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Zusammenfassung

Hintergrund und Ziele

Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine systemische Autoimmunerkrankung bei der die B-
Zellen eine groBe Rolle spielen. Die Beobachtung dieser Zelle ist ein wichtiges Instrument
um B Zell depletierende Therapien (z.B. Rituximab) zu {iberwachen. Mittels der HS-FACS
Analyse konnte demonstriert werden, dass Patienten mit einer kompletten B Zell Depletion
an Tag 15 nach der ersten Infusion mit Rituximab ein besseres klinisches Ansprechen
zeigen. In unserer Studie untersuchten wir, ob diese Beobachtung wiederholt werden kann.
Des Weiteren wurde kiirzlich gezeigt, dass die Expression von CD95+ auf B-Zellen mit
der Krankheitsaktivitdt von SLE Patienten korreliert. Ob dies auf Patienten mit RA zutrifft,
ist bis jetzt unbekannt. Deswegen testeten wir, ob eine Korrelation zwischen den CD95+ B

Zell Subpopulationen und dem Disease activity score 28 (DAS28) besteht.

Material und Methoden

29 Patienten mit aktiver RA, die unzureichend auf TNF-Blocker reagierten, wurden nach
ausfithrlicher Aufklarung und Zustimmung in die Studie inkludiert. Der DAS28 wurde bei
29 Patienten 2 Wochen nach Therapiebeginn und bei 19 Patienten 24 Wochen nach
Therapiebeginn gemessen. Zum selben Zeitpunkt wurden Zellen aus dem peripheren Blut
isoliert und mit dem 7 Kanal Flow Cytometer (BD Canto II, Spoftware FACSDIVA)
untersucht. Die B-Zellen wurden unterteilt in Naive B-Zellen (CD19+, IgD+, CD27-), IgD
Memory B-Zellen (CD19+, IgD+, CD27+), Post Switch Memory B-Zellen (CD19+, IgD-,
CD27+) und die Doppelt Negative B-Zelle (CD19+, IgD-, CD27-). Zur weiteren
Charakterisierung der B-Zelle wurden die Oberflichenmarker CD95+ und CDS80+
verwendet. Komplette B Zell Depletion wurde mit 0,002% oder < 10 B-Zellen / 500.000
CDA45+ Leukozyten festgelegt. Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS (Version
18.0). Die Verteilung der Daten wurde mit dem Mittelwert +£ SD dargestellt.

Ergebnisse
Von den 19 Patienten, die sich in Woche 24 befanden, zeigten 7 Patienten (37%) eine gute

EULAR Ansprechrate, 4 (21%) zeigten eine moderate EULAR Ansprechrate und 8
Patienten (42%) zeigten keine EULAR Ansprechrate. Keiner der Patienten mit einer guten
Ansprechrate wies eine komplette B Zell Depletion auf. Im Gegensatz dazu wurde jeweils
bei der Gruppe mit der moderaten Ansprechrate und bei den Therapieversagern ein Patient
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mit kompletter B Zell Depletion gefunden. Interessanterweise waren bei den
Therapieversagern vor Behandlungsbeginn die Post Switch Memory B-Zellen erhoht,
sowohl CD95+ (MW: 1423,29 + SD: 842,98) als auch CD80+ (MW: 1280,71 + SD:
509,55).

Bei 29 untersuchten Patienten konnte keine signifikante Korrelation zwischen den CD95+
B Zell Subpopulationen sowie den CD80+ B Zell Subpopulationen und dem DAS28

gefunden werden.

Konklusion

Unsere Daten legen nahe, dass die komplette Depletion der B-Zelle 15 Tage nach
Rituximabinfusion kein Hinweis fiir ein gutes Ansprechen auf diese Behandlung ist.
Jedoch scheinen Patienten, die gut auf Rituximab ansprechen, eine verminderte Anzahl an
CD80- und CD95-positiven Post Switch Memory B-Zellen vor Therapiebeginn zu haben
(<1000 Post Switch Memory B-Zellen / 500.000 Events).

Im Gegensatz zu den SLE Patienten, konnte bei den RA Patienten keine signifikante
Korrelation zwischen der Expression von CD95+ und der Krankheitsaktivitit gefunden

werden.
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Abstract

Background and Purpose

Rheumatoid Arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease characterized by chronic
immune activation and production of autoantibodies. Interestingly, in RA B cells are not
only responsible for the production of these autoantibodies but also activate T cells and
produce proinflammatory cytokines. B cell monitoring has been extensively used to assess
the effect of B cell depleting therapies (e.g. Rituximab). Using highly flow cytometry it
was possible to determine whether RA patients might benefit from therapy with this
monoclonal antibody. Using this method showed that RA patients treated with Rituximab
have a better outcome when B cells are completely depleted 15 days after the first infusion.
It was proposed that this would allow the identification of patients who will respond worse
to current dosing regimens of Rituximab. The purpose of this study was to show if this is
also true for our patients and to test whether B cell subsets would further help to recognize
early patients that have a poor outcome.

Recently it has been shown that CD95 expression on B cells in SLE patients correlates
with disease activity. Whether this is true in RA patients or not is unknown. Thus our
second aim was to verify the correlation between the CD95 expression on different B cell

subsets and the disease activity score 28 (DAS28) in RA patients.

Material and Methods

29 RA patients with active disease despite therapy with TNF-antagonists were included in
the study after signing informed consent. DAS28 was determined in 29 patients 2 weeks
after Rituximab application and in 19 patients DAS28 was determined 24 weeks after
Rituximab application. Peripheral blood cells were isolated at the same points. 500.000
cells were acquired and analyzed using a seven-channel flow cytometry (BD Canto II
cytometer, Software FACSDiva). According to their surface staining B cells were divided
in naive B cells ( CD19+, IgD+, CD27-), IgD Memory B cells (CD19+, IgD+, CD27+),
Post Switch Memory B cells (CD19+, IgD-, CD27+) and Double Negative B cells
(CD19+, IgD-, CD27-). In addition, B cells were further characterized using CD95 and
CD80. Complete depletion was defined as 0,002%, i.e. 10 events or less in 500.000 CD45+
cells. Statistical analysis was performed using SPSS (Version18.0). Main and SD values

were used.



Results

Seven out of 19 patients (37%) who have finished week 24 showed a good EULAR
response, 4 patients (21%) had a moderate EULAR response and 8 patients (42%) showed
no EULAR response. Interestingly, none of the patients with a good EULAR response
showed complete B cell depletion at day 15. In contrast, 1 of the patients with moderate
response and 1 of the non-responders showed a complete B cell depletion. Before therapy
the non-Responders had the highest elevated frequency of Post Switch Memory B cells
expressing CD95 (Mean: 1423,29 + SD: 842,98) or CD80 (Mean: 1280,71 + SD: 509,55 ).

In 29 patients no significant correlation between the frequency of CD95+ B cells and the
DAS28 was demonstrated. Also no significant correlation between the frequency of

CD&0+ B cells and the DAS28 could be shown.

Conclusion

The results suggest that RA patients do not benefit from a complete B cell depletion 15
days after treatment with Rituximab. Interestingly, patients with a low number of Post
Switch Memory B cells before therapy, expressing CD95 or CD80 (<1000/500.000 events)
will benefit more profoundly from B cell depleting therapy.
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1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

1.1.1 Definition

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung, welche durch
eine Autoimmunreaktion induziert wird. Gekennzeichnet durch Synovialitis, Arthritis,
Bursitis und Tendovaginitis, verlduft die Erkrankung schubweise progredient und kann zu

Gelenksdestruktion und Invaliditét fiihren. Extraartikuldre Manifestationen sind moglich.

1.1.2 Epidemiologie

Meist beginnt die Erkrankung jenseits des 40. Lebensjahres und betrifft {iberwiegend Frauen
(m:w=1:3) [5].

Die Privalenz im Erwachsenenalter betrigt 1%, ab einem Alter von iiber fiinfzig Jahren steigt
die Pravalenz auf 2%. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 55. und 75. Lebensjahr. Die
Pravalenz der RA ist geographischen Unterschieden unterlegen. In Nord- und Mitteleuropa
sowie in Nordamerika kommt die Erkrankung hiufig vor, in Entwicklungsldndern hingegen
selten. Dies ldsst auf unterschiedliche genetische Risikofaktoren und Umwelteinfliisse, die fiir
die Entstehung der Erkrankung eine Rolle zu spielen scheinen, zuriickschliefen [21].

Rauchen konnte als Risikofaktor fiir die Entstehung einer RA identifiziert werden. In einer
Studie wurde gezeigt, dass Raucher ein doppelt so hohes Risiko haben an RA zu erkranken
wie Nichtraucher [59].

Andere Risikofaktoren wie Alkohol- und Koffeinkonsum, orale Antikontrazeption, Vitamin D
Status und niedriger soziodkonomischer Standard werden in der Literatur genannt. Allerdings
ist der Zusammenhang zwischen diesen Faktoren und der Erkrankung wenig aussagekriftig

[58].



1.1.3 Pathophysiologie

Rheumatoide Arthritis entsteht durch viele verschiedene Entziindungskaskaden, die alle in
einem gemeinsamen finalen Ergebnis, falls dem nicht entgegengewirkt wird, ndmlich der
persistierenden Entzlindung der Synovia und damit einhergehender Gelenkszerstorung, enden
[21].

Zwillingstudien und andere genetische Untersuchungen haben gezeigt, dass die erbliche
Komponente der RA im HLA-DR-Locus liegt. Die Funktion dieses Molekiils stellt die
Préasentation von Peptiden an CD4-positive-T-Zellen dar [48]. Dieses arthritogene Peptid wird
von synovialen Zellen, die aberrant HLA-Klasse II-Antigene und Ko-Stimulationsmolekiile
tragen, priasentiert. Die T-Zelle bindet an dieses Antigen und wird aktiviert. Sie sezerniert nun
Zytokine, unter anderem IL-2, die weitere T-Zellen anlocken und auch auf die B-Zelle
wirken, die ebenfalls aktiviert wird und Immunglobuline, insbesondere Rheumafaktoren,
sezerniert. Diese RF schlieBen sich zu Immunkomplexen zusammen und aktivieren das
Komplementsystem [5].

Die aktivierten T-Zellen flihren zu einer Einwanderung von Makrophagen in das Gewebe.
Diese sezernieren TNFo und IL-1, welche ihrerseits Osteoklasten und Chondrozyten
aktivieren, sodass Knochen und Knorpel zerstort werden. AufBlerdem kommt es zur
Einwanderung weiterer Fibroblasten und Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion [5].
Durch diese eingeleiteten Entziindungsprozesse kommt es zur Verbreiterung und zottigen
Auftreibung der Synovialmembran. Die Zellen der Deckzellschicht, die normalerweise
hauptsédchlich aus Makrophagen und aktivierten synovialen Fibroblasten bestehen, vermehren
sich. Es kommt zu T-Zell Infiltration, wobei sich die CD4-positiven T-Zellen in
lymphfollikeldhnlichen Strukturen mit dem Charakter eines Keimzentrums sammeln und die

CD8-positiven T-Zellen infiltrieren diffus das Bindegewebe [5].



1.1.3.1 Die Rolle der B-Zelle

Die B-Zelle unter gesunden Bedingungen

Die Hauptaufgabe der B-Zelle ist die Entwicklung der antikorperproduzierenden
Plasmablastzelle und Plasmazelle und der Memory-B-Zell mit der Fahigkeit Antigene bei
erneutem Kontakt schneller zu erkennen [31].

Im Knochenmark entwickelt sich eine B-Zelle aus einer Stammzelle iiber viele
Precusorstadien. Hier werden die verschiedenen Immunglobulingene neu arrangiert um eine
grofle Bandbreite an einzigartigen Antigenbindungsspezifititen moglich zu machen. Unreife
CD10-positive-Transitional-B-Zellen, die an ihrer Oberfliche IgM / IgD exprimieren,
verlassen das Knochenmark und entwickeln sich im peripheren Blut zu naiven B-Zellen. Nach
Antigenkontakt und mit T-Zell Hilfe, unterzieht sich die naive B-Zelle im Follikel sekundirer
lymphatischer Organe, Keimzentrumsreaktionen. Dies fiihrt zu ihrer klonalen Variabilitit,
nidmlich Anderungen der Ig Gene durch somatische Hypermutation und Neuanordnung der
schweren Ketten der Immunglobuline durch class switch und Affinititsreifung. Wahrend
dieser Keimzentrumsreaktionen werden aus naiven, antigenspezifischen B-Zellen entweder
Memory B-Zellen oder Ig-sezernierende Plasmazellen [2,31]. Die unterschiedlichen B-Zellen
kann man an ihren Oberflichenmarkern und der unterschiedlichen Expression der

einzigartigen Ig-heavy chain Isotypen (z.B. IgM, IgD, IgG, IgA) erkennen [57].

Eine weitere Aufgabe der B-Zelle ist es, genau wie T-Zellen und Makrophagen,
proinflammatorische Zytokine zu produzieren. Sie haben Rezeptoren fiir Chemokine an ihrer
Oberfliche, erzeugen diese aber auch selbst. B-Zellen konnen nicht nur antigenprésentierende
Zellen aktivieren, sondern auch selbst als solche agieren. Sie sind involviert in die T-Zell
Aktivierung und Ausbreitung. Sie organisieren und entwickeln lymphatisches Gewebe [49].
Erfahrungen zeigen, dass bei Verlust oder Beschiddigung der B-Zellen, lympahtisches Gewebe

schlecht organisiert ist und, dass das Immunsystem gestort ist [50].



Die B-Zelle bei RA

Produktion von Autoantikérpern.

B-Zellen produzieren Rheumafaktoren, die gegen das Fc-Fragment von IgG gerichtet sind
und Immunkomplexe bilden. Diese wiederum aktivieren iiber das Komplementsystem weitere
B-Zellen und follikuldre dentritische Zellen. Durch diese Prozesse werden angeborenes und

adaptives Immunsystem aktiviert und lokale Entziindungsprozesse in Gang gesetzt [5,49].

Rheumafaktoren

RF werden von B-Zellen produziert. Es sind Immunglobuline der Klasse M, A und der Klasse
G. Sie richten sich gegen den Fc Teil des IgG-Molekiils. Besonders RF der Ig Klasse G
schliefen sich zu Immunkomplexen zusammen, die sich im Gewebe ablagern kdnnen oder
das Komplementsystem aktivieren. RF kommen physiologisch als unspezifische Verstirkung
von AK-Reaktionen bei Infektionen vor, meistens in der Friihphase, wenn noch nicht
geniigend Immunglobuline vorhanden sind.

Bei der RA kommt es zu einer unphysiologischen Vermehrung dieser RF.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass ein hoher Titer an RF, vor allem die Isotypen
IgG-RF und IgA-RF, mit fortschreitender Gelenksdestruktion und extraartikuldren
Manifestationen vergesellschaftet ist. Allerdings konnten Yazdani-Biuki et al. in ihrer Arbeit
iiber den TNF-a Blocker Etanercept eine signifikante Erhéhung von IgG-RF und IgA-RF im
Serum der untersuchten Patienten nachweisen, trotz verbesserten ACR Ansprechkriterien und
signifikanter Verringerung des DAS28 Wertes [61].

Auch bei anderen autoimmunologischen Erkrankungen, Tuberkulose und chronischen
Hepatitiden konnen erhohte Werte von RF beobachten werden.

Bei 70 bis 80% der betroffenen Patienten findet man erhohte RF. Bei 60 bis 70 Jéhrigen
konnen in 20% der Fille erhohte RF gefunden werden ohne Vorliegen einer RA. Deswegen
sind Rheumafaktoren zwar ein wichtiger Parameter in der Diagnostik und Verlaufskontrolle
der RA, aber keinesfalls beweisend fiir das Vorliegen einer RA, noch kann bei ihrem Fehlen

die Diagnose RA ausgeschlossen werden [5].



Antikorper gegen cyclische citrullinierte Peptide

ACPA sind Antikdrper gegen cyclische citrullinierte Peptide. Sie sind gegen Proteine
gerichtet, die die Aminoséure Citrullin enthalten. Diese Aminoséiure entsteht aus Arginin und
ihre Umwandlung findet bei vielen Synovia-Proteinen, wie zum Beispiel Fibrin und Fillagrin,
statt. Studien konnten zeigen, dass das Vorhandensein dieser AK mit radiologisch
schwerwiegenden Gelenksschiadigungen bei RA Patienten korreliert. Diese Autoantikorper
konnen oft schon 10 Jahre vor Krankheitsbeginn entdeckt werden [32].

ACPA kann bei 80% der RA Patienten im Frithstadium nachgewiesen werden. Sie zeigen eine
Sensitivitidt von 70-80% und eine Spezifitdt von > 90%. Dies macht sie zu einem wichtigen
und verldsslichen Parameter in der Diagnostik der RA [5].

Brickmann et al. untersuchten das Verhalten von RF und ACPA bei Patienten mit CLL mit
oder ohne RA. Sie zeigten, dass RF bei 50% der Patienten ohne RA nachgewiesen werden
konnten. Davon handelte es sich bei 41% um IgM-RF, bei 20% um IgG-RF und bei 3% um
IgA-RF. Bei keinem dieser Patienten konnten ACPA nachgewiesen werden. In der Gruppe
der Patienten mit chronischer lymphatischer B-Zell Leukdmie und diagnostizierter
rheumatoider Arthritis, konnte bei 100% der untersuchten Probanden ACPA und bei 49%
IgM-RF nachgewiesen werden. Dies macht erneut ACPA, aber nicht IgM-, IgG- oder IgA-
RF, zu einem sicheren Laborparameter fiir die Diagnosestellung der RA bei CLL [60].

Produktion von Zytokinen

Studien konnten zeigen, dass B-Zellen, genau wie T-Zellen und Makrophagen, Zytokine
produzieren, vor allem TNFa, IL-6 und Lymphotoxin, die als Wachstumsfaktoren und
Differenzierungsfaktoren fungieren aber auch die Immunantwort verstirken. Sie produzieren
IL-10, das follikuldre dentritische Zellen aktiviert und die B-Zelle wird erneut stimuliert und

die Entziindungsreaktion erneut vorangetrieben [49].

Interaktion mit Chemokinen und ihren Rezeptoren

Chemokine sind in die Formation von ektopen lymphatischen Geweben involviert. CXCL21
ist mitverantwortlich fiir die Rekrutierung von B-Zellen. In Studien konnte vermehrte
Expression von Chemokinrezeptoren im Blut von RA Patienten nachgewiesen werden

[49,51].



Antigenprdsentation und T-Zell Aktivierung

Es konnte gezeigt werden, dass B-Zellen Antigene verinnerlichen und verarbeiten konnen.
Diese Antigen-Peptide werden von B-Zellen nun iiber MHC-Klasse-II Molekiile den CD4+
antigenspezifischen T-Zellen préasentiert. Dadurch werden T-Zellen aktiviert, produzieren
erneut TNFa, was wiederum die Makrophagen aktiviert und 2zu weiteren
proinflammatorischen Mechanismen fiihrt [5,49]. Durch die Interaktion von CD40 auf den B-
Zellen mit dem CDI145 Ligand auf den T-Zellen kommt es zu Produktion von
Transkriptionsfaktoren fiir die Bildung von Keimzentren, Verdnderung der

Oberflachenmolekiile, Proliferation und somatischer Hypermutation [57].

1.1.4 Symptome

Rheumatoide Arthritis beschreibt ein weites Spektrum an Symptomen, die in ihrer
Ausprigung stark variieren. Diese konnen das Leben der Betroffenen in den verschiedensten
Aspekten stark beeinflussen. Die Erkrankung ist assoziiert mit Schmerzen,
Gelenkssteiffigkeit, Miidigkeit, Erschopfung, dem fortschreitenden Unvermogen den
taglichen Aufgaben des Alltags nachzukommen, Arbeitsunfahigkeit, die unweigerlich zum
Verlust der Arbeitsstelle und des Einkommens fiihrt. Der Verlust der Lebensqualitét ist eine
logische Konsequenz. Nicht zuletzt kann die Erkrankung zu verfrithtem Tod fiihren [7].

Umso wichtiger ist es, iliber die genauen Symptome Bescheid zu wissen und diese auch

frithzeitig zu erkennen.

1.1.4.1 Artikulare Manifestation

Die Symptome beginnen schleichend und breiten sich symmetrisch, polyartikuldr aus.
Bevorzugt sind kleine Gelenke in der Peripherie. Es kommt zu synovitischen
Kapselverdickung mit spindelformiger Gelenksschwellung vor allem an den Fingergrund- und
Mittelgelenken, an Hand- und Zehengelenken. Die  Patienten beschreiben
Bewegungsschmerzen, einen schmerzhaften Handedruck (= Querdruckschmerz; Gaenslen-
Zeichen) und anhaltende Morgensteifigkeit iiber dreifig Minuten. Die Ausbreitung der

Erkrankung in den betroffenen Gelenken entwickelt sich zentripetal.



Im Laufe der Erkrankung kommt es zu deformierenden, irreversiblen Verdnderungen an den
kleinen Gelenken, verbunden mit starken Funktionseinschrankungen. Diese Verdnderungen
préasentieren sich in Form von Knopfloch-Schwanenhals Deformititen. Hierbei handelt es sich
um eine Luxation der Streck-oder Beugesehenen aus den entziindlich geschiadigten
Sehnengleitlagern. Weiter kommt es zu destruierenden Knochenprozessen, beginnend an den
Ansatzstellen der Gelenkskapseln, welche man Usuren nennt.

Im Endstadium der RA kommt es zu einer bindegewebigen und knéchernen Uberbriickung
der Gelenkskorper und damit zu volligem Verlust der Bewegungsfahigkeit. Ausgespart von
chronisch, destruierenden Prozessen sind die Fingerendgelenke, Brustwirbelsdule und

Lendenwirbelséule [5].

1.1.4.2 Extraartikulare Manifestation

AuBler den Gelenken sind viele weitere Gewebe und Organe betroffen. Diese Vorkommnisse
sind fiir die Patienten mit einer zusitzlichen Belastung und Erschwernis der Erkrankung
verbunden. Sie verlangen nach einer frithen Erkennung und promptem Management.
Extraartikiildire Manifestationen der RA umfassen Vaskulitis, Neuropathie, Perikartitis,
Pleuritis, Felty Syndrom, ophtalmologische Manifestationen wie Sicca Syndrom, Skleritis,
Episkleritis, Glomerulonephritis, rheumatoide Lungenerkrankungen, Amyloidose und
Rheumaknoten [9].

Neben den klassischen Manifestationen kann es auch zu extraartikuldren Komplikationen
kommen. Diese konnen sich in Form von chronischen Beinulcera, normochromer,
normozytirer Andmie, osteoporotischen Frakturen, Karpaltunnelsyndrom, ischdmischer
Herzerkrankung, Non-Hodgkin Lymphomen und Infektionen du3ern[10].

Mit einem Vorkommen von 30 % findet man Rheumaknoten als haufigste Form der extra-
artikularen Manifestation[10]. Klassische Rheumaknoten sind bewegliche Knoten, meistens
aufgelagert an den Streckseite der Sehnen, am Ellbogen, Olecranon, an den kurzen Sehnen
der Hinde, an der proximalen Ulna, am Sakrum, am Os occipitale und an den Fullsohlen. All
dies sind Positionen, die einer erhhten mechanischen Belastung ausgesetzt sind. Manchmal
kommen RK in tieferem Gewebe vor, wie zum Beispiel dem Periost, Muskelfaszien oder in
der entziindlich verdnderten Synovia. Sie konnen auch die Wirbelsdule, Lunge, Herz,

Herzklappen und den Gastrointestinaltrakt befallen [8].



Die Beteiligung der Lunge ist ebenfalls hdufig und kann entweder durch die Erkrankung
selbst oder die angewendete Therapie verursacht werden. Tatsache ist, dass
Lungenerkrankungen die zweithiufigste Todesursache, gleich nach Infektionen, bei Patienten
mit RA darstellen. Lungenbeteiligung betrifft zwischen 1% und 40% der Patienten [11].
Sekundires Sjogren Syndrom und Andmie sind relativ haufig mit einem Vorkommen von 6
bis 10%.

Sie prasentieren sich oft im frithen Krankheitsstadium und sind mit erhohter Morbititdt und
Mortalitdt verbunden[10].

Es sind keine wirklichen Pradiktoren fiir diese extra-artikularen Vorkommnisse bekannt aber
man konnte einen Zusammenhang mit Minnern, Rauchern, erhohter Krankheitsaktivitét,

hohen Entziindungsparametern und dem Vorhandensein von RF, ANA zeigen [10].

1.1.5 Diagnosestellung

Studien konnten zeigen, dass ein frither Therapiebeginn das klinische Outcome der RA
deutlich verbessern kann. Gelenkszerstorung und Behinderung kann vorgebeugt werden [45,
46, 47]. Um moglichst frith mit einer addquaten Therapie beginnen zu kdnnen, muss die
Diagnose rheumatoide Arthritis gestellt werden:
e Labor
Unspezifische Entziindungsparameter wie erhohtes BSG und CRP, erhohte a-/B-
Globuline, erniedrigtes Eisen und erhdhtes Ferritin im Serum, Entziindungsanimie,
selten leicht Thrombozytose und Leukozytose konnen Hinweise auf eine RA sein.
Rheumafaktoren, Anti-CCP, ANA und zirkulierende Immunkomplexe koénnen bei
patienten mit RA nachgewiesen werden.

e Nachweis von Knorpel- und Gelenkverianderungen

Durch eine Sonographie der Gelenke kdnnen Synovialitis, Tendinitis, Tendovaginitis
und Bursaerglisse nachgewiesen werden.

In einem Rontgen der betroffenen Gelenke konnen Knochenverdnderungen beobachtet
werden. Hierzu wurden die Rontgenstadien fiir die RA nach Steinbrocker entwickelt

(siehe Tab. 1).



Rontgenstadien der RA nach Steinbroker

Stadium | Eventuell gelenknahe Osteoporose

Stadium II Zusitzlich beginnende Knorpel und Knochendestruktion

Stadium III Zusatzlich beginnende Subluxationen und/oder Fehlstellungen

Stadium IV Gelenkszerstorung  und  —deformierung, Gelenksluxation,
Ankylosen

Tabelle 1 Rontgenstadien nach Steinbrocker [6]

In einem MRT kénnen Inflammation, Knorpel- und Knochenerosionen bis zu 2 Jahre

frither nachgeweisen werden als im Rontgen.

In der Frithphase der Erkrankung besteht die Mdglichkeit ein Weichteilszintigramm zu

machen, um den Nachweis einer Gelenksentziindung zu erbringen. Fiir den

fortgeschrittenen Krankheitszustand empfiehlt sich ein Frithphase-Skelettszintigramm.
e Synovialanalyse

Hier findet man eine erhohte Zellzahl (2000-10000 Leukozyten/pl). Allerdings gibt es

keine typischen Verdnderungen, die die RA von anderen chronisch entziindlichen

Erkrankungen (z.B. Psoriasis Arthritis) abgrenzt.

Als Hilfe zur Diagnosestellung fiir den Rheumatologen dienen hier die Kriterien des

American College of Rheumatology (ACR).



Diagnosekriterien des American College of Rheumatology

1. Morgensteifigkeit der Gelenke von mindestens 1 h Dauer seit 6 Wochen oder langer

2. Arthritis von 3 oder mehr Gelenken: Weichteilschwellung oder Erguss gleichzeitig an

mindestens 3 Gelenkbereiche seit 6 Wochen oder ldnger

3. Arthritis der Hand- oder Fingergelenke: Schmerzen und Schwellung von

Handwurzelgelenken, PIP"s oder MCP's seit 6 Wochen oder ldnger

4. Symmetrische Arthritis: gleichzeitiger Befall desselben Gelenkbereiches beider
Korperhilften seit 6 Wochen oder langer

5. Rheumaknoten: Subkutane Knoten iiber Knochenvorspriingen oder Extensorflichen

oder im juxtaartikuldren Bereich

6. Nachweis von Rheumafaktoren im Serum

7. Typische Rontgenverdnderungen: gelenknahe Osteoporose, Erosionen

Tabelle 2 Diagnosekriterien des ACR fiir die RA [5]

Wenn ein Patient 4 der 7 Kriterien erfiillt, ist die Diagnose rheumatoide Arthritis erfiillt [5].

2010 wurden diese Kriterien neu iiberarbeitet in einer gemeinsamen Gruppenarbeit der ACR
und der EULAR. Heraus kamen die Rheumatoide Arthritis Klassifikationskriterien 2010, die
den Vorteil haben, dass RA auch in einem sehr frithen Stadion erkannt und somit auch

behandelt werden kann[44].

Die Kriterien sollen eine Diagnose in einem moglichst frithen Stadion erlauben. Getestet
werden sollten Patienten, die zumindest ein Gelenk mit klinisch relevanter Synovitis haben
und Patienten, deren Synovitis durch keine andere Ursache erklirt werden kann.

Der Test setzt sich aus verschiedenen Fragen zusammen und fiir die unterschiedlichen
Antwortmoglichkeiten bekommt man Punkte. Maximal sind 10 Punkte zu erreichen. Bei einer
erlangten Punkteanzahl von 6 aus 10 spricht man von einer definitiven rheumatoiden Arthritis

[44] (siche Abb. 2).
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Punkte

Gelenksbeteiligung

1 grofBes Gelenk 0
2-10 groBe Gelenke 1
1-3 kleine Gelenke (mit oder ohne Beteiligung grofler Gelenke) 2
4-10 kleine Gelenke(mit oder ohne Beteiligung groBBer Gelenke) 3
>10 Gelenke (zumindest 1 kleines Gelenk) 5
Serologie

Negative RF und negative ACPA 0
Niedrig-positive RF oder niedrig positive ACPA 2
Hoch-positive RF oder hoch-positive ACPA 3
Akute Phase Reaktion

Normales CRP und normale BSG 0
Abnormales CRP oder abnormales BSG 1

Dauer der Symptome
<6 Wochen 0
>6 Wochen 1

Tabelle 3 ACR/EULAR Kriterien der RA 2010

1.1.6 Dokumentation der chronischen RA

RA ist eine chronische, momentan unheilbare Krankheit. Das grofite Ziel aller Beteiligten ist
derzeit die Erkrankung in Remission, einen Zustand, in dem weder fiir den Patienten noch fiir
den behandelnden Arzt eine Krankheitsaktivitdt erkennbar ist, zu fithren[12]. Um dieses Ziel
zu erreichen muss das komplexe Krankheitsgeschehen und jede versuchte Therapie mit ihren
Erfolgen oder Misserfolgen ausfiihrlich dokumentiert werden.

Hierzu wurden eine Vielzahl an Instrumenten entwickelt, die fiir die tdgliche Praxis, genauso

aber fiir grole Medikamenten-Studien, verwendet werden kdnnen.
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1.1.6.1 Zusammengesetzte Scores

Eine sehr hiufig verwendete Variante ist der Disease Activity Score (DAS)28. Hierbei
handelt es sich um eine kontinuierliche Skala von 0-10 mit einer kaukasischen Aufteilung, die
klinisch interpretierbar und sensitiv genug ist um kleine Effekte zu detektieren[15].

22 Gelenke der Hiande —beide Handgelenke, beidseits die MCP- und PIP-Gelenke-, beide
Ellbogen-, beide Schulter- und beide Kniegelenke werden auf Druckschmerzhaftigkeit (TJ)
und Schwellung (SJ) gepriift. Der Patient kann seine eigene Krankheitsaktivitit anhand einer
visuellen analog Skala (VAS 0-100) Dbeurteilen und der Laborparameter
Blutsenkungsgeschwindigkeit wird ebenfalls herangezogen. Mit einer Formel kann nun der

DAS28 Wert berechnet werden.

DAS28=0,56xVTJ+0,28xVSJ+0,7xInBSG+0,0142x V ASPat

Ein DAS28 Wert <2,6 wird als Remission definiert, die Grenze von milder zu moderater
Krankheitsaktivitdt ist 3,2, die zu hohe Krankheitsaktivitat betragt 5,1[12].

Um den DAS28 als Therapiekontrolle interpretieren zu konnen, hat die European League
against Rheumatism (EULAR) Ansprechkriterien entwickelt, welche die individuelle
Verianderung des DAS28 Wertes und die erreichte Hohe des DAS28 Wertes verwenden[15].
Bei einem guten Ansprechen einer Therapie sollte der DAS28, bei einem bestehenden Wert
von <3,2, um >1,2 abnehmen. Sollte der DAS28 sich zwar um >1.2 verbessern, der DAS28
aber >3,2 zur Zeit der Untersuchung betragen, dann spricht man von einem moderaten
Ansprechen. Moderat ist auch eine Verbesserung des DAS 28, falls der Score <5,1 ist und
sich nur zwischen >0,6 und <1,2 verbessert hat. Als Non-Responder werden Patienten

definiert, deren DAS28 sich um nur <0,6 verbessert [12].

Aktueller DAS28 DAS28 Verminderung

>1,2 >0,6 bis <1,2 <0,6
<32 GUT MODERAT
>3.2 bis <5,1
MODERAT
>5,1

Tabelle 4: EULAR Ansprechrate

12




Ein vereinfachtes Instrument zur Beurteilung der Krankheitsaktivitidt ist der Simplified
Disease Activity Index (SDAI). Auf Schwellung und Druckschmerz werden hier ebenfalls
wieder 28 Gelenke untersucht. Die visuelle Analogskala des Patienten (0-10), CRP (mg/dl)
und als neuer Parameter, die Krankheitsbeurteilung des Untersuchers (VAS Unt 0-10),
werden in diesen Index mit einbezogen. Durch eine weitere Formel kann man nun die

Krankheitsaktivitit berechnen.

SDAI=TJ+SJ+VASPat+CRP(mg/dl)+VASUnt

Die Remissionsgrenze ist bei <3,3 angesetzt, moderate Aktivitit liegt bei dem SDAI Wert 11
und zu hohe Aktivitit bei dem Wert 26.

Ganz ohne Laborparameter kommt der Clinical Disease Activity Index (CDAI) aus. Zur
Berechnung der Krankheitsaktivitit werden wieder druckschmerzhafte und geschwollene
Gelenke zusammengezéhlt, aulerdem werden die VASPat und die VASUnt herangezogen.

Durch Addition aller Werte ergibt sich die Formel fiir den CDAL

CDAI=TJ+SJ+VASPat+VASUnt

Der Remissionsgrenzwert liegt hier bei <2,8, fiir milde zu moderater Krankheitsaktivitét ist
der Wert 10 und fiir hohe Aktivitit 22 festgelegt.

Die FEinfachheit dieser Instrumente ermoglicht es den Patienten, ihre eigene
Krankheitsaktivitdt besser zu verstehen [13].

In Studien konnte gezeigt werden, dass SDAI und CDAI auf Gruppenniveau sehr gut
miteinander korrelieren und auch Therapieinderungen und deren Auswirkungen gut
nachvollzogen werden konnen. Weiter korrelieren die Kriterien von SDAI und CDAI
signifikant mit dem DAS28, aufler dem Kriteritum der Remission. Hierbei sind CDAI und
SDALI restriktiver als der DAS28 [12,13]. Aus diesem Grund wurde ein Grenzwert fiir
Remission bei DAS28 postuliert, welcher bei <2,4 angesetzt ist[15].
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1.1.6.2 Patientenzentrierte Instrumente

Um Krankheitsaktivitdt zu erfassen ist es wichtig neben Laborparametern, radiologischen
Untersuchungen und Einschitzung der Untersucher, den Patienten und sein Krankheitsgefiihl
mit einzubeziehen. Aus diesem Grund gibt es Fragebogen, die vom Patienten alleine
ausgefiillt werden.

Ein solcher Fragebogen ist der Rheumatoid Arthritis Disease Activity Index (RADAI). Der
Patient beurteilt hier selbst die Krankheitsaktivitét in den letzten 6 Monaten. Die momentane
Krankheitsaktivitdt anhand seiner derzeit geschwollenen und druckschmerzhaften Gelenke,
den derzeitigen Schmerz durch die RA, die Dauer der Morgensteifigkeit und die
schmerzhaften Gelenke in ausgewihlten Regionen werden mit einbezogen [14]. Der RADAI
Score reicht von 0-10.

Es ist auch eine verkiirzte Form verfligbar, der RADAI-5. Hier wird die Selbsteinschétzung
der Gelenke weggelassen und eine Frage zum Allgemeinbefinden hinzugefiigt. 5 Likert-
Skalen von 0-10 werden addiert und das Ergebnis durch 5 dividiert. Ein Score von 0-10 ist
moglich. Studien konnten auch hier eine gute Korrelation zum DAS28 zeigen. RADAI sagt
mehr iliber die Krankheitsaktivitit-Einschdtzung aus, wahrend DAS28 mehr die klinische
Beurteilung betont. Insofern konnte ein RADAI nie einen DAS28 ersetzen. Dennoch stellt es
ein gutes Instrument flir den rheumatologisch nicht Geschulten dar und ist wesentlich Zeit
sparender als DAS28, CDAI und SDAI[12,14].

Die Behinderung des Patienten im Alltag durch die rheumatoide Arthritis kann mittels dem
Health Assessment Questionnaire (HAQ) erhoben werden. Er umfasst 20 Fragen, die in 8
Untergruppen unterteilt sind, wie z.B. Korperpflege, Gehen, Essen, Anziehen etc. Die Fragen
werden beantwortet, ob die Tatigkeiten ohne, mit geringer oder groBBer Schwierigkeiten oder
gar nicht ohne fremde Hilfe bewéltigt werden konnen. 0-3 Punkte gibt es pro Antwort. Die am
schlechtesten beantworteten Fragen werden zusammengezahlt, das Ergebnis durch 8 dividiert.
Danach ergibt sich ein Wert zwischen 0,0 und 3,0 [12]. Der HAQ ist abhdngig von
Krankheitsaktivitdt, Schmerz und psychossozialen Faktoren und viel weniger von
strukturellen Veranderungen wie Gelenksdestruktion. Er verlduft chaotisch, erst gegléttet auf
die Jahre kann man Tendenzen in Richtung Steigerung der Lebensqualitit oder
Verschlechterung sehen [17].

Da die RA hiufig zu starker Beeintrachtigung der Handfunktionen fiihrt, gibt es auch hierfiir

ein Instrument um diese Einschriankung genau quantifizieren und dokumentieren zu konnen.

14



Der Score for Assessment and Quantification of Chronic Rheumatic Affections of the hands
(SACRAH) umfasst drei Domidnen: Handfunktion, Steifigkeit und Schmerz. Dieser Test ist
auch validiert fiir die Hand-Osteoarthritis sowie sensitiv zu therapiebedingten Verbesserungen

der RA [12].

1.1.6.3 Die Kriterien des American College of Rheumatology

Neben den bekannten ACR Kiriterien fiir die Diagnosesicherung einer Rheumatoiden Arthritis
gibt es auch ACR Kriterien zur Bestimmung der Krankheitsaktivitit und Remissionskriterien
des ACR.

Zur Evaluierung der Krankheitsaktivitdt werden geschwollene Gelenke, druckschmerzhafte
Gelenke, VASUnt, VASPat, VASSchmerz, der HAQ, sowie BSG oder CRP herangezogen.
ACR 20%, 50% und 70% sagen aus, um wie viel Prozentpunkte sich der Zustand des
Patienten verbessert hat. Die Anzahl der SJ und TJ miissen sich beide um den jeweiligen
Prozentsatz verringert haben, von den iibrigen 5 Parametern miissen sich zumindest 3
ebenfalls um den gleichen Prozentwert verbessert haben [16].

Klinisch relevant ist erst eine Verbesserung von ACR 50%. ACR 20% ist fiir den Patienten
subjektiv kaum wahrnehmbar [12].

Die Remissionskriterien umfassen Morgensteifheit <15 min., keine Miidigkeit, anamnestisch
kein Gelenksschmerz, kein Druck- und Bewegungsschmerz, keine Weichteilschwellung von
Gelenken oder Sehnenscheiden und BSG <30 mm/h fiir Frauen oder <20 mm/h fiir Ménner.
Fiir totale Remission miissen 5 Kriterien in den 2 letzten aufeinander folgenden Monaten
erfiillt sein [16].

Die ACR Kriterien wurden urspriinglich als Hilfsmittel fiir die Vergleichbarkeit der Patienten
in klinischen Studien entwickelt und sind eigentlich nicht fiir das klinische Management
gedacht [16].

AuBlerdem zeigt sich wiederum in Studien, wie auch schon beim DAS28, dass CDAI und

SDALI in ihren Remissionskriterien restriktiver sind [12].

Zahlreiche Scores lassen eine klinische und patientenorientierte Beurteilung des Einzelnen,

aber auch den Vergleich in groBeren Gruppen oder Studien zu.
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Durch die Kombination unterschiedlicher Instrumente wird der eigentliche Experte der
Erkrankung, der Patient selbst, in den Prozess gut eingebunden und gemeinsam kann man

versuchen ein bestmogliches Ergebnis zu erzielen.

1.1.7 Therapie der Rheumatoiden Arthritis

Das Ziel einer Therapie bei rheumatoider Arthritis ist es, den Krankheitsverlauf nachhaltig
positiv zu beeinflussen. Entscheidend fiir den weiteren Krankheitsverlauf ist eine effektive,
modifizierte Therapie sofort nach Diagnosestellung.

Hierfiir gibt es verschiedene Herangehensweisen und fiir jeden Patienten muss individuell das

bestmogliche Konzept zusammengestellt werden.

1.1.7.1 Nicht pharmakologische Therapie

Es gibt unzdhlige Medikamente um die RA zu behandeln. Trotz dieses Angebots bleibt bei
manchen Patienten ein gewisses Mall an Krankheitsaktivitit bestehen, das die Patienten im
Alltag behindert und zu Schmerzen und Gelenksdestruktion fiihrt.

Natiirlich helfen die Medikamente speziell fiir die RA hervorragend, doch wie jedes andere
Medikament haben auch diese, manchmal sogar erhebliche Nebenwirkungen. Um diesen

entgegenzuwirken gibt es ein nicht pharmakologisches Management der RA[18].

Aufklarung
Hierbei wird die Natur der Erkrankung genauestens mit dem Patienten besprochen und es

wird iiber alle moglichen Therapieoptionen diskutiert [18].
Physiotherapie

Ziel der Physiotherapie ist die Reduktion von Schmerzen, Entziindung und Erhaltung der

Gelenksfunktion [18].
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Erndhrung
Mit einer adiquaten Ernéihrung soll etwaiges Ubergewicht reduziert werden auBerdem werden
Omega 3 Fettsduren empfohlen. Diese fithren zu einer Verdnderung im Arachidonsiure- und

Zytokinmetabolismus und fiihren zu einer Reduktion der Symptome der RA [18].

Osteoporosevorsorge
Das Risiko fiir Osteoporose scheint bei RA erhoht zu sein und zusétzlich steigt es erheblich
durch ldngere Glukokortikoidtherapie. Deswegen ist eine regelméfige Zufuhr von Kalzium

und Vitamin D duflerst wichtig [18].

Vermeidung kardiovaskuldrer Risikofaktoren
RA Patienten zeigen ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko, deswegen sollten bekannte
Risikofaktoren wie Rauchen, Hypercholesterindmie, Hyperlipiddmie, Hypertonie und

Lebensstil beseitigt oder gut eingestellt werden [18].

Impfungen

Totimpfstoffe sind bei immunsupprimierten Patienten eine prdventive Mallnahme des
Gesamtkonzepts. Oft ist mit einem verminderten Impfansprechen zu rechnen, deswegen sind
Titerkontrollen empfohlen. Lebendimpfstoffe sind bei immunsupprimierter Therapie

kontraindiziert [18]

1.1.7.2 Analgesie

Es ist fast immer der Schmerz, der den Patienten zum Arzt bringt. Um dem Patienten
kurzfristig zu helfen, miissen alle schmertherapeutischen Moglichkeiten ausgeschopft werden.
Zur Verfligung stehen NSAR, Opioide, Antidepressiva, Antikonvulsiva und auch zunehmend
topisch applizierte Analgetika [18].
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1.1.7.3 Disease modifying antirheumatic drugs (DMARD’S)

Generell gilt, dass vor dem Einsatz von Biologica eines oder mehrere DMARD’s ohne

ausreichenden Erfolg zum Einsatz gekommen sein miissen [18].

Methotrexat

MTX ist ein Folsdureantagonist. Es wird als erstes konventionelles DMARD eingesetzt, falls
keine Kontraindikationen bestehen. Diese wiren vor allem vorbestechende Leber- und
Lungenerkrankungen. Die Verabreichung erfolgt wochentlich per os. Man beginnt mit 7,5 —
10 mg / Woche und steigert die Dosis schrittweise bis zu einem wochentlichen Maximum von
25-30 mg. Die Wirkung tritt nach etwa 6 Wochen ein. Der Wirkmechanismus besteht in der
Reduktion von Cytokinsynthese (z.B IL-1).

Als Nebenwirkungen konnen Stérungen des Gastrointestinaltrakts auftreten. Es kann zu
Leberschiadigung, Leukopenie, Thrombozytopenie, Nierenschidigung, Impotenz, Depression
und Antriebslosigkeit kommen. MTX wirkt teratogen, deswegen sollte bei Frauen im
gebérfahigen Alter eine strikte Empfangnisverhiitung erfolgen.

Bei MTX Therapie ist ein regelméBiger Alkoholkonsum wegen der Hepatotoxizitit zu
vermeiden.

Wirkung und Nebenwirkungen sollten anfangs alle vier bis acht Wochen mittels Blutbild,
Leberfunktionswerten und Anamnese kontrolliert werden.

Die Verabreichung von Folsdure (2,5-5 mg/Woche 24 h nach MTX Gabe) kann die
hidmatologischen und gastrointestinalen Nebenwirkungen vermindern [18].

Als Alternativen zu MTX stehen Antimalariamittel, wie Hydroxychloroquin, Sulfasalazin und
Leflunomid zur Verfiigung [18].

Hydroxychloroquin wird nur mehr in Kombination und vor allem bei dlteren Patienten mit
leichtem Krankheitsverlauf eingesetzt [18].

Sulfasalazin ist eine Molekiilverbindung aus dem Sulfonamid Sulfapyridin und dem Salicylat
Mesalazin, das antiphlogistisch wirksam ist. Es wird bei mittelschwerer Krankheitsaktivitat
eingesetzt. Die Dosierung betrdgt 2-3x 1000 mg / Tag. Unerwiinschte Wirkungen sind
Ubelkeit und Erbrechen, Hautallergien, Urticaria, Leukopenie und Megaloblastenanimie.
Leflunomid fiihrt zu einer Verringerung der Proliferation der aktivierten T-Lymphozyten. Der
aktive Metabolit wird als A771726 bezeichnet und zeichnet sich durch eine hohe

Plasmaproteinbindung aus. Eine Tagesdosis von 20 mg ist bei der RA indiziert.
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Unerwiinschte Wirkungen wie Diarrhoe, Infektion der Atemwege, Ubelkeit, Kopfschmerzen,
Alopezie und Leberschidden konnen vorkommen. Wegen der teratogenen Wirkung ist auch
hier eine strenge Empfangnisverhiitung notwendig.

Bei Nichtansprechen einer Monotherapie, ist die Kombination aus 2 oder 3 DMARD’s

moglich und verspricht eine verbesserte Wirkung [18].

1.1.7.4 Glukokortikoide

Kurzzeitig angewandte Glulolortikoidtherapie fiihrt zu einer Reduktion der Synovitis. Bei
einer ldngerfristigen Anwendung kommt es zwar zu einer Abnahme der Gelenkszerstérung,
andererseits treten unerwiinschte Nebenwirkungen, wie Infektionen und Osteoporose auf. Aus
diesem Grund sind Glukokortikoide bei der RA nur in 2 Fillen, unter strenger Kontrolle,
indiziert. Zum einen kommen sie bei akuter Krankheitsprogression zum Einsatz, um die
Zeitspanne bis zum Wirkungseintritt anderer, langsam wirkender Medikamente, wie z.B.
DMARD’s, zu iberbriicken. Hier werden Glukokortikoide oral oder intramuskulér
eingenommen. Zum Anderen werden sie intraartikuldr verwendet, zur hocheffektiven lokal

Therapie bei einzelnen aktivierten Gelenken [21].

1.1.7.5 Biologika

Bei den Biologika handelt es sich um spezifische Inhibitoren bestimmter Molekiile oder
Signaliibertragungsschritte (monoklonale Antikorper, Rezeptorantagonisten). Die Prinzipien
hierbei sind die Hemmung von Tumornekrosefaktor o, Interleukin 1 und 6, die

Kostimulationsblockade und die B-Zell Depletion[18].
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Substanz Wirkprinzip
Adalimumab

Etanercept

Infliximab TNF-a-Blocker
Certolizumab

Golimumab

Tocilizumab IL-6 Hemmer
Abatacept Kostimulationsblockade
Rituximab B-Zell Depletion
Anakinra IL-1 Hemmer

Tabelle 5 Einteilung der Biologika

TNF-a-Blocker

TNF-a Blocker sind die ersten Biologika, die entwickelt und eingesetzt wurden. Sie sind seit
1998 zur Therapie der RA zugelassen. Zur Anwendung kommen sie bei ungeniigendem
Therapieansprechen auf Methotrexat und andere DMARD's. Sie werden oft in Kombination

mit Methotrexat oder einem anderen Basistherapeutikum gegeben [20].

Infliximab ist ein chimerischer monoklonaler Antikdrper gegen TNF o. Das Medikament wird
alle vier bis acht Wochen i.v. verabreicht.

Etanercept ist ein TNF-Rezeptor-2-Immunglobulin-Hybridmolekiil, dessen Funktion darin
besteht, TNFa zu binden, bevor es den korpereigenen TNF- Rezeptor erreicht. Die Substanz
wird ein-bis zweimal wochentlich s.c. verabreicht.

Adalimumab ist ein vollhumaner monoklonaler Antikérper, der alle zwei Wochen s.c.
verabreicht wird.

Certolizumab 1ist ein pegylierter, vollhumaner Anti-TNFa-Antikorper, der sowohl
membranstindiges als auch zirkulierendes TNFa neutralisiert. Er besteht aus einem Fab-Teil
eines humaniserten Antikorpers und Polydthylenglycol. Die Gabe erfolgt ebenfalls alle zwei
Wochen s.c..

Golimumab ist ein humaner Anti-TNFa-Antikorper, der wie Certolizumab, membranstdndiges

und zirkulierendes TNFa neutralisiert. Er wird einmal im Monat s.c. verabreicht [18,20].
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Tocilizumab

Tocilizumab ist der erste humanisierte monoklonale Antikdrper, der gegen den Interleukin-6
Rezeptor gerichtet ist. Er ist seit Anfang 2009 in Osterreich zugelassen. Interleukin 6 ist ein
stark proinflammatorisches Zytokin, das wesentlich an der Akute-Phase-Reaktion beteiligt ist.
IL-6 steuert die Bildung von C-reaktivem Protein, hat direkten Einfluss auf T- und B-Zellen,
auf Granulozyten und Monozyten sowie auf Endothelzellen und fordert somit den
Entziindungsprozess und die Bildung von Autoantikorpern. Des Weiteren hemmt IL-6 die
Aktivitdt der Osteoblasten und fordert die Ausbildung reifer Osteoklasten mit dem Endresultat
von Usuren und generalisierter Osteoporose.

IL-6 wird bei RA Patienten in erhohter Konzentration in der Synovialfliissigkeit und im
peripheren Blut nachgewiesen [20].

Unter einer Therapie mit Tocilicumab konnte in 5 randomisierten doppelblinden
multizentrischen Studien eine deutliche Verzdgerung der radiographisch feststellbaren
Gelenkzerstorung gezeigt werden [33,34,35,36].

Tocilizumab kann als Monotherapeutikum, ohne vorherige Anwendung eines TNFa-Blockers,
bei der RA eingesetzt werden. Die Kombination mit MTX oder einem anderen
Basistherapeutikum hat sich ebenfalls als wirksam erwiesen [20].

Bei der Verabreichung ist keine Praimedikation erforderlich. Es wird jeweils eine 1-stiindige
Infusion in einer Dosis von 8mg/kg KG im 4-wdchentlichen Abstand verabreicht. Die
hiufigsten Nebenwirkungen sind Infektionen, wobei jedoch die Rate von opportunistischen
oder myobakteriellen Infektionen nicht erhoht war. Transaminasenerhohung und
Neutropenien wurden héufig beobachtet [33,34,36]. Vor Beginn der Therapie wird ein
Tuberkulosescreening empfohlen. Im Verlauf sind regelméfBige Kontrollen von Blutbild,

Leber-und Fettwerten indiziert.

Abatacept

Abatacept ist ein Hybridmolekiil aus dem negativen kostimulatorischen Rezeptor CTLA-4
und Immunglobulin. Der Wirkungsmechanismus beruht darauf, dass es an den CD80/86-
Rezeptor antigenprisentierender Zellen bindet und somit die Interaktion von CD80/86 mit
CD28 auf T-Zellen verhindert. Dadurch hemmt es selektiv das fiir die T-Zell-Aktivierung
erforderliche zweite Signal bei Bindung des T-Zell-Rezeptors an im MHC-Rahmen
priasentierenden Antigen. Der Einsatz von Abatacept unterstiitzt das Konzept, dass T-Zellen,

genauso wie B-Zellen, entscheidend an der RA-Pathogenese beteiligt sind [20].
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Abatacept ist seit Mai 2007 in Osterreich zugelassen. Signifikant héhere ACR20-, ACR50-
und ACR 70- Ansprechraten, nach Versagen einer TNFa-Blocker Therapie, auf Abatacept im
Gegensatz zu Placebo konnten in der ATTAIN Studie nachgewiesen werden[38,39]. Unter
der Therapie bessern sich die Symptome der RA und die radiographische Progression kann
verzdgert werden [37].

Der Kostimulationshemmer ist fiir den Einsatz in Kombination mit MTX zugelassen. Die
Dosierung wird nach dem Gewicht berechnet. Patienten unter 60 kg erhalten 500 mg,
zwischen 60 und 100 kg bekommt man 750 mg und wer iiber 100 kg wiegt, bekommt 1000
mg Abatacept. Die Substanz wird als Kurzinfusion tiber 30 Minuten infundiert und die zweite
Gabe erfolgt nach zwei Wochen, danach wird auf einen 4 wochigen Modus umgestellt.
Abatacept hat einen langsamen Wirkungseintritt, der bis zu 6 Monaten dauert kann [20].

Bei dieser Substanz zeigt sich ein sehr giinstiges Nebenwirkungsprofil. Neben klassischen
Infusionsreaktionen kam es bei einer kleinen Gruppe zu Antikérperbildung, was zum
Therapieabbruch fiihrte, und einige schwerwiegende bakterielle Infektionen wurden
dokumentiert. Deswegen empfiehlt sich ein aktuelles Tuberkulosescreening und
Hepatititsscreening vor Therapiebeginn. RegelmiBige Blutbildkontrollen mit BSG, CRP,
ASAT und Kreatinin sollten durchgefiihrt werden [40].

Anakinra

Anakinra ist ein humaner Interleukin-1-Rezeptor Antagonist, der gentechnisch aus E.coli
hergestellt wird. Die Wirkung von IL-1a und IL-2p wird kompetitiv am Rezeptor gehemmt.
Zur Therapie der RA wird Anakinra in Kombination mit MTX angewendet. Die Gabe erfolgt
taglich mit 100 mg s.c. Nebenwirkungen sind hier hdufig und zeigen sich vor allem in
Reaktionen an der Einstichstelle, schweren Infektionen und Neutropenie. Kontraindiziert ist

eine gleichzeitige Gabe von Anakinra und TNF-a Blockern [4].

Rituximab

Rituximab ist ein chimirer monoklonaler Anti-CD20-Antikorper, der selektiv B-Zellen, die
den Oberflichenmarker CD20 tragen, deplediert. Er wird seit 1998 erfolgreich in der
Hématoonkologie bei der Behandlung von Non-Hodgkin-Lymphomen -eingesetzt. Die

Depletion der CD20 positiven Zellen erfolgt iiber drei Mechanismen, nimlich
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komplementvermittelte  Zytotoxizitdt,  zellvermittelte  Zytotoxizitdit und  direkte
Apoptoseinduktion [20].

Seit 2006 ist Rituximab fiir die Therapie der RA zugelassen. In der REFLEX Studie wurde
gezeigt, dass nach Nichtansprechen auf TNFa-Blocker, Patienten, die eine Therapie mit
Rituximab und MTX bekamen, ein signifikant hdufigeres ACR20 Ansprechen aufwiesen als
die Placebo Gruppe [41]. Weitere Studien konnten belegen, dass Krankheitssymptome wie
Schmerzen, geschwollene, druckschmerzhafte Gelenke und ein Fortschreiten der
Gelenkszerstorung signifikant reduziert werden konnten. Auch die Lebensqualitdt der
Patienten konnte gesteigert werden [52, 54].

Keystone E. et al. und Cohen SB et al. konnten zeigen, dass Rituximab das einzige in der RA
zugelassene Biologikum ist, das auch bei schwer und lange erkrankten Patienten, die
unzureichend auf TNF-Blocker angesprochen haben, die Gelenkszerstorung authalten kann
[56, 53].

In der Regel wird Rituximab heute in einer Dosis von 1000mg im 14 tdgigen Abstand
verabreicht. Das klinische maximale Ansprechen wird nach 3-5 Monaten erwartet, die Effekte
halten dafiir aber auch 6-12 Monate [20].

In Langzeitstudien konnten keine schweren bakteriellen Infektionen belegt werden [40,42].
Am ehseten kann es zu Infusionsreaktionen mit grippedhnlichen Symptomen kommen, was zu
einem gewissen Teil auf den akuten Zerfall der B-Zellen zuriickzufiihren ist [20].

Vor der Gabe sollte eine Impfkontrolle erfolgen, da Schutzimpfungen unter B-Zell-Depletion

nicht sicher wirksam sind [43].
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1.2 Zielsetzung

Es gibt derzeit eine Vielzahl an Therapieoptionen fiir die RA. Bei unterschiedlichen
Krankheitsmechanismen wird angesetzt um den Krankheitsverlauf zu verlangsamen oder gar
zu stoppen. Leider gibt es bisher keine Kriterien, die ein optimales Therapeutikum schon vor
Beginn der Therapie zuordnen konnen. Erst der Krankheitsverlauf entscheidet, ob ein
Therapeutikum geeignet oder ungeeignet ist.

Diese Studie soll helfen, Rituximab als Therapieoption fiir die RA besser zu verstehen und
eventuelle Charakteristika und Interaktionen aufzudecken. Des Weiteren soll die Rolle der B-
Zelle bei der Pathogenese der RA und ihr Verhalten auf B-Zell depletierende Therapie

untersucht werden.

Dass et al. beschrieben in ihrer Publikation zum ersten mal einen Zusammenhang zwischen
kompletter B-Zell Depletion unter Rituximab Therapie und einem besseren EULAR
Response. Hierzu wurden die Blutproben der Patienten mittels HS-FACS untersucht. B-
Zellen unter 0.0001x10"9 /Liter wurden als komplette Depletion definiert. Patienten, die
dieses Merkmal aufwiesen, hatten einen besseren Krankheitsverlauf, als Patienten, die keine
komplette B-Zell Depletion nach der ersten Infusion aufweisen konnten [1].

Hypothese 1, die im Rahmen der Studie tiberpriift wurde:

Patienten, die nach der 1. Infusion mit Rituximab eine komplette B-Zell Depletion

erreichen, erzielen einen besseren EULAR- Response.

Jacobi et al. konnten eine Population von atypischen, aktivierten Memory B-Zellen
charakterisieren, die bei SLE Patienten mit Exazerbation der Erkrankung erhoht sind. Hierbei
handelt es sich um Doppelt Negative B-Zellen, die den Oberflichenmarker CD95 tragen.
Dieser Marker konnte weiteren Aufschluss iiber die Rolle der B-Zelle bei Entstehung dieser
Erkrankung geben und als Marker fiir die Krankheitsaktivitit fungieren [3]. Interessant wire,
zu erfahren, ob diese aktivierte Memory B-Zelle bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen
erhoht ist und eine wesentliche Rolle im Krankheitsmechanismus spielt. Deswegen die 2.

Hypothese, die geklart werden soll:
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Bei RA Patienten korreliert die Frequenz von CD95+ CD27- IgD- B-Zellen mit der

Erkrankungsaktivitiit.

2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Studienablauf

Erfasst wurden alle Patienten mit rheumatoider Arthritis an allen Osterreichischen
Rheumazentren, bei denen die Behandlung mit Rituximab routinemafBig indiziert ist.

Bei unserem zeitlichen cut off im Juni 2010 hatten sich 29 Patienten dem ersten Zyklus mit
Rituximab unterzogen (14 Tage nach Therapiebeginn) und 19 Patienten befanden sich in

Woche 24 nach Therapiebeginn.

Einschlusskriterien

Die Diagnose einer rheumatoiden Arthritis musste von einem Rheumatologen gestellt werden
und die Indikation fiir Rituximab musste bestehen. Diese sind unbefriedigend hohe
Krankheitsaktivitdt trotz vorangegangener TNF-Blockade oder Kontraindikationen gegen

TNF-Blocker.

Ausschlusskriterien
Patienten, die mit Rituximab aus einem anderen Grund als rheumatoide Arthritis behandelt

wurden.

Das Behandlungsschema bestand zunéchst aus einem 1. Zyklus. Die Patienten bekamen 1000
mg Rituximab am 1. Tag und 1000 mg an Tag 15. Bei Erfolg und guter Vertriglichkeit
bekamen sie den nédchsten Zyklus frithestens nach 6 Monaten. Dieser bestand erneut aus 1000
mg Rituximab im Abstand von 14 Tagen.

Die Blutabnahmen erfolgten vor jeder Infusion mit Rituximab. Die Blutproben wurden an das
Universititsklinikum Graz geschickt und dort mittels HS-FACS analysiert. Besonderes
Augenmerk wurde auf die Naive B-Zelle ( CD19+, IgD+, CD27-), die IgD Memory B-Zelle (
CD19+, IgD+, CD27+), die Post Switch Memory B-Zelle (CD19+, IgD-, CD27+) und die
Doppelt Negative B-Zelle ( CD19+, IgD-, CD27-) gelegt. Zusitzlich wurden die einzelnen

Subpopulationen durch ihre Oberflichenmarker CD95+ und CD80+ charakterisiert.
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Um die Befunde der Blutproben mit dem klinischen Zustand eines jeden Patienten
vergleichen zu konnen, bekamen die Patienten einen Fragebogen (Case report form) vor jeder
Infusion, den sie gemeinsam mit ihrem behandelnden Arzt ausfiillen sollten.

Um Anonymitidt zu gewidhren, bekam jeder Patient eine Fallnummer, die auf dem CRF und
der HS-FACS aufschien.

Demographische Daten, wie Geburtsjahr und Geschlecht wurden eingetragen. Des Weiteren
wurden die Diagnosekriterien der ACR ausgefiillt, bisherige Therapien mit anderen Biologika
und DMARD'’s wurden dokumentiert. Am jeweiligen Tag der Infusion mit Rituximab wurde
davor gemeinsam mit der Blutabnahme ein DAS28, ein CDAI und ein RADAI des Patienten
erstellt. Dann wurde dokumentiert in welcher Dosis Rituximab verabreicht wurde und etwaige
Pramedikationen oder Begleitmedikationen wurden notiert. Die genaue Infusionsdauer und
Nebenwirkungen wurden festgehalten. Dieses Procedere wurde vor jeder weiteren Infusion
durchgefiihrt und die ausgefiillten CRF’s wurden an das LKH Graz, Abteilung fiir
Rheumatologie und Immunologie gesandt.

So konnte der jeweilige Krankheitsverlauf wihrend der Therapie tiberpriift werden. Hierzu
wurden die EULAR — Ansprechkriterien zwischen den unterschiedlichen Therapiestadien als

Marker herangezogen.

2.2 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen des Blutes oder des Knochenmarks durch
Vibration in Einzelsuspension gebracht und in Tropfchenform an einem Laserstrahl
vorbeigefiihrt. Photomultiplikatoren messen die Streuung des Laserlichtes. Vorwirts
Lichtstreuung (FSC) korreliert mit der Grof3e der Zellen und seitliche Lichtstreuung (SSC)
korreliert mit Granularitdt, bzw. der Kern/Plasma Relation der Zelle. So lassen sich grofle
Zellen mit grofBer Plasma/Kern Relation und granuliertem Plasma (z.B. Granulozyten) von
kleinen Zellen mit hohem Kernanteil (z.B. Lymphozyten) abgrenzen. Monozyten zeigen ein

intermedidres Verhalten [5].

Zur weiteren Untersuchung konnen Zellen mit fluoreszierenden Antikérpern markiert werden.

So kann man charakteristische Oberflachenstrukturen auf den B-Zellen bestimmen. Griin-

26



fluoreszierende AK gegen T-Zellen (CD3-FITC) und gelbrot fluoreszierende AK gegen B-
Zellen (CD19-PE) sind ein Beispiel hierfiir. Die speziell gewonnen Antikorper werden mit
Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert, damit sie spater im Durchflusszytometer detektiert werden
konnen. Um die unspezifische Bindung von der spezifischen Bindung unterscheiden zu
konnen, verwendet man Isotyp-Antikorper als Negativkontrolle. Bei diesem Antikorper
handelt es sich um einen AK, der dem untersuchten AK moglichst &hnlich ist. Er wird mit
dem gleichen Fluorchrom konjugiert, verfiigt aber nicht {iber die jeweilige Bindungsstelle. So
kann man ein Niveau fiir die Hintergrundfluoreszenz festlegen und Signale iiber diesem Level
konnen als spezifische Bindung angesehen werden [22].

Um sich auf die richtigen Zellen konzentrieren zu konnen, besteht bei der Auswertung die
Moglichkeit des ,,Gating*. Hierunter versteht man das Auswéhlen bestimmter Regionen und
Zellpopulationen im Dot-Plot (Punktwolkendarstellungen), wodurch die selektierten Zellen

einzeln betrachtet oder exkludiert werden konnen [26].

2.2.1 HS-FACS-Analyse

Die Analyse der B-Zellen erfolgte mittels einer HS-FACS-Analyse. Hierbei wurden aus
heparinisiertem Blut (2x 9ml) mittels Dichtegradientenzentrifugation die Zellen isoliert, mit
unterschiedlichen monoklonalen Antikorpern markiert und im Durchflussmeter analysiert. Es
wurde der FACS-Cantor II verwendet, mit dem eine simultane 7-Farben Analyse mdglich
war.

Bei der HS-FACS werden 500.000 — 1.000.000 Zellen analysiert. Das unspezifische
Bindungsverhalten wird durch Ko-Fiarbung mit Markern fiir T-Zellen (CD3) und Monozyten
(CD14) bestimmt.

Die Zielpopulation sind CD45+, CD19+, CD3-, CD14-B-Zellen.

Das verwendete Antikdrperpanel bestand aus:

Isotypen-Kontrollen

IgD-FITC, CD27-APC, CD38-PE/Cy7, CD45-APC/H7, CD19-HorizonBlue, CD24-PE, CD3-
/CD14-PerCP.

IgD-FITC, CD27-APC, CD38-PE/Cy7, CD45-APC/H7, CD19-HorizonBlue, CD80-PE, CD3-
/CD14-PerCP.
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IgD-FITC, CD27-APC, CD38-PE/Cy7, CD45-APC/H7, CD19-HorizonBlue, CD95-PE, CD3-
/CD14-PerCP.

Die B-Zell-Subpopulationen, die bestimmt wurden, sind:

CD19+, CD45+ B-Zellen

Transitional-1: CD38+++ CD24+++ IgD+
Transitional-2: CD38++ CD24++ IgD+
Naive: CD38+ CD24 low  IgDh+
Pre-germinal center: CD38++ CD24low IgD+
Nonswitched memory: CD27+ IgD+
Switched memory: CD27+ IgD-
Doppelt Negative (DN) memory: CD27- IgD-

Durch die Verwendung von CD80 ist es moglich, die B-Zell-Subpopulationen zu

charakterisieren, die in der Lage sind T-Zellen zu stimulieren.
In insgesamt 4 Tubes wurden diese Zellen durch gating ausgewéhlt und untersucht.

Zunéchst wurden alle CD45+ Zellen ausgewdhlt, danach wurden T-Zellen und Monozyten

exkludiert. Zuletzt wurden in der Restpopulation die B-Zellen gegatet (siche Abb. 3).
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Abbildung 1 Gating der CD19 B-Lymphozyten. a. CD45+ Zellen werden selektiert. b. T-Zellen und

Monozyten werden exkludiert. c. restlichen B-Zellen werden ausgewihlt.

Tube 1 dient zur Isotypen Kontrolle und Festlegung der Grenzen zwischen spezifischer und
unspezifischer Antikorperbindung. Hierzu wurden zwei Isotyp-Antikdrper gegeneinander

aufgetragen und die Grenzen, die fiir die ndchsten 3 Tubes verwendet werden, wurden

manuell festgelegt (siche Abb. 4).
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Abbildung 2 Einstellung der Grenzen fiir die spezifische AK Bindung. Die Fluoreszenzen aufierhalb von

Q3 werden durch die Negativkontrolle hervorgerufen.

In Tube 2 konnen die Doppelt Negativen B-Zellen, die Naiven B-Zellen, die Post Switch
Memory B-Zelle und die IgD Memory B-Zelle durch die Darstellung CD27 versus IgD,
definiert werden. Auflerdem konnen die T1 und T2 Zelle, spezielle Untergruppen der

Naiven B-Zelle mit hoher Expression von CD38 und CD24, gegatet werden. Gezeigt wird das
in Abbildung 5.
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Abbildung 3 Tube 2. a. CD27 versus IgD. b. Gating von T1 und T2

In Tube 3 und 4 spezialisierten wir uns weiter und untersuchten die jeweiligen

Subpopulationen auf den Oberfldchenmarker CD95 und CDS0.
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Als verwertbare Ausgabe erhdlt man einen Ausdruck auf dem absolut gezéhlte Events und

prozentuelle Anteile tabellarisch aufgelistet sind (siche Abb. 6).

Tube: D_24_3/14_38_27_45_19

Population #Events %Parent %Total
B A Events 500,000 #HHE 100.0
~- cD45 322,206 64.4 844
[ Mono und T- Zellen 284,831 884 570
“{] CD45 ohne Mono und T-Zellen 37,375 11.6 75
[l B Zellen 14,191 38.0 2.8

[l Plasmablasts 86 0.6 0.0

- [l post switch memory 5,853 4.2 1.2

-l doppel negativ 1,311 9.2 0.3

~] p1 27 0.2 0.0

[l 19D memory 2,459 17.3 0.5

M naive B 4,529 31.9 0.9

D Transitional 1 B- Zellen 22 0.5 0.0

: Transitional 2 B-Zellen 519 11.5 0.1

Abbildung 4 Datenausgabe

2.3 Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde das Satistikprogramm SPSS (Version 18.0) verwendet.
Als Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,001 festgelegt.

Die Priifung der Messwerte mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests ergab fiir einen GroBteil der
Daten eine Normalverteilung. Dementsprechend wurden parametrische und nicht
parametrische Tests durchgefiihrt. Test auf Signifikanz wurde mit dem T-Test fiir gepaarte
Stichproben und mit dem Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Korrelationen wurden mit dem Test
nach Spearman und Pearson durchgefiihrt. Die Verteilung der Daten wurde mit dem
Mittelwert und der Standartabweichung oder dem Median angegeben.

Zur graphischen Darstellung der Daten wurden Kreisdiagramme und Box-Plots verwendet.
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3 Ergebnisse — Resultate

3.1 Hypothese 1

Von den 29 Patienten, die an der Studie bis zu unserem cut off teilgenommen haben, wurde
bei 19 Patienten die Krankheitsaktivitit nach 24 Wochen gemessen.

7 Patienten (37%) zeigten ein gutes Ansprechen laut EULAR-Ansprechrate, 4 Patienten ein
moderates Ansprechen (21%) und bei 8 Patienten (42%) konnte keine EULAR Ansprechrate
festgestellt werden (siehe Abb. 3).

EULAR Response nach 24 Wochen

B fehlende EULAR
Response

[Moute EULAR
Response

micderate EULAR
Response

Abbildung S EULAR Response 24 Wochen nach Therapiebeginn

Keiner der Patienten mit einer guten EULAR Ansprechrate zeigte eine komplette B-Zell
Depletion, welche mit einem Wert von 10 oder weniger Zellen der CD45+ B Zell —
Population ( 0,002%) definiert war.

1 Patient depletierte komplett in der Gruppe, die mit einer moderaten EULAR Ansprechrate
auf die Therapie reagierten. Ein weiterer Patient, der laut Krankheitsaktivitdt kein Ansprechen

auf die Therapie mit Rituximab zeigte, depletierte ebenfalls komplett.

Auf Gruppenniveau konnte man eine allgemeine Verbesserung des DAS28 erkennen. Vor

Therapiebeginn wies der DAS28 einen Mittelwert von 6,29 (SD+0,76) auf. 6 Monate nach
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Therapiebeginn présentierte sich der DAS28 der Patienten mit einem Mittelwert von 4,31

(SD=1,39).

T
DAS 28 vor Therapiebeginn DAS 25 6 Monate nach
Therapiebeginn

Abbildung 6 Verteilung des DAS28 vor Therapiebeginn und 6 Monate nach Therapiebeginn (*p<0,001).

3.1.1 Gute EULAR Ansprechrate

37 % (n=7) der Patientenkohorte reagierte auf die Rituximab Therapie mit einer guten
EULAR Ansprechrate. Keiner von ithnen wies eine komplette B-Zell Depletion auf.

Die B-Zellen hatten vor Therapiebeginn einen Mittelwert von 10295,14 (SD+9389,52) und
depletierten 14 Tage nach Therapiebeginn auf einen Mittelwert von 143,43 (SD+104,54)
(siche Abb. 5).
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Abbildung 7 B-Zell Depletion bei guter EULAR Ansprechrate (*p<0,001).

Bei Analyse der CD80+ B-Zell Subpopulationen zeigte sich, dass die Post Switch Memory B-
Zelle die grofite Zellpopulation mit einem Mittelwert von 632,28 (SD+526,82) darstellte.
Selbst nach depletierender Therapie zeigte sie den hochsten Mittelwert von 21,86 (SD+41,89)
(siche Abb. 6).
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Abbildung 8 Verhalten der Post Switch Memory CD80+ B-Zelle bei guter EULAR Ansprechrate

(*p<0,001).

Das Verhalten aller anderen CD80+ B-Zellsubpopulationen wird in Tab.6 gezeigt:

Vor 14 Tage nach

Therapiebeginn Therapiebeginn

MW SD MW SD p
Doppelt Negative CD80+ | 303,71 338,91 3,14 3,44 *p<0,001
B-Zelle
IgD Memory CD80+ B- | 286,57 280,18 17,86 25,71 *p<0,001
Zelle
Naive CD80+ B-Zelle 204,29 302,82 4,0 5,45 *p<0,001

Tabelle 6 Verhalten der CD80+ B-Zell Subpopulationen bei guter EULAR Ansprechrate
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Bei den CD95+ B-Zell Subpopulationen verhielt es sich ebenso, dass die Post Switch
Memory CD95+ B-Zelle die grofite Gruppe reprisentierte mit einem Mittelwert von 719,71
(SD+639,64). Nach depletierender Therapie bestand ein Mittelwert von 23,29 (SD+23,63)
(siche Abb. 7).

10.000]

1.000

1009

0,17

Post Switch Memory CD35+ B-Zelle vor Post Switch Memory CD356+ B-Zelle 14
Therapiebeginn Tage nach Therapiebeginn

Abbildung 9 Verhalten der Post Switch Memory CD95+ B-Zelle bei guter EULAR Ansprechrate
(*p=<0,001)

Das Verhalten der librigen CD95+ B-Zell Subpopulationen ist in Tab.7 zusammengefasst.
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Vor 14 Tage nach

Therapiebeginn Therapiebeginn

Mittelwert | SD Mittelwert SD P
Doppelt Negative CD95+ | 326,57 402,78 | 17,71 16,54 *p<0,001
B-Zelle
IgD Memory CD95+ B- | 306,14 335,08 | 43,86 59,48 *p=<0,001
Zelle
Naive CD95+ B-Zelle 189,86 109,91 | 32,86 28,26 *p<0,001

Tabelle 7 verhalten der CD95+ B-Zell Subpopulationen bei guter EULAR Ansprechrate

3.1.2 Moderate EULAR Ansprechrate

21 % der Patienten (n=4) zeigten eine moderate EULAR Ansprechrate auf die Therapie mit
Rituximab. In dieser Kohorte konnte eine komplette B-Zell Depletion bei 25% (n=1)
festgestellt werden.

Der Mittelwert der B-Zellen vor Therapiebeginn war etwas geringer als in der Kohorte der
Patienten mit einer guten EULAR Ansprechrate, er betrug 8370,75 (SD+4289,64). 14 Tage
nach Therapiebeginn fiel der Mittelwert auf einen Wert von 35,50 (SD+24,88) ab (siche Abb.
8).
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Abbildung 10 Verhalten der B-Zelle bei moderater EULAR Ansprechrate (*p<0,001).

Bei den CD80+ B-Zell Subpopulationen présentierte sich ebenfalls die Post Switch Memory
CD80+ B-Zelle mit einem Mittelwert von 947,0 (SD+1199,56) als prominente Population.
Nach depletierender Therapie konnte hier kaum eine Post Switch Memory CD80+ B-Zelle
detektierte werden (sieche Abb. 9).
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Abbildung 11 Verteilung der Post Switch Memory CD80+ B-Zelle bei moderater EULAR Ansprechrate
(*p<0,001).

Die Verteilung der restlichen 3 CD80+ Subpopulationen zeigt Tab. 8.

Vor 14 Tage nach

Therapiebeginn Therapiebeginn

Mittelwert | SD Mittelwert SD P
Doppelt Negative CD80+ | 609,50 563,77 | 1,25 0,95 *p<0,001
B-Zelle
IgD Memory CD80+ B-| 177,0 240,02 | 5,50 4,36 *p<0,001
Zelle
Naive CD80+ B-Zelle 188,75 277,03 | 0,25 0,50 *p<0,001

Tabelle 8 Verteilung der CD80+ Subpopulationen bei moderater EULAR Ansprechrate

Bei den CD95+ B-Zell- Subpopulationen zeigte sich die Doppelt Negative CD95+ B-Zelle
mit dem hdchsten Mittelwert 783.75 (SD+420,43). Nach Therapie fiel dieser Mittelwert auf
einen Wert von 2 (SD+1,41) ab (siche Abb. 10).
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Abbildung 12 Verteilung der Doppelt Negativen CD95+ B-Zelle bei moderater EULAR Ansprechrate
(*p<0,001).

In Tabelle 9 werden die restlichen Mittelwerte der CD95+ B-Zell Subpopulationen

aufgezeigt.

Vor 14 Tage nach

Therapiebeginn Therapiebeginn

Mittelwert | SD Mittelwert SD P
Post Switch  Memory | 610,75 429,977 | 11,25 10,31 *p<0,001
CDY95+ B-Zelle
IgD Memory CD95+ B-| 234,75 295,11 | 330,25 380,76 *p<0,001
Zelle
Naive CD95+ B-Zelle 638,25 1050,52 | 18,25 18,30 *p<0,001

Tabelle 9 Verhalten der CD95+ Subpopulationen bei moderater EULAR Ansprechrate
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3.1.3 Keine EULAR Ansprechrate

Bei 42% (n=8) konnte unter Rituximab Therapie keine Verbesserung der EULAR
Ansprechrate festgestellt werden. 12,5 % (N=1) zeigten in der MRD-FACS Analyse eine
komplette B-Zell Depletion.

Der Mittelwert der B-Zellen war mit einem Wert von 13334,86 (SD+12033,26) in allen
Kohorten am hdochsten. 14 Tage nach Therapie zeigte er einen Mittelwert von 64,86

(SD+45,85) (siche Abb.11).

100.0007

1.000

100+

107

T T
B-Zellen vor Therapiebeginn B-Zellen 14 Tage nach Therpiebeginn

Abbildung 13 Verhalten der B-Zelle bei fehlender EULAR Ansprechrate (*p<0,001).

Nach Differenzierung in die einzelnen Subpopulationen zeigte sich, dass bei den CD80+ B-
Zellen wiederum die Post Switch Memory CD80+ B-Zelle den hochsten Mittelwert
(Mittelwert=1280,71; SD+509,55) aufwies. Nach depletierender Therapie fiel dieser auf einen
Wert von 6,86 (SD+5,87) (siehe Abb. 12).
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Abbildung 14 Verhalten der Post Switch Memory CD80+ B-Zelle bei fehlender EULAR Ansprechrate
(*p<0,001).

Die tibrigen CD80+ Subpopulationen verhielten sich, wie in Tabelle 10 gezeigt:

Vor 14 Tage nach

Therapiebeginn Therapiebeginn

Mittelwert | SD Mittelwert SD P
Doppelt Negative CD80+ | 338,0 183,65 | 2,15 2,91 *p<0,001
B-Zelle
IgD Memory CD80+ B- | 433,14 379,61 | 12,29 15,54 *p<0,001
Zelle
Naive CD80+ B-Zelle 195,43 139,99 |3.0 3,51 *p<0,001

Tabelle 10 Verhalten der CD80+ Subpopulationen bei nicht vorhandener EULAR Ansprechrate
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Auch bei den CD95+ B-Zell Subpopulationen zeigte sich die Post Switch Memory CD95+ B-
Zelle mit dem hochsten Mittelwert von 1423,29 (SD+842,98), der 14 Tage nach
Therapiebeginn auf einen Wert von 11,43 (SD+12,53) abfiel (siche Abb.13).
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Abbildung 15 Verhalten der Post Switch Memory CD95+ B-Zelle bei fehlender EULAR Ansprechrate

(*p<0,001).

Das Verhalten der anderen CD95+ Subpopulationen wird in Tabelle 11 zusammengefasst.

Vor 14 Tage nach

Therapiebeginn Therapiebeginn

Mittelwert | SD Mittelwert SD P
Doppelt Negative CD95+ | 316,71 2349 |4,29 4,96 *p<0,001
B-Zelle
IgD Memory CD95+ B- | 533,14 503,08 | 14,14 16,57 *p<0,001
Zelle
Naive CD95+ B-Zelle 532,14 618,60 | 7,86 8,78 *p<0,001

Tabelle 11 Verhalten der CD95+ B-Zell Subpopulationen bei nicht vorhandener EULAR Ansprechrate
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3.2 Hypothese 2

3.2.1 Korrelation nach Spearman - Erkrankungsaktivitat und B-Zell-

Subpopulationen

Die lineare Korrelation wurde mit dem Spearman Test gerechnet. Eine Korrelation von +1

spricht fiir einen vollkommenen positiven Zusammenhang, -1 bedeutet einen vollkommenen

negativen Zusammenhang und 0 bedeutet keinen linearen Zusammenhang. Signifikanz wurde

mit p < 0,001 erreicht.

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Krankheitsaktividt (DAS28) und der

Doppelt Negativen CD95+ B-Zelle gefunden werden. Weitere Subpopulationen wurden auf
Korrelation mit DAS28 untersucht: Naive CD95+ B-Zelle, IgD Memory CD95+ B-Zelle, Post

Switch Memory CD95+ B-Zelle. Auch hier konnte keine signifikante Korrelation gezeigt
werden (siche Tab. 4).

DNCD95+ | NaiveCD95+ | [gDMCD95+ | PSMCD95+
DAS28 Korrelationskoeffizient | -0,13 -0,45 -0,147 -0,2
Signifikanz “p<0,001 n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 12: Korrelation nach Spearman zwischen DAS28 und B-Zell-Subpopulationen CD95+

44




8,001 r= linear=0,01
o
[s]e]
o 0 o]
o]
7,001 = o -
(o] o]
o]
o o]
o o]
6,00
! o @ o}
w o
o
<
o

[

5,00 o C

o}
4,00
o]
3,00
T T T T T T T
0,00 200,00 400,00 500,00 500,00 1000,00 1200,00

Doppelt Negative CD95+ B-Zelle

Abbildung 16 Korrelation DAS28 und Doppelt Negative CD95+ B-Zelle
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Abbildung 17 Korrelation DAS28 und Naive CD95+ B-Zelle
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Abbildung 18 Korrelation DAS28 und IgD Memory CD95+ B-Zelle
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Abbildung 19 Korrelation DAS28 und Post Switch Memory CD95+ B-Zelle



Im MRD-FACS wurden die B-Zellsubpopulationen auch auf den Oberflichenmarker CD80

untersucht. Genau wie bei CD95 versuchten wir, eine Korrelation der einzelnen Zelltypen und

der Krankheitsaktivitidt nachzuweisen (siche Tab. 5).

DNCD80+ | NaiveCD80+ | IgDMCD80+ | PSMCD80+
DAS28 Korrelationskoeffizient | -0,036 -0,183 -0,219 -0,109
Signifikanz *p<0,001 | n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 13 Korrelation DAS28 und CD80+ B-Zell Subpopulationen

Auch hier konnte keine signifikante Korrelation gefunden werden.
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Abbildung 20 Korrelation DAS28 und Doppelt Negative CD80+ B-Zelle
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Abbildung 21 Korrelation DAS28 und Naive CD80+ B-Zelle
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Abbildung 23 Korrelation DAS28 und Post Switch Memory CD80 B-Zelle

3.2.2 Verteilung der Subpopulationen

3.2.2.1 Ergebnisse vor Therapiebeginn

Vor Therapiebeginn mit Rituximab konnte gezeigt werden, dass die Naive B-Zelle mit einem
Mittelwert von 10292,24 (SD+10550,51) (*p< 0,001), die am hiufigsten vorkommende
Subpopulation war. Gefolgt wurde sie von der Post Switch Memory B-Zelle mit einem
Mittelwert von 1666, 14 (SD+898,01), dann die IgD Memory B-Zell mit einem Mittelwert
von 1008,62 (SD+977,72) und die kleinste Subpopulation war die Doppelt Negative B-Zell
mit einem Mittelwert von 940,38 (SD= 606,33).
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Abbildung 24 Verteilung der Subpopulationen vor Therapie mittels Boxplot

Die einzelnen Subpopulationen wurden dann wieder mit dem Oberflaichenmarker CD95 und
CD80 markiert und analysiert.

Vor Therapiebeginn prisentierte sich die Post Switch Memory CD95+ B-Zelle mit einem
Mittelwert von 932,38 (SD+685,70) als grofte Subpopulation. Die Naive CD95+ B-Zelle
hatte einen Mittelwert von 462,38 (SD+523,03), die IgD Memory CD95+ B-Zelle zeigte
einen Mittelwert von 411,21 (SD+360,38) und die Doppelt Negative CD95+ B-Zelle war mit
einem Mittelwert von 407,72 (SD£315,45) die kleinste Subpopulation.
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Abbildung 25 Verteilung der CD95+ Subpopulation vor Therapiebeginn

Bei den CD80 + B-Zellen zeigte sich ebenfalls die Post Switch Memory CD80+ B-Zelle mit
einem Mittelwert von 981,72 (SD+636,44) als zahlenméBig iiberlegen, die Doppelt Negative
CD80+ B-Zelle hatte einen Mittelwert von 387,39 (SD+303,96), die IgD Memory CD80+ B-
Zelle wies einen Mittelwert von 348,21 (SD+346,49) auf und die Naive CD80+ B-Zelle
bildete das Schlusslicht mit einem Mittelwert von 190,24 (SD+183,86).

51



10.0007

1.000 28

1007

28

J l *p< 0,001

_ 29
10 o

T T T T
Naive COE0+ B-Zelle IgD Memory CDE0+ B-Zelle Post Switch Memory CDE0+ Doppeft Nzefﬂlztwe CDa0+ B-
B-Zelle

Abbildung 26 Verteilung der CD80+ Subpopulationen vor Therapiebeginn

3.2.2.2 Ergebnisse 14 Tage nach Therapiebeginn

14 Tage nach der ersten Infusion mit Rituximab &@nderte sich die Verteilung der B-Zell
Subpopulationen. Die gréfite Population bildete die Post Switch Memory B-Zelle mit einem
Mittelwert von 35,14 (SD+72,49), gefolgt von der Doppelt Negativen B-Zell mit einem
Mittelwert von 21,66 (SD£25,86). Die IgD Memory B-Zelle zeigte einen Mittelwert von 21,0
(SD+30,5) und die kleinste Subpopulation war die Naive B-Zelle mit einem Mittelwert von
15,45 (SD+21,52).
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Abbildung 27 Verteilung der Subpopulationen 14 Tage nach Therapiebeginn

Die CDO95+ Subpopulationen wurden von der IgD Memory CD95+ B-Zelle mit einem
Mittelwert von 39,62 (SD=123,93) angefiihrt. Gefolgt wurden sie von der Post Switch
Memory CD95+ B-Zelle mit einem Mittelwert von 17,89 (SD+21,94). Die Naive CD95+ B-
Zelle zeigte einen Mittelwert von 12,83 (SD+19,16), die Doppelt Negative CD95+ B-Zelle
einen Mittelwert von 9,03 (SD=11,59).
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Abbildung 28 Verteilung der CD95+ Subpopulation 14 Tage nach Therapiebeginn

Bei den CD80+ Subpopulationen zeigte die Post Switch Memory CD80+ B-Zelle einen
Mittelwert von 10,28 (SD+22,12), die IgD Memory CD80+ B-Zelle einen Mittelwert von
8,79 (SD+15,67). Bei der Doppelt Negativen CD80+ B-Zelle présentierte sich ein Mittelwert
von 2,97 (SD+3,95) und bei der Naiven CD80+ B-Zelle ein Mittelwert von 1,97 (SD+3,47).
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Abbildung 29 Verteilung der CD80+ Subpopulationen 14 Tage nach Therapiebeginn

3.2.3 Korrelation nach Spearman — CD95+ Subpopulationen und CD80+

Subpopulationen

Die Korrelation wurde mit dem Spearman Test gerechnet und Signifikanz wurde fiir p<0,001
angenommen.

Es konnte eine signifikante Korrelation zwischen der Doppelt Negativen CD95+ B-Zelle und
der Doppelt Negativen CD80+ B-Zelle gefunden werden. Der Korrelationskoeffizient betragt
0,909 (siehe Abb. 17).
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Abbildung 30 Korrelation Doppelt Negative CD95+ B-Zelle und Doppelt Negative CD80+ B-Zelle

Eine signifikante Korrelation (1=0,909) wurde auch bei der IgD Memory CD95+ B-Zelle und
der IgD Memory CD80+ B-Zelle gefunden (siche Abb. 18).
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Abbildung 31 Korrelation IgD Memory CD95+ B-Zelle und IgD Memory CD80+ B-Zelle

Ebenfalls signifikant, bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,810, korrelierte die Naive
CD95+ B-Zelle mit der Naiven CD80+ B-Zelle (siche Abb. 19).
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Die Post Switch Memory CD95+ B-Zelle korrelierte signifikant mit der Post Switch Memory
CD80+ B-Zelle (1=0,539) (sieche Abb. 20).
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Abbildung 33 Korrelation Post Switch Memory CD95+ B-Zelle und Post Switch Memory CD80+ B-Zelle
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4 Diskussion

4.1 Hypothese 1

Durch die HS-FACS Analyse war es moglich genauere Einblicke in das Verhalten der B-Zelle
unter Rituximab Therapie zu erhalten.

Wie bei Dass et al. zuvor, konnte gezeigt werden, dass bei fast allen Patienten auch nach
Therapiebeginn weiterhin B-Zellen im peripheren Blut nachweisbar waren. Bei normalen
FACS-Analysen wiren diese restlichen B-Zellen nicht gefunden worden.

Dass et al. machten in ihrer Studie die Entdeckung, dass komplette B-Zell Depletion auf
Gruppenniveau mit einem besseren EULAR Response vergesellschaftet ist [1].

In unserer Studie zeigte kein Patient mit einer guten EULAR Ansprechrate nach den ersten 6
Monaten unter Rituximab Therapie eine komplette B-Zell Depletion in der HS-FACS Analyse
2 Wochen nach Therapiebeginn. Hingegen wurden unter den Patienten mit moderater oder
fehlender EULAR Ansprechrate komplette B-Zell Depletionen beobachtet. Es scheint, dass

die komplette Depletion der B-Zelle kein Hinweis fiir einen guten Therapieerfolg ist.

Bei genauerer Betrachtung der einzelnen B-Zell Subpopulationen zeigte sich dass die Naive
B-Zelle vor Therapiebeginn die dominante Population darstellt. Unterteilt man diese
Populationen weiter in CD95+ und CD80+, présentiert sich jeweils die Post Switch Memory
B-Zelle mit dem hochsten Mittelwert und Median. Der hochste Mittelwert der Post Switch
Memory B-Zelle, sowohl CD95 positiv als auch bei den Zellen, die CD80 exprimierten,
wurde bei den Patienten mit fehlender EULAR Ansprechrate gefunden. Daraus ldsst sich
schliefen, je weniger Post Switch Memory Zellen im Blut von RA Patienten nachgewiesen
werden, desto besser wirkt eine Therapie mit Rituximab und desto besser die EULAR
Ansprechrate.

Bereits in fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass eine Memory B-Zelle eine besondere
Rolle bei der RA unter Rituximab Therapie spielt. Roll et al. zeigten, dass die IgD+, CD27+
Memory B-Zelle bei den Therapieversagern signifikant erhoht war [55].

Die Post Switch Memory B-Zelle ( CDI19+, IgD-, CD27+ B-Zelle) trigt den
Oberflaichenmarker CD27+, der beim Menschen eine Identifikation als Memory B- Zelle
zuldsst. Nach Aktivierung durch Antigenkontakt werden die naiven B-Zellen in das

Keimzentrum rekrutiert. Dort wird durch Keimzentrumsreaktionen das Antigenprofil
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verdndert. Daraus entstehen unter anderem Plasmazellen und Memory B-Zellen [29]. Die
IgD+, CD27+ B-Zellen représentieren die B-Zellen der Marginal Zone und die IgD-, CD27+
B-Zelle ist die post germinal center Memory B-Zelle [28].

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass auch bei anderen Erkrankungen (SLE) die Post
Switch Memory B-Zelle im Vergleich zu gesunden Menschen erhoht ist [31]. Dieser
Sachverhalt zeigt die besondere Bedeutung der Post Switch Memory B-Zelle bei zumindest 2
Atuimmunerkrankungen (SLE, RA) auf.

Kiirzlich untersuchte Sellam et al. in einer Studie den Zusammenhang zwischen Therapierfolg
mit Rituximab gemessen am EULAR Response nach 24 Wochen und den B-Zell Biomarkern
RF, ACPA, IgG, IgA, IgM und BAFF vor Therapiebeginn. Patienten mit einem EULAR
Response konnten mit dem Vorhandensein von RF oder ACPA und IgG Konzentration >
ULN in Verbindung gebracht werden. Das Vorhandensein einer dieser Parameter erhohte die
Wahrscheinlichkeit einer guten oder moderaten EULAR Ansprechrate. Wenn alle Parameter
nachgewiesen werden konnten, hatten die Patienten eine 85% Chance auf eine gute oder
moderate EULAR Ansprechrate [62].

Die Beobachtung der verschiedenen Memory B Zell-Typen, mit genauem Augenmerk auf die
Post Switch Memory B-Zelle konnte zusitzlich zu diesen bereits vorhandenen Parameteren

eine zukiinftige Aussage iiber einen mdglichen Therapieerfolg mit Rituximab zulassen.

4.2 Hypothese 2

Durch die Antikdrpermarkierung der B-Zellen in der HS-FACS-Analyse war es moglich die
einzelnen B-Zell Subpopulationen genauer zu untersuchen. Jacobi et al. beschrieben in ihrer
Studie einen Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivitdt und der CD27- IgD- CD95+
B-Zelle (Doppelt Negative CD95+ B-Zelle) bei SLE. Die Doppelt Negative CD95+ B-Zelle
weist Kriterien einer Memory B-Zelle auf, dennoch présentiert sie sich durch den
Oberflaichenmarker CD95+ als ein aktivierter Phidnotyp mit eine grofBeren Heterogenitit bei
Autoimmunerkrankungen als bei Gesunden [3]. Der Oberflichenmarker CD95 (=FAS) ist ein
Marker fiir die Apoptose. Zellen, die CD95 auf ihrer Oberfliche exprimieren, werden
normalerweise durch einen FAS- abhédngigen Mechanismus eliminiert [27]. Ein starkes B-

Zell-Signal kann vor so einem Todesmechanismus schiitzen. Der Komplement Rezeptor
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CD21 ist ein Beispiel fiir ein solches Signal und kann die Apoptose der B-Zelle durch
Bindung an seinen Liganden verhindern [23,24,25].

In unserer Studie untersuchten wir, ob sich eine Korrelation zwischen der Krankheitsaktivitét
und einer speziellen B-Zell-Subpopulation, dhnlich wie bei SLE, ergibt.

Wir konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der CD95 Expression und der
Krankheitsaktivitét bei der rheumatoiden Arthritis feststellen.

Des Weiteren untersuchten wir alle CD80+ Subpopulationen auf eine Korrelation mit der
Krankheitsaktivitit, doch auch hier konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. Jacobi et
al. schlossen aus der Entdeckung der Korrelation, dass die Doppelt Negative CD95+ B-Zelle
in Zukunft als ein Marker fiir die Krankheitsaktivitit fungieren konnte [3]. Therapieerfolge
konnen zukiinftig bei SLE an der Expression von CD95 auf der Doppelt Negativen B-Zelle
gemessen werden, bei RA gilt dieser Zusammenhang nicht.

Zusitzlich untersuchten wir die Korrelation zwischen den CD80+ Subpopulationen und den
CDO95+ Subpopulationen. Hier konnte zwischen allen Populationen ein signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden. Das heilit, wenn die B-Zelle einen CD95+ Marker, einen
Marker fiir die Apoptose, auf ihrer Oberfliche exprimiert, exprimiert sie auch CD80+. CD80
ist ein Kostimulationsmolekiil fiir die T-Zell Aktivierung durch die B-Zelle. Es dockt an
seinem Gegenspieler, CD28, auf der T-Zelle an. Bereits in fritheren Studien konnte eine
vermehrte Frequenz von CD80+, CD27+ Memory B-Zellen bei der RA festgestellt werden
[30].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine FACS Analyse der B-Zellen vor
Therapiebeginn sinnvoll ist. Hierbei kann besonderes Augenmerk auf die Post Switch
Memory B-Zelle, die entweder CD80 oder CD95 exprimiert, in Bezug auf ein mogliches
Therapieansprechen gelegt werden.

Die B Zell Analyse 14 Tage nach Therapiebeginn verspricht wenig Aufschluss tber
Ansprechen oder Nichtansprechen der Therapie und ist deswegen eher abzulehnen. Die
Expression des Oberflichenmarker CD95 ldsst zu diesem Zeitpunkt keinen Schluss iiber einen
Therapieerfolg zu.

Im Allgemeinen ist die HS-FACS-Analyse ein Gewinn fiir die Kontrolle der CD20
depletierenden Therapie bei der RA. Durch weitere Erforschung der B-Zelle wird ihre Rolle

nicht nur bei der rheumatoiden Arthritis, sondern in der ganzen Immunologie an Wichtigkeit
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zunehmen. Ein kleines Puzzlestiick konnten wir mit unserer Analyse der Oberflichenmarker

CD80 und CD95 beisteuern.
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