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Kapitel 1

Einleitung und Fragestellung

Die Rheumatoide Arthritis (RA) gehort zu den chronisch entziindlich de-
struktiven Gelenkerkrankungen. Mit einer Privalenz von etwa 1% zihlt sie
zu den groften Volkskrankheiten unserer Gesellschaft. Die Erkrankung fiihrt
zu erheblichen korperlichen Einschrankungen und damit auch zu Einschrin-
kungen der Lebensqualitit. Etwa jeder fiinfte Patient mit RA wird innerhalb
der ersten drei Jahre seiner Erkrankung zumindest teilweise arbeitsunfihig
[Mau et al., 2001|. Somit fiihrt die RA neben starken personlichen Einschrén-
kungen auch zu enormen volkswirtschaftlichen Belastungen. Nach Angaben
des Bundesgesundheitsministeriums werden die Kosten durch Behandlung,
Arbeitsunfihigkeit und vorzeitige Verrentung auf circa 3,5 bis 5 Mrd. Euro
pro Jahr geschétzt.

Die aktuellen Forschungen zielen, aufbauend auf einem verbesserten Ver-
stdndnis der Pathogenese der RA, auf eine moglichst frithe Diagnostik der
entziindlichen und destruktiven Verdnderungen der aktiven Arthritis. Da-
durch kann mit einer friithen gezielten Therapie begonnen werden, die die
Prognose positiv beeinflussen kann. Das grofse wissenschaftliche Interesse be-
griindet sich neben den oben genannten volkswirtschaftlichen Gesichtspunk-
ten auch iiber das Ziel die pathogenetischen Zusammenhénge der RA besser
zu verstehen und neue Therapieansétze zu finden, um die negativen Auswir-
kungen der Erkrankung in den ,Griff“ zu bekommen. Mit den seit einigen
Jahren auf dem Markt vorhanden Antagonisten von Tumor Necrosis Factor

(TNF)-« und Interleukin (I1)-1, den so genannten Biologika, stehen inzwi-
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2 1 Einleitung und Fragestellung

schen neben dlteren Therapeutika, wie z.B. Methotrexat, potente und die
Krankheit modifizierende Medikamente zur Verfiigung. Einer der Angriffs-
punkte insbesondere der neuen Therapeutika ist die synoviale Angiogenese,
die ein wesentlicher Faktor in der Pathogenese der RA ist und entscheidend
zur destruktiven Potenz der RA beitrégt. Sie wird von verschiedenen Fakto-
ren gesteuert, von denen der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
mit am besten untersucht ist.

Vollkommen neue Moglichkeiten zur bildlichen Darstellung des entziind-
lichen Geschehens innerhalb des Gelenkes bietet die Anfang der 1990er Jahre
von Rubin € Adler [1993] eingefiihrte Power Doppler-Sonographie. Ausge-
hend von der Messung des pro-angiogenetischen VEGF und der Visualisie-
rung des Ergebnisses der synovialen Angiogenese im entziindlichen Prozess,
dem vermehrten synovialen Blutfluss, mittels der Power Doppler-Sonographie
entsteht im Rahmen dieser klinischen Arbeit ein neues Modell und ein neuer
Zugang zur Untersuchung der Entwicklung vaskuldrer synovialer Verdnde-
rungen und ihrer Auswirkungen im Rahmen des chronischen destruierenden
Prozesses. Dieses Modell erleichtert das friihe Erkennen der entziindlichen
Aktivitdt und damit die geforderte frithe Therapie. Dieser neue Zugang er-
moglicht auferdem die Beobachtung der Erkrankung unter verschiedenen
Bedingungen und dadurch eventuell neue pathogenetische Erkenntnisse.

Neben der Entwicklung des beschriebenen Modells beschiftigt sich
die Studie mit Verlaufsbeobachtungen der VEGF-Konzentration wihrend
der Therapie mit dem Glukokortikoid Prednisolon bzw. dem TNF-a-
Antagonisten Infliximab. Zusétzlich werden auch Korrelationen zwischen der
VEGF-Konzentration und der Erkrankungsdauer jedes einzelnen Patienten
untersucht. Mit Hilfe der daraus gewonnen Daten entsteht ein neues Gesamt-
bild der Bedeutung der synovialen Angiogenese und es konnen Riickschliisse
auf die klinische Bedeutung des proangiogenetischen Faktors VEGF als Ak-

tivitdtsparameter der RA gezogen werden.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Rheumatoide Arthritis

2.1.1 Klinik der Rheumatoiden Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA) hat, wie schon erwihnt, mit einer Privalenz
von 1% und aufgrund ihres chronischen Verlaufs eine nicht zu unterschéitzen-
de volkswirtschaftliche Bedeutung in unserer Gesellschaft. Das Verhiltnis
von Ménnern zu Frauen betrigt etwa 1 zu 3, das Hauptmanifestationsalter
liegt zwischen dem dritten und fiinften Lebensjahrzehnt, eine Erkrankung in
jedem anderen Lebensalter ist jedoch méglich [Schmidt, 2000).

Zur Klassifikation der RA entwickelte das American College of Rheuma-
tology (ACR) einen Katalog mit sieben Kriterien (siehe Tabelle S. 4), fiir
das sichere Vorhandensein der RA miissen mindestens vier der sieben Krite-
rien auftreten. Die RA hat zumeist einen schleichenden Beginn, mit einem
polyartikuldren, symmetrischen Befall der kleinen peripheren Gelenke. Die
Gelenke zeigen eine mit Morgensteifigkeit einhergehende schmerzhafte syn-
ovitische Schwellung. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zur Atrophie
der Musculi interossei der Hiande. Die typischen deformierenden irreversiblen
ossiren Verdnderungen, wie Schwanenhals- und Knopflochdeformitédten der
Finger und die Ulnardeviation, filhren zu starken Funktionseinschriankungen
der betroffenen Extremitéit. Radiologisch lassen sich die destruktiven Pro-
zesse am Knochen durch Pseudozysten, Usuren und Ankylosen nachweisen.

Ein extraartikulérer Befall ist bei Nachweis von Rheumafaktoren hiufig. Da-

3



4 2 Grundlagen

ACR-Klassifikationskriterien der Rheumatoiden Arthritis
1. | Morgensteifigkeit fiir mindestens eine Stunde

2. | Arthritis in drei oder mehr Gelenkbereichen (von

einem Arzt beobachtet)

Arthritis der Hand- und/oder Fingergelenke

Symmetrische Schwellung (Arthritis)

Rheumaknoten

Nachweisbare Rheumafaktoren im Serum

Radiologische Verdnderungen der Gelenke (Erosio-

nen und/oder gelenknahe Osteoporose)

NS W

Kriterien 1. bis 4. miissen fiir mind. sechs Wochen bestehen
Sichere RA: mindestens vier Kriterien miissen erfiillt sein
Quelle: Arnett et al. [1988]

Tabelle 2.1: ACR - Kriterien

zu zdhlen die typischen an den Streckseiten der Extremititen entstehenden
so genannten Rheumaknoten, ferner Vaskulitiden, Pleuritis, Perikarditis und
ein sekundires Sjogren-Syndrom, selten treten eine Myokarditis oder Lun-
genfibrose auf. Die RA geht mit einem erhohtem Herzinfarktrisiko einher
| Burmester, 1998|. Als wichtige Laborparameter dienen das C-reaktive Pro-
tein (CRP) und die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) [Schmidt, 2000].

2.1.2 Atiologie und Pathogenese der Rheumatoiden Ar-
thritis

Der primire Manifestationsort der RA ist trotz vieler klinischer Aspekte
einer systemischen Erkrankung die Membrana Synovialis der Gelenke. Im
Zentrum der Pathogenese der RA steht die synoviale Hyperplasie und Pan-
nusbildung, die mit ausgeprégter synovialer Angiogenese einhergeht [Koch,
1998; Paleolog, 1996| (siehe Kapitel 2.1.3). Weitere Charakteristika der RA
sind pathologische Immunphénomene (u.a. Auto-Antikérperbildung) und im
weiteren Verlauf der Erkrankung die progressive Gelenkzerstorung [Seemayer
et al., 2001]. Die besonders in der Frithphase der Erkrankung starke Ent-
ziindungsreaktion ist geprigt durch GefiRdilatation und Odembildung sowie

Infiltration von Entziindungszellen, so dass es zur erheblichen Verbreiterung
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und zottenartigen Auftreibung der normalerweise glatten Synovialmembran
kommt. Dieses stark vaskularisierte und sich stindig proliferierende Gewebe,
der Pannus, dringt dhnlich einem Tumorgewebe in die Knorpel- und Kno-
chenstrukturen des Gelenkes ein und zerstort diese irreversibel |Burmester,
1998; Nagashima et al., 1995]. Besonders die Deckzellschicht der Synovialis,
auch synoviale Intima genannt, ist verbreitert. Sie besteht aus aktivierten
synovialen Makrophagen (Typ-A-Zellen) und aktivierten synovialen Fibro-
blasten (Typ-B-Zellen), sowie lymphozytiren Infiltraten mit CD'4* T-Zellen
und diffus das Bindegewebe infiltrierenden CD8% T-Zellen. Auferdem fin-
den sich in der Synovialis aktivierte B-Zellen, Rheumafaktoren sezernierende
Plasmazellen und die aus dem Blut stammenden Monozyten/Makrophagen.
In der Gelenkfliissigkeit (Synovia) befinden sich vorwiegend neutrophile Gra-
nulozyten.

Die an der Synovialis stattfindende Entziindungsreaktion ist T-Zell ver-
mittelt, ihr auslosendes Agens bis heute jedoch unbekannt |Firestein, 1998;
Renz, 2003]. Durch die T-Zell-Aktivierung kommt es zur Rekrutierung von
Monozyten aus dem Blut und deren Differenzierung zu Makrophagen so-
wie zur Aktivierung der im Gelenk vorhandenen Typ A (Makrophagen)
und B (Fibroblasten) Synoviozyten |Burmester, 1998|. Parallel dazu diffe-
renzieren sich durch die T-Zell-Aktivierung B-Zellen zu Immunglobulin(Ig)-
produzierenden Plasmazellen . Die u.a. produzierten IgG-Antikorper bilden
mit Antigenen grofse Immunkomplexe, die ihrerseits zur Aktivierung des
Komplementsystems fiithren [Renz, 2003|. Bei der oben beschriebenen Im-
munkomplexbildung kann es zur Verdnderung der Tertidrstruktur des IgG
kommen, so dass der Antikdrper selbst zum Antigen wird. Bei der nun ein-
setzenden Auto-Antikérperproduktion gegen die freigesetzten Fc-Fragmente
werden Immunglobuline der Klasse M gebildet, sogenannte Rheumafaktoren
[Renz, 2003; Burmester, 1998].

Fiir den T-Zell unabhingigen Pathogeneseweg der RA sind aktivierte
(synoviale) Makrophagen und synoviale Fibroblasten die zentralen Zellele-
mente. Thre Zytokine werden in der Synovialmembran deutlich haufiger als

lypmphozytire Zytokine gefunden [Firestein, 1998]. Zu den von den (syn-

LCD: Cluster of Differentiation
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ovialen) Makrophagen produzierten Zytokinen gehéren u.a. die stark pro-
inflammatorisch wirkenden und in der Pathogenese der RA eine Schliissel-
rolle einnehmenden Tumor Necrosis Factor (TNF)-« (siehe S. 13), Interleu-
kin (I1)-1 - Molekiile |Firestein, 1998] und der pro-angiogenetische Vascular
Endothelial Growth Factor(VEGF). TNF-« und Il-1 fiihren ihrerseits zur
Proliferation und Aktivierung der synovialen Fibroblasten und Makropha-
gen |Firestein, 1998] sowie zur Aktivierung von Osteoklasten und Chondro-
zyten, die wesentlich an der Zerstorung von Knorpel und Knochen beteiligt
sind [Burmester, 1998|. Die durch die Destruktion freigesetzten Antigene
aktivieren im Gelenk wiederum neu eingewanderte Monozyten und synovia-
le Makrophagen, so dass der Kreislauf aufrecht erhalten wird [Renz, 2003];
| Burmester, 1998|. TNF-a und Il-1 sind jedoch auch an der Matrixdegene-
ration durch die Aktivierung von Matrix Metallproteinasen (MMPs) [See-
mayer et al., 2001] und der Stimulation von Adhésionsmechansimen betei-
ligt |Mdller-Ladner et al., 2000|. Aktivierte synoviale Fibroblasten scheinen
auferdem durch den Verlust der Wachstumskontrolle mafigeblich an der syn-
ovialen Hyperplasie und dem invasiven Wachstum des Pannus beteiligt und
damit fiir die von Entziindungszellen unabhéngige Destruktion der Gelenke

verantwortlich zu sein |Firestein, 1998; Seemayer et al., 2001].

Die aktivierten Synoviozyten produzieren (vermutlich frustran) auch ge-
genregulatorische Molekiile u.a. Transforming Growth Factor(TGF)-beta
und I1-10 [Burmester, 1998|, sowie Tissue Inhibitor of Metalloproteinases
(TIMPs) zur Hemmung der MMPs oder den II-1 Rezeptorantagonist I1-1-Ra
| Firestein, 1998]. Kommt es zum Sistieren der Entziindungsreaktion, kann
das intraartikuldre Pannusgewebe in ein fibroses und von Knorpel durchsetz-
tes Narbengewebe tibergehen |Nagashima et al., 1995; Mohr, 1996].

Die hier nur angedeuteten Prozesse lassen erahnen, dass es sich bei der
Aufrechterhaltung des inflammatorischen Prozesses der RA um einen Circu-
lus vitiosus handelt, die ein sehr komplexes Zusammenspiel vieler Faktoren
erfordert und noch nicht bis ins letzte Detail verstanden ist (siehe auch Abb.
2.1).
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Abbildung 2.1: Circulus vitiosus der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis: Die
synoviale Hyperplasie und Proliferation fiithrt zum gesteigerten metabolischen und
Sauerstoffbedarf bei gleichzeitiger Entfernungszunahme der Zellen von den Blutge-
fafsen. Die dadurch bedingte Hypoxie stellt einen entscheidenden Stimulus fiir die
Angiogenese dar. Die Zunahme der Geféfe erleichtert die Infiltration von Zytoki-
nen, Wachstumsfaktoren (GF = Growth Factor) und Entziindungszellen und sorgt
somit fiir die Aufrechterhaltung der synovialen Hyperplasie.
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Stimulatoren der Angiogenese
Entziindungszellen Wachstumsfaktoren Zytokine / Mediatoren
Monozyten/Makrophagen VEGF Hypoxie
Lymphozyten FGF TNF-«
Mastzellen PDGF HIF-1
synoviale Fibroblasten TGF-3 -1
synoviale Makrophagen HGF 11-10
Polymorhpkernige Leukozyten PD-ECGF Thrombospondin
Angiopoetin
11-8
V-CAM 1
E-Selektin
11-2
ECM
Integrine
NO

Quelle: Koch [1998]; Schrieber & Jackson [1998]; Paleolog [2002]

Abkiirzungen: VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor; FGF = Fibroblast Growth
Factor; PDGF = Platelet Derived Growth Factor; TGF = Transforming Growth Fac-
tor; PD-ECGF = Platelet Derived Endothelial Growth Factor; TNF = Tumor Necrosis
Factor; HIF = Hypoxia Inducible Factor; Il = Interleukin; HGF = Hepatocyte Growth
Factor; V-CAM = Vascular Cell Adhesion Molecules; ECM = Extracelluldre Matrix; NO
= Stickstoffmonoxid

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber stimulierende Faktoren der Angiogenese

2.1.3 Stellenwert der synovialen Angiogenese im inflam-
matorischen Prozess der Rheumatoiden Arthritis

Als Angiogenese wird die Entstehung neuer Gefiafie aus einem bereits beste-
hendem Kapillarsystem bezeichnet. Physiologisch spielt sie eine entscheiden-
de Rolle z.B. bei der Wundheilung oder dem weiblichen Zyklus. Aber auch bei
pathologischen Prozessen wie bei Malignomentstehung und Malignomwachs-
tum, der diabetischen Retinopathie oder auch der RA. Die Angiogenese ist
ein gut koordinierter und komplexer Prozess, an dem viele Faktoren beteiligt
sind | Walsh, 1999] (siehe Tab. 2.2 und 2.3). Sie wird durch die von hypo-
xischem oder verletztem Gewebe ausgeschiitteten pro-angiogenetischen Mo-

lekiile getriggert. Zunéchst kommt es zur Degradation der Basalmembran
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Inhibitoren der Angiogenese

Zytokine / Mediatoren Proteinfragmente Medikamente
TNF-« Angiostatin DMARDs
-1 Endostatin GC

IE'N-vy Fibronektin NSAID

I-12

Thrombospondin

TIMPs

Platelet-factor 4

sFIt-1

Quelle: Koch [1998]; Schrieber & Jackson [1998]; Paleolog [2002]

Abkiirzungen: TNF = Tumor Necrosis Factor; Il = Interleukin; IFN = Interferon; TIMPs
= Tissue Inhibitor of Metalloproteinases; sFlt-1 = soluble Flt-1; DMARD = Disease
Modifying Antirheumatic Drugs; GC = Glukokortikoide; NSAID = Nonsteroidale Anti-
Inflammatory Drugs

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber inhibierende Faktoren der Angiogenese

(BM), gefolgt von der Migration von Endothelzellen durch die degenerierte
BM und Ausbildung eines neuen Gefiafisprosses. Die Endothelzellen an der
Spitze des Sprosses dringen weiter ins Gewebe ein und gehen im Gegensatz
zu denen in der Mitte des Sprosses nicht in Mitose. Ein neues Lumen entwi-
ckelt sich. Durch Anastomosierung mit bereits bestehenden und anderen neu
gebildeten Gefifsen entsteht ein neues Gefifinetz. Eine neue BM bildet sich,
Perizyten wandern entlang des neuen Gefifses ein und das Blut beginnt zu
flieken [Schrieber € Jackson, 1998; Paleolog, 2002].

Im Gegensatz zur physiologisch vorkommenden Angiogenese, die durch
ein Ubergewicht von Inhibitoren stark reguliert und limitiert wird, kommt es
bei der RA zu einem Ubergewicht der Stimulatoren [Koch, 1998]. Damit kann
die Angiogenese langer aufrecht erhalten werden und sich verselbststindigen
| Koch, 1998|. Das neu entstehende Geféfinetz ist sowohl in seiner Gefafdich-
te als auch durch seine Gefifverzweigung anormal und schlecht organisiert
| Firestein, 1998; Distler et al., 2004]. Obwohl es den lokalen Anspriichen im
entziindeten Gelenk nicht nachkommen kann [Distler et al., 2004], da es im
Vergleich zum Pannus zu langsam wéchst, ermoglichen die neu gebildeten Ge-

fiafe die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen sowie das Vordringen von
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Entziindungszellen in das synovitische Gelenk und somit die Aufrechterhal-
tung des Entziindungsprozesses (siche auch Abb. 2.1) [Schrieber €& Jackson,
1998; Walsh, 1999|, [ Taylor, 2005]. Die Angiogenese spielt also in der Patho-
genese der RA eine zentrale Rolle und ist als pathogenetische Antwort auf
den gesteigerten metabolischen Bedarf und der damit verbundenen lokalen
Hypoxie der synovialen Zellen im Gelenk zu sehen [Afuwape et al., 2002].
Experimentelle in vitro Studien an Arthritismodellen lassen die Vermutung
zu, dass die Knochen- und Knorpeldestruktion eher an die Angiogenese als
an das Pannuswachstum gekoppelt ist | Taylor, 2005].

Es sind zahlreiche pro-angiogenetische Faktoren bekannt (sieche Tab. 2.2).
Dazu zéhlen z.B. Entziindungszellen (Makrophagen, Fibroblasten, Lympho-
zyten, Mastzellen) mit ihren Sekretionsprodukten, hier gehéren die Zyto-
kine TNF-« und II-1 dazu, die die Angiogenese direkt iiber die Interakti-
on mit Endothelzellen und indirekt iiber eine weitere Aktivierung von z.B.
Makrophagen und synovialen Fibroblasten stimulieren. Weiter gehoren da-
zu Wachstumsfaktoren wie der VEGF, Zytokine sowie andere Mediatoren
wie Stickstoffmonoxid, die Hypoxie oder nicht I6sliche Faktoren wie z.B.
Extrazelluldre-Matrix-Proteine (z.B. Proteoglykane und Kollagene) und die
Integrine.

Einer der wesentlichsten Faktoren zur Aufrechterhaltung der Entziin-
dungsreaktion und zur Angiogenese ist die bereits schon genannte Hypoxie
(siehe Abb. 2.1). Sie wird durch das entziindungsbedingte saure Milieu im Ge-
lenk und das Ungleichgewicht zwischen erhohtem intraartikuldren Druck und
dem geringeren Perfusionsdruck der Kapillaren ausgelost. Aufserdem spielen
die erh6hten metabolischen Anspriiche durch Hyperplasie und Proliferation
der Synovialiszellen eine Rolle |Paleolog, 2002; Schrieber € Jackson, 1998;
Koch, 1998; Distler et al., 2004]. Die Hypoxie im Gelenk fiihrt zur vermehrten
Stimulation und Ausschiittung des pro-inflammatorischen Molekiils Hypoxia
Inducible Factor (HIF)-1, und zur weiteren Stimulation der TNF-a- und II-
1-Sekretion |Distler et al., 2004]. Sowohl HIF-1 als auch TNF-a und Il-1
fiihren zur Stimulation von VEGF, dem wohl am besten charakterisierten
und endothelspezifischsten Mitogen (siehe S. 11) [Distler et al., 2004].

Inhibitoren (siehe Tab. 2.3) der Angiogenese sind bis heute nur spérlich
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bekannt und untersucht. Sie sind jedoch hinsichtlich neuer therapeutischer
Ansétze Gegenstand der aktuellen Forschung. Bisher bekannte Inhibitoren
sind Thrombospondin, [F'N-gamma und TIMPs, aber auch verschiedene Me-
dikamente wie Glukokortikoide und Bucillamin [Nagashima et al., 2000] oder
der TNF-« Inhibitor Infliximab | Taylor et al., 2000| (siche Tabelle 2.3).

VEGF

Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), ein Heparin-bindendes
Glykoprotein, ist der am besten charakterisierte und einer der stirksten sowie
endothelspezifischste Stimulator der Angiogenese. Es sind verschiedene Iso-
formen dieses Proteins, die durch alternatives Splicing der mRNA entstehen,
bekannt | Taylor & Sivakumar, 2005]. Der VEGF, urspriinglich als Gefiafsper-
meabilitatsfaktor von Tumorzellen entdeckt, spielt sowohl bei wichtigen phy-
siologischen Prozessen wie der Wundheilung und dem weiblichen Zyklus als
auch bei pathologischen Prozessen mit angiogeneseabhingigen Erkrankungen
wie Malignomen oder der RA eine wichtige Rolle [Paleolog, 2002]. Inzwischen
ist bekannt, dass der VEGF duale Funktionen als Gefiafspermeabilitédtregu-
lator und als sehr potentes Endothelzellmitogen besitzt |Koch et al., 1994;
Paleolog, 2002|. Aufgrund dieser Eigenschaften reguliert der VEGF verschie-
dene Schritte der frithen entziindlichen Verdnderungen im Gelenk, die in der
Folge die Angiogenese stimulieren. Dazu gehoren die initiale Vasodilatation
durch Induktion von Stickstoffmonoxid (NO), die Erhohung der Gefifper-
meabilitit mit Ausbildung von Odem und Schwellung und die Aktivierung
der Synthese von Plasminogenaktivatoren und MMP-1 in Endothelzellen,
die zum Remodeling der perivaskuldren Matrix fiihren |Distler et al., 2004].
Der VEGF stimuliert auf parakrinem Weg die Proliferation und Migrati-
on von Endothelzellen [Nagashima et al., 1995] und schiitzt diese vor der
Apoptose |Distler et al., 2004]. Koch et al. [1994] vermuten, dass die VEGF-
produzierenden Zellen des synovialen Gewebes chemotaktisch auf andere Zel-
len wirken, damit diese im entziindeten Gelenk ebenfalls VEGF sezernieren.
Eine weitere wichtige Rolle spielt der VEGF bei der fiir die RA typischen
Knorpeldestruktion und der dadurch bedingten Gelenkzerstérung |Ballara
et al., 2001; Afuwape et al., 2002].
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Der VEGF ist sowohl in der Synovialmembran, der Synovialfliissigkeit
als auch im Serum (i.S.) bei Patienten mit RA im Vergleich zu Gesunden
deutlich erh6ht [Koch et al., 1994; Nagashima et al., 1995; Harada et al., 1998;
Strunk et al., 2004]. In der Synovialmembran wird der VEGF hauptséchlich
von Synoviozyten, subintimalen Makrophagen, aber auch von perivaskuldren
glatten Muskelzellen der Gefike [Koch et al., 1994; Nagashima et al., 1995|
und von Endothelzellen des Pannusgewebes gebildet [Paleolog, 2002]. In der
Synovialfliissigkeit wird der VEGF durch die dort befindlichen neutrophilen
Granulozyten exprimiert [Paleolog, 2002].

Dahingegen ist der Ursprung des VEGF im Serum bis heute nicht genau
bekannt. In vitro wurde der VEGF auf Thrombozyten nachgewiesen [Moh-
le et al., 1997]. Bottomley et al. [1999] zeigten, dass mononukleire Zellen
des peripheren Blutes nach Stimulation von z.B. TNF-a vermehrt VEGF
ausschiitten. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass der VEGF 1i.S. aus vielen
unterschiedlichen Quellen stammt. Harada et al. [1998] vermuten, dass die
Serumkonzentration des VEGF die synovitische Angiogenese in vielen Ge-
lenken reprasentiert.

Die Expression des VEGF ist iiber mehrere Mechanismen geregelt. Den
stiarksten Stimulus stellt die im Gelenk bestehende Hypoxie dar (siehe vorne).
Durch sie wird der sogenannte HIF-1, ein durch Hypoxie induzierbarer Tran-
skriptionsfaktor, vermehrt aktiviert. Seine Uberexpression fithrt zur Steige-
rung der VEGF-mRNA-Produktion und damit zur Initiation der Angioge-
nese |Distler et al., 2004], aber auch zur Aktivierung eines Genprogramms
zur Aufrechterhaltung der Synovitis | Taylor € Sivakumar, 2005]. Synoviale
Fibroblasten exprimieren VEGF nach Stimmulation von TNF-«, 1I-1 [Fava
et al., 1994] und TGF-j |Berse et al., 1999|, sowie nach der physikalischen
Interaktion von aktivierten Leukozyten mit synovialen Fibroblasten [Kasa-
ma et al., 2001]. Auch Platelet direved growth factor (PDGF) und Fibroblast
Growth Factor (FGF) gehoren zu den VEGF-Stimulatoren [Paleolog, 1996;
Afuwape et al., 2002].

Zu den Inhibitoren des VEGF gehort sein 16slicher Rezeptor sFlt-1, der
sich im Gelenk der RA ebenfalls deutlich erhoht zeigt |Ballara et al., 2001|
sowie das Molekiil Endostatin | Taylor & Sivakumar, 2005]. Nagashima et al.
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[2000] zeigten in in vitro Studien, dass Basistherapeutika, die so genann-
ten Disease Modifying Antirheumatic Drugs (DMARDSs), sehr effektiv die
VEGF-Produktion in Synoviozyten hemmen. Mehrere klinische Studien in-
klusive der hier vorliegenden Arbeit zeigten nach der Gabe von Anti-TNF-
a-Antikorpern eine deutliche Reduktion der Konzentration des VEGF (i.S.)
[Paleolog, 2002; Strunk et al., 2006]. Auch andere DMARDs wie MTX oder
Sulfasalazin [Paleolog, 2002| oder auch die Glukokortikoide [Strunk et al.,
2006; Nagashima et al., 2000] haben einen inhibitorischen Effekt auf die
VEGF-Konzentration.

TNF-«

Wie bereits mehrfach erwidhnt, zihlt der Tumor Necrosis Factor-a zu den
Schliisselenzymen der Pathogenese der RA, da er in der Entziindungs- und
Angiogenesekaskade weit oben steht |Paleolog, 1996]. Es ist ein stark pro-
inflammatorisch und in vivo angiogenetisch |Koch et al., 1994] wirkendes
Polypeptid, dass hauptséichlich von Makrophagen, zu einem geringeren Teil
auch von Lymphozyten, gebildet wird. TNF-« findet sich hauptséichlich in
den Synoviozyten und zu geringeren Teilen in der synovialen Subintima |Fi-
restein, 1998|. Es konnte, wie auch der VEGF, in der Gelenkfliissigkeit von
RA-Patienten nachgewiesen werden |Firestein, 1998]. TNF-« scheint insbe-
sondere die proliferative Phase und die entziindlichen Aspekte der RA zu
verursachen |Firestein, 1998|. In vitro Studien zeigen, dass nach der Zuga-
be von TNF-« und II-18 zu synovialen Fibroblasten-Kulturen die HIF-1a
mRNA hochreguliert | Taylor € Sivakumar, 2005] und iiber diesen Weg auch
die VEGF-Synthese stimuliert wird (siehe oben). TNF-« induziert somit auch
indirekt die Synthese von VEGF. Aufierdem stimuliert TNF-a die Synthese
von MMPs, II-1, 11-6, I1-8 und fiihrt zur Hochregulation von Adhé&sionsmo-
lekiilen. TNF-a wird durch ITFN-+ gehemmt, welches im RA-Gelenk jedoch
in nur sehr geringen Konzentrationen vorhanden ist, so dass es zu keiner
effektiven Hemmung kommt [Firestein, 1998; Sule & Bathon, 2004].
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2.1.4 Neue Therapiestrategien und ihre Bedeutung fiir
die Rheumatoide Arthritis

Im Zentrum der therapeutischen Bemiihungen stehen die Linderung und die
Verhinderung der gelenkspezifischen Beschwerden der RA: Schmerz, Schwel-
lung und als Folge der Entziindung Destruktion und Funktionseinschrénkun-
gen des Gelenkes. Obwohl sich die Therapieprinzipien in den letzten fiinf
Jahren Dank des besseren Verstindnisses der Pathogenese der RA sowie Zu-
lassung neuer und besseren Kenntnis alter Medikamente mafgeblich verén-

dert haben, sind die Ziele der Therapie erhalten geblieben:
1. Aufhalten der Gelenkzerstorung (DMARDEs)

2. Linderung des Schmerzes (NSAR, Analgetika, nicht medikamentdse
Therapie)

3. Erhalt der Funktionalitit der Gelenke (Physio- und Ergotherapie)
[Strunk et al., 2005|

Waurde in der Vergangenheit eher vorsichtig und abwartend mit einer me-
dikamentosen Basistherapie begonnen, wird heute so frith und aggressiv wie
moglich therapiert. Damit soll eine persistierende Entziindung im Gelenk, die
kaum noch zu beheben ist [Miossec, 2000| und irreversible Schiden an Knor-
pel und Knochen verursacht, verhindert werden. Daher wird heute nach Si-
cherung der Diagnose RA unverziiglich mit einem Basistherapeutikum (BT)
in Monotherapie begonnen. Nach den Empfehlungen der Deutschen Gesell-
schaft fiir Rheumatologie (DGRh) kommen dafiir Methotrexat (MTX), Lef-
lunomid und Sulfasalzin in Betracht. Die BT spielen die eigentlich tragende
und krankheitsmodifizierende Rolle in der Behandlung der RA [Strunk et al.,
2005]. Meist ist trotzdem eine Kombination von einem BT mit einem Nicht
Steroidalen Antirheumatikum (NSAR)/Analgetika zur schnellen Schmerzbe-
handlung und mit oralen Glukokortikoiden zur ziigigen Entziindungshem-
mung notig. Studien zeigen zudem, dass sich allein durch die orale Gabe
von Prednisolon Gelenkmakrophagen und ihre Sekretionsprodukte, darunter

TNF-a und VEGF, effektiv hemmen lassen und somit die Angiogenese und
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Destruktion im synovitischen Gelenk verlangsamt wird | Kirwan, 1997; Gerlag
et al., 2004]. Zu jeder RA-Therapie gehoren eine, vom Stadium unabhéngige,
begleitende Physio- und Ergotherapie, die die Funktionalitidt der betroffe-
nen Gelenke erhalten sollen |Strunk et al., 2005]. Das weitere therapeutische

Vorgehen ist der Abbildung 2.2 zu entnehmen.

Therapie der R heum atoiden A rthritis

P M TX /Leflunom d /SASP +/- G lukockortkode +/ NSAR T

! !

Reduktion /Absetzen der Thtensiviening derTherapie K om bination)
G lukokortkoide oM TX + SASP+HCQ
oM TX + Lef ...
! ¢
R eduktion /A bsetzen der G lukokortkoide E Tnsatz von B iologica
D osisadaptation derDM ARD s o Tnflixim ab /Etanercept

eAdalin um ab Anakinra
zusatzlich in allen Stadien begleitende Physio-und E rgotherapie

modifiziertnach : Zeitschrift flirR heum atologie

Abk.: MTX = Methotrexat, SASP = Sulfasalazin, Lef = Leflunomid, HCQ =
Hydroxychloroquin, NSAR = nicht steroidale Antirheumatika, DMARDs = disease
modifying drugs

Abbildung 2.2: Therapieschema zur Behandlung der Rheumatoiden Arthritis nach
den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Rheumatologie

Die Zytokine TNF-« und II-1 sind die Angriffspunkte der neuesten Medi-
kamente, den so genannten Biologika. Bisher zugelassen sind die anti-TNF-«
Antikorper Infliximab und Adalimumab, der 16sliche TNF-a-Rezeptor des
Fc-Fusionsproteins Etanercept, sowie der IlI-1 Rezeptor Antagonist Anakin-
ra. Alle Biologika sind von der DGRh in Mono- oder Kombinationstherapie

mit konventionellen BTs nach friihestens sechs Monaten erfolgloser oder nicht
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ausreichender Therapie empfohlen (siche Abb. 2.2). Die TNF-a Blocker zei-
gen in Kombination mit MTX eine sehr effektive Hemmung der Synovitis
durch Blockade von TNF-a und anderer Zytokine wie dem VEGEF oder 11-1
sowie Hemmung der Migration von Entziindungszellen |Taylor et al., 2000,
2004; Quinn et al., 2005|. Die Hinweise auf eine Knorpel-und Knochenprotek-
tion, bis hin zum leichten Knochenaufbau durch die therapiebedingte Hem-
mung der Angiogenese verdichten sich [Taylor et al., 2004]. Tak et al. [1996]
zeigten einen positiven, wenn auch nur iibergangsweise vorhandenen, Effekt
von Infliximab auf die endothelabhingige Vasodilatation. Die Wirkung des
anti-TNF-a-Antikorpers Infliximab und die Wirkung von Prednisolon auf die
Konzentration des Angiogenesefaktors VEGF wird im Rahmen dieser Arbeit,
wie schon von Strunk et al. |2006] veroffentlicht, vorgestellt.

Als weiterer Therapieansatz ist auch ein VEGF-Antagonist in der Dis-
kussion, wie er fiir das metastasierte Colon - Karzinom seit Februar 2005
(Bevacizumab) bereits zugelassen ist. Das Nutzen-Risiko-Profil fiir die RA
erscheint jedoch sehr ungiinstig, so dass nicht mit einer baldigen klinischen

Anwendung zu rechnen ist.

2.2 Ultraschall und Power Doppler-
Sonographie

2.2.1 Physikalische Grundlagen und Grundbegriffe des
Ultraschalls und der Doppler-Sonographie

Sonographie

Die Sonographie nutzt die Eigenschaften des Ultraschalls (US) aus, der physi-
kalisch gesehen zu den Schallwellen gehort und in Frequenzbereichen oberhalb
der Horschwelle liegt. Er wird in der Medizin zur Untersuchung und neben-
wirkungsfreien Bilddarstellung von inneren Korperorganen eingesetzt, wobei
die an den Gewebsgrenzflichen und Bereichen hoherer Dichte unterschied-
lich stark reflektierten Wellen registriert werden |Paus, 1995]. Als Sender
und gleichzeitig als Empfinger fungiert ein piezoelektrischer Kristall, von

dem ein kurzer Ultraschallimpuls ins Gewebe ausgesendet wird und anschlie-
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fsend die an den Grenzflichen reflektierten Schallwellen in Abhéngigkeit von
der Zeit registriert werden. Die Tiefenlokalisation s einer Grenzfliche ist iiber

die Laufzeit ¢t und die Geschwindigkeit v gegeben, wobei gilt:

vt
2

Als Bildinformation wird die Schallintensitit in Abhéngigkeit von s in

s = (2.1)

einem Horizontalschnitt aufgetragen, so dass die anatomische Struktur ei-
nes Organs im sogenannten Grau-Skalen-Bild oder B-Bild erkennbar wird.
Je heller der Punkt, desto héher die Dichte des reflektierenden Mediums.
Am Knochen findet eine Totalreflektion des Ultraschalls statt, so dass dieser
auf dem Bildschirm weift mit dahinter liegendem Schallschatten dargestellt
wird; Wasser dient kaum als Reflektor, so dass es im Bild schwarz erscheint
[Schmidt, 1997].

Doppler-Sonographie

Bei der bisherigen Darstellung wurde angenommen, dass sowohl die Schall-
quelle als auch der Schallempfinger sowie das Medium (das Gewebe) ruhen.
Wenn das nicht der Fall ist, registriert man Frequenzdnderungen, ein als
Doppler-Effekt? bekanntes physikalisches Phiinomen. Die Frequenz des re-
flektierten Schalls ist hoher bei Bewegungen auf die Schallquelle zu und nied-
riger bei Bewegungen von der Schallquelle weg [Paus, 1995|. Damit lassen
sich Gefife identifizieren und Fliefgeschwindigkeiten bestimmen |Schmidt,
1997; Ruland, 2000].

Die Differenz zwischen der ausgesendeten Ultraschallfrequenz (Arbeits-
frequenz) und der empfangenen reflektierten Ultraschallfrequenz nennt man
die Doppler-Frequenz oder auch Doppler-Shift [Ruland, 2000]. Als Differen-
zenfrequenz liegt sie bei den physiologischen Geschwindigkeiten im hérbaren
Schallwellenbereich und ldsst sich somit auch {iber Lautsprecher wiedergeben.

Die heutigen Sonographiegerite verwenden im allgemeinen den gepuls-
ten Doppler (pulsed wave = PW-Doppler), bei dem der Ultraschall nicht

mehr kontinuierlich wie beim CW-Doppler (continues wave), sonder in Form

2Doppler-Effekt: benannt nach dem Physiker Christian Doppler (1803-1853)
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einzelner Ultraschallpakete rhythmisch mit einer bestimmten Frequenz (=
pulse repetition frequency, PRF) ausgesendet wird. Dadurch ist eine Tie-
fenbestimmung des Messvolumens moglich (diese Information ist mit dem
CW-Doppler nicht erhéltlich) [Schmidt, 1997]. Es entsprechen hoher detek-
tierte Frequenzen hoheren Geschwindigkeiten, niedrigere Frequenzen niedri-
geren Geschwindigkeiten sich bewegender Grenzflichen (z.B. Erythrozyten)
|Ruland, 2000|. Fiir die Darstellung der Doppler-Frequenzen ist eine farbli-
che Kodierung gebrauchlich. Hiermit kann innerhalb des B-Bildes und damit
in der Zuordnung zu den anatomischen Strukturen Lage und Richtung der
erfassten Blutstromung abgebildet werden.

Die farbliche Kodierung gibt entweder eine mittlere Frequenzverschie-
bung (Farb-Doppler (CD?)) oder die Integration iiber das Frequenzspektrum
(Power Doppler (PD), sieche Abschnitt 2.2.2) an. Diese Verfahren stellen le-
diglich unterschiedliche Analyseverfahren der einmal gewonnenen Doppler-
Information dar [Rubin et al., 1995].

2.2.2 Power Doppler-Sonographie

Die Power Doppler-Sonographie (PD-Songraphie) wurde Anfang der 1990er
Jahre von Rubin und Adler vorgestellt |[Rubin & Adler, 1993|. Sie gehort
ebenso wie der Farb-Doppler zu den Doppler-sonographischen Verfahren. So-
wohl fiir den Power Doppler (PD) als auch den Farb-Doppler (CD) werden die
Informationen durch Messung der Doppler-Frequenz gewonnen und im Real-
Time-Verfahren auf dem Display dargestellt. Die Weiterverarbeitung und
Analyse der Signale geschieht jedoch auf unterschiedlichen Wegen. Im PD-
Modus werden die empfangenen Doppler-Frequenzen integriert und auf einer
monochromatischen Skala wiedergegeben. Durch die Integration gehen die In-
formationen iiber Geschwindigkeit und Flussrichtung zunéchst verloren (sie
kénnen durch Differenzierung zuriickgewonnen werden). Im PD-Modus wird
die integrierte Power der Doppler-Signale farblich kodiert, die abhéingig von
der Anzahl der sich bewegenden Korpuskel /Reflektoren ist, anstelle der mitt-

leren Frequenzverschiebung der Doppler-Frequenzen in der CD-Sonographie

3CD: Color Doppler
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(siche oben) |Rubin et al., 1994|. Die Anzahl der Reflektoren wird durch ein
komplexes Zusammenspiel aus Himatokrit, Erythrozytenaggregation, Geféf-
durchmesser und Flufgeschwindigkeit bestimmt [Rubin et al., 1994; Martinoli
et al., 1998]. So wie in der CD-Sonographie kann auch im PD-Modus eine

Tiefennormalisierung erfolgen |Rubin et al., 1995|.

Vor- und Nachteile der Power Doppler-Sonographie im Vergleich
zum Farb-Doppler

Die zwei klinisch bedeutsamsten Vorteile des PD gegeniiber des CD sind der
erweiterte dynamische Bereich, der eine drei- bis fiinffach erhéhte Sensitivitét
zuldsst, und die weitestgehende Winkelunabhéngigkeit des Power Doppler-
Signals, welches u.a. die Darstellung von geschlingelten Gefdfen deutlich
verbessert |Rubin & Adler, 1993].

Der erweiterte dynamische Bereich macht sich durch den erweiterten
Doppler-Bereich bemerkbar, der bis an das Hintergrundrauschen heran
reicht. Das Hintergrundrauschen im US-System ist ein zufélliges Ereignis mit
einer zufilligen Frequenz und niedriger, gleichméfiger Power, welches sich in
der CD-Sonographie als Fluss aus einer beliebigen Richtung darstellen und
echte Gefifsignale maskieren kann. Im Gegensatz dazu ist das Integral (im
PD-Modus) des Hintergrundrauschens wesentlich kleiner als das Integral von
echtem Fluss. Deshalb hebt sich echter Fluss deutlich von dem Hintergrund-
rauschen ab [Rubin € Adler, 1993|.

Die Sensitivitdt der PD-Sonographie wird weiter gesteigert durch eine
fast vollstindige Winkelunabhingigkeit, da sich die Power eines Korpus-
kels/Reflektors nicht dndert, solange der Doppler-Effekt beobachtbar ist. So
andert sich zwar die Form der Intensitidts-Spektral-Dichte-Kurve, nicht aber
die darunterliegende Fliche und somit auch nicht das wiedergegebene Signal
| Rubin €& Adler, 1993; Rubin et al., 1994, 1995|.

Ein weiterer Vorteil der PD-Sonographie besteht darin, dass es nicht zu
dem fiir den CD typischen Aliasing Phénomen kommt. Der Grund dafiir liegt
in der Représentation des sich nicht dndernden Integrals der gesamten Power
des Doppler Signals [Rubin & Adler, 1993].

Die grofte Einschrankung der PD-Sonograpie ist durch ihre extreme Emp-
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findlichkeit gegeniiber kleinsten Bewegungen gegeben, was zu Artefakten
fithrt [Rubin & Adler, 1993]. Damit ist die PD-Sonographie nicht tauglich,
um z.B. Herz oder Leber zu untersuchen. Ein weiterer Nachteil besteht dar-
in, dass es durch die Integration zum Verlust der Fluss- und Geschwindig-
keitsinformationen kommt |Rubin et al., 1994|, was die Geréte jedoch durch
die Moglichkeit der Differenzierung der Daten ausgleichen kénnen [Martinoli
et al., 1998|.

Die PD-Sonographie erreicht eine hohe Sensitivitit insbesondere fiir nied-
rige Blutflussgeschwindigkeiten, wie sie in kleinsten Gefidfen zu finden sind.
Damit ist sie die geeignete Methode zur Darstellung synovialer Vaskulari-
sierung an entziindeten Gelenken. Durch die Kombination von Grau-Skalen-
Sonographie mit der PD-Sonographie ist neben der Detektion von Gefifsen

auch deren genaue Lokalisation moglich.

2.2.3 Stellenwert der (Doppler-)Sonographie fiir Dia-
gnostik und Therapiekontrolle fiir die Rheumatoi-
de Arthritis

Die rasanten Entwicklungen von US-Gerédten mit hochfrequenten Schallkop-
fen und leistungsstarken Computern in den letzten 10 Jahren verhalf der
Sonographie von muskuloskeletalen Strukturen und von kleinsten Gefifsen
im entziindeten Gelenk zu einer inzwischen etablierten bildgebenden Metho-
de fiir die Diagnostik und Verlaufsbeobachtung in der Rheumatologie. Be-
sonders in Ergdnzung zu Anamnese und zur klinischen Untersuchung spielt
die Darstellung von oberflachlichen Strukturen und Weichteilgeweben, wie
Sehnen, Bursen und Gelenken mit ihren Verdnderungen, eine wichtige Rolle
fiir die Diagnostik. So lassen sich durch die Kombination von Grau-Skalen-
Sonographie mit PD-Sonographie neben Tenosynovitiden, Gelenkergiissen
und Pannus sogar oberflichliche Knorpel- und Knochenverdnderungen dar-
stellen (soweit die knéchernen Lésionen der sonographischen Untersuchung
zuganglich sind), die z.T. noch nicht mit konventionellen Rontgenuntersu-
chungen erkennbar sind [Newman et al., 1996]. Diese Moglichkeit stellt ins-
besondere fiir die Diagnosestellung der early-RA (bis sechs Monate nach Er-
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krankungsbeginn) und very-early-RA (VERA)(bis drei Monate nach Erkran-
kungsbeginn) und somit fiir den Zeitpunkt des Therapiebeginns eine deutli-
che Verbesserung dar. So erkldren sich auch Forderungen, die ACR-Kriterien
von 1987 [Arnett et al., 1988| hinsichtlich der geforderten Réntgen radiolo-
gisch nachgewiesenen Destruktionen durch die mit MRT und Sonographie
frither nachweisbaren Verdnderungen zu ersetzen [Schmidt, 2001| oder zu-
mindest zu ergénzen. Nur durch eine frithe und sichere Diagnosestellung ist
auch ein frithes und aggressives therapeutisches Eingreifen, wie es heute ge-
fordert ist (siche Kapitel 2.1.4), und damit eine deutliche Verbesserung der

Prognose moglich.






Kapitel 3

Probandengruppen und
Methoden

In diesem Kapitel wird im ersten Teil die Zusammensetzung der einzel-
nen Probandengruppen vorgestellt. Im zweiten Teil dieses Kapitels wer-
den die Untersuchungsabliufe fiir die einzelnen Gruppen und im dritten
Teil die Auswertungsmethoden (der ELISA! zur Bestimmung der VEGF-
Konzentrationen und die zur Anwendung gekommenen statistischen Tests)
beschrieben. Im Folgenden wird zur Vereinfachung der VEGF i.S. nur noch
als VEGF benannt.

3.1 Patienten und Kontrollgruppe

Stationdr aufgenommene Patienten in der Zeit von August 2002 bis Mirz
2003 der Kerckhoff-Klinik Bad Nauheim mit gesicherter Rheumatoider Ar-
thritis wurden beziiglich der Ein- und Ausschlufkriterien zur Aufnahme in
die Patientengruppe gepriift (siehe Tab. 3.1). Bei allen Patienten war klinisch
eine aktive Carpusarthritis nachweisbar: auslésbarer Volarbeugeschmerz und
deutlich sichtbare Schwellung im Carpus. Ausschlusskriterien waren andere
rheumatische Erkrankungen, eine Schwangerschaft, solide Tumorerkrankun-
gen und grofere Wunden. Insgesamt konnten 24 Patienten (davon 19 Frauen
und 5 Ménner) in die Studie aufgenommen werden. Das Durchschnittsalter
betrug (Median =) 64,5 Jahre (38 bis 79 Jahre).

'ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

23



24 3 Probandengruppen und Methoden

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

gesicherte RA gemift ACR-Kriterien | andere rheumatische Erkrankungen
aktive Carpusarthritis: Schwangerschaft
Volarbeugeschmerz Tumorerkrankungen

Schwellung im Carpus grofe Wunden

zusdtzlich fir die Kontrollgruppe:

Autoimmunerkrankungen
Einnahme von immunsuppressiven Medikamenten

Tabelle 3.1: Ein- und Ausschlusskriterien

Die 24 Patienten liefsen sich zwei Untergruppen zugeordnen, die nach
unterschiedlichen Gesichtspunkten ausgewertet wurden (im Folgenden niher
beschrieben). Dabei liefen sich fiinf Patienten (Nr. 1, 5, 6, 13, 16) beiden
Gruppen zuteilen (siehe auch Abb. 3.1).

In der Gruppe A wurden 21 Patienten (16 Frauen und 5 Ménner; mitt-
leres Alter 64 Jahre) untersucht. Die Gruppe A setzte sich aus 10 bisher
vollkommen unbehandelten, d.h. therapienaiven Patienten und 11 Patien-
ten, die trotz einer Prednisolon- und/oder einer Basistherapie an einem
Rezidiv litten, zusammen. Mit den erhobenen Daten der Gruppe A wur-
de nach einem moglichen Zusammenhang zwischen der Hohe der aktuellen
VEGF-Konzentration und den zum gleichen Zeitpunkt nachweisbaren intra-
artikuldren Power Doppler-Signalen, die qualitativ (beziiglich ihrer Intensi-
tat) auf einer dreistufigen Skala eingeteilt wurden (siehe unten), gesucht. Au-
flerdem wurden gesunde Probanden beziiglich der Unterschiede der VEGF-
Konzentration und der Doppler-Intensitdt am untersuchten Handgelenk mit
den RA-Patienten verglichen (sieche Tab. 3.2).

Fiir die acht Patienten der Gruppe B wurde der Verlauf der VEGF-
Konzentration und des CRP unter einer neu eingeleiteten Prednisolon- (fiinf
Patienten) bzw. Infliximab- (drei Patienten) Therapie beleuchtet. Die Grup-
pe der fiinf bisher vollkommen therapienaiven Patienten (Erstdiagnose einer
RA) besteht aus vier Frauen mit einer Erkrankungsdauer von bis zu einem
Jahr und einem Mann, mit einer bereits langen Krankheitsgeschichte von
circa zehn Jahren. Das mittlere Alter betrug 64 Jahre (55 bis 69 Jahre). Die

zweite Untergruppe (Infliximab-Therapie) setzte sich aus drei Frauen mit
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einem mittleren Alter von 55 Jahren (46 bis 63 Jahre) zusammen. Die Er-
krankungsdauer betrug zwischen 2 und 36 Jahren. Bei ihnen hatte mehr als
eine Therapie mit DMARDs versagt, so dass jetzt eine Einstellung auf den
anti-TNF-a-Antikorper Infliximab erfolgte (siehe Tab. 3.3).

Auferdem wurde eine immunologisch gesunde Kontrollgruppe aufgestellt,
die 11 Probanden (fiinf Frauen und sechs Ménner) im Alter von 20 bis 58 Jah-
ren (im Mittel 38 Jahre) umfasste. Auch fiir diese Gruppe galten dieselben
Ausschlufskriterien (Schwangerschaft, Tumorerkrankung und gréfere Wun-
den). Zusétzlich durften sie nicht an einer autoimmunologischen Erkrankung
leiden, sowie keine immunsuppressiven Medikamente, wie z.B. Glukokortiko-
ide, einnehmen (siche Tab. 3.4) .

3.2 Versuchsablauf

Fiir alle Probanden, unabhéngig von ihrer Gruppenzuteilung, erfolgte die
Blutentnahme zur Bestimmung der VEGF-Konzentration sowie zur Ermitt-
lung von Entziindungswerten (CRP?, BSG® und Leukozytenzahl) und des
Rheumafaktors vor Beginn der Prednisolontherapie (Gruppe A und Pred-
nisolon - Untergruppe der Gruppe B), respektive vor Beginn der Therapie
mit Infliximab (drei Patienten der Gruppe B). Im Regelfall fand die Blutent-
nahme von zwei Serumrohrchen fiir die VEGF-Konzentrationsbestimmung
sowie ein Rohrchen fiir die Entziindungswerte und den Rheumafaktor vor
dem Friihstiick statt. Die weitere Verarbeitung der Proben fiir die VEGF-
Konzentrationsbestimmung wird unter 3.2.2 beschrieben. Die restlichen Wer-
te wurden im Rahmen der Routinediagnostik bestimmt.

Die Ultraschalluntersuchung (siche unten, Abschnitt 3.2.1) der Patienten
der Gruppe A wurde noch am selben Tag, spétestens aber am darauf folgen-
den Tag durchgefiihrt. Fiir die Probanden der Gruppe A endete damit der
Versuchsablauf.

Bei den Probanden der Gruppe B, die nicht sonographisch untersucht

wurden (ausgenommen der gleichzeitig der Gruppe A zugeordneten Pa-

2CRP: C reaktives Protein
3BSG: Blutsenkunsgeschwindgkeit
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Kontrollen | Alter m/w VEGF PD-Signal innen CRP PD-Grading
[J] [pg/ml| [mg,/dl]

K1 58 w 881 0 0,4 1
K2 32 W 753 0 0,3 1
K3 38 m 566 0 0,1 1
K4 34 m 573 0 2,3 1
K5 36 m 704 0 0,2 1
K6 33 w 213 0 0,1 1
K7 58 W 140 0 0,6 1
K8 20 m 70 0 0,5 1
K9 40 m 250 1 0,6 2
K10 59 w 268 0 0,6 1
K11 42 m 971 0 0,3 1
Median 38 566

Tabelle 3.4: Ubersicht der Ergebnisse der Kontrollgruppe

tienten), erfolgte eine zweite Blutentnahme zur Bestimmung der VEGEF-
Konzentration im Serum und der Entziindungswerte: Fiir die unter Pred-
nisolontherapie stehende Gruppe 10 bis 13 Tage nach der ersten Blutentnah-
me (Reduktion des Prednisolon beginnend mit 20 mg/Tag um 2,5 mg alle
vier Tage), bei der Gruppe unter 200 mg Infliximab 14 Tage nach der ersten

Infusion und vor Gabe der zweiten Infusion. (siche auch Abb. 3.1)

3.2.1 Sonographie

Die Sonographie des Carpus ermoglichte die Objektivierung und den direk-
ten Vergleich zwischen den erhobenen klinischen, Labor- und bildgebenden
Daten. Sonographisch wurden die Kapselabhebung, die Durchblutungsstérke,
der Grad der Vaskularisierung und der Doppler-Fluss innerhalb der Gelenk-
kapsel bestimmt. Die Doppler-sonographischen Befunde sind auf die durch die
Entziindung und Angiogenese hervorgerufene Vasodilatation und vermehrte
Gefalidicke zuriickzufiihren. Die Ultraschalluntersuchung erfolgte am selben
Tag wie die Blutentnahme zur Bestimmung der VEGF-Konzentration und
der anderen Werte, spitestens aber am darauf folgenden Tag.

Das Handgelenk wurde von dorsal und ventral mit einem 7,5 MHz Schall-



3.2 Versuchsablauf 29

24 RA -Patienten und 11 gesunde K ontrollen

|
l l ]

21/24 Patienten K ontrollgruppe 8/24 Patienten

G ruppeA) (11 Probanden) @ ruppeB )

Therapienaive Vorbehandelte Thewpienaive Vorbehandelte
@10/21) (1121) (58) B8)

1.Labor:VEGF,CRP,BSG,
Leukozytenzahl

-Labor:VEGF,CRP,BSB,
Leukozytenzahl
-Sonographie

14 Tage Prednisolon- 14 Tage Tnflixin ab-
therapie therapie

L 5| 2.Labor:VEGF,CRP

Abbildung 3.1: Gruppeneinteilung und Versuchsablauf

kopf (Image Point, Hewlett Packard, Bad Homburg, Deutschland) im Real-
Time-Verfahren untersucht. Entsprechend den Empfehlungen von Backhaus
et al. |2001] wurde zundchst im Longitudinalschnitt, der sich im besonderen
Mafke zur Darstellung der Kapselabhebung und einer moglichen begleitenden
Tenosynovitis eignet, von radial nach ulnar geschallt, danach transversal von
proximal nach distal. Damit lief sich ein erster Uberblick iiber das Gelenk

und das Ausmalfs der Kapselabhebung gewinnen.

Zur Darstellung der Gefiafe in der Synovialis des Handgelenkes wurde
der Power Doppler-Modus verwendet. Zunéchst erfolgte die Einstellung der
Verstérkung (gain) nach den Empfehlungen von Rubin et al. [1995]: Der
Schallkopf wird vor dem Aufsetzen auf die Haut in die Luft gehalten, die
Verstirkung soweit herunter reguliert, dass keine Signale (Farbpixel) auf dem
Monitor sichtbar sind und anschlieflend wieder hochgeregelt bis gerade die
ersten Signale erscheinen. Anschliefsend wurde der Power Doppler entspre-
chend der zu erwartenden niedrigen Stromungsgeschwindigkeiten auf eine
Pulswiederhohlungsfrequenz (PRF) von 800 - 1100 Hz eingestellt. Mit Hilfe
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der PD-Sonographie lieft sich der Blutfluss qualitativ erfassen. Der Ausschluss
von Artefakten und die Erfassung der systolischen Spitzenflussgeschwindig-
keit einzelner Gefifte erfolgte mit Hilfe des PW-Dopplers.

Die Untersuchung fiihrte je einer von zwei Untersuchern durch, zeichnete
die Ergebnisse auf ein Videoband auf und speicherte einzelne Bilder digital.
Die Videoaufnahmen begutachtete zunéchst jeder der beiden Untersucher
unabhéngig voneinander hinsichtlich der Lokalisation (innerhalb/auferhalb
der Kapsel) und der Intensitdt der PD-Signale innerhalb der Gelenkkapsel in
Relation zur Durchblutung des umgebenden Gewebes. Die Beurteilung der
Intensitdt der PD-Signale erfolgte ausgehend von einem von Newman et al.
[1996] und Szkudlarek et al. [2003] vorgestellten, heute hiufig gebrauchten

vierstufigen semiquantitativen Modell, wobei der Intensitatsgrad

e 1 = kein erkennbares Doppler-Signal(Farbpixel) / kein Fluss
e 2 = einzelne Doppler-Signale / wenig Fluss
e 3 = mehrere, konfluierende Signale / deutlicher Fluss

e 4 = nahezu komplette Ausfiillung des Gelenkbereichs mit konfluieren-

den Doppler-Signalen / starker Fluss

entspricht. Da das fiir diese Arbeit verwendete Ultraschallgerit nur iiber
eine mafige Auflosung verfiigt, wurden zur Vereinfachung der Auswertung
die Intensitdtsgrade zwei und drei zu einem zusammengefasst. Daraus ergibt

sich folgende modifizierte Intensitétsskala:

e 1 = keine bis minimale Doppler-Signale / kein bis minimaler Fluss

e 2 = geringe bis moderate Doppler-Signale / geringer bis moderater
Fluss

e 3 = intensive Doppler-Signale / intensiver Fluss

Abschliefsend beurteilten zwei weitere unabhéngige, beziiglich der Iden-
titdt, der klinischen Befunde und Labordaten verblindete Untersucher die
aufgenommenen Sequenzen nach ihrer Lokalisation (innerhalb/auferhalb der
Kapsel) und nach ihrer Intensitdt anhand der dreistufigen Intensitétsskala.
Zur Verdeutlichung siehe Abb. 3.2.1, 3.2.1 und 3.2.1.
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Abbildung 3.2: Dorsaler Longitudinalschnitt des Handgelenks: Der echoarme Raum
zwischen den beiden Kreuzen reprisentiert den Gelenkerguss. Dieser Befund ent-
spricht dem Grading 1.
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Abbildung 3.3: Visualisierung des intraartikuldren Blutflusses mit Hilfe der Power
Doppler-Sonographie.
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Abbildung 8.4: Doppler-Fluss durch eine kleine intraartikuldre Arterie.
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3.2.2 Bestimmung der VEGF-Konzentration

Die Blutentnahme erfolgte in der Regel vor dem Friihstiick, in Ausnahmen
unmittelbar danach. Das daraus gewonnene Serum (zentrifugiert bei 4 bis
8°C fiir 10 Minuten bei circa 3500 U/min) wurde in Eppendorfhiitchen bis
zur Weiterverarbeitung bei -22° C eingefroren (bis maximal vier Monate nach

Probenahme).

Die Bestimmung der VEGF-Konzentration erfolgte mit einem Sandwich
- ELISA (,Human VEGF*, Bio Source International, Camarillo, CA, USA).
Dieser Test beruht auf einer Kettenreaktion, bei der die zu bestimmenden
Antigene an eine Trigersubstanz gebunden werden und in einem néchsten
Schritt ein mit einem Enzym markierter Antikérper an den bereits beste-
henden Komplex angelagert wird (Sandwich). Mit Hilfe eines chromogenen
Substrats konnen die Antigenkonzentrationen in der Probe photometrisch
bestimmt werden. Die Einzelheiten des hier verwendeten Testes werden im

Folgenden néher beschrieben.

Der verwendete ELISA besteht aus Mikrotiterplatten, deren Wells mit ei-
nem spezifischen polyklonalen humanen VEGF-Antikorper beschichtet sind.

Die Testdurchfiihrung fand nach Vorschrift statt. Fiir jede Analyse kamen
50 pl Serum zum Einsatz. Wihrend der ersten Inkubation (zwei Stunden)
band sich das VEGF-Antigen an den, an die Wells gebundenen, Antikor-
per an. Nach dem ersten Waschen wurden 100 pl Biotin Konjugat, das einen
spezifischen monoklonalen Antikérper gegen das humane VEGF enthielt, hin-
zugegeben. Dieser Antikdrper lagerte sich nun seinerseits wihrend der dar-
auf folgenden einstiindigen Inkubation an das inzwischen bereits gebundene
VEGF an. Nach erneutem Waschen wurden 100 pl des Enzyms Streptavidin
- Peroxidase zu den gebundenen Stoffen in den Wells gegeben und somit das
Vierer - Sandwich komplettiert. Nach einer dritten, dreiftigminiitigen Inkuba-
tion schloss sich ein drittes Waschen an, bevor 100 ul des stabilisierten Chro-
mogens fiir die vierte Inkubation hinzugegeben werden konnten, welches erst
die photometrische Bestimmung ermdoglichte. Die anschliefende vierte und
letzte Inkubation sollte maximal 30 Minuten dauern. Durch das Hinzufiigen

der Stoplosung wurde sie nach 25 Minuten beendet.
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Als Washer* kam der TECAN - Columbus-Washer (TECAN, Crailsheim,
Deutschland) fiir Mikrotiterplatten zum Einsatz (August 1998, Firmware le-
vel 3.x). Bei jedem Waschvorgang wurde viermal mit 0,4 ml Waschpuffer
gespiilt bei einer Einwirkzeit von je 30 Sekunden. Die photometrische Bestim-
mung erfolgte mit dem TECAN Spectra (Shell) & Rainbows (Shell) Reader
(April 1998, Document revision 1.0, Firmware revision level 2.x), die Aus-
wertung und Darstellung der photometrischen Daten mit SLT Easy - Fit,
Version 7.35.

Den Test fiihrte an drei verschiedenen Tagen jeweils dieselbe Person
durch. Dabei erfolgte die Eichung der Standardkurven als Doppelbestim-
mung. Bei 10 der 35 Probanden wurde ebenfalls eine Doppelbestimmung der
Serumproben durchgefiihrt, die eine sehr hohe Ubereinstimmung der Werte
zeigte. Die restlichen Serumproben wurden nur in einfacher Bestimmung bei
einer Verdiinnung von 1:2 ermittelt. Die bestimmten VEGF-Konzentrationen
wurden in pg/ml angegeben.

Der Intra- und Inter-Assay-Variationskoeffizient dieses Tests betragt 4,9
% respektive 6,5 % (Angaben des Herstellers).

3.3 Statistik

4 Die grafische Analyse anhand von Boxplots ergab, dass die Verteilung der
Patientenmerkmale nicht symmetrisch ist und damit auch keine Vertraglich-
keit der Daten mit einer Normalverteilung besteht. Deshalb wurden fiir die
statistische Analyse metrischer Merkmale parameterfreie Testverfahren ver-
wendet: fiir den Vergleich zweier Patientengruppen der Mann-Whitney-U-
Test, fiir den Vergleich von drei Gruppen der Kruskal-Wallis-Test.

Die Korrelation des metrischen Merkmals VEGF-Konzentration und
der Erkrankungsdauer, des Lebensalters, der Entziindungswerte wurde mit
dem Spearman-Rho-Rangkorrelationkoeffizienten, eine auf monotonen Zu-
sammenhang testende Analyse, berechnet. Die Angaben iiber die statisti-
sche Signifikanz der Reduktion der VEGF-Konzentration unter GC- bzw.

4Statistische Beratung durch Frau Dipl. Math. Antje Brandstidt, Institut fiir Medizi-
nische Statistik, Informatik und Dokumentation des Klinikums der FSU Jena
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Infliximab-Therapie wurden mit dem Wilcoxon-Rangtest berechnet, bei dem
die jeweiligen Paardifferenzen betrachtet und ausgewertet werden.

Um die Frage nach einem Zusammenhang zwischen dem intrakapsulidren
Fluss und der bei allen Patienten beobachteten Carpusarthritis zu beantwor-
ten, wurde der y2-Test fiir Vierfeldertafeln benutzt.

Die statistische Bewertung der Testergebnisse erfolgte anhand der errech-
neten p-Werte. Ein p-Wert unter 0,05 zeigte ein statistisch signifikantes Er-
gebnis an (als Irrtumswahrscheinlichkeit wurde fiir die gesamte Untersuchung
ein Wert von 0,05 festgelegt).

Da die Studie der Hypothesengenerierung dient, wurde generell zweiseitig
getestet, um Unterschiede in beide Richtungen sichtbar machen zu konnen.

Fiir alle Berechnungen kam das Auswertungsprogramm SPSS zur Anwen-

dung. Die Abbildungen wurden mit Microsoft Excel erstellt.



Kapitel 4

Ergebnisse

Ein Teil der in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse sind bereits in ,,Rheu-
matology* |Strunk et al., 2004, bzw. in ,Rheumatology International® |Strunk
et al., 2006] veroffentlicht.

Bei der Vorstellung der Ergebnisse wird folgenden Fragen im Einzelnen

nachgegangen:

e Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem Power Doppler-
sonographischen Nachweis synovialer Durchblutung und der Hohe der
VEGF-Konzentration!?

e Gibt es einen Zusammenhang zwischen den nachgewiesenen Power

Doppler-Signalen und dem klinischen Befund der Carpusarthritis?

e Gibt es einen Unterschied zwischen der Hohe der VEGF-
Konzentrationen von bisher unbehandelten und behandelten Patienten

bzw. gesunden Probanden?

e Wie verhélt sich die VEGF-Konzentration wahrend einer Therapie mit

Prednisolon bzw. Infliximab?

e Weitere Ergebnisse

Eine Ubersicht iiber die Patientendaten geben die Tabellen 3.2, 3.3 und
3.4 in Kapitel 3.

Lgemeint ist jeweils die VEGF-Konzentration im Serum

37
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4.1 Zusammenhang zwischen der Power
Doppler-sonographisch bestimmten syno-
vialen Vaskularisierung und der VEGF-
Konzentration

Es lief sich kein Zusammenhang zwischen der Intensitét der PD-Signale (drei-
stufige Skala) und der Hohe der VEGF-Konzentration (p = 0,204; Kruskal-
Wallis-Test) feststellen (siche Abb. 4.1). Bemerkenswert sind jedoch folgen-
de zwei Auffilligkeiten: Uberraschenderweise fanden sich bei zwei Patienten
(Patient 3 und 12) mit keinen sichtbaren PD-Signalen (Newman-Grading
1) sehr hohe VEGF-Werte (Werte grofer 1400 pg/ml). Umgekehrt liefen
sich bei drei Patienten (Patient 13, 16 und 20) mit intensiven PD-Signalen
(Newman-Grading 3) nur sehr niedrige VEGF-Konzentrationen feststellen
(VEGF Kkleiner 360 pg/ml). (Die Auswertung erfolgte fiir 21 Patienten.)
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Abbildung 4.1: Verteilung der VEGF-Werte in Abhéngigkeit der dreistufigen mo-
difizierten Intensitatsskala (21 Patienten der Gruppe A): Es zeigt sich die grofe
Streuung der einzelnen VEGF-Werte innerhalb der Grading - Gruppen. Die grau
unterlegten Bereiche dienen nur der Verdeutlichung der Variabilitét.
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4.2 Zusammenhang zwischen der Power
Doppler-sonographisch bestimmten syno-
vialen Vaskularisierung und dem klinischen
Befund der Carpusarthritis

Der bei allen Patienten, aber keinem der gesunden Probanden, nach-
gewiesene klinische Befund der Carpusarthritis (Merkmalsauspragung
,Schmerz/Schwellung* = 1, d.h. positiv), wird bei 21 Patienten und den elf
Kontrollprobanden mit dem Power Doppler-sonographischen Nachweis von
Blutfluss innerhalb der Gelenkkapsel (,PD-Signal innen®) in Zusammenhang
gebracht. Die Ultraschalluntersuchungen zeigten bei allen 21 Patienten eine
deutliche Kapselabhebung, mit einer Ergussdicke von 1,5 mm bis 4,6 mm,
im Gegensatz zur Kontrollgruppe, bei der keine Kapselabhebung zu sehen
war. Bei 17 der RA-Patienten liefs sich ein PD-Signal innerhalb der Kap-
sel nachweisen (,PD-Signal innen“ = 1), wihrend dies nur bei einem Pro-
banden der Kontrollgruppe gelang. Daraus ergibt sich folgendes Ergebnis:
Fiir die Gruppe ohne intrakapsuldren Fluss (,PD-Signal innen“ = 0; 14/32
Probanden) zeigen 28,6% (4/14) eine klinisch nachgewiesene Carpusarthritis
(Merkmal ,,Schmerz/Schwellung* — 1). Bei den Probanden mit intrakapsulé-
rem Fluss (,PDS innen“ = 1; 18/32 Probanden) zeigen 94,4% eine positive
Merkmalsauspragung fiir ,,Schmerz/Schwellung®. Die Prozentzahlen kénnen
mathematisch als Korrelation angesehen werden. Der y2-Test zeigt auf dem
99,99% Signifikanzniveau ein hoch signifikantes Ergebnis (p < 0,0001) fiir den
Zusammenhang zwischen der mit der Power Doppler-Sonographie nachgewie-
senen synovialen Vaskularisierung im Carpus und dem klinischen Befund der
Carpusarthritis (siehe Tab. 4.1).

Bei jedem der Patienten mit PD-Signalen konnte mit Hilfe des Spektral-
Dopplers in kleinen, intrakapsulir gelegenen Arterien eine typische arterielle
Flusskurve nachgewiesen werden. Damit war die Differenzierung zwischen

einem echten Gefif und einem Artefakt moglich.
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Kontrolle | RA-Patient | Gesamt

a | PD-Signal nein 10 4 14
innerhalb der Kapsel | ja 1 17 18
Gesamt 11 21 32

b | PD-Signal nein 71,4% 28,6% 100,0%
innerhalb der Kapsel | ja 5,6% 94,4% 100,0%
Gesamt 34,4% 65,6% 100,0%

c | PD-Signal nein 90,9% 19,0% 43.8%
innerhalb der Kapsel | ja 9,1% 81,0% 56,3%
Gesamt 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 4.1: Vierfeldertafeln: a) iiber die Anzahl der gesunden Probanden (Kon-
trolle) und der RA-Patienten, b) der relativen Anzahl der Probanden in Prozent
bezogen auf das Merkmal Carpusarthritis, ¢) der relativen Anzahl der Probanden
in Prozent hinsichtlich des Merkmals intrakapsuléarer Fluss. Es ergibt sich ein deut-
licher Zusammenhang (94,4 %) zwischen dem Merkmal der Carpusarthritis und
dem intrakapsuldren Fluss.

4.3 VEGF-Konzentrationen bei unbehandelten
und behandelten Patienten sowie gesunden
Probanden

Fiir den Zusammenhang zwischen der VEGF-Konzentration und der bisher
erfolgten Therapie werden die Daten von allen 24 Patienten betrachtet. Die
Serumspiegel des VEGF zeigten sich bei den RA-Patienten mit einem Median
von 793,5 pg/ml im Vergleich zu den 11 gesunden Probanden mit einem
Median von 566 pg/ml signifikant erhoht (Mann-Whitney U Test: p = 0,027).
Allerdings streuen die einzelnen Werte in beiden Gruppen sehr stark: in der
RA-Gruppe von 113 pg/ml bis 1974 pg/ml und von 70 pg/ml bis 971 pg/ml

bei den gesunden Probanden.

Fiir die weitere Auswertung werden drei Gruppen betrachtet: Die The-
rapienaiven (Patienten mit Erstdiagnose RA), die bereits mit Predniso-
lon/DMARDs Behandelten und die gesunde Kontrollgruppe. Der Median der
VEGF-Konzentration betrigt fiir die Gruppe der Therapienaiven 853 pg/ml,
fiir die Gruppe der Behandelten 692 pg/ml und fiir die Kontrollgruppe 566
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ED Behandelte Kontrolle
Anzahl 11 13 11
Median VEGF (pg/ml) 853 692 566
Minimum VEGF (pg/ml) | 211 113 70
Maximum VEGF (pg/ml) | 1468 1974 971

Tabelle 4.2: Median, Minimum und Maximum der VEGF-Konzentration in
pg/mlfiir Therapienaive (ED), Behandelte und Kontrollprobanden

RAvs. K EDvs.B Bvs. K EDvs. K
P 0,027 0,424 0,15 0,016

Tabelle 4.3: Angabe der Signifikanzen (p, Mann-Whitney U Test) fiir die Zusam-
menhéinge des VEGF (Mediane) zwischen allen RA-Patienten und der Kontroll-
gruppe sowie zwischen den Gruppen der therapienaiven (ED), behandelten (B)
und Kontroll-Probanden (K)

pg/ml. Es zeigen sich deutliche Unterschiede in der Hohe der Medianwer-
te fiir die VEGF-Konzentration (siehe Tab. 4.2). Statistisch hoch signifikant
(Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney U Test) ist jedoch nur der
Unterschied zwischen den Medianwerten der Kontrollgruppe und den Thera-
pienaiven (p = 0,016). Interessanterweise ist der Unterschied sowohl zwischen
bereits Behandelten und Therapienaiven (p = 0,424) als auch zwischen den
Behandelten und der Kontrollgruppe (p = 0,15) nicht statistisch signifikant
(siche auch Tab. 4.3).

4.4 Anderung der VEGF-Konzentration wih-
rend einer Therapie mit Prednisolon bzw.
Infliximab

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der acht Patienten mit Rheu-
matoider Arthritis vorgestellt (Gruppe B), bei denen der Verlauf der VEGF-
Konzentration vor und nach 14-tigiger Therapie bestimmt wurde (siehe auch
Tabelle 3.3, Kapitel 3). Wie bereits beschrieben (siehe Abschnitt 3.1), sind

fiinf der Patienten bei Beginn der Beobachtungen therapienaiv (Erstdiagnose
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Abbildung 4.2: Darstellung der Medianwerte der VEGF-Konzentration (pg/ml) fiir
die Gruppe der Therapienaiven, der bereits behandelten und der Kontrollen. Die
gruppenspezifische Abnahme des Medians ist deutlich sichtbar.
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= ED) und wurden bis zur Kontrolle der VEGF-Konzentration nach 10 bis
13 Tagen mit Prednisolon, beginnend mit 20 mg/Tag, behandelt. Die zwei-
te Gruppe umfasst drei Patienten, die nach mehreren Basistherapien neu
auf Infliximab eingestellt wurden. Auch bei ihnen erfolgte eine Kontrolle der
VEGF-Konzentration nach 14 Tagen vor der zweiten Infusion.

Fiir beide Therapiegruppen lief sich im Beobachtungzeitraum eine durch
die Therapie bedingte statistisch signifikante Reduzierung der VEGF Aus-
gangskonzentration nachweisen (p = 0,01; Wilcoxon-Rang-Test). Fiir die fiinf
therapienaiven Patienten konnte sich nach 10 bis 13 Tagen mit Predniso-
lontherapie eine Reduktion der VEGF-Konzentration von durchschnittlich
45% im Vergleich zum Ausgangswert beobachtet werden. Bei den Patien-
ten mit Infliximabtherapie fiel die Reduktion mit einer durchschnittlichen
Verringerung um 42% des Ausgangswertes der VEGF-Konzentration nur ge-
ringfiigig niedriger aus. Selbst bei nur geringen Ausgangswerten der VEGF-
Konzentration (wie bei Patienten 13, 16 und 24) zeigte sich eine deutliche
Reduktion nach 14-tdgiger Therapiedauer (siche Abb. 4.3 ).

Weiterhin fiel bei der statistischen Auswertung auf, dass die VEGF-
Konzentration bei den therapienaiven Patienten sowohl vor als auch nach
der Therapie im Median (Median = 1106 pg/ml) deutlich hoher lag als in
der Infliximab Gruppe (Median = 320 pg/ml), bei der die Patienten schon
mehrfache DMARDs erhalten hatten. Unabhéngig von der bisher erhaltenen
Therapie zeigten sich bei Patienten mit kurzen Erkrankungsdauern (weniger
als zwei Jahre) deutlich hohere Werte der VEGF-Konzentration (Median —
1106 pg/ml) als bei Patienten mit lang anhaltender, d.h. mehr als drei Jahre
bestehender Erkrankung (Median = 315 pg/ml) (siehe dazu auch unten).

Auch fiir die Konzentration des CRP findet sich eine deutlich Reduktion
14 Tage nach Therapiebeginn. Fiir die Patienten mit Prednisolontherapie
kam es zu einer durchschnittlichen Reduktion von 80% (der Wert von Pati-
ent Nr. 5 fehlt hier), in der Infliximab-Gruppe betrug die Reduktion durch-
schnittlich 79%. Somit sind die Laborwerte nach 14-tdgiger Therapie im Nor-
malbereich. Weiterhin fallt auf, dass es auch bei den geringen, fast norma-
len Ausgangswerten zu einer deutlichen Reduktion dieses Entziindungswertes

kommt. Wie schon fiir die VEGF-Konzentration beschrieben, sind auch die
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Abbildung 4.3: Reduktion der VEGF-Konzentration (Gruppe B): Dargestellt sind
neben dem Median fiir den Ausgangs- und Folgewert der VEGF-Konzentration
der gesamten Gruppe B auch die Mediane fiir die GC- und TNF-a-Therapie-
Untergruppen. Die Reduktion der VEGF-Konzentration ist nach 10-14-tdgigen
Behandlungsdauer deutlich erkennbar und statistisch hoch signifikant (p = 0,01;
Wilcoxon-Rang-Test).



4.5 Weitere Ergebnisse 45

Ausgangswerte des CRP in der therapienaiven Gruppe deutlich héher (Me-
dian = 4,35 mg/dl) als in der bereits vorbehandelten Gruppe (Median = 1,4
mg/dl) (siche auch Abb. 4.4).2

4,5 7
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CRP fmgA)

Ausgangswert Fobewertnach 14 Tagen

Abbildung 4.4: Reduktion des CRP (Gruppe B): Dargestellt sind die Mediane fiir
den Ausgangs- und Folgewert des CRP der gesamten Gruppe B sowie die Mediane
fiir die GC- und TNF-a-Therapie-Untergruppen. Wie die VEGF-Konzentration
zeigt auch das CRP eine deutliche Reduktion nach 10-14-tdgigen Therapie.

4.5 Weitere Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden Zusammenhénge zwischen der Hohe der VEGF-
Konzentration und der Erkrankungsdauer, dem Lebensalter und den Ent-

ziindungswerten vorgestellt.

2 Aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs ist eine weitere statistsiche Analyse mathe-
matisch nicht sinnvoll, die Darstellung der Ergebnisse erfolgte daher rein deskriptiv.
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Zusammenhang zwischen der VEGF-Konzentration und der Er-
krankungsdauer

Die Erkrankungsdauer der Patienten iiberspannt einen grofsen Zeitraum zwi-
schen 0,25 und 36 Jahren. Der Medianwert der Erkrankungsdauer liegt zum
Zeitpunkt der Datenerhebung bei zwei Jahren (fiir Patient 8, 10, 20 feh-
len die Angaben). Bei Betrachtung der Daten (siehe Abb. 4.5) fillt auf,
dass mit zunehmender Erkrankungsdauer die Hohe der VEGF-Konzentration
trotz klinisch aktiver Carpusarthritis geringer wird im Vergleich zum Be-
ginn der Erkrankung. Die extrem hohen Werte der VEGF-Konzentration
von iiber 1000 pg/ml lassen sich bis auf eine Ausnahme (Patient 11) bei
Patienten mit einer Erkrankungsdauer von unter zwei Jahren finden. Statis-
tisch lésst sich diese Beobachtung mit Hilfe des parameterfreien Spearman-
Rangkorrelationskoeffizienten bestétigen. Bei einem p = 0,014 und r = -0,528
kann von einem hoch signifikanten Zusammenhang mit einer mittelstarken
Korrelation zwischen der Hohe der VEGF-Konzentration und der Erkran-

kungsdauer gesprochen werden.

Hohe der VEGF-Konzentration in Abhingigkeit vom Lebensalter

Sowohl die Hohe der VEGF-Werte als auch deren Variabilitdt nimmt mit
dem Lebensalter der Probanden zu. In der Kontrollgruppe ist dieses Ver-
halten nicht zu beobachten. Anders als fiir die Erkrankungsdauer lisst sich
dieser Zusammenhang jedoch statistisch nicht sichern. Da die hier berech-
nete Signifikanz mit einem p von 0,097 jedoch nur knapp iiber dem 90%
Signifikanzniveau liegt (bei schlechter Korrelation: r = 0,346, Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient), sollte dieser Zusammenhang an einer groferen

Stichprobe erneut gepriift werden.

Zusammenhang zwischen der VEGF-Konzentration und den Ent-
ziindungsparametern

Die Daten der VEGF-Konzentration wurden mit den drei Entziindungspara-
metern BSG, Leukozytenzahl und CRP verglichen. Bei der graphischen Be-
trachtung lassen sich nur ,Punktwolken“ beobachten (siehe auch Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5: Darstellung der VEGF-Konzentration (pg/ml) in Abhéngigkeit von
der Erkrankungsdauer (Jahre): Die Abnahme der VEGF-Konzentration mit zuneh-

mender Erkrankungsdauer ist deutlich sichtbar.
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Abbildung 4.6: Abhéngigkeit der VEGF-Konzentration vom Alter der Patienten
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BSG Leukozyten @ CRP
(mm/h)  (10°/ul)  (mg/dl)
r 0,36 -0,097 0,189
0,092 0,652 0,397

Tabelle 4.4: Spearman-Rho-Korrelationskoeffizient (r) und Signifikanz (p) fiir die
Korrelation von VEGF und BSG, Leukozyten und CRP

Auch statistisch kann fiir keinen der drei Entziindungswerte ein signifikan-
ter Zusammenhang mit der VEGF-Konzentration beschrieben werden (siehe
Tab. 4.4). Weitere Untersuchungen scheinen hier aber angebracht, da die
Korrelation von BSG und VEGF-Konzentration mit einer Signifikanz von
p = 0,092 (Spearman-Rangkorrelationskoeffizient) nur knapp unter dem Si-
gnifikanzniveau von 0,05 liegt und es in der Literatur Beschreibungen fiir
einen solchen Zusammenhang gibt |Ballara et al., 2001]; [Lee et al., 2001].
Als wichtige Aussage fiir die hier vorliegenden Daten ergibt sich hieraus, ma-
thematisch betrachtet, die lineare Unabhéngigkeit der VEGF-Konzentration
von den Entziindungsparametern CRP, Leukozyten und BSG. Praktisch be-
deutet dies, dass keine Riickschliisse von der Hohe der VEGF-Konzentration
auf Entziindungsparameter gezogen werden konnen, sondern dass er als ei-

genstindiger Wert bestimmt werden muss.
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Kapitel 5

Diskussion

VEGF-Konzentration und Power Doppler-Sonographie

Wie schon in Kapitel 2 ndher erldutert, ist das Kennzeichen der RA die syn-
ovitische Hyperplasie mit Pannusbildung und Entziindung, die durch friihe
Neubildung von zum Teil in den Knorpel eindringenden Geféfen gekennzeich-
net ist. In der Folge der Entziindung kommt es zu Destruktion und Ankylosen
der betroffenen Gelenke. Die Initiation der Entziindung ist charakterisiert
durch periartikuldre Vasodilatation gefolgt von synovialer, intraartikulérer,
durch Angiogenese gekennzeichneter Proliferation (siehe Kapitel 2.1.3). Da-
mit nimmt die synoviale Angiogenese eine Schliisselrolle in der Pathogenese
der RA ein |Paleolog, 1996]; | Koch, 1998|. Sie wird sowohl durch die im Ge-
lenk entstehende Hypoxie induziert [Distler et al., 2004] als auch durch ver-
schiedenste Zytokine, z.B. II-1, TNF-a oder den endothelspezifischen Faktor
VEGF [Koch et al., 1994|. Der VEGF, urspriinglich als Permeabilitétsfak-
tor in Tumoren entdeckt, wird heute immer wieder als Mediator und eines
der zentralen Zytokine in der Angiogenese der RA beschrieben [Koch et al.,
1994]; [Paleolog, 1996].

Um die frithen entziindlichen Verdnderungen der aktiven Arthritis zu er-
kennen, sind dringend sensitive und spezifische diagnostische Methoden, die
zudem einfach zu handhaben sein sollten, erforderlich. Erst die Entwick-
lung von hochauflosenden Ultraschallgerdten und die Einfiihrung der PD-
Sonographie durch Rubin & Adler [1993] Anfang der 1990er Jahre machen

im Gegensatz zur Grau-Skalen-Sonographie eine Diskrimination zwischen rei-

o1
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nem Gelenkerguss und einer aktiven Entziindung durch die Darstellung der
intraartikuldren Hyperdmie moglich [Newman et al., 1994], [Newman et al.,
1996|. Strunk et al. [2001| heben hervor, dass sich die PD-Sonographie zudem
zur Diskrimination von kleinsten peri- und intraartikuldr gelegenen Blutge-
fafsen eignet. Die mit der Entziindung einhergehenden Verdnderungen, wie
Pannusbildung und osséire Destruktionen, lassen sich in Kombination mit der
Grau-Skalen-Sonographie oft schon lange vor einem radiologischen Nachweis
erkennen [Newman et al., 1996]. (Weitere Ausfithrungen dazu sind im Kapitel
2.2.2 zu finden.)

Das hier entwickelte Modell verbindet die systemische Messung des pro-
angiogenetischen VEGF mit der unmittelbaren Visualisierung des lokalen
Ergebnisses der Angiogenese im entziindlichen Prozess, die verstirkte Hy-
perdmie. Terslev et al. |2003| konnten in einer dhnlich angelegten Studie nur
eine schwache Korrelation zwischen der intraartikuldren Entziindungsaktivi-
tit, mit MRT und Sonographie dargestellt, und den systemisch messbaren
Entziindungsparametern CRP und BSG finden.

Fiir die hier vorliegende klinische Arbeit liefs sich kein statistischer Zu-
sammenhang zwischen der Intensitit der PD-Signale (qualitative Bestim-
mung) und der Hohe der systemischen VEGF-Konzentration beschreiben.
Die VEGF-Konzentration sinkt mit zunehmender Intensitit der PD-Signale
im Median ab. Jedoch finden sich die hochsten VEGF-Konzentrationen in
den PD-Grading-Gruppen 1 und 3 (siehe Abbildung auf S. 38). Die Diver-
genz zwischen der lokalen sonographisch nachgewiesenen Hyperdmie und der
systemischen, mit der VEGF-Konzentration beschriebenen Krankheitsakti-
vitdt und angiogenetischen Aktivitdt wird besonders bei den bereits im Er-

gebnisteil erwdhnten zwei Beispielen deutlich:

(a) Es lédsst sich bei zwei Patienten (Patient 3 und 12) trotz extrem ho-
her VEGF-Konzentrationen kein intraartikularer Blutfluss mit dem PD

nachweisen (PD-Intensitétsskala 1).

(b) Im Gegensatz zum ersten Fall zeigen drei Patienten (Patient 13, 16 und
20) mit intensiven PD-Signalen (PD-Intensitdtsskala 3) nur sehr nied-
rige VEGF-Konzentrationen.
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Als mégliche Erklirung dient folgende Uberlegung geben: Im ersten Fall
konnte sich bei bereits klinisch aktiver Carpusarthritis die Angiogenese,
bedingt durch die hohen VEGF-Konzentrationen, in der Initialisierungs-
phase befinden. Die Angiogenese ist als Folge der VEGF-Ausschiittung
anzusehen. Ein sonographischer Nachweis ist daher noch nicht mdoglich.
Im zweiten Fall ist der intensive Blutfluss Zeichen der aktiven Entziin-
dung, Vasodilatation und Angiogenese. Ein moglicher negativer Feedback-
Mechanismus hat die VEGF-Konzentration aber bereits wieder abgesenkt.
Ein solcher Feedback-Mechanismus kénnte auch als Erklarung fiir die abneh-
mende VEGF-Konzentration bei steigender sichtbarer Vaskularisierung die-
nen: Die hohe VEGF-Konzentration in der Grading-Gruppe 1 (Patienten mit
wenig PD-Signalen) steht fiir die Initialisierung der sonographisch noch nicht
nachweisbaren Angiogenese. Die leicht gesunkenen VEGF-Konzentrationen
in der zweiten Grading-Gruppe konnten einen Hinweis auf einen (begin-
nenden) Feedback-Mechanismus geben, der in der Grading-Gruppe 3 (in-
tensive PD-Signale) erst vollstindig ausgereift ist. Eine andere Uberlegung
fiir die in der dritte Grading-Gruppe auch vorkommenden hohen VEGF-
Konzentrationen, geht von einer Verselbstindigung des Systems aus, die zu
einer voranschreitenden Wachstumsstimulation fiihrt und die zum Teil sehr
hohen VEGF-Konzentrationen erkliren konnte. Pinheiro et al. [2001] ver-
muten, dass der VEGF im Serum bei Patienten mit lang bestehender RA
ein unabhéngiger Marker ist. Dariiber hinaus beschreibt er, dass Schmerzen
bei lang bestehender RA eher durch Destruktionen als durch ein entziindli-
ches Geschehen hervorgerufen werden. Dem entgegen steht die bei fast allen
Patienten dieser Studie mit der PD-Sonographie eindeutig nachgewiesene Hy-

perdmie in den betroffenen Gelenken, als Zeichen der aktiven Entziindung.

Letztendlich kann die Frage nach der Abhingigkeit der lokalen, angioge-
netischen Verdnderungen im Gelenk von den systemisch messbaren Verdnde-
rungen der VEGF-Konzentration an dieser Stelle nicht endgiiltig beantwor-
tet werden. Die Studie zeigt jedoch das Potential des beschriebenen Models
fiir weitere Forschungen mit grofseren Patientengruppen, die mit den neuen
Techniken der dreidimensionalen Doppler-Sonographie und dem kontrastmit-
telverstarkten MRT bereits durchgefiihrt werden.
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Power Doppler-Sonographie und die klinisch nachweisbare Carpus-
arthritis

Die aktuellen Leitlinien fiir das Management der RA fordern eine friihe und
aggressive Therapie mit dem Ziel, Gelenkdestruktion, Schmerzen, Funktions-
verlust und den damit einhergehenden Verlust der Lebensqualitit zu verhin-
dern. Die Sonographie und im Besonderen die PD-Sonographie ermé&glichen
eine friithzeitige Diagnostik. Sie erleichtern die Entscheidung zu einer die Pro-

gredienz verlangsamenden Therapie [ Weidekamm et al., 2003].

In den schmerzhaften und geschwollenen Carpi der 21 sonographisch
untersuchten RA-Patienten konnte, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, eine
echoarme Zone von 1,5 bis 4,6 mm dargestellt werden. Aber erst der Nach-
weis der intrakapsuldren Hyperdmie mit Hilfe der PD-Sonographie bei 17 von
21 untersuchten Patienten (das entspricht 80%) ermoglichte die sichere Un-
terscheidung zwischen reinem Gelenkerguss und Synovitis mit Gelenkerguss
und somit auch zwischen periartikuldrer Vasodilatation und synovialer Hy-
perdmie und Angiogenese. Die PD-Sonographie reagiert sehr empfindlich auf
kleinste Bewegungen, wie z.B. Sprechen des Patienten. Die so auftretenden
Artefakte konnen wie echte Gefiafte imponieren. Der Beweis ,echten® arteriel-
len intrakapsulidren Blutflusses konnte bei diesen 17 Patienten mit Hilfe der
Spektral-Fluss-Kurve gefiihrt werden. Bei den vier Patienten ohne intrakap-
suldren Blutfluss (Patienten 3, 4, 8 und 12) bleibt die Ungewissheit, ob es sich
bei der beobachteten Kapselabhebung trotz deutlicher klinischer Zeichen ei-
ner Arthritis nicht doch nur um einen Gelenkerguss ohne Synovitis gehandelt
hat. Alternativ kiime, wie oben bereits diskutiert, ein initiales Stadium der
Entziindung mit bereits erhohten VEGF-Konzentrationen in Frage, zumal bei
drei dieser Patienten die Diagnose der RA zum ersten Mal gestellt wurde.
Trotz dieser vier Patienten ohne intraartikuldren Blutfluss zeigt sich der Zu-
sammenhang zwischen den beiden Merkmalen klinische Carpusarthritis und
intraartikulirer Blutfluss mit einem p < 0,0001 (x2-Test) statistisch hoch
signifikant.

Die hier vorliegenden Daten zeigen, dass sich, wie bereits von Newman

et al. [1994] beschrieben, die PD-Sonographie zur Unterscheidung zwischen
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reinem Gelenkerguss und aktiver Entziindung durch die Darstellung der in-
traartikuldren Hyperdmie eignet. Es kann sogar noch ein Schritt weiter ge-
gangen werden. Die aktuelle Entziindungsaktivitit innerhalb eines Gelenkes
kann durch die qualitative Bestimmung des intrakapsuldren mikrovaskuliaren
Flusses mit Hilfe eines Gradings erfasst werden, wie es in dieser Arbeit vorge-
stellt wird (siehe Seite 30). Sie bietet die Moglichkeit, dass Versténdnis iiber
die entziindlichen Prozesse im RA-Gelenk durch die Visualisierung der friihe-
sten pathologischen Verdnderungen der RA zu erweitern. Sie stellt eine echte
Innovation fiir die Diagnostik, insbesondere in den friihen Krankheitsstadi-
en, der RA dar. Da sie, im Gegensatz zur MRT, weit verbreitet, einfach zu
handhaben, {iber die wesentlich bessere Auflosung verfiigt, kostengiinstig ist
und zudem keine Risiken fiir den Patienten birgt [Schmidt, 2001], ist sie zur
Untersuchung der Krankheitsaktivitdt der RA, die dem MRT vorzuziehende
Methode.

VEGF-Konzentration bei behandelten und unbehandelten Patien-
ten

In Ubereinstimmung mit Ergebnissen anderer Studien [Harada et al., 1998;
Ballara et al., 2001] konnte auch hier ein hoch signifikanter statistischer Un-
terschied zwischen den VEGF-Konzentrationen von RA-Patienten und ge-
sunden Probanden gefunden werden (p = 0,027; Mann-Whitney U Test).
Unterteilt man jedoch die Gruppe der RA-Patienten in therapienaive und be-
reits behandelte Patienten und betrachtet die VEGF-Konzentrationen beider
Unterguppen zueinander sowie jeweils zur Gruppe der Gesunden, so lisst sich
nur zwischen den Therapienaiven und den Gesunden ein statistischer Zusam-
menhang erkennen (p = 0,016; Mann-Whitney U Test). Auffallend ist zudem
die grofse Streubreite der VEGF-Konzentrationen im Serum sowohl bei den
RA-Patienten (113 - 1974 pg/ml) als auch bei den gesunden Probanden (70
- 971 pg/ml). Diese Ergebnisse iiberraschen etwas und lassen weitere Ein-
fliissse auf die Hohe der VEGF-Konzentration vermuten. Dazu konnte auch
eine genetisch bedingte individuelle Variabilitat zdhlen, wie sie z.B. auch tiber
das Vorhandensein des Rheumafaktors oder des HLA-B 27 entscheidet. Auch

kann nicht ausgeschlossen werden, dass Faktoren wie Geschlecht, Lebensal-
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ter, Erkrankungsdauer, Anzahl der betroffenen Gelenke sowie die aktuelle
Therapie eines jeden Patienten zu dieser Variabilitidt beitragen (siehe dazu
weiter unten im Text).

Vielfach ist die lokale Expression von VEGF durch synoviale Makropha-
gen und Fibroblasten, durch subsynovialen Makrophagen und durch die pe-
rivaskuldren glatten Muskelzellen im synovitischen Gelenk untersucht und
beschrieben worden [Koch et al., 1994; Nagashima et al., 1995]. Dahingegen
ist die Quelle fiir den VEGF im Serum bis heute nicht eindeutig geklart. Moh-
le et al. [1997] konnten den VEGF in Thrombozyten nachweisen. So kénnte
das vor dem Einfrieren erfolgte Zentrifugieren der Blutproben durch teilweise
Zerstorung der Thrombozyten zur Steigerung der spéter bestimmten VEGE-
Konzentration beigetragen haben. Nagashima et al. [1995] postulieren, dass
der VEGF aus den Gelenken stammt. Damit wire die VEGF-Konzentration
abhingig von der Aktivitit der RA und der Anzahl der entziindeten Ge-
lenke [Nagashima et al., 1995; Harada et al., 1998]. Letztendlich ist noch
nicht geklart, ob die synoviale Angiogenese der RA lokal oder systemisch ge-
steuert wird und welche Rolle Faktoren wie der VEGF systemisch spielen.
Sicher ist hingegen, dass sich durch den lokalen Entziindungsprozess zahlrei-
che Parameter systemisch messbar verdndern (Entziindungsfaktoren, VEGF,
TNF-a).

VEGF-Konzentration wihrend der Therapie mit Prednisolon und
Infliximab

Die hier présentierten FErgebnisse zeigen, dass die klinisch effektive
Prednisolon- bzw. Infliximab-Therapie mit einer deutlichen Reduktion der
VEGF-Konzentrationen von 45% resp. 42% (trotz sehr unterschiedlicher Aus-
gangskonzentrationen) bei RA-Patienten nach nur zweiwochiger Therapie
verbunden ist (siehe auch S. 27). Diese Beobachtungen belegen ein Anspre-
chen des VEGF auf die Therapie.

Andere Studien, die ebenfalls eine Reduktion der VEGF-Konzentration
demonstrieren konnten, bestitigen dies. Nagashima et al. |2000| konnten ei-
ne Reduktion der VEGF-Konzentration sowohl in vitro als auch in vivo im
Median von 57% (von 411,3 pg/ml auf 178,4 pg/ml) wihrend einer Thera-
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pie mit Dexamethason und im Median von 55% (auf 184,9 pg/ml) wéihrend
einer Bucillamin-Therapie nachweisen (Zeitangaben iiber die Behandlungs-
dauer fehlen). Auch Harada et al. [1998] zeigten nach Therapie mit DMARDs
und Prednisolon bei Patienten in klinischer Remission eine Reduktion der
VEGF-Konzentration (genaue Zahlenangaben iiber die Reduktion fehlen).
Es ist jedoch wahrscheinlich, dass die sehr guten Ansprechraten auf Predni-
solon und Infliximab innerhalb der ersten zwei Wochen nach Therapiebeginn
eher auf eine allgemeine anti-entziindliche als auf eine spezielle Medikamen-
tenwirkung zuriick zufiihren sind. Eine von Gerlag et al. [2004] durchgefiihrte
Studie, lasst dhnliches vermuten: In arthroskopisch gewonnenem synovialem
Gewebe werden nach 14-tagiger oraler Gabe von Prednisolon die synovialen
und subsynovialen Makrophagen deutlich gehemmt. Dariiber hinaus konnte
die Studie zeigen, dass mit der Makrophagenhemmung die Sekretion wichti-
ger Zytokine wie TNF-q, IlI-1 und VEGF deutlich vermindert wird sowie der
Trend zu einem verringertem Gefédfiwachstum geht. Damit scheinen die Glu-
kokortikoide, neben ihren vielfiltigen Angriffspunkten auf die Entziindung,
auch die Angiogenese als solche indirekt zu hemmen.

Auch die Hemmung der VEGF-Sekretion durch den anti-TNF-a Antago-
nisten Infliximab konnte in in vitro und in vivo Studien nachgewiesen werden
[Paleolog et al., 1998; Nakahara et al., 2003]. Jedoch hat keine der in vivo
Studien die VEGF-Konzentration im Serum nach 14 Tagen Therapie, d.h.
vor der zweiten Infusion, bestimmt.

Der inhibitorische Effekt von Infliximab auf die VEGF-Ausschiittung der
synovialen Zellen in vitro wird als sehr schwach beschrieben [Paleolog et al.,
1998; Nakahara et al., 2003]. Andererseits zeigen Paleolog et al. [1998] auch,
dass sich die VEGF-Konzentration in Abhéngigkeit der Dosierung von anti-
TNF-« reduzieren liasst. Aufgrund dieser Beobachtungen stellt sich auch hier
die Frage, inwiefern es sich um medikamentenspezifische oder aber um allge-
meine anti-entziindliche Wirkungen handelt. Es sind zwei wichtige Wirkungs-
mechanismen der Infliximab-Therapie bekannt: Zum einen die Deaktivierung
der pro-inflammatorischen Zytokinkaskade durch Neutralisierung der TNF-
a-Bioaktivitit, indem es sich an sezernierte TNF-alpha Molekiile bindet und

mit ihnen stabile Komplexe bildet. Und zum anderen die verminderte Rekru-
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tierung von Entziindungszellen aus dem Blut in das entziindete Gelenk durch
Hemmung von Adhésion und Chemotaxis [ Taylor et al., 2000; Maini € Feld-
man, 2004]. Insbesondere bei dem zweiten aufgefiihrten Mechanismus handelt
es sich um eine wichtige, aber allgemeine anti-entziindliche Wirkung, die we-
sentlicher Bestandteil der schnellen klinischen Wirkung durch Unterbrechung
des ,Entziindungskreises “ ist. Sowohl die Unterbrechung der Zytokinkaskade
als auch die Hemmung von Adhésion und Chemotaxis fiihren, wenn auch
indirekt zur Hemmung der VEGF-Produktion und Expression und bieten
somit eine Erklarung der schnellen Minderung der VEGF-Konzentration.
Unabhéngig der gezeigten Hemmung der VEGF-Sekretion mehren sich
die Hinweise auf eine Medikamenten bedingte Krankheitsmodifikation. Schon
allein die Therapie mit Prednisolon schiitzt vor erosiven Verdnderungen am
Gelenk [Kirwan € Group, 1995]. Taylor et al. [2004] stellten fiir eine Thera-
pie von Infliximab plus Methotrexat eine deutlich geringere Progression der
Gelenkdestruktion innerhalb eines Jahres fest. Aufgrund dieser Tatsachen ist

die Entscheidung zu einer frithen Therapie anzuraten.

VEGF-Konzentration und Erkrankungsdauer

Wie schon in anderen Studien |Ballara et al., 2001; Pinheiro et al., 2001|
zeigte sich auch in dieser Arbeit ein signifikanter Unterschied fiir die Hohe
der VEGF-Konzentration in Abhéngigkeit von der Erkrankungsdauer (p =
0,014, r = -0,528; Spearman-Rho-Rangkorrelation): Bei Patienten mit kurzer
Krankheitsdauer (< 2 Jahre) waren die VEGF-Konzentrationen um einen
Faktor zwei hoher (Median = 1124 pg/ml) als bei Patienten mit langer
Krankheitsdauer (> 2 Jahre, Median = 528 pg/ml). Ein Einfluss des Le-
bensalters auf die Hohe der VEGF-Konzentration kann ausgeschlossen wer-
den, denn das durchschnittliche Lebensalter von den zwei Gruppen der Pa-
tienten (kurzer bzw. langer Erkrankungsdauer) ist mit 65 Jahren bzw. 64,5
Jahren nicht voneinander zu unterscheiden. Bei den Patienten 13, 17 und 24
lag die VEGF-Konzentration trotz eines akuten Schubs der RA deutlich un-
terhalb des Medians der VEGF-Konzentration aller Patienten. Da die Hohe
der VEGF-Konzentration auf den destruktiven Verlauf der Erkrankung einen

Einfluss zu haben scheint |Ballara et al., 2001], sollte es iiber eine langfristi-
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ge Therapie moglich sein, das Grundlevel der VEGF-Konzentration deutlich
abzusenken und somit die Progredienz der Erkrankung zu verlangsamen.
Die Erkrankungsdauer als solche kénnte einen mdéglichen Einfluss auf die
VEGF-Konzentration haben, wie sich am Beispiel von Patient 16 zeigen lasst:
Obwohl er seit zehn Jahren an regelméfigen Schiiben der RA leidet, ohne
bisherige Diagnosestellung ist und daher therapienaiv und zum Zeitpunkt
der Datenerhebung eine klinisch hochaktive Carpusarthritis mit ausgeprég-
ter Morgensteifigkeit prasentiert, weist er eine niedrige VEGF-Konzentration
von 325 pg/ml auf. Strunk et al. [2006] stellen hierzu die These auf, dass
Erkrankungsdauer und Therapie mit DMARDs und GC zwei verschiedene,
unabhingige, die VEGF-Konzentration beeinflussende Faktoren sind. Gegen-
stand zukiinftiger Forschungen wird sein, diese These zu iiberpriifen und her-
auszufinden, wodurch individuelle (langsame) Verldufe und niedrige VEGF-
Konzentrationen bedingt werden. Zur Zeit steht die frithe Diagnostik im Mit-
telpunkt der Forschung, um Patienten mit einem rasch progredienten Verlauf

zu erkennen und ihnen eine frithestmogliche Therapie zukommen zu lassen.

VEGF-Konzentration und Entziindungsfaktoren

Fiir die hier vorliegenden Daten konnte kein statistischer Zusammenhang zwi-
schen der Serumkonzentration des VEGF und den Entziindungsparametern
CRP und der Leukozytenzahl im Blut gefunden werden (siehe S. 46). Ledig-
lich fiir die BSG lésst sich auf dem 90% Signifikanzniveau (p = 0,092; r = 0,36
Spearman Rho Rangkorrelation) eine schwache signifikante Korrelation fest-
stellen. Mehrfach wurde in anderen Studien auf einen moéglichen Zusammen-
hang zwischen der VEGF-Konzentration und den Entziindungswerten unter-
sucht, mit sehr unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend Harada et al. [1998|
einen Zusammenhang zwischen den VEGF- und CRP-Serumkonzentrationen
fanden, stellten Pinheiro et al. [2001], wie auch diese Arbeit, keinen Zusam-
menhang zwischen diesen beiden Parametern fest. In wieder anderen Studien
konnte zusétzlich auch ein Zusammenhang zur BSG nachgewiesen werden
| Nagashima et al., 2000; Lee et al., 2001], nicht aber fiir die synoviale VEGF-
Konzentration und die BSG bzw. das CRP [Lee et al., 2001]. Ebenso wenig

konnten Lee et al. [2001] einen Zusammenhang zwischen den im Serum und
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der in der Synovialfliissigkeit bestimmten VEGF-Konzentrationen finden.

Die VEGF-Konzentration zeigt sich bei den RA-Patienten im Vergleich
zu den gesunden Probanden signifikant erhoht. Keiner der gesunden Kon-
trollprobanden hatte erhohte Entziindungswerte. Das gute Ansprechen der
CRP- und VEGF-Konzentrationen auf eine Therapie mit Prednisolon bzw.
mit Infliximab bei gleichzeitiger Besserung der klinischen Befunde deuten auf
eine Abhéngigkeit beider Parameter von der klinischen Aktivitét hin, wie es
u.a. bei Nagashima et al. [1995] und Harada et al. [1998] postuliert wird. Um
so iiberraschender ist der fiir die hier vorliegenden Daten fehlende statistische
Zusammenhang zwischen der VEGF-Konzentration und den oben genannten
Laborparametern. Kirwan [1997] stellt die These auf, dass die persistierende
Synovitis in Fingergelenken einen nur geringen Anteil an systemischen Ent-
ziindungsparametern wie dem CRP hat. Diese Uberlegungen fiihren erneut
zu den bisher unbeantworteten Fragen nach der systemischen Bedeutung des
VEGF und der Quelle des VEGF im Serum.

Fazit

Ein wichtiger Bestandteil dieser Querschnittsstudie ist die Klarung der kli-
nischen Bedeutung des VEGF als Aktivitits-, Verlaufs- und Entziindungs-
parameter und Angiogenesefaktor im Vergleich zu im Gelenk sonographisch
darstellbarer Hyperdmie. Eine wichtige Aussage dieser Arbeit ist, dass der
VEGF anhand der hier erhobenen Daten nicht als Entziindungsparameter
betrachtet werden kann. Hingegen eignet er sich als Verlaufsparameter wih-
rend einer Therapie. Spannend bleibt die noch zu kldrende Frage, wie sich
die VEGF-Konzentration, aber auch die im Gelenk bestehende Hyperamie
innerhalb der ersten zwei Wochen nach Therapiebeginn mit GC oder BT ver-
halt. Das hier vorgestellte Modell dient als Grundlage fiir weitere Studien,
die sich dieser Frage widmen.

In der Literatur herrscht inzwischen Einigkeit, dass der VEGF als syno-
vitischer Aktivitdtsparameter zu werten ist [Nagashima et al., 1995; Harada
et al., 1998; Lee et al., 2001; Taylor & Sivakumar, 2005|. Der signifikante
Unterschied in der Hohe der VEGF-Konzentration von Gesunden und RA-
Patienten und die deutliche Reduktion der VEGF-Ausgangskonzentration bei
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gleichzeitiger Besserung der klinischen Befunde wéhrend einer Therapie mit
Prednisolon, bzw. Infliximab unterstiitzen diese Auffassung. Ein deutlicher
Gegensatz dazu lasst sich in der fehlenden Korrelation zwischen den Entziin-
dungsparametern und der VEGF-Konzentration und in der beschriebenen
Abhéngigkeit von der Erkrankungsdauer finden. Sie lassen auf einen indi-
viduellen Verlauf der VEGF-Konzentration schlieften. Gleichzeitig wird die
Frage aufgeworfen, ob die Héhe der VEGF-Konzentration und die sonogra-
phisch darstellbare individuelle Angiogenese zu Beginn der Erkrankung eine
prognostische Aussage iiber ihren weiteren Verlauf zu lisst, wie es Studien
von Ballara et al. [2001] und Taylor et al. [2004] vermuten lassen. Kiinftige
Forschungen werden sich mit dieser These weiter auseinander setzen miissen.

Fiir weitere Studien, die den Zusammenhang zwischen lokalen und syste-
mischen entziindlich bedingten Verdnderungen darstellen, stehen inzwischen,
im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit verwendeten Sonographiegerit, neue
hochauflésendere und zur dreidimensionalen Bildwiedergabe fihige Geréte
sowie das kontrastmittelverstirkte MRT als Erfolg versprechendere, nicht in-
vasive Methoden zur Verfiigung [Strunk et al., 2004; Terslev et al., 2003|. Zu-
sammenfassend kann aus den Ergebnissen dieser Arbeit festgestellt werden,
dass die Kombination der lokalen Visualisierung entziindlicher Prozesse und
systemischen Bestimmung von Angiogenesestimulatoren neue Informationen
iiber die synoviale Angiogenese und den VEGF sowie ihre Interaktionen mit
dem Entziindungsprozess, ihr Verhalten unter einer Therapie und Wertigkeit

als Prognoseparameter gewonnen werden kénnen.






Kapitel 6

Zusammenfassung

Die frithe Erkennung des destruktiven Potenzials der Rheumatoiden Arthri-
tis (RA) ist entscheidend fiir den Therapiebeginn und damit fiir die Prognose
der Erkrankung. Die Angiogenese nimmt eine zentrale Rolle im Entziindungs-
und Zerstorungsprozess der RA ein. Sie wird von verschiedensten Faktoren
gesteuert, von denen der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) zu
den am besten untersuchten gehort. Das Ergebnis der Entziindung und der
Angiogenese, der vermehrte synoviale Blutfluss, kann mit Hilfe der Power
Doppler-Sonographie visualisiert werden. Das hier entwickelte Modell zur
Untersuchung der Angiogenese der RA verbindet die systemische Messung
des pro-angiogenetischen VEGF mit der unmittelbaren Visualisierung des lo-
kalen Ergebnisses der Angiogenese im entziindlichen Prozess, die verstarkte
Hyperdamie. Es liefs sich jedoch kein statistischer Zusammenhang zwischen der
qualitativ bestimmten Intensitédt der PD-Signale (auf einer dreistufige Skala)
und der Hohe der VEGF-Konzentration feststellen. Weitere Studien, die der
Frage nach der Abhéngigkeit der systemisch messbaren Verinderungen der
VEGF-Konzentration und anderer Angiogenesefaktoren von den lokalen an-
giogenetischen Verdnderungen im Gelenk nachgehen, werden mit der neuen,
Erfolg versprechenderen Technik der dreidimensionalen Doppler-Sonographie

bereits durchgefiihrt.

Fiir die PD-Sonographie konnte gezeigt werden, dass sie sich zur Darstel-
lung und Objektivierung der aktuellen Entziindungsaktivitit, auch in den

frithesten Stadien der RA, innerhalb eines Gelenkes durch die qualitative Be-
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stimmung des intrakapsuldren mikrovaskuldren Flusses eignet. Es konnte ein
hoch signifikanter Zusammenhang zwischen der synovialen Hyperdmie und
der klinisch nachweisbaren Synovitis bei RA-Patienten nachgewiesen werden.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde ein signifikanter Unterschied zwischen
der Hohe der Serumkonzentration des VEGF aller RA-Patienten und aller
gesunden Probanden sowie der therapienaiven RA-Patienten und der gesun-
den Probanden nachgewiesen. Der Unterschied zwischen den vorbehandelten
Patienten und den Gesunden sowie zwischen den beiden Gruppen der RA-
Patienten ist jedoch nicht signifikant. Eine endgiiltige Erklarung fiir diese
Ergebnisse konnte noch nicht gefunden werden. Wahrscheinlich spielt jedoch
die bisher unbekannte Quelle des VEGF im Serum eine Rolle.

Neben der Entwicklung des neuen Angiogenesemodells wurde die VEGF-
Konzentration als Verlaufsparameter wihrend einer Therapie mit Predniso-
lon bzw. Infliximab charakterisiert. So zeigte sich einhergehend mit einer
klinischen Besserung der Carpusarthritis eine deutliche Reduktion der Aus-
gangskonzentrationen des VEGF um 45% nach vierzehntégiger Therapie mit
Prednisolon, bzw. 42% nach vierzehntégiger Therapie mit Infliximab.

Die Beobachtung, dass die VEGF-Konzentration mit der Dauer der Er-
krankung abnimmt, ldsst auf weitere Einflussfaktoren schliefsen, die fiir den
Grundspiegel der VEGF-Konzentration verantwortlich sind. In Frage kom-
men bisherige Therapien, die Erkrankungsdauer selber, aber auch individu-
elle Unterschiede, die genetisch bedingt sein kénnen, dhnlich dem Vorhan-
densein des Rheumafaktors oder des HLA-B 27.

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen dieser Arbeit ein neues Ge-
samtbild der synovialen Angiogenese gewonnen werden. Die Ergebnisse zei-
gen Informationen iiber den VEGF als wichtigen Interaktionspartner im Ent-
ziindungsprozess und stellen ihn als Aktivitats- und Verlaufsparameter dar.
Ferner wird festgestellt, dass sich die PD-Sonographie als eine zur Objek-
tivierung der klinischen Befunde geeignete Methode eignet. Die Arbeit ist
Ausgangspunkt fiir weitere Forschungen, bei denen zur Zeit der Zusammen-
hang zwischen lokalen und systemischen Verinderungen der RA mittels Mes-
sung molekularer Marker (wie z. B. des VEGF) und Einsatz fortschrittlicher

sonographischer und Doppler-sonographischer Techniken untersucht wird.



Kapitel 7

Summary

The early detection of rheumatoid arthritis (RA) is crucial for the initiation
of therapy and clinical prognosis. Angiogenesis plays a central role in the
inflammation and damage of rheumatoid arthritis and is driven by sever-
al factors. Vascular Endothelial Growth factor (VEGF) is one of the best

characterized of these.

Power Doppler (PD-) sonography can image the increased synovial blood
flow in a certain joint caused by the inflammation and angiogenesis. Within
this thesis a new model to investigate angiogenesis associated with local and
systemic changes in RA was developed. No statistic relationship between
the qualitative determined intensity of the PD-signals (on a three-step scale)
and the serum VEGF concentration was found. Other studies, using newer,
more promising techniques like three-dimensional-Doppler-sonography, are
currently searching for the relationship between angiogenic factors, including
VEGF and the local angiogenic changes in a joint.

This study showed that PD-sonography is a useful method to visualize
and objectify the actual inflammatory activity in a certain joint, even in
the earliest stages of inflammation, through the qualitative determination of
the intra-articular microvascular blood flow. A highly significant relationship

exists between synovial hyperemia and clinical synovitis.

Within this study it was found that the difference between VEGF serum
concentrations of non-treated RA patients and healthy controls is significant.

No significance in VEGF levels existed between treated patients and healthy
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controls or between the two treatment arms. After a 14 day treatment course
the prednisolone treated patients had a 45% reduction in VEGF concentra-
tion and the infliximab group had a 42% reduction. Both groups had clinical
improvement of their carpus arthritis.

While it was observed that VEGF concentration also decreases with the
disease duration, the definitive explanation for this difference in VEGF con-
centrations is unknown. Many factors such as an as yet undiscovered source
of the serum VEGF, treatment therapies or medications, or individual ge-
netic differences, like the presence of rheumatoid factor or HLA-B 27, could
play an important role.

In summary, this work gives a new picture of the synovial angiogenesis
of RA. The results show that PD-sonography is a useful method to objectify
clinical findings and that VEGF is important as a factor in the inflammato-
ry process and as an activity and development parameter. Further research
using the concentration of molecular factors like VEGF in combination with
advanced sonographic and Doppler sonographic technics to examine the re-

lationship between local and systemic changes in RA is recommended.
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ACR American College of Rheumatism
BM Basalmembran

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

BT Basistherapeutikum

CD Cluster of Differentiation

CD Color-Doppler

CD4-T-Zellen T-Helferzellen

CDS8-T-Zellen T-Killerzellen

CRP C-reaktives Protein

DGR Deutsche Gesellschaft fiir Rheumatologie
DMARDs Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs
ECM Extra Cellular Matrix

ED Erstdiagnose

ELISA Enzyme linked immuno sorbent assay
FGF Fibroblast Growth Factor

GC Glukokortikoide

GF Wachstumsfaktor (growth factor)
HIF Hypoxia inducible factor

i.S. im Serum

IFN Interferon

Ig Immunglobluin

Il Interleukin

MMP Matrix Metall Proteinase

mRNA mitochondriale Ribonukleinsdure
MRT Magnetresonanztomographie

MTX Methotrexat

NO Stickstoffmonoxid

PD Power Doppler

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PDS Power Doppler-Sonographie
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PRF Puls Repetition Frequenz
PW Pulsed waved
RA Rheumatoide Arthritis
RF Rheumafaktor
TGF-p Transforming Growth Factor-£3
TNF-« Tumor necrosis factor-o
US Ultraschall
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VERA very early rheumatoid arthritis
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Abstracts

Veroffentlichungen

A new approach to studying angiogenesis in rheumatoid arthritis
by means of power Doppler sonography and measurement of serum
vascular endothelial growth factor

J. Strunk, E.Heinemann, G. Neeck, K.L. Schmidt, U. Lange. Rheumatology
2004; 43: 1480-1483

Objective: To evaluate angiogenesis as an essential component of pannus
formation and cartilage destruction in rheumatoid arthritis (RA) using power
Doppler ultrasound (PDUS) and serum vascular endothelial growth factor
(VEGF) measurement. Methods: Twenty-one RA patients with a painful and
swollen wrist and 12 healthy controls were examined with ultrasound. By
means of standard scans, vascularity near and inside the joint capsule was
visualized with PDUS. Two trained investigators performed sonography. Re-
presentative video clips were stored and read by two independent investiga-
tors, under blindes conditions, with regard to the microvascular Doppler flow
being either inside or outside the joint capsule and with respect to a qualitati-
ve estimate of the intensity of blood flow, according to a grading from 1 to 3.
Serum levels of VEGF were measured with a standard quantitative sandwich
ELISA. Results: The power Doppler mode identified increased synovial mi-
crovascular blood flow inside the joint capsule in 17 of 21 RA patients (81%)
vs one of the healthy controls. We found large variation in serum VEGF levels
in RA patients an in the healthy controls. The degree of synovial vascula-
rity determined by PDUS showed no correlation with the immediate serum

VEGF level in the same patient. Conclusion: The high correlation between
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intra-articular microvascular power Doppler flow and clinical synovitis in RA
patients (P<0,0001) indicates that PDUS may be a helpful in studying the

role of synovial blood vessels in rheumatoid arthritis.

Anti-TNF- antibody Infliximab and glucocorticoids reduce serum
vascular endothelial growth factor (VEGF) levels in patients with
rheumatoid arthritis: a pilot study

J. Strunk, E. Bundke, U. Lange. Rheumatology Int 2006; 26: 252 - 256

Objective: To compare the effect of oral glucocorticoid therapy with the
effect of intravenous anti-TNF- therapy on serum VEGF levels of patients
with rheumatoid arthritis. Methods: Five RA patients (5/8) who had no pri-
or treatment with DMARDs or glucocorticoids (GC) were administered 20
mg prednisolone daily. Three patients who failed more than one DMARD
therapy received infusion with Infliximab (200mg). VEGF-serum levels we-
re measured by enzyme-linked immunosorbent assay before treatment and
at day 10 or 13 during prednisolone therapy or 14 days after the first In-
fliximab infusion. Results: Serum VEGF levels in therapy naive RA patients
(GC group) were higher than those in pretreated patients who received In-
fliximab (median serum VEGF level: 1106 pg/ml versus 320 pg/ml; p=0.1).
Treatment with Infliximab as well as glucocorticoids decreased serum VEGF
levels after 10 to 14 days in RA patients significantly (median serum VEGF
level after treatment: GC group: 559 pg/ml, Infliximab group: 92 pg/ml;
p=0.01 versus without treatment or preinfusion). Conclusions: Anti-TNF-
antibody Infliximab as well as GC are able to decrease serum VEGF levels
in patients with active RA. Whether therapeutic reduction of serum VEGF
levels is associated with inhibition of angiogenesis, should be evaluated in

future by imaging of synovial vasculature.
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EULAR 2003

Raised serum Vascular endothelial growth factor (VEGF) levels in
patients with Rheumatoid Arthritis are associated with microvas-
cular power Doppler flow in the synovial tissue

J. Strunk 1, E. Heinemann 1, K.L. Schmidt 1, U. Lange. Annals of the Rheu-
matic Disease 2003, 60 Suppl 1:516

Background: Angiogenesis is a feature of proliferative and destructive syn-
ovitis, which is thought to be driven by a combination of up-regulation of
endothelial growth factors (f.e. VEGF) and down-regulation of inhibitors.
Power Doppler sonography (PDS) is a useful method in the detection of
low-velocity blood flow at the microvascular level. Objectives: To evaluate
whether raised serum VEGF levels in patients with Rheumatoid Arthritis
(RA) are associated with microvascular Power Doppler flow in the synovial
tissue of a swollen and painful wrist. Methods: Concentrations of VEGF we-
re measured by enzyme-linked immunosorbent assay in serum samples from
14 patients with Rheumatoid Arthritis who suffer from active arthritis of
the wrist. In addition measurements were made in samples from 14 healthy
controls. Ultrasound examination of the wrist was performed in both groups
using a 7,5 MHz transducer (HP Image Point). Blood flow in the synovial
tissue was visualized by Power Doppler mode and quantified by PW-Doppler
in single microvessels. Moreover the doppler signals were graded on a scale
of 1-4 as described by Newman. Results: Serum VEGF levels at presentation
were elevated in patients with RA (mean +£SDlevel = 997 £ 547pg/ml) in
comparison with healthy controls (mean 5D = 686 + 492pg/ml). In all of
the RA patients power doppler signals in the synovial tissue of the wrist were
detected and in non of the healthy controls. However we could not find a cor-
relation between VEGEF level and doppler sonographic grading. Conclusion:
Power Doppler sonography is a useful method for the visualization of new
blood vessel formation (angiogenesis) in patients with Rheumatoid Arthritis,
which is confirmed in the present study by raised mean serum levels of the

proangiogenic cytokine VEGF.
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EULAR 2004

Evaluation of synovial angiogenesis by power Doppler sonography
and serum Vascular Endothelial Growth Factor level measurement
in Rheumatoid Arthritis

J. Strunk, E. Heinemann, K.L. Schmidt, U. Lange. Annals of the Rheumatic
Disease 2004; 63(Suppl 1):465

Background: Joint destruction in Rheumatoid Arthritis is caused by hy-
pervascularized pannus which invades cartilage and bone. Angiogenesis is
recognized as a key event in the formation and maintenance of the pannus,
which is regulated by a delicate balance of angiogenesis inducers, including
vascular endothelial growth factor (VEGF), and different angiostatic agents.
Technological improvements such as high resolution ultrasound and power
Doppler mode make the discrimination between peri- and intra-articular
blood flow along with the demonstration of synovial proliferation possible.
Objective: We used power Doppler sonography to visualize intra-articular new
blood vessel formation as a result of angiogenesis to evaluate a possible corre-
lation with serum VEGEF levels. Methods: 23 RA patients with a painful and
swollen wrist and 10 healthy controls were examined by ultrasound. Using
standard scans, vascularity near and inside the joint capsule was visualized by
power Doppler sonography (PDS). Two trained investigators performed the
sonography and found agreement with regard to the microvascular doppler
flow as being either inside or outside the joint capsule and to a qualitati-
ve estimation of the intensity of the blood flow according a grading from
1 to 4. Serum levels of VEGF were measured using a standard quantitati-
ve sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Results: Power
Doppler mode identified increased synovial microvascular blood flow inside
the joint capsule in 20 RA patients (87%), in comparison to in none of the he-
althy controls, - demonstrating a statistically significant correlation between
intra-articular power Doppler flow and the diagnosis rheumatoid arthritis
(p<0,0001). Qualitative Doppler sonographic estimation of the intensity of
intra-articular synovial blood flow did not correlate with the actual serum

VEGF level of the same patient. Conclusion: Power Doppler sonography is
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a sensitive (87 % and specific (100 %) imaging modality to detect increased
synovial microvascular blood flow in rheumatoid arthritis, which is a result of
vasodilatation and new blood vessel formation (angiogenesis). Serum VEGF
levels do not seem to reflect actual angiogenic activity in wrist arthritis of

patients with rheumatoid arthritis.

Anti-TNF-alpha antibody infliximab and glucocorticoid educe se-
rum vascular endothelial growth factor (VEGF) levels in patients
with rheumatoid arthritis

J. Strunk, E. Heinemann, K.L. Schmidt, U. Lange. Annals of the Rheumatic
Disease 2004; 63(Suppl 1):249

Background: Pannus growth in Rheumatoid Arthritis (RA) is critically
dependent upon an accompanying neovascularisation. Vascular endothelial
growth factor (VEGF) is a potent angiogenic promoter which stimulates mi-
gration and proliferation of endothelial cells and is thought to play a crucial
role in synovial angiogenesis in rheumatoid arthritis (RA). Serum VEGF
levels are elevated in RA patients, and therapy with the anti-TNF-alpha
monoclonal antibody Infliximab reduce serum VEGF levels in these pati-
ents. Objectives: To compare the early effect of oral glucocorticoids (GC)
with anti-TNF-alpha-therapy (Infliximab) on serum VEGF levels in patients
with RA. Methods: Five RA patients (5/8) who had no prior treatment with
DMARDs or glucocorticoids (GC) were administered 20 mg prednisolone
daily. Three patients who failed more than one DMARD therapy received
infusion with Infliximab (200 mg). VEGF-serum levels were measured by
enzyme-linked immunosorbent assay before treatment and at day 10 or 13
during prednisolone therapy or 14 days after the first Infliximab infusion re-
spectively. Results: Serum VEGF levels in therapy naive RA patients (GC
group) were higher than those in pretreated patients who received Infliximah
(median serum VEGF level: 1106 pg/ml versus 320 pg/ml; p = 0,09). Treat-
ment with Infliximab as well as glucocorticoids significantly decreased serum
VEGF levels after 10 to 14 days in RA patients (median serum VEGF level
after treatment: GC group: 559 pg/ml, Infliximab group: 92 pg/ml; p = 0,01

versus without treatment or preinfusion). Conclusion: Treatment with oral
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glucocorticoids leads to an early and drastic reduction of serum VEGF levels
in therapy naive RA patients. TNF-alpha inhibition by Infliximab could re-
duce low serum VEGF levels in pretreated RA patients independent of the
initial serum VEGF concentration. This is the first report comparing the
effect of both therapies on serum VEGF levels, indicating a possible thera-

peutic inhibition of synovial angiogenesis in RA.

24. European Workshop for Rheumatology Research
2004, Berlin

A new approach to studying angiogenesis in rheumatoid arthritis
by means of power Doppler sonography and measurement of serum
vascular endothelial growth factor

J.Strunk, E. Heinemann, U. Lange. Arthritis Research & Therapy 2004;
6(Suppl 1): 34 (103)

Background: Joint destruction in Rheumatoid Arthritis is caused by hy-
pervascularized pannus which invades cartilage and bone. Angiogenesis is
recognized as a key event in the formation and maintenance of the pannus,
which is regulated by a delicate balance of angiogenesis inducers, including
vascular endothelial growth factor (VEGF), and different angiostatic agents.
Technological improvements such as high resolution ultrasound and power
Doppler mode make the discrimination between peri- and intra-articular
blood flow along with the demonstration of synovial proliferation possible.
Objective: We used power Doppler sonography to visualize intra-articular
new blood vessel formation as a result of angiogenesis to evaluate a possible
correlation with serum VEGF levels. Methods: Vascularity near and inside
the wrist of 23 RA patients and 12 healthy controls was visualized by power
Doppler sonography. Microvascular Doppler flow was localized to either in-
side or outside the joint capsule, and estimated according to a grading from
1 to 4. Serum levels of VEGF were measured using a standard quantitative
sandwich ELISA. Results: Power Doppler mode identified increased synovial
microvascular blood flow inside the joint capsule in 20 RA patients (87%),
in comparison to in none of the healthy controls (p < 0,0001). Although
the median serum VEGF level in RA patients (653 pg/ml) was higher than
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in healthy controls (638 pg/ml), qualitative Doppler sonographic estimation
of the intensity of intra-articular synovial blood flow did not correlate with
the actual serum VEGF level of the same patient. Conclusion:Power Dopp-
ler sonography is reliable imaging modality to detect increased intra-articular
synovial microvascular blood flow as a result of vasodilatation and new blood
vessel formation (angiogenesis) in acute arthritis of RA patients. A correlati-
on with elevated serum VEGF levels indicates this method as a helpful tool

to study the role of blood vessels n the rheumatoid inflammatory process.

Anti-TNF-alpha antibody Infliximab and glucocorticoids reduce se-
rum vascular endothelial growth factor (VEGF) levels in patients
with rheumatoid arthritis - a pilot study

J. Strunk, E. Bundke, U. Lange. Arthritis Research & Therapy 2004, 6 (Suppl
1): 94

Background: Pannus growth in Rheumatoid Arthritis (RA) is critically
dependent upon an accompanying neovascularisation. Vascular endothelial
growth factor (VEGF) is a potent angiogenic promoter which stimulates mi-
gration and proliferation of endothelial cells and is thought to play a crucial
role in synovial angiogenesis in rheumatoid arthritis (RA). Serum VEGF
levels are elevated in RA patients, and therapy with the anti-TNF-alpha mo-
noclonal antibody Infliximab reduce serum VEGEF levels in these patients.
Objective: To compare the early effect of oral glucocorticoids (GC) with anti-
TNF-alpha-therapy (Infliximab) on serum VEGF levels in patients with RA.
Methods: Five RA patients (5/8) who had no prior treatment with DMARDs
or glucocorticoids (GC) were administered 20 mg prednisolone daily. Three
patients who failed more than one DMARD therapy received infusion with
Infliximab (200 mg). VEGF-serum levels were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay before treatment and at day 10 or 13 during predniso-
lone therapy or 14 days after the first Infliximab infusion respectively. Results:
Serum VEGF levels in therapy naive RA patients (GC group) were higher
than those in pretreated patients who received Infliximab (median serum
VEGF level: 1106 pg/ml versus 320 pg/ml; p = 0,09). Treatment with In-

fliximab as well as glucocorticoids significantly decreased serum VEGF levels



90 Literaturverzeichnis

after 10 to 14 days in RA patients (median serum VEGF level after treat-
ment: GC group: 559 pg/ml, Infliximab group: 92 pg/ml; p = 0,01 versus
without treatment or preinfusion). Conclusions:Treatment with oral gluco-
corticoids leads to an early and drastic reduction of serum VEGF levels in
therapy naive RA patients. TNF-alpha inhibition by Infliximab could reduce
low serum VEGEF levels in pretreated RA patients independent of the initi-
al serum VEGF concentration. This is the first report comparing the effect
of both therapies on serum VEGF levels, indicating a possible inhibition of

synovial angiogenesis in RA.
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