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verwendete Abkirzungen:

AK Antikorper

ANA antinukleédre Antikdrper

AS Spondylitis ankylosans

BASDAI Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index
BASFI Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index
BASMI Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index
BASRI Bath Ankylosing Spondylitis Radiology Index
BKS Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit
CRP c-reaktives Protein

CTL cytotoxische T-Lymphozyten

DMARD disease modifying antirheumatic drug

DMSO Dimethylsulfoxid

ELISA Enzyme linked Immuno Assay

FACS fluoreszenzaktivierte Zellsortierung

FL Fluoreszenz

HACA human anti chimeric antibodies

HC heavy chain

HLA Humane Leukozyten Antigene

ISG Ileosakralgelenk

LPS Lipopolysaccaride

MFI mittlere Fluoreszenzintensitit

MHC Major Histocompatibility Complex

MTX Methotrexat

NK-Zellen natiirliche Killerzellen

NSAR nichtsteroidales Antirheumatikum

PBMC periphere mononukledre Blutzellen

PBS Posphat buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PFA Paraformaldehyd

RA rheumatoide Arthritis

Rpm rounds per minutes

RPMI Rosewell Park Memorial Institute

SpA (seronegative) Spondylarthropathie

STIR Short tau inversion revovery

TCR T-Zell-Rezeptor

Th-Zellen T-Helfer-Zellen

TNF(a) Tumor Nekrose Faktor (alpha)

TNF-R Tumor Nekrose Faktor Rezeptor
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I. EINLEITUNG

Unter dem Begriff der seronegativen Spondylarthropathien oder Spondyloarthritiden (SpA) wird eine
heterogene Gruppe entziindlich-theumatischer Erkrankungen mit gemeinsamen genetischen und
klinischen Charakteristika subsumiert (Wright, 1978; Dougados et al., 1991). Im Einzelnen sind dies
die Spondylitis ankylosans oder ankylosierende Spondylitis (AS), die reaktive Arthritis, die Arthritis
psoriatica, die Arthritis bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (enteropathische
Arthropathie) und die undifferenzierten Spondylarthropathien. HLA-B27-positive Personen haben ein
20fach erhohtes Risiko, im Laufe ihres Lebens an einer SpA zu erkranken (Braun et al., 1998a),
wobei bisher noch nicht gekléart werden konnte, welche Rolle HLA-B27 bei der Krankheitsentstehung
spielt.

Innerhalb der SpA-Familie weist die AS mit 95 % die hochste HLA-B27-Assoziation auf. Damit ist
die AS nach der Narkolepsie, bei der eine HLA-Abhéngigkeit bis zu 100 % beschrieben ist (Furuta et
al., 2001), die Erkrankung mit der zweitstérksten bisher bekannten HLA-Assoziation iberhaupt.
Neben der Beziehung zum HLA-B27-Oberfldchenantigen mehren sich in jiingster Zeit Hinweise auf
eine mogliche pathogenetische Rolle des Tumor Nekrose Faktors (TNF) bei der Entwicklung der AS,
nicht zuletzt aufgrund der therapeutischen Wirksamkeit von TNF-Hemmstoffen.

1.1. SPONDYLITIS ANKYLOSANS

Die erste klinische Beschreibung der AS geht auf den Londoner Chirurgen Sir Benjamin Collins
BRODIE (1783 - 1862) zuriick, er schrieb 1850: ,,Der Verlauf des Leidens war langwierig, erstreckte
sich in allen Fillen, wo ich die Kranken iliberwachen konnte, iiber einen Zeitraum von mehreren
Jahren und endete damit, dass die Wirbelsdule ihre normale Figur behielt, aber iiber den groBeren Teil
ihrer Lange vollkommen rigide und unbeweglich blieb” (Brodie, 1850). Der Leipziger Internist Adolf
STRUMPELL (1853 - 1925) war der erste deutsche Autor, der die AS als eigenstindige Erkrankung
erkannte und erstmals eine Fotografie eines betroffenen Patienten publizierte (Abb. 1). Es ist
bemerkenswert, dass der Neurologe und Psychiater Wladimir von BECHTEREW (1857 - 1927), nach
dem diese Erkrankung im deutschsprachigen Raum vornehmlich benannt wird, die AS als
Nervenleiden auffasste und damit die Erkrankung falsch kategorisierte (Bechterew, 1893). Erst der
Pariser Neurologe Pierre MARIE (1853 - 1940) hat die ,,Spondylose rhizomélique” 1898 umfassend
definiert und damit die AS gegen andere Erkrankungen der Wirbelsdule und des Nervensystems

abgegrenzt (Marie, 1898).
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I.1.1. Epidemiologie

In der westlichen Welt wird die Pravalenz der AS in Abhédngigkeit von ethnischer Zugehorigkeit und
HLA-B27-Frequenz zwischen 0,2 bis 1,4% angegeben (Calin, 1998). Aufgrund einer
Diagnoseverschleppung von durchschnittlich sieben Jahren (Feldtkeller, 1999) und der hiufigen
Fehldiagnose einer seronegativen rheumatoiden Arthritis (RA) im Falle einer peripheren
Gelenkbeteiligung ist jedoch von einer eher unterschitzten Privalenz auszugehen. In Deutschland
kommt die AS mit einer Héufigkeit von 0,86% vor und ist damit die hiufigste Erkrankung in der
Gesamtgruppe der SpA (Braun et al., 1998a). Ménner sind dreimal haufiger betroffen als Frauen. Das
mittlere Alter bei Symptombeginn liegt bei 26 Jahren, eine Erstmanifestation vor dem 16. und nach
dem 45. Lebensjahr ist selten. In etwa 90% der Félle handelt es sich um eine primére AS, d.h. es ldsst
sich keine Assoziation mit einer anderen SpA-Untergruppe nachweisen. In 10% ist eine chronisch
entziindliche Darmerkrankung, eine Psoriasis oder eine vorausgegangene reaktive Arthritis

diagnostizierbar.

1.1.2. Klinische Manifestation

Die AS ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung und manifestiert sich vorwiegend am
muskuloskelettalen System und, in selteneren Féllen, an extraskelettalen Organen. Sie ist
charakterisiert durch das Nebeneinander von entziindlich bedingtem Schmerz und zunehmender
Einsteifung an Wirbelsdule und Thorax. Die Erkrankung verlduft typischerweise in Schiiben und
erstreckt sich meist tiber mehrere Jahrzehnte.

Das typische Befallsmuster der AS ist asymmetrisch verteilt und involviert bevorzugt das
Achsenskelett und die groen Gelenke der unteren Extremitét. Das hiufigste initiale Symptom der AS
ist der durch eine Sakroiliitis ausgeloste dumpfe, tiefe Riickenschmerz, der den Betroffenen
klassischerweise nachts aufwachen lésst und durch Umhergehen gelindert werden kann. Bei einem
kleineren Teil der Patienten beginnt die AS mit einer akuten Monarthritis der unteren Extremitét, die
dem Befall des Ileosakralgelenks (ISG) dann oft vorausgeht. Insgesamt sind periphere Gelenke im
Laufe der Erkrankung bei einem Drittel der Patienten betroffen. Die Wirbelsdule ist im Rahmen einer
Spondylitis und Spondylodiszitis betroffen. Der Patient klagt {iber Riickenschmerzen, meist am
thorakolumbalen Ubergang, und iiber vom Riicken nach vorne ausstrahlende Thoraxschmerzen, die
sich bei maximaler Inspiration, Niesen oder Husten verschlechtern. Eine zusétzliche Synchondritis
des Sternums und eine Arthritis der Sternoclavikulargelenke kann diese Symptomatik verstdrken.
Meist kann eine deutliche Morgensteifigkeit erfragt werden. Eine Enthesitis kann an allen Ansédtzen
von Sehnen, Biandern und Gelenkkapseln auftreten, vorwiegend sind Achillessehne, Plantarfaszie und

die Ansatzpunkte an Trochanter major und Crista iliaca betroffen.
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Die hiufigste extraskelettale Manifestation ist die Iridozyklitis, die in vielen Fillen eine gezielte
Diagnostik in Richtung HLA-B27-assoziierter SpA einleitet (Feltkamp & Ringrose, 1998).
Kardiovaskulédre (fibrotisch bedingte Reizleitungsstorugen, Aortitits, Aortenklappeninsuffizienz),
pulmonale (Lungenfibrose), renale (sekundire Amyloidose) und neurologische (Cauda-equina-

Syndrom, atlanto-axiale Dislokation) Beteiligungen sind selten.

Abb. 1: Erste dokumentierte Fotografie eines an AS erkrankten Mannes 1897 (links, aus: Striimpell, 1897) und
aktuelle Aufnahme eines im Rahmen dieser Arbeit betreuten Patienten (rechts).

1.1.3. Histopathologie

Die Pathogenese der fiir die AS typischen histopathologischen Befunde ist nicht eindeutig geklart.
Wabhrscheinlich ist die Pathologie der RA, deren klassisches pathomorphologisches Substrat die
Synovitis mit konsekutiv destruierendem Pannusgewebe ist, nicht auf die AS zu iibertragen (Laloux et
al., 2001). Langere Zeit wurde versucht, die Enthesitis als ursdchlichen Pathomechanismus fiir die AS
zu belegen (Ball, 1971; McGonagle et al., 1998; McGonagle et al., 1999). Nach neueren
Untersuchungen sind die histopathologischen Verdnderungen der AS das Ergebnis eines komplexen
Zusammenspiels aus Enthesitis, Synovialitis und Ossifikation. Die einzelnen Komponenten scheinen
dabei an ISG, Wirbelsédule, und peripheren Gelenken in jeweils unterschiedlichem Ausmal beteiligt
zu sein (Francois et al., 2001). Die terminale Ossifikation, insbesondere des ISG, ist vermutlich
bedingt durch neu entstehendes subchondrales Granulationsgewebe, das in fortgeschrittenen Stadien

durch fibrokartilagindre Metaplasie zu Lamellenknochen umgebaut wird, was schlielich zur ossidren
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Gelenkspaltverodung fiihrt (Bollow et al., 2000; Francois et al., 2000). Moglicherweise werden diese
Vorginge durch subchondrale Osteitiden getriggert (Ahlstrom et al., 1990; Bollow et al., 1995).

I.1.4. Diagnose

Die frithzeitige Diagnosestellung der AS stellt nach wie vor ein Problem dar. In Friihstadien der
Erkrankung ist die Anamnese, v.a. die Familienanamnese und die genaue Schmerzanamnese
wegweisend. Eine positive Familienanamnese erhoht das Erkrankungsrisiko fiir B27-positive
Verwandte ersten Grades um 30% (Reveille et al.,, 2001). Erhéhte laborchemische
Entziindungszeichen und das Vorliegen von HLA-B27 konnen allenfalls die Differenzialdiagnosen
eingrenzen. Die Bewegungspriifung und konventionelle Rontgenbefunde sind in den ersten Jahren oft
unauffillig, da in der Regel noch keine kndchernen Verédnderungen vorliegen. Frithe entziindliche
Lisionen sind jedoch gut durch Gadoliniumanreicherung in T;-gewichteten Kernspinaufnahmen und
STIR-Sequenzen detektierbar (Braun & van der Heijde, 2002; Braun et al., 2003), Enthesitiden
mittels kernspintomografischer und sonografischer Bildgebung (Olivieri et al., 1998; D'Agostino et
al., 2003). In spéteren Krankheitsstadien kann die Diagnose aufgrund der fixierten Wirbelséule oft
schon inspektorisch gestellt werden. Die progrediente, aufsteigende Versteifung der Wirbelsdule fiihrt
zum typischen ,Bechterew-Habitus” mit Steilstellung der LWS, Kyphosierung der BWS und
kompensatorischer Lordosierung der HWS. In diesem Stadium konnen anhand etablierter
Funktionstests Bewegungseinschrankungen der Wirbelsdule und des Thorax objektiviert werden.
Radiologisch sind Destruktions-, Sklerose- und Ankylosezeichen an Wirbelsdule und ISG erkennbar.
Typisch ist das sogenannte ,bunte Bild” der Sakroiliitis, das aus dem Nebeneinander von
entziindlichen und verkndchernden Vorgidngen entsteht. An der Wirbelsdule sind Verkalkungen des
Ligamentum longitudinale anterius und der Bandscheiben nachzuweisen, an den einzelnen
Wirbelkorpern Syndesmophyten und osteoporotische Auflockerungen, im Vollbild und Endstadium
eine sogenannte ,,.Bambusstabwirbelsdule”. Fiir die Diagnosefindung der AS wurden Scores
entwickelt, in denen anamnestische, klinische und bildgebende Befunde gewichtet werden und die v.a.
eine Frithdiagnose erleichtern sollen [modifizierte New York Kriterien (van der Linden et al., 1984),
Diagnosekriterien der European Spondylarthopathy Study Group ESSG (Dougados et al., 1991),
Kriterien der Konsensuskonferenz 2002 (Braun & Sieper, 2002)].

I.1.5. Therapie

Wie alle chronischen Erkrankungen wird auch die AS im Rahmen eines multimodalen
Therapiekonzepts behandelt. Bisher steht keine kausale Therapie zur Verfiigung. Konsequente aktive

und passive physikalische Therapie, medikamentdse Therapie, psychische Fithrung und
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gegebenenfalls operative Rekonstruktionsverfahren sind die S&ulen einer symptomorientierten
Behandlung.

Die verfiigbare medikamentdse Behandlung ist unbefriedigend und beschrinkt sich im Wesentlichen
auf eine symptomatische Schmerztherapie mit nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR). Diese
konnen mit Analgetika und Coanalgetika (z.B. Antidepressiva) kombiniert werden. Eine zunehmende
Rolle spielen selektive Cyclooxygenase-2-Hemmer (Dougados et al., 2001). Corticosteroide versagen
als langfristiges Therapieprinzip; ihr Stellenwert ist vorwiegend in der intraartikuléren Lokaltherapie
zu sehen (Maugars et al., 1992; Braun et al., 1996). Bei hoher Krankheitsprogression oder peripherem
Befallsmuster kann eine zeitlich limitierte systemische Gabe von Corticosteroiden versucht werden.
Im Gegensatz zur RA existieren fiir die Therapie der AS keine etablierten Basistherapeutika
(DMARDs: disease modifying antitheumatic drugs). Nur fiir Sulfasalazin konnte ein signifikanter
Effekt auf periphere Arthritiden (Dougados et al., 1995; Clegg et al., 1996) und okulére
Komplikationen (Benitez-Del-Castillo et al., 2000) nachgewiesen werden. Ein positiver Effekt von
Methotrexat (MTX) kann angenommen werden (Biasi et al., 2000; Sampaio-Barros et al., 2000;
Gonzalez-Lopez et al., 2002). Ob Sulfasalazin und MTX die Progredienz, insbesondere der
Wirbelséulenbeteiligung, aufhalten und damit die Langzeitprognose verbessern, ist bisher nicht
untersucht worden (Maksymowych et al., 2002). Offen ist dariiber hinaus, wie Sulfasalazin in die
pathogenetischen Prozesse der AS eingreift. Vermutet werden u.a. Einfliisse auf eine assoziierte
subklinische Darmentziindung (Mielants et al., 1996) und eine Hemmung der TNF-Expression in
Makrophagen (Rodenburg et al., 2000).

Neuere therapeutische Optionen deuten sich fiir Thalidomid (Huang et al., 2002), Bisphosphonate
(Maksymowych et al., 2001) und TNF-Hemmstoffe an, die sich in der klinischen Erprobung befinden.
Eine Neuauflage erfihrt derzeit Radiumchlorid (***Ra) (Braun et al., 2001), das bereits in den 50iger
Jahren als ThoriumX in der Therapie der AS eingesetzt, dann aber vom Markt genommen wurde. Im
Oktober 2000 wurde es erneut durch das Bundesamt fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM)
als 2*SpondylAT zugelassen (N.N., 2001).

I.1.6. Prognose

Charakteristisch fiir die AS ist die Tatsache, dass die Erkrankung in jedem Stadium spontan arretieren
kann, so dass Krankheitsverlauf und Ausmall der Bewegungseinschrankung sehr variabel sind (Little,
1988). Die Erkrankungsschwere scheint genetisch determiniert zu sein (Hamersma et al., 2001).
Mainner sind héufig schwerer betroffen als Frauen (Feldtkeller & Braun, 2000). Langzeitstudien
zeigen, dass die AS keinen Einfluss auf die Gesamtmortalitit nimmt (Carbone et al., 1992). Dennoch
ist die AS innerhalb der SpA die am schwersten verlaufende Erkrankung. Aus neueren

Untersuchungen geht hervor, dass die mit AS verbundenen gesundheitlichen Einschrankungen bisher
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unterschétzt wurden. Patienten mit AS fallen im Vergleich zur gesunden Bevolkerung signifikant
héaufiger am Arbeitsplatz aus (Boonen €t al., 2001) und verursachen betréchtliche soziookonomische
Kosten (Ward, 2002). Nach 20 Erkrankungsjahren leiden iiber 80% der Patienten an persistierenden
NSAR-pflichtigen Schmerzen (Gran & Skomsvoll, 1997). Fiir schwere Formen der AS konnte eine
der RA vergleichbare Invaliditdt nachgewiesen werden (Zink et al., 2000; Chorus et al. 2003).

I. 2. HLA-B27

HLA-B27-Allele sind in fast allen Populationen der Erde nachweisbar. Immer wieder wird daher
diskutiert, ob diese weltweite Privalenz mit einem vermeintlichen Selektionsvorteil fiir HLA-B27-
Trager zusammenhéngt. Moglicherweise spielt HLA-B27 innerhalb der MHC-Klasse-I-Molekiile
(MHC = Major Histocompatibility Complex) eine herausragende Rolle bei der Generierung einer
virusspezifischen Immunantwort. So wurde beispielsweise beobachtet, dass bei HLA-B27-positiven
HIV-Infizierten die Krankheitsprogression zu AIDS-definierenden Krankheiten und die CD4'-
Depletion langsamer verlduft (Kaslow et al., 1996; Goulder et al., 2001).

1.2.1. HLA-B27-Subtypen

Inzwischen sind 26 HLA-B27-Allele und 24 Subtypen identifiziert (Khan & Ball, 2002). Die HLA-
B27-Subtypen sind entsprechend ihres Sequenzierungszeitpunktes chronologisch von B*2701 bis
B*2725 durchnummeriert. Sie sind im Laufe der Evolution direkt oder indirekt aus B*2705
entstanden, grofitenteils durch Aminosdureverdnderungen in den Exons 2 und 3, die fiir die
Antigenbindungsgrube kodieren (Ball & Khan, 2001; Reveille et al., 2001). Daher unterscheiden sich
die Subtypen teilweise in ihren Peptidbindungseigenschaften und damit in ihrem
Prisentationsverhalten, was die unterschiedlich starke oder fehlende Krankheitsassoziation zu AS
mitbedingen kénnte (Ramos et al., 2002; vgl. auch 1.2.2.).

Die weltweite HLA-B27-Frequenz ist nicht einheitlich. Es gibt groBe Unterschiede sowohl in der
Pravalenz von HLA-B27, als auch in der Verteilung der Subtypen. Es herrscht ein deutliches Nord-
Stid-Gefille im Sinne einer abnehmenden Prévalenz. Am héaufigsten ist HLA-B27 in den
circumpolaren Regionen und im Hochland von Papua-Neuguinea zu finden, wéhrend es bei den
Eingeborenenstimmen Siidamerikas, Siid- und Zentralafrikas (mit Ausnahme der Pygméien) und
Australiens praktisch abwesend ist. Die Privalenz in der kaukasischen Bevolkerung liegt bei 6.4 -
6,7% (Braun et al., 1998a).

B*2705 ist der weitverbreitetste Subtyp und in annéhernd allen Populationen nachweisbar, dies hingt

wohl mit seiner Rolle als Ur-Subtyp zusammen. Bei den HLA-B27-positiven Kaukasiern ist B*2705



EINLEITUNG 7

mit 90 - 96% der dominierende Subtyp. Die anderen Allele sind teilweise sehr selten oder
vorherrschend in umschriebenen Bevolkerungsgruppen.

Nicht alle HLA-B27-Allele sind gleichermaf3en assoziiert mit AS. Unter den schon lédnger bekannten
Subtypen B*2701 - 10 zeigen nur die Allele B*¥2702, 04, 05, 07, 08 eine klare Krankheitsassoziation.
Dabei variiert das Erkrankungsrisiko und Erkrankungsspektrum betréchtlich. Vermutlich spielen
neben der Art des Subtyps auch der ethnische und geografische Hintergrund der betreffenden Person
eine Rolle. So scheint in Westafrika B*2705 bei einer im Vergleich zu Europa hoheren Privalenz
(7,8%) nicht krankheitsassoziiert zu sein, da dort bisher nur gesunde Tréiger dieses Allels gefunden
wurden (Brown et al., 1997). Bei den erst zwischen 1998 und 2002 entdeckten Subtypen B*¥2710 - 24

ist der Bezug zur AS und teilweise auch die Priavalenz noch nicht klar (vgl. Tab. 1).

HLA-B27- Subtyp Geografische Privalenz AS-Assoziation

B*2701 sehr selten, nur bei 2 kaukasischen Individuen | fraglich
nachgewiesen

B*2702 Kaukasoide, semitische Gruppen ja

B*2703 Westafrika wahrscheinlich

B*2704 China, Japan, Thailand ja

B*2705 praktisch in allen Populationen mit Ausnahme der|ja
westafrikanischen Bevolkerung im Senegal und in Gambia

B*2706 China, Thailand nein

B*2707 selten, Indien, China, Thailand ja

B*2708 Westeuropa, Azoren ja

B*2709 Italien, Sardinien nein

B*2710 sehr selten, weifle nordamerikanische Bevolkerung fraglich

B*2711 Japan unklar

B*2712 Spanien, GroBbritannien unklar

B*2713 - B*2725 unklar unklar

Tab. 1: Privalenz und AS-Assoziation der HLA-B27-Subtypen. Da B*2706 und B*2722 identisch sind,
existieren bei 26 verschiedenen Allelen nur 25 Subtypen.

1.2.2. HLA-B27 und Spondylitis ankylosans

Obwohl die Assoziation der AS mit HLA-B27 seit 30 Jahren bekannt ist (Schlosstein et al., 1973;
Schattenkirchner et al., 1974), ist es bisher nicht gelungen, die pathogenetischen Mechanismen bei
der Entstehung der AS aufzuhellen. Nachdem Anfang der 90iger Jahre die Aufklérung der
dreidimensionalen Struktur des HLA-B27-Molekiils gelang (Gorga et al., 1992; Madden et al., 1992)
(vgl. Abb. 2), wurden zahlreiche Hypothesen entwickelt, die auf den Antigenbindungseigenschaften
des HLA-B27-Molekiils aufbauten. Es wurde postuliert, dass die von HLA-B27 gebundenen Peptide
oder HLA-B27 selbst Strukturdhnlichkeiten mit bakteriellen Epitopen aufweisen konnten, wodurch
Autoimmunphidnomene getriggert wiirden (Arthritogenic peptide theory: Benjamin & Parham, 1990;
Benjamin & Parham, 1992; Parham, 1996b. Promiscous therory: Davenport, 1995; zusammengefasst
in: Lopez-Larrea et al., 1998). Ein ungepaartes, potentiell reaktives Cystein innerhalb der HLA-B27-

Antigenbindungsgrube kénnte zudem unter bestimmten Umsténden, etwa im Falle einer bakteriellen
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Infektion, die Peptidbindungseigenschaften von HLA-B27 verdndern oder dessen Antigenitit
bewirken (Reactive thiol theory: Whelan & Archer, 1993). Keine dieser Hypothesen konnte bisher
jedoch belegt werden (Ringrose, 1999). Neuere Ansitze implizieren pathogenetische Effekte des
HLA-B27-Molekiils jenseits von dessen Antigenstruktur und Peptidbindungseigenschaften. Es wird
diskutiert, ob HLA-B27 das intrazellulire Uberleben invasiver Bakterien begiinstigen (Sieper &
Braun, 1995; Laitio et al., 1997) oder in pritranskriptionelle (Ikawa et al., 1998) bzw.
posttranskriptionelle (Kirveskari et al., 1999) Signalkaskaden eingreifen konnte. Ferner wird eine
fehlerhafte Proteinfaltung bei der Prozessierung des HLA-B27-Molekiils angeschuldigt, die
Generierung trimolekularer HLA-B27-Komplexe zu behindern (Mear et al., 1999). In diesen
Erklarungsmodellen wiirde dem sogenannten unspezifischen oder angeborenen Immunsystem eine

zentrale Rolle bei der Entstehung der AS zukommen (Colbert, 2000; Pacheco-Tena et al., 2002).

“’”j

:
v
(A

Abb. 2: HLA-B27-Modell mit Aufsicht auf die Antigenbindungsgrube (aus: Kellner & Yu, 1992)

Die Antigenbindungsgrube eines MHC-Klasse-I—Molekﬁlsnbildet verschiedene Bindungstaschen aus, sogenannte
Pockets, mit denen die jeweiligen Aminoséurenketten des Peptids interagieren. Typischerweise bindet ein MHC-
Klasse-I-Molekiil dabei ein Nonapeptid. Einige dieser Pockets sind besonders restriktiv und akzeptieren nur eine
bestimmte (oder manchmal auch zwei dhnliche) Aminoséduren. Sie sind verantwortlich fiir das Zustandekommen
sogenannter Ankermotive. Darunter versteht man eine oder auch zwei Positionen mit praktisch invarianten
Aminosduren, die das Peptid enthalten muss, um vom MHC-Molekiil gebunden werden zu kénnen (Rammensee
etal., 1993).

Die Antigenbindungsgrube des HLA-B27-Molekiils bildet sechs Pockets aus (A bis F, vgl. Abb. 2). Vergleicht
man die Aminosdurensequenzen der Subtypen, so fallen Unterschiede in bis zu sieben Positionen auf, die
vorwiegend innerhalb der Antigenbindungsgrube liegen. Da von diesen Aminosdurenveranderungen mit
Ausnahme der B-Pocket, die bei allen Subtypen nahezu identisch ist, alle Bindungstaschen betroffen sind, wird
die Peptidselektion wesentlich durch die B-Pocket bestimmt (Reveille et al., 2001).

Die Assoziation von HLA-B27 und AS ist epidemiologisch durch Familien- und Zwillingsstudien
belegt (Rubin et al., 1994; Brown €t al., 1998; Said-Nahal et al., 2000). Genetische Faktoren scheinen

! Es wird groBtenteils die MHC-Nomenklatur verwendet. HLA-B27 wird als in der Literatur iibliche Bezeichnung beibehalten.
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bei der Entwicklung und Progredienz der AS wesentlich groBeren Einfluss zu haben als
Umweltfaktoren (Doran et al., 2003). Obwohl HLA-B27 ein dominierender Pradispositionsfaktor zu
sein scheint (Martinez-Borra et al., 2000), ist offenbar die genetische Disposition dadurch nicht
ausreichend erklért, denn der GroBteil der HLA-B27-positiven Individuen bleibt gesund. Nur 1 - 2%
aller HLA-B27-Trager entwickeln im Laufe ihres Lebens eine zum Formenkreis der SpA gehdrende
Erkrankung (Calin & Taurog, 1998). Wie bereits erwéhnt, ist die Assoziation zwischen HLA-B27 und
AS in genetisch-ethnisch verschiedenen Populationen unterschiedlich hoch (vgl. 1.2.1., Brown et al.,
1997). Auch im Tiermodell hdngt die Krankheitsanfélligkeit entscheidend vom genetischen
Hintergrund der jeweiligen Tiere ab (Hammer et al., 1990; Taurog et al., 1994). Zudem gibt es Fille
HLA-B27-negativer AS. Vor der Einfiihrung PCR fiir die Bestimmung des HLA-B27-Status wurde
die niedrige diagnostische Spezifitit der routinemifBig angewandten Durchflusszytometrie als
mogliche Erkldrung fiir diesen Befund diskutiert (Kirveskari et al., 1997). DNA-Typisierungen, bei
denen falsch negative Ergebnisse praktisch ausgeschlossen sind, belegen hingegen, dass sich das
Vollbild einer AS durchaus in Abwesenheit von HLA-B27 entwickeln kann (Gonzalez et al., 2001).
Unter der Vorstellung eines oligo- oder polygenetischen Pathomechanismus wird heute der Einfluss
zusétzlicher Gene sowohl auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit als auch auf die
Symptomkonstellation angenommen. Der Anteil von HLA-B27 am genetischen Gesamtrisiko liegt

zwischen 16 und 50% (Reveille et al., 2001).

)

1.3. TUMOR NEKROSE FAKTOR (ALPHA)

Tumor Nekrose Faktor (TNF) wird der TNF-Familie zugerechnet, die mit 20 verschiedenen Zytokinen
eine der gréften Zytokinfamilie darstellt. Die Bezeichnung Tumor Nekrose Faktor erklért sich aus
dessen Erstbeschreibung in den 70iger Jahren nach Versuchen an LPS-behandelten Méusen. Aus dem
Serum dieser Tiere konnte eine Substanz isoliert werden, die bei bestimmten Tumoren
hamorrhagische Nekrosen induzierte (Carswell et al., 1975). Unabhéngig davon wurde spéter dasselbe
Protein als sogenanntes Kachektin beschrieben, das als zirkulierender Mediator mit dem wasting
syndrom bestimmter chronischer Erkrankungen assoziiert war (Beutler et al., 1985). TNF ist ein
pleiotropes Zytokin mit komplexen Wirkungen auf Immunitit, Blutgerinnung, Endothelfunktion,
Lipid- und Insulinstoffwechsel. Neuere Befunde lassen auf eine Schliisselrolle dieses Zytokins bei der
Pathogenese bestimmter inflammatorischer Erkrankungen schlieBen, was zur Entwicklung eines

neuen Therapieansatzes gefiihrt hat: der medikamentésen TNF-Blockade.

2 Nachdem TNF in Lymphotoxin o umbenannt wurde, wird TNFa in der Literatur zunehmend durch TNF ersetzt. Die vorliegende Arbeit
passt sich dieser Nomenklatur an.
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1.3.1. TNF als Schliisselzytokin der lokalen Immunantwort

TNF ist der wichtigste Vermittler der antibakteriellen Immunantwort, insbesondere gegeniiber
gramnegativen Bakterien. Die Hauptproduzenten dieses Zytokins sind LPS-stimulierte Makrophagen
(Vassalli, 1992). Aufgrund seiner komplexen Wirkungen spielt TNF sowohl innerhalb der
angeborenen als auch der spezifischen Immunitét eine zentrale Rolle und stellt ein wichtiges
Bindeglied zwischen akuter Entziindungsreaktion und spezifischer Immunantwort dar. Die durch TNF
vermittelten Wirkungen sind nicht uniform und nur im Zusammenhang des zytokinen Netzwerks zu
sehen. Sie sind abhingig von Effektorzelle, Expositionsdauer, freigesetzter Menge, zelluldrer und
extrazelluldrer Umgebung, um nur einige Aspekte zu nennen (Cope et al., 1997; Vaday et al., 2001;
O'Shea et al., 2002).

In der lokalen Immunantwort spielt TNF eine - vielleicht sogar die - zentrale Rolle. Uber autokrine
und parakrine Mechanismen induziert TNF komplexe, fiir die Entziindungsreaktion entscheidende
Effekte, wie z.B. Freisetzung von Chemokinen, Ausschiittung weiterer proinflammatorischer
Mediatioren (z.B. Interleukine, GM-CSF, Prostaglandine, Matrixmetalloproteinasen) (Alvaro-Gracia
etal., 1990; Tracey & Cerami, 1993), vermehrte Expression von MHC-Molekiilen (Hallermalm et al.,
2001) und Adhédsionsmolekiilen (ICAM-1, VCAM, E-Selectin) (Xia et al., 1998; Hubbard & Rothlein,
2000) und fordert so die Leukozytenrekrutierung in Entziindungsherden. Als Comitogen stimuliert es
die Lymphozytendifferenzierung (Brenner, 1988; Pape et al., 1997) und optimiert die Interaktion
zwischen Lymphozyten und MHC-Epitopen. Indem es sowohl proapoptoische als auch
antiapoptotische Signale vermittelt, kommt TNF dariiber hinaus entscheidende Bedeutung bei der
Zellkontrolle zu (Beg & Baltimore, 1996; Van Antwerp €t al., 1996; Wallach et al., 1999; Baud &
Karin, 2001; Leong & Karsan, 2000).

TNF existiert sowohl in membrangebundener als auch in 16slicher Form, beide sind biologisch aktiv
(Decoster et al., 1995). Es wird zunéchst als nicht glykosyliertes homotrimeres Transmembranprotein
synthetisiert. Die 16sliche homotrimere Form entsteht sekundir durch proteolytische Abspaltung der
Untereinheiten von der Zellmembran durch eine Metalloprotease, das sogenannte TNF converting
enzyme (TACE) (Black et al., 1997). Die jeweiligen Zytokinwirkungen werden iiber spezifische
membranstindige Rezeptoren vermittelt. Bisher konnten zwei verschiedene TNF-Rezeptoren (TNF-R)
identifiziert werden: TNF-RI [CD120a oder p60 (Mensch), p55 (Maus); Loetscher et al., 1990] und
TNF-RII [CD120b oder p80 (Mensch), p75 (Maus); Schall et al., 1990]. TNF-RI wird bis auf wenige
Ausnahmen auf fast allen Zellen exprimiert, TNF-RII vorwiegend auf Zellen myoloiden Ursprungs,
besonders ausgeprigt auf stimulierten B- und T-Lymphozyten. Die meisten biologischen Effekte
werden iiber TNF-RI vermittelt, TNF-RII spielt v.a. bei der Entwicklung und Kontrolle von T-
Lymphozyten eine Rolle (Peschon et al., 1998). Aktivierte Zellen zeigen eine vermehrte Expression
von TNF-R, vorwiegend vermittelt durch INFy (Aggarwal et al., 1985). TNF induziert auf der

Zelloberflache die Trimerisation des TNF-R, wodurch verschiedene Signalkaskaden angestofen
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werden. Viele TNF-Effekte werden iiber vermehrte Transkriptionsraten bestimmter Zielgene
vermittelt, groBtenteils durch die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFKB und AP-1 (Barnes &
Karin, 1997; Ghosh & Karin, 2002; MacEwan, 2002).

1.3.2. TNF-blockierende Substanzen in der klinischen Anwendung

Die Realisierung einer therapeutischen TNF-Blockade ist auf verschiedenen Ebenen denkbar.
Mogliche pharmakologische Angriffspunkte sind Induktion, Expression und Prozessierung von TNF,
oder die Interaktion zwischen TNF und TNF-R. Interessanterweise konnte inzwischen fiir seit langem
in der Rheumatologie angewandte Medikamente, wie Glucocorticoide, Acetylsalicylsdure und
Sulfasalazin, eine NFxB-inhibitorische Wirkung gezeigt werden (Lee & Burckart, 1998), so dass
angenommen werden kann, dass mit diesen Substanzen auch TNF-vermittelte Effekte gehemmt
werden. Auch Thalidomid (Contergan®), das in Zukunft eine interessante Therapieoption in der
Rheumatologie darstellen konnte, blockiert die TNF-Translation (Calabrese & Fleischer, 2000;
Sharma et al., 2002). Eine Neutralisierung sowohl des 16slichen als auch des membrangebundenen
TNF ist mit anti-TNF-AK oder loslichen TNF-Rezeptorfusionsproteinen moglich. Fiir beide
Angriffspunkte wurden inzwischen TNF-Hemmstoffe entwickelt. Die Wirkung beider Substanzen
beruht auf einer kompetetiven Bindung des TNF-Molekiils, wodurch dessen Interaktion mit dem
spezifischen TNF-R verhindert wird. Da anti-TNF-AK und TNF-R unterschiedliche Bindungsstellen
am TNF-Molekiil benutzen, wird vermutet, dass anti-TNF-AK dariiber hinaus eine bereits bestehende
Bindung von TNF an den TNF-R stéren und evtl. 16sen konnen.

Anti-TNF-AK existieren als chimére AK (Infliximab oder cA2), humanisierte AK (CDP571) oder voll
humane AK (Adalimumab oder D2E7). Infliximab ist in Deutschland als Remicade® derzeit fiir die
Indikationen RA und Morbus Crohn zugelassen. D2E7 steht kurz vor seiner Zulassung. TNF-
Rezeptorfusionsproteine sind rekombinante Fusionsproteine aus zwei humanen TNF-R, die an ein Fc-
Fragment des IgG1 gebunden sind und eine der drei identischen Bindungsstellen des TNF-Molekiils
besetzen. Fiir beide TNF-R-Typen wurden Fusionsproteine entwickelt (sTNF-R(p55)-IgGl oder
Ro045-2081 oder Lenercept; sTNF-R(p75)-IgG1 oder Etanercept). Lenercept hat sich trotz klinischer
Wirksamkeit nicht durchgesetzt, Etanercept ist in Deutschland fiir die Indikationen RA, Juvenile RA
und Arthritis psoriatica als Enbrel® zugelassen.

Die Halbwertzeit chimirer bzw. rekombinanter AK betrdgt nach Einmalgabe etwa 9 — 10 Tage, die
ermittelten Plasmaspiegel lassen dabei auf eine Verteilung in zwei Kompartimente schlieBen (Maini
et al., 1998; Van de Putte et al., 1998). Umfangreiche Analysen unter steady state Bedingungen
stehen bisher nicht zur Verfiigung. Die fiir den therapeutischen Effekt verantwortlichen Mechanismen
der TNF-Blockade sind noch nicht vollstindig geklédrt. Aufgrund der kurzen Halbwertzeit der

chimiren AK auf der einen Seite und beschwerdefreien Infusionsintervallen von bis zu 9 Wochen auf
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der anderen Seite (Wittwer et al., 2003; Boeger et al., 2001) miissen neben einer
Zytokinneutralisation (Charles et al., 1999; Barrera et al., 2001; Zou et al., 2002a) noch andere
Wirkmechanismen angenommen werden. Dariiber hinaus ist die im Zusammenhang mit der RA
beobachtete Hemmung der radiologischen Progression unter Fusionsproteinen (Genovese et al.,
2002), chiméren (Jones €t al., 2003) und humanen AK (den Broeder et al., 2002) nicht ausschlieBlich
durch direkte Effekte einer TNF-Neutralisation erkldrbar. Ausgehend von den in 1.3.1. dargelegten
TNF-Wirkungen ist hierbei vorwiegend an TNF-vermittelte Verdnderungen auf zelluldrer Ebene zu

denken.
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1.4. ENTWICKLUNG DER FRAGESTELLUNG

In der vorangegangenen Einleitung wurde die AS charakterisiert und deren Assoziation mit HLA-B27
herausgearbeitet. Dariiber hinaus wurde die immunologische Bedeutung TNF-vermittelter Effekte

dargelegt, worauf die klinische Anwendung TNF-inhibitorischer Substanzen beruht.

In der vorliegenden Arbeit werden die Effekte einer Infliximab-Therapie bei Patienten mit aktiver AS

untersucht. Die Ausfiihrungen gliedern sich hierzu in einen klinischen und einen experimentellen Teil.

Im klinischen Teil wird die Therapiewirksamkeit und —sicherheit von Infliximab beurteilt.

Dies geschieht anhand folgender vier Fragestellungen:

1. Einfluss einer Infliximab-Therapie auf die klinische Krankheitsaktivitét
2. Einfluss einer Infliximab-Therapie auf den Verlauf der laborchemischen Entziindungsparameter
3. Einfluss einer Infliximab-Therapie auf den kernspintomografischen Befund

4. Sicherheit und Vertraglichkeit einer Infliximab-Therapie

Im experimentellen Teil wird der Einfluss einer Infliximab-Therapie auf die Oberflichenexpression
von MHC-Molekiilen, insbesondere von HLA-B27-Molekiilen, analysiert. Es wird untersucht, ob der
therapeutische Erfolg unter Infliximab mit einer Verdnderung der MHC-Expressionsstirke auf

Lymphozyten assoziiert ist.

Hintergrund dieser Fragestellung sind Untersuchungen, die einen Zusammenhang zwischen
Krankheitsmanifestation bzw. — aktivitdt und HLA-B27-Expressionsstirke vermuten lassen. Sowohl
die verminderte, als auch die erhohte Oberflichenexpression von HLA-B27 werden als
Pathogenitétsfaktoren diskutiert. So wurde einerseits im akuten Stadium der SpA eine erniedrigte
bzw. fehlende HLA-B27-Oberflichenexpression beschrieben, worauf hin die Moglichkeit einer
Herunterregulation oder Maskierung von HLA-B27-Molekiilen postuliert wurde (Amor €t al., 1978;
Neumiiller et al., 1993; Wuorela et al., 1997; Kirveskari et al., 1997; Kirveskari et al., 1999).

Im Widerspruch hierzu konnte bei AS-Patienten eine im Vergleich zu gesunden HLA-B27-Trigern
signifikant hohere HLA-B27-Expression gemessen werden, was zu der Hypothese fiihrte, dass die AS
mit einer erhdhten HLA-B27-Expression assoziiert sein konnte (Cauli et al., 2002). Ahnliche
Ergebnisse liegen auch aus Tiermodellen vor, wonach eine positive Korrelation zwischen der Menge
der exprimierten HLA-B27-Molekiile und der Krankheitsanfélligkeit zu bestehen scheint (Taurog et
al., 1993).
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II. MATERIAL UND METHODEN

Von Mitte 2000 bis Ende 2002 wurde bei AS-Patienten erstmals eine so genannte Investigator
Initiated Study mit Infliximab durchgefiihrt (TNF-AS-2-Studie; Braun et al., 2002). Es handelte sich
dabei um eine multizentrische, randomisierte, doppelblinde, placebo-kontrollierte, single-dummy
Studie, die sich in zwei aufeinanderfolgende Phasen gliederte. In 8 verschiedenen deutschen Zentren
nahmen insgesamt 70 Patienten teil. In der verblindeten Phase a (Woche 0 — 14) wurde im Vergleich
zwischen Placebo- und Verumgruppe die therapeutische Effektivitit von Infliximab bei der AS
beurteilt. In der offenen Phase b (Woche 14 — 114) erhielten unter Verzicht auf die Placebogruppe alle
Patienten bis zum Studienende die Verummedikation, um deren Langzeiteffekte auf den
Krankheitsverlauf zu untersuchen.

Patientenrekrutierung und Therapieprotokoll der vorliegenden Arbeit orientieren sich am

Studiendesign dieser TNF-AS-2-Studie.

11.1. EIN- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN

Es wurden Patienten im Alter zwischen 18 und 60 Jahren mit klinisch aktiver AS eingeschlossen.
Hierzu mussten die New-York-Kriterien erfiillt sein (radiologisch nachweisbare Sacroiliitis > Grad 2,
(van der Linden et al., 1984) und ein iiber die letzten 3 Monate bestehener BASDAI- (Bath
Ankylosing Spondyltitis Disease Activity Index) und Schmerzscore > 4 vorliegen. Sowohl weibliche
als auch ménnliche Studienteilnehmer im fortpflanzungsfahigen Alter waren verpflichtet, einen
verldsslichen Konzeptionsschutz zu verwenden.

Als Ausschlusskriterien galten Schwangerschaft, bzw. geplante Schwangerschaft bis zu einem halben
Jahr nach Beendigung der Studie, Stillperiode, frithere Exposition gegeniiber murinen oder chiméren
AK, chronische bzw. durchgemachte ernste oder opportunistische Infektionen, aktive TBC innerhalb
der letzten 3 Jahre, HIV- oder AIDS-Infektion, bekannte lymphoproliferative Erkrankungen,
durchgemachte maligne Erkrankungen, klinisch relevante Auffélligkeiten bei der klinischen
Untersuchung, Drogen- oder Alkoholabusus, Teilnahme an anderen Medikamentenstudien bis zu 90
Tagen vor Studieneinschluss. Ausschlusskriterien im Hinblick auf Laborparameter waren:
Himoglobin < 8,5 mg/dl, Leukozyten < 3,5 x 10°/1, Thrombozyten < 100 x 10%1, Kreatinin > 1,5
mg/dl, Leberenzyme > 1,5fach iiber Normalwert, alkalische Phosphatase > 2fach iiber Normalwert.
Eine Therapie mit Immunsuppressiva, DMARDs oder Glucocorticoiden musste 4 Wochen vor
Studienbeginn fiir den gesamten Studienzeitraum abgesetzt werden. Die Einnahme von NSAR war
erlaubt, in Studienphase a durfte deren Eingangsdosierung nicht erhdht werden, wihrend sie in Phase

b dem Bedarf angepasst werden konnte.
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11.2. PATIENTEN

Unter Berticksichtigung der zugrunde gelegten Kriterien konnten nach einer Rekrutierungsphase von 6
Monaten 10 Patienten eingeschlossen werden. Von allen Patienten liegt eine schriftliche

Einverstdndniserklarung vor.

11.3. ZIELKRITERIEN

Hauptzielkritierium in Phase a war die Verbesserung des BASDAI in Woche 12
(Kurzzeitwirksamkeit). Patienten mit einer 50%igen Verbesserung galten als Responder,
Studienteilnehmer, bei denen eine Erhohung der NSAR-Dosierung notwendig wurde oder solche, die
aus der Studie ausschieden, wurden als Nonresponder eingestutft.

Nebenzielkriterien waren die Verbesserung des BASFI (Bath Ankylosing Functional Index) und die
Emiedrigung des CRP-Wertes.

Hauptzielkriterium in Phase b war die 50%ige Verbesserung des BASDAI in Woche 54
(Langzeitwirksambkeit).
Nebenzielkriterien waren die anhaltende Verbesserung des BASFI und des Schmerzscores, die

konstante Erniedrigung des CRP-Wertes und die sichere Anwendbarkeit der Studienmedikation.

11.4. VERLAUFSPARAMETER

Zur Beurteilung der Fragestellungen 1. bis 4. (vgl. 1.4.) wurden verschiedene Verlaufsparameter

herangezogen (Calin et al., 1999c).

Die Krankheitsaktivitdt wurde einerseits unter Zuhilfenahme visueller Analogskalen, andererseits
durch Messung der funktionellen Bewegungseinschrankung beurteilt. Die Einschitzung anhand der
Analogskalen erfolgte sowohl durch den Patienten (BASDAI, BASFI, Schmerzintensitit, globales
Patientenurteil), als auch durch den Arzt (globales Arzturteil, vgl. Anhang VIII.1.). Der BASDAI
umfasst sechs Parameter (Miidigkeit, Schmerzen, Berithrungs- oder Druckempfindlichkeit und
Morgensteifigkeit), die charakteristische Aktivitdtsindices fiir die AS darstellen (Calin €t al., 1999b).
Der BASFI erfasst die subjektive funktionelle Einschrinkung bei alltdglichen Verrichtungen (Calin et
al., 1994).

Zur objektiven Erfassung der funktionellen Bewegungseinschrinkungen diente der BASMI (Bath
Ankylosing Spondylitis Metrology Index), der sich aus den maximal erreichbaren Werten bei Tragus-
Wand-Abstand, lumbaler Flexion, lateraler Flexion, Intermalleolarabstand und cervicaler Rotation

zusammensetzt (Jenkinson €t al., 1994; vgl. Anhang VIII.2.).
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Als Indikatoren fiir die Therapiewirksamkeit wurden ferner herangezogen: Hohe des NSAR- und
Schmerzmittelverbrauchs, Beeinflussung bestehender Arthritiden, Arthralgien und Enthesitiden, sowie

die Manifestation von Uveitiden.

Die Bestimmung der laborchemischen Entzindungsparameter (CRP, BKS) erfolgte vor jeder

Infusionsgabe.

Vor Therapiebeginn wurden konventionelle Rontgenaufnahmen des Thorax, der LWS, der HWS und
beider ISG angefertigt, um die nach den New York Kriterien geforderten radiologischen Scores
errechnen zu konnen (BASRI: Bath Ankylosing Spondylitis Radiology Index; Calin et al., 1999a).

Der Einfluss der Therapie auf den kernspintomografischen Befund wurde durch den Vergleich von
drei im Studienverlauf angefertigten Aufnahmen wuntersucht. Diese wurden nativ und nach
Kontrastmittelgabe (Gadoliniumdiethylentriaminpentaessigsdure) in STIR- und T1-gewichteter

Sequenz angefertigt (Braun et al., 1994; Braun €t al., 1998b).

Um Aussagen hinsichtlich der Therapiesicherheit treffen zu konnen, wurden die Patienten bei jeder
Visite anamnestiziert und klinisch untersucht. Unter Beriicksichtigung der zu erwartenden
Nebenwirkungen wurden vor jeder Infusionsgabe neben hepatischen und renalen Funktionsparametern
antinukledre Antikorper (ANA) bestimmt. Die ausgewéhlten Laborparameter sind Tab. 2 zu
entnehmen. Aufgrund des Risikos einer Tuberkulosereaktivierung unter Infliximab (Keane et al.,
2000) wurde vor Studienbeginn bei jedem Patienten ein Tuberkulintest durchgefiihrt (intradermale
Injektion einer Tuberkulineinheit, Tuberkulin GT 10 Behring, Chiron Behring GmbH & Co,
Marburg).

I1.5. STUDIENMEDIKATION

Als Studienmedikament wurde der chimire monoklonale Anti-TNF-AK cA2 (Infliximab =
Remicade®, Firma Centocor, Malvern, PA, U.S., Knight et al., 1993) eingesetzt. Die Applikation
erfolgte intravends in einer Dosierung von 5 mg/kg Korpergewicht. Hierzu wurde die pulverisierte
Form des Medikaments in destilliertem Wasser vollstdndig aufgelost und iiber einen Filter (i.v. 3F
SET-P, Infusionsfilter 1,2 pum, Firma Codan) als zweistiindige Kurzinfusion in isotoner Natrium-
Chlorid-Losung  verabreicht. =~ Wéhrend der  Infusionszeit und der  zweistlindigen

Nachbeobachtungsphase wurden die Vitalparameter halbstiindlich kontrolliert.
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Phase a Phase b

Visite S Al | A2 | A3 | A5 | Bl | B2 | B4 | B5 | B6 | B7 | B8 | B9 | BI0
<2

Woche Wochen 0 2 6 12 14 18 | 24 | 30 | 36 | 42 | 48 54 60

vor Al

Screening

Anamnese X X X X X X X X X X X X X X

koperliche Untersuchung X X X X X X X X X X X X X X

Rontgen WS/ISG X

MRT WS/ISG X X X

Rontgen Thorax X

Infliximab [X] oder X/ X X/ X i/ X X X X X X | X/-| X/-

Placebo [/] i i i X

Scores

BASDAI X X X X X X X X X X X X X X

BASFI X X X X X X X X X X X X X X

globales Arzturteil X X X X X X X X X X X X X X

globales Pat.urteil X X X X X X X X X X X X X X

Schmerzscore X X X X X X X X X X X X X X

BASMI X X X X X X X X X X X X X

Labor

CRP/BSG X X X X X X X X X X X X X X

ANA X X X X X X X X X X X X X X

Kreatinin X X X X X X X X X X X X X X

TA/GGT/AP/Gesamtbili X X X X X X X X X X X X X X

Elektrolyte X X X X X X X X X X X X X X

kleines Blutbild X X X X X X X X X X X X X X

Differentialblutbild X X X X X X X X X X X X X X

U-Status X

Schwangerschaftstest X

HLA-B27 X

Tuberkulin-Test X

Tab. 2: Untersuchungs- und Therapieprotokoll. In Woche 54 und 60 Auslassversuch (-) bei 3 Patienten.
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11.6. DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE UNTERSUCHUNGEN

11.6.1. Prinzip der Durchflusszytometrie (Schmitz, 1994; Jaroszeski, 1998)

In der Durchflusszytometriec werden Streu- und Fluoreszenzsignale einzelner in einem
Fliissigkeitsstrom fokussierter Zellen analysiert. Hierzu werden die Zellen zu einem Analysepunkt
geleitet, an dem sie von einem Laserlichtstrahl beleuchtet werden. Dabei werden die Fluoreszenz- und
Streulichtemissionen jeder einzelnen Zelle quantifiziert, so dass sich aus der Summe der
aufeinanderfolgenden Einzelmessungen ein Analyseergebnis ergibt. Aufgrund ihrer charakteristischen
physikalischen Eigenschaften (Zellgrofle, Zellform, Zelloberflache, Granularitét) streut eine Zelle den
sie treffenden Lichtstrahl mit unterschiedlicher Quantitit und Qualitdt. Die Lichtstreuung ist am
grofiten im Kleinwinkelbereich (0 — 10°; Vorwartsstreulicht, Forward Angle Light Scatter FSC), ein
geringerer Teil des Lichts streut seitwérts (90°; Seitwirtsstreulicht, Side Scatter SSC). Mittels beider
Lichtstreuparameter lassen sich in Punktewolken (sog. dot plots) die wichtigsten Leukozytengruppen
(Lymphozyten, Monozyten, neutrophile Granulozyten) unterscheiden. Eine zusétzliche
Differenzierungsmoglichkeit ist durch den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen mdglich.
Fluoreszierende Verbindungen absorbieren Lichtenergie in einem fiir sie charakteristischen
Wellenldangenbereich. Durch Anregung mit Licht entsprechender Wellenldnge werden Elektronen auf
ein hoheres Energieniveau gehoben, beim Riicksprung auf das Grundniveau emittiert das Elektron ein
Photon, Fluoreszenz ist die Bezeichnung dieses Strahlungsiibergangs. Werden Fluoreszenzfarbstoffe
an AK konjugiert, die an spezifische Oberflichenmerkmale der Zellen binden, ist durch die emittierte

Fluoreszenz die selektive Identifizierung bestimmter Zellen moglich.

Die Anzahl der gebunden spezifischen AK ist im idealen Mengenverhéltnis proportional zur Anzahl
der exprimierten Antigene. Aus der Kombination von Streulichtparametern und Fluoreszenzsignalen
ist dadurch neben der Identifizierung von Zellen auch eine semiquantitative Bestimmung der
Oberfldachenexpression antikorpergebundener Antigene moglich. Werden die Fluoreszenzlichtimpulse
digitalisiert und anhand ihrer Pulshohe, Pulsfliche oder —dauer bestimmten Kanédlen zugeordnet,
entsteht ein sogenanntes Histogramm (Ordinate = Pulsfliche oder —dauer (hier: Fluoreszenzintensitét),
Abszisse = Ereignishdufigkeit), das die grafische Darstellung der gemessenen Expressionsstirke

erlaubt.

11.6.2. Durchflusszytometer

Fiir die durchflusszytometerischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde ein FACSCalibur®
Durchflusszytometersystem mit Argonlaser (488nm) verwendet (Fa. BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland). Das eingesetzte Hardwaresystem war Apple Macintosh®, die zugehdrige

Auswertesoftware CellQuest®.
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11.6.3. Probanden

Fir die Blutabnahmen standen 10 Patienten und 16 Kontrollpersonen zur Verfiigung. Die
Kontrollgruppe setzte sich zusammen aus 10 HLA-B27-negativen gesunden, einer HLA-B27-
positiven gesunden und 5 HLA-B27-positiven erkrankten, nicht mit TNF-Blockern behandelten,
Personen (vgl. Abb. 3). Die Blutabnahme erfolgte in der Patientengruppe bei jeder Visite vor der
Infusionsgabe, in der Kontrollgruppe an sechs Terminen im Abstand von zehn Wochen. Die anti-

flogistische Therapie der Kontrollpersonen wurde 10 Tage vor der ersten Blutentnahme pausiert.

11.6.4. Gewinnung der Lymphozyten aus Frischblut

Es wurden jeweils 36 ml Vollblut in Sodium-Heparin-Réhrchen abgenommen. Nach 1:1-Verdiinnung
mit RPMI (RPMI 1640, PAA Laboratories GmbH) wurde die PBMC-Fraktion mittels eines Ficoll-
Gradienten (Bicoll separating solution, Dichte 1077, Fa. Biochrom) abgetrennt. Hierzu wurden bei bei
einem Zentrifugenrotor von 24,5 cm Durchmesser folgende Einstellungen gewéhlt: 20 °C, 2000 rpm,
20 min. Die so gewonnene PBMC-Fraktion wurde abpipettiert, mit RPMI gewaschen und fiir 10 min
nochmals zentrifugiert.

Das Zentrifugat wurde in 6 ml RPMI/10%DMSO (Fa. Sigma-Aldrich) /10%FCS (Fa. PAA

Laboratories) resuspendiert und sofort in 1 ml-Kryoréhrchen bei Minus-80°C weggefroren.

I1.6.5. Aufbereitung der Lymphozyten fiir die Durchflusszytometrie

Die weggefrorenen PBMC wurden in den Kryordhrchen in einem 37°C-Wasserbad aufgetaut und,
sobald sie sich aus dem Gefil} abgieflen lieBen, im noch gefrorenen Zustand sofort in jeweils 12 ml
RPMI/10%FCS verdiinnt, um die DMSO-Penetration zu minimieren. Bei 4°C, 3500 rpm und einem
Rotorduchmesser von 17,5 ¢m wurden die Zellen 5 min lang abzentrifugiert, der Uberstand
abgegossen und die Pellets in 1 ml PBS (PBS Dubecco’s, Fa. Life Technologies) /10%FCS
resuspendiert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis bei 4°C. Um fiir die AK-Inkubation
dquivalente Mengen an Zellen zu erhalten, wurden jeweils 10 pl der einzelnen Zellsuspension mit
90 wl Trypanblau (Fa. Sigma) versetzt und mittels einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Licht-
mikroskop gezdhlt. Auf diese Weise konnte die Vitalitit der aufbereiteten Zellen bestimmt werden.
Die Zellsuspensionen wurden aufgrund des Zahlergebnisses mit PBS so weit verdiinnt, dass jeweils
von 10° Zellen/ml ausgegangen werden konnte. Die hieraus entnommenen Zellen wurden mit den
entsprechenden AK im Dunkeln fiir 15 min inkubiert. Das Endvolumen betrug jeweils 100 pl. Danach
wurden die Zellen in 2,5 ml PBS mit den oben genannten Zentrifugeneinstellungen gewaschen und in

500 ul PBS/1% PFA (Fa. Merck) resuspendiert.



MATERIAL UND METHODEN 20

[ 10 Patienten ]

P
6 Verum Verum
| |
\\
4 Placebo/Verum } Placebo Verum
L | | |
Woche 0 Woche 12 Woche 60

Blutabnahme jeweils vor Infusionsverabreichung

[ 16 Kontrollpersonen ]

10 HLA-B27-negative,
gesunde Personen

5 HLA-B27-positive,

an AS erkrankte Personen, | |

unter NSAR-Therapie

\ J Woche 0 Woche 50

Blutabnahme 10wo6chentlich

1 HLA-B27-positive,

gesunde Person
. J

Abb. 3: Ubersicht iiber die Probandengruppen und deren Blutentnahmezeitpunkte

I1.6.6. Antikorper

Die Bestimmung der HLA-Oberfldchenexpression erfolgte mit einem MHC-Klasse-I-spezifischen und
einem MHC-Klasse-II-spezifischen AK. Die Expression von HLA-B27 wurde gesondert betrachtet
und mit drei verschiedenen HLA-B27-spezifischen AK durchgefiihrt. Die verwendeten AK und die

daraus zusammengestellten Kombinationen sind den folgenden Tabellen zu entnehmen.

spezifischer Klon Firbung eingesetzte Bezugsquelle
Antikoper gegen Konzentration

HLA-B27 Mel Fluoresceinisothiocyanat (FITC) | 1:1500 ’ ATCC
HLA-B27 ABCm’ |[FITC 1:50 Serotec
HLA-B27 FD705 |FITC 1:25 Medac
CD3 HIT3 Allophycocyanin (APC) 1:25 BDPharmingen
CD4 RPA-T4 | Phycoerythrin (PE) 1:25 Becton Dickinson
CD8 RPT-T8 | Allophycocyanin 1:50 Becton Dickinson
CD16 3G8 Phycoerythrin 1:25 BD Pharmingen
CD 16 3G8 FITC 1:25 BD Pharmingen
CD19 4G7 PerCP 1:10 Becton Dickinson
CD19 HIB19 |FITC 1:100 BD Pharmingen
MHC-Klasse-I W6/32 | Phycoerythrin 1:25 Serotec
MHC-Klasse-II 1243 PerCP 1:25 Becton Dickinson

Tab. 3: Eingesetzte Antikorper ("bei einer Konjugatkonzentration 2 mg/ml)
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AK-Kombination 1 2 3 4 5 6
B27-FITC (ABCm3) | B27-FITC (705) | B27-FITC (Mel) | B27-FITC (Mel) | CD16-FITC CDI19-FITC
CD16-PE CD16-PE CD16-PE CD4-PE MHC-I-PE CD16-PE
CD19-PerCP CD19-PerCP CD19-PerCP CDS8-APC CD19-PerCP | MHC-II-PerCP
CD3-APC CD3-APC CD3-APC CD3-APC CD3-APC

Tab. 4: eingesetzte AK-Kombinationen

11.6.7. Bestimmung der HLA-Oberflichenexpression

Bei der durchflusszytometrische Bestimmung der HLA-Oberfldchenexpression wurden die einzelnen

Lymphozytensubpopulationen separat betrachtet (vgl. Abb. 4).

Bestimmung der
Oberflachenexpression von

HLA-B27 _ CD3"- Zellen
AK-Kombination 1- 3
- CD3"/CD16 - Zellen
MHC-Klasse-I
AK-Kombination 5 auf
| ( CD16" - Zellen >
MHC-Klasse-1I
AK-Kombination 6
L ( CD37/CD16" - Zellen >
L < CD19" - Zellen >
HLA-B27 £ N .
AK-Kombination 4 au CD4"- und CD8" - Zellen

Abb. 4: Ubersicht iiber die analysierten Oberflichenantigene auf den jeweiligen Zellsubpopulationen
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T-Lymphozyten wurden iiber CD3-Positivitdt, NK-Zellen iiber CD16-Positivitdt, NKT-Zellen iiber
CD3/16-Positivitdit und B-Lymphozyten iiber CD19-Positivitit definiert. Der relative Anteil der
jeweiligen Zellpopulationen wurde mit Hilfe der Quadrantenanalyse bestimmt. Die Antigenexpression
auf den jeweiligen Subpopulationen wurde mit Histogrammen ermittelt. Als MaB fiir die
Fluoreszenzintensitit wurde die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) herangezogen (Kirveskari et al.,
1999; Malik et al., 2002). In Abb. 5 ist das Auswerteprinzip der durchflusszytometrischen Daten

exemplarisch dargestellt.

Um technisch bedingte Schwankungen der Durchflusszytometrie zu minimieren, wurden die zu den
verschiedenen Visiten gewonnenen Zellen eines Patienten und die zugeordneten Kontrollperson zum

gleichen Zeitpunkt analysiert.

I1.6.8. Statistik

Als Statistikprogramm wurde Statsdirekt”, Version 2.2.3, verwendet. Fiir die Signifikanzberechnung
wurde nach Priifung auf Normalverteilung der Werte der single sample t test als parametrischer Test
angewandt.

Die Korrelation wurde als einfache lineare bzw. multiple lineare Regression berechnet.
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Abb. 4: Ermittlung der Expressionsstarke anhand von Histogrammen.
Exemplarische Darstellung des Auswerteprinzips am Beispiel der HLA-B27-Expression.
Die Zahlenwerte der Quadrantenanlyse und Mittelwerte sind aus Platzgriinden nur einmal aufgefihrt.
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1. ERGEBNISSEEI

[11.1. EIGENSCHAFTEN DER PATIENTENGRUPPE

Von den 10 rekrutierten Patienten waren 7 Teilnehmer der TNF-AS-2-Studie, 3 wurden im Rahmen
eines individuellen Heilversuchs auBerhalb der Studie therapiert. Alle 10 Patienten wurden durch

PCR-Diagnostik als HLA-B27-Tréger identifiziert.

PATIENT R A ED BISHERIGE THERAPIEN
(1/G) (JAHRE) | (JAHRE)

1 (A.H./m) P/V 30 14 NSAR, physikalische Therapie

2 (B.B./m) \Y 43 29 NSAR, physikalische Therapie

3 (C.P./m) \Y 38 23 Sulfasalazin, NSAR, physikalische Therapie

4 (D.P./m) P/V 30 14 NSAR, physikalische Therapie

5 (F.S./m) A% 32 21 Sulfasalazin, Glucocorticoide, Resochin, Methotrexat,
NSAR, Endoprothese Hiifte links

6 (H.T./m) \Y 42 25 Sulfasalazin, Glucocorticoide, NSAR,

7 (M.M./w) P/V 43 26 Glucocorticoide, NSAR, physikalische Therapie

8 (M.S./w) \Y 37 17 Glucocorticoide, Gold, NSAR, Endoprothese Hiifte li

9 (T.P./m) P/V 58 39 Sulfasalazin Glucocorticoide, Resochin, Methotrexat, Gold,
NSAR

10 (W.F./m) \% 44 30 NSAR

Tab. 5: Eigenschaften der Patientengruppe (Abk.: I = Initialen, G = Geschlecht, R = Randomisierung: V =
Verum, P = Placebo, A = Alter, ED = Erkrankungsdauer)

Die 7 Studienteilnehmer erhielten innerhalb des 60wochigen Beobachtungszeitraumes 12 Infusionen.
Da die Studie sekundér verlingert wurde, konnten bei den Studienpatienten keine Daten einer
Nachbeobachtungsphase erhoben werden. Bei den auflerhalb der Studie therapierten Patienten wurde
die Behandlung nach 10 Infusionen unterbrochen, in diesen Féllen liegen zusétzlich Ergebnisse einer

12wochigen Nachbeobachtungsphase vor.

[11.2. ERGEBNISSE ZUR KLINISCHEN FRAGESTELLUNG

111.2.1. Beeinflussung der klinischen Krankheitsaktivitat

In Phase a erreichten alle 6 Verum-Patienten eine Verbesserung des BASDAI um mehr als 50% und
konnten definitionsgemi3 als Responder eingestuft werden (vgl. Abb. 6). Die Patienten der
Placebogruppe zeigten keine Verbesserung. In Phase b hielt dieser Effekt bei 8 Patienten an. Bei
einem Patienten (HT) nahm die Therapiewirksamkeit nach initial gutem Therapieerfolg in Woche 18

? Soweit nicht anders erwihnt, gelten fiir die Abbildungen folgende Zuordnungen:
Pat MM O , Pat FSH , Pat TPA | Pat HTA , Pat DP< , Pat CP , Pat AH O, Pat WF @, Pat MS % , Auslassversuch -------
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wieder ab, bei einem weiteren Patienten (BB) musste die Therapie in Woche 36 aufgrund
unerwiinschter Nebenwirkungen abgebrochen werden (s. 111.2.4.).

BASFI, Schmerzscore, globales Patientenurteil, globales Arzturteil als weitere Aktivtdtsparameter
zeigten einen zum BASDALI analogen Verlauf. Die Verbesserung der Aktivitétsindices setzte sowohl
in der Verumgruppe als auch in der Placebo/Verumgruppe bereits nach der ersten Veruminfusion ein.
Der maximale Therapieeffekt wurde nach ca. 3 Infusionen erreicht. Bei 3 Patienten wurde die
Therapie nach Woche 48 abgesetzt, worauthin eine prompte Verschlechterung des BASDAI zu
beobachten war (vgl. Abb. 7).

Vor Therapiebeginn bestehende Enthesitiden (3/10) und Arthritiden (2/10) bildeten sich nach
durchschnittlich 2 Veruminfusionen zuriick. Bestehende Arthralgien (8/10) besserten sich bei 5
Patienten nach durchschnittlich 2 Infusionen, bei 3 Patienten blieben diese von der Anti-TNF-Therapie
unbeeinflusst.

9/10 Patienten benétigten bei Therapiebeginn NSAR. Der NSAR-Bedarf konnte nach durchschnittlich
3 Veruminfusionen bei 2 Patienten auf 50 % bzw. 15 % der Ausgangsmenge reduziert, bei 5 Patienten
vollstindig abgesetzt werden. Bei den Patienten BB und HT musste die NSAR-Behandlung wieder
aufgenommen werden.

Der BASMI verbesserte nach durchschnittlich 2 Veruminfusionen bei 7/10 Patienten um einen
Punktewert. Nach durchschnittlich 5 Verumgaben konnte in Phase b eine nochmalige Verbesserung
um einen weiteren Punktewert erreicht werden. Bei 3 Patienten blieb der Bewegungsindex langfristig

unverandert (vgl. Abb. 8).

BASDAI

Visuelle Analogskala von 0-10

ADbb. 6: Verbesserung des BASDAI als MaB fiir die Krankheitsaktivitit, dargestellt als Einzelverl'aiufeEI
Aus Griinden der Vergleichbarkeit zwischen Verum- und Placebogruppe wurde die Placebophase virtuell
zuriickverlegt. Zeitpunkt 0 entspricht der ersten Verumgabe.

4 ohne Beriicksichtigung von Pat. BB
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ADbb. 7. Verbesserung der Aktivititsscores, dargestellt als MittelwerteEI

(GIPaUrt = globales Patientenurteil, GIArUrt = globales Arzturteil)

Funktionelle Bewegungseinschrankung (BASMI)

Punktescore

Woche

Abb. 8: Verbesserung der Beweglichkeit, dargestellt als Mittelwerte’

* ohne Beriicksichtigung von Pat. BB, Standardabweichungen s. VIIL3.1
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111.2.2. Beeinflussung der labor chemischen Entziindungspar ameter

9/10 Patienten wiesen vor Therapiebeginn ein erhdhtes CRP (Mittelwert 3,8 mg/dl) und eine erhhte
BKS (Mittelwert 66 mm/h) auf. Sowohl in der Verumgruppe als auch in der Verum/Placebogruppe
normalisierten sich die Entziindungsparameter nach der ersten Veruminfusion in Phase a. In Phase b
hielt dieser Effekt bei allen als Responder eingestuften Patienten an.

Der nachlassende Therapieerfolg bei Pat. HT war begleitet von einem Anstieg der
Entziindungsparameter auf die Ausgangswerte vor Therapiebeginn.

Nach Absetzen der Therapie konnte in der 12wochigen Nachbeobachtungsphase ebenfalls ein leichter

Anstieg der Entziindungsparameter beobachtet werden.

BKS

100

mm/h

Abb. 9: Normalisierung der BKSE.I Analoger Verlauf beim CRP.

¢ ohne Beriicksichtigung von Pat. BB
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111.2.3. Beeinflussung des ker nspintomogr afischen Befunds

Vor Therapiebeginn konnte in der kernspintomografischen Aufnahme bei einem Patienten (AH) eine
aktive Spondylitis, bei drei Patienten (CP, DP, FS) eine aktive ISG-Arthritis unter fortgefiihrter
NSAR-Therapie nachgewiesen werden. Bei den Kontrollauthahmen in den Wochen 14 und 60 war bei

keinem dieser Patienten eine pathologische Kontrastmittelaufnahme sichtbar.

Vor Therapiebeginn

Abb. 10: Kernspintomografische Befunde (STIR-Sequenz) der Pat. AH (oberes Bildpaar) und CP (unteres

Bildpaar). Die spinale bzw. ileosakrale Kontrastmittelanreicherung vor Therapiebeginn (links) war in Woche 14
(rechts) nicht mehr nachweisbar.
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I11.2.4. Therapiesicherheit und Therapievertraglichkeit

Insgesamt wurde die Anti-TNF-Therapie gut vertragen. Héufigste infusionsassoziierte
Nebenwirkungen waren Ubelkeit (4/10) mit unregelméBig verbundenem Erbrechen (2/10) und
Kopfschmerzen (3/10). In zwei Fillen traten wihrend der Infusion leichte anaphylaktoide Reaktionen
mit Hitzegefilhl und Flush auf, die mit der intravendsen Verabreichung von Antihistaminika
beherrschbar waren.

Es konnte keine Héufung von Infekten im Therapieverlauf beobachtet werden. Die Prévalenz von
Infekten war in Verum- und Placebogruppe gleich und lag im gesamten Beobachtungszeitraum bei
2/10. Es handelte sich um Affektionen der oberen Atemwege, die eine 2wdchige Therapie mit
Antibiotika notwendig machten. Bei allen Patienten war der Tuberkulintest vor Studienbeginn negativ,
unter Therapie gab es keine Hinweise auf die Reaktivierung einer Tuberkulose.

Vor Therapiebeginn waren bei keinem Patienten ANA nachweisbar. Im Therapieverlauf entwickelten
6/10 Patienten ANA mit Titerwerten zwischen 1:100 und 1:3200. Der ANA-Titer normalisierte sich in
der 12wochigen Nachbeobachtungsphase nicht. Mit Ausnahme eines Patienten (Pat. BB, s.u.)
korrelierte der Anstieg des ANA-Titers weder mit einem Verlust an therapeutischer Wirksamkeit,

noch mit der Zunahme von Nebenwirkungen.

Nach der 6. Veruminfusion entwickelte Pat. BB im Anschluss an einen Thailandaufenthalt eine
ikterisch verlaufende Hepatitis (max. GOT: 420 U/l, max. GPT: 410 U/l, max. Gesamtbilirubin: 5,7
mg/dl). Es konnte kein Erregernachweis gefiihrt werden. Aufgrund der schnellen Normalisierung der
Transaminasen wurde die Therapie unter Einhaltung des Infusionsintervalls zunéchst fortgefiihrt. Nach
der 8. Veruminfusion zeigte der Patient bei einem ANA-Titer von 1:800 lupus-dhnliche Symptome mit
Myalgien der proximalen Extremitdtenmuskulatur, peripheren Arthritiden und Entziindungszeichen
(CRP 4,4 mg/dl, BKS 66 mm/h). Unter dem Verdacht eines medikamenten-induzierten Lupus-
Syndroms wurde die Infliximab-Therapie in Woche 36 abgebrochen.

Es schloss sich eine 3monatige Therapie mit oralen Steroiden (Dosierungen zwischen 30 — 5 mg/d)
und NSAR (200 mg Celecoxib/d) an. In diesem Zeitraum blieben die Entziindungszeichen erhoht
(CRP zwischen 2,1 und 11,16 mg/dl, BKS zwischen 38 und 90 mm/h), der ANA-Titer zwischen 1:200
und 1:800. Die Aktivitétsindices stabilisierten sich bei ca. 50% der Ausgangswerte vor Therapiebeginn

(vgl. Abb. 11).
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ADbb. 11: Verlauf der Aktivitéts- und Laborparameter bei Pat. BB
Zwischen Woche 18 und 22 Transaminasenerhdhung, in Woche 36 Studienabbruch mit anschlieBender oraler
Corticosteroidtherapie.
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I11.3. ERGEBNISSE ZUR EXPERIMENTELLEN FRAGESTELLUNG

Aufgrund der geringen Anzahl von CD3"/16"-Zellen in den untersuchten Blutproben wurde auf eine
separate Betrachtung der CD37/16'- und CD3"/16-Subpopulation verzichtet und eine Analyse aller

CD3"-Zellen als Gesamtpopulation der T-Lymphozyten vorgenommen.

111.3.1. HLA-B27-Oberflachenexpression

Zwischen der 18. und 30. Therapiewoche (entspricht der 5. bzw. 7. Veruminfusion) setzte innerhalb

£

des Patientenkollektivs™eine Zunahme der HLA-B27-Oberflachenexpression ein. Dieser Trend hielt
im weiteren Behandlungsverlauf an, wobei der Expressionsanstieg nicht kontinuierlich war, sondern
intermittierend-periodisch, im Wechsel mit transienten Abnahmen. Ein periodischer Wechsel
zwischen zunehmender und abnehmender Expressionsstirke war teilweise bereits nach der ersten
Veruminfusion zu beobachten, ohne dass hieraus eine definitive Expressionszunahme resultierte, da
die HLA-B27-Oberflachenexpression nach vorangegangener Zunahme wieder auf bzw. unter das
Ausgangsniveau zuriickfiel (vgl. Abb. 12 und 13).

Die Zunahme der HLA-B27-Oberflichenexpression war in Abhéangigkeit von verwendetem AK und

jeweiliger Lymphozytensubpopulation unterschiedlich stark nachweisbar (vgl. Abb.12 und 15).

Auf den B-Lymphozyten war der Anstieg am deutlichsten ausgepragt und mit allen 3 HLA-B27-AK
signifikant (p < 0,03).

Auf den NK-Zellen war bei Pat. CP eine Abnahme der FD705- und ABCm’-Signale zu beobachten. In
den iibrigen Fillen kam es ebenfalls zur Expressionszunahme, die mit ABCm® und Mel signifikant (p
<0,01), mit FD705 nicht signifikant war.

Auf den T-Lymphozyten war die Zunahme der HLA-B27-Expression am geringsten ausgepragt, jedoch
ebenfalls mit ABCm® und Mel signifikant (p < 0,04), mit FD705 nicht signifikant.

Die HLA-B27-Expression auf den CD4'- und CD8" -Zellen wurde nur unter Verwendung des Mel-
AK bestimmt, hierbei war eine Zunahme um den Faktor 1,5 — 2,5 zu beobachten. Die

Expressionsverldufe beider Lymphozytensubtypen verhielten sich analog.

Bei Pat. HT (sekundérer Therapieversager) nahm die HLA-B27-Oberflichenexpression unter
Infliximabtherapie ebenfalls zu. Der nachlassende Therapicerfolg bedingte kein von den iibrigen
Patienten abweichendes Verhalten der Expressionsstarke.

Bei dem aus der Studie ausgeschiedenen Pat. BB war unter Verumgabe auf allen

Lymphozytensubpopulationen eine Expressionsabnahme zu beobachten. Die Transaminasenerhhung

7 statistische Auswertung s. VIII
8 ohne Beriicksichtigung von Pat. BB
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ging mit einer passageren Zunahme der HLA-B27-Oberflichenexpression einher. Bezogen auf alle 3
HLA-B27-AK war die Expression zum Abbruchzeitpunkt in Woche 36 auf den T-Lymphozyten um
das 2,4fache, auf den NK-Zellen um das 2fache, auf den B-Lymphozyten um das 2,1fache geringer als
zum Zeitpunkt der Erstmessung. Nach Woche 36 (Studienabbruch) konnte eine Zunahme der HLA-
B27-Expressions gemessen werden. Am Ende des verlingerten Beobachtungszeitraumes (Woche 79)
lag die HLA-B27-Expression auf den T-Lymphozyten bei, auf den NK-Zellen und B-Lymphozyten
unter den Ausgangswerten (vgl. Abb. 14).

Innerhalb der HLA-B27-Negativkontrollen war bei 2/10 Probanden zwischen Woche 0 und 50 ein
Anstieg der Oberflachenexpression auf allen drei Subpopulationen zu messen (zwischen Faktor 1,4 —
2,2). Bei den anderen HLA-B27-negativen Probanden blieb die HLA-B27-Expression unbeeinflusst
oder fiel leicht ab.

Bei den erkrankten HLA-B27-Positivkontrollen fielen im Verlauf intraindividuelle Schwankungen der
HLA-B27-Expression auf. Es zeichnete sich kein mehrheitlicher Trend des Expressionsverhaltens ab.
Bezogen auf den Gesamtverlauf ergaben sich im Vergleich von Woche 0 mit Woche 50 folgende
Konstellationen: bei 2 der 5 Kontrollpersonen waren die Messwerte auf allen Subpopulationen stabil,
bei 2 Personen war eine auf T-Lymphozyten beschriankte Zunahme der Expression (Faktor 1,3 und
1,5), bei einer weiteren eine Expressionsabnahme auf allen Subpopulationen (zwischen Faktor 1,2 —
1,5) zu beobachten.

Die Oberflachenexpression der gesunden HLA-B27-positiven Kontrollperson blieb auf allen

Subpopulationen weitgehend konstant.

Sowohl in der Patienten- als auch in den Kontrollgruppen korrelierten die Expressionsverldufe der
eingesetzten 3 HLA-B27-AK miteinander (multipler Korrelationskoeffizient (R) = 0,8 und 0.9). Der
Faktor der Expressionsverdnderung variierte teilweise (vgl. Abb. 15).

Die Auswertung der unspezifischen AK-Bindung bei den HLA-B27-negantiven Proben ergab
Unterschiede in der Spezifitit der verwendeten HLA-B27-AK. Mel zeigte mit Ausnahme von zwei
Kontrollpersonen, die vermutlich durch Kreuzreaktivitdt mit HLA-B7 bedingt sind (Levering et al.,
2000; Levering et al., 2002), die geringste Bindung bei HLA-B27-negativen Proben. ABCm’® wies die
hochste Bindung bei den Negativkontrollen auf, FD705 nahm ecine Mittelstellung ein. Mit FD705
wurde im Verlauf die beste Reproduzierbarkeit der Messwerte erreicht, weswegen fiir die folgenden

grafischen Darstellungen die mit diesem AK ermittelten Werte gewahlt wurden.
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Abb. 12: Exemplarische Darstellung der HLA-B27-Expressionszunahme auf T-Lymphozyten, NK-Zellen und

B-Lymphozyten unter Infliximabtherapie am Beispiel des FD705-AK (ohne Beriicksichtigung von Pat. BB)
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Verlauf der HLA-B27-Expression
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Abb. 13: HLA-B27-Expressionsszunahme auf T-Lymphozyten, NK-Zellen und B-Lymphozyten unter
Infliximabtherapie, dargestellt als Mittelwerte aller Patienten am Beispiel des FD705-AK (ohne
Beriicksichtigung von Pat. BB und der Auslassversuche in Woche 54 — 60).

Verlauf der HLA-B27-Expression
Pat. BB
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—&— T-Lymphozyten —#— NK-Zellen —@— B-Lymphozyten ‘

Abb. 14: Verlauf der HLA-B27-Expression auf T-Lymphozyten, NK-Zellen und B-Lymphozyten bei Pat. BB
am Beispiel des FD705-AK.

Zwischen Woche 18 und 22 Transaminasenerhohung, in Woche 36 Studienabbruch mit anschlieender oraler
Corticosteroidtherapie.
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Abb. 15: Zunahme der HLA-B27-Expression in Abhéngigkeit von verwendetem B27-AK und jeweiliger
Lymphozytensubpopulation.
Verglichen sind jeweils die Messwerte der Wochen 0 und 60 (ohne Beriicksichtigung von Pat. BB).
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111.3.2. MHC-K lasse-I-Oberflachenexpression

Der Verlauf der MHC-Klasse-I-Oberflachenexpression unterlag intra- und interindividuellen
Schwankungen. Tendenziell ergab sich ein Expressionsanstieg, der im single sample t test auf NK-
Zellen (p = 0,01) und B-Lymphozyten (p < 0,003) signifikant, auf den T-Lymphozyten (p > 0,07)

nicht signifikant war.

Zwischen dem Verlauf der HLA-B27- und MHC-Klasse-I-Expression bestand keine signifikante
Korrelation (Korrelationskoeffizient (r) zwischen 0,1 und 0,6; vgl. Abb. 16).

Bei den HLA-B27-negativen Kontrollpersonen war in Woche 50 in einem Fall eine auf B-
Lymphozyten beschrinkte Verdoppelung der MHC-Klasse-I-Expression zu beobachten. Ansonsten
blieb die MHC-Klasse-I-Oberflichenexpression wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraumes im
Wesentlichen unveréndert.

Innerhalb der HLA-B27-positiven Kontrollpersonen variierte die MHC-Klasse-I-Expression in einem
Fall um den Faktor 1,2, bei allen anderen Positivkontrollen blieb die MHC-Klasse-I-Expression

unbeeinflusst.
Wie bei den Patienten bestand auch bei den Kontrollpersonen keine signifikante Korrelation zwischen

den Verldufen der HLA-B27- und MHC-Klasse-I-Expression (Korrelationskoeffizient (r) zwischen
0,1 und 0,6).
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Abb. 16: Grafische Darstellung der einfachen linearen Regression zwischen der HLA-B27- und MHC-Klasse-I-
Oberflachenexpression der Patientengruppe am Beispiel des FD705-AK.
Es besteht keine signifikante Korrelation. (Signifikante Korrelation wird angenommen bei (r) = 0,8).
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111.3.3. MHC-Klasse-I | -Oberflachenexpression

Die MHC-Klasse-II-Expression blieb sowohl in der Patienten-, als auch in den Kontrollgruppen mit

folgenden Ausnahmen iiber den gesamten Beobachtungszeitraum stabil:

Ein Patient zeigte auf den NK-Zellen eine 1,8fache, ein anderer auf den B-Lymphozyten eine 1,7fache
Zunahme der MHC-Klasse-II-Expression. Bei einem weiteren Patienten fiel die Expression der NK-

Zellen auf die Hailfte ab.

Bei den HLA-B27-Negativkontrollen war in einem Fall auf den NK-Zellen ein 1,7facher, in einem
anderen auf den B-Lymphozyten ein 1,6facher Anstieg der Oberflachenexpression nachweisbar. Alle
anderen Werte bliecben sowohl in der HLA-B27-Negativ-, als auch in der HLA-B27-

Positivkontrollgruppe im wesentlichen unbeeinflusst.
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Abb. 17: Histogramm overlay. Zunahme der HLA-B27- und MHC-Klasse-1-Expression (Reihe 1 und 3), erkennbar an der Rechtsverschiebung der Histogramme.

Unveranderte MHC-Klasse-11-Expression (Reihe 4) und unverdnderte HLA-B27-Expression der HLA-B27-Negativkontrolle (Reihe 2).

Werte von Pat. FSund zugehoriger HLA-B27-Negativkontrolle. Ausgefilltes Histogramm = vor Therapie, leeres Histogramm = Woche 48 (Patient) bzw. Woche 50 (Negativkontrolle).
Verwendeter HLA-B27-AK: FD705.
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111.3.4. Quadrantenanalyse

Die Quadrantenanalyse der erhobenen durchflusszytometrischen Daten zeigte bei 7 der 8
Therapieresponder einen Anstieg der relativen Lymphozytenzahl unter Infliximab (vgl. Abb. 18a). Bei
4 dieser Patienten war zudem ein Anstieg der absoluten Lymphozytenzahl zu beobachten.

Die separate Analyse der Subpopulationen ergab in iiber 50% der Fille eine Zunahme des relativen T-
Lymphozytenanteils (6/8 Therapieresponder) und des NK-Zellanteils (6/8 Therapieresponder) und
eine Abnahme des B-Lymphozytenanteils (5/8 Therapieresponder) (vgl. Abb. 18b).

Bei Pat. BB (Studienabbruch) fiel der relative Lymphozytenanteil nach passagerem Anstieg in Woche
18 wieder ab. Bei Pat. HT (sekundérer Therapieversager) persistierte wéhrend des gesamten

Beobachtungszeitraumes eine Neutrophilie mit absoluter Lymphopenie.

In der Kontrollgruppe  waren  keine  quantitativen  Verdnderungen  bei  den

Lymphozytensubpopulationen zu beobachten.
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ADbb. 18a: Quadrantenanalyse der Therapieresponder: Anstieg der relativen Lymphozytenzahl unter Infliximab.
Verglichen sind die Werte vor Therapie und vor der 10. Infusion. (Zur besseren Veranschaulichung ist die
Zunahme mit gefiillten, die Abnahme mit leeren Symbolen dargestellt).
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Abb. 18b: Separate Auffiihrung der einzelnen Lymphozytensubpopulationen: Zunahme des relativen T-
Lymphozyten- und NK-Zell-Anteils und Abnahme des relativen B-Lymphozytenanteils unter Infliximab.
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V. DISKUSSION

[V.1. DISKUSSION DER KLINISCHEN ERGEBNISSE

Im klinischen Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Therapie mit Infliximab
zu einer deutlichen und anhaltenden Verbesserung der Krankheitsaktivitét bei aktiver AS fiihrt. 8 der
10 eingeschlossenen Patienten erreichten die zugrunde gelegten Zielkriterien. Die Verbesserung der
Aktivitdtsparameter ging einher mit der Normalisierung der laborchemischen Entziindungswerte und
kernspintomografischen Befunde. Innerhalb der Placebogruppe blieb die Krankheitsaktivitidt wihrend
der zweiarmigen Phase konstant, unabhéngig von einer Behandlung mit NSAR.

Aufgrund der niedrigen Fallzahl ist die statistische Aussagekraft dieser Ergebnisse und die Beurteilung
der Signifikanz beschrinkt. Die vorgelegten Daten werden jedoch gestiitzt durch die
Zwischenauswertung der TNF-AS-2-Studie (Braun et al., 2002; Brandt et al., 2002), in die 7 der im
Rahmen dieser Arbeit behandelten Patienten eingegangen sind, sowie durch weitere
Langzeitergebnisse mit Infliximab (Kruithof et al., 2002; Breban et al., 2002; Maksymowych €t al.,
2002b; Van den Bosch et al., 2002; Temekonidis et al. 2003).

IV.1.1. Beurteilung der Therapiewirksamkeit von Infliximab bel Patienten mit aktiver
Spondylitis ankylosans

Im Gegensatz zur RA existieren fiir die AS keine validen laborchemischen Aktivititsparameter. Es
konnte mehrfach gezeigt werden, dass die Hohe der Entziindungsparameter nicht immer mit der
Krankheitsaktivitdt korreliert (Laurent & Panayi, 1983; Shechan et al., 1986; Spoorenberg et al.,
1999). Hohe Entziindungswerte miissen nicht in jedem Fall mit einer subjektiven Verschlechterung
oder mit bildgebenden Verdnderungen einhergehen (Khan et al., 1985; van der Linden et al., 1988),
umgekehrt muss sich ein ,,Schub®“ nicht notwendigerweise in einer Erhohung der klassischen
Laborparameter niederschlagen. Dies ist auch der Grund, weshalb bei der TNF-AS-2-Studie
laborchemische Parameter nicht als Einschlusskriterium herangezogen wurden.

Wie in I11.2.2. dargelegt, sinken CRP und BKS bereits nach einer Veruminfusion in den Normbereich
ab. Bei Patienten mit RA konnte gezeigt werden, dass die durch eine TNF-Blockade induzierte
Normalisierung der Entziindungsparameter mit einer Verlangsamung der radiologischen Progression
assoziiert ist (Lipsky et al., 2000). Interessant ist, dass bei der AS eine Therapie mit NSAR keinen
oder nur geringen Effekt auf BKS und CRP hat und vermutlich keinen Einfluss auf die
Krankheitsprogression nimmt (Dougados & van der Heijde, 2002). Es ist denkbar, dass bei der AS
der Verlauf der Entziindungswerte eher mit der Krankheitsprogression als mit der punktuellen
Krankheitsaktivitdt korreliert. Zumindest bei isoliert axialem Befallsmuster gibt es Hinweise dafiir,

dass hohe CRP-Werte mit einem raschen Fortschreiten der Erkrankung assoziiert sind (Averns et al.,
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1996; Dougados €t al., 1999). Es bleibt zu priifen, ob die durch Infliximab induzierte Suppression der
Akute-Phase-Proteine die Krankheitsprogression der AS beeinflusst oder lediglich als Epiphdnomen
zu werten ist. Wére ersteres der Fall, stiinde mit TNF-Antikorpern bei der Therapie der AS eine
Substanzklasse zur Verfiigung, mit der neben einer effektiven Entziindungshemmung erstmals eine

Prognoseverbesserung erreicht werden konnte.

Fiir eine therapeutische Uberlegenheit von Infliximab spricht auch die Verbesserung der unter NSAR-
Gabe unverinderten kernspintomografischen Befunde (vgl. 111.2.3.). Entziindliche Verénderungen im
Rahmen einer akuten Sakroiliitis und Spondylitis fiihren nach Gadolinium-Applikation in der
fettunterdriickten (STIR-) Sequenz zur Signalverstirkung und konnen so in einer sehr frithen Phase
mittels kernspintomografischer Aufnahmen detektiert werden (Braun €t al., 1994; Bollow et al., 1995;
Bollow et al., 2002). Stone et al. konnten zeigen, dass der klinische Therapieerfolg unter Infliximab
mit der Verbesserung des bildgebenden Befundes korreliert (Stone et al., 2001). Vergleichbare
Ergebnisse existieren bei der Therapie von Enthesiopathien mit Etanercept (Marzo-Ortega €t al.,
2001). Auf diesem Hintergrund ist der beschriebene Riickgang der Kontrastmittelanreicherung in
Woche 14 und 60 als Ausdruck einer wirksamen Entziindungseinddmmung unter TNF-Blockade zu
werten. Da der Ossifikationsprozess der AS mitunter {iber chronische Entziindungsprozesse getriggert
zu sein scheint (vgl. 1.1.3.), konnte der Blockade lokaler Entziindungsvorgéinge eine entscheidende

Rolle bei der Verhinderung irreversibler Ankylosierungen zukommen.

Die Beurteilung sowohl der Krankheitsaktivitit als auch der Therapiewirksamkeit erfolgte anhand des
BASDALI Dieser fult nach dem Prinzip der visuellen Analogskala auf der Selbsteinschitzung des
Patienten und unterliegt daher personlichen Variablen und mitunter auch der Suggestibilitit der
betreffenden Person (vgl. VIIL.1.1.). Nichtsdestotrotz ist der BASDAI als das derzeit valideste
Instrument fiir die Aktivitdtsbeurteilung der AS anzusehen (Calin et al., 1999¢; Haywood et al., 2002).
Objektivere Parameter, wie die Messung der funktionellen Bewegungseinschrinkungen durch den
BASMI, haben sich als weniger sensitiv herausgestellt (Anderson et al., 2001). Dies konnte damit
zusammenhéngen, dass in fortgeschrittenen Krankheitsstadien durch die bereits bestehende
Ankylosierung keine Verbesserung der Beweglichkeit mehr zu erwarten ist.

Die  mangelnde  Verfiigbarkeit  objektiver = Parameter, insbesondere  laborchemischer
Entzlindungszeichen, stellt sicherlich ein Problem bei der Aktivititsbeurteilung der AS dar. Dies
konnte die Bewertung der Therapiewirksamkeit beeinflussen und ist bei der Interpretation der

Ergebnisse zu beachten.



DISKUSSION 45

IV.1.2. Beurteilung der Sicherheit und Vertraglichkeit von Infliximab bei Patienten
mit aktiver Spondylitis ankylosans

Das zu erwartende Nebenwirkungsprofil einer anti-TNF-Therapie ldsst sich hypothetisch ableiten aus
der Suppression TNF-vermittelter Wirkungen einerseits und aus der chemisch-immunologischen
Natur des jeweiligen TNF-Blockers andererseits. Da eine TNF-Blockade immunsupprimierend wirkt,
ist mit einer erhohten Infektanfilligkeit zu rechnen. Die komplexe Einflussnahme von TNF auf das
Uberleben von Zellen, insbesondere die Fihigkeit zur Tumorkontrolle, lassen auBerdem an ein
erhohtes Malignomrisiko unter anti-TNF-Therapie denken. Vorwiegend bei der Gabe eines chiméren
AK sind infolge der Immunogenitdt nicht humaner Anteile allergische Reaktionen und
Autoimmunphé@nomene denkbar (z.B. Induktion von AK gegen den therapeutischen AK, sogenannte

HACA = human anti chimeric antibodies).

Die in III.2.4. beschriebenen passageren Nebenwirkungen decken sich mit den bisher hierzu
verdffentlichten Daten. In den bisher gréfiten placebokontrollierten Studien mit Infliximab (Schaible,
2000) zeigten sich als hidufigste Nebenwirkungen ebenfalls unspezifische infusionsassoziierte
Reaktionen, wie Kopfschmerzen, Miidigkeit und Infektionen des oberen Respirationstraktes.

In der vorliegenden Untersuchung hatten alle Patienten einen negativen Tuberkulintest und zeigten
unter TNF-Blockade keine Hinweise auf eine Tuberkulose. Mit der zunehmenden Verabreichung von
TNF-Blockern kristallisiert sich jedoch v.a. bei Infliximab eine starke, bisher allerdings statistisch
nicht belegte Assoziation mit Tuberkulosereaktivierungen heraus. Bis Mai 2001 wurden weltweit
147.000 Patienten mit Infliximab und 102.000 Patienten mit Etanercept therapiert. Unter Infliximab
sind 70, unter Etanercept 9 Fille einer reaktivierten Tuberkulose dokumentiert (Keane €t al., 2001).
Dabei handelt es sich in liber 50 % um extrapulmonale oder disseminierte Formen, die im allgemeinen
nur unter extremer Immunsuppression, beispielsweise im Rahmen einer HIV-Infektion, beobachtet
werden. In vitro und an Mausmodellen wurde ein Zusammenhang zwischen Tuberkuloseanfalligkeit
und verminderter TNF-Aktivitdt gezeigt (Keane et al., 2000; Mohan et al., 2001). Es ist denkbar, dass
TNF bei der Abwehr und Kontrolle von Mykobakterien eine besondere Rolle spielt. Unklar ist
allerdings, warum eine TNF-Blockade durch Etanercept mit einem geringeren Reaktivierungsrisiko

einher zu gehen scheint.

Ein Patient (BB) entwickelte im Anschluss an einen Thailandaufenthalt eine Hepatitis unklarer
Genese. Bisher sind 2 Fille einer bioptisch gesicherten cholestatischen Hepatitis unter Infliximab
beschrieben (Saleem et al., 2001; Menghini & Arora, 2001). Im vorliegenden Fall erscheint eine
medikamentds-toxische Ursache jedoch unwahrscheinlich, da unter Fortfiihrung der Infliximab-

therapie eine Normalisierung der Transaminasen zu beobachten war.
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Als auffdllig hdufig ist in der vorliegenden Studie der Anstieg des ANA-Titers anzusehen, der in
einem Fall mit der Entwicklung eines Lupus-like-Syndroms assoziiert war. Eine Induktion von ANA
unter TNF-Blockade ist in der Literatur regelméfig beschrieben (Sandborn & Hanauer, 1999; De
Rycke et al., 2003; Debandt et al., 2003). Eine gleichzeitige Therapie mit MTX scheint die
therapieinduzierte Bildung von AK zu verringern, vermutlich durch die dadurch mogliche
Dosisreduktion des TNF-Blockers (Lipsky et al., 2000). Die pathologische Bedeutung der ANA-
Bildung ist nicht geklart. Es konnte bisher weder eine signifikante Korrelation mit einem
Wirkungsverlust, noch mit einem gehéuften Auftreten von Nebenwirkungen nachgewiesen werden.
Ein medikamentds induziertes Lupus-like-syndrome, fiir das ein Anstieg des ANA-Titers
charakteristisch ist, insbesondere beim Nachweis von Doppelstrang-DNS-AK und Histon-AK, ist im
Rahmen der oben erwihnten Studien in weniger als 1% dokumentiert. Hinzu kommt, dass die
Héaufigkeit der nachgewiesenen Doppelstrang-DNS-AK von der verwendeten Bestimmungsmethode
abhéngt (Charles et al., 2000). Beim derzeitigen Wissensstand muss eine ANA-Induktion unter TNF-
Therapie ohne Vorliegen klinischer lupus-typischer Symptome daher als zu beobachtendes

Begleitphdnomen gewertet werden.

Eine potentielle Zunahme der Malignominzidenz kann aufgrund der geringen Fallzahlen und kurzen
Beobachtungszeitriume weder in der vorliegenden Arbeit, noch anhand der bisherigen Studien

beurteilt werden.

IV.1.3. TNF und Spondylitis ankylosans

In der Pathogenese der RA scheinen TNF und IL-1 eine priméire Rolle zu spielen (Choy & Panayi,
2001; Feldmann et al., 2001). Im Zusammenhang mit der AS existieren inzwischen ebenfalls
Hinweise, die eine primére Beteiligung TNF-vermittelter Effekte bei der Krankheitsmanifestation
vermuten lassen. So konnte aus den ISG von AS-Patienten TNF-mRNA und TNF-Protein (Braun €t
al., 1995) isoliert werden. In Studien wurde die Wirksamkeit einer TNF-Blockade nicht nur bei AS,
sondern auch bei Crohn-Arthritis und Psoriasis-Arthritis gezeigt (Van den Bosch et al., 2000b; Van
den Bosch et al., 2000a; Van Den Bosch et al., 2002; Mease €t al., 2000). Dies ist unter zwei
Gesichtspunkten erwdhnenswert. Zum einen handelt es sich bei diesen Arthritisformen wie bei der AS
um Erkrankungen aus dem Formenkreis der SpA. Zum anderen konnen bei 20 - 60% der SpA-
Patienten Darmlédsionen diagnostiziert werden, die mit den Schleimhautverdnderungen im Rahmen
eines Morbus Crohn vergleichbar sind (Mielants et al., 1996; Vaile et al., 1999; De Keyser et al.,
2000).

Es stellt sich die Frage, ob die eindriickliche therapeutische Wirksamkeit einer TNF-Blockade

lediglich Ausdruck einer unspezifischen Immunsuppression ist, oder auf eine zentrale Rolle von TNF
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in der Pathogenese der AS zuriickzufiihren ist. Gestiitzt auf die oben aufgefiihrten klinischen und
histologischen Befunde ist bei der AS die Moglichkeit einer pathologisch erhdhten TNF-Expression zu
diskutieren. Tatséchlich konnten bei AS-Patienten mittels ELISA signifikant hohere TNF- und IL6-
Serumspiegel nachgewiesen werden (Gratacos et al., 1994; Schotte H, 2001). Im Tiermodell scheint
eine Uberexpression von TNF die Manifestation AS-dhnlicher Lésionen ebenfalls zu begiinstigen
(Crew et al., 1998). Dagegen zeigten Rudwaleit et al. in durchflusszytometrischen Untersuchungen
eine niedrigere TNF-Produktion von T-Zellen bei AS-Patienten und HLA-B27-positiven gesunden
Personen verglichen mit HLA-B27-negativen Kontrollpersonen (Rudwaleit et al., 2001). Hierbei ist
allerdings zu bedenken, dass die TNF-Expression in den Kompartimenten Blut und Gewebe nicht
notwendigerweise miteinander korrelieren miissen und eine niedrige periphere TNF-Produktion eine
hohe lokale TNF-Exposition nicht ausschliefit (Colbert et al., 2001). Bei Patienten mit RA konnten in
Synovia und Synovialis befallener Gelenke signifikant erhdhte TNF-Spiegel nachgewiesen werden,
was fiir die Moglichkeit einer Kompartimentierung der TNF-Expression spricht (Husby & Williams,
1988; Tetta et al., 1990; Chu et al., 1991).

Ausgehend von den in 1.3.1. beschriebenen immunologischen Zytokineffekten ist es denkbar, dass
TNF-vermittelte Umbauvorginge in Gelenken und gelenknahen Strukturen bei der Pathogenese der
AS beteiligt sind. So kénnte eine TNF-induzierte Uberexpression von Adhisionsmolekiilen die
Migration und Rekrutierung von Entziindungszellen in Gelenken begiinstigen, was eine Anderung des
intraartikuldren Zytokinprofils zur Folge hitte (Vaday & Lider, 2000). Dadurch induzierte und durch
TNF unterhaltene Mechanismen konnten langfristig zu Remodelingvorgdngen und schlieBlich zur
Ankylosierung fithren. Zu denken ist hierbei v.a. an TNF-abhingige Effekte, wie Ausschiittung
degradierender Enzyme (Saklatvala, 1986; Van den Berg, 1999), Fibroblastenproliferation (Kim et al.,
2000, Zhang et al., 2001), Osteoklastenaktivierung (Gravallese €t al., 2000; Romas €t al., 2002; Zou et
al., 2002) und Einwanderung von Osteoklastenvorstufen (McGowan et al., 2001) oder T-Zell-
vermittelten Knochenabbau (Kong et al., 1999). Dariiber hinaus ist es vorstellbar, dass TNF durch
Vermittlung immunsupprimierender Effekte, wie die Limitierung der T-Zell-Antwort oder die
Induktion antiinflammatorischer Zytokine, zur Entwicklung einer latenten protrahiert verlaufenden
Entziindungsreaktion beitrdgt und damit eine Chronifizierung des Entziindungsgeschehens bahnt

(Cope et al., 1997; Ruuls & Sedgwick, 1999; Maini, 2000).

Wie in der Einleitung dargelegt, wird neben TNF seit langem HLA-B27 als zentraler pathogenetischer
Faktor der AS diskutiert. Nach den vorangegangenen grundsitzlichen Uberlegungen zur
pathogenetischen Rolle TNF-vermittelter Effekte wird nun im Folgenden unter dem Aspekt der
therapeutischen TNF-Blockade auf eine mdgliche Assoziation zwischen TNF und HLA-B27
fokussiert.
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[V.2. DISKUSSION DER EXPERIMENTEL L EN ERGEBNISSE

IV.2.1. Validitat der Ergebnisse

Wihrend punktuelle Analysen der HLA-B27-Expression seit den 70er Jahren durchgefiihrt werden,
liegen ldngerfristige durchflusszytometrische Verlaufsbeobachtungen unter Therapiebedingungen
bisher noch nicht vor. Die Absolutwerte der Fluoreszenz (FL) bei durchflusszytometrischen
Untersuchungen hingen von vielen Faktoren ab, wie z.B. HLA-B27-Subtyp, AK-Menge, AK-
Hersteller, Durchflusszytometriegerit, und sind deshalb nur bedingt vergleichbar (z.B. Kirveskari et
al., 1999; el-Zaatari & Taurog, 1992). Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Messwerte konnen
daher nicht ohne weiteres mit den in der Literatur verfligbaren FL-Werten in Beziechung gesetzt
werden. Fiir die Untersuchung einer potentiellen Beeinflussung der HLA-B27-Expression durch eine
Anti-TNF-Therapie ist daher eine intraindividuelle Verlaufsbeobachtung unter moglichst stabilen
Bedingungen geeignet. Es wurde deshalb mit der Zellkryokonservierung eine Methode gewahlt, die es
erlaubt, die zu den verschiedenen Visiten gewonnen Zellen eines Patienten zum gleichen Zeitpunkt zu
analysieren.

Es ist bekannt, dass die Oberflichenexpression von HLA-Antigenen temperaturabhéngig ist. Fiebig et
al. konnten an Lymphozyten jedoch zeigen, dass die Zellkryokonservierung mit DMSO keinen
signifikanten Einfluss auf durchflusszytometrische Analysen bedingt und vergleichbare Ergebnisse zu
Frischzellanalysen liefert (Fiebig et al., 1997). Unsere Analysen wurden sowohl in einer
Zwischenauswertung in Woche 24 (Wittwer et al., 2001), als auch mit erweitertem AK-Spektrum in
einer Endauswertung nach Woche 60 durchgefiihrt. Die dabei erhobenen redundanten Bestimmungen
zeigten eine gute Ubereinstimmung. Um den Einfluss methodischer Fehler durch den Einfrier- oder
Auftauvorgang der Lymphozyten auszuschlieen, wurden die Proben bei der Endauswertung teilweise
in umgekehrter Reihenfolge aufgetaut und analysiert. Ferner wurden stichprobenartig bei einzelnen
Visiten parallel Daten aus frischen ficollierten Lymphozyten erhoben und mit den Daten der
akquirierten Zellen verglichen.

In Ubereinstimmung mit Fiebig et al. zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, so dass eine durch
die Zellaufbereitung bedingte Verdnderung der HLA-Oberflichenexpression unwahrscheinlich ist.
Dariiber hinaus zeigen die stabilen Messwerte innerhalb der HLA-B27-negativen
Kontrollpersonengruppe, dass eine Expressionszunahme aufgrund unspezifischer, beispielsweise

methodisch bedingter, AK-Bindung, nicht anzunehmen ist.
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IV.2.2. Zunahme der Oberflachenexpression von HLA-B27- bzw. MHC-Klasse-1-Moleklen auf
Lymphozyten durch wieder holte Therapie mit Infliximab

In der durchflusszytometrischen Analyse der Lymphozyten konnte bei der Patientengruppe eine
Zunahme der HLA-B27- und MHC-Klasse-I-Expression gezeigt werden, wahrend die MHC-Klasse-
II-Expression unverédndert blieb. Es bestand keine signifikante Korrelation zwischen den Verldufen der
HLA-B27- und MHC-Klasse-I-Expression. Der Expressionsanstieg konnte auf den einzelnen
Lymphozytensubpopulationen in unterschiedlicher Auspriagung nachgewiesen werden. Bei den HLA-
B27-positiven und —negativen Kontrollpersonen zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen der
Expression der jeweiligen Oberfldchenantigene. Die Quadrantenanalyse ergab bei den
Therapierespondern (8/10) eine relative Zunahme der T-Lymphozyten und NK-Zellen und eine
relative Abnahme der B-Lymphozyten unter Infliximab. Bei 4 dieser Patienten war zudem ein Anstieg

der absoluten Lymphozytenzahl zu beobachten.

Ein Patient (BB) ist in Woche 36 unter dem Verdacht eines medikamentds induzierten Lupus-like-
Syndroms aus der Studie ausgeschieden. Zuvor war bei ihm aulerdem eine Hepatitis unklarer Genese
aufgefallen. Interessanterweise fiel bei ihm die HLA-B27-Expression unter Infliximabgabe nach
intitaler Zunahme in Woche 18 wieder ab. Ebenso sank der relative Lymphozytenanteil nach
passagerem Anstieg in Woche 18 wieder ab. Ob diese Befunde mit der Entwicklung des Lupus-like-
Syndroms oder der Hepatitis assoziiert sind, kann anhand der vorliegenden Daten nicht beurteilt
werden. Die ausbleibende definitive Zunahme der HLA-B27-Expression koénnte jedoch fiir einen
Zusammenhang zwischen Therapieerfolg und ansteigender HLA-B27-Expression sprechen. Hier muss
allerdings eingerdumt werden, dass auch bei Pat. HT trotz sekundéren klinischen Therapieversagens
ein Anstieg der HLA-B27-Expression zu beobachten war. Bemerkenswert ist, dass bei ihm wéhrend
des gesamten Beobachtungszeitraums eine absolute Lymphopenie persistierte. Da insgesamt nur 2
Patienten von einem Therapieversagen betroffen waren, kann die Relevanz dieser Phinomene jedoch

nicht beurteilt werden.

Da HLA-B27 als MHC-Klasse-I-Molekiil durch den MHC-Klasse-I-spezifischen AK w6/32 detektiert
wird, ist bei Zunahme der HLA-B27-Expression auch eine Zunahme der MHC-Klasse-I-Expression zu
erwarten. Die fehlende Korrelation zwischen den Verldufen der HLA-B27- und MHC-Klasse-I-
Expression konnte dadurch bedingt sein, dass sich die Effekte der Expressionszunahme und der
beobachteten intraindividuellen Schwankungen der MHC-Klasse-I-Expression {iberlagern (vgl.
II1.3.2). Andererseits konnte die Diskrepanz zwischen beiden Expressionsverldaufen jedoch auch darauf
hinweisen, dass HLA-B27 unter bestimmten Umstdnden ein von anderen MHC-Klasse-I-Molekiilen

abweichendes Verhalten zeigt, was im weiteren Verlauf noch diskutiert werden wird.
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Obwohl die statistischen Auswertungen aufgrund der niedrigen Fallzahl nur eingeschrankt
aussagekriftig sind, sprechen die Daten fiir einen Zusammenhang zwischen der anti-TNF-Therapie
und der ansteigenden HLLA-B27-Expression. Die Tatsache, dass der Beginn der erfassbaren klinischen
Verbesserung nicht mit dem Einsetzen der Expressionszunahme korreliert, schliet eine mogliche
Assoziation beider Befunde nicht aus. So konnte beispielsweise bei mit Infliximab therapierten AS-
Patienten gezeigt werden, dass die therapieinduzierten Verdnderungen der zelluléren
Zytokinexpression und der Beginn des klinischen Therapieerfolgs zeitlich nicht miteinander

korrelieren (Zou €t al., 2003).

Fir die gezeigte Zunahme der HLA-B27-Oberflichenexpression unter Infliximab sind zwei

verschiedene Mechanismen zu diskutieren:

1. die verdnderte Kompartimentierung HLA-B27-hochexprimierender Zellen

2. die Hochregulation der HLA-B27-Expression.

1. Veridnderte Zellkompartimentierung unter Infliximab

Wie in 1.3.1. dargelegt, beeinflusst TNF iiber das Zusammenspiel komplexer Mechanismen
Zellmigration und Apoptose. Es ist daher vorstellbar, dass die Verabreichung TNF-blockierender
Substanzen qualitative und quantitative Verdnderungen innerhalb des intra- und extravasalen
Kompartiments zur Folge hat.

Unter TNF-Blockade ist sowohl die Hemmung (Wallach et al., 1999; Miki & Eddy, 2002), als auch
die Aktivierung (Van Antwerp et al.,, 1996; Beg & Baltimore, 1996) TNF-abhéngiger
Apoptosesignalkaskaden denkbar. Die unter TNF-Suppression beobachtete Endothelaktivierung
(Paleolog et al., 1996; Tak et al., 1996; Baeten et al., 2001; Smith et al., 2001) kénnte zudem eine
intravasale Retention von T-Lymphozyten (Ohshima et al., 1999; Barrera et al., 2001) und eine
Einwanderung von B-Lymphozyten in die Synovia (Baeten et al., 2001) induzieren. Derartige Effekte
konnten schlieBlich zur intravasalen Kompartimentierung hoher exprimierender Zellen und damit zum
beobachteten Anstieg der HLA-B27-Expression fithren. Da TNF auflerdem einen potenten B-Zell-
Wachstumsfaktor darstellt (Boussiotis €t al., 1994), ist bei der gemessenen Abnahme der B-
Lymphozytenfraktion unter Infliximab moglicherweise auch eine Hemmung der Zellreifung beteiligt,

was zur Erniedrigung HLA-B27-schwachexprimiender Zellen fiihren konnte.

2. Hochregulation der HLA-B27-Expression unter Infliximab

MHC-Klasse-I-Molekiile sind im Normalfall trimolekulare Komplexe, bestehend aus schweren Ketten

(HC), B,-Mikroglobulin (3,m) und préisentiertem Peptid. Sie werden als membranstindige
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Glykoproteine auf den meisten kernhaltigen Zellen exprimiert. Dieser trimolekulare Komplex wird im
endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert und tritt physiologischerweise erst in Anwesenheit
des antigenen Peptids zusammen (Pamer & Cresswell, 1998), um dann {iber den Golgi-Apparat zur
Zelloberflache zu gelangen. Zu einem kleineren Teil werden MHC-Klasse-I-Molekiile jedoch auch in
Form [,m-freier HC exprimiert. Derartige Varianten entstehen nach fehlerhafter Prozessierung
moglicherweise durch eine B,m-Dissoziation an der Zelloberfliche (Rock et al., 1991). In jlingster
Zeit wird die fehlerhafte Prozessierung des HLA-B27-Molekiils bei der Pathogenese HLA-B27-
assozierter Erkrankungen diskutiert. Es wird postuliert, dass dabei entstehende aberrante B27-HC in
B.m-freier Form exprimiert werden (Khare et al., 1998; Allen et al., 1999; Tsai et al., 2002; Malik et
al., 2002; Uchanska-Ziegler & Ziegler, 2003) oder als retinierte B27-Molekiile im ER akkumulieren
und auf diese Weise eine Entziindungsreaktion triggern (Mear et al., 1999; Colbert, 2000).

Wie in IV.1.3. dargelegt, wird bei der Pathogenese der AS die Mdglichkeit einer TNF-Uber-
produktion diskutiert. Da TNF die Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I-Molekiilen induziert
(Gobin € al., 1998; Girdlestone, 2000; Hallermalm et al., 2001), ist es denkbar, dass eine erhOhte
TNF-Exposition einen gesteigerten intrazelluliren Umsatz schwerer Ketten und dadurch die
Akkumulation oder Oberflichenexpression fehlerhafter B27-HC begiinstigt. Es ist somit umgekehrt
vorstellbar, dass die Therapie mit Infliximab durch Blockierung der TNF-induzierten HLA-
Biosynthese die Entstehung fehlerhafter B27-HC hemmt. Nach wiederholter Applikation kénnte auf
diese Weise die Reexpression trimolekularer HLA-B27-Komplexe gefordert werden, was die Bindung
konformationsabhingiger AK begiinstigen wiirde.

Fiir die Bindung von MEI, dessen HLA-B27-Epitop identifiziert werden konnte, ist die Anwesenheit
eines B,m-Molekiils erforderlich (Benjamin & Parham, 1990; el-Zaatari et al., 1990; el-Zaatari &
Taurog, 1992), so dass die Expression f,m-loser HC eine verminderte Mel-Bindung zur Folge hitte.
Diese Konformationsabhingigkeit der AK-Bindung wire vereinbar mit der Hypothese, dass die vor
Therapiebeginn niedrigere HLA-B27-FL durch retinierte, nicht an der Zelloberflache exprimierte oder
durch exprimierte, f,m-lose B27-HC verursacht sein kdnnte.

Das Epitop des monomorphen MHC-Klasse-I-AK ~ w6/32 ist nicht exakt bekannt,
hochstwahrscheinlich liegt es auf der a2-Doméne der MHC-Klasse-1-Molekiile und kann vermutlich
wie der HLA-B27-AK Mel nur in Verbindung mit f,m erkannt werden (Barnstable et al., 1978; el-
Zaatari et al., 1990; Kapasi & Inman, 1994; Malik et al., 1999). Eine herabgesetzte HLA-B27-
Oberflachenexpression oder B.m-freie HLA-B27-Molekiile konnten somit auch eine verminderte
wo6/32-FL-Intensitit bedingen. Der gemessene Anstieg der HLA-B27-Expression unter Infliximab
wire somit Ausdruck einer verdnderten intrazelluldren Prozessierung von HLA-B27-Molekiilen mit

konsekutiver Mehrexpression AK-kompatibler HLA-B27-Oberfldchenantigene.
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Als MHC-Klasse-I-Molekiil interagiert HLA-B27 mit cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL oder
CDS8"-Zellen). Seine biologische Funktion besteht darin, dem T-Zell-Rezeptor (TCR) Peptide zu
prasentieren, die aus der Prozessierung intrazelluldrer Proteine stammen. Derartige Peptide sind
entweder korpereigen und weisen im Komplex mit HC und B,m die betreffende Zelle als ,,Selbst™ aus,
oder sie stammen von invasiven intrazelluldren Erregern. In diesem Fall wird die Zelle als infiziert
identifiziert und zerstort.

Im Gegensatz zu anderen ,m-freien MHC-Homodimeren, die sich im Normalfall funktionell inaktiv
verhalten (Rock et al., 1991), sind f,m-freie Varianten von HLA-B*2705 in der Lage, Peptide in einer
ungewdhnlich stabilen Form zu binden (Malik et al., 2002). Zudem wird bei der Dimerisierung
aberranter HC-B27 das fiir das Antigenbindungsverhalten wichtige Cystein®’ (Alvarez et al., 2001;
Reinelt et al., 2001; Dangoria €t al., 2002) durch Disulfidbriickenbildung modifiziert (Allen et al.,
1999). Es ist daher moglich, dass B.m-freie HC-B27 andere Peptidbindungseigenschaften aufweisen
als trimolekulare B27-Molekiile. Dies wire vereinbar mit Befunden, nach denen HLA-B27 unter
bestimmten Umstdnden eine ungewohnliche, von anderen Klasse-I-Molekiilen abweichende,
Antigenbeladung zu zeigen scheint (Benjamin €t al., 1991; Garcia et al., 1997; Urban et al., 1994;
Boisgerault et al., 1998; Peh et al., 1998). Peptidbeladene B,m-freie B27-Molekiile konnten daher als
Neoantigene die Lyse durch B27-restringierte CTL triggern. Ungewdhnlicherweise werden B27-HC
unter bestimmten Umstidnden zudem von CD4+-T-Lymphozyten erkannt (Khare et al., 1996; Allen et
al., 1999; Allen et al., 2001; Boyle & Hill Gaston, 2003) wodurch eine CD4+-vermittelte
Immunantwort getriggert werden konnte.

Das HLLA-B27-Molekiil wird auBerdem von inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren erkannt. Solange eine
Interaktion zwischen inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren und MHC-Klasse-I-Molekiilen gewéhrleistet
ist, wird dadurch eine Lyse der erkannten Zelle verhindert (,,express yourself or die*). Wenn die NK-
Zelle an eine Zelle bindet, die nicht ausreichend viele, keine oder verinderte MHC-Klasse-I-Molekiile
tragt, fdllt dieses inhibitorische Signal weg, was eine Lyse der Zelle zur Folge hat (Moretta €t al.,
1996; Lanier, 1998). Eine aufgrund intrazellulédr retinierter B27-HC herabgesetzte MHC-Klasse-I-
Oberfliachenexpression konnte daher eine NK-Zell-Antwort provozieren (Malnati et al., 1995; Peruzzi

et al., 1996, Parham, 1996; Luque et al., 1996).

Diese Uberlegungen verdeutlichen, dass eine verminderte oder aberrante HLA-B27-Expression
immunmodulatorische Effekte im Sinne einer erhdhten Zelllyse zur Folge haben kénnte. Es ist somit
umgekehrt vorstellbar, dass durch die oben postulierte Reexpression klassischer HLA-B27-Molekiile
die Interaktion mit HLA-B27-bindenden immunkompetenten Zellen beeinflusst und
Zelldepletionskaskaden inhibiert werden. Derartige Mechanismen wiirden einerseits die Abnahme
HLA-B27-niedrig- oder fehlerhaft exprimierender Zellen und andererseits die Zunahme HLA-B27-

hochexprimierender Zellen begiinstigen.
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Aufgrund unserer Ergebnisse und der aktuell verfiigbaren Daten in der Literatur halten wir die
Hochregulation der HLA-B27-Expression in Verbindung mit einer modifizierten Zell-Zell-Interaktion
fiir den wahrscheinlicheren Mechanismus. Dieser Erklédrungsansatz ist vereinbar mit dem gegenwirtig
favorisierten pathogenetischen Modell der fehlerhaften HLA-B27-Prozessierung und der derzeit
diskutierten Beteiligung von TNF bei der Manifestation der AS.
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Die folgende Abbildung fasst das Gesagte zusammen:

TNF-Inhibition durch
I nfliximab

S

verminderte Prozessier ung
fehlerhafter HLA-B27-Molekile

'

Hochregulation der veranderte I nter aktion zwischen
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Zellen

l
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hochexprimierender Zellen

AbnahmeHLA-B27-
niedrigexprimierender Zellen

Zunahmeder HLA-B27- und MHC-Klasse-| -Expression
auf Lymphozyten im peripheren Blut

Abb. 19: Postulierte Mechanismen der HLA-B27 und MHC-Klasse-I-Expressionszunahme auf Lymphozyten
unter Infliximab
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V. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden therapeutische und immunmodulatorische Effekte einer TNF-
Blockade bei Patienten mit aktiver Spondylitis ankylosans untersucht. Hierzu wurde an 10 Patienten
wiahrend einer 60wochigen Infliximabtherapie eine Evaluation von Therapiewirksamkeit und
—sicherheit, sowie eine durchflusszytometrische Analyse der HLA-Oberflichenexpression auf

Lymphozyten vorgenommen.

Von 8 Patienten wurde die Therapie ohne ernste Nebenwirkungen gut vertragen und fiithrte zur raschen
und dauerhaften Verbesserung der klinischen, laborchemischen und radiologischen Verlaufsparameter.
Ein Patient entwickelte nach initialer Wirksamkeit ein sekundéres Therapieversagen, bei einem
weiteren Patienten wurde die Therapie unter dem Verdacht eines medikamentds induzierten Lupus-

Syndroms abgebrochen.

Gegen Mitte des Behandlungszeitraumes konnte ein am deutlichsten auf den B-Lymphozyten
ausgeprigter Anstieg der HLA-B27- und MHC-Klasse-I-Expression beobachtet werden. Die
Expressionszunahme ist moglicherweise Ausdruck immunmodulatorischer Effekte, die mit der

langfristigen Therapiewirksamkeit assoziiert sind.

Fiir die Zunahme der Oberflachenexpression kommen folgende Mechanismen in Frage:

1. eine vermehrte intravasale Kompartimentierung primér hoch exprimierender Zellen oder
2. eine durch die TNF-Suppression induzierte Hochregulation einer zuvor niedrigeren HLA-

B27-Oberflachenexpression.

Angesichts unserer Ergebnisse und der aktuell in der Literatur verfiigbaren Daten halten wir letzteren
Mechanismus fiir wahrscheinlicher. Innerhalb dieses Erklarungsmodells ist die bei Therapiebeginn
niedrigere HLA-B27-Expression bedingt durch die Expression einer verminderten Anzahl von HLA-
B27-Molekiilen oder aberranter p,m-freier Varianten, die durch die von uns verwendeten
konformationsabhéngigen Antikérpern nicht detektierbar sind. Unter Hemmung des TNF-Einflusses
kommt es schlieBlich zur schrittweisen Wiederherstellung der physiologischen Prozessierung
trimolekularer HLA-B27-Oberflichenantigene mit konsekutiv vermehrter AK-Bindung. Eine
verminderte oder aberrante HLA-B27-Expression ist moglicherweise mit immunmodulatorischen
Effekten im Sinne einer erhohten Zelldepletion assoziiert. Durch die Reexpression trimolekularer
HLA-B27-Molekiile wird die Interaktion zwischen immunkompetenten Zellen und HLA-B27-
positiven Zellen beeinflusst, wodurch das Zelliiberleben begiinstigt wird. Dieser Erkldarungsansatz ist
vereinbar mit dem gegenwartig favorisierten pathogenetischen Modell der fehlerhaften HLA-B27-
Prozessierung und der derzeit diskutierten Beteiligung von TNF bei der Manifestation der AS.
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Bereits vor seiner Zulassung fur die AS zeichnet sich ab, dass AS-Patienten von Infliximab
maoglicherweise noch mehr profitieren als RA-Patienten (Gorman et al., 2002). Da die Invaliditét von
AS-Patienten weitaus hoher ist, as bisher angenommen und neben NSAR wenig befriedigende
Therapieoptionen zu Verfugung stehen (vgl. 1.1), konnten TNF-Antagonisten einen

vielversprechenden Therapieansatz bei schweren Krankheitsverlaufen darstellen.

Ein grof3er Nachteil aller Biolgicals sind jedoch die damit verbundenen Kosten. Der Rezeptpreis fir
100 mg Infliximab betragt 927 Euro. Fur die Therapie eines 70kg schweren Patienten bedeutet dies
3245 Euro/Infusion. Deshalb ist neben der Erstellung von Therapierichtlinien zur Selektion geeigneter
Patienten die Suche nach einem therapeutischen Gesamtkonzept, das sowohl Patientensicherheit, a's
auch die limitierten finanziellen Ressourcen des Gesundheitssystems berticksichtigt, vordringlich.

In der Rheumaeinheit der Poliklinik Minchen wurde hierzu ein teilstationéres Modell entwickelt, das
neben einer hohen Patientensicherheit eine betréachtliche K osteneinsparung ermoglicht (Wittwer et al.,
2003). Kdlner et a. haben zudem erste Berichte verdffentlicht, die eine MRT-gesteuerte
intraartikuldre Injektion von Infliximab favorisieren (Kellner et al., 2002). Die gezidlte lokale
Applikation einer wesentlich geringeren Infliximabdosis kénnte das Auftreten systemischer
Nebenwirkungen vermindern und Arzneimittelkosten senken und damit eine wegwei sende Alternative

zur bisherigen intraventsen Verabreichung darstellen.

Die Untersuchung der durch eine TNF-Blockade induzierten immunologischen Effekte konnte
wesentlich zum Versténdnis der bei der AS beteiligten Pathomechanismen beitragen. Die in dieser
Arbeit diskutierten immunmodulatorischen Mechanismen sind an grofieren Patientenkollektiven und
unter Einschluss anderer MHC-Klasse-1-Oberflachenantigene, wie z.B. HLA-A2 oder HLA-B7 zu
prufen. In absehbarer Zeit wird zudem ein HC-B27-spezifischer AK verfigbar sein (Bowness, 2002),

der es erlaubt, die postulierte Expression B.m-freier HLA-B27-Molekille besser zu untersuchen.

[Nachtrag nach der miindlichen Prifung:

Aufgrund der TNF-AS-2-Studie wurde Inflixmab im Juni 2003 fur die Therapie der AS in Europa
zugelassen. Die Zulassungsstudie in den USA wird gerade durchgefihrt. Im Januar 2004 wurde auch
Etanercept fir die Therapie der AS zugel assen.]
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VIII. ANHANG

VIII.1. VISUELLE ANALOGSKALEN

Die visuellen Analogskalen entsprechen in naturgetreuem Mal3stab einer Lange von 10 cm.
Der erreichte Punktwert entspricht dem bis zur Markierung ausgemessenen Wert in cm.

VII11.1.1. BASDAI

Bitte beantworten Sie die folgenden Fragen, indem Sie auf der Linie an entsprechender Stelle eine
Markierung setzen.
Die Fragen beziehen sich auf die letzte Woche.

1. Wie wirden Sie I hre allgemeine M tidigkeit und Erschépfung beschreiben?

keine sehr stark

2. Wie stark waren | hre Schmerzen in Nacken, Riicken oder Hifte?

keine sehr stark

3. Wie stark waren Ihre Schmerzen oder Schwellungen in anderen Gelenken?

keine sehr stark

4. Wie wirden Sie insgesamt die Beeintréchtigung durch druck- oder bertihrungsempfindliche
K 6perregionen beschreiben?

keine sehr stark

5. Wie ausgepragt war Ihre Morgensteifigkeit nach dem Aufwachen?

keine sehr stark

6. Wie lange dauerte diese Morgensteifigkeit im allgemeinen?

0 1/2 1 112 2 Stunden oder langer

BASDAI

Auswertung: Bildung eines Mittelwerts aus Frage 5 und 6, Addition dieses Mittelwerts zu den Fragen 1 - 4 und
Division durch 5 ergibt den BASDAI-score.
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VII1.1.2. BASFI

Kreuzen Siebitte an, wie gut Siewahrend der letzten Woche die jeweiligen Tétigkeiten allein, also ohne
fremde Hilfe oder Hilfsmittel ausfuhren konnten.

1. Ohne Hilfe und Hilfsmittel (z.B. Strumpfanzieher) Socken oder Striimpfe anziehen

einfach unmaoglich

2. Ohne Hilfe von der Hiifte aus nach vorne beugen, um einen Kugel schreiber vom Boden aufzuheben

einfach unmaoglich

3. Ohne Hilfe (z.B. Greifzange) etwas von einem hohen Regal herunternehmen

einfach unmoglich

4. Von einem Stuhl ohne Armlehne aufstehen, ohne dabel die Hande oder andere Hilfe zu benutzen

einfach unmaoglich

5. Ohne Hilfe vom Boden aufstehen, wenn Sie auf dem Riicken liegen

einfach unmoglich

6. Ohne Beschwerden 10 Minuten stehen, ohne sich anzulehnen

einfach unméglich

7. 12 - 15 Treppenstufen steigen ohne Benutzung des Gelénders oder von Gehhilfen. 1 Schritt pro Stufe

einfach unmdéglich

8. Uber die Schulter sehen, ohne den Oberkdrper zu drehen

einfach unméglich

9. Korperlich anstrengende Tétigkeiten verrichten (z.B. krankengymnastische Ubungen, Gartenarbeit, Sport)

einfach unmdéglich

10. Zu Hause oder bei der Arbeit den ganzen Tag aktiv sein

einfach unmaoglich

BASFI

Auswertung: Addition aller Werte und Bildung des Mittelwerts ergibt den BASFI-score.
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VI11.1.3. Schmer zscore

Wie wirden Sie die Stérke lhrer Schmerzen insgesamt in den letzten 7 Tagen einschétzen?

keine

Schmer zscor e

sehr stark

VI11.1.4. Globales Patientenurteil

Wie aktiv ist die Krankheit im Augenblick?

inaktiv

globales Patientenurteil

hoch aktiv

VII1.1.5. Globales Ar zturteil

Wie aktiv ist die Krankheit im Augenblick?

inaktiv

globales Arzturteil

hoch aktiv

VIII.2. VERMESSUNGSINDEX (BASMI)

Punktewert 0 1 2
Tragus-Wand-Abstand* <15cm | 15-30cm | >30cm
Lumbale Flexion? >4cm 2-4cm <2cm
Cervicale Rotation® >70° 20-70° <20°
Laterale lumbale Flexion® >10cm 5-10cm <5cm
Inter malleolér e Distanz >100cm | 70-100cm | <70cm

'K opf maximal zur Wand gefiihrt, normale Kinnhaltung
Anteriore Flexion (Spinailiaca posterior 10 cm nach cranial, 5 cm nach caudal gemessen in aufrechter

Koérperhaltung); Zunahme nach Flexion ergibt den Wert

3Mittelwertbildung aus rechter und linker Rotation
*Herunterfahren der Mittelfinger an Oberschenkel, Messen der Differenz aus Start- und Endpunkt,
Mittelwertbildung aus rechter und linker Flexion

®Der stehende Patient spreizt bei gestreckten Knien die Beine maximal
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VI1I11.3. STATISTIK
VI111.3.1 Berechnung der Standardabweichung (zu 111.2.1., Abb.7 und 8)
Standardabweichung Verumgruppe (in Woche 54 und 60 zusétzlich Auslassversuchsgruppe)
Woche -6 0 2 6 12 14 18 24 30 36 42 48 54 60
BASDAI| 10 | 14 | 25|17 |14 | 11|16 | 19 | 20 | 20| 20| 19 |0,3/16|0,1/1,3
Schmerz| 25 | 25 | 24 | 21|12 | 12| 15|22 | 26 | 23| 18 | 1,9 |0,0/21|0,0/1,6
GlPaurt| 20 | 21 | 21|19 | 09|15 | 13| 26 | 23| 25| 20| 1,7 |0,0/1,4|0,0/15
GIArUrt| 16 | 21 | 20| 20|16 | 15| 12 | 17 | 30| 26 | 1,7 | 2,6 |0,0/1,6|0,0/2,6
BASFI 14|12 | 15|22 |13 |08 | 10| 13| 15| 19| 15| 15 |0,9/2,3/0,5/2,0
BASMI | 25 | 22 | 21|19 |21 |10 | 22| 19| 17 | 18 | 15| 15 |05/1,6|05/1,6
Standardabwei chung Placebo-/V erumgruppe
Woche -18 -12 | -10 -6 0 2 6 12 18 24 30 36 42 48
BASDAI| 18 | 18 | 14 |11 |11 | 13 |12 | 15| 10| 13| 18 | 16 | 13 | 14
Schmerz| 08 | 1.3 | 08 | 11 | 16 | 14 | 15| 15| 16 | 13 | 22 | 15| 15 | 18
GlPaurt| 1,2 |12 |08 | 08|07 |15 | 17 |11 | 13| 13 | 22 | 15| 12 | 15
GIArUrt| 14 | 18 | 13 |15 |23 | 15|11 |11 | 11 |11 | 11| 12 | 1,7 | 1,7
BASFI 19 | 18 | 19 | 20 | 22 |19 | 21|22 | 23|24 | 22| 28| 28| 26
BASMI | 1,2 | 15|15 | 15| 18 | 14 |12 | 15|14 | 15| 18 | 15| 15 | 15

VI111.3.2. Berechnung der Signifikanz (zu111.3.1 und 111.3.2)

Signifikanz der HLA-B27- und MHC-Klasse-1-Expressionszunahme, berechnet anhand des single samplet test.
Verglichen sind jeweils die FL-Werte vor Therapie und nach 10 Infusionen.

Signifikanz liegt vor bel p < 0,05.

Single samplet test

(nach Shapiro-Wilk W test liegt kein Beweis gegen Normal verteilung vor)

T-Lymphozyten NK-Zellen B-Lymphozyten
FD705
einseitiges p 0,03 0,04 <0,0001
zweisertiges p 0,05 0,09 0,0001
ABCm’
einseitigesp 0,01 0,003 0,0004
Zweiseitiges p 0,03 0,01 0,0001
Mel
einseitigesp 0,0001 0,0002 0,0001
Zweiseitiges p 0,0003 0,0004 0,0003
W6/32
einseitigesp 0,07 0,01 0,001
Zweiseitigesp 0,14 0,01 0,003
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VI111.3.3. Berechnung der Korrelation (zu 111.3.1. und 111.3.2.)

Patienten

Korrelation zwischen HLA-B27- und MHC-Klasse-1-Expression, berechnet als einfache lineare Regression (r).
Verglichen sind jeweils die Werte von Woche 0 bis Woche 48.

Signifikante Korrelation liegt vor bei (r) = 0,8

T-Lymphozyten NK-Zdlen B-Lymphozyten
Korrelationskoeffizient (r) bei
FD705 zu W6/32 0,4 0,6 0,5
zweiseitiges p 0,001 <0,0001 <0,0001
(r) bei
ABCm’zu W6/32 0,1 0,4 0,3
zweiseitigesp 0,4 0,0002 0,008
(r) bei
Mel zu W6/32 04 04 0,5
Zweiseitiges p 0,001 0,0001 < 0,001

Korrelation zwischen den FL-Verléufen der 3 HLA-B27-AK, berechnet als multiple lineare Regression (R).

Verglichen sind jeweils die Werte von Woche 0 bis Woche 48.

Signifikante Korrelation liegt vor bei (R) = 0,8

Multipler T-Lymphozyten NK-Zdlen B-L ymphozyten
Korrelationskoeffizient (R)
bei FD705 zu ABCm® zu Mel 0,8 0.9 0,9
zwelseitiges p < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

HLA-B27-Positivkontrollen

Korrelation zwischen HLA-B27- und MHC-Klasse-1-Expression, berechnet als einfache lineare Regression (r).

Verglichen sind jeweils die FL-Werte von Woche 0 bis Woche 48.

Signifikante Korrelation liegt vor bei (r) = 0,8

T-Lymphozyten NK-Zéellen B-L ymphozyten
Korrelationskoeffizient (r) bei
FD705 zu W6/32 0,4 0,4 0,2
zweiseitiges p 0,001 0,004 0,004
(r) bei
ABCm*zu W6/32 0,4 0,6 01
Zweiseitiges p 0,02 0,005 0,005
(r) bei
Mel zu W6/32 0,1 0,2 0,4
Zweiseitigesp 0,05 0,04 0,04
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