
erforscht ist, billiger als die anderen DMARDs ist, aber in seiner Effektivitdt der der
anderen DMARDs gleicht (50, 51).

Die Frage, ob MTX als Monotherapie oder in Kombination mit einem anderen DMARD
verwendet werden sollte, wird kontrovers diskutiert. Eine Meta-Analyse der vorhandenen
Daten zeigte eine hohere Wirksamkeit bei ebenfalls hoherer Toxizitét bei der Kombination

mehrerer DMARDs.(52)

1.1.6.2 Glukokortikoide

Glukokortikoide kommen bei der RA in der Initialbehandlung sowie im Verlauf bei einem
Schub der Erkrankung zum FEinsatz. Glukokortikoide konnen dabei sowohl oral,
intramuskulér als auch direkt in das Gelenk verabreicht werden.(51) Orale Glukokortikoide

haben neben ihrer anti-inflammatorischen, auch eine ,,disease modifying” Komponente
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und flihren zur Verzogerung von radiologisch, destruktiven Verdnderungen im Gelenk.(53)
Die langfristige Verwendung von Glukokortikoiden fiihrt allerdings zu systemischen

Nebenwirkungen, weshalb sie nur fiir kurze Zeit angewendet werden sollten.(48, 54)

1.1.6.3 Biologica (biologische DMARDs)

Biologica sind Medikamente, die vor allem bei therapierefraktirer RA eingesetzt
werden.(51) Die Entwicklung dieser Medikamente beruht auf bekannten pathogenetischen
Konzepten der RA, wodurch sie gegen bestimmte Molekiile wie ,,tumor necrosis factor
(TNF)“a, Interleukin (IL) 1 und IL 6, sowie B- und T-Lymphozyten gerichtet sind.(55)
Nachteile der Biologica sind ihr hoher Preis, die parenterale Gabe als einzige
Applikationsform und das erhohte Risiko von Infektionskrankheiten.(51, 56)

TNFa Inhibitoren bergen zusitzlich das Risiko einer Reaktivierung einer latenten
Tuberkulose(57) und Rituximab scheint mit einem erhohten Risiko fiir die Entstehung

einer multifokalen Leukenzephalopathie einherzugehen.(58)

1.1.6.4 Janus Kinasen Inhibitoren

Janus Kinasen Inhibitoren sind relativ neue Medikamente zur Behandlung von
rheumatoider Arthritis. Sie inhibieren die verschiedenen Janus Kinasen JAKI1, JAK2,
JAK3 und Tyrosin Kinase 2 und interagieren so mit dem Signalweg mehrerer
Zytokine.(59)

Der erste in den USA zugelassene Wirkstoff Tofacitinib wurde sowohl als Monotherapie
als auch in Kombination mit MTX gegen eine MTX Monotherapie bei RA Patientinnen
und Patienten getestet. Sowohl die Tofacitinib Monotherapie, als auch die Kombination
mit MTX zeigten im MRT ein geringeres Ausmal} an Synovitis nach 3 Monaten Therapie,
sowie weniger Erosionen und geringere Mengen an Knochenmarksddemen nach 6
Monaten, im Vergleich zur MTX Monotherapie.(60)

Eine weitere Studie verglich das Erreichen der ,,ACR 20 response® Kriterien nach sechs
Monaten zwischen einer Gruppe mit Tofacitinib Therapie und einer Gruppe mit
Adalimumab Therapie. Hierbei zeigte sich in beiden Gruppen ein Erreichen der ACR 20
response Kriterien in ungefiahr 50% der Félle.(61)

Ein klarer Vorteil von Janus Kinasen Inhibitoren gegeniiber den biologischen DMARD ist

die orale Applikation. Beobachtete Nebenwirkungen von Tofacitinib sind Nasopharyngitis,
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Hypercholesterindmie, Neutropenie, Anidmie, sowie das erhohte Risiko von

Infektionskrankheiten.(59)

1.2 Muskel- und Gelenksultraschall

1.2.1 Anatomie des Gelenks

Jedes Gelenk (Diarthrose) besteht aus einer Gelenkshohle (Cavitas articularis), die von
artikulierenden Gelenksfldchen (Facies articulares) sowie einer Gelenkskapsel (Capsula
articularis) umgeben ist. Zwischenscheiben (Disci, Menisci), Binder (Ligamenta),
Schleimbeutel und Sehnenscheiden (Bursae et Vaginae synoviales) sind zusitzliche
Einrichtungen, die sich im oder um das Gelenk herum befinden. Die Gelenkshdhle wird
von Synovialfliissigkeit ausgespiilt.

Die Gelenksflachen bestehen, auBBer beim Schliisselbein- und Kiefergelenk, aus hyalinem
Knorpel. Dieser ermdglicht das Gleiten der Gelenkskorper und wirkt schockabsorbierend.
Da der Knorpel weder Nerven- noch Blutgefd3e aufweist, ernéhrt er sich zu einem Drittel
aus subchondralem Knochengewebe und zu zwei Drittel aus der Synovialfliissigkeit. Unter
Druck gibt der Knorpel Synovialfliissigkeit ab und saugt diese bei erneuter Entlastung
wieder auf.

Die Gelenkskapsel ist an der Knochen-Knorpel-Grenze der Gelenkskdrper befestigt und
erstreckt sich auch in Strukturen, die mit dem Gelenksraum verbunden sind (z.B: Bursa
suprapatellaris). Sie besteht aus zwei Schichten. Die dullere Schicht (Membrana fibrosa)
besteht aus kollagenen und elastischen Fasern und geht in das Periost des Knochens iiber.
Sie wird von eigenen Bidndern (Ligamenta articularia) verstirkt und es finden sich
zahlreiche Gefidfle, Nerven und Rezeptoren in dieser Schicht.

Die innere Schicht (Membrana synovialis) besteht erneut aus zwei Schichten: Der inneren
synovialen Deckschicht (synoviale Intima, intimal layer, lining cells) und einer
subintimalen (subsynovialen) Schicht. Die innere synoviale Deckschicht bildet die
Synovialfliissigkeit. Die subintimale Schicht enthdlt zahlreiche Mechano- und
Nozirezeptoren und ist hauptverantwortlich fiir das Verspiiren von Gelenksschmerzen bei
Entziindungen und Ergiissen.

Die Synovialmembran kann gefdfreiche Zotten (Villi synoviales) (vgl. Abb. 2) und

gefdlreiche Falten (Plicae synoviales) bilden. Die Falten dienen als Reserve bei Bewegung
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und vergroBern die Oberfliche. Die Synovialmembran ist gut durchblutet und hat eine
hohe Permeabilitit.

Die Synovialfliissigkeit ist eine klare, gelbliche, fadenziehende Fliissigkeit mit
Schmierfunktion. In groferen Gelenken finden sich physiologisch bis zu 35ml
Synovialfliissigkeit. Sie ist reich an Hyaluronsidure und Plasmaproteinen. Thre Viskositit
ldsst bei niedrigen Temperaturen nach, wodurch die vermehrte Gelenkssteifigkeit bei Kélte

zu erkléren ist.(62)

1.2.2 Allgemeines zum Muskel- und Gelenksultraschall

Der Ultraschall ist ein Schnittbildverfahren, das auf der Ausbreitung einer Ultraschallwelle
(Echo) in einem Gewebe beruht. Beim Durchtritt durch Gewebe werden Schallwellen auf
unterschiedliche Weisen geschwiécht und abgelenkt:

Das Phanomen der Absorption beschreibt die Umwandlung der kinetischen Energie der
Schallwelle in Wérme. Die Amplitude der Schallwelle nimmt dabei ab. Diese Schwéchung
der Schallwelle ist umso grofer, je dichter das passierte Gewebe ist und je schlechter sich
dieses komprimieren ldsst. Des Weiteren werden Schallwellen einer héheren Frequenz
mehr geschwicht als jene einer niedrigeren.

Brechung und Reflexion treten an Grenzflichen auf und sind abhéngig von der Differenz
der Impedanzen der aufeinanderliegenden Gewebearten. Bei groBen Differenzen (z.B. Luft
und Knochen) werden bis zu 100% der Schallwelle reflektiert. Die dorsal an diesem
Gewebe stattfindende Schallausldschung wird dorsaler Schallschatten genannt.

Bei der Streuung werden Schallwellen, wenn sie auf kleinere Strukturen als ihre
Wellenldnge treffen, in alle Richtungen abgelenkt. Dadurch sinken der Kontrast und die
Detailerkennung.

Schallwellen laufen mit wachsender Entfernung auseinander. Dieses Prinzip nennt sich
Divergenz und ist ebenfalls von der Form des Schallkopfs abhidngig.

Die zuriickgeworfenen Schallwellen werden schlieBlich anhand ihrer Amplituden und
ihrem zeitlichen Eintreffen ausgewertet und als Bild dargestellt.(63)

Im Muskel- und Gelenksultraschall sind vor allem der B-Mode und der Colour/Power
Doppler bei der Bildgebung von Bedeutung. Bei dem B-mode wird die Amplitude des
zurlickgeworfenen Echos als Grauwert dargestellt (gray-scale). Bei dem Colour/Power

Doppler hingegen wird der Blutfluss uns somit die Perfusion des Gewebes dargestellt.(64)
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Als Schallképfe werden Linearschallkopfe mit Frequenzen von >12 MHz bei kleineren,
oberflachlich gelegenen Gelenken verwendet, wihrend bei groferen und tiefer gelegenen
Gelenken Schallkopfe mit Frequenzen von 4-13MHz zur Anwendung kommen.(65, 66)

Hochfrequenz-Schallkopfe haben den Vorteil der besseren ortlichen Auflosung, wobei die
Eindringtiefe gering bleibt. Deswegen eignen sie sich gut fiir oberflachlich gelegene
Gelenke. Tieffrequenz-Schallkopfe weisen eine groBere Eindringtiefe bei einer geringeren
Auflésung auf. Diese eignen sich daher bei tiefer gelegenen Gelenken, wie beispielsweise

dem Hiiftgelenk.(64)

1.2.3 Synovialgewebe im Ultraschall

Die Darstellung und klare Abgrenzung einer gesunden Synovialmembran zum
umliegenden Gewebe im Gelenksultraschall ist oft schlecht moglich. Dies lidsst dadurch
erkldren, dass die gesunde Synovialmembran lediglich einige um dick ist und sich dadurch
kaum von den umgebenden Gelenksstrukturen unterscheiden lédsst.(67) Eine Synovitis im
Ultraschall ldsst sich hingegen diagnostizieren, wenn ein Gelenkserguss vorhanden ist oder
wenn es zur Hypertrophie der Synovialmembran gekommen ist (vgl. Abb. 2). (68)
Synoviale Hypertrophie zeigt sich im B-mode als abnormal hypoechogenes intraartikuléres
Gewebe, welches nicht verschiebbar oder komprimierbar ist und meist im Doppler eine
vermehrte Perfusion aufweist. Die Hypoechogenitdt ist relativ zum subdermalen
Fettgewebe und zum umgebenden Bindegewebe zu betrachten. Unter Umstdnden kann die
Synovialmembran im Gesamtbild auch iso- oder hyperechogen erscheinen.

Die Synovialfliissigkeit hingegen zeigt sich im B-Mode hypo- oder anechogen, lésst sich
verschieben, komprimieren und weist kein Doppler Signal auf. (69)

Zur ultraschallgezielten Gewinnung der Synovialmembran eignet sich vor allem

hypertrophiertes Gewebe.(70, 71)
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Abb. 2: Synoviale Hypertrophie

A, B-mode eines Gelenksergusses und synovialer Hypertrophie im Glenohumeralgelenk.
B, Arthroskopisches Bild von Villi synoviales in der Bursa suprapatellaris.

Abb. mit freundlicher Genehmigung aus/with kind permission from: (72, 73)

1.2.4 Ultraschall bei der RA

Mit Hilfe des Ultraschalls ist es mdglich, sowohl destruktive als auch entziindliche
Veranderungen bei der RA darzustellen.(43)

Mittels B-mode ldsst sich die Verdickung der Synovialmembran bestimmen (69), wihrend
mit dem Power Doppler der vermehrte Blutfuss durch das Gewebe, wie er bei
Entziindungen vorkommit, festgestellt werden kann.(74)

Zur Standardisierung der Bewertung des Ultraschallbildes bei RA hat die ,,Outcome
Measures in Rheumatology (OMERACT) synovitits working group” einen Score
entwickelt, der die Hypertrophie der Synovialmembran des B-modes mit dem vermehrten
Blutfluss des Power Doppler Verfahrens vereint.(75)

Der ,,Global OMERACT-EULAR Synovitis Score (GLOESS)“ wurde in einer
prospektiven Studie an Patientinnen und Patienten, welche eine Therapie mit Abatacept
erhielten validiert. Demnach fand sich bereits eine Woche nach Therapiebeginn eine
Verbesserung des Scores. Zwar reagierten sowohl GLOESS als auch DAS28 auf die neu
eingeleitete Therapie, aber eine Korrelation der zwei Scores konnte zu keinem Zeitpunkt
dargestellt werden.(76, 77)

Erosionen sind im Ultraschall als intraartikulare Diskontinuitdten der Knochenoberfldche
zu erkennen.(69) Der Ultraschall hat dabei eine hohere Sensitivitdt bei der Erkennung von

Erosionen als das Rontgen. (78, 79)
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Weitere mogliche Verdnderungen des Bewegungsapparats bei RA finden sich an den
Sehnen und Sehnenscheiden:

Eine Tenosynovitis zeigt sich als hypo-, oder anechogenes, verbreitetes Gewebe mit oder
ohne Fliissigkeit in den Sehnenscheiden.

Enthesiopathien sind Verdnderungen von Sehnen oder Bénder am Knochenansatz.
Sonographisch kann die Enthese in diesen Féllen verdickt und/oder hypoechogen verdndert

sein sowie ein Doppler Signal, Enthesiophyten oder Erosionen aufweisen.(69)

1.3 Synovialgewebe

1.3.1 Methoden der Gewebsgewinnung

Die Gewinnung von Synovialmembran bei Personen mit rheumatologischen Erkrankungen
erfolgte im Laufe der Jahre iiber verschiedene Verfahren. Durch chirurgische Eingriffe am
Gelenk kann Synovia entnommen werden, wobei dafiir meist ein groBerer Eingriff notig

ist.(80)

1.3.1.1 Punchbiopsie nach ,,Polley-Bickel*

Das erste Verfahren zur Gewinnung von Synovialmembran ist die ,,Punchbiopsie nach
Polley-Bickel®, bei der nach einem kleinen Hautschnitt eine Smm im Durchmesser breite
Hohlnadel in den Gelenksraum vorgeschoben wird. Durch das Einfithren einer
Biopsiestanze erfolgt anschlieBend die Gewinnung von Synovialmembran. (vgl. Abb. 3)
Bei der Prisentation der Methode im Jahr 1951 wurde berichtet, dass in 86,2% der Fille
die Biopsien ausreichend Material zur weiteren histologischen Farbung lieferten. (81)

Die Nachteile dieser Methode sind die Invasivitdt, gegeben durch einen bendtigten
Hautschnitt, sowie die Verwendung der Methode bei hauptséichlich groen Gelenken.(81,
82)
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1.3.1.2 ,,Blind needle“ Verfahren

Um einen weniger invasiven Zugang zu schaffen, wurde die ,,Parker — Pearson Nadel*
entworfen, die mit 2 Zoll (5,8cm) und 14 Gauge (2,Imm) einen deutlich diinneren
Durchmesser aufweist und keinen Hautschnitt zum Einfiihren bendtigt. Die Biopsie erfolgt
nach einer Lokalanésthesie durch das Einfiihren einer 4 Zoll (10,16cm) langen 15 Gauge
Nadel, die am vorderen Ende stumpf ist und einen Schlitz zum Aufsammeln der
Synovialmembran aufweist. (vgl. Abb. 3) Durch einen erzeugten Sog (z.B. durch eine leere
Luer-Lock Spritze) wird das Gewebe in den Schlitz gesaugt und durch einen geschliffenen
Haken beim Zuriickziehen der inneren Nadel geschnitten und daraufhin entnommen.(82,
83)

Komplikationen, wie Hamarthrose oder Infektion traten in Kollektiven von 800
Patientinnen und Patienten nicht auf und Synovialmembran konnte in ausreichenden
Mengen zur weiteren Verarbeitung in 85% der Félle gewonnen werden.(84)

Diese Methode wird hauptsdchlich zur Punktion der Bursa suprapatellaris verwendet,
wobei auch andere Gelenke wie Schulter-, Ellbogen-, Hand- und Sprunggelenke sowie
kleinere Fingergelenke mit einer modifizierten Nadel punktiert werden kdnnen.(84, 85)
Mikroskopisch ist das gewonnene Gewebe bei Patientinnen und Patienten mit RA, bezogen
auf synoviale Entziindungszeichen, dem durch Arthroskopie gewonnenen Gewebe dhnlich.
Ein Unterschied zeigte sich lediglich bei der Menge der ,,Cluster of differentiation
(CD)“68 positiven Zellen in der ,,sublining* Schicht nahe des Knorpel-Pannus Ubergangs.
Die Anzahl der CD68 positiven Zellen, gewonnen durch das ,,Blind needle® Verfahren,
war dabei deutlich geringer im Vergleich zur Arthroskopie.(86)

Nachteile dieser Methode sind auflerdem der blinde Stichgang (daher auch Blind needle
Verfahren), die iibliche Beschrinkung auf grofere Gelenke und die Gefahr, bei nicht

geschwollenen Gelenken, unzureichende Mengen an Gewebe zu erhalten. (83)

1.3.1.3 Arthroskopisches Verfahren

Um eine Arthroskopie an einem Gelenk durchzufiihren, bendtigt man stets zwei separate
Zugénge: einen flir das Arthroskop und einen fiir den Greifarm. Es konnen prinzipiell
groBere Gelenke wie das Kniegelenk, aber auch kleinere Gelenke wie das Hand- und MCP
Gelenk biopsiert werden. Bei groBeren Gelenken wird ein 2,7mm-, und bei kleinen

Gelenken ein 1,9mm Arthroskop verwendet.(84, 87)
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Die Sicherheit dieser Methode wurde bei einer Befragung von mehreren
rheumatologischen Zentren im Jahre 2002, bei der 15.682 Arthroskopien ausgewertet
wurden, iberpriift. Kleine Komplikationen, wie vasovagale Reaktionen und temporires
Anschwellen der Gelenke, wurden in 5-10% der Fille beschrieben. Schwere
Komplikationen waren sehr selten, die Haufigkeit von Wundinfektionen lag bei 0,1%, die
eines Hamarthros bei 0,9% und die von tiefen Beinvenenthrombosen bei 0,3%.(88)

Des Weiteren wird die Methode von Patientinnen und Patienten in der Regel gut toleriert.
In einer Studie konnte gezeigt werden, dass bei 150 Patientinnen und Patienten, an denen
eine Knie Arthroskopie vorgenommen wurde, 35-36% {iber minimale Schmerzen
beziehungsweise Unannehmlichkeiten klagten. Stiarkere Schmerzen wurden nicht verspiirt.
Weitere Vorteile dieser Methode sind die Moglichkeit der standigen Spiilung sowie der
Biopsie unter Sicht.(89)

Die Biopsie unter Sicht bietet den Vorteil zielgenau Gewebe entnehmen zu kénnen. (vgl.
Abb. 3) Dies fiihrt zu einer ausreichenden Ausbeute von Synovialmembran, sogar in nicht
geschwollenen Gelenken.(87)

Ein Zusammenhang zwischen dem makroskopischen Bild des Gewebes in der
Arthroskopie und dessen mikroskopisch/immunhistochemischen Bilds wurde in zwei
Studien unterschiedlich bewertet, sodass ein klarer Zusammenhang nicht angenommen
werden kann.(90, 91)

Die Nachteile der Arthroskopie im Vergleich zum ,.Blind needle Verfahren sind die
hoheren Kosten fiir die Ausriistung und Réaumlichkeiten sowie die Komplexitit des
Eingriffs.(88)

Aufgrund der Sicherheit, der guten Toleranz und der ausreichenden Ausbeute an
Synovialmembran gilt die Arthroskopie, trotz erwdhnter Nachteile, als der momentane

Goldstandard zur Gewinnung von Synovialmembran.(87, 92)

1.3.1.4 Ultraschallgezielte Gewebsgewinnung

Das Interesse an ultraschallgezielten Synovialgewebsbiopsien kommt daher, dass die
Methode sowohl bei kleinen als auch bei grolen Gelenken eingesetzt werden kann und im
Vergleich zur Arthroskopie minimal invasiv, giinstiger und technisch weniger aufwendig
ist. (92)

Die ultraschallgezielte Gewinnung von Synovialmembran ist ein verhdltnismédfig neues

Verfahren. Die erste Beschreibung von durchgefiihrten Synovialgewebsbiopsien mit Hilfe
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des Ultraschalls stammt aus dem Jahr 1997. In dieser Studie wurde mit Hilfe einer 18
Gauge ,,Tru cut” Biopsienadel Gewebe im Handgelenk zweier Patienten ultraschallgezielt
entnommen.(93)

»lru cut® Biopsienadeln funktionieren nach einem &hnlichen Prinzip wie jene
Biopsienadeln, die zur Gewebsentnahme von extraartikulirem Tumorgewebe verwendet
werden.(94) Ein Beispiel fiir diese Biopsienadeln sind Quick Core Nadeln wie sie von
Kelly et al (70) verwendet wurden. (vgl. Abb. 3)

2004 erfolgte, ebenfalls ultraschallgezielt, die Entnahme von Synovialmembran an grofen
sowie kleinen Gelenken bei insgesamt 37 Patientinnen und Patienten mit Hilfe einer
Biopsiezange (,,Portal and forceps“ Methode). Bei diesem Verfahren wurde, nach
Durchfiihrung einer Lokalanésthesie, ein 4 mm langer Hautschnitt durchgefiihrt, durch
welchen ein Fithrungsdraht und mehrere Dilatatoren den Weg in das Gelenk erdffneten.
Durch eine bewegliche, beziehungsweise starre Biopsiezange, erfolgte so die Entnahme
von Synovialmembran.(95)

Im Jahr 2007 konnte gezeigt werden, dass das durch die ,,Portal and forceps* Methode
gewonnene Synovialmembran histopathologisch genauso verwertbar ist wie die durch
Arthroskopie gewonnene Synovialmembran.(96)

Im Jahr 2015 wurde eine Kohorte von 57 Patientinnen und Patienten zwei Mal mittels ,,Tru
cut” Technik biopsiert, wobei 16 Gauge Nadeln fiir kleine und 14 Gauge Nadeln fiir grof3e
Gelenke verwendet wurden. Bei groflen Gelenken wurde zusétzlich ein Trochar verwendet,
um mehrere Biopsien an einem Gelenk vornehmen zu koénnen. Insgesamt wurden 93
ultraschallgezielte Biopsien durchgefiihrt. Bei der Studie wurde ein Fragebogen zur
Toleranz des Eingriffs ausgeteilt, wobei 77,7% der Patientinnen und Patienten keine
Schmerzen, 15,1% geringe Unannehmlichkeiten, 6,5% stirkere Unannehmlichkeiten und
1,1% geringe Schmerzen angaben. Des Weiteren waren die einzigen Komplikationen, die
wihrend der 93 Eingriffe vorkamen, vasovagale Reaktionen in 3 Féllen. In 92,5% der Fille
erbrachte die Biopsie ausreichend Synovialmembran zur weiteren histopathologischen
Verarbeitung sowie eine gute Ausbeute an extrahierbarer RNA.(70)

In all den erwdhnten Studien rangierte die Anzahl der gewonnenen Proben bei der
Punktion eines Gelenks zwischen 3-12.(70, 95-97) Die OMERACT veroftentlichte 2016
einen Review zur ultraschallgezielten Synovialgewebsbiopsie. Darin wird vorgeschlagen,
kiinftige Studien zur ultraschallgezielten Synovialgewebsbiopsie mit dem arthroskopischen

Verfahren zu vergleichen. Schwerpunkt soll dabei auf folgendes gelegt werden: die
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Qualitdt des Gewebes, die Toleranz der Methode fiir Patientinnen und Patienten und die

Suche nach Biomarkern anhand welcher Therapieerfolge gemessen werden konnen.(92)

Tendon of
Lo e e
- v rr Sy .'|.|=II:l “a

Abb. 3: Methoden der Synovialgewebsbiopsie

A, Schema der Synovialgewebsbiopsie nach ,,Polley Bickel“. B, Innerer Anteil der ,Parker
Pearson” Nadel mit geschliffenem Haken. C, Arthroskopische Biopsie der Villi synoviales in
der Bursa suprapatellaris. D, Ultraschallgezielte Biopsie mit Trochar.

Abb. mit freundlicher Genehmigung aus/with kind permission from: (65, 73, 81, 82)
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1.3.2 Moglichkeiten der Verarbeitung und Analyse der

Synovialmembran

1.3.2.1 Histologische Farbungen

Als Routinefarbung wird die Hidmatoxylin — Eosin — Farbung verwendet. Hierbei wird das
Gewebe zuerst 24 Stunden in Formalin eingelegt, woraufhin es in Paraffin eingebettet und
schlieBlich mit Himatoxylin — Eosin gefdrbt wird.(87)

Die immunhistochemische Fiarbung dient der Darstellung von Oberflichenantigenen, wie
beispielsweise CD4 bei T-Helferzellen, oder CD8 bei T-Killerzellen, im histologischen
Schnitt. Entsprechende Antikorper binden dabei das gewliinschte Antigen und lassen sich

durch Kopplung eines Nachweissystems im histologischen Schnitt darstellen. (87, 98)

1.3.2.2 Zell und Gewebskulturen

Die Zellkultur ermoéglicht es, Zelllinien der Zellen der Synovialmembran zu erstellen,
welche fiir weitere Untersuchungen herangezogen werden konnen. ,,Whole tissue synovial
explant ex vivo cultures* sind Kulturen bei denen, im Gegensatz zu einfachen Zellkulturen,
die Gewebsarchitektur sowie die Zellverbindungen intakt bleiben.(99) Da diese Kulturen
proinflammatorische Zytokine produzieren, werden sie in proof-of-concept-Studien
verwendet, um Angriffspunkte fiir mogliche Therapien bei entziindlichen Arthritiden zu
finden. Das Gewebe kann im Anschluss auch fiir histologische Zwecke oder zur Isoloation

von RNA verwendet werden.(87)

1.3.2.3 Extraktion von RNA und Generierung von cDNA-Microarrays

Die aus der Synovialmembran extrahierte RNA gilt als Ausgangsmaterial fiir die
Genanalyse mittels ,,complementary DNA (cDNA)“-Microarray Technik. Anhand von
Genanalysen konnen beispielsweise die heterogenen Eigenschaften des Gewebes von
Patientinnen und Patienten mit RA gezeigt und genetische Signaturen identifiziert
werden.(100, 101)

Zur Genanalyse wird die RNA amplifiziert und mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt.
AnschlieBend wird sie in eine zuvor prédparierte cDNA-Microarray Platte pipettiert. Es

erfolgt die Hybridisierung, bei der es zur Bindung von komplementdren Basen kommt. Die
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nun verbundenen Nukleinsduren emittieren ein Licht, anhand dessen ein Scanner ermittelt,

ob und in welchem Ausmal3 Gene in der Ausgangsprobe exprimiert werden.(101, 102)

1.3.2.4 ELISA und Protein-Microarrays

Durch den ,,Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)“ erfolgen der Nachweis und
die Quantifizierung von Proteinen in der Synovialmembran. Durch die Protein-Microarray
Technik wird die Funktion und Interaktionen der Proteine erforscht. Beide Methoden
bedienen sich dem Prinzip der Antikdrper-Antigen Bindung.

In einer Studie aus dem Jahr 2005 konnte gezeigt werden, dass die Reaktivitit von
Autoantikorpern (Proteinen) mit bestimmten Epitopen, bei RA, mit dem diagnostischen

Krankheitsverlauf korrelierte.(103, 104)

1.3.2.5 Durchflusszytometrie und FACS

Bei der Durchflusszytometrie erfolgt die Messung von Zellen in einem Gemisch anhand
threr Oberflachenantigene. So werden beispielsweise CD4+ von CD8+ Zellen
unterschieden. Die Zellen miissen zuerst aus dem Gewebe herausgelost werden und liegen
dann lose vor.

Die gesuchten Oberfldchenantigene werden mit dem entsprechenden Antikorper gekoppelt,
welcher mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert ist. Dieser Farbstoff wird durch einen
Laserstrahl angeregt, wodurch ein Fluoreszenzlicht emittiert wird. SchlieBlich erfolgt die
grafische Darstellung der individuellen Zellen im Zellgemisch durch einen Rechner.

Das ,,fluorescence activated cell sorting/scanning (FACS)*“ funktioniert nach dem gleichen
Prinzip, wobei die einzelnen Zellen an Hand ihrer Fluoreszenz getrennt und in separate

Sammelgefdle aufgefangen werden.(98)

1.3.3 Das gesunde Synovialgewebe

Die Synovialmembran besteht aus der inneren synovialen Intima und der &uferen
Subintima. Eine gesunde Intima bildet 1-2 Zell-Deckschichten, mit einer Hohe von bis zu
40pum im Querschnitt. In dieser Schicht finden sich Typ A- und Typ B-Synoviozyten,
welche respektive aus der Linie der Makrophagen beziehungsweise der Fibroblasten

stammen. Eine normale Subintima weist eine Hohe von bis zu Sum im Querschnitt auf und
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beherbergt neben Fibroblasten und Makrophagen auch Blut-, Lymphgefie und
Nerven.(67, 105)

Neben den oben genannten Zellen finden sich auBerdem CD3+ T-Lymphozyten diffus im
Gewebe, wobei sich perivaskuldr die hochste Konzentration findet. Der Anteil an CD4+ zu
CD8+ Zellen war dabei in einer kleinen Studienkohorte von zehn Probandinnen und
Probanden 1:1. HLADR+ Zellen wurden bei allen Probandinnen und Probanden gefunden,
wihrend B-Lymphozyten in keinem der untersuchten Gewebe nachweisbar waren.(106) In
einer anderen Studie wurden bei fiinf von 40 Probandinnen und Probanden dendritische
Zellen in der gesunden Synovialmembran gefunden.(107)

Zwischen der Deckzellschicht der Intima und dem Bindegewebe der Subintima existiert
keine Basalmembran, obwohl sich einige ihrer Bestandteile in der extrazelluldren Matrix
wiederfinden. Diese enthidlt: Hyaluron, Chondroitin 4-, Chondroitin 6-, Heparan-,
Keratansulfat, Etactin, Fibronektin, Laminin und Typ III-VI Kollagen.(108)

Histologisch ldsst sich gesunde Synovialmembran in drei Typen einteilen, die auf der
Zusammensetzung der jeweiligen Subintima beruhen: Der areoldre-, adipdse-, und
faserreiche-Typ.(109, 110)

Beim areoldren Typ liegt das Gewebe meist in Falten, welche durch Straffung
verschwinden. Unter einer kontinuierlichen Deckschicht finden sich zahlreiche, kleine
Blut-und Lymphgefa3e sowie Nerven im lockeren Bindegewebe.(111)

Der adipose Typ ist gekennzeichnet durch Adipozyten im Bereich der Subintima. Dieser
Typ findet sich meist in unmittelbarer Néhe zu Fettgewebe, kann aber auch Villi
synoviales auskleiden. Mit zunehmendem Alter nimmt der Fettgehalt des Gewebes ab und
es findet sich vermehrt faserreiches Gewebe.

Der faserreiche Typ findet sich vor allem bei Bindern und Sehnen und enthélt in erster
Linie Bindegewebsstrukturen.(110)

Typ A Synoviozyten (auch: macrophage-like-synoviocytes [MLS]) unterscheiden sich in
einigen Punkten von den Makrophagen der Subintima: MLS sind vor allem CD163+ und
CD68+, haben eine hohe nichtspezifische Esterase Aktivitit und exprimieren die
Immunoglobulin Rezeptoren FcgRII und FcgRIIIL.

Die Makrophagen der Subintima sind vor allem CDI14+, haben eine geringe
nichtspezifische Esterase Aktivitit und exprimieren die Immunglobulin Rezeptoren FcgRI,
FcgRII und FcgRIII, wobei der Letztere geringer exprimiert wird als in der Intima.(67,
112)
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MLS und Makrophagen der Subintima stammen aus dem Knochenmark und erreichen die
Synovialmembran als im Blut zirkulierende Monozyten , wie anhand eines Mausmodells
gezeigt werden konnte.(113)

Typ B Synoviozyten (auch: fibroblast-like-synoviocytes [FLS]) sind an der Bildung von
Hyaluron beteiligt, wobei sie durch das Enzym Uridindiphosphat (UDP)-Glucose-6-
Dehydrogenase (UDPGDH) UDP-Glukose in UDP-Glukoronat umwandeln. UDP-
Glukoronat gilt als einer der Ausgangsstoffe des Hyaluron, welches schlieBlich in die
Synovialfliissigkeit abgegeben wird.(114)

FLS exprimieren verschiedene Adhédsionsmolekiile wie beispielsweise CDS5S5, ,,Vascular
cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), ,intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1),
Cadherin-11, CD44 und 81 Integrine.(115-119)

Es wird angenommen, dass FLS durch Eigenreplikation entstehen, oder sie aus den
Fibroblasten der Subintima hervorgehen.(67)

Die Synovialfliissigkeit ist ein Ultrafiltrat des Blutplasmas, in dem sich zusétzlich Proteine
(i.e.L. Albumin), Proteoglykane (i.e.L. Hyaluron) und Glykoproteine (i.e.L. Lubricin)
finden. Kleine Molekiile wie Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid, Laktat, Harnstoff, Glukose
und Kreatinin diffundieren durch das fenestrierte Endothel der Gefdfle der Subintima und
gelangen so in die Synovialfliissigkeit. Der Abtransport der Synovialfliissigkeit erfolgt
iiber die Lymphgefifle der Subintima.

Hyaluron gibt der Synovialfliissigkeit ihre Viskositit und bewirkt auBerdem die Retention
kleiner Molekiile in der Fliissigkeit.(120)

Das Glykoprotein Lubricin wird von Synoviozyten der Intima sowie Chondrozyten

gebildet und dient der Schmierung des Gelenks.(121, 122)
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1.3.4 Das Synovialgewebe bei Erkrankungen

1.3.4.1 Die Synovialmembran bei RA

Die Entziindung der Synovialmembran bei RA zeigt sich durch die Hyperplasie der
Deckzellschicht, sowie der Invasion von Entziindungszellen in das Stroma der Subintima.
Die Oberfldche der Deckzellschicht kann multinukledre Riesenzellen aufweisen und mit
Fibrin-Beldgen bedeckt sein, welche sich bis in die Subintima ausbreiten konnen.(120)

Bei der Hyperplasie der Deckzellschicht, sowie bei der Destruktion des Gewebes, spielen
FLS eine wichtige Rolle.(55) Die Hyperplasie der Deckzellschicht wird erkldrt durch
iibermédfige Proliferation und verminderte Apoptose der FLS(123, 124), sowie mdgliche
Migration der FLS aus anderen Geweben in die Synovialmembran.(125)

FLS produzieren des Weiteren Matrix Metalloproteasen und Cathepsine welche den Abbau
der extrazelluldren Matrix fordern.(126)

FLS produzieren bei RA auch vermehrt Adhisionsmolekiile wie Cadherin-11, welches bei
der Organisation der Entziindungszellen eine wichtige Rolle zu spielen scheint.(119)

Die Invasion von Entziindungszellen in die Synovialmembran erfolgt iiber Blutgefile,
welche durch Adhédsionsmolekiile wie VCAM-1 oder I-CAM die Leukozyten-
Extravasation fordern.(127) Die Anregung zur Expression dieser Adhdsionsmolekiile
sowie die generelle Neoangiogenese in der synovialen Membran erfolgt durch Zytokine,
die unter anderem von Makrophagen und Endothelzellen produziert werden.(128)

In der Pathogenese der Synovitis, bei der RA, spielen sowohl Zellen des erworbenen als

auch des angeborenen Immunsystems eine wichtige Rolle.(55)

1.3.4.1.1 Zellen des erworbenen Immunsystems

In der Synovialmembran finden sich bei RA, im Vergleich zu gesundem Gewebe, vermehrt
T- und B-Lymphozyten.

Das Verhiltnis zwischen T-Helferzellen (CD4+) und T-Killerzellen (CD8+) in der
Synovialmembran liegt bei 4:1. CD4+ Zellen unterteilt man nochmals in T-Helferzellen 1
(Th 1), Th2, Th17 und T-regulatorische Zellen (T-regs).(120)

Diese Subtypen unterscheiden sich anhand der Zytokine, die sie exprimieren. Th1l Zellen

exprimieren Interferon y und IL2 wund sind bei der Entwicklung von
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Autoimmunerkrankungen von Bedeutung, wihrend Th2 Zellen 1L4, ILS5, IL10 exprimieren
und dadurch zum Teil die Immunantwort regulieren.(129) Im Vergleich zu den
seronegativen Spondyloarthropathien (SpA) ist das Th1/Th2 Verhéltnis bei der RA
erhoht.(130)

Th17 exprimieren unter anderem IL-17. IL-17 wird in RA, nicht aber in Osteoarthritis
gebildet, und besitzt proinflammatorische Eigenschaften.(131)

CD25+ T-regs haben eine antiinflammatorische Wirkung, wie in ex-vivo Zellkultur-
Studien gezeigt werden konnte. Des Weiteren zeigten sich verhdltnisméBig weniger T-regs
in der Synovialmembran als in der Synovialfliissigkeit und im Blut von Patientinnen und
Patienten mit RA, was fiir eine Rolle der T-regs in der Pathogenese der RA spricht. (132)
Th17 exprimieren neben IL-17 auch TNFa, welches die Aktivitéit der T-regs mindert.(133,
134)

B-Lymphozyten finden sich in erster Linie aggregiert zu Keimzentren in der
Synovialmembran, die man auch als ektope Lymphfollikel bezeichnet(135, 136)

Eine Studie aus dem Jahr 1998 zeigte, dass CD20-, CD38+ Plasmazellen IgM-RF in der
Synovialfliissigkeit von Patientinnen und Patienten mit RA bilden. Es wird angenommen,
dass diese Plasmazellen aus den Keimzentren der Synovialmembran entstammen.(137,
138) Der RF der sich im peripheren Blut nachweisen lésst, entstammt hingegen vermutlich
aus dem Knochenmark.(139)

Anhand der Struktur des Entziindungszellinfiltrats in der Synovialis kann man bei der RA
drei verschiedene Subtypen unterscheiden. Der erste Typ ist der diffuse Typ bei welchem
Entziindungszellen diffus in der Synovialmembran vorkommen. Bei dem zweiten Typ
finden sich Keimzentren in der Membran. Der dritte Typ, oder auch der ,,pauci-immune
Typ* beschreibt eine Synovialmembran mit verhdltnismédfig wenigen Entziindungszellen.

(136)

1.3.4.1.2 Zellen des angeborenen Immunsystems

Der Granulozyten-koloniestimulierende Faktor und der Granulozyten-Makrophagen
stimulierende Faktor sind zwei Wachstumsfaktoren, die Zellen des angeborenen
Immunsystems aus dem Knochenmark in die Synovialmembran rekrutieren und dort ihre
weitere Proliferation begiinstigen.(140)

Makrophagen finden sich in der Synovialmembran an verschiedenen Orten. Die MLS

finden sich in der Intima und exprimieren unter anderem den Komplementrezeptor Z391g.
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Bei Patientinnen und Patienten mit RA gibt es weitere Makrophagen in der Intima, welche
an der Hyperplasie der Deckzellschicht beteiligt sind. Diese exprimieren ebenfalls Z391g,
sowie zusitzlich CDI11c. Das Verhéltnis dieser Zellen scheint des Weiteren bei RA
zugunsten der CD11c+ Zellen verschoben zu sein. (141)

Ein weiterer Makrophagen Typ findet sich in der Subintima (,,sublining layer) und ist
deshalb von grofler Bedeutung, da dessen Anzahl mit dem DAS28 bei RA korreliert.
Dadurch ist er ein potentieller zukiinftiger Biomarker zur Messung der Krankheitsaktivitit,
sowie zur Kontrolle des Therapieerfolgs.(142, 143)

Die Funktion der Makrophagen bei der RA liegt darin Zytokine, Sauerstoffradikale,
Prostanoide, Matrix Metalloprotease und Stickstoffmolekiile zu bilden, sowie Phagozytose
zu betreiben und an der Antigenprésentation teilzunehmen.(55)

Weitere Zellen, die an der Antigenpréisentation teilnehmen, sind die plasmazytoiden- und
myeloischen dendritischen Zellen, die zusdtzlich auch proinflammatorische Zytokine
produzieren.(144)

Weitere Zellen der angeborenen Immunantwort, die sich in der Synovialmembran finden
sind neutrophile Granulozyten, wobei ein grofler Anteil dieser Zellen bei der RA durch die
Synovialmembran in die Synovialfliissigkeit einwandert.(145)

Des Weiteren finden sich auch vermehrt Mastzellen, die Proteasen und Zytokine
ausschiitten(146), und natiirliche Killerzellen, die vor allem Interferon y bilden (147) in

der Synovialmembran.

1.3.4.1.3 Zytokine und intrazelluliire Signalwege

Zytokine werden von nahezu allen Zellen, die sich in der Synovialmembran bei RA
Patientinnen und Patienten befinden, gebildet.

Ein, in Hinblick auf die Therapie wichtiges Zytokin, ist TNFa. Es blockiert die Aktivitét
von T-regs, ist an der Aktivierung der Expression von Adhédsionsmolekiilen, Chemokinen
und weiteren Zytokinen beteiligt, regt die Angiogenese an und induziert Schmerz.(148,
149)

Ein weiteres bedeutsames Zytokin ist IL6. Es ist beteiligt an der Proliferation und
Aktivierung von B- und T-Lymphozyten, Makrophagen, Osteoklasten und Endothelzellen,
hat einen direkten Einfluss auf die Himatopoese und wirkt in der Leber bei der Produktion

von Akute-Phase-Proteine mit.
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Zytokine der IL1 Familie regen Granulozyten und Fibroblasten zur Bildung weiterer
proinflammatorischer Zytokine, Prostanoide und Metalloproteinasen an. Des Weiteren
fordern sie den katabolen Metabolismus von Chondrozyten und die Bildung von Erosionen
durch Osteoklasten Aktivierung.

IL17 hat ebenfalls eine Reihe an Funktionen bei der Pathogenese der RA. IL17 reguliert
mitunter den Transkirptionsfaktor ,,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells (NF-kB)“, steigert die Expression weiterer Zytokine und Wachstumsfaktoren und
fordert den Knochenabbau durch Osteoklasten. (150)

1.3.4.1.4 Knorpel- und Knochenverinderungen bei RA

Die entziindlich, destruktive Synovialmembran (Pannus) kann sich bei der RA auch iiber
den Knorpel ausdehnen und den Knochen im Bereich der Knochen-Knorpel Grenze
infiltrieren..(120)

FLS dringen in den Knorpel ein und produzieren unter anderem Metalloproteasen, welche
das Kollagennetzwerk des hyalinen Knorpels zersetzen.(151)

Die Zytokine des Pannus, vor allem Interleukin 1 und 17, sowie Stickstoffradikale fiihren
zur Apoptose von Chondrozyten.(55)

Erosionen und Knochenabbau werden von Osteoklasten verursacht, deren Vorlduferzellen
zur Makrophagen/Monozyten Familie gehoren. Die Differenzierung dieser Vorlauferzellen
zu Osteoklasten erfolgt vor allem durch das Protein ,,Receptor activator of NF-xB ligand
(RANKL)*“, welches von FLS gebildet wird, sowie durch die Zytokine IL1, TNFa und den
Makrophagen — stimulierenden Faktor.(152)

Die Destruktion des Knochens kann schlieSlich dazu fiihren, dass die Entziindungszellen
des Pannus das Knochenmark infiltrieren. Dort finden sich dann in erster Linie B —
Lymphozyten Aggregate. (153)

Das regulatorische Molekiil Dickkopf-1 (DKK-1) wird durch die hohen TNFa Spiegel
vermehrt exprimiert. DKK-1 verhindert die Knochenbildung nach zuvor erfolgter
Knochendestruktion bei RA. Durch das Inhibieren dieses Molekiils konnte in einem
Mausmodell gezeigt werden, dass es wieder zur vermehrten Knochenbildung nach

Knochendestruktion kommt.(154)
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1.3.4.2 Die Synovialmembran bei anderen Erkrankungen

Veranderungen der Synovialmembran finden sich bei vielen Erkrankungen mit
Gelenksbeteiligung, wobei die Synovialmembran zur Differenzierung verschiedener

Arthritiden, sowie zur Diagnose von Synoviatumore eingesetzt werden kann.(65, 84)

1.3.4.2.1 Arthritiden und Tumor Diagnostik

Es ist oft nicht leicht anhand von Schmerzen und Schwellungen im Gelenk eine passende
Diagnose zu stellen. Anamnese, korperliche Untersuchung und Blutwerte spielen eine
wichtige Rolle bei der Diagnosefindung, wobei auch die Analyse der Synovialfliissigkeit
und der Synovialmembran, wichtige, zusatzliche Informationen liefern kann.

Die bakterielle Kultur von Synovialfliissigkeit ist mit einer Sensitivitdt von 75%-95% und
einer Spezifitdit von 90% bei von Streptokokken und Staphylokokken verursachten
Arthritiden der Goldstandard bei Verdacht auf septische Arthritis. Sollte eine Antibiotika-
Therapie der Entnahme des Kultur-Gewebes zuvorkommen, sinkt die Sensitivitdt und
Spezifitit dieser Untersuchung jedoch deutlich. Zur Diagnose von Gonokokken-
Arthritiden liegt die Sensitivitédt der bakteriellen Kultur auBerdem bei 10%-50%.(155)

Eine weitere Moglichkeit bei infektiosen Arthritiden Bakterien nachzuweisen, ist die
Analyse bakterieller DNA aus sowohl Synovialfliissigkeit als auch Synovialmembran.
(156, 157) Der Vorteil einer Analyse bakterieller DNA ist, dass der Nachweis eines
Keimes auch nach Beginn einer Antibiotka-Therapie noch mehrere Tage lang moglich
ist.(157)

Des Weiteren lassen sich auch schwer und langsam kultivierbare Bakterien wie Borrelia
burgdorferi(158), Chlamydia trachomatis(159), Neisseria gonorrhoe(160) und
Mykobakterien(161, 162) so erkennen.

Im Falle eines Verdachts auf eine infektiose Arthritis bei gleichzeitigem Mangel an
Synovialfliissigkeit im Aspirat, ist die Biopsie der Synovialmembran zur Analyse von
bakterieller DNA moglich.(65) Studien zum Vergleich zwischen Synovialmembran und
Synovialfliissigkeit, in Bezug auf Sensitivitdt und Spezifitit der DNA Analyse, liegen
jedoch nicht vor.

Bei der Amyloid-Arthropathie, konnen Amyloidablagerungen mit einer Kongorot-Farbung
nachgewiesen werden.(163)

Tuberkulose und Sarkoidose konnen an Hand von Granulomen im Gewebe diagnostiziert

werden. Pilzinfektionen kdnnen mit Hilfe der Gomori-Farbung dargestellt werden.(120)
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Die Synovialmembran bei der SpA weist viele Ahnlichkeiten mit jener der RA auf, wobei
einzelne Unterschiede gefunden werden konnten.(120)

Bei den SpA finden sich mehr neutrophile Granulozyten, sowie CD163+ Makrophagen in
der Synovialmembran, wihrend die Anzahl der Zellen in der Deckzellschicht und die
Anzahl an CD83+ dendritischen im Vergleich zur RA vermindert ist.

Des Weiteren lassen sich bei der RA in 44% intrazellulére citrullinierte Proteine sowie in
46% MHC-HC Glykoprotein 39 Peptid Komplexe finden, welche bei den SpA nicht
vorkommen.(164)

Blutgefafle der Synovialmembran kdnnen gerade oder gewunden sein. Der gewundene Typ
findet sich vermehrt bei den SpA, wéhrend bei der RA die BlutgefiBle meist gerade
ausgerichtet sind. Es finden sich jedoch auch Mischtypen aus beiden Varianten.(165)

Die Bildung von Keimzentren ist nicht spezifisch fiir die RA, da solche Zellaggreagationen
auch bei Psoriasisarthritis (PsA) und Anklylosierender Spondylitis (AS) und sogar bei der
Osteoarthritis gefunden werden konnen.(166-168)

Bei der Arthritis der systemischen Sklerose finden sich eine leichte Hyperplasie der
Deckzellschicht mit Fibrinbeldgen, sowie diffuse und perivaskuldre Infiltrationen von
Lymphozyten und Plasmazellen.(169) Diese Verdnderungen der Synovialmembran finden
sich in &dhnlicher Form auch bei Arthritis im Rahmen einer Dermato- und
Polymyositis.(120, 170)

Beim systemischen Lupus erythematosus (SLE) finden sich eine Hyperplasie der
Deckzellschicht, eine geringe Anzahl an Entziindungszellen, Proliferation der Blutgefafe,
O0dematoses Gewebe, Fibrinbeldge und fibrindse Nekrosen.(171)

Bei der Hemochromatose kommt es zur Proliferation der Villi synoviales, Hyperplasie der
Deckzellschicht, sowie zur Einlagerung von Hémosiderin, vorwiegend in Typ B
Synoviozyten.(172)

Neben der Synovialfliissigkeit, konnen auch mit Hilfe der Synovialmembran
Kristallarthritiden festgestellt werden. So finden sich beispielsweise bei der
Chondrocalcinose sowohl Kristalle als auch Tophus-dhnliche Strukturen in der
Synovialmembran und im Gelenksknorpel.(173, 174)

In der Auflichtmikroskopie der Synovialmembran finden sich bei der Ochronose braun
pigmentierte Knorpelstiicke oberfldchlich auf der Intima, sowie braunlich pigmentierte
Granula in den Synovia Zellen der tieferen Schichten.(175)

Die pigmentierte villonoduldre Synovialitis (tendosynovialer Riesenzelltumor) ist

gekennzeichnet von mononukledren und multinukledren Zelleinfiltraten, intra- und
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extrazelluliren = H&mosiderin ~ Ablagerungen, lipidhidltigen = Makrophagen  und
Hypervaskularisierung.(176)

Zur allgemeinen Beurteilung der Synovialmembran, von sowohl entziindlichen als auch
nicht entziindlichen Arthropathien, wurde ein Score entwickelt, der die Entziindung der
Synovialmembran in keine, niedriggradige und hochgradige-Synovialits einteilt. Zur
Validierung bewerteten zwei Pathologen insgesamt 559 Priparate von Patientinnen und
Patienten mit verschiedenen Gelenkserkrankungen (RA, PsA, reaktive Arthritis,
Osteoarthritis und posttraumatische Arthritis). Hierbei ergab sich eine signifikante
Korrelation der Ergebnisse der beiden Pathologen. Die ,,cutt offs* wurden gewdhlt zur
Differenzierung von rheumatisch und nicht rheumatisch bedingten Synovialitiden. Im Falle
einer hochgradigen Synovialitis wére die Ursache der Synovialits, mit einer Sensitivitit
von 60% und einer Spezifitidt von 95%, eine rheumatische Erkrankung.(177) (vgl. Tab. 3)

Der Score wurde auch schon in anderen Studien verwendet.(70, 178, 179)
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Punkte Histologische Beurteilung

0 Die synoviale Deckzellschicht ist nur 1 Zelllage breit
1 Die synoviale Deckzellschicht ist 2 oder 3 Zelllagen breit
2 Die synoviale Deckzellschicht ist 4 oder 5 Zelllagen breit

Die synoviale Deckzellschicht ist >5 Zelllagen breit,
multinukleare Riesenzellen und Palisadenbildung kdnnen
3 vorkommen oder es findet sich eine Ulzeration mit Fibrinexsudation

0 Das synoviale Stroma zeigt eine normale Zelldichte
1 Das synoviale Stroma zeigt eine gering erhéhte Zelldichte

Das synoviale Stroma zeigt eine mittelgradig erhohte Zelldichte,
2 vereinzelt kdnnen multinukleare Riesenzellen vorkommen

Das synoviale Stroma zeigt eine hohe Zelldichte, multinukleare
Riesenzellen kommen vor, evil. sind rheumatoide (Hemi-)Granulome
3 zu erkennen Leukozytare entziindliche Infiltration

0 Kein Nachweis eines entziindlichen Infiltrats

Einzelne, meist perivaskular gelegene Lymphozyten oder Plasmazellen
1 und kleine Lymphozytenaggregate

2 GroRere Lymphozytenaggregate

Dichtes konfluentes lymphozytares Infiltrat oder Lymphfollikel
3 mit Keimzentren

Ergebnisse

Tab. 3: Schema zur histologischen Beurteilung der 3 Kompartimente der chronischen
Synovialitis. Tab. abgedndert aus/modified from: (177)
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1.3.4.3 Die Synovialfliissigkeit bei Erkrankungen

Die Analyse von Synovialfliissigkeit in der Klinik erfolgt regelméBig zur Differenzierung

verschiedener Gelenkserkrankungen. Die FEigenschaften der Fliissigkeit geben so

Aufschluss tiber die verschiedenen Arten von Arthritiden: entziindliche-, infektidse-,

degenerative- und kristallinduzierte Arthritiden.(180) (vgl. Tab. 4)

Zellen
Viskositat pro | Granulozyten
mm?3
Normal Transparent Hoch <200 <10% Negativ  Negativ
Rheum. . . . 2.000 - . . .
Arthritis Lichtdurchlassig Niedrig 50.000 Variabel Negativ Negativ

Chondro- Lichtdurchlassig 2.000 -

. CPPD
calcinose bis triib Niedrig <90%

50.000 Kristalle Negativ

Tab. 4: Die Synovialfliissigkeit bei ausgewdahlten Erkrankungen.

Tab. abgeédndert aus/modified from: (120)
Calciumpyrophosphatdihydrat (CPPD); Hydroxylappatit (HA).

An Hand der Anzahl der Leukozyten, lassen sich die Pathologien der Synovialfliissigkeit
als nicht entziindlich (<2.000 Zellen pro mm?), entziindlich (2.000-50.000 Zellen pro mm?)
und septisch (>50.000 Zellen pro mm?) einteilen.

Nasspréiparate der Synovialfliissigkeit konnen in der Auflichtmikroskopie beziiglich ihrer
Zellart analysiert werden. So ist beispielsweise der Fund von Ragozyten, (Granulozyten,
welche Immunkomplexe phagozytiert haben), bei RA, ein Hinweis auf eine schlechtere
klinische Prognose der Erkrankung.(120, 181)

Unter einem Polarisationsmikroskop lassen sich kristallinduzierte Arthritiden an Hand der

Lichtbrechung und Form der Kristalle unterteilen.
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Zur Differenzierung von bakteriellen Arthritiden werden die Gramfiarbung und, wie im
letzten Kapitel erwdhnt, die bakterielle Kultur und die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
mit Amplifikation von DNA verwendet.(120, 156)

Durch biochemische Untersuchungen von Synovialfliissigkeit erhdlt man Informationen
zum Glukose-, Protein- und Laktatdehydrogenase (LDH) -Gehalt der Probe. Die klinische
Relevanz dieser Informationen wurde in einer prospektiven Studie mit 119 Probandinnen
und Probanden hinterfragt. Glukose- und Protein-Gehalt der Synovialfliissigkeit gaben
dabei keine Riickschliisse, ob es sich bei dem gewonnen Pridparat um eine entziindliche
oder nicht entziindliche Arthropathie handelte. Der LDH-Gehalt konnte zwar besser
zwischen Ursachen fiir Gelenksergiissen unterscheiden, brachte jedoch im Vergleich zu

Blutuntersuchungen keine neuen Informationen.(182)

2. Material und Methoden

Ziel unserer Studie war es die ultraschallgezielte Synovialgewebsbiopsie an Patientinnen
und Patienten der rheumatologischen Abteilung zu erproben, das gewonnene Gewebe
histologisch und erstmals mittels FACS zu verarbeiten und diese Ergebnisse mit der
klinischen Prisentation und Ergebnissen der Analysen von Blut und Synovialfliissigkeit zu
vergleichen. Des Weiteren erfolgten ultraschallgezielte Synovialgewebsbiopsie an Leichen
zur Erprobung der Methode und zur Gewinnung von gesundem Vergleichsgewebe.

Vor dem Studienstart erhielten wir ein positives Votum der Ethikkommission der
Medizinischen Universitidt Graz zur Synovialgewebsbiopsie an Patientinnen und Patienten
der rheumatologischen Abteilung, sowie an kiirzlich Verstorbenen ohne rheumatische

Vorerkrankung.

2.1 Studienpopulation

Die Studie enthielt zwei unterschiedliche Studienpopulationen:

Die erste ergab sich aus Patientinnen und Patienten der rheumatologischen Abteilung Graz,
bei denen die diagnostische oder therapeutische Indikation einer Gelenkspunktion bestand.
Diese Indikationen waren beispielsweise die Frage nach Kristallarthropathien,
intraartikulirem Keimwachstum oder die Verabreichung von Lokalanésthetika und
Glukokortikoiden in das Gelenk.

Ausschlusskriterien waren dieselben einer routineméfigen Gelenkspunktion. (vgl. Tab. 5)
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Ausschlusskriterien zur Synovialgewebsbiopsie

Laufende orale Antikoagulation

Thrombozytenzahl < 50.000

Bekannte Gerinnungs-, beziehungsweise Blutungsstérungen
Schwere allgemeine Erkrankungen

Allergien auf Lokalanasthetika

Aufgetretene Komplikationen bei Gelenkspunktionen oder Biopsien
in der Vergangenheit

Tab. 5: Ausschlusskriterien bei Patientinnen und Patienten der rheumatologischen
Abteilung.

Bei der zweiten Studienpopulation handelte es sich um kiirzlich verstorbene Personen
(maximal 48 Stunden). Das einzige Ausschlusskriterium war die bekannte Diagnose einer

rheumatischen Erkrankung, dies wurde anhand der Krankengeschichte {iberpriift.

2.2 Ultraschallgezielte Gewebsgewinnung

2.2.1 Biopsie an Patientinnen und Patienten der rheumatologischen
Abteilung

Nach Aufkldrung im Rahmen des &rztlichen Gesprichs und Unterzeichnung einer
Einverstandniserkldrung wurden die Probandinnen und Probanden in die Studie
eingeschlossen. Es erfolgten Routinebefragung und eine routineméBig durchgefiihrte
klinische Untersuchung, sowie die Priifung der Indikation zur diagnostisch/therapeutischen
Gelenkspunktion und mogliche Ausschlusskriterien durch den Untersucher (Assoz.Prof. C.
Dejaco, Facharzt fiir Rheumatologie mit mehrjdhriger Erfahrung im Gelenksultraschall und
in der Gelenkspunktion).

Fiir das Verfahren wurde das ,,MyLabTMTwice“ Ultraschallgerdt der Firma ,,Esaote® mit
einem Linearschallkopf 4-13 MhZ (groe Gelenke) oder 6-18MhZ (kleine Gelenke)
verwendet. (vgl. Abb. 4)

Die Gelenkspunktion und Entnahme von Synovialmembran erfolgte nach dem Verfahren
von Kelley S et al. (70) im Punktionsraum der Rheumaambulanz der Medizinischen

Universitdt Graz, welcher alle hygienischen Voraussetzungen zur Durchfithrung von
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Gelenkspunktionen erfiillte und in welchem routineméBig Gelenkspunktionen durchgefiihrt
wurden.

Es erfolgte die sterile Waschung und im Anschluss die Injektion von 1-3 ml
Lokalanésthetikum (Xyloneural®) in das Gewebe um die geplante Punktionsstelle.
AnschlieBend erfolgte, nach steriler Abdeckung des Ultraschallkopfes, die
Gelenkspunktion mit Hilfe einer 14 Gauge Koaxialnadel (Climed®). Diese wurde mit der
»ein Personen Technik® durchgefiihrt, bei welcher der Ultraschallkopf in einer Hand
gehalten wird und die Punktion mit Hilfe der zweiten Hand erfolgt.

Im néchsten Schritt wurde mit Hilfe einer 10ml Spritze Synovialfliissigkeit entnommen.

Im Anschluss wurden 2 ml Lokalandsthetikum (Xyloneural®) in kleine Gelenke und 5 ml
Lokalanésthetikum in grofe Gelenke injiziert. Die Position der Koaxialnadel wurde mit
Hilfe des Ultraschalles monitorisiert.

Es erfolgte darauthin die Entnahme von maximal zehn Biopsien mit Hilfe eines 16 Gauge
Supercore Biopsie Instruments (Climed®) iiber die liegende Koaxialnadel. (vgl. Abb. 4)
Anschlieend wurde die Koaxialnadel entfernt, die Wunde desinfiziert und verbunden.

Eine Wundnaht der Biopsiestelle war bei diesem Verfahren nicht notwendig.

Abb. 4: Vorrichtungen und Instrumente zur ultraschallgezielten Synovialgewebsbiopsie
A, ,,MyLabTMTwice“. B, Punktionsnadel im Ultraschall. C, Climed® Punktionsnadel.
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2.2.2 Biopsie an kiirzlich Verstorbenen

Vor der Biopsie wurde anhand der elektronischen Krankenakte iiberpriift, dass die
Verstorbenen unter keiner rheumatischen Erkrankung litten.

Die Biopsien erfolgten im Seziersaal des Instituts fiir Pathologie an der Medizinischen
Universitidt Graz, wenige Stunden bis 48 Stunden nach dem Ableben. Ich fiihrte die
Biopsien unter Aufsicht von Assoz.Prof. C. Dejaco und Dr. Husic durch. Zur Darstellung
der Strukturen wurde das tragbare Ultraschallgerit ,,SonoAce R3“ der Firma ,,Samsung*
verwendet.

Als Biopsiestelle wurde, anders als bei den Patientinnen und Patienten der
rheumatologischen Abteilung, nur der Rezessus suprapatellaris je eines Knies verwendet.
Zur besseren Darstellung der Strukturen wurden vor der Biopsie 20ml Wasser in den
Rezessus gespritzt.

Synovialmembran wurde stets an drei Stellen abgenommen: medial, median und lateral in
der Bursa, mit Hilfe eines 16 Gauge Supercore Biopsie Instruments (Climed®) ohne

Zuhilfenahme einer Koaxialnadel. Es wurde keine Synovialfliissigkeit entnommen.

2.3 Verarbeitung des Gewebes

2.3.1 Gewebe der Patientinnen und Patienten der rheumatologischen

Abteilung

Die gewonnenen Proben der Synovialmembran der Patientinnen und Patienten wurden
aufgeteilt:

Drei Proben wurden in Formaldehyd fixiert, um sie spdter in Paraffin einzubetten und
histologisch zu farben. Bis zu drei Gewebsproben wurden zur Analyse des Zellinfiltrates
mit Hilfe von FACS weiter verarbeitet. Bis zu drei Gewebsproben wurden an die Biobank
zur weiteren Konservierung gegeben.

Die bei einer therapeutischen Gelenkspunktion gewonnene Synovialfliissigkeit wurde
teilweise zur Durchfiihrung von Routinetests verwendet, die iibrig gebliebene Fliissigkeit
wurde, falls vorhanden, mit FACS weiterverarbeitet.

Bei den Patientinnen und Patienten wurden auBlerdem 20ml Blut entnommen, zur
Bestimmung von Gerinnungsparametern, Blutbild (gesamt 10ml) und immunologischen

Faktoren (10ml).
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2.3.1.1 Histologische Verarbeitung

Gewebsproben wurden geschnitten und histologisch gefirbt. Jede Probe wurde mit
Héamatoxylin-Eosin gefdarbt und einige Proben unterliefen einer Spezialfirbung bei
bestimmten Fragestellungen, beispielsweise mit einer immunhistochemischen Farbung fiir
IgG4 bei Verdacht auf IgG4 assoziierte Erkrankungen.

AnschlieBend wurden die histologischen Préparate von einem Pathologen je nach

Fragestellung befundet.

2.3.1.2 Zellpopulationsanlayse mit der FACS

Aus der Synovialmembran, der Synovialfliissigkeit und dem entnommenen Blut wurden
mithilfe einer Kollagenase - Losung Zellen gewonnen. Diese wurden mittels Fluoreszenz-
markierter ~ Antikérper  gefarbt und  hinsichtlich  ihrer = Subpopulation am
Durchflusszytometer analysiert. Hierbei wurde der prozentuale Anteil an T Zellen,
gemessen an der Gesamt-Lymphozytenzahl, festgestellt und von diesen Zellen nochmals

der prozentuale Anteil an CD4, CD8 und doppelt-negativen (DN) Zellen bestimmt.

2.3.2 Gewebe der kiirzlich Verstorbenen

Drei Synovialgewebsproben wurden gewonnen und in Formaldehyd fixiert, anschlieend
in Paraffin eingebettet, geschnitten und mit Hématoxylin-Eosin gefarbt. Diese
histologischen Schnitte wurden dann durch einen Pathologen begutachtet und das
Vorhandensein von Synovialmembran wurde iiberpriift.

Zusitzlich erfolgte die Uberpriifung einer mdglichen Synovialitis anhand des

Synovialitisscores.(177)

2.4 Ausarbeitung der Daten von Patientinnen und Patienten

Zur Prisentation der Félle der Patientinnen und Patienten der rheumatologischen Abteilung
wurden die Krankenakten der rheumatologischen Ambulanz sowie die elektronische

Krankenakte ,,RCQM* verwendet.
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2.5 Statistik

Es erfolgte die Ausarbeitung der demographischen Daten und der deskriptiven Statistik fiir

die Patientinnen und Patienten der rheumatologischen Abteilung.

3. Ergebnisse — Resultate

3.1 Studienpopulation der Patientinnen und Patienten der
rheumatologischen Abteilung

Der Studienzeitraum erstreckte sich von 19.01.2016 bis 15.09.2016. In diesem Zeitraum
wurde acht Patientinnen und Patienten Gewebe entnommen, fiinf von Frauen und drei von
Minnern. Das Alter der Studienteilnehmer ersteckte sich von 43 Jahre bis 80 Jahre. In
Tabelle 6 finden sich allgemeine Patientendaten, Krankheitsaktivitit und Laborparameter
zum Zeitpunkt der Biopsie sowie die Punktionsstelle und eine Kurzfassung des
histologischen Befunds. Unter den biopsierten Patientinnen und Patienten, fanden sich vier
Félle von RA und je ein Fall von PsA, Arthritis urica, undifferenzierter Arthritis und
Bursitis subdeltoidea. Bei sechs der acht Fille konnte in der Histologie eine
Synovialmembran dargestellt werden. Lediglich bei der Patientin mit der undifferenzierten
Arthritis, sowie bei dem Patienten mit der Bursitis konnte keine Membran nachgewiesen
werden.

Bei all den vorhandenen Synovialmembranen zeigte sich eine Synovialitis. Die klinische
Diagnose einer Entziindung (z.B. bei Flare einer RA) war stets mit einer
Entziindungsreaktion im histologischen Bild assoziiert. Eine klare Korrelation zwischen
histologischem Bild und Krankheitsaktivitit zeigte sich jedoch nicht. Auffallend war bei
einer Patientin (Pat.5) mit RA eine hohe Krankheitsaktivitit und hohe CRP und BSG
Werte bei gleichzeitiger low grade Synovialitis im Gewebsschnitt.

Ein entziindliches Punktat in der Synovialfliissigkeitsanalyse korrelierte stets mit einer
Synovialitis im histologischen Bild. Bei Pat.3 und Pat.6 konnten kristallinduzierte
Arthritiden in der Sonographie und durch Kiristalle in der Synovialfliissigkeit
nachgewiesen werden. In den entsprechenden Synovialmembranen zeigte sich zwar eine

hyperplastische Deckzellschicht, jedoch waren keine Kristalle auffindbar.
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In vier der acht Félle (drei Félle von RA und ein Fall von PsA), wurde die Zellpopulation
des gewonnenen Gewebes mittels FACS analysiert (vgl. Tab. 7).

Eine Pradominanz von T-Zellen fand sich bei Pat.2 (PsA) in der Synovialfliissigkeit und
bei Pat.5 (RA) in der Synovialmembran, Synovialfliissigkeit und im Blut. Bei beiden
Patientinnen lag eine hohe Krankheitsaktivitit vor. Bei Pat. 1 (RA) und Pat. 4 (RA) konnte
keine Pridominanz von T-Zellen nachgewiesen werden. In beiden Fillen ergab die
Berechnung der Krankheitsaktivitdt eine moderate disease activity.

Der Anteil an CD4+ Zellen war deutlich hoher als der der CD8+ Zellen bei allen
Patientinnen und Patienten in allen untersuchten Geweben. (vgl. Tab. 8)

Ein Vergleich der Ergebnisse der FACS Analyse zwischen Synovialmembran,
Synovialfliissigkeit und But war aufgrund der geringen Datenmenge schwer moglich.
Auffallend war bei Pat. 5 das CD8:CD4 Verhiltnis von 1:9,9 im Blut bei Verhiltnissen
von 1:2 in der Synovialfliissigkeit und in der Synovialmembran.

Bei keinem der acht biopsierten Patientinnen und Patienten traten Komplikationen auf
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Punktions-
m/w | Diagnose Basistherapie SJC/TJC| CRP o Histologie
stelle

i seroneg. Abatacept 125mg 1/Wo CDAI Knie chronische
a
19,1 (MDA) re Entziindung
Arthritis ACC
Pat3 43 m 14 Gichtatropathie
Urica re
Seropos. MTX 15mg 1x/Wo a Knie low grade
Pat5 56 w 17/10 11,9
25 (HDA) Synovitis
Arthritis MCP 1l keine
Pat7 71
MCP lll re Synovia

Tab. 6: Patienteniibersicht.

Krankheitsaktivitit (KA); swollen joint count/tender joint count (SJC/TJC): *(0-28/0-28), °(0-66/0-68); C-reaktives Protein (CRP) (0-5mg/l);
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) 1h (<50Jahre: m: <15, w: <20 mm/h), (>50 Jahre: m: >20, w: >30 mm/h); (35, 183, 184)

Rheumatoide Arthritis (RA); Psoriasisarthritis (PsA); Metacarpophalangealgelenk (MCP); Methotrexat (MTX); Acromioclaviculargelenk (ACC);
not available (n.a.)
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Clinical disease activity index (CDAI): remission (REM): 2,8, low disease activity (LDA): >2,8 - <10, moderate disease activity (MDA): >10 - <22
high disease activity (HDA): >22; (35)

Disease activity index in PsA (DAPSA): REM: <4, LDA: >4 - <14, MDA: >14 - <28, HDA: >28;(183)

Disease activity index 28 CRP (DAS28CRP): REM: <2,6, LDA: 2,6 - <3,2, MDA: 3,2-<5,1, HDA: >5,1;(185)

Histologischer Kurzbefund aus pathologischem Befund enthommen.
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Syn. Membran T Zellen 0,60% 12,10% 14,40% 75,40%
Syn. Membran CD4 42% 68,20% 58,80% 62,20%
Syn. Membran CD8 22,50% 25,70% 35,60% 31,10%
Syn. Membran DN 7,70% 4,90% 1% 5,70%

Tab. 7: FACS Analyse der Synovialmembran, der Synovialfliissigkeit und des Blutes.

Doppelt-negativ (DN); Not available (n.a.).
Syn. Membran | Syn. Flussigkeit Blut
CD8 : CD4 CD8 : CD4 CD8 : CD4

Pat1
Pat4

Tab. 8: Verhiltnis der CD8+ : CD4+ Zellen der FACS.
Not available (n.a.)
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3.1.1 Prasentation der Fallserie

Zur Darstellung der Studienpopulation werden nun einzeln die acht Patientinnen und

Patienten vorgestellt. Die Nummerierung erfolgt entsprechend der Gliederung in Tabelle 6.

3.1.1.1 Patientin 1 — langjahrige RA mit Knieschwellung

Die 62 jéhrige Patientin kam im Janner 2016 in die rheumatologische Ambulanz mit einer
Zunahme der Krankheitsaktivitét ithrer RA, gekennzeichnet durch vermehrte Schmerzen in
einzelnen Fingergelenken sowie im rechten Kniegelenk.

Die Patientin hatte die Basistherapie mit Leflunomid im November 2015 abgesetzt, da sie
dieses Medikament fiir eine seit mehreren Jahren immer wieder kehrende orale Aphtose
verantwortlich machte. Zur Abkldrung der oralen Aphtose war die Patientin bereits 2014
am Institut fiir Dermatologie vorstellig, wo in einer Biopsie der Mundschleimhaut der
Verdacht auf einen Lichen planus mucosae gestellt wurde.

Seitdem an ihr 2011 eine seronegative RA diagnostiziert wurde, war sie in regelmiBiger
Betreuung an der rheumatologischen Ambulanz. Neben ihrer RA hatte die Patientin eine
langjdhrige Krankengeschichte von Gon- und Fingerpolyarthrosen, sowie diverse
Infektionen.

Die in der Vergangenheit eingesetzte Basismedikation bestand aus: MTX und Sarilimumab
(im Rahmen einer klinischen Priifung).

Ihre Basistherapie zum Zeitpunkt ihres Ambulanztermins bestand aus: Leflunomid 20mg
1x téglich (selbststindig seit 11/15 abgesetzt) und Abatacept 125mg 1x Woche s.c.

Bei der klinischen Untersuchung &uflerte sie Druckschmerz im Bereich der Articulatio
radiocarpalis, im Daumensattelgelenk, in den MCP II und III und dem Kniegelenk, jeweils
beidseitig. Eine Schwellung konnte auflerdem im rechten Kniegelenk festgestellt werden.
Eine zuvor abgenommene Blutprobe zeigte keine Erhéhung der Entziindungsparameter
wiahrend der CDAI mit 19,1 auf eine moderate Krankheitsaktivitdt schlieen lie. (vgl.
Tab. 6)

Die Indikation einer Punktion des rechten Knies zur Aspiration von Synovialfliissigkeit
und Injektion von Glukokortikoiden war gegeben. Zusitzlich erfolgte die Entnahme von
Synovialmembran, welche im histologischen Schnitt den Befund einer chronischen

Entziindung erbrachte.
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Die Analyse der Synovialfliissigkeit und der FACS der Patientin sowie die histologische
Beschreibung ihrer Synovialmembran sind in Tabelle 9 dargestellt. Die histologischen
Schnitte finden sich in Abbildung 5.

Im Follow-up der Patientin ergab sich, dass sich der Zustand der oralen Aphtose und auch
die Krankheitsaktivit gebessert hatten. Da auch im Rontgen der Hénde, Vorfiile, Knie-
und Hiiftgelenke keine neuen Erosionen gefunden wurden, verblieb man vorerst bei der

Monotherapie mit Abatacept.

Synovialfliissigkeit Patientin 1 FACS Patientin 1

gelblich, trib,

LRl fadenziehend

Mikroskopisch keine Kristalle

Manuelle i )
Differenzierung nicht farbbar
Zytologie 3500 Zellen/ul
Befund Punktat wie bei

entziindlichem Erguss

Punktatkultur Kein Wachstum

Synovialmembran Patientin 1
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3.1.1.2 Patientin 2 — langjahrige PsA mit Knieschwellung

Im Miérz 2016 kam die 60 jdhrige Patientin in die Ambulanz der rheumatologischen
Abteilung zur Routineuntersuchung ihrer PsA, welche 2002 erstdiagnostiziert wurde.

Die Patientin klagte tiber Schmerzen und Schwellungen im Bereich des Handgelenks
rechts, mehrerer Zehen beidseits und vor allem des linken Kniegelenks. Da ihr drei
Wochen zuvor ein vermuteter Rheumaknoten aus dem linken Handgelenk entfernt wurde
(welche in der Histologie aber als Synovialhyperplasie herausstellte), hatte sie eines ihrer
Basismedikamente, Certolizumab Pegol, abgesetzt. Seit Absetzen des Medikaments hatte
sich ihre Grunderkrankung deutlich verschlechtert.

Neben ihrer PsA sine Psoriase hatte die Patientin eine Krankengeschichte von
Depressionen, akuten Lumbalgien bei Diskopathien im Bereich L5/S1, einen Netzhautriss
ohne Netzhautablosungen sowie eine fragliche Osteomyelitis des rechten VorfuBes. Fiir
ihre PsA hatte sie in der Vergangenheit MTX, Leflunomid, Adalimumab, Ciclosporin,
Infliximab, Tocilizumab, Abatacept und Golimumab als Therapie erhalten, wobei sich bei
jedem Medikament eine unzureichende Wirkung oder ein Wirkungsverlust zeigte.

Ihre Basistherapie zum Zeitpunkt des Ambulanztermins bestand aus: Leflunomid 20mg 1x
taglich, Certolizumab Pegol 200mg 1x alle zwei Wochen (pausiert wegen Operation).

Zur weiteren Abklarung wurde eine Sonografie veranlasst, die eine hoch aktive Synovitis
im linken Knie und mittelgradige Synovitiden im Bereich des MCP II links und beider
Handgelenke ergab. Entziindungsparameter im Blut waren erhoht und eine Berechnung des
DAPSA Scores ergab eine hohe Krankheitsaktivitit (vgl. Tab. 6).

Zur Behandlung der Knieschwellung wurde die Indikation der Gelenkspunktion gestellt,
bei der 120ml Synovialfliissigkeit und Synovialmembran entnommen und anschlieend
Glukokortikoide injiziert wurden. Die Synovialmembran zeigte im histologischen Schnitt
das Vorhandensein eines akuten und chronischen Entzlindungsinfiltrats.

Die Patientin bekam einen Folgetermin nach einer Woche, bei der eine deutlich subjektive
Besserung der Schmerzen im linken Kniegelenk angegeben wurde. Des Weiteren wurde
Certolizumab Pegol mit Apremilast ersetzt.

Die Analyse der Synovialfliissigkeit, der FACS und die histologische Beschreibung der
Synovialmembran sind in Tabelle 10 dargestellt und die histologischen Bilder in

Abbildung 6.
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Synovialfliissigkeit Patientin 2 FACS Patientin 2

. gelblich, trib,
Makroskopisch fadenziehend
mafig zellreich, keine
Mikroskopisch Kristalle, 21%
Ragozyten

Tab. 10: Patientin 2 Synovialbefund
Manuelle Granulozyten 55%

Differenzierung Lymphozyten 45%

Zytologie 6812 Zellen/pl
Befund Entziindlicher Erguss
Punktatkultur Kein Wachstum

Synovialmembran Patientin 2

Abb. 6: Pat 2 Hamatoxylin-Eosin Farbung. A, 10fache- B, 20fache- C, 40fache VergroBerung
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3.1.1.3 Patient 3 — Arthritis urica mit Schwellung im AC-Gelenk

Die stationdre Aufnahme des 43 jahrigen Patienten an die Abteilung fiir Rheumatologie
erfolgte im Mirz 2016 durch Uberweisung von einem peripheren Krankenhauses bei
Verdacht auf systemische Vaskulitis. Dieser Verdacht wurde aufgrund von Schwellungen
beider Knie mit rezidivierenden Gelenksergilissen, erhdhter c-Anti-neutrophiler
cytoplasmatischer Antikorper (c-ANCA) Werte (1:1280), jahrelang bestehender Rhinitis
und einer Bluteosinophilie von 9% im Differentialblutbild gedufert.

Im peripheren Krankenhaus war der Patient zuletzt mehrfach stationdr aufgenommen
worden, unter anderem wegen einer Pneumonie, Urosepsis mit Begleitperikarderguss,
rezidivierenden Exanthemen, sowie eines akuten Nierenversagens.

Der Patient bekam weder in der Vergangenheit, noch zum Zeitpunkt der Untersuchungen
eine Basismedikation flir rheumatologische Erkrankungen.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren die Knie unauffillig, wéhrend im
Grof3zehengrundgelenk links sowie im Acromioclavikulargelenk (AC-Gelenk) Gelenk
rechts Schmerzen und Schwellungen auftraten.

Eine Gelenkssonographie des Grof3zehengrundgelenks zeigte Tophi und Doppelkonturen
wie bei einer akuten Arthritis urica, sowie eine destruktiv, mittelgradig aktive Arthritis mit
ausgepragter synovialer Proliferation im AC-Gelenk. Ein zusétzliches Rontgen der
Schulter zeigte das Bild einer Tendinosis calcarea.

Aufgrund der unklaren Arthritis mit synovialer Proliferation im AC-Gelenk, erfolgte der
Versuch einer Spiilung und Aspiration mit 10ml NaCl des Gelenks, wobei jedoch keine
Fliissigkeit gewonnen werden konnte.

Es wurde zusitzlich eine Synovialgewebsprobe aus dem AC-Gelenk entnommen, welche
im histologischen Schnitt eine chronische Entziindung im Rahmen einer Gichtatropathie
darstellte. Der vollstdndige histologische Befund der Synovialmembran ist in Tabelle 11
dargestellt, die histologischen Bilder finden sich in Abbildung 7.

Zusitzlich wurden ein Computertomographie (CT) der Nasennebenhohlen, sowie eine
Biopsie des harten Gaumens gemacht, wobei kein Nachweis fiir eine systemische
Vaskulitis erbracht werden konnte. Laborchemisch zeigten sich keine erhohten
Entziindungswerte (vgl. Tabelle 6). In der Kontrolle der c-ANCA zeigten sich diese mit

einem Titer von 1:80 nur mehr gering erhoht.
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Aufgrund der Diagnose der Arthritis urica, sowohl in der Gelenkssonographie als auch in
der Synovialgewebsbiopsie, bekam der Patient Allopurinol und Colchizin als Therapie und
wurde anschliefend aus dem Krankenhaus entlassen.

Bei einer Kontrolluntersuchung drei Monate nach Entlassung, zeigte sich der Patient

subjektiv und objektiv beschwerdefrei.

. . Tab. 11: Patient 3 Synovialbefund
Synovialmembran Patient 3

Abb. 7: Pat 3 Hamatoxylin-Eosin Farbung. A, 10fache- B, 20fache- C, 40fache VergroRerung
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3.1.1.4 Patient 4 — Chron. Synovitis im Ellbogen bei RA

Der 51 jéhrige Patient kam im April 2016 in die rheumatologische Ambulanz zur
Folgeuntersuchung seiner seropositiven RA. Die Erstdiagnose der RA erfolgte im Jahre
2000.

Zum Zeitpunkt des Ambulanztermins beklagte der Patient Schmerzen, Schwellung und
eingeschriankte Beweglichkeit des rechten Ellbogens.

Die in der Vergangenheit eingesetzte Basismedikation bestand aus: MTX und Leflunomid.
Die Basistherapie zum Zeitpunkt des ambulanten Termins bestand aus: Etanercept 50mg
1x wochentlich subkutan (s.c.) und Sulfasalazin 500mg 1x taglich.

Der DAS-28 betrug 3.3 was einer moderaten Krankheitsaktivitdt entsprach. (vgl. Tab. 6).
Es erfolgte schlieBlich eine Punktion des rechten Ellbogengelenks mit Entnahme von
Synovialmembran, sowie eine Injektion von Glukokortikoiden und Lokalanésthetika. Der
histologische Befund ergab eine chronische Entziindung im Rahmen einer langjdhrigen
RA. Das Ergebnis der FACS findet sich in Tabelle 12, eine Sammlung der histologischen
Farbungen in Abbildung 8. Die Dosis von Sulfasalazin wurde in Folge erhoht. Beim
anschlieBenden Ambulanztermin einen Monat spéter zeigte sich eine deutliche Besserung
der Krankheitsaktivitdt, insbesondere auch ein Riickgang der Schwellung und Schmerzen

des Ellbogens.
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Abb. 8: Pat 4 10fache VergréRBerung folgender Farbungen: A, Himatoxylin-Eosin. B, CD68
pos. C, CD3 pos. D, CD8 pos. E, CD4 pos., F, CD20 pos. G, ilgG4 pos.

3.1.1.5 Patientin 5 — langjahrige RA mit multipler Gelenksschwellung

Die 56 jadhrige Patientin kam im Mai 2016 erstmals in die Ambulanz der
rheumatologischen Abteilung zur Therapieoptimierung ihrer seropositiven RA. Die
Erstdiagnose war im Jahre 2006 erfolgt und seit 2010 bekam sie 15mg Methotrexat als
Monotherapie, wodurch sie bis dahin zufriedenstellend eingestellt war.

Eine zusitzliche Basismedikation in der Vergangenheit war Adalimumab.

Seit drei Monaten hatte sich ihre Situation jedoch verschlechtert und sie berichtete von
deutlich verstiarkten Schmerzen und Schwellungen in multiplen Gelenken. Sie berichtete
auBerdem von einer verldngerten Morgensteifigkeit, die tiber 15 Minuten andauerte.

Die klinische Untersuchung zeigte Schwellungen und Schmerzen in multiplen
Fingergelenken, den Ellbogen, dem rechten Knie und dem linken Sprunggelenk.
Entziindungsparameter im Blut zeigten sich erhéht und der CDAI lag bei 25, was einer
hohen Krankheitsaktivitét entspricht (vgl. Tab. 6).

Im Rontgen der Hiande und VorfiiBe fanden sich mehrere Erosionen. Die Sonographie
ergab eine hochgradig aktive Synovitis im rechten Knie. Eine Synovitis fand sich auch in
mehreren kleinen Gelenken der Hande und Fii3e.

Es folgte die Punktion des rechten Knies mit Aspiration von Synovialfliissigkeit und
Entnahme von Synovialmembran. Die Synovialmembran zeigte im histologischen Schnitt
Zeichen einer low grade Synovialitis. Der vollstindige Befund der Biopsie und der FACS
sind in Tabelle 13 und die histologischen Schnitte sind in Abbildung 9 dargestellt.

Auf Grund der klinischen und sonographischen Krankheitsaktivitdt wurde die Therapie mit

Adalimumab erweitert.
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Synovialfliissigkeit Patientin 5 FACS Patientin 5

. gelblich, trib,
e Cel fadenziehend
maRig zellreiches Punktat
Mikroskopisch mit Leukozyten. Keine
Kristalle
0,
Manuelle Granulozyten 99%
Differenzierung
Lymphozyten 1%
Zytologie 12100 Zellen/pl
Befund Entziindliches Punktat
Punktatkultur Kein Wachstum

Synovialmembran Patientin 5

Abb. 9: Pat 5 Himatoxylin-Eosin Farbung. A, 10fache- B, 20fache- C, 40fache Vergroferung
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3.1.1.6 Patientin 6 — Chondrocalcinose bei langjahriger RA

Die 80 jéhrige Patientin kam im Juni 2016 zur Kontrolluntersuchung in die
rheumatologische Ambulanz. Seit dem Jahre 2000 war die Patientin aufgrund einer
seronegativen RA in Behandlung. Die Patientin litt auch an einer Psoriasis vulgaris,
dennoch wurde sie als RA klassifiziert.

Sie berichtete, dass sie seit einigen Monaten zunehmende Schmerzen im linken Kniegelenk
verspiirte. Die Schmerzen waren in Ruhe, bei Bewegung und auch in der Nacht vorhanden.
Zusitzlich hatte die Patientin eine sklerosierender Glomerulonephritis, Hypertonie,
Rhizarthrosen sowie eine Struma nodosa regressiva per magna in ihrer Krankengeschichte.
Zum Zeitpunkt des Ambulanztermins bestand die Therapie der RA aus Etanercept 25 mg
2x 1 Ampulle wochentlich s.c. und MTX 10mg 1x wochentlich. Bei der Patientin zeigte
sich eine niedrige Krankheitsaktivitdt ihrer RA gemessen am DAS28 CRP von 2,7 sowie
erhohte Entziindungsparameter (vgl. Tab. 6).

In der Sonographie des Kniegelenks zeigte sich ein geringer Erguss mit hyperechogenen
Verdanderungen mit Schallausloschungen. In einem Knie Rontgen zeigte sich eine
Meniskusverkalkung.

Um die Verdachtsdiagnose einer Chondrocalcinose zu bestitigen, wurde eine
Kniegelenkspunktion zur  Synovialfliissigkeitsanalyse  durchgefiihrt. Bei einem
anschlieBenden Ambulanztermin einen Monat spdter, wurde der Patientin ein
Glukokortikoid in das linke Knie verabreicht und es erfolgte zusétzlich eine
Synovialgewebsbiopsie. Die Biopsie zeigte im histologischen Schnitt Zeichen einer
chronischen Entziindung, im Rahmen der langjdhrigen RA. Es fanden sich jedoch keine
positiv, doppelbrechenden Kristalle in der Synovialmembran, wihrend diese in der
Synovialfliissigkeit vorkamen. Die vollstdndigen Ergebnisse der Synovialfliissigkeit, und
der Synovialmembran, finden sich in Tabelle 14. Bei einem weiteren Ambulanztermin
zwei Wochen spéter, gab die Patientin eine deutliche Besserung der Schmerzen im linken

Knie an. Man verblieb bei der Diagnose einer RA mit Chondrocalcinose.
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Tab. 14: Patientin 6

Synovialfliissigkeit Patientin 6 Synovialbefund

Makroskopisch hellgelb, klar, fadenziehend

Mikroskopisch zellarm, vereinzelt intra und extrazellular positive
doppelbrechende Kristalle nachweisbar

Zytologie 100 Zellen/ul
Befund Chondrocalcinose, DD: Aktive Arthrose,
Punktatkultur  Kein Wachstum

Synovialmembran Patientin 6

3.1.1.7 Patientin 7 — Undifferenzierte Arthritis mit Schmerzen im MCPIII

Die 71 jahrige Patientin kam im Februar 2016 erstmals in die Ambulanz der
rheumatologischen Abteilung mit Verdacht auf RA. Die Patientin gab an, seit drei Jahren
intermittierende, belastungsbedingte Schmerzen im MCP III rechts, dem Handgelenk
rechts, der HWS, sowie dem Sprunggelenk rechts zu haben. Die Schmerzen verbesserten
sich in Ruhe, durch Warmeapplikation, sowie durch die Einnahme von Ibuprofen. Seit
einigen Monaten bemerkte die Patientin auflerdem eine zunehmende Schwellung und
Verformung des MCP III. Die Familienanamnese war leer.

Die Patientin gab an, noch nie eine Basistherapie fiir eine rheumatische Krankheit erhalten
zu haben. Die klinische Untersuchung ergab Zeichen einer Fingerpolyarthrose,
Daumensattelgelenksarthrose, sowie ein druckschmerzhaftes und geschwollenes MCP 111
Gelenk.

Entziindungsparameter, RF (IgA) und ACPA waren negativ. Eine Sonographie des MCP
IIT zeigte eine hochgradige synoviale Proliferation und Hypervaskularisation mit

mittelgradiger Ergussbildung, starker Hyperostose mit unregelméBiger Gelenksoberflidche
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und kleinen erosiven Defekten. Im rechten Handgelenk konnte eine synoviale
Hyperproliferation nachgewiesen werden, wihrend die restlichen Gelenke sonographisch
unauffallig waren.

Ein MR der rechten Hand zeigte synoviales Enhancement, Erosionen, exzentrische
Gelenksspaltschmélerungen und ein kleinzystisch konfiguriertes Markraumédem im MCP
1.

Zur weiteren Analyse erfolgte eine Synovialgewebsbiopsie, bei der jedoch keine Synovia
im histologischen Schnitt vorhanden war. Der Befund ist in Tabelle 15 dargestellt.

Es erfolgte des Weiteren die Bestimmung des ,,High iron Fe (HFE)*“ — Gens bei Verdacht
auf Hdmochromatose, sowie eine Bestimmung des HLA B27 Typs, wobei beide
Ergebnisse negativ waren. Da aufgrund der Bildgebung eine entziindlich rheumatische

Erkrankung angenommen wurde, die Patientin jedoch die Kriterien fiir eine RA nicht

erfiillte, erfolgte die primdre Behandlung durch Injektion von Glukokortikoiden in das
MCP 1III Gelenk.

Synovialmembran Patientin 7 Tab. 15: Patientin 7 Synovialbefund
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3.1.1.8 Patient 8 — Bursitis subdeltoidea

Der 63 jahrige Patient wurde erstmals im September 2016 in der rheumatologischen
Ambulanz vorstellig. Seit zehn Jahren bestanden bei ihm Schmerzen und intermittierende
Schwellungen im Bereich der rechten Schulter. Die Schmerzen waren am starksten in der
Nacht und den frithen Morgenstunden. Seit kurzem strahlten die Schmerzen in den rechten
Unterarm aus.

In der klinischen Untersuchung zeigten sich Abduktionsschmerzen in der rechten Schulter
ab 75°, sowie Provokationsschmerzen in der langen Bizepssehne, sowie im Bereich der
Halswirbelsdule mit Ausstrahlung in den rechten Unterarm bei Rotation und Extension. Es
fand sich kein neurologisches Defizit.

Eine Eiweillelektrophorese gab Hinweise auf eine Hypogammaglobulindmie. Der RF (IgA)
war positiv (35 U/mL), wihrend ACPA sowie die Entziindungsparameter nicht erhdht
waren (vgl. Tab. 6).

Ein MRT der rechten Schulter ergab das Bild einer Bursitis subdeltoidea, subacromialis
mit zottigen Verdnderungen.

In der Gelenkssonographie zeigte sich eine Ergussbildung um die lange Bizepssehne,
sowie synoviale Proliferation, Erguss und Hypervaskularisierung der Bursa subdeltoidea.
Es wurde zusitzlich eine Punktion des Bursa mit Entnahme von Synovialfliissigkeit, sowie
der Synovialmembran vorgenommen. Im histologischen Bild zeigte sich jedoch keine
Synovialmembran, sondern nur Fett- und Muskelgewebe. Die Ergebnisse dieser Befunde
finden sich in Tabelle 16.

Aufgrund der klinischen Priasentation und der Bildgebung ergab sich die Diagnose einer
Periatropathia humeroscapularis, einer Bursitis subacromialis und subdeltoidea, sowie ein
unteres Cervicalsyndrom jeweils auf der rechten Seite.

Zur Therapie erhielt der Patient ein Nichtsteroidales Antirheumatikum (NSAR) und er

wurde auf die orthopadische Ambulanz tiberwiesen.
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Synovialfliissigkeit Patient 8 Tab. 16: Patient 8 Synovialbefund

Mikroskopisch Keine Kristalle

Manuelle zu geringe Punktatmenge
Differenzierung

Zytologie zu geringe Punktatmenge
Punktatkultur Kein Wachstum

Synovialmembran Patient 8

3.2 Studienpopulation der kiirzlich Verstorbenen

Der Studienzeitraum erstreckte sich von 14.12.2015 — 2.3.2016. In diesem Zeitraum
wurden an 15 kiirzlich Verstorbenen Synovialgewebsbiopsien an den Knien durchgefiihrt.
Acht der Verstorbenen waren Frauen, wihrend sieben Ménner waren. Das Alter bei der
Punktion erstreckte sich von 44 bis 94 Jahre. In Tabelle 17 finden sich demographische

Daten, die biopsierte Knieseite und das Vorhandensein von Gewebe bei den 15 Leichen.
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Leiche 1 Links Median (A1-A3), lateral (B1-B3)
-I--_
Leiche 3 Links Medial (C1-C3), median (D1-D3)
-I--_
Leiche 5 Rechts Medial (E1-E3), lateral (F1-F3)
-I--_

Leiche 7 Rechts
-I--_
Leiche 9 75 Rechts

Leiche 11 Rechts Median (11-13)

Leiche 13 Rechts

Leiche 15 Rechts

Tab. 17: Allgemeine Daten zu den kiirzlich Verstorbenen
A1-A3, B1-B3 etc. entspricht den nachfolgenden Bildern; not available (n.a.)
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A1l

Synoviale Deckzellschicht
1 2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
0 synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
0 entziindlichen Infiltrats

Abb. 10: Leiche 1 median Hamatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 18: Leiche 1 median

Synoviale Deckzellschicht
1 2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
0 synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
0 entzlindlichen Infiltrats

Abb. 11: Leiche 1 lateral Himatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 19: Leiche 1 lateral
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Synoviale Deckzellschicht
1 2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
0 synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
0 entziindlichen Infiltrats

Abb. 12: Leiche 3 medial Hamatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 20: Leiche 3 medial

Synoviale Deckzellschicht
1 2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
0 synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
0 entzlindlichen Infiltrats

D3 |Ergabties eine synaviaie |

Abb. 13: Leiche 3 median Hamatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 21: Leiche 3 median
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Abb. 14: Leiche 5 medial Himatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x.

Tab. 22: Leiche 5 medial
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Abb. 15: Leiche 5 lateral Himatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 23: Leiche 5 lateral
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Synoviale Deckzellschicht
1 2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
0 synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
0 entziindlichen Infiltrats

Abb. 16: Leiche 6 medial Hamatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 24: Leiche 6 medial

Synoviale Deckzellschicht
1 2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
0 synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
0 entzlindlichen Infiltrats

Abb. 17: Leiche 6 median Hamatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x.  Tab 25: Leiche 6 median
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Synoviale Deckzellschicht
1 Zellage breit

Normale Zelldichte im
synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
entziindlichen Infiltrats

Synoviale Deckzellschicht
1 2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
0 synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
0 entzlindlichen Infiltrats

Abb. 19: Leiche 12 median Hamatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 27: Leiche 12 median

65



Synoviale Deckzellschicht
1 2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
0 synovialen Stroma

Kein Nachweis eines
0 entziindlichen Infiltrats

Abb. 20: Leiche 12 lateral Hamatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 28: Leiche 12 lateral

)
LV:\

N

Synoviale Deckzellschicht
2-3 Zelllagen breit

Normale Zelldichte im
synovialen Stroma

Kein Nachweil} eines
entzlindlichen Infiltrats

Abb. 21: Leiche 14 medial Hamatoxylin-Eosin Farbung 10/20/40x. Tab. 29: Leiche 14 medial
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4. Diskussion

Die Synovialmembran spielt bei vielen rheumatischen Krankheiten, wie beispielsweise der
RA eine zentrale Rolle in der Pathogenese und ist eine aussichtsreiche Quelle moglicher
Biomarker.(55, 92, 142) Mit Hilfe der ultraschallgezielten Biopsie der Synovialmembran,
lasst sich dieses Gewebe in guter Qualitdt und Quantitdt entnehmen und zeigt sich fiir
Patientinnen und Patienten als sichere und gut tolerierbare Methode.(70)

In unserer Studie erprobten wir die ultraschallgezielte Biopsie der Synovialmembran an
acht Patientinnen und Patienten, verarbeiteten das Gewebe histologisch, analysierten die
darin enthaltenen Zellen erstmals mit der FACS und stellten die gewonnenen Ergebnisse,
der klinischen Prisentation und Ergebnissen der Analysen von Blut und
Synovialfliissigkeit gegeniiber.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigten, dass bei der klinischen Diagnose einer
Gelenksentziindung, eine Synovialitis im entsprechenden histologischen Schnitt erkennbar
war. Eine Korrelation des histologischen Bilds mit der Krankheitsaktivitit und den
Blutwerten der Patientinnen und Patienten war jedoch nicht ersichtlich, wobei eine
mogliche Erklarung die bekannte morphologische Heterogenitit der RA ist. Hierbei geben
einzelne Gelenksabschnitte nicht den eigentlichen Krankheitszustand des Gelenks
wider.(177) Es ist auBerdem moglich, dass die Basistherapie der Patientinnen und
Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie einen groferen Effekt auf das histologische Bild als
auf die klinische Prédsentation hatte.

Unsere Ergebnisse zeigten des Weiteren, dass die Histologie der Synovialmembran
dhnliche Aussagen zu Entziindungen im Gelenk wie die Synovialfliissigkeitsanalyse zu
liefern scheint. Ein entziindliches Punktat in der Synovialfliissigkeitsanalyse korrelierte
stets mit einer Synovialitis im histologischen Bild.

Dementgegen konnten Kristalle, welche in der Synovialfliissigkeit gefunden wurden, nicht
in der Synovialmembran nachgewiesen werden. Berichte aus den 1970er Jahren
beschreiben zwar das Vorkommen von Kristallen in der Synovialmembran, machen jedoch
keine Aussagen {iiber die Sensitivitdt dieser Untersuchung und verwendeten andere
Methoden als die ultraschallgezielte Biopsie.(173, 174)

Wir untersuchten erstmalig ultraschallgezielt gewonnene Synovialgewebsbiopsien mittels
FACS. FACS Analysen wurden zuvor nur an Geweben durchgefiihrt, welche durch
Methoden wie Arthroskopie und Arthrotomie gewonnen wurden.(186-188)
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Aus den FACS Daten, konnten wir eine klare Pridominanz der T-Lymphozyten bei RA,
wie sie in der Literatur beschrieben wird, nicht ableiten.(120) Nur bei einer Patientin, mit
hoher Krankheitsaktivitit, zeigte sich ein groBer Anteil von T Zellen im Ausmal} von circa
70% sowohl in der Synovialmembran als auch in der Synovialfliissigkeit und im Blut.

Die Verteilung von CD8+ zu CD4+ Zellen hingegen zeigte eine klare Pradominanz der
CD4+ Zellen in der Synovialmembran und im Blut, dhnlich wie sie in der Literatur
beschrieben wird.(120) Interessant war, dass diese Pradominanz auch in der
Synovialfliissigkeit vorkam, was den Ergebnissen einer élteren Studie widersprach, welche
T-Lymphozyten Subtypen durch Immunhistochemie untersuchte. In dieser Studie war das
Verhiltnis zwischen CD4+ zu CD8+ Zellen nahezu 1:1.(189) Die verhdltnismafig geringe
Ausbeute an Synovialmembran bei den Leichen (vorhandenes Gewebe bei 7 von 15
Leichen) im Vergleich zu Patientinnen und Patienten assoziieren wir damit, dass aufgrund
der nicht vorhandenen Synovialitis die gesuchte Synovialmembran deutlich schwerer zu
biopsieren war. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine hochgradige Synovialitis das
beste Ausgangsgewebe fiir eine erfolgreiche Synovialgewebsbiopsie ist.(65, 70) Wenn
Synovialmembran bei den Leichen gewonnen werden konnte, konnte diese jedoch gut

histologisch bewertet werden.

Zusammenfassend, ldsst sich aus unserer Studie schliefen, dass ultraschallgezielte
Synovialgewebsbiopsien sowohl an kleinen als auch an groflen Gelenken mdglich sind.
Wir untersuchten erstmalig ultraschallgezielte Synovialgewebsbiopsien mittels FACS und
stellten sowohl eine gute Qualitét als auch Quantitdt des Gewebes fest. Diese Erkenntnisse
und die gesammelten Daten konnen fiir zukiinftige Studien zur Erforschung von
Biomarkern verwendet werden.

Fir die Aussagekraft des histologischen Bilds in Bezug auf klinische Prédsentation und
Krankheitsprognose, bedarf es jedoch noch Studien mit gréeren Patientenpopulationen.
Wir konnten in unserer Studie des Weiteren die Sicherheit dieser Methode fiir Patientinnen
und Patienten bestitigen, wie erst zuletzt in einer Studie gezeigt werden konnte.(70)
Anhand der vorhandenen Literatur und durch unsere eigenen Erfahrungen glauben wir,
dass durch ultraschallgezielte Synovialgewebsbiopsien in der Zukunft weitere
Riickschliisse auf die Pathogenese rheumatischer Erkrankungen gezogen werden kdnnen.
Derzeit werden Biopsien hauptsichlich zu Forschungszwecken verwendet um nach
moglichen Biomarkern zu suchen, die bei der Therapiewahl und beim Abschitzen des

Therapieerfolgs helfen sollen.
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Aktuelle Studien wie die “National Institute for Health Research: Response, Resistance to
Rituximab study” oder die “Stratification of Biologic Therapies for Rheumatoid Arthritis
by Pathobiology study” befassen sich ebenso mit diesen Themen.(92)
Synovialgewebsbiopsien konnten unserer Meinung nach zukiinftig aber auch zur Hilfe in
der Diagnostik, zumindest in unklaren Féllen, in Betracht gezogen werden.

Individuelle Diagnosen und Therapien sind fiir kiinftige Behandlungsprinzipien essentiell,
um eine bestmdgliche Behandlung fiir jede Patientin und jeden Patienten zu ermdglichen
Die ultraschallgezielte Synovialgewebsbiopsie konnte hierbei kiinftig eine dhnlich wichtige
Rolle spielen wie die Biopsien von Tumoren in der Behandlung von

Krebserkrankungen.(190, 191)
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