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1. Rheumatoide Arthritis

1.1. Definition

Die  Rheumatoide  Arthritis (RA) ist eine  chronisch-entziindliche
Systemerkrankung, die meist schubweise und progredient verlauft. In erster Linie
betrifft sie symmetrisch die Metacarpophalangeal- und die proximalen
Interphalangealgelenke der Hande, haufig auch die der Vorfiifde.
Charakteristischerweise sind die betroffenen Gelenke geschwollen, steif und
schmerzempfindlich. Bis zu einem Drittel der Patienten zeigen bereits im
Akutstadium zusatzlich allgemeine Krankheitssymptome wie Abgeschlagenheit,
subfebrile Temperaturen, Gewichtsverlust oder Depressionen. Im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium, so wie seltener auch von Beginn an, kann
sich eine RA auf weiter proximal gelegene Gelenke und extraartikuldr ausbreiten
(1) (2) (3). Es sind vor allem Herz und Lunge betroffen, aber auch im Bereich des
Auges oder der Gefafse kann sich die systemische Inflammation manifestieren (2)
(4). Auch das Risiko fiir maligne Erkrankungen, insbesondere fiir Lymphome ist
bei einer RA erhoht (5) (6) (7). Die durch verschiedene und teilweise ungeklarte
Mechanismen ausgeloste Entziindung kann unbehandelt zur Destruktion der
Gelenkstrukturen fiihren, was Invaliditat zur Folge haben kann (1) (8).

Aus diesem Grund wird die Therapie moglichst friithzeitig mit synthetischen und/
oder biologischen DMARDs (Disease-modifying anti-rheumatic drugs) nach dem
Prinzip ,hit hard and early“ begonnen. Die Erstlinien-Therapie stellt Methotrexat
(MTX) dar. Weiterfithrend kommen haufig Biologika zum Einsatz, welche in die
Mechanismen des Immunsystems eingreifen und Entziindungsprozesse
unterdriicken konnen. Ziele der Behandlung sind, die Krankheitsaktivitat gering zu
halten, irreversible Schiden zu vermeiden und im Idealfall eine Remission zu
erreichen (9) (10) (11) (12). Der Begriff der Remission wird im Abschnitt ,1.6.

Therapie” definiert.



1.2. Epidemiologie

Die Rheumatoide Arthritis gehort zu den bedeutendsten chronisch entziindlichen
Erkrankungen. Die Pravalenz liegt bei ca. 1% unter Erwachsenen (13). Je nach
Geschlecht und Herkunftsland weichen die Werte leicht vom Durchschnittswert
ab. Die hochste Pravalenz zeigt sich unter Frauen aus nordlich gelegenen
Industriestaaten (14). Die Inzidenz der Erkrankung ist schwankend. In der
amerikanischen Untersuchung von Doran et al. konnte tiber 40 Jahre hinweg eine
deutliche Abnahme der Inzidenz, von 61,2 auf 32,7 unter 100.000 Personen,
aufgezeigt werden (15). Wohingegen Myasoedova et al. in der Zeitspanne von
1955 bis 2007 einen leichten Anstieg der Neuerkrankungen unter Frauen
nachwiesen (16). Fir die Schwankungen werden vor allem veranderte
Umweltfaktoren als ursachlich erachtet (15) (16).

Mit steigendem Alter erhoht sich das Erkrankungsrisiko. Im Durchschnitt liegt das
Hauptmanifestationsalter zwischen dem 55. und 60. Lebensjahr (13) (15) (16).
Frauen sind dabei etwa zwei- bis dreimal haufiger als Manner betroffen (3) (9)
(15) (16). Hormonelle Unterschiede werden als ein Aspekt der
geschlechtsspezifischen Verteilung vermutet (14). Auch Kinder kénnen betroffen
sein. In diesem Fall wird von einer juvenilen idiopathischen Arthritis gesprochen
(9).

Eine familidare Haufung ist zu beobachten, was eine genetische Disposition
wahrscheinlich macht. Eine tragende Rolle spielt das HLA (Humanes
Leukozytenantigen) -DR4 /DRB1, welches im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung
deutlich haufiger bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis nachgewiesen werden
kann (9) (17).

Abgesehen von den moglichen Folgen fiir die Patienten durch
Mobilitatseinschrankungen, Komorbidititen und zuletzt Invaliditit, stellen die
zum Teil frith auftretende Arbeitsunfdahigkeit und die damit einhergehenden

Krankheitsfolgekosten ein erheblich soziales und 6konomisches Problem dar (18).



1.3. Atiologie und Pathogenese

Die genauen Ursachen der Rheumatoiden Arthritis sind bisher nicht vollstandig
geklart. Es wird davon ausgegangen, dass die Erkrankung multifaktoriell bedingt
ist, wobei ein Zusammenspiel aus Umweltfaktoren, wie beispielsweise Infektionen,
genetischer Disposition und Autoimmunprozessen als wahrscheinlich erachtet
wird. Weitere Aspekte, die in der Atiologie beriicksichtigt werden miissen, sind ein
fortgeschrittenes Lebensalter und eine positive Raucheranamnese (14).

Es ist davon auszugehen, dass sich die Pathogenese in eine Antigenprasentation,
eine Immunsystemreaktion und eine daraus resultierenden Inflammation mit
Gelenkdestruktion gliedert (19). Innerhalb einer physiologischen Abwehrreaktion
kommt es beim Kontakt des Immunsystem mit einem zuvor unbekannten (Auto-)
Antigen durch intrazellulare Signalkaskaden zu einer kurzfristigen Aktivierung
und Proliferation von Zellen und einer Zytokinausschiittung. Das Antigen fiihrt
liber Antigen-prasentierende Zellen zu einer Aktivierung von T-Lymphozyten,
welche in der Lage sind, weitere Entziindungszellen zu stimulieren. Im Verlauf
wird die Entzlindungsreaktion durch verschiedene Mechanismen herabreguliert
(20) (21). Im Gegensatz dazu wird im Fall einer RA eine dauerhafte Zellstimulation
beobachtet, was die anhaltende Entziindungsreaktion und die damit verbundene
Destruktion der kérpereigenen Strukturen bedingt (19).

Vorrangig sind CD4 (cluster of differentiation) positive T-Lymphozyten,
Makrophagen, B-Lymphozyten, synoviale Fibroblasten, Chondrozyten und
Osteoklasten an der Krankheitsentstehung und -aufrechterhaltung beteiligt (19)
(22).

Sind die proinflammatorischen Zellen in die Gelenkstruktur eingewandert, férdern
sie die Entziindung und die Aktivierung weiterer Zellen durch die Ausschiittung
von proinflammatorischen Zytokinen, wie dem Tumor Nekrose Faktor (TNF) und
Interleukinen (IL) (3) (9) (19) (22) (23). Die daraus im Verlauf resultierende
Gelenkzerstorung wird nicht nur durch Entziindungszellen, sondern viel mehr
durch synoviale Fibroblasten beeinflusst. Diese heften sich {iber

Adhdsionsmolekiile an den Knorpel und produzieren Proteasen, wodurch es zur
3



Knorpeldestruktion kommt. In vitro kann eine Verstarkung der Invasion durch
TNF nachgewiesen werden (24).

Bei der Knochendestruktion spielen neben Zytokinen und Antikérpern der Faktor
RANKL (Receptor Activator of NF-kB Ligand) eine tragende Rolle. Dieser kann
unter anderem von T-Zellen exprimiert werden und stimulierend auf die
Osteoklastendifferenzierung wirken, sodass das Verhaltnis von Knochenaufbau zu
—-abbau aus dem Gleichgewicht gerat. Das kann zu einem dauerhaften Verlust von
Knochensubstanz fiihren. Aber auch andere Faktoren, wie der Tumor Nekrose
Faktor scheinen an der Osteoklastenaktivierung beteiligt zu sein. So kann unter
Therapie mit TNFa-Inhibitoren eine Reduktion des Knochenabbaus festgestellt
werden (8) (23) (25) (22).

Neben dem Abbau von Gelenkstrukturen kommt es zeitgleich zu einer
Zellvermehrung im Bereich der Synovialmembran. Die synoviale Hyperplasie wird
als Pannus bezeichnet und stellt das charakteristische Bild einer chronischen
Polyarthritis dar (9). Ursachlich fiir die Zellvermehrung wird statt einer erhohten
Proliferationsrate mehr eine Apoptoseresistenz der Fibroblasten vermutet, die
durch eine Hochregulation von Proto-Onkogene ausgeldst sein konnte (24). Die
Gefafdneubildungen durch pro-angiogene Faktoren, das ausbreitende Wachstum
bei zeitgleicher Destruktion umliegender Gewebe werden mit einem ortlich
begrenzt wachsendem Tumor verglichen. Es wird auch von ,Tumor-like

Proliferation” gesprochen (9) (22) (24) (26) (27).

Die Beteiligung von B-Zell-Lymphozyten an der Pathogenese der RA ist nicht
vollstindig verstanden. Sie werden im Rahmen von Antigenprdsentationen
aktiviert und produzieren Antikérper, wie beispielsweise den Rheumafaktor und
Zytokine. Aufderdem sind sie in der Lage, Antigene zu prasentieren und T-Zellen zu
aktivieren (28) (29). Der CD20-Antikorper Rituximab bewirkt durch das Anheften
an das CD20-Molekiil eine B-Zelldepletion aus dem Blut (30). Dadurch kann bei
therapierefraktaren RA-Patienten haufig ein Riickgang der Entzlindungsaktivitat

festgestellt werden (31).



Eine Rolle in der unkontrollierten Zellaktivierung spielen moglicherweise die
regulatorischen T-Zellen, eine Untergruppe der CD4 positiven T-Zellen. Sie stellen
1-4% der CD4 positiven T-Zellen dar und exprimieren charakteristischerweise
CD4, CD25high und geringe Mengen CD127 auf ihrer Oberfliche. Die
regulatorischen T-Zellen sind an der Regulation des Immunsystems, insbesondere
der T-Zellen und somit auch an Entziindungsprozessen beteiligt. Eine
Dysregulation dieser kann Autoimmun- und Tumorerkrankungen begiinstigen

(32).

Bei der RA handelt es sich somit nicht nur um eine Immunantwort auf ein
auslosendes Fremdantigen, sondern es scheint vielmehr um eine autoreaktive
Entartung der Immunreaktion zu gehen. Die Autoren Geiler et al. beschreiben eine
,molekulare Mimikry“, bei der korpereigene Antigene falschlicherweise erkannt
und angegriffen werden (33). Ob und wie stark eine Autoimmunreaktion im
Korper ausgelost wird, konnte von einer genetischen Disposition abhangig sein
(33). Die genetische Komponente kann durch eine spezifische Aminosdauresequenz
in der p-Kette der HLA-DR erklart werden. Die spezifische Kombination von
Aminosduren wird als ,Shared Epitope“ bezeichnet (34). Im Vergleich zur
Allgemeinbevolkerung konnen diese genetischen Variationen signifikant haufiger
unter RA-Patienten nachgewiesen werden (35) (36). Die Fahigkeit der HLA-
Molekiile, Antigene und moglicherweise auch Autoantigene gegentiber T-Zellen zu
prasentieren, unterstiitzt die Beteiligung an der RA Pathogenese (33). Zudem
konnten im Zusammenhang mit bestimmten HLA-DR-Allelen vermehrt Antikérper
gegen Kollagen Typ II (37) und vermehrte Knochenerosionen im Réntgenbild (38)
nachgewiesen werden. Jedoch ist zu beriicksichtigen, dass es sich dabei nicht um
krankheitsspezifische Allele handelt, sondern vielmehr um eine Pradisposition fiir
autoreaktive Prozesse (23), denn auch in der gesunden Allgemeinbevdlkerung

kann das Genmerkmal nachgewiesen werden (9).



Es kommt also durch ein unbekanntes Antigen zu einer unregulierten Stimulation
von Entziindungszellen, welche durch Zytokinausschiittung und sich gegenseitig
bedingende Faktoren eine anhaltende proinflammatorische Wirkung zeigen. Die
dadurch hervorgerufene Synovitis in Zusammenhang mit einer autoreaktiven
Komponente fiihren zu einer Destruktion der Gelenkstrukturen. Eine
entsprechende genetische Disposition kann einen unterstiitzenden Faktor

darstellen (22) (19).

1.4. Diagnostik und Labor

Die Diagnostik setzt sich aus einer ausfiihrlichen Anamnese, einer korperlichen
Untersuchung, laborchemischer und apparativer Diagnostik zusammen. Um
frithzeitig die Diagnose stellen und rechtzeitig eine Therapie einleiten zu kénnen,
werden die Kriterien des American College of Rheumatology (ACR) und der
European League Against Rheumatism (EULAR) von 2010 zur Hilfe genommen. Im
Rahmen der Klassifikation werden Schwellungen und Schmerzhaftigkeit der
Gelenke, Serologie, Entzlindungsparameter des Blutes und Symptomdauer
bewertet. Die maximal zu erreichende Punktzahl betragt zehn. Ab sechs oder mehr
Punkten kann von einer Rheumatoiden Arthritis ausgegangen werden (39). Die

folgende Tabelle veranschaulicht die Punktevergabe:



Tabelle 1: ACR/EULAR-Klassifikationskriterien der RA von 2010

Betroffene Gelenke 1 grofies Gelenk! 0 Punkte
2-10 grofe Gelenke 1 Punkt
1-3 kleine Gelenke? (mit oder ohne |2 Punkte
Beteiligung grofier Gelenke)
4-10 kleine Gelenke (mit oder ohne|3 Punkte
Beteiligung grofier Gelenke)
>10 Gelenke, davon =1 kleines Gelenk 5 Punkte
Serologie RF3 und Anti-CCP-Ak* negativ 0 Punkte
RF oder Anti-CCP-Ak leicht erh6ht 2 Punkt
RF oder Anti-CCP-Ak =3-fach erhoht 3 Punkte
Entziindungsparameter | CRP>und BSG® normal 0 Punkte
CRP oder BSG erhoht 1 Punkt
Symptomdauer <6 Wochen 0 Punkte
=6 Wochen 1 Punkt

1Grof3e Gelenke: Sprung-, Knie-, Hift-, Ellenbogen- und Schultergelenk

2Kleine  Gelenke:

Fingergrund-

(MCP) und Fingermittelgelenke

(PIP)

Zehengrundgelenke (MTP) II-V, Daumen Interphalangealgelenke und Hangelenke

3RF: Rheumafaktor

4Anti-CCP-Ak: Anti-Citrullinated Protein Antibodies, ACPA

5CRP: C-reaktives Protein

6BSG: Blutsenkungsgeschwindigkeit

I-V,

Nach der Klassifikation der American Rheumatism Association von 1987 miissen

vier der sieben folgenden Kriterien und eines davon liber einen Zeitraum von
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mindestens sechs Wochen erfiillt sein, um die Diagnose einer Rheumatoiden
Arthritis stellen zu kénnen:

1. Morgensteifigkeit fiir mindestens eine Stunde

2. Arthritis/ Weichteilschwellung von drei oder mehr Gelenkregionen

3. Arthritis/ Weichteilschwellung von den proximalen Interphalangeal-,
Metacarpophalangeal- oder Handgelenken
Symmetrisches Auftreten der Arthritis
Auftreten von Rheumaknoten

Nachweis eines erhohten Rheumafaktors im Serum

N o ok

Typische Verdnderungen im Rontgen (gelenknahe Osteoporose oder
Erosionen)
Die Kriterien der American Rheumatism Association weisen eine Sensitivitdt von

91-94% und eine Spezifitat von 89% fiir den Nachweis einer RA auf (40).

Auf die charakteristische Symptomatik und ihre klinische Untersuchung wird im
Abschnitt ,1.5. Klinische Symptome* ndher eingegangen.

Um die Krankheitsaktivitdt zu objektivieren und im Verlauf zu dokumentieren,
werden unterschiedliche Composite Scores herangezogen. Dazu gehodren der
Disease Activity Score for 28 joints (DAS28), der Simplified Disease Activity Index
(SDAI) und der Clinical Disease Activity Index (CDAI) (41) (42). Wie auch in der
vorliegenden Arbeit wird vorzugsweise der DAS28-Score verwendet. Dieser
beinhaltet Schwellung und Druckschmerzhaftigkeit von 28 definierten Gelenken
(Finger-, Hand-, Ellenbogen-, Schulter- und Kniegelenke), die
Blutsenkungsgeschwindigkeit und die individuelle Patienteneinschiatzung zur
Krankheitsaktivitat (10) (43). Von Nachteil ist, dass die Beteiligung der Fiifse nicht
berticksichtigt wird (10).

Nach der korperlichen Untersuchung werden routinemafdig Laborwerte bestimmt,
wobei ein besonderes Augenmerk auf den Entziindungsparametern, wie

Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und C-reaktives Protein (CRP) liegt. Eine
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Erhohung der Werte korreliert bei einigen Patienten mit der Entziindungsaktivitat
der RA und kann bei diesen als ein Verlaufsparameter zur Verifizierung des
Therapieerfolges eingesetzt werden (44). Zusatzlich sind haufig das Speichereisen
Ferritin und die a-/y-Globuline im Rahmen der chronischen Inflammation erhoht
(9).

Eventuell konnen sich Blutbildveranderungen, in Form einer normo- oder
hypochromen Andmie oder einer milden Thrombozytose, feststellen lassen. Auch
das korpereigene Eiweifd Albumin kann bei erheblicher Krankheitsaktivitat
reduziert sein (41) (9).

Zu den zusatzlich erhobenen Laborparametern bei Verdacht auf eine RA zdhlen
ACPA (anti-citrullinated-protein-antibodies), RF (Rheumafaktoren) und ANAs
(Antinukledre Antikorper) (45) (44).

ACPA sind Autoantikorper gegen citrullinierte Peptide. Dieser Wert ist mit liber
90% hochspezifisch fiir das Vorliegen einer RA. Die Sensitivitiat ist deutlich
niedriger mit etwa 65-70% (45). Rheumafaktoren stellen Autoantikérper gegen
das Fc-Fragment des Immunglobulin G dar. Da der Faktor bei vielen chronisch-
entzlindlichen Erkrankungen und sogar auch bei Gesunden erhoht sein kann, ist
seine Spezifitdt als eher niedrig mit 79% einzustufen (45). Jedoch ist der Nachweis
des Rheumafaktors - mit oder ohne zeitgleichem Vorhandensein von ACPA - mit
einer erhohten Krankheitsaktivitat assoziiert (46) (47).

Sowohl der Anti-CCP-Antikorper als auch der Rheumafaktor sind bei einem Teil
der Patienten bereits Jahre vor Ausbruch der Erkrankung erhéht (48).

Der ANA-Wert ist unspezifisch und bei einer Rheumatoiden Arthritis nur in 41%
der Falle erh6ht (44). Er kann jedoch zur differentialdiagnostischen Einordnung

der Erkrankung sinnvoll sein.

Bildgebende Verfahren sind wichtig zur Diagnosesicherung, Bestimmung des
Krankheitsstadiums und zur Verlaufskontrolle. Sonographie, konventionelle
Rontgenaufnahmen, Magnetresonanztomographie, Computertomographie und

Szintigraphie stehen zur Verfiigung. Obwohl die Untersuchungen mittels

9



Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) sensitiver
als eine herkdmmliche Rontgenaufnahme sind, gehoren sie im klinischen Alltag
nicht zur Routinediagnostik. Sonographien und Rontgenaufnahmen werden

routinemaf3ig durchgefiihrt (1) (41) (9).

Die Sonographie wird vorrangig zu Abkliarung eines Gelenkergusses mit
Kapselschwellung und einer Synovitis eingesetzt. Sie kann mit Hilfe des Power-
Dopplers Auskunft iiber eine eventuelle Hyperperfusion der gelenknahen
Strukturen und damit iiber den Grad der Entziindung geben. Nachteilig ist die
untersucherabhingige Einschitzung der Befunde (9) (49). In neueren Studien
konnten erstmalig verschiedene Pulsationsmuster in der Ultraschalldiagnostik in

Korrelation mit dem Auftreten von ACPA dargestellt werden (50).

Das MRT ist vor allem bei Verdacht auf eine Zervikalarthritis sinnvoll, kann aber
auch zur Frihdiagnostik an den Handen eingesetzt werden. Von Vorteil ist, dass
damit eine wesentlich sensitivere Diagnostik von Erosionen als mittels
konventionellem Roéntgen moglich ist. Die hohen Kosten und der Zeitaufwand
machen das MRT jedoch nicht zur ersten Wahl unter den diagnostischen

Mafdnahmen (1) (49) (51).

Standard der apparativen Diagnostik stellt immer noch das konventionelle
Rontgenbild dar. Es werden dorsopalmare bzw. dorsoplantare Aufnahmen der
Hande und Vorfiif3e angefertigt. Im Anfangsstadium der Erkrankung lassen sich
haufig noch keine Verdnderungen nachweisen. Jedoch schliefdt das Fehlen
radiologischer Veranderungen eine Rheumatoide Arthritis nicht aus. In den ersten
Jahren nach Diagnosestellung ist die Zunahme von Erosionen im Rontgenbild am
deutlichsten zu beobachten (52), sodass nach drei Jahren etwa 70% der Patienten
radiologische Gelenkveranderungen aufweisen (53).

Typische radiologische Zeichen einer RA sind Verschmalerung der

Gelenkzwischenrdaume, gelenknahe Osteoporose, Knorpel- und Knochenldsionen,
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Usuren und im fortgeschrittenem Stadium auch Luxationen und
Gelenkzerstorungen (1) (9) (49).
Die Veranderungen im Rontgenbild kénnen nach verschiedenen Klassifikationen
eingeteilt werden. Dazu gehoren beispielsweise Steinbrocker, Sharp, Larsen und
die modifizierte Variante nach van der Heijde-Sharp.
Die Kriterien nach Steinbrocker:

* Stadium I: evtl. gelenknahe Osteoporose

e Stadium II: zuséatzlich beginnende Knorpel- und Knochendestruktion

e Stadium III: zusatzlich beginnende Subluxationen und Fehlstellungen

¢ Stadium IV: Gelenkzerstérung und -deformierungen, Gelenkluxationen,

Ankylosen (9)

Der Sharp-Score, der Larsen-Score und der van der Hejide-Sharp-Score werden vor
allem im Rahmen von Studien zu einem objektiven Vergleich eingesetzt. Im
klinischen Alltag haben sie geringe Bedeutung. Im Rahmen dieser Tests werden
festgelegte Gelenkregionen auf Zeichen der Destruktion hin untersucht und

klassifiziert (54).

Wird die Gelenkfliissigkeit untersucht, lassen sich in der sonst zellfreien
Synovialfliissigkeit meist Entziindungszellen nachweisen. Charakteristisch ist eine
deutliche Leukozytose, je nach Aktivitait 4.000 - 50.000 Leukozyten/ul. Auch
Rheumafaktoren lassen sich nachweisen (9). Der Glukosewert und die
Komplementfaktoren C3 und C4 sind typischerweise erniedrigt (1). Der Nachweis
von Bakterien im Punktat ist reguldar nicht méglich und sollte stattdessen an eine

Gelenkinfektion denken lassen (9).
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1.5. Klinische Symptome

In der Initialphase bleibt die Erkrankung haufig unentdeckt, da sie sich lediglich in
Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit, subfebrilen Temperaturen,
Gewichtsverlust und Myalgien dufdern kann. Erst im Verlauf bilden sich Symptome,
wie Gelenkschwellungen und -schmerzen aus. Zu Beginn kann sich noch eine
asymmetrische Polyarthritis zeigen. Spater prasentieren sich {Ublicherweise
symmetrische Schwellungen und bewegungsunabhdngige Schmerzen der kleinen
Finger- und Handgelenke, seltener auch der Zehen- und Fufdgelenke (1) (3) (9)
(49) (2). Wobei die Finger- und Zehenendgelenke typischerweise nicht betroffen
sind. Sind diese beteiligt, miissen Differentialdiagnosen in Betracht gezogen
werden (9).

Charakteristischerweise tritt die RA-Symptomatik in Schiiben auf und ist von
Kraftverlust und Morgensteifigkeit begleitet. Diese wird erst im Laufe des Tages

durch kontinuierliche Bewegung gelost (1) (9) (49) (2).

Im fortgeschrittenen Stadium einer RA koénnen Muskeln atrophieren und
Gelenkdeformitaten entstehen. Die Hand des Patienten kann dabei
krankheitsspezifische Form annehmen. Es wird von Ulnardeviationen,
Knopflochdeformitdten, Schwanenhalsdeformierungen der Finger und von 90/90-
Deformititen des Daumens gesprochen. Die Ulnardeviation beschreibt das
Abweichen der Finger Richtung ulnar. Eine Knopflochdeformitat beschreibt die
Beugestellung im Fingermittelgelenk und eine Uberstreckung im Fingerendgelenk.
Bei einer Uberstreckung im Fingermittelgelenk und einer Beugestellung im
Fingerendgelenk spricht man von der Schwanenhalsdeformitit. Eine 90-90-
Deformitat des Daumens beschreibt eine Daumenbeugekontraktur. Sie zeigt sich
durch ein Streckdefizit im Daumengrundgelenk mit Uberstreckung im Endgelenk
(9) (49). Auch gelenkumgebende Strukturen kénnen von der inflammatorischen

Reaktion betroffen sein. Festzustellen sind Bursitiden und Tendovaginitiden (9)

(49) (2).
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Ein Karpaltunnel-Syndrom tritt in bis zu 5% der Falle in Zusammenhang mit einer
RA auf. Es handelt sich um eine Kompression des Nervus medianus im
Karpaltunnel, die vor allem zu nachtlichen Parasthesien und Schmerzen des
Daumens, Zeige- und Mittelfingers fiihrt. Auch eine Thenaratrophie ist eine
mogliche Auspragung des Syndroms. Der Faustschluss und die Opponierbarkeit
des Daumens sind erschwert. Auslosbar sind die Schmerzen durch eine
Dorsalflexion der Hand (Phalen-Zeichen) und durch das Beklopfen der Innenseite
des Handgelenks (Hoffmann-Tinel-Zeichen) (9) (1).

Das Sulcus-Ulnaris-Syndrom kann bei Ellbogenarthritis und einer damit
verbundenen Kompression des Nervus ulnaris auftreten. Es kommt zu
Missempfindungen im vierten und fiinften Finger (9) (1).

Die unteren Extremitidten sind allgemein seltener betroffen. Gehaduft in
Zusammenhang mit einer RA tritt die Baker-Zyste auf. Bei dieser handelt es sich
um eine Aussackung der Kniegelenkskapsel. Sie fiihrt Zu
Bewegungseinschrankungen und Schmerzen beim Gehen. Durch Lockerung der
Bander des Kniehalteapparates kann es zu Fehlstellungen kommen (9) (49) (2).
Zwei  weitere = Manifestationen der unteren Extremitit sind die
Achillessehnenruptur und die Stressfraktur des Calcaneus. Beide treten selten auf
(1).

Rheumaknoten sind indolente, subkutan auftretende Knoten, die vor allem in
Sehnen zu finden sind. Sie treten besonders an den Streckseiten der Gelenke,
vorrangig an den Ellenbogen, auf. Es handelt sich dabei um nekrotisches Material
und eine Ansammlung von Makrophagen. In bis zu einem Fiinftel der RA-Falle
lassen sich diese nachweisen (9) (49).

Das Auftreten einer Arthritis in den zervikalen Gelenken kann Schmerzen und
Nackensteifigkeit zur Folge haben. In der Maximalvariante kann es zu basildren

Einengungen mit der Folge einer Querschnittslahmung kommen (1) (9) (49) (2).

Im Rahmen extraartikuldrer Manifestationen ist am haufigsten die Lunge in Form

einer asymptomatischen Pleuritis betroffen. Aber auch interstitielle
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Lungenerkrankungen, Lungenfibrose, Bronchiolitis und pulmonal-arterielle
Hypertonie konnen mit einer RA einhergehen. Die Lungenfibrose kann sowohl
Ursprung in der RA haben, als auch eine seltene Nebenwirkung der Behandlung
mit Methotrexat sein (9) (49) (2).

Das Herz ist in bis zu 30% der Falle erkrankt. Perikarditiden, Myokarditiden und
Herzklappenverdanderungen sind dabei am haufigsten zu diagnostizieren. Meist
sind sie jedoch asymptomatisch. Dass RA-Patienten ein erhohtes Risiko fiir
Arteriosklerose aufweisen, erklart das dreifach erhohte Risiko fiir Schlaganfille
und Herzinfarkte. Durch das erhoéhte Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
steigt das Mortalitats- und Morbiditatsrisiko auf das 2-5-fache an (9) (49).

Die Leber kann im Rahmen einer unspezifischen Begleitreaktion betroffen sein (9)
(49).

Eine Nierenbeteiligung in Form einer fokal membrandsen Glomerulonephritis,
subklinischen renalen Dysfunktion oder einer Amyloidose kommt ausgesprochen
selten vor. Sollte es jedoch dazu kommen, erhoht sich das Mortalitatsrisiko
signifikant (41) (9) (49).

Etwa 30% der RA-Patienten leiden an einer Keratoconjunctivitis sicca. Weitere
Augenmanifestationen sind Skleritiden und Episkleritiden. Selten tritt ein Ulcus
corneae auf. Treten Ulcera auf, sind diese als Hinweis auf eine erhohte Mortalitat
anzusehen (9) (49).

Bei Befall der Gefife im Sinne einer Vaskulitis kann es zu peripheren
Durchblutungsstérungen, Hautulzera, Neuropathien und Nekrosen kommen (9)
(49). Lymphknotenvergroflerungen und Splenomegalie konnen als Ausdruck der
lymphatischen Beteiligung gewertet werden (49).

Ebenso kann die Psyche in Form von depressiven Verstimmungen und

Niedergeschlagenheit betroffen sein (49).

Eine besonders schwere Verlaufsform der RA ist das Felty-Syndrom. Es tritt in
unter 1% der Falle auf und prasentiert sich mit der charakteristischen Trias von

Hepatosplenomegalie, Granulozytopenie und Rheumatoider Arthritis (55).
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Moglicherweise handelt es sich beim Felty-Syndrom und der T-LGL (large granular
lymphocyte) -Leukdmie um die selbe oder eine pathogenetisch ahnliche
Erkrankung. Auf diese Theorie wird im Abschnitt der T-LGL-Leukdmie konkreter

eingegangen.

1.6. Therapie

Um eine Rheumatoide Arthritis addquat behandeln zu kénnen, ist es wichtig,
moglichst viele Mechanismen zu kennen, welche die Krankheitsentstehung und -
aufrechterhaltung erklaren. In diesem Bereich wurden in den vergangenen Jahren
grofe Fortschritte erzielt, sodass nicht mehr die symptomatische Behandlung,
sondern die krankheitsmodulierende Medikation im Vordergrund steht (10) (11)
(12).

Bei Diagnosestellung einer Rheumatoiden Arthritis sollte eine Therapie
frihestmoglich eingeleitet werden (10) (11). Die Krankheitsaktivitit kann so
niedrig gehalten und Schmerzen frithzeitig reduziert werden. Denn bereits in den
ersten Jahren der Erkrankung kann es zu irreversiblen Gelenkschdaden kommen,

die im Verlauf zu Deformitdten und Funktionsverlust fiihren kénnen (56).

Die Leitlinien des American College of Rheumatology (ACR) und der European
League Against Rheumatism (EULAR) bilden die Grundlage fiir die Behandlung
(57) (11). Unterschieden werden drei Medikamentengruppen. Die Grundlage
bilden die csDMARDs, konventionell synthetische DMARDs, zu denen Methotrexat,
Leflunomid, Sulfasalazin und Hydroxychloroquin gehéren (41) (10) (12). Zum
anderen gibt es die Gruppe der Biologika, bDMARDs, bestehend aus TNFa-
Inhibitoren (Etanercept, Infliximab, Adalimumab, Golimumab und Certolizumab),
einem Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (Anakinra), Interleukin-6-

Rezeptorantagonisten (Tocilizumab, Sarilumab), einem T-Zell-Costimulations-
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Blocker (Abatacept) und einem Anti-CD20-Antikorper (Rituximab) (41) (10) (12).
Im Rahmen der Biologika wird zusatzlich noch die Gruppe der Biosimilar-
Biologika unterschieden. Dazu gehoren Infliximab, Adalimumab und Etanercept. Es
handelt sich dabei um biologisch hergestellte Produkte, die dem Original dhnlich
sind, jedoch nicht identisch mit der urspriinglichen, molekulargenetischen
Struktur (58). Die modernste Gruppe wird aus den JAK (Januskinase)-Inhibitoren
(Barcitinib und Tofacitinib), targeted synthetic DMARDs, tsDMARDs, gebildet (41)
(10) (12).

Nach Symptombeginn sollte die Therapie moglichst innerhalb der ersten drei
Monate begonnen werden. Methotrexat stellt die Therapie der ersten Wahl dar. In
der Regel wird der Folsdure-Antagonist zu Anfang mit einem niedrig dosierten
Glukokortikoid kombiniert, sodass die Entziindung im Korper ziigig eingedammt
werden kann. Eine dauerhafte Kombination empfiehlt sich aufgrund der
moglicherweise schwerwiegenden Nebenwirkungen nicht. Zeigt sich nach zwolf
Wochen kein ausreichendes Ansprechen, sollte auf eine Kombinationstherapie aus
zwei DMARDs umgestellt werden. Der Einsatz von bDMARDs und tsDMARDs
kommt normalerweise erst bei einer anhaltenden Krankheitsaktivitit von iiber
sechs Monaten in Betracht. Nur selten, beispielsweise bei einer sehr schlechten
Prognose oder weit vorangeschrittenen Destruktionen, werden Medikamente aus
diesen Gruppen bereits bei Diagnosestellung verwendet. Auch hier gilt das Prinzip,
dass bei fehlendem Ansprechen iliber einen Zeitraum von drei bis sechs Monaten
hinweg auf ein anderes Praparat der verwendeten Gruppe gewechselt werden
sollte. Die Therapie mit bDMARDs und tsDMARDs soll in Kombination mit MTX
durchgefiihrt werden (12) (10) (11). Auf Grund der Toxizitditserh6hung und
keinem zunehmenden Behandlungserfolg stellt eine Kombination aus zwei

Biologika keine Alternative dar (9) (59).

Das Therapieziel ist, innerhalb von sechs Monaten die Remission oder zumindest
eine deutlich verringerte Krankheitsaktivitit zu erreichen (11) (10). Die Remission

ist bislang nicht endgiiltig definiert. Das American College of Rheumatology, die
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European League Against Rheumatism und die Outcome Measures in
Rheumatology Initiative definieren zwei verschiedene Ansitze einer Remission.
Eine  Definitionsmoéglichkeit  besteht aus der Zusammenschau von
druckempfindlichen und geschwollenen Gelenken, dem CRP und der subjektiven
Patientenbeurteilung, wobei insgesamt nicht mehr als eine Auffalligkeit
festzustellen sein darf. Ein weiterer Definitionsansatz ist ein SDAI Score von unter
3,3 oder ein DAS28-Wert von kleiner 2,6 (57) (60).

Bei einer dauerhaft anhaltenden Remission besteht eventuell die Moglichkeit, die
medikamentdse Therapie schrittweise zu reduzieren und letztendlich komplett
abzusetzen. Langzeitstudien gibt es dazu nur wenige, sodass bislang keine
eindeutige Empfehlung zur Therapiereduktion ausgesprochen werden kann (12)

(61) (62) (11).

Vor einer Therapie sind Kontraindikationen und Nebenwirkungen zu beachten. Im
Fall latenter Infektionen, wie Tuberkulose oder Virus-Hepatitiden besteht das
Risiko einer Reaktivierung unter immunsuppressiver Therapie, sodass diese
Infektionen zuvor ausgeschlossen bzw. behandelt werden sollten (41) (10) (63).
Des Weiteren empfiehlt es sich, entsprechend der Empfehlungen der stindigen
Impfkommission, geimpft zu sein. Zusatzlich sind Impfungen gegen
Pneumokokken, Herpes zoster (bei Patienten ab dem 50. Lebensjahr) und
saisonale Grippe indiziert. Lebendimpfungen sind unter immunsuppressiver
Therapie hingegen zu vermeiden (9) (10).

Ophthalmologische Screeninguntersuchungen vor und wahrend der Therapie mit
Medikamenten (z.B. Hydroxychloroquin), welche die Sehleistung beeintrachtigen
konnen, sind angeraten (41).

Mogliche Nebenwirkungen einer Behandlung mit Methotrexat sind vorrangig
gastrointestinale Beschwerden, Myelosuppression mit Zytopenie, Hepatotoxizitat,
interstitielle Pneumonien und Lungenfibrose. Diese treten jedoch im

rheumatologischen Dosisbereich selten auf (9) (64).
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Die Hauptnebenwirkung einer TNFa-Inhibitoren-Therapie sind Infektionen,
welche vor allem die Haut und die Atemwege betreffen (65) (66). Aber auch
allergische Reaktionen, grippedhnliche Beschwerden und Blutbildverdanderungen

konnen auftreten (67) (66).

Aufgrund der Wirkung des TNF-Faktors, in Form von tumorhemmenden als auch -
fordernden Eigenschaften, wird der Zusammenhang einer TNFa-Inhibitoren-
Therapie und der Malignomentstehung diskutiert und untersucht (65) (68) (69)
(70) (71) (72).

Einige Untersuchungen erwecken den Anschein einer Korrelation zwischen den
beiden Faktoren (72). Jedoch ist bislang ungeklart, ob es sich um eine
Nebenwirkung des immunmodulierenden Medikamentes handelt oder vielmehr
um eine Auswirkung der Grunderkrankung (66). In den Langzeitbeobachtungen
des RABBIT-Registers (Rheumatoide Arthritis: Beobachtung der Biologika-
Therapie, http://www.biologika-register.de) lasst sich kein erhohtes Krebsrisiko
bei Patienten mit TNFa-Inhibitoren Gabe verzeichnen (65) (73).

Spezielle Kontraindikationen fiir eine Therapie mit TNFa-Inhibitoren sind eine
schwere Herzinsuffizienz (NYHA III/1V), demyelinisierende Erkrankungen, akute

Infektionen und aktuelle oder vorausgegangene Malignomerkrankungen (67) (66).

Zusatzlich zur medikamentésen Therapie ist eine nicht-pharmakologische
Therapie von Nutzen. Hierzu zahlen Patientenschulungen, psychologische

Betreuung, ausreichende Bewegung und Gewichtsanpassung (41).

Die Bestimmung des aktuellen DAS28 wie auch Kontrolluntersuchungen des
Blutes und Rontgenaufnahmen in regelmafdigen Abstianden sind essentiell fiir eine
adaquate Behandlung. Sie ermdéglichen den Krankheitsverlauf zu objektivieren,
Verschlechterungen friihzeitig zu erkennen und auf Nebenwirkungen der

medikamentdsen Therapie zu reagieren (41) (10).
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1.7. Prognose

Der Verlauf einer Rheumatoiden Arthritis kann sehr unterschiedlich sein.
Kennzeichnend ist ein chronischer = Verlauf mit  wechselhafter
Beschwerdeintensitat (1) (2) (41).

Allgemeine Risikofaktoren fiir einen schweren und erosiven Verlauf sind die
Beteiligung vieler Gelenke, Auftreten von Rheumaknoten, extraartikuldre
Manifestationen, ein hohes Lebensalter, Nikotinabusus, das weibliche Geschlecht
und ein niedriger soziookonomischer Status (3) (41) (9). Im Blut weisen hohe
Titer des Rheumafaktors, der Nachweis von ACPA, hohe CRP-Werte und eine hohe
BSG auf eine erhohte Krankheitsaktivitat, einen aggressiveren Verlauf und damit
auf eine schlechtere Prognose hin (1) (3) (41) (9). Auch der Nachweis einer
Homozygotie der HLA-DR4-Allele (,shared epitope’) ist prognostisch als unglinstig
zu werten (3) (41) (9) (22) (2).

Eine dauerhaft erhohte Krankheitsaktivitit und extraartikuldre Manifestationen
erh6hen die Mortalitit der Patienten, weshalb eine frithe Diagnosestellung und
eine frithzeitige Therapieeinleitung von hoher Bedeutung fiir die Lebenserwartung
sind. Eine rechtzeitige Behandlung kann die Funktionseinschrankungen im Gelenk
minimieren, eine hohe Lebensqualitiat fordern und die Prognose verbessern (1)
(41) (9) (74) (4) (75).

Mit einem gesunden Lebensstil und einer guten Medikamenten-Compliance
konnen Patienten einen positiven Beitrag zum Krankheitsverlauf leisten. Durch
regelmafdige sportliche Aktivitit konnen Krankenhausaufenthalte und deren

Dauer signifikant reduziert werden (76).
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2. T-Large Granular Lymphocytes Leukdmie (T-LGL-Leukdmie)

2.1. Definition

Die T-LGL-Leukdmie ist eine seltene, chronische Erkrankung, die mit einer
Vermehrung der T-LGL-Zellen einhergeht (77) (78). Unterschieden wird zwischen
Leukdmie, ausgehend von den T-Lymphozyten und von NK (Natiirliche Killer)-
Zellen (77) (79). Die T-Zell-Form kommt mit ca. 85% der Falle deutlich haufiger
vor (77) (80) (81). Meist verlauft sie im Gegensatz zu der NK-Zell-Variante
indolent (78). Diagnostisch lassen sich die beiden Varianten durch das
Oberflachenmolekiil CD3 voneinander differenzieren. Die T-LGL-Zelle tragt - im
Gegensatz zu einer NK-LGL-Zelle - charakteristischerweise das Merkmal CD3 (77)
(79). Da die NK-LGL-Leukdmie im Gegensatz zur T-LGL-Leukdmie eine vorrangige
Assoziation zu Virusinfektionen, wie dem Ebstein-Barr-Virus aufweist und keine
Assoziation mit Rheumatoider Arthritis bekannt ist, geht diese Arbeit nicht naher

auf die NK-Leukamie ein (82) (83).

Wird eine Vermehrung der LGL-Zellen diagnostiziert, ist es wichtig, zwischen
einem reaktiven Anstieg und einer chronischen neoplastischen Erkrankung zu
differenzieren (77) (78). Reaktive Anstiege treten beispielsweise nach Infektionen
und Viruserkrankungen auf (84). Aber auch Nieren-, Herz- und
Stammzelltransplantationen koénnen Ausloser eines LGL-Zellanstiegs im
peripheren Blut sein (85) (86).

Eine T-LGL-Leukamie ist in einer Vielzahl der Fille mit Autoimmunerkrankungen,
(Rheumatoide Arthritis, Sjogren-Syndrom, polyglandulares Autoimmunsyndrom,
systemischer Lupus erythematodes etc.) oder auch hdmatologischen
Veranderungen (Hodgkin Lymphom, Multiples Myelom, Myelodysplastisches
Syndrom, Aplastisches Andmie) assoziiert (87) (88). Die Rheumatoide Arthritis ist
eine der am haufigsten assoziierten Erkrankungen in Zusammenhang mit einer T-
LGL-Leukamie (77) (80) (89). Die Aussagen beziiglich einer Verbindung zwischen
LGL-Expansionen und soliden Tumoren sind uneinheitlich (89) (90) (91).
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2.2. Epidemiologie

Aufgrund der anfanglich geringen Symptomatik und der umfangreichen Diagnostik
sowie angesichts der Seltenheit der Erkrankung in der Allgemeinbevdlkerung, ist
ihre Pravalenz lediglich abzuschitzen. Die LGL-Leukdmie tritt mit einer Inzidenz
von etwa 0,2 auf 1.000.000 Personen auf (81). Davon macht die T-LGL-Leukamie
ca. 85% aus und stellt damit etwa 2-6% der chronisch lymphoproliferativen
Erkrankungen dar (77). Die Erkrankung wird vorrangig im fortgeschrittenen Alter
(Median bei 60 Jahren) diagnostiziert, wobei sich die Verteilung zwischen Frauen

und Mannern gleichermafien gestaltet (77) (78).

2.3. Atiologie und Pathogenese

Die Entstehung der T-LGL-Leukdmie ist bislang nicht geklart. Verschiedene
Mechanismen werden fiir moglich gehalten, unter anderem gegenseitig
bedingende Reaktionen in Zusammenhang mit anderen Autoimmun- oder
Viruserkrankungen (77).

Im Rahmen einer physiologischen Immunreaktion werden T-Zellen aktiviert.
Zuvor haben sie den Selektionsprozess des Thymus durchlaufen, um eine Toleranz
gegeniiber korpereigenen Antigenen sicher zu stellen (92). Durch den Kontakt mit
einem Antigen oder einem aktivierenden Zytokin werden die Zellen zu
sogenannten Effektor-Zellen. Sie sind im Stande durch synthetisiertes Perforin,
Granzym und FAS-Ligand korperfremde Stoffe unschadlich zu machen (87). Nach
infektbedingt, kurzfristigen Anstiegen der Zellzahlen kommt es im Verlauf regular
zu einem induzierten Zelltod der Zellen, um unkontrollierte Zellexpansionen zu
vermeiden (21). Dieser Mechanismus scheint im Rahmen der T-LGL-Leukamie
gestort zu sein. Bei den Zellen handelt es sich ebenfalls um post-thymische T-
Zellen, die zellvernichtende Proteine produzieren kénnen, sodass von einer zuvor

stattgefundenen Antigenaktivierung der Zellen ausgegangen wird. Um was fiir eine
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Art von Antigen es sich handelt, ist jedoch unklar. Die Malignitat entwickelt sich
durch eine tiberdurchschnittliche Expansion von monoklonalen Zellen mit der
Eigenschaft, eine Apoptoseresistenz bilden zu kénnen (87) (93) (94).

Die Apoptoseresistenz entsteht zum einen durch verdanderte Signalwege wie
JAK/STAT, PI3K/Akt oder NF-xB (93) (95). Wobei die Dysregulation des JAK/STAT
Signalweges eine grofie Rolle spielt, denn in bis zur Halfte der Patienten mit T-LGL-
Leukdmie lasst sich eine Mutation im STAT3 Gen nachweisen (96) (97). Zum
anderen fordern losliche Substanzen, wie Interleukin 15 und der Wachstumsfaktor
PDGF (platelet derived growth factor) das Uberleben der T-LGL-Zellen (93) (98)
(99). Aber auch die vermehrte Produktion von FAS und FAS Liganden der LGL-
Zellen tragt zur Pathogenese bei. Durch die Produktion von FAS und FAS-Liganden
kann die Apoptose in anderen Zellen ausgelost werden. Die LGL-Zellen selbst sind
jedoch dem FAS-induzierten Zelltod gegeniiber resistent (94) (95).
Zusammenfassend liegt der Pathogenese der T-LGL-Leukdmie somit am ehesten
eine anhaltende Antigenaktivierung mit Selektion eines Klons in Zusammenhang

mit der Ausbildung einer Apoptoseresistenz zu Grunde.

2.3.1. Pathogenese der Neutropenie im Rahmen der T-LGL-Leukidmie

Sowohl Autoimmun- als auch Tumorerkrankungen koénnen mit Zytopenien
einhergehen, wobei vor allem die Neutrophilen betroffen sind. Die Ursache dafiir
ist nicht endgtiltig geklart, wahrscheinlich aber multifaktoriell bedingt (100).
Vorstellbar sind pro-inflammatorische Zytokine, welche die Zellproduktion
hemmen (101). Oder auch antineutrophile Antikorper, die sich an neutrophile
Zellen heften und so eine Phagozytose durch Makrophagen der Milz bewirken
(100) (102).

Eine vermehrte Expression von FAS-Liganden durch T-LGL-Zellen kann ebenfalls
eine Neutropenie erzeugen (94) (103). Bestdtigend fiir diese Hypothese ist das
gleichzeitige Verschwinden von FAS-Liganden im Serum und eine Verbesserung
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der Neutropenie unter einer addquaten Therapie (104).

2.4. Diagnostik und Labor

Ein Drittel der Patienten ist asymptomatisch bei Diagnosestellung. Zwei Drittel
werden auffdllig durch Zytopenien, meist Neutropenien und die damit
einhergehenden Infektionen (77) (105).

Im Blutbild eines T-LGL-Patienten zeigen sich hdufig ein Mangel an Neutrophilen
bei gleichzeitig dezenter Vermehrung der Lymphozyten. Etwa 60% der Patienten
weisen Rheumafaktoren und 40% positive ANA-Werte auf. Diese Konstellation ist
jedoch nicht zwingend notwendig, um die Diagnose stellen zu kénnen (79). Auf
weitere Blutbildverdnderungen und deren Symptomatik wird im Abschnitt ,2.5.

Klinische Symptome"“ eingegangen.

Derzeit gibt es keine bindenden Leitlinien fiir die Diagnosestellung, sodass
unterschiedliche Kriterien angewandt werden. Die folgenden Kriterien werden mit

einigen Abstufungen iiblicherweise verwendet:

* Expansion von T-LGL-Zellen im peripheren Blut, >500 T-LGL-Zellen/ul Blut
* Charakteristischer Phdanotyp mit Expression von CD3, CD8 und CD57

* Klonalitat und Rearrangement des T-Zell-Rezeptors

(106) (107)

In verschiedenen Untersuchungen wird als weiteres Kriterium die Kklinische
Symptomatik beriicksichtigt (78) (95). Wohingegen in der Untersuchung von
Bourgault-Rouxel et al. die LGL-Expansion zusatzlich fiir mindestens sechs Monate

nachgewiesen sein muss (108).

Wird ein Patient klinisch aufféllig und besteht der Verdacht einer LGL-Leukamie,

23



kann mittels Blutentnahme und Durchflusszytometrie die Menge der LGL-Zellen
im Blut bestimmt werden. Die Durchflusszytometrie erlaubt mittels
Fliissigkeitsstrom, Lichtstrahlen und entsprechenden Antikérpern die Analyse
bestimmter Zelloberflichenmerkmale und damit die Zelleinteilung (genauere
Erklarung unter ,4.4. Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie
(FACS-Analyse)“) (109).

Physiologisch liegt der Anteil der T-LGL-Zellen bei 200-400 Zellen/ul Blut (Median
223 +/-99/ul Blut) (77) (79). Das entspricht in etwa 10-15% der mononukledren
Zellen (105). Bei Diagnose einer T-LGL-Leukdmie betrdgt die Anzahl der Zellen
meist iiber 2000 Zellen/ul Blut (Median bei 4200 Zellen/ul Blut) (79) (77).
Dennoch ist es wichtig, bereits bei geringeren Zellzahlen eine T-LGL-Leukdmie in
Betracht zu ziehen. Die Untersuchung von Semenzato et al. zeigt, dass Patienten
mit niedrigeren LGL-Zellzahlen (500-1850/ul Blut) unter einer d&hnlichen

Symptomatik wie Patienten mit hoheren Zellzahlen leiden konnen (110).

Auch zur Differenzierung und der Analyse des Immunphanotyps der T-LGL-Zellen
im peripheren Blut wird die Durchflusszytometrie eingesetzt. Es lasst sich kein
einheitlicher Phanotyp fiir die Diagnose einer T-LGL-Leukdmie ermitteln. Es gibt
jedoch Kombinationen von CD-Oberflaichenmolekiilen, die eine T-LGL-Leukdmie
wahrscheinlich machen. Gehduft lassen sich in Untersuchungen positive
Ergebnisse fiir die Merkmale CD3, CD8, CD16 und CD57 feststellen (105) (79). Der
charakteristische Phanotyp setzt sich aus CD3+, TCRaf+, CD8+, CD16+ und CD57+
zusammen (78). Dabei ist das gemeinsame Auftreten von CD8 und CD57
signifikant mit der Diagnose einer T-LGL-Leukdmie und einer Neutropenie

assoziiert (111).

Um die Diagnose zu bestatigen, wird eine Klonalitdtsanalyse durchgefiihrt. Dies ist
durch eine Untersuchung des TCR-Rearrangements mittels PCR (Polymerase Chain
Reaction) (siehe ,4.5. Klonalitatsanalyse mittels PCR (Polymerase Chain Reaction®)

moglich. So kann zwischen einem mono- oder polyklonalen Anstieg der T-LGL-

24



Zellen unterschieden werden.

Innerhalb der T-LGL-Leukdmien kann nochmals zwischen einer of3- und einer yo-
Variante des T-Zell-Rezeptors unterschieden werden. Der T-Zell-Rezeptor ist ein
Heterodimer und besteht aus zwei Polypeptiden (108) (87). Deutlich haufiger ist
die ap-Form. Eine yd-Leukdmie ldsst sich in weniger als 10% der Falle
diagnostizieren (77). yd-T-Zellen machen ca. 1-6% der CD3 positiven T-Zellen aus.
Klinisch, epidemiologisch und in ihrer Assoziation zu Autoimmunerkrankungen

unterscheiden die beiden Formen sich nicht wesentlich voneinander (108).

Im Mikroskop zeigen sich besonders grofde Lymphozyten mit einem hohen Anteil
an Zytoplasma und einzelnen azurophilen Granula (79) (112). Die Zellkerne sind

meist rund oder nierenférmig und die Kern-Plasma-Relation ist hoch (77).

Abbildung 1: T-Large-Granular-Lymphozyt im peripheren Blut (Bildmitte), Abbildung aus

(113) mit Lizenzierung des Georg Thieme Verlags
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Die Knochenmarkpunktion ist im Rahmen der Diagnosestellung einer T-LGL-
Leukdmie kein Standard, jedoch kann die Diagnose dadurch zusatzlich bestatigt
werden. Besteht bei einem Patienten klinisch der Verdacht auf eine T-LGL-
Leukdmie, ist jedoch die Anzahl der LGL-Zellen nicht deutlich erhoht, kann eine
positive Knochenmarkhistologie die Diagnose verifizieren (78) (107). Die meisten
Patienten entwickeln im Verlauf der Erkrankung eine Knochenmarkinfiltration
(79) (112). Allerdings gibt es keine Korrelation zwischen der Stirke der
Infiltration und der Anzahl der Leukdmie-Zellen, dem Grad der Neutropenie und

den systemischen Symptomen (107).

Zusammenfassend erfolgt eine Diagnosestellung durch die Komponenten eines
vermehrten Vorhandensein von LGL-Zellen, einer durchflusszytometrischen
Untersuchung mit Analyse des Phanotyps und der Bestatigung der Monoklonalitat
durch PCR unter Berticksichtigung der klinischen Symptomatik.

2.4.1. Differentialdiagnose Felty-Syndrom

Bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis kommt es haufig zu
Blutbildveranderungen, insbesondere treten Neutropenien auf. In Zusammenhang
mit einem Neutrophilenmangel miissen differentialdiagnostisch sowohl das Felty-
Syndrom als auch die monoklonale T-LGL-Zellvermehrung in Betracht gezogen
werden. Die beiden Erkrankungen kénnen sich dhnlich prasentieren, sodass eine
Unterscheidung sich schwierig gestaltet.

Das Felty-Syndrom ist eine extraartikulire Manifestation einer meist lang
bestehenden, seropositiven Rheumatoiden Arthritis. Das Syndrom ist definiert als
die Trias von Rheumatoider Arthritis, Splenomegalie und Neutropenie, wobei
jedoch nicht jeder Aspekt von Beginn an nachzuweisen sein muss (55). Es tritt bei
etwa 1% der RA-Patienten auf (114) und geht im Vergleich zu der allgemeinen RA-
Kohorte mit einer hoheren Krankheitsaktivitat einher (115). Die Kombination der

Symptome kann ebenso durch eine monoklonale T-LGL-Zellvermehrung in
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Verbindung mit einer Rheumatoiden Arthritis verursacht werden, was die
Differenzierung erschwert (79). Sowohl in der klinischen Prasentation als auch in
den Blutbilduntersuchungen unterscheiden sich Patienten der beiden
Erkrankungen nicht wesentlich voneinander. Als Abgrenzung kann unter Patienten
mit einer T-LGL-Leukdmie haufiger eine Lymphozytose (106) und unter Felty-
Syndrom Patienten eher eine Leukopenie beobachtet werden (102). Beide
Erkrankungsformen sind mit dem genetischen Hintergrund von HLA-DR4
assoziiert. Sowohl unter den Felty-Syndrom Patienten als auch unter denen mit
LGL-Leukdmie kann das Merkmal zu 86% bzw. 90% nachgewiesen werden.
Wohingegen nur ein Drittel der LGL-Leukdmie Patienten ohne gleichzeitig
bestehende RA positiv fiir HLA-DR4 sind, was vergleichbar mit der
Allgemeinbevolkerung ist (116). Des Weiteren kann bei beiden
Krankheitsentitdten eine Mutation im STAT Signalweg festgestellt werden. Unter
Patienten mit Felty-Syndrom konnte eine STAT3 Mutation bei 43% (117) und
unter Patienten mit LGL-Leukamie bei 40% (96) bzw. bei T-LGL-Leukdmie von
43% (118) nachgewiesen werden.

Beide Erkrankungen konnen sowohl mit einer Vermehrung der LGL-Zellen als
auch einem dhnlichen Phanotypen einhergehen, sodass eine endgiiltige
Differenzierung durch die Zellzahl oder die Oberflichenmerkmale nicht
ausreichend moglich ist (83) (119). Voneinander unterscheiden lassen sich die
beiden Erkrankungen durch eine Klonalititsanalyse des T-Zell-Rezeptors. Bei
Patienten mit T-LGL-Leukdmie lassen sich klonale T-LGL-Zellexpansionen
nachweisen. Wohingegen Patienten mit Felty-Syndrom reguldr lediglich
polyklonale Expansionen aufweisen (83) (102) (106) (119).

Die aufgefithrten Uberschneidungspunkte der beiden Erkrankungen sprechen fiir
einen dhnlichen, wenn nicht sogar gleichen Pathomechanismus (106) (120). Es
muss davon ausgegangen werden, dass einige Patienten mit Felty-Syndrom
fehldiagnostiziert wurden und tatsachlich an einer T-LGL-Leukdmie in
Kombination mit einer Rheumatoiden Arthritis erkrankt sind (102) (106). Um die

Diagnose eines Felty-Syndroms stellen zu kénnen, ist es von grofier Bedeutung

27



andere Ursachen, wie beispielsweise eine T-LGL-Leukdmie zuvor auszuschlief3en

(113).

2.5. Klinische Symptome

Eine T-LGL-Leukdmie kann im Anfangsstadium asymptomatisch sein. Bei einem
Drittel der Patienten handelt es sich um einen Zufallsbefund, sie sind auch bei
Diagnosestellung noch symptomfrei (77).

Haufige Symptome sind Auswirkungen der Zytopenie. Eine Neutropenie zeigt sich
bei mehr als der Hilfte der Patienten, meist in Form von rezidivierenden
Infektionen, die mit Fieber einhergehen koénnen. Infektionen der Haut, der
Schleimhaute und der Atemwege sind dabei besonders haufig (77) (80) (79) (121)
(89) (122).

Bis zu 50% der Patienten zeigen eine Andmie. Eine Thrombozytopenie tritt in
Zusammenhang mit der Leukdmie nur selten, in bis zu 20% der Falle, auf (77) (79).
Auch B-Symptome (Fieber, Gewichtsverlust von mehr als 10% in 6 Monaten und
Nachtschweifs) werden in 7-12% der Falle beschrieben (80) (89).
Lymphadenopathien treten kaum in Zusammenhang mit einer T-LGL-Leukdmie
auf (79) (122) (80) (121) (89). Bei bis zur Halfte der Betroffenen lasst sich eine
Splenomegalie diagnostizieren. Eine Hepatomegalie ist hingegen selten (79) (80)
(122). Knochenmarkinfiltrationen kénnen in Patientenkollektiven mit T-LGL-
Leukdmie in weit liber der Halfte nachgewiesen werden: Bareau et al. 72% (80),
Loughran et Starkebaum 70% (122), Loughran 88% (79).

Bourgault-Rouxel et al. zeigen im Vergleich von aff- und yd-Leukdmie einen
signifikanten Unterschied im Auftreten einer Andmie. Diese ist unter Patienten mit
einer yd-Leukdmie deutlich seltener (10% vs. 49%; p=0,001). In Bezug auf
Neutropenie, Thrombozytopenie, Splenomegalie und Hepatomegalie ergeben sich

keine signifikanten Differenzen (108).
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2.6. Therapie und Prognose

Derzeit gibt es keine standardisierten Leitlinien zur Behandlung einer T-LGL-
Leukdmie, sodass die Therapieempfehlungen aus verschiedenen Fallberichten
stammen. Nicht in jedem Fall ist eine Therapie zwingend notwendig (107).

Im Verlauf der Erkrankung benétigen bis zu 70% der Patienten eine Therapie (89).
Dabei stellen Neutropenien und damit einhergehende Infektionen die haufigste
Behandlungsindikation dar. Aber auch transfusionsabhiangige Anamien,
Thrombozytopenien, B-Symptome, Vaskulitiden oder assoziierte
Autoimmunerkrankungen konnen derart ausgepragt sein, dass sie eine Therapie
erfordern (80) (78). Bei asymptomatischen Patienten kann ein zuwartendes

Verhalten vertreten werden (95) (107) (103).

Folgende Therapieindikationen lassen sich festhalten (107):

* <500 Neutrophile/ul

* Moderate Neutropenie (>500 Neutrophile/ul) in Verbindung mit einer
Infektneigung

* Symptomatische oder transfusionsbediirftige Andmien

* Autoimmunerkrankungen, die eine Behandlung erfordern

Der Fokus der Therapie liegt in der Immunsuppression. Sie niitzt sowohl der
Behandlung der T-LGL-Leukdmie als auch der anderer autoreaktiver
Erkrankungen, wie beispielsweise der Rheumatoiden Arthritis (89) (107).

Der Folsdure-Antagonist Methotrexat ist das Mittel der ersten Wahl (107).
Cyclophosphamid und Ciclosporin A werden teilweise als eine alternative
Erstlinien-Therapie empfohlen (80) (107) (93) (123) (95). Vielversprechend ist
eine Kombination aus einem der genannten Medikamente mit einem niedrig
dosierten Glukokortikoid zu Beginn. Eine Remission durch Glukokortikoide allein

ist jedoch nicht zu erwarten (80). Sollte der Patient auf die Medikamente der
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ersten Wahl nicht ansprechen, gibt es verschiedene Medikamente, von denen in
Case Reports erfolgsversprechend berichtet wird. Dazu gehéren Purinanaloga
(Fludarabin), CD20-Antikorper (Rituximab) und CD52-Antikérper (Alemtuzumab)
(107) (93) (124) (125) (126).

Eine symptomatische Behandlung der Neutropenie mit dem Wachstumsfaktor G-
CSF (Granulocyte-colony stimulating factor) kann erfolgreich zur Linderung von
anhaltenden Infektionen eingesetzt werden. Dieser stimuliert die Zell- und
Neutrophilenbildung und starkt so das Immunsystem. Jedoch kann es nach
Beendigung der Therapie zu einem erneuten Abfall der Neutrophilen kommen
(100) (127).

Mit ausreichender Indikation und prophylaktischem Schutz vor Infektionen stellt
die Entfernung der Milz eine Alternative bei der Behandlung der T-LGL-Leukdmie
dar (128). Unter Patienten mit Felty-Syndrom werden nach Splenektomie
Verbesserungen des Blutbildes festgestellt, jedoch kann das Infektionsrisiko nicht
signifikant gesenkt werden (115). Hinzukommend ist das allgemeine
Infektionsrisiko nach Splenektomie, sodass aufgrund der zunehmend besseren
medikamentosen  Therapiemoglichkeiten die  Splenektomie nur selten

durchgefiihrt wird (78) (89).

Das Ziel der Therapie ist die Remission. Von dieser wird gesprochen, wenn das
Blutbild und die LGL-Zellzahl normalisiert sind. Eine molekulare Remission
schlief3t den Nachweis eines T-Zell-Klons in der PCR aus (97). Die Erfolgsraten
unter Therapie variieren. Die Betrachtung mehrerer Untersuchungen konnte ein
Ansprechen bei iiber der Halfte der Patienten auf eine Therapie mit Methotrexat,
Cyclophosphamid oder Ciclosporin A zeigen (107). Eine komplette,
hamatologische Remission kann jedoch haufig nur in einem kleinen
Patientenanteil erreicht werden (97) (129). Ein besonders gutes
Therapieansprechen  kann auf Grundlage verschiedener genetischer
Pradispositionen festgestellt werden, sodass Patienten mit HLA-DR4 mittels

Ciclosporin A (130) und Patienten mit STAT3 Y640F Mutationstyp durch eine
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Therapie mit MTX (97) besonders erfolgreich behandelt werden kénnen.

Aufgrund der beschriebenen Schwierigkeiten in der eindeutigen Diagnosefindung
und des moglicherweise fehl- und unterdiagnostizierten Patientenanteils, fallt eine
Aussage liber die Prognose bezliglich der T-LGL-Leukdamie nicht leicht. Sicher ist,
dass eine T-LGL-Leukdmie die Lebenserwartung durch Blutbildverdnderungen
und insbesondere erhohte Infektneigung einschranken kann (131). Auch ein
fortgeschrittenes  Lebensalter und  vermehrte  Komorbidititen  sind
prognosebeschrinkend (81). Die Daten zur medianen Uberlebensdauer der
Patienten variieren und liegen zwischen 9 und 14,5 Jahren (81) (89) (129). In der
franzosischen Patientenkohorte mit T-LGL-Leukdmie zeigte sich eine 5-Jahres-

Uberlebensrate von 89% (80).
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3. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorgelegten Arbeit besteht darin, eine Aussage tiber die Verteilung der
T-Zell-Oberflaichenmerkmale innerhalb einer RA-Population machen zu kénnen.
Der Fokus liegt dabei insbesondere auf den T-LGL-Zellen. Aufgrund der Seltenheit
von monoklonalen T-LGL-Zellexpansionen kénnen nur sehr begrenzt Aussagen
tiber die Pravalenz in der Allgemeinbevolkerung getroffen werden. Durch die
Assoziation von RA und T-LGL-Leukdmie wird von einer hoheren Pravalenz von
monoklonalen T-LGL-Zellen in unserem RA-Patientenkollektiv ausgegangen. Es
wird der Einschluss eines grofden Patientenkollektivs angestrebt, um trotz der zu
erwartenden niedrigen Fallzahlen statistisch valide Aussagen tliber die Pravalenz
der monoklonalen T-LGL-Zellvermehrungen innerhalb einer RA-Population treffen
zu konnen.

Des Weiteren erwarten wir, mogliche assoziierte Faktoren fiir die Expansion von
klonalen T-Zellen herausarbeiten zu kénnen. Von Interesse sind dafiir vor allem
die Daten zur demographischen Verteilung und zur rheumatischen Erkrankung
der Patienten sowie zu deren medikamentdser Therapie.

Werden Zusammenhdnge gefunden, konnte dies ein Ansatz zu neuen
Behandlungsstrategien und moglichen Screeningprogrammen in

Risikopopulationen sein.
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4. Material und Methoden

4.1. Patientenkollektiv

Im Rahmen der Studie werden 529 Patienten, die die ACR-Kriterien (siehe ,1.4.
Diagnostik und Labor“) fiir Rheumatoide Arthritis aus 2010 erfiillen,
eingeschlossen. 449 Patientendaten stammen aus der Rheumatologischen
Ambulanz der Medizinischen Klinik und Poliklinik II der Universitat Wiirzburg.

Um die zu untersuchende Kohorte zu vergrofiern und eine reprasentative
Verteilung der medikamentésen Therapie in unserem Patientenkollektiv zu
erreichen, werden 80 weitere Patienten aus der Praxisgemeinschaft Dr. Kleinert,
Dr. Rapp, Dr. Ronneberger, Dr. Schuch und Dr. Wendler fiir Rheumatologie-
Nephrologie in Erlangen! hinzugenommen.

Die Patientenrekrutierung  erfolgt  konsekutiv = im Rahmen  von
Routineuntersuchungen und ohne vorherige Selektion im Zeitraum von November
2013 bis August 2015.

Zu Beginn werden die Patienten schriftlich und miindlich tiber die Studie
aufgeklart und erteilen schriftlich ihr Einverstindnis zur Teilnahme. In der
ausgehandigten Patienteninformation werden der genaue Studienablauf und die
damit verbunden Risiken und der mogliche Nutzen erklart (Patienteninformation
siehe Anhang). Die Patienten stimmen mit ihrer Einverstdndniserklarung einer
Blutentnahme, der Verwendung der Daten zu wissenschaftlichen Zwecken, der
Veroffentlichung der erhobenen Daten in anonymisierter Form und der
Aufbewahrung der Untersuchungsergebnisse zu.

Nach Abschluss der Publikation werden die Daten in anonymisierter Form
aufbewahrt. Eine Aufbewahrung von Proben iiber ldngere Zeitraume ist nicht

vorgesehen.

! Praxisgemeinschaft Rheumatologie-Nephrologie, M6hrendorfer Strafde 1c, 91056
Erlangen (http://www.pgrn.de)
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Das Zuriickziehen dieser Einverstidndniserklarung war und ist jederzeit ohne
Angabe von Griinden moglich. Die Zustimmung der lokalen Ethikkommission der
Medizinischen Fakultiat der Universitit Wiirzburg mit dem Aktenzeichen 154/13

liegt vor.

4.1.1. Einschlusskriterien

Volljahrigkeit (18 Jahre) und das Vorliegen einer Rheumatoide Arthritis sind die
einzigen Kriterien fiir die Aufnahme in die Studie. Dabei muss die Rheumatoide
Arthritis die ACR-Kriterien fiir Rheumatoide Arthritis aus 2010 erfiillen. Jegliche
antirheumatische Therapie ist fiir den Studieneinschluss moéglich. Auch Patienten,
die keine spezifische Therapie erhalten, konnen eingeschlossen werden, sofern die

Diagnose gesichert ist.

4.1.2. Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien sind die fehlende Einwilligung bzw. Einwilligungsfahigkeit
und ein Alter von unter 18 Jahren. Weitere Ausschlusskriterien werden nicht
formuliert, um ein moglichst grofdes und realitdtsnahes Patientenkollektiv fiir den

Studieneinschluss zu rekrutieren.

4.2. Erhebung der Patientendaten

Die klinischen Daten der in die Studie eingeschlossenen Patienten werden
herangezogen, um mogliche assoziierte Faktoren fiir das Auftreten klonaler T-LGL-
Zellvermehrungen bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis aufzuzeigen.

34



In die Analyse gehen Geschlecht, Lebensalter, Erstmanifestationsalter,
Raucheranamnese, BMI-Wert, Autoimmun- und Tumorerkrankungen sowie
Blutbild und Serostatus ein. Ferner wird der durch den betreuenden Arzt erhobene
DAS28-Wert als Maf fiir die Krankheitsaktivitat bertcksichtigt. Ein weiterer
klinischer Parameter in der Auswertung ist das Vorhandensein von Rheumaknoten
in der klinischen Untersuchung und Erosionen im Rontgenbild. Therapeutisch
wird zwischen der Behandlung mit csDMARDs, bDMARDs und Steroiden
unterschieden. Die JAK-Inhibitoren (Baricitinib, Tofacitinib und Upadacitinib) sind
zum Zeitpunkt der Datenerhebung in Deutschland noch nicht zugelassen und
werden deshalb in der Auswertung nicht berticksichtigt.

Die verwendeten Patientendaten werden aus dem elektronischen Aktensystem
EMIL®3 des Universitatsklinikums Wiirzburg entnommen. In diesem werden im
Rahmen von ambulanten oder stationdren Besuchen Anamnesen, standardgemafie
rheumatologische Untersuchungen, Laborergebnisse, durchgefiihrte Diagnostik
sowie Arztbriefe dokumentiert.

Die Daten der Patienten aus der Praxis Dr. Kleinert und Kollegen werden aus den
uns ausgehandigten Arztbriefen entnommen. Da die Patienten aus der Praxis iiber
den Zeitraum von Februar bis April 2015 rekrutiert werden, ist das exakte
Einschlussdatum nicht zu ermitteln. Es wird der 15.03.2015 als das

Einschlussdatum festgelegt.

4.2.1. Raucheranamnese

In die Raucheranamnese gehen das Konsumieren von Nikotin und Pfeifentabak
ein. Es wird unterschieden zwischen aktiven bzw. ehemaligen Rauchern und
Nichtrauchern. Die Dauer wie auch die Frequenz des Abusus gehen nicht in die

Auswertung mit ein.

3 https://www.itc-ms.de/
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4.2.2. Komorbidititen

Komorbiditaten werden in Autoimmun- und Tumorerkrankungen unterschieden.
Im Rahmen von Autoimmunerkrankungen werden zusatzlich zur RA bestehende
Autoimmunerkrankungen erfasst.

Die Gruppe der Tumorerkrankungen wird als maligne Erkrankung definiert und
nochmals in solide und hdamatologische Tumore unterschieden. Berticksichtigt
werden sowohl zuriickliegende als auch aktuelle Tumorerkrankungen. Eine
Differenzierung zu welchem Zeitpunkt die Erkrankung bestand, erfolgt nicht.

Anderweitige Nebendiagnosen werden in der Auswertung nicht berticksichtigt.

4.2.3. Blutbild und serologische Parameter

Aus der routinemafdig durchgefiihrten Blutbilduntersuchung werden Leukozyten,
Hamoglobin-Wert, Thrombozyten und absolute Lymphozytenzahl in die
Auswertung einbezogen.

Auch die serologischen Parameter CRP (C-reaktives Protein), BSG
(Blutsenkungsgeschwindigkeit), Rheumafaktor, ACPA (Antikorper gegen cyclisch
citrullinierte Peptide), ANA (antinukledrer Antikorper), ENA (englisch: extractable
nuclear antigen) und dsDNS (Doppelstrang-DNS) werden in der Auswertung
beriicksichtigt. Es liegt im Ermessen der aufnehmenden Arzte, welche Parameter
erneut bestimmt werden. Bei der Verwendung bereits vorliegender Werte werden
stets die neusten Werte in die Auswertung aufgenommen. Nur der ACPA-Wert darf
nicht alter als aus dem Jahr 2012 sein.

Der Rheumafaktor wird ab einem Wert von >20 IE/ml als positiv gewertet. Der
ACPA-Wert wird ab tiber 10 IE/ml als positiv gewertet und bis zu einem Wert von
333 IE/ml gemessen. Der dsDNS Wert wird ab einem Wert von grofder 15 IE/ml
und der ANA-Wert ab 1:100 als positiv gewertet.
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4.2.4. Medikation

Die Medikation wird in konventionelle und biologische DMARDs sowie
Kortikosteroide unterschieden.

Zu den konventionellen DMARDs zihlen Methotrexat, Leflunomid, Sulfasalazin und
Hydroxychloroquin. In der Auswertung werden konventionelle DMARDs zwischen
einer Monotherapie mit Methotrexat, einer Methotrexat Therapie mit
anderweitigen konventionellen DMARDs und eine csDMARDs Therapie ohne
Methotrexat unterschieden.

Die Biologika werden in TNF-Inhibitoren (Etanercept, Infliximab, Adalimumab,
Golimumab und Certolizumab), Interleukin-1-Rezeptorantagonisten (Anakinra),
Interleukin-6-Rezeptorantagonisten (Tocilizumab und Sarilumab), T-Zell-
Costimulations-Hemmer  (Abatacept) und CDZ20-Antikoérper (Rituximab,
Ocrelizumab) unterschieden. Ocrelizumab wird im Rahmen von Studien
verabreicht, da es keine Zulassung fiir die RA-Therapie gibt.

Die Biologika werden in der Regel unter Fortfiihrung der Methotrexat Therapie
verabreicht.

In der folgenden Tabelle werden die Medikamente mit ihren Standarddosierungen

und der Verabreichungsart dargestellt.
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Tabelle 2: RA-Medikamente und Dosierungen (132)

Medikation Dosierung Verabreichung
Methotrexat 7,5-20mg/Woche s.c.l/iv.2/im.3
Leflunomid 10-20mg/Tag (ggf. zuvor Aufsattigung) |p.o.*
Sulfasalazin 2x1g/Tag (zuvor Eindosierung) p.o.4
Hydroxychloroquin |200-400mg/Tag p.o.4
Etanercept 50mg/Woche s.c.l
Infliximab 3mg/kg (Wiederholung Woche 2 und 6, |i.v.2

dann alle 8 Wochen)
Adalimumab 40mg alle 2 Wochen s.c.1
Golimumab 50mg/Monat s.c.l
Certolizumab 2x200mg/Tag (Wiederholung Woche 2,|s.c.!

4, danach Reduktion auf 200mg alle 2

Wochen)
Anakinra 100mg/Tag s.c.l
Tocilizumab 162mg/Woche s.c.1
Sarilumab 200mg alle 2 Wochen s.c.l
Abatacept 125mg/Woche s.c.l
Rituximab 1g (Wiederholung Woche 2) iv.2
Ocrelizumab 300mg (Wiederholung Woche 2) iv.2

L subkutan; 2 intravends; 3 intramuskular; 4 peroral

Die Angaben beziehen sich auf die regular verabreichte Dosis. In Einzelfallen kann

es zu Dosisanpassungen kommen. Auf diese wird nicht explizit eingegangen.
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Die Verabreichung von Kortikosteroiden (Prednisolon und entsprechende
Aquivalente) wird nur im Rahmen der Medikation bei Studieneinschluss erfasst. Es
wird zwischen einer Dosierung iiber und unter 15mg pro Tag unterschieden.

Zur Eruierung der Medikation bei Studieneinschluss wird das Einschlussdatum

verwendet.

4.3. Blutproben

Nach Aufklarung und schriftlicher Zustimmung der Patienten erfolgt, zusatzlich
zur regularen Blutentnahme, bei jedem Patienten eine Blutentnahme von ca. 10ml
Serum und ca. 2,5 ml EDTA (Ethylendiamintetraazetat) -Blut.

Die Serumproben dienen zur Bestimmung serologischer Parameter der
Rheumatoiden Arthritis und anderer Autoimmunkrankheiten (siehe ,4.2.3.
Blutbild und serologische Parameter) und dem Abgleich mit den Ergebnissen der
Immunphanotypisierung (Synonyme: FACS-Analyse, Durchflusszytometrie), um
eine mogliche Korrelation von T-Zell-Anomalien mit anderen serologischen
Merkmalen nachzuweisen.

Das EDTA-Blut wird fiir die FACS-Analyse (Fluorescence Activated Cell Sorter-
Analyse) verwendet. Konnen in dieser potentiell klonale T-LGL-Populationen
nachgewiesen werden, erfolgt beim nachfolgenden Ambulanztermin eine weitere
EDTA-Blutentnahme zur Sicherung der Diagnose mittels Klonalititsanalyse des T-

Zell-Rezeptors durch das Institut fiir Pathologie der Universitat Wiirzburg.
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4.4. Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Es werden zuerst die Materialien und die Firmen, durch welche sie bezogen
wurden, aufgefiihrt. Im darauf folgenden Abschnitt werden die Durchfiihrung
sowie die Auswertungsstrategie beschrieben.

Die Durchfiihrung der Durchflusszytometrie erfolgt durch das Immunologische

Labor der Universitat Wiirzburg.

4.4.1. Antikorper

Tabelle 3: Antikérper und Farbstoffe

Antikorper |Farbstoff Klon Bestellnr. |Firma

CD3 PC71 UCHT1 # 737657 | Beckman Coulter
CD45/CD14 |FITC? / PE3 2D1/ M@P9 # 342408 Becton Dickinson
CD19 ECD# J3-119 # A07770 |Beckman Coulter
CD56 PC55 N901 # A07789 | Beckman Coulter
CD16 PC55 3G8 # A07767 |Beckman Coulter
CD4 FITC2 13B8.2 # A07750 |Beckman Coulter
anti-TCRyd |PE3 IMMUS510 #IM1418U |Beckman Coulter
CD8 ECD# SFCI21Thy2D3 |# 737659 Beckman Coulter
CD45 PC55 J33 # A07785 | Beckman Coulter
CD45 PC71 J33 #IM3548 | Beckman Coulter
CD7 FITC2 8H8.1 # A07755 |Beckman Coulter
CD2 PE3 39C1.5 # A07744 |Beckman Coulter
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Antikorper |Farbstoff Klon Bestellnr. |Firma

CD3 ECD#* UCHT1 # A07748 |Beckman Coulter
CD5 PC55 BL1a # A07754 | Beckman Coulter
CD3 PC5.57 UCHT1 # B49203 | Beckman Coulter
CD4 APC8 13B8.2 # IM2468 Beckman Coulter
v6-TCR FITC? IMMUS510 #B49175 |Beckman Coulter
CD56 PE3 N901 # A07788 | Beckman Coulter
CD45 Krome Orange |]33 # B36294 | Beckman Coulter
CD57 Pacific Blue NC1 # A74779 |Beckman Coulter
CD14 Alexa Fluor 700 |RMO52 # A99020 |Beckman Coulter
CD8 APC8-Alexa B9.11 # A94683 | Beckman Coulter

Fluor750

1 Phycoerythrin-Cyanin 7; 2 Fluorescein Isothiocyanate; 3 Phycoerythrin; 4 Phyierythrin-

Texas Red*-x; 5 Phycoerythrin-Cyanin 5; ¢ Phycoerythrin-Cyanin 5.5; 7 Allophycocyanin

4.4.2. Reagenzien

Tabelle 4: Reagenzien

PBS (phosphate buffered saline)

11,9mM Phosphat
137mM Natriumchlorid
2,7mM Kaliumchlorid
pH-Wert 7,4 +/-0,1

Biochrom

FBS (fetal bovine serum)

PAN Biotech
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VersaLyse Lysing Solution Beckman Coulter

[0Test 3 Fixative Solution Beckman Coulter

IsoFlow Sheath Fluid Beckman Coulter

4.4.3. Materialien und Gerite

Tabelle 5: Materialien und Gerate

FACS Rohrchen Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt
Pipetten Brand, Gilson, Starlab

Vortex (Reagenzglasmixer Powermix |Hartenstein

L46)
Zentrifuge Totanta 460R Hettich
Durchflusszytometer Beckman Coulter

- Navios 3L 10COL (10 Farben)
- FC500 MCL (5 Farben)

4.4.4. Vorbereitung und Durchfiihrung

Die Immunophanotypisierung wird studienveranlasst durchgefiihrt. Untersucht

wird im Rahmen dieser Arbeit peripher gewonnenes Patientenblut.
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Die Untersuchung gliedert sich in zwei verschiedene Schritte, wodurch eine
detaillierte Differenzierung der Zellpopulationen und der Oberflichenmerkmale
ermoglicht wird.

Zuniachst werden alle Patientenblutproben mittels einer 8-Farben
Durchflusszytometrie analysiert. Bei Vermehrung von mehr als 10% T-NK-Zellen
(definiert als Ko-Expression von CD3 und CD56) im Lymphozytengate erfolgt
durch den medizinisch technischen Assistenten des Labors eine zweite
durchflusszytometrische Untersuchung. Die zweite 5-Farben Durchflusszytometrie
ermoglicht eine weitere Differenzierung und Charakterisierung der peripheren T-

Zellen.

In beiden FACS-Analysen werden 100ul Patientenblut pro Rohrchen und jeweils

10ul des benoétigten Antikorpers verwendet.

Die erste Durchflusszytometrie wird am 10 Farben Durchflusszytometer Navios 3L
10COL von Beckman Coulter durchgefiihrt. Es werden jedoch nur 8 Farben
verwendet. Folgende Antikoérper mit Farbstoffen werden verwendet: CD3 PC5.5,
CD4 APC, yd-TCR FITC, CD56 PE, CD45 Krome Orange, CD57 Pacific Blue, CD14
Alexa Fluor 700 und CD8 APC-Alexa Fluor 750.

Die zweite FACS-Analyse erfolgt am 5 Farben Gerdat FC500 ML von Beckmann
Coulter. Hierfiir werden drei Rohrchen mit jeweils 100ul Patientenblut benotigt.
Das erste Blutrohrchen erhalt die Antikérper CD3 PC7, CD45 FITC/ CD14 PE, CD19
ECD und eine gemischte Antikorper-Fliissigkeit aus CD56 PC5 und CD16 PC5.

Das zweite Rohrchen wird mit CD3 PC7, CD4 FITC, anti-TCRyd PE, CD8 ECD und
CD45 PC5 gefiillt.

Dem dritten Rohrchen wird CD45 PC7, CD7 FITC, CD2 PE, CD3 ECD und CD5 PC5

hinzugegeben.

Sowohl fiir die 8- als auch fiir die 5-Farben Durchflusszytometrie wird mit dem

Gemisch aus Patientenblut und den jeweiligen Antikérpern gleichermafien
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verfahren. Der Ubersicht halber werden die folgenden Schritte in Stichpunkten

angegeben:

1. Das Patientenblut wird mit den jeweiligen Antikérpern mittels Vortex
vermischt

2. Inkubation der Mischung bei Raumtemperatur (20°C) fiir 10 Minuten

3. Hinzufligen von 2ml VersaLyse und Fixans in einem Verhaltnis von
200ml:10ml, wodurch ein Erythrozytenzerfall hervorgerufen wird

4. Inkubation der Substanzen bei Raumtemperatur (20°C) fiir 10 Minuten,
wonach die Fliissigkeit klar erscheinen sollte

5. Zentrifugation der Fliissigkeit bei Raumtemperatur (20°C) mit 1650 rpm
(revolutions per minute) fiir 5 Minuten, wodurch die Blutbestandteile
voneinander getrennt werden

6. Der Uberstand wird abgekippt

7. Der zurilickgebliebenen Substanz werden 2ml Pufferlésung aus PBS und FBS
in einem Verhdltnis von 500ml PBS und 5ml inaktiviertem FBS
hinzugegeben

8. Zentrifugation bei Raumtemperatur (20°C) mit 1650 rpm fiir 5 Minuten

9. Nach Abkippen des Uberstands bleibt ein Lymphozyten-Pellet zuriick

10. Das Pellet wird in 300ul Pufferlésung aufgenommen

11. Zu diesem Zeitpunkt ist eine Messung mittels Durchflusszytometer moglich

4.4.5. Technik der Durchflusszytometrie

Eine Durchflusszytometrie, auch FACS-Analyse oder Immunphinotypisierung
genannt, ermoglicht eine sehr genaue Unterscheidung von verschiedenen Zellen
und ihrer Charakteristika (109) (133). Genutzt werden konnen dafir
Zellfliissigkeiten aus zum Beispiel Knochenmark, Blut, Liquor oder

bronchoalveoldrer Lavage.
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Um Rezeptoren und Oberflaichenantigene und somit die zu untersuchenden Zellen
voneinander zu differenzieren, werden den Zellsuspensionen Fluorchrome in
Form von Antikérpern hinzugefiigt. So konnen Zelleigenschaften sichtbar gemacht
werden (109) (133). Die Intensitdt der Fluoreszenz ist dabei direkt proportional

zur vorhanden Zahl der zu untersuchenden Molekiile (109).

Ein Durchflusszytometer besteht aus einem Fliissigkeitssystem, in dem die Zellen
transportiert werden, einer Lichtquelle, an welcher die Zellen vorbeigefiihrt
werden und Detektoren, die das emittierte Licht der Zellen auffangen. Mittels der
eingebauten Elektronik kénnen optische in elektronische Daten umgewandelt
werden, sodass diese der Computeranalyse zuganglich sind (109).

Die Fliissigkeit wird unter Druck beschleunigt. Dabei entsteht ein Zellstrom, in
dem die Zellen voneinander getrennt werden, sodass die Messung einzelner
Zellmerkmale ermoglicht wird. Der Zellstrom wird an Lichtquellen, meist Lasern
vorbeigefiihrt. Dieser Messpunkt wird Laserabfrage genannt (109). Hier kommt es
zu einer Aktivierung der Fluorchrome, sodass das Laserlicht gestreut und emittiert
werden kann. Die zu messende Wellenldange ist abhidngig von den jeweilig
verwendeten Fluorchromen und ermoglicht so eine Differenzierung zwischen den
Zellmerkmalen (109).

Es werden zwei verschiedene Lichtquellen unterschieden. Ein Vorwartslicht
(Forward Scatter, FSC), das zur Bestimmung der Zellgrof3e verwendet wird und ein
Seitwartslicht (side Scatter, SSC), welches abhdngig von der Zellmembranstruktur
und der Beschaffenheit der Zelle gestreut wird (109) (133).

Wie viele verschiedene Fluorchrome gleichzeitig gemessen werden kdnnen, hangt
vom Messgerdt ab. Die Auswahl der Antikorper richtet sich nach der Fragestellung.
Mit steigender Anzahl der Farben kommt es auch zu zunehmender Uberlappung
und damit zu einer schlechteren Auflésung und einer Beeinflussung der
Ergebnisse. Das liegt daran, dass die Farbstoffe nicht nur von einer definierten

Wellenldnge des Lichts angeregt werden (109) (133).
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Der Schritt der Kompensation folgt im Anschluss und soll mégliche Uberlappungen

korrigieren (109).

4.4.6. Gating Strategie

In dieser Arbeit sind nur die Lymphozyten von Relevanz, sodass diese idealerweise
ohne Einfluss anderer Zellen beurteilt werden sollen. Fiir diese Selektion ist das
Gating von besonderer Bedeutung (109).

Zuniachst erfolgt mittels CD45-Antikorper und Side Scatter die Selektion der
Leukozyten (133). Um moglicherweise mitabgebildete Monozyten zu detektieren
und von der Beurteilung auszuschliefRen, wird der Zellsuspension der
Monozytenmarker CD14-Antikérper hinzugegeben, wodurch Zellen, die CD14
positiv sind, von der Analyse ausgeschlossen werden. Danach wird vom
Lymphozytengate gesprochen.

Nach Hinzugabe der einzelnen Antikérper werden die generierten Dotplots durch
den medizinisch technischen Assistenten des Labors per Hand bei Bedarf weiter
angepasst. Dadurch ist eine genauere Abbildung der einzelnen Zellpopulationen
moglich.

Die Kompensation erfolgt in dieser Arbeit mittels Autosetup der Firma Beckman

Coulter.

Exemplarisch werden die Ergebnisse der Durchflusszytometrie eines Patienten mit
schlussendlich diagnostizierter klonaler T-LGL-Zellvermehrung dargestellt.

Die erste Abbildung stellt die Dotplots der ersten durchflusszytometrischen
Untersuchung dar.

Initial erfolgt eine Differenzierung der Zellen der peripheren Blutprobe. Durch den
CD45 Antikorper werden kernhaltige Zellen isoliert. Nach Ausschluss der
Monozyten mittels des CD14 Antikorpers wird das Lymphozytengate erhalten.

46



Fiir die weitere Analyse sind ausschliefdlich die CD3-positiven Lymphozyten, die T-
Lymphozyten relevant. Die CD3-positiven T-Zellen werden mit 91,5% dargestellt.
Die CD3-negativen Zellen konnen sowohl B-Zellen als auch NK-Zellen darstellen.
Im nachsten Schritt erfolgt eine Unterscheidung der T-Zellen.

Diese konnen unterschieden werden in CD4-positive Zellen, T-Helferzellen, CD8-
positive Zellen, zytotoxischen T-Zellen, CD56/CD16-positive Zellen, T-NK-Zellen
und yd-T-Zellen. Mittels der entsprechenden Oberflichenmerkmale erfolgt die
Differenzierung. In diesem Fall sind 57,8% der Zellen CD4 positiv, 20,9% CD8
positivund 16,5% CD56 positiv. 16,8% der T-Zellen sind yd-TCR positiv.
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Abbildung 2: Exemplarische Darstellung der Dotplots der ersten Durchflusszytometrie

Zur Durchfiihrung der zweiten Durchflusszytometrie werden drei verschiedene
Rohrchen mit den genannten Antikoérper gefiillt.

Das erste Rohrchen enthdlt die Antikorper CD45, CD14, CD19, CD3 und
CD56/CD16. Wie in der ersten durchflusszytometrischen Untersuchung erfolgt
zundchst eine Isolation der CD3-positiven Zellen mittels des CD45 und des CD14
Antikorpers. Durch Hinzunahme des spezifischen CD19 Markers ist eine
Differenzierung zwischen B- und T-Zellen moglich. 90,8% der Zellen sind CD3
positiv und CD19 negativ, was fiir eine T-Zellpopulation spricht. 3,1% der Zellen
sind CD19 positiv und CD3 negativ und damit B-Zellen. Bei den 6,0% der Zellen,
die weder CD3 positiv noch CD19 positiv sind, konnte es sich moglicherweise um
NK-Zellen handeln.

Durch Hinzugabe des CD56/ CD16 Antikorpers werden die T-NK Zellen als CD3-
positive und CD56/ CD16-positive Zellen reprasentiert. 17,8% der Zellen sind
positiv fiir CD3 und CD56/ CD16.
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Abbildung 3: Exemplarische Darstellung der Dotplots des ersten Rohrchens der zweiten
Durchflusszytometrie

Das zweite Rohrchen enthilt die Antikérper CD45, CD3, CD4, CD8 und anti-TCRya.
Nach erneuter Isolation der CD3-positiven T-Zellen werden die Zellen durch CD4
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und CD8 Antikorper in T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen unterschieden.
Bei 54,7% der Zellen handelt es sich um CD4-positive Helferzellen. 19,2% der
Zellen sind CD8-positive zytotoxische Zellen. Zellen, die doppelt positiv fiir CD4
und CD8 als auch Zellen, die doppelt negativ fiir beide Oberflaichenmerkmale sind,
kommen selten vor. Ein unausgewogenes Verhaltnis von CD4-positiven und CD8-
poistiven Zellen kann Anhalt fiir einen pathologischen Prozess sein. Das Verhaltnis

wird mittels der CD4/CD8-Ratio angegeben.
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Abbildung 4: Exemplarische Darstellung der Dotplots des zweiten Rohrchens der zweiten
Durchflusszytometrie

Nach erneuter Isolation der CD3-positiven Zellen werden dem dritten Rohrchen

die Antikorper CD2, CD5 und CD7 hinzugefiigt.
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Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Dotplots des dritten Réhrchens der zweiten
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4.4.7. Auswertung

Die Ergebnisse der FACS-Analyse werden in Form von Dotplots dargestellt. Die
Auswertung erfolgt mittels der Software CXP der Firma Beckman Coulter.
Um die Ergebnisse der Untersuchung zu verifizieren, werden zuvor

Negativkontrollen mittels der Untersuchung gesunder Probanden durchgefiihrt.

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen und somit die
Entscheidung liber eine anschliefende PCR bei Verdacht einer klonalen T-LGL-
Zellvermehrung erfolgt durch eine visuelle Beurteilung der Dotplots unter
Zuhilfenahme der folgenden Kriterien. Die Wahl der Grenzwerte erfolgt

willkirlich.

« CD3+und CD56+ >25%

*  v0-T-Zellen >10%

* (CD4+/ CD8+ - Ratio von <0,5 oder >9

* (CD4+und CD8+ >10%

* (CD4- und CD8->10%

* Populationen mit auffilliger CD2- und/ oder CD5-Expression (vor allem

CD2 und/ oder CD5 low)

Im Fall einer atypischen Zellvermehrung oder -verminderung erfolgt anschlief3end

eine Klonalitatsanalyse des T-Zell-Rezeptors mittels PCR.

4.5. Klonalitatsanalyse mittels PCR (Polymerase Chain Reaction)

Zunachst werden die verwendeten Primer und Materialien aufgelistet.
Darauffolgend werden die Durchfiihrung der PCR Analyse und exemplarische

Beispielabbildungen dargestellt.
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Die Durchfiihrung der PCR erfolgt im Institut fiir Pathologie der Universitat
Wiirzburg.

4.5.1. Primer

Tabelle 6: Primer

TCRy Tube A

Primersequenzen
Vy1f 5" GGA AGG CCC CACAGCRTCTT 3
Vy10 5 AGC ATG GGT AAGACAAGCAA 3

JP1/2 (FAM) |5 TTA CCA GGC GAA GTT ACT ATG AGC 3’

Jy1/2 (FAM) |5 GTGTTG TTC CAC TGC CAAAGAG 3’

TCRy Tube B

Primersequenzen
Vy9 5’ CGG CAC TGT CAG AAA GGAATC 3
Vy11 5 CTT CCACTT CCACTTTGAAA 3’

JP1/2 (FAM) |5 TTA CCA GGC GAA GTT ACT ATG AGC 3’

Jy1/2 (FAM) |5 GTGTTG TTC CAC TGC CAAAGAG 3’
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4.5.2. Gerate

Tabelle 7: Gerate

Thermocycler peqSTAR 96 Peqlab

3130XL Genetic Analyzer Applied Biosystems

4.5.3. Prinzip der PCR

Die Polymerase Chain Reaction ist ein Verfahren, welches es ermdoglicht,
gewiinschte DNA-Sequenzen in vitro zu vervielfaltigen. Als Ausgangssubstanz wird
dafiir nur eine geringe Menge DNA bendotigt. Durch synthetische Replikation kann
eine exponentielle Vermehrung des Materials erreicht werden (134) (135) (136).
Die Methode kann allgemein beschrieben werden. Jedoch muss diese den
verwendeten DNA-Abschnitten und Primern angepasst werden.

Prinzipiell besteht der Vorgang aus drei Schritten, die wiederkehrend ablaufen.
Der erste Schritt besteht aus der Denaturierung des Genmaterials. Das Material
wird erhitzt, wodurch sich die DNA-Doppelstrange voneinander trennen und zwei
einzelne, komplementdre Ketten entstehen. Im zweiten Schritt wird ein Primer
hinzugegeben, der an eine spezifische DNA-Sequenz bindet. Der Primer ist ein
einzelstrangiges DNA-Segment, welches komplementar an die zu untersuchende
DNA-Einheit bindet. Die im letzten Schritt hinzugefiigte DNA-Polymerase setzt an
den Primer an wund synthetisiert den zu duplizierenden DNA-Strang
komplementar, sodass wieder eine Doppelstrang-Kette entsteht. Dieser Vorgang
kann wiederholt werden wund fiithrt somit zu einer Vervielfaltigung der

gewiinschten Gensequenz (134) (135) (136).
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4.5.4. Durchfithrung

Wird im Rahmen dieser Arbeit in den untersuchten Proben eine pathologische
Vermehrung der T-Zellen mittels Durchflusszytometrie festgestellt, erfolgt die PCR
zur Analyse des T-Zell-Rezeptors. Dabei ist herauszufinden, ob es sich um
monoklonale oder polyklonale Populationen handelt. Dafiir wird DNA aus der
peripheren Blutprobe extrahiert, um dann den variablen Teil der y-Kette des T-
Zell-Rezeptors mit spezifischen Primern nach dem BIOMED-Protokoll zu
vervielfaltigen (134). Die zu untersuchenden Genabschnitte werden auf dem

3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) untersucht.

4.5.5. DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA aus der Blutprobe erfolgt mit dem OlAamp DNA Mini Kit
von Oiagen exakt nach den Vorgaben des Herstellers aus 200ul EDTA-Bluté. Der
Vorgang wird im Hinblick auf die Ubersichtlichkeit in Stichpunkten angegeben.

1. Es werden 20ul QIAGEN Protease (oder Proteinase K) in ein 1,5ml
Mikrozentrifugenréhrchen pipettiert

2. Eswerden 200ul der Blutprobe in das Rohrchen hinzugegeben

3. Zudem kommen 200ul Puffer AL hinzu

4. Die Substanzen werden fiir 15 Sekunden mittels Vortex gemischt, um die
Lyse zu gewahrleisten

5. Es erfolgt eine Inkubation bei 56°C fiir 10 Minuten

6. Zentrifugation, um die Tropfen von der Innenseite des Deckels zu entfernen

7. Hinzugabe von 200ul Ethanol (96-100%) zur Probe

6 https://www.giagen.com/de/products/top-sellers/qiaamp-dna-blood-mini-
kit/#orderinginformation
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8. Die Substanzen werden mittels Vortext 15 Minuten lang vermischt

9. Zentrifugation, um die Tropfen von der Innenseite des Deckels zu entfernen

10. Die Probe wird nun in einem 2ml Rohrchen auf die QIAamp Mini-Spin-Saule
aufgetragen

11. Zentrifugation bei 8.000U/min fiir 1 Minute

12. QIAamp Mini-Spin-Saule wird in ein frisches 2ml Sammelréhrchen gelegt

13. Zur QIlAamp-Mini-Spin-Sdule werden 500ul Puffer AW1 hinzugegeben

14. Zentrifugation bei 8.000U/min fiir 1 Minute

15. QIAamp Mini-Spin-Saule wird in ein frisches 2ml Sammelréhrchen gelegt

16. Zur QIAamp-Mini-Spin-Sdule werden 500ul Puffer AW2 hinzugegeben

17. Zentrifugation bei 14.000U/min fir 3 Minuten

18. QIAamp Mini-Spin-Saule wird in ein frisches 2ml Sammelréhrchen gelegt

19. Zentrifugation bei 14.000U/min fir 1 Minuten

20. QlAamp-Mini-Spin-Saule wird in ein sauberes 1,5ml
Mikrozentrifugenréhrchen gelegt

21. Hinzugabe von 200ul Puffer AE oder destilliertem Wasser

22. Inkubation bei Raumtemperatur (15-25°C) fiir 1 Minute

23. Zentrifugation bei 8.000U/min fiir 1 Minute

200ul EDTA-Blut ergeben ungefahr 6pg DNA in 200ul Wasser.

4.5.6. DNA-Vervielfaltigung

2,0ul der zuvor extrahierten DNA zusammen mit 16ul Wasser, 0,5ul dNTP (10mM
each) (Desoxyribonukleosidtriphosphate), 1,5ul MgCl2 (25mM)
(Magnesiumchlorid), 2,5pl Primer-Mix und 0,2pl AmpliTaq Gold (Applied
Biosystems) stellen den PCR-Ansatz dar.

Die Vervielfaltigung der DNA erfolgt mittels Thermocycler von Peqlab nach dem
BIOMED Protokoll, nach einem sogenannten Touch-Down-Protokoll.
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Wie der folgenden Tabelle zu entnehmen, wird die DNA zunachst fiir 7 Minuten auf
95°C erhitzt. Die folgenden Schritte der PCR, bestehend aus Denaturierung der
DNA, Anlagerung des Primers und Verlingerung des komplementiren DNA-
Stranges, erfolgen vielfach hintereinander. Dabei bleibt die Dauer der einzelnen
Schritte identisch, lediglich die Temperaturen werden im Verlauf angepasst. Zum
Schluss der Vervielfaltigung erfolgt eine Elongationsphase von 30 Minuten, gefolgt

von einer Kiithlung der DNA bei 8°C.

Tabelle 8: Ablauf der DNA-Vervielfaltigung nach dem BIOMED Protokoll

Zyklen |Temperaturin°C |Zeiten Vorgang
95°C 7 Minuten Start
95°C 45 Sekunden Denaturierung
3x { 66°C 45 Sekunden Annealing Primer
72°C 90 Sekunden Elongation
95°C 45 Sekunden Denaturierung
3x { 64°C 45 Sekunden Annealing Primer
72°C 90 Sekunden Elongation
95°C 45 Sekunden Denaturierung
3x { 62°C 45 Sekunden Annealing Primer
72°C 90 Sekunden Elongation
95°C 45 Sekunden Denaturierung
30x { 60°C 45 Sekunden Annealing Primer
72°C 90 Sekunden Elongation
72°C 30 Minuten Elongation
8°C oo Kiihlung

59




4.5.7. Darstellung der Klonalititsanalysen

Nach Durchfiihrung der PCR erfolgt die Auswertung mittels des 3130XL Genetic
Analyzers.

Die Ergebnisse der Fragmentlingenanalysen werden durch das Institut fiir
Pathologie in positiv, negativ bzw. grenzwertig in Bezug auf klonale T-Zell-
Rezeptorvermehrungen klassifiziert.

Exemplarisch werden zwei Fragmentldngenanalysen, einmal mit polyklonalem
Ergebnis und einmal mit einem monoklonalem (mit leicht polyklonalem
Hintergrund) Ergebnis dargestellt.

In beiden Abbildungen werden auf der x-Achse die Basenpaare und auf der y-

Achse die Fluoreszenzintensitat dargestellt.
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung einer polyklonalen Fragmentldngenanalyse
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Abbildung 7: Exemplarische Darstellung einer monoklonalen Fragmentldngenanalyse mit

leicht polyklonalem Hintergrund
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4.6. Kriterien fiir eine klonale T-LGL-Zellvermehrung

Unsere Kriterien fiir eine signifikante, klonale T-LGL-Zellvermehrung leiten sich
zum einen aus den Kriterien fiir eine T-LGL-Leukdmie und zum anderen aus der

Assoziation von T-LGL-Leukdmien und Rheumatoider Arthritis ab:

* Diagnostisch gesicherte Rheumatoide Arthritis

* >10% der peripheren Lymphozyten in der FACS-Analyse haben einen LGL-
Phdnotyp mit der Expression von CD3 und zusatzlich CD56 oder CD57 oder
v8-T-Zell-Rezeptor

* Klonales Rearrangement des T-Zell-Rezeptors in der PCR

(106) (107) (77)

4.7. Studiendesign

Die vorliegende Arbeit ist hypothesen-getrieben, in der Annahme, dass sich unter
RA-Patienten haufiger als bisher bekannt T-LGL-Zellvermehrungen nachweisen
lassen. Dafiir erfolgt ein konsekutiver Einschluss von RA-Patienten mit einer
daraufhin folgenden Querschnittsuntersuchung. Um maogliche assoziierte Faktoren
aufzudecken, werden die klinischen Daten retrospektiv mittels der elektronischen

Patientenakte bzw. der Arztbriefe erhoben.

4.8. Statistische Analyse

Zur statistischen Auswertung werden die Patientendaten aus der elektronischen
Patientenakte wie auch die Ergebnisse der Durchflusszytometrie in Microsoft®

Excel® 2010 Tabellen eingepflegt.
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Die statistische Auswertung wird mittels Microsoft® Excel® 2010 und des
Statistikprogramms IBM® SPSS® Statistics Version 237 durchgefiihrt.

Die Verteilungseigenschaften einzelner Messgrofien werden mittels deskriptiver
Datenanalyse und Haufigkeitsverteilungen ermittelt.

Mittels des Kolmogorov-Smironov-Tests wurde auf Normalverteilung getestet. Nur
die Variable des Lebensalters zeigt eine Normalverteilung, sodass die Berechnung
mittels des T-Testes erfolgt. Aufgrund ansonsten unzureichender
Normalverteilung und einer kleinen Patientenanzahl, bei denen eine klonale T-
LGL-Zellvermehrung festgestellt werden konnte, wird der Mann-Withney U Test
fiir metrische Variablen verwendet. Kategoriale Variablen werden mittels Fisher’s
Exact Test berechnet. Aufgrund des explorativen Ansatzes der Untersuchung
wurde auf eine Korrektur hinsichtlich multiplen Testens verzichtet.

Als statistisch signifikant werden p-Werte unter <0,05 akzeptiert.

Die statistische Auswertung erfolgt mit Unterstiitzung und Beratung von Regina
Renner (M.A.; Wissenschaftliche Mitarbeiterin, Lehrstuhl fiir Vergleichende
Politikwissenschaft und Systemlehre, Institut fiir Politikwissenschaft und

Soziologie, Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg).

7 https://www.ibm.com/support/knowledgecenter/de/SSLVMB_23.0.0 /spss/base/whatsnew_23.h
tml
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5. Ergebnisse

Es wurden die Daten von 529 Patienten erhoben. Aus technischen Griinden erfolgt
nur bei 527 Patienten eine Durchflusszytometrie, sodass auch nur von diesen 527
Patienten die allgemeinen Daten in der Auswertung berticksichtigt werden.

Nicht in jedem Fall konnen alle Parameter mittels elektronischer Patientenakte
nachvollzogen werden. Fehlende bzw. nicht erhobene Daten werden nicht erganzt.
Die Anteilwerte werden im Verhéltnis zu den giiltigen Fallen angegeben. ,n“ gibt
an, bei wie vielen Patienten der Parameter ermittelt werden konnte.

Die Werte werden der Ubersicht halber auf eine Nachkommastelle gerundet.

5.1. Gesamtes Patientenkollektiv

Insgesamt werden die Daten von 527 Patienten mit einer Rheumatoiden Arthritis
als Grunderkrankung hinsichtlich ihrer T-Zell-Zahlen und méglichen Ko-Faktoren
ausgewertet. 447 der 527 Patientendaten stammen aus der Universitatsklinik
Wiirzburg. Die anderen 80 Probanden sind Patienten der Gemeinschaftspraxis Dr.

Kleinert, Dr. Schuch, Dr. Rapp und Dr. Wendler aus Erlangen.

5.1.1. Allgemeine Charakteristika

Das durchschnittliche Lebensalter der 527 Studienteilnehmer liegt bei 60,6 Jahren
mit einer Spannbreite von 23-89 Jahren zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses.
Von den Studienteilnehmern sind 389 Patienten (73,8%) weiblich und 138
(26,2%) mannlich. Alle Patienten haben eine nachgewiesene Rheumatoide

Arthritis, deren mediane Erkrankungsdauer bei 12 Jahren (<1-49 Jahre) liegt.
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179 Patienten (34,0%) sind Raucher bzw. ehemalige Raucher. 269 Patienten
(51,0%) sind Nichtraucher. Bei 79 Patienten (15,0%) ist das Rauchverhalten nicht
eindeutig aus den Akten zu ermitteln.

Im Durchschnitt sind die Patienten mit einem BMI (Body Mass Index)-Mittelwert
von 26,7 leicht iibergewichtig.

Der mediane DAS28-Wert der Patienten liegt bei 2,8 mit einer Spannbreite von
0,1-7,6. Dieser Wert spricht flir eine insgesamt relativ niedrige Krankheitsaktivitat
unter den Teilnehmern.

357 Patienten (78,6%) weisen erosive Veranderungen in den Rontgenbildern als
Auspragung der Rheumatoiden Arthritis auf. Rheumaknoten sind bei 89 Patienten

(19,8%) dokumentiert.

Tabelle 9: Allgemeine Charakteristika aller Studienteilnehmer

Mittelwert + | Median Pat.-
Standard- | (Streuung, Min- | % Anzahl |n
abweichung | Max)
Lebensalter in Jahren 60,6 £12,1 |61,0(23-89) 527
Weiblich 73,8 |389 527
Mannlich 26,2 |138 527
RA-Erkrankungsdauer in 13,8+9,5 12,0 (<1-49) 451
Jahren
Positive Raucheranamnese 40,0 |179 448
BMI (kg/m?) 26,7+5,0 |26,0(159-50,7) 465
DAS28-Wert 29+1,1 2,8(0,1-7,6) 517
Min. 1 Gelenkerosion 78,6 |357 454
Min. 1 Rheumaknoten 19,8 |89 450
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5.1.2. Laborparameter

Tabelle 10: Laborparameter aller Studienteilnehmer

Mittelwert + Median Pat.-
Standard- (Streuung, Min- % Anzahl |n
abweichung Max)
BSG 1h (mm/h) 19,5+16,8 14,0 (0-120) 527
CRP (mg/dl) 0,5+0,8 0,3 (0,0-6,3) 526
Leukozyten (/ul) 7210 + 2339 6900 (500-19800) 519
Hamoglobin (g/dl) 13,4+1,5 13,4 (7,7-17,0) 526
Thrombozyten (/ul) 248544 + 245000 (17400- 526
70035 530000)
abs. Lymphozytenzahl | 1680 + 677 1600 (360-5010) 519
(/ul)
Rheumafaktor (IE/ml) | 68,9 + 171,1 19,2 (0,0-2779,0) 525
Rheumafaktor positiv 49,3 |259 525
(>201E/ml)
ACPA (IE/ml) 127,4 £+ 140,4 |50,5 (0,0-333,0) 448
ACPA positiv 62,9 |282 448
(>10IE/ml)
dsDNS (IE/ml) 4,0+ 14,7 1,1 (0,0-186,6) 280
dsDNS positiv 36 |10 280
(>15IE/ml)
ANA positiv 43,7 |143 327
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ENA positiv 6,3 |17 268

4 der 527 Patienten (0,8%) sind zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses neutropen
(definiert als <1000/ul). Bei diesen 4 Patienten ergibt sich im weiteren Verlauf
kein Anhalt fiir eine klonale T-LGL-Zellexpansion. Einer der Patienten mit einer
schlussendlich nachgewiesenen klonalen T-LGL-Expansion zeigt bereits vor
Studieneinschluss  eine  deutliche Neutropenie. Zum  Zeitpunkt des
Studieneinschlusses konnen bei diesem Patienten Werte im Normbereich

gemessen werden.

5.1.3. Lymphozytensubpopulationen

Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Subpopulationen der
Lymphozyten des gesamten Studienkollektivs, sodass in diesem Fall sowohl die
Patienten mit als auch ohne eine T-LGL-Zellvermehrung aufgefiihrt sind. Aus
farbetechnischen Griinden kann die Subpopulation CD3+/CD56+/CD57+ bei einem

Patienten nicht bestimmt werden.
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Tabelle 11: Lymphozytensubpopulationen im Lymphozytengate aller Studienteilnehmer

Mittelwert (%) * Median (%) n

Standardabweichung | (Streuung, Min-Max)
CD3+ 73,9+9,5 75,2 (38,0-94,8) 527
CD3+/ CD4+ 53,1+£10,5 53,7 (5,1-83,5) 527
CD3+/ CD8+ 20,5+8,6 19,5 (1,9-50,0) 527
CD3+/ CD56+ 58+53 4,1(0,1-31,1) 527
CD3+/ CD8+/ CD56+ 42 +4,0 2,9 (0,1-29,2) 527
CD3+/ CD57+ 11,4 +9,2 9,2 (0,3-85,7) 527
CD3+/ CD8+/ CD57+ 8,2+6,5 6,5 (0,2-42,3) 527
CD3+/ CD56+/ CD57+ 4,3+4,6 2,7 (0,0-26,3) 526
CD3-/ CD56+ 14,1+ 8,1 12,1 (1,2-50,4) 527
CD3+/ yd+ 28+3,2 1,9 (0,1-25,9) 527
CD4+/ CD8+ -Ratio 3,3+21 2,8 (0,4-21,2) 527

Bei der spezifischen Untersuchung der T-NK-Zellen (definiert als die Ko-
Expression von CD3 und CD56) werden bei 437 Patienten (82,9%) ein Wert von
unter 10% und bei 90 Patienten (17,1%) ein Wert von tiber 10% gemessen. 239
von 527 Patienten (45,4%) wiesen auf mehr als 10% der Zellen eine Ko-
Expression der Oberflichenmerkmale CD3 und CD57 auf. Uber 10% y§-positive T-
Zellen zeigen 17 Patienten (3,2%).
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5.1.4. Medikamente zur Therapie der Rheumatoiden Arthritis

Die rheumatologische Behandlung umfasst csDMARDs und bDMARDs. Innerhalb
dieser Studie erhalten fast alle Patienten (521 Patienten, 98,7%) zu irgendeinem
Zeitpunkt konventionell synthetische DMARDs. 463 Patienten (87,9%) erhalten
MTX mit eventuell noch weiteren konventionellen DMARDs. 58 Patienten (11,0%)
erhalten synthetische DMARDs ohne Methotrexat. Keine synthetischen DMARDs
erhalten lediglich 3 Patienten (0,6%). Die Werte von 3 Patienten kénnen in Bezug
auf den Parameter der DMARDs nicht beriicksichtigt werden, da trotz
ausfiihrlicher Aktenrecherche keine genauen Angaben dazu gefunden werden
konnen.

Unter den Biologika wird am haufigsten mit TNFa-Inhibitoren behandelt, gefolgt
von CD20-Antikérpern und dem IL6-Rezeptorantagonist Tocilizumab. Die
Therapie mit CD20-Antikérpern umfasst nicht nur Rituximab, sondern auch
Ocrelizumab im Rahmen von Therapiestudien. Nur wenige der Patienten erhalten
IL1-Rezeptorantagonisten oder einen T-Zell-Costimulations-Hemmer.

305 Patienten (57,9%) haben einen TNFa-Inhibitor erhalten. Von 510 Patienten
(96,8%) kann die Verabreichungsdauer der TNFa-Inhibitoren ermittelt werden.
Im Durchschnitt werden die Patienten 2,0 Jahre (Standardabweichung 3,2; Median
0,5) mit einem TNFa-Inhibitor therapiert. Die Verabreichungsdauer betragt von
unter einem Jahr bis zu 14 Jahren.

Am zweithaufigsten werden Patienten mit CD20-Antikérpern behandelt. In dieser
Studie sind es 146 Probanden (27,7%). 120 Patienten (22,8%) erhalten einen
Interleukin-6-Rezeptorantagonisten, 37 Patienten (7,0%) erhalten T-Zell-
Costimulations-Hemmer und nur 9 Patienten (1,7%) werden mit Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten therapiert.

In der folgenden Tabelle werden alle medikamentdsen Therapien, welche die
Patienten jemals im Rahmen ihrer RA Therapie erhalten haben, aufgefiihrt, sodass
sich die Angaben sowohl auf die aktuell als auch auf die vergangene Medikation

beziehen.
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Tabelle 12: Medikamentdse Therapie aller Studienteilnehmer

Prozentuale Pat.-Anzahl |n

Verteilung (%)
Konventionelle DMARDs 99,4 521 524
TNFa-Inhibitoren 57,9 305 527
CD20-Antikorper 27,7 146 527
Interleukin-6-Rezeptorantagonisten |22,8 120 527
T-Zell-Costimulations-Hemmer 7,0 37 527
Interleukin-1-Rezeptorantagonisten |1,7 9 527

5.1.5. Medikation bei Studieneinschluss

272 Patienten (51,6%) erhalten zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses eine
Methotrexat-Therapie als Monotherapie oder in Kombination mit konventionellen
DMARDs. Konventionell synthetische DMARDs ohne MTX erhalten 106 Patienten
(20,1%). 282 Patienten (53,5%) werden mit Biologika behandelt, 141 Patienten
(26,8%) mit TNFa-Inhibitoren, 48 Patienten (9,1%) mit CD20-Antikérpern in den
letzten sechs Monaten, 76 Patienten (14,4%) mit IL6-Rezeptorantagonisten und 20
Patienten (3,8%) mit T-Zell-Costimulations-Hemmern. IL1-Rezeptorantagonisten
werden in der Kohorte bei Studieneinschluss nicht verwendet.

Die Summe der Patienten mit TNFa-Inhibitoren-, CD20-Antikorper-, IL6-
Rezeptorantagonist- und T-Zell-Costimulations-Hemmer-Therapie deckt sich
aufgrund von Kombinationstherapien bzw. Therapiednderungen innerhalb der
letzten sechs Monate nicht exakt mit der Patientenanzahl, die Biologika erhalten
haben. Zwei Patienten haben sowohl eine Behandlung mit einem T-Zell-
Costimulations-Hemmer als auch eine CD20-Antikérper Therapie in den letzten
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sechs Monaten erhalten. Ein weiterer Patient hat zusatzlich zur Therapie mit
einem CD20-Antikérper einen Interleukin-6-Rezeptorantagonisten bekommen.

10 Patienten (1,9%) erhalten iiber 15mg Prednisolondquivalent pro Tag.

Tabelle 13: Medikation bei Studieneinschluss aller Studienteilnehmer

Prozentuale Pat.-Anzahl |n
Verteilung (%)
MTX mit und ohne andere 51,6 272 527
konventionelle DMARDs
Konventionelle DMARDs ohne MTX 20,1 106 527
Biologika 53,5 282 527
TNFa-Inhibitoren 26,8 141 527
CD20-Antikorper (letzte 6 Monate) 91 48 527
Interleukin-6-Rezeptorantagonisten 14,4 76 527
T-Zell-Costimulations-Hemmer 3,8 20 527
Interleukin-1-Rezeptorantagonisten 0,0 0 527
Prednisolondquivalent >15mg/ Tag 1,9 10 527

5.1.6. Komorbidititen
Bei Durchsicht der elektronischen Patientenakte und der ausgehdndigten

Arztbriefe kann nur bei 458 von 527 Patienten eindeutig geklart werden, ob eine

weitere Autoimmunerkrankung zusatzlich zur RA vorliegt. Bei den anderen 69
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Patienten ist dies nicht moglich. Bei den fehlenden Daten handelt es sich um
Patienten der Praxis Dr. Kleinert und Kollegen.

Von den 458 Patienten leiden 89 Patienten (19,4%) zusatzlich zur Rheumatoiden
Arthritis an weiteren Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise Diabetes
mellitus Typ 1, Multiple Sklerose, Colitis ulcerosa oder Morbus Basedow.

459 Patienten (87,1%) weisen weder eine zuriickliegende noch eine aktuelle
Tumorerkrankung auf. Bei 51 Patienten (9,7%) sind bereits solide Tumore
diagnostiziert worden. Bei weiteren 15 Patienten (2,8%) ist eine hdamatologische
Tumorerkrankung bekannt. 2 der Untersuchten (0,4%) haben sowohl solide als
auch hamatologische Tumore in der Anamnese. In die Statistik werden sowohl

aktuelle als auch zurtickliegende und geheilte Tumorerkrankungen einbezogen.

Tabelle 14: Komorbiditaten aller Studienteilnehmer

Prozentuale Pat.-Anzahl |n

Verteilung (%)
Autoimmunerkrankungen 19,4 89 458
Solide Tumorerkrankungen 9,7 51 527
Hamatologische Tumorerkrankungen | 2,8 15 527
Solide und hamatologische 0,4 2 527
Erkrankungen
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5.2. Patienten ohne klonale T-LGL-Zellexpansion

Von 527 Patienten ergibt sich bei 508 Patienten kein Anhalt fiir eine klonale T-

LGL-Zellvermehrung. Die folgenden Tabellen geben die Ergebnisse der Patienten

ohne klonale T-Zellveranderungen an.

5.2.1. Allgemeine Charakteristika

Tabelle 15: Allgemeine Charakteristika der Patienten ohne klonale T-LGL-Zellexpansion

Mittelwert + Median Pat.-
Standard- (Streuung, % Anzahl |n
abweichung Min-Max)
Lebensalter in Jahren 60,5+12,2 61,0 (23-89) 508
Weiblich 74,0 376 508
Mannlich 26,0 132 508
RA-Erkrankungsdauer in 13,8+9,5 12,0 (<1-49) 433
Jahren
Positive Raucheranamnese 40,5 174 430
BMI (kg/m?) 26,8 +5,0 26,0 (15,9- 447
50,7)
DAS28-Wert 29 +1,1 2,8(0,1-7,6) 498
Min. 1 Gelenkerosion 78,2 341 436
Min. 1 Rheumaknoten 20,1 87 432
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5.2.2. Laborparameter

Tabelle 16: Laborparameter der Patienten ohne klonale T-LGL-Zellexpansion

Mittelwert + Median Pat.-
Standard- (Streuung, Min- % Anzahl | n
abweichung Max)
BSG 1h (mm/h) 19,4 £17,0 |14 (0-120) 508
CRP (mg/dl) 0,5 £0,8 0,31 (0,0-6,3) 507
Leukozyten (/ul) 7217 +2354 |6900 (500-19800) 500
Hamoglobin (g/dl) 13,4 +1,5 13,4 (7,7-17,0) 507
Thrombozyten (/ul) |247928 + 244000 (17400- 507
70362 530000)
abs. Lymphozytenzahl | 1668 + 669 1590 (360-5010) 500
(/ul)
Rheumafaktor (IE/ml) | 69,0 + 172,3 19,6 (0,0-2779,0) 506
Rheumafaktor positiv 49,8 252 506
(>201E/ml)
ACPA (IE/ml) 126,9 +140,7 |48,0(0,0-333,0) 429
ACPA positiv 62,2 267 429
(>101E/ml)
dsDNS (IE/ml) 4,0 £15,1 1,1 (0,0-186,6) 261
dsDNS positiv 3,4 9 261
(>15IE/ml)
ANA positiv 42,2 130 308
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ENA positiv 6,4 16 250

5.2.3. Lymphozytensubpopulationen

Tabelle 17: Lymphozytensubpopulationen im Lymphozytengate der Patienten ohne
klonale T-LGL-Zellexpansion

Mittelwert (%) * Median (%) n

Standardabweichung | (Streuung, Min-Max)
CD3+ 73,7 £9,4 75,1 (38,0-94,7) 508
CD3+/ CD4+ 53,2 £10,5 53,7 (5,1-83,5) 508
CD3+/ CD8+ 20,3 +8,5 19,3 (1,9-50,0) 508
CD3+/ CD56+ 55 %50 4,0 (0,1-31,1) 508
CD3+/ CD8+/ CD56+ 4,0 +3,8 2,8(0,1-29,2) 508
CD3+/ CD57+ 11,0 £8,5 8,9 (0,3-45,4) 508
CD3+/ CD8+/ CD57+ 8,0 + 6,4 6,4 (0,2-42,3) 508
CD3+/CD56+/ CD57+  |4,0 +4,3 2,4 (0,0-24,8) 507
CD3-/ CD56+ 14,3 £8,1 12,3 (1,2-50,4) 508
CD3+/ yd+ 2,5 2,2 1,8 (0,1-21,0) 508
CD4+/ CD8+ -Ratio 3,3 +2,2 2,8 (0,4-21,2) 508
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5.2.4. Medikamente zur Therapie der Rheumatoiden Arthritis

Tabelle 18: Medikamentdse Therapie der Patienten ohne klonale T-LGL-Zellexpansion

Prozentuale Pat.-Anzahl n

Verteilung (%)
Konventionelle DMARDs 99,4 502 505
TNFa-Inhibitoren 56,9 289 508
CD20-Antikorper 27,8 141 508
Interleukin-6-Rezeptorantagonisten |23,4 119 508
T-Zell-Costimulations-Hemmer 7,3 37 508
Interleukin-1-Rezeptorantagonisten |1,8 9 508

Im Durchschnitt werden die Patienten 1,9 Jahre (Standardabweichung 3,1; Median
0,5) mit einem TNFa-Inhibitor therapiert. Die Dauer der Verabreichung liegt

zwischen unter einem Jahr und 14 Jahren. Die Daten liegen von 491 Patienten vor.
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5.2.5. Medikation bei Studieneinschluss

Tabelle 19: Medikation bei Studieneinschluss der Patienten ohne klonale T-LGL-

Zellexpansion

Prozentuale Pat.-Anzahl |n
Verteilung (%)
MTX mit und ohne andere 51,8 263 508
konventionelle DMARDs
Konventionelle DMARDs ohne MTX 20,3 103 508
Biologika 53,5 272 508
TNFa-Inhibitoren 26,2 133 508
CD20-Antikorper (letzte 6 Monate) 9,1 46 508
Interleukin-6-Rezeptorantagonisten 15,0 76 508
T-Zell-Costimulations-Hemmer 3,9 20 508
Interleukin-1-Rezeptorantagonisten 0,0 0 508
Prednisolondquivalent >15mg/ Tag 2,0 10 508
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5.2.6. Komorbidititen

Tabelle 20: Komorbiditdten der Patienten ohne klonale T-LGL-Zellexpansion

Prozentuale Pat.-Anzahl |n

Verteilung (%)
Autoimmunerkrankungen 19,1 84 439
Solide Tumorerkrankungen 9,4 48 508
Hamatologische Tumorerkrankungen |2,8 14 508
Solide und hamatologische 0,4 2 508

Erkrankungen
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5.3. Patienten mit klonaler T-LGL-Zellexpansion

5.3.1. Ergebnisse der Klonalititsanalyse

Aus der Universitatsklinik Wiirzburg werden 33 Patienten und aus der
Gemeinschaftspraxis Dr. Kleinert und Kollegen 3 Patienten aufgrund der
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung fiir auffallig befunden. Bei
35 Teilnehmern wird eine PCR des T-Zell-Rezeptors zur weiteren Diagnostik
veranlasst. Ein Patient wird nicht mittels PCR Analyse untersucht, da er nicht zum

Termin erscheint.

Von 35 Patienten zeigen 12 Patienten ein polyklonales Bild in der Analyse des T-
Zell-Rezeptors und sind damit unauffillig in Bezug auf eine klonale T-
Zellvermehrung. Bei 4 Patienten ist eine grenzwertige Fragmentldnge
festzustellen, welche jedoch nicht ausreicht, um von einer klonalen Population zu
sprechen. Diese Patienten werden aufgrund des nicht eindeutigen Ergebnisses
durch das Institut fiir Pathologie als grenzwertig klassifiziert. Im Rahmen dieser
Arbeit werden diese Patienten als negativ gewertet.

19 Patienten haben einen eindeutig klonalen Peak in der Fragmentldngenanalyse,
wodurch auf eine klonale T-Zell-Expansion geschlossen werden kann. Davon sind
18 Patienten aus dem Uniklinikum Wiirzburg und ein Patient aus der
Gemeinschaftspraxis Dr. Kleinert und Kollegen. Das entspricht einer Pravalenz von

3,6%. Bei 11 von 19 Patienten mit einem T-LGL-Klon ist dieser y8-TCR positiv.

5.3.2. Allgemeine Charakteristika

Die Gruppe der T-LGL-Patienten besteht zu einem hoheren Anteil aus weiblichen

(13 Patientinnen, 68,4%) als mannlichen (6 Patienten, 31,6%) Patienten. Im
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Durchschnitt haben die Patienten ein Lebensalter von 63,2 Jahren (43 - 85 Jahre).
Die mediane RA-Krankheitsdauer liegt bei 11 Jahren mit einer Spannbreite von
unter einem Jahr bis 40 Jahre.

5 der 19 T-LGL-Patienten (26,3%) weisen eine Raucheranamnese auf. 13 Patienten
(68,4%) sind Nichtraucher. Bei einem Patienten (5,3%) kann die
Raucheranamnese nicht eruiert werden.

Der mediane DAS28-Wert liegt bei 2,6. 6 Patienten (31,6%) weisen einen DAS28-
Wert von grofder 3,2 und somit eine erh6hte Krankheitsaktivitat auf.

Bei 16 Patienten (88,9%) konnen Erosionen in der Rontgenaufnahme gefunden
werden. Hingegen werden nur bei 2 Patienten (11,1%) Rheumaknoten in der
korperlichen Untersuchung dokumentiert.

Die Parameter Erkrankungsdauer, Raucheranamnese und BMI sowie der Nachweis
von Gelenkerosionen und Rheumaknoten kénnen nur von 18 Patienten erhoben

werden. Bei dem fehlenden Wert handelt es sich um den Patienten aus der Praxis.

Tabelle 21: Allgemeine Charakteristika der Patienten mit klonaler T-LGL-Zellexpansion

Mittelwert + | Median Pat.-
Standard- | (Streuung, Min- | % Anzahl |n
abweichung | Max)
Lebensalter in Jahren 63,2 +10,9 |62,0 (43,0-85,0) 19
Weiblich 68,4 |13 19
Mannlich 31,6 |6 19
RA-Erkrankungsdauer in 14,1 £10,2 11,0 (<1-40) 18
Jahren
Positive Raucheranamnese 27,8 |5 18
BMI (kg/m?) 254+43 23,9 (19,7-34,9) 18
DAS28-Wert 2,8+1,1 2,6 (1,2-5,1) 19
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Min. 1 Gelenkerosion 88,9 |16 18

Min. 1 Rheumaknoten 11,1 |2 18

5.3.3. Laborparameter

Die meisten Patienten mit einer klonalen T-LGL-Zellvermehrung zeigen im Blutbild
keine Verdnderungen. Bei 5 der 19 Patienten kénnen Blutbildveranderungen
festgestellt werden. 2 von 19 Patienten (10,5%) leiden an einer milden
Leukopenie. Ein Patient (5,3%) zeigt eine leichte Thrombopenie. Bei 2 der 19
Patienten (10,5%) kann eine minimale Abweichung der Lymphozyten-Normwerte
festgestellt werden. Keiner der 19 Patienten war bei Studieneinschluss neutropen.
In einem Fall wurde eine Knochenmarkpunktion aufgrund einer ausgepragten
Neutropenie vor Studienbeginn durchgefiihrt. Hierbei wurde die gleiche klonale T-
Zellpopulation wie im peripheren Blut gefunden. Im weiteren Verlauf wird eine T-
LGL-Leukdmie in Kombination mit einer Rheumatoiden Arthritis und einer
Neutropenie diagnostiziert.

Die folgende Tabelle gibt die Blutparameter der 19 Patienten mit einer klonalen T-
LGL-Zellvermehrung an. Bis auf den ENA-Wert eines Patienten konnen alle

Parameter erhoben werden.
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Tabelle 22: Laborparameter der Patienten mit klonaler TLGL-Zellexpansion

Mittelwert + Median Pat.-
Standard- (Streuung, Min- | % Anzahl | n
abweichung Max)
BSG 1h (mm/h) 20,2+ 11,1 21,0 (2,0-36,0) 19
CRP (mg/dl) 0,4+0,4 0,3(0,0-1,1) 19
Leukozyten (/ul) 7021 +£ 1942 |7100 (3400- 19
9800)
Hiamoglobin (g/dl) 13,2+0,5 13,2 (12,1-14,2) 19
Thrombozyten (/ul) |265000 + 294000 (135000- 19
59900 346000)
abs. Lymphozytenzahl | 1995 + 833 1850 (990-4130) 19
(/ul)
Rheumafaktor (IE/ml) | 65,0 £ 139,1 15,2 (0,0-600,9) 19
Rheumafaktor positiv 36,8 7 19
(>201E/ml)
ACPA (IE/ml) 139,7 +134,5 [83,0(0,7-333,0) 19
ACPA positiv 78,9 15 19
(>101E/ml)
dsDNS (IE/ml) 3,0 +4,7 1,2 (0,4-19,0) 19
dsDNS positiv 5,3 1 19
(>15IE/ml)
ANA positiv 68,4 13 19
ENA positiv 5,6 1 18
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5.3.4. Lymphozytensubpopulationen

Diese Tabelle zeigt die Verteilung der Subpopulationen der Lymphozyten im
Lymphozytengate der 19 Patienten mit klonaler T-LGL-Zellvermehrung.

Tabelle 23: Lymphozytensubpopulationen im Lymphozytengate der Patienten mit
klonaler T-LGL-Zellexpansion

Mittelwert (%) Median (%) n

Standardabweichung | (Streuung, Min-Max)
CD3+ 79,8 £ 8,3 78,5 (66,3-94,8) 19
CD3+/ CD4+ 49,6 + 10,6 46,5 (34,1-68,0) 19
CD3+/ CD8+ 26,2+79 23,5 (15,6-40,6) 19
CD3+/ CD56+ 15,1 +5,1 15,5 (6,6-25,3) 19
CD3+/ CD8+/ CD56+ 8,8+5,6 6,7 (1,7-21,1) 19
CD3+/ CD57+ 23,0+17,5 19,1 (6,8-85,7) 19
CD3+/ CD8+/ CD57+ 12,6 +7,9 9,9 (3,2-30,8) 19
CD3+/CD56+/CD57+ [11,1+5,9 10,0 (2,4-26,3) 19
CD3-/ CD56+ 10,6 + 6,0 9,6 (2,6-23,1) 19
CD3+/ yd+ 11,4 + 8,4 12,2 (1,0-25,9) 19
CD4+/ CD8+ -Ratio 2,1+0,8 1,8 (0,9-3,5) 19
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5.3.5. Medikamente zur Therapie der Rheumatoiden Arthritis

Alle 19 Patienten (100%) werden zu irgendeinem Zeitpunkt im Laufe ihrer
Erkrankung mit synthetischen DMARDs inklusive Methotrexat behandelt. Des
Weiteren erhalten 16 Patienten (84,2%) TNFa-Inhibitoren. 5 der Patienten
werden mit dem Medikament Etanercept therapiert. Die anderen 11 Patienten
werden mit dem Antikorper Adalimumab oder Infliximab behandelt.
TNFa-Inhibitoren werden im Durchschnitt 4 Jahre (Standardabweichung 4,6;
Median 2,0) verabreicht. Die Therapiedauer liegt zwischen weniger als einem Jahr
und 12 Jahren. Die Daten liegen von allen 19 Patienten vor.

5 Patienten (26,3%) werden mit einem CD20-Antikdrper therapiert. 2 Patienten
erhalten die letzte RTX-Gabe im letzten halben Jahr, 1 Patient im letzten Jahr, 1
Patient vor 3 Jahren und 1 Patient von 3,5 Jahren.

Andere Wirkstoffklassen werden in deutlich geringerem Mafie bzw. gar nicht
verwendet. Interleukin-6-Rezeptorantagonisten werden bei einem Patienten
(5,3%) eingesetzt, wohingegen T-Zell-Costimulations-Hemmer und Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten bei unserem T-LGL-Patientenkollektiv nicht zum Einsatz
kommen. Die Angaben der medikamentdsen Therapie beziehen sich sowohl auf die

aktuelle als auch auf die vergangene Medikation.
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Tabelle 24: Medikamentdse Therapie der Patienten mit klonaler T-LGL-Zellexpansion

Prozentuale Pat.-Anzahl |n

Verteilung (%)
Konventionelle DMARDs 100 19 19
TNFa-Inhibitoren 84,2 16 19
CD20-Antikorper 26,3 5 19
Interleukin-6-Rezeptorantagonisten |5,3 1 19
T-Zell-Costimulations-Hemmer 0,0 0 19
Interleukin-1-Rezpetorantagonisten |0,0 0 19

5.3.6. Medikation bei Studieneinschluss

Zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses erhalten 9 der 19 Patienten (47,4%) MTX
allein oder kombiniert mit anderen csDMARDs. 3 Patienten (15,8%) werden mit
csDMARDs, aber ohne MTX behandelt. 10 der 19 T-LGL-Patienten (52,6%)
erhalten ein bDMARD. 8 der 10 Patienten werden mit einem TNFa-Inhibitor und 2
Patienten mit einem CD20-Antikoérper innerhalb der letzten sechs Monate
behandelt. IL1-, IL6-Rezeptorantagnoisten oder T-Zell-Costimulations-Hemmer
werden nicht verwendet. Keiner der 19 Patienten erhdlt wahrend des
Studieneinschlusses Steroide mit einer Dosis von iiber 15mg pro Tag.
Gegebenenfalls werden die Patienten mit einer Low-Dose Kortison Therapie von

unter 15mg behandelt. Diese Therapieoption wird nicht separat aufgefiihrt.
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Tabelle 25: Medikation bei Studieneinschluss der Patienten mit klonaler T-LGL-

Zellexpansion

Prozentuale Pat.-Anzahl |n
Verteilung (%)
MTX mit und ohne andere 47,4 9 19
konventionelle DMARDs
Konventionelle DMARDs ohne MTX 15,8 3 19
Biologika 52,6 10 19
TNFa-Inhibitoren 42,1 8 19
CD20-Antikorper (letzte 6 Monate) 10,5 2 19
Interleukin-6-Rezeptorantagonisten 0,0 0 19
T-Zell-Costimulations-Hemmer 0,0 0 19
Interleukin-1-Rezeptorantagonisten 0,0 0 19
Prednisolondquivalent >15mg/ Tag 0,0 0 19

5.3.7. Komorbidititen

Im Kollektiv mit klonaler T-LGL-Zellvermehrung zeigen 5 Patienten (26,3%)
Autoimmunerkrankungen zusdtzlich zur Rheumatoiden Arthritis. Dazu zdhlen
Sarkoidose, Alopezia areata, Vitiligio, Psoriasis (2 Patienten) und atopische
Dermatitis.

3 der 19 Patienten (15,8%) haben einen soliden bzw. hatten in der Vergangenheit
einen soliden Tumor. Einer der T-LGL-Patienten (5,3%) ist in der Vergangenheit

an einem Hodgkin-Lymphom erkrankt. Zusatzlich leidet ein Patient an einem
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Basaliom. Dieses geht hier jedoch nicht in die Auswertung mit ein, da es sich dabei
um einen lokal invasiven Tumor handelt.

Keiner der 19 Patienten hat eine solide und eine hamatologische
Tumorerkrankung zugleich.

Bei keinem der 19 Patienten wurde zuvor ein Felty-Syndrom diagnostiziert.

Tabelle 26: Komorbiditdten der Patienten mit klonaler T-LGL-Zellexpansion

Prozentuale Pat.-Anzahl |n

Verteilung (%)
Autoimmunerkrankungen 26,3 5 19
Solide Tumorerkrankungen 15,8 3 19
Hamatologische Tumorerkrankungen | 5,3 1 19
Solide und hamatologische 0,0 0 19
Erkrankungen
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5.4. Vergleich der beiden Patientenkollektive

Im Folgenden werden die Patientenkollektive mit klonaler (19 Patienten) und
ohne klonale (508 Patienten) T-LGL-Zellvermehrung miteinander verglichen.

In Klammern hinter dem Wert wird die Patientenanzahl, von denen der Wert zu
Berechnung vorliegt, angegeben. Im Fall von kategorialen Variablen wird
zusatzlich die Anzahl der Patienten angegeben, die fiir den zu bestimmenden Wert
positiv sind.

Die p-Werte mit Signifikanz werden hervorgehoben.

5.4.1. Allgemeine Charakteristika

Die beiden Kollektive, bestehend aus den Patienten ohne eine klonale T-Zell-
Expansion und denen mit einer, unterscheiden sich beziiglich ihrer
demographischen und rheumatologischen Daten nur unwesentlich.
Die Gruppe der T-LGL-Patienten ist im Mittel etwas alter (63,2 Jahre vs. 60,5 Jahre;
p=0,34). In beiden Gruppen ist der Anteil der weiblichen Teilnehmer hoéher als der
mannlichen. Der Anteil der Patientinnen in dem Kollektiv ohne eine T-LGL-
Zellvermehrung ist im Verhaltnis hoher.
Das Kollektiv der T-LGL-Patienten hat im Durchschnitt einen niedrigen BMI als die
Vergleichsgruppe (23,9 vs. 26,0; p=0,25). Beziiglich des Rauchverhaltens kénnen
unter den Patienten mit einer T-LGL-Zellvermehrung weniger Raucher identifiziert
werden (27,8% vs. 40,5%; p=0,21).
In Bezug auf die Daten der rheumatischen Erkrankung lassen sich ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede herausarbeiten. Beide Patientengruppen, mit und ohne
klonale T-Zell-Vermehrung, sind anndhernd gleich lang an Rheumatoider Arthritis
erkrankt (Median: 12,0 Jahre vs. 11,0 Jahre; p=0,94). Auch der DAS28-Wert ist in
beiden Gruppen anndhernd gleich hoch, sodass sich kein Hinweis auf eine hohere
Krankheitsaktivitat in einem Patientenkollektiv ergibt (2,8 vs. 2,6; p=0,64).
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Auch im Rahmen der radiologischen Untersuchungen lasst sich lediglich ein
kleiner Unterschied zwischen den Kollektiven feststellen, wobei die
Patientengruppe mit klonaler T-Zell-Vermehrung haufiger von Erosionen betroffen
ist (88,9% vs. 78,1%; p=0,22). Das Auftreten von Rheumaknoten verhalt sich dem
entgegengesetzt (11,1% vs. 20,3%; p=0,27).

Die folgende Tabelle zeigt die allgemeinen Charakteristika der beiden

Patientenkollektive im Vergleich.

Tabelle 27: Allgemeine Charakteristika der Patientenkollektive im Vergleich

Pat. ohne T-LGL- Pat. mit T-LGL-
Zellvermehrung Zellvermehrung |p-Wert
n= 508 n=19
Lebensalter (Mittelwert in 60,5 (508) 63,2 (19) 0,34
Jahren)
Weiblich (%) 74,0 (376/508) 68,4 (13/19) 0,38
RA-Erkrankungsdauer (Median |12,0 (433) 11,0 (18) 0,94
in Jahren)
Positive Raucheranamnese (%) |40,5 (174/430) 27,8 (5/18) 0,21
BMI (Median in kg/m?) 26,0 (447) 23,9 (18) 0,25
DAS28-Wert (Median) 2,8 (498) 2,6 (19) 0,64
Min. 1 Gelenkerosion (%) 78,2 (341/436) 88,9 (16/18) 0,22
Min. 1 Rheumaknoten (%) 20,1 (87/432) 11,1 (2/18) 0,27
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5.4.2. Laborparameter

Der Vergleich der Blutparameter zwischen den beiden Kohorten erfolgt, wenn
nicht anders angegeben, mittels der Mediane. Alle untersuchten Blutparameter, bis
auf den ANA-Wert, ergeben keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
untersuchten Kohorten. Ein positiver ANA-Wert ist bei dem Patientenkollektiv mit

einer klonalen T-LGL-Zellvermehrung vermehrt festzustellen (68,4% vs. 42,2%;

p=0,02).

Tabelle 28: Laborparameter der Patientenkollektive im Vergleich

Pat. ohne T-LGL- Pat. mit T-LGL-

Zellvermehrung Zellvermehrung p-Wert

n= 508 n=19
BSG 1h (mm/h) 14,0 (508) 21,0 (19) 0,29
CRP (mg/dl) 0,3 (507) 0,3 (19) 0,98
Leukozyten (/ul) 6900 (500) 7100 (19) 0,89
Hamoglobin (g/dl) 13,4 (507) 13,2 (19) 0,26
Thrombozyten (/ul) 244000 (507) 294000 (19) 0,12
abs. Lymphozytenzahl 1590 (500) 1850 (19) 0,09
(/ul)
Rheumafaktor (IE/ml) 19,6 (506) 15,2 (19) 0,53
ACPA (IE/ml) 48,0 (429) 83,0 (19) 0,58
dsDNS (IE/ml) 1,1 (261) 1,2 (19) 0,8
ANA positiv (%) 42,2 (130/308) 68,4 (13/19) 0,02
ENA positiv (%) 6,4 (16/250) 5,6 (1/18) 0,68
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5.4.3. Lymphozytensubpopulationen

Die prozentualen Angaben der Verteilung der Oberflichenmerkmale im

Lymphozytengate werden in Medianen angegeben.

Tabelle 29: Lymphozytensubpopulationen der Patientenkollektive im Vergleich

Pat. ohne T-LGL-

Pat. mit T-LGL-

Zellvermehrung Zellvermehrung p-Wert

n= 508 n=19
CD3+ 75,1 (508) 78,5 (19) 0,01
CD3+/ CD4+ 53,7 (508) 46,5 (19) 0,13
CD3+/ CD8+ 19,3 (508) 23,5(19) 0,003
CD3+/ CD56+ 4,0 (508) 15,5 (19) 0,00
CD3+/CD8+/ CD56+ 2,8 (508) 6,7 (19) 0,00
CD3+/ CD57+ 8,9 (508) 19,1 (19) 0,00
CD3+/CD8+/ CD57+ 6,4 (508) 9,9 (19) 0,003
CD3+/ CD56+/ CD57+ 2,4 (507) 10,0 (19) 0,00
CD3-/ CD56+ 12,3 (508) 9,6 (19) 0,04
CD3+/ yo+ 1,8 (508) 12,2 (19) 0,00
CD4+/ CD8+ -Ratio 2,8 (508) 1,8 (19) -

11 der 19 T-LGL-Patienten sind yd-Rezeptor positiv. Die meisten der yd-TCR

positiven Falle zeigen folgenden Immunphanotyp: CD3 high, CD56+, CD57 low,

CD4-, CD8+/-. Der Phanotyp der y8-TCR negativen Félle zeigt vor allem folgende
Oberflachenmarker: CD3+, CD56+, CD57+, CD8+ und CD4+.
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5.4.4. Medikamente zur Therapie der Rheumatoiden Arthritis

In den Vergleich der medikamentdsen Therapie gehen alle jemals eingenommenen
Medikamente in Bezug auf die rheumatische Erkrankung ein. Die medikamentdsen
Behandlungen mit bDMARDs und auch konventionellen DMARDs dhneln sich in
den beiden Patientenkohorten bis auf eine Ausnahme, die Behandlung mit TNFa-
Inhibitoren.

Synthetische DMARDs werden in beiden Gruppen zu fast 100% verabreicht (100%
vs. 99,4%; p=0,1). Werden die einzelnen Biologika betrachtet, werden TNFa-
Inhibitoren statistisch signifikant haufiger in der Gruppe mit klonaler T-Zell-
Expansion verabreicht (84,2% vs. 56,9%; p=0,01). Auch die Therapiedauer mit
TNFa-Inhibitoren ist in der Gruppe der Patienten mit klonaler T-Zell-Vermehrung
signifikant langer (Median 2,0 Jahre vs. 0,5 Jahre; p=0,01). Die Behandlung mit
CD20-Antikorpern wird in der Gruppe ohne eine T-Zell-Vermehrung unwesentlich
haufiger angewandt (27,8% vs. 26,3%; p=0,56). Grenzwertig signifikant weniger
wird die T-LGL-Patientengruppe mit Interleukin-6-Rezeptorantagonisten
behandelt (5,3% vs. 23,4%; p=0,046). Patienten mit klonaler T-Zell-Vermehrung
haben im Gegensatz zu Vergleichskohorte sowohl keine T-Zell-Costimulations-
Hemmer (0,0% vs. 7,3%; p=0,25) als auch keine Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten (0,0% vs. 1,8%; p=0,72) erhalten.
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Tabelle 30: Medikamentdse Therapie der Patientenkollektive im Vergleich

Pat. ohne T-LGL-

Pat. mit T-LGL-

Zellvermehrung Zellvermehrung p-Wert
n= 508 n=19
Konventionelle DMARDs 99,4 (502/505) 100 (19/19) 01
(%) ’
TNFa-Inhibitoren (%) 56,9 (289/508) 84,2 (16/19) 0,01
Dauer der TNFa.- 0,5 (491) 2,0 (19) 0,01
Inhibitoren (Median in
Jahren)
CD20-Antikorper (%) 27,8 (141/508) 26,3 (5/19) 0,56
Interleukin-6- 23,4 (119/508) 53(1/19) 0,046
Rezeptorantagonisten (%)
T-Zell-Costimulations- 7,3 (37/508) 0,0 (0/19) 0,25
Hemmer (%)
Interleukin-1- 1,8 (9/508) 0,0 (0/19) 0,72

Rezeptorantagonisten (%)
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5.4.5. Medikation bei Studieneinschluss

Tabelle 31: Medikation bei Studieneinschluss der Patientenkollektive im Vergleich

Pat. ohne T-LGL-

Pat. mit T-LGL-

Zellvermehrung Zellvermehrung p-Wert
n= 508 n=19
Konventionelle DMARDs 72,0 (366/508) 63,2 (12/19) 0,55
(%)
Biologika (%) 53,5 (272/508) 52,6 (10/19) 0,56
TNFa-Inhibitoren (%) 26,2 (133/508) 42,1 (8/19) 0,1
CD20-Antikorper in den 9,1 (46/508) 10,5 (2/19) 0,53
letzten 6 Monaten (%)
Interleukin-6- 15,0 (76/508) 0,0 (0/19) 0,049
Rezeptorantagonisten (%)
T-Zell-Costimulations- 3,9 (20/508) 0,0 (0/19) 0,47
Hemmer (%)
Interleukin-1- 0,0 (0/508) 0,0 (0/19) -
Rezeptorantagonisten (%)
Prednisolondquivalent 2,0 (10/508) 0,0 (0/19) 0,69

>15mg/ Tag (%)
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5.4.6. Komorbidititen

Die Kohorte der T-LGL-Patienten zeigt sowohl mehr Autoimmunerkrankungen als

auch mehr Tumorerkrankungen im Vergleich zur Patientenkohorte ohne klonale

T-LGL-Zellvermehrung. Signifikant sind diese Unterschiede nicht.

Tabelle 32: Komorbiditdten der Patientenkollektive im Vergleich

Pat. ohne T-LGL-

Pat. mit T-LGL-

Zellvermehrung Zellvermehrung |p-Wert

n= 508 n=19
Autoimmunerkrankungen (%) |19,1 (84/439) 26,3 (5/19) 0,3
Tumorerkrankungen (%) 12,6 (64/508) 21,1 (4/19) 0,22
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6. Analyseschritte der Untersuchung

449 Pat. aus der 80 Pat. aus der Praxis Dr.
Universitatsklinik Wiirzburg Kleinert und Kollegen

4 L

529 RA-Pat. gaben ihr Einverstandnis

4

[ Immunphéanotypisierung mittels ]

Durchflusszvtometrie von 527 Pat.

4

36 Pat. mit Verdacht auf klonale T-LGL-Zellen

4

Klonalitatsanalyse mittels PCR

!

19 Pat. mit klonaler T-LGL-Zellvermehrung

Abbildung 8: Analyseschritte der Untersuchung
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7. Diskussion

Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronisch entziindliche Systemerkrankung und
betrifft ca. 1% der Erwachsenen (13). An der Pathogenese der Erkrankung sind
primar CD4-positive T-Lymphozyten und sekundar Makrophagen, B-Lymphozyten,
Chrondroblasten, Osteoklasten und Fibroblasten beteiligt (22) (19). Durch die
vorliegende Arbeit konnte erstmalig an einem groféen Kollektiv mit iiber 500
Patienten die Differenzierung und prozentuale Verteilung der T-Lymphozyten und
ihrer Rezeptoren innerhalb einer RA-Population bestimmt werden. Hierfiir
wurden mittels Durchflusszytometrie und PCR die T-Zellen der Patienten
untersucht. In keiner uns bekannten Studie zuvor fand eine solch detaillierte
Analyse der T-Lymphozyten einer RA-Population unter Hinzunahme des anti-yd-
TCR statt. Die Ergebnisse konnen als Ansatz fiir die durchschnittliche
Normalverteilung von verschiedenen T-Zell-Oberflichenmerkmalen bei RA

erkrankten Patienten angesehen werden.

Das Hauptaugenmerk bei der T-Zell-Differenzierung lag auf den T-LGL-Zellen und
ihrer monoklonalen Expansion. Sowohl die monoklonale Expansion von T-LGL-
Zellen als auch die Extremform einer T-LGL-Leukdmie gehoren zu den seltenen
lymphoproliferativen Erkrankungen (81), sodass die Rekrutierung von
betroffenen Patientengruppen eine Herausforderung darstellt.

Anfang des Jahrhunderts wurden mittels eines Registers in Frankreich 201
Patienten mit einer T-LGL-Leukdmie identifiziert. Die zundchst erstaunlich hohe
Patientenzahl ist durch die lange Untersuchungsdauer von acht Jahren, 1999 bis
2007, zu erklaren (80). 17% der identifizierten T-LGL-Patienten waren an einer RA
erkrankt (80). In der Literatur werden sogar haufig RA-Pravalenzen von 11-36%
beschrieben (77) (78) (107). Umgekehrt gibt es jedoch deutlich weniger
Literaturangaben. Lamy et al. beschreiben eine Pravalenz von 1% fiir eine T-LGL-
Leukdmie unter RA-Patienten (77). Das zeitgleiche Auftreten von T-LGL-

Leukimien und einer RA ldsst eine gemeinsame Atiologie oder sich gegenseitig
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bedingende Faktoren vermuten (77) (120). In der Annahme, dass klonale T-LGL-
Zellen eine Vorstufe der T-LGL-Leukdmie darstellen, erfolgte in dieser Arbeit die
Bestimmung von klonalen T-LGL-Zellen in einem RA-Patientenkollektiv. Dabei war
es moglich, eine Pravalenz von 3,6% (19 Patienten) fiir klonale T-LGL-Zellen unter
RA-Patienten zu ermitteln. Die hohe Pravalenz kann durch die Selektion des
Patientenkollektivs, die moderne durchflusszytometrische Technologie und die

Verwendung des anti-y0-TCR im FACS-Panel erklart werden.

Prinzipiell kann eine RA mit einer Vielzahl an extraartikuldren Erkrankungen,
darunter auch Malignomen einhergehen (137). Die Gefahr, eine maligne
Erkrankung zu entwickeln, ist im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung erhoht (5)
(6) (138) (7). In einigen Fallen wird sie sogar als doppelt so hoch beschrieben (5)
(7) (139). Zu den vermehrt auftretenden Malignomen gehoren vor allem
Erkrankungen aus dem lymphoproliferativen Bereich (140) (139), wie das diffus
grofdzellige B-Zell-Lymphom (141). Ausgehend von anderen Zellreihen schien es
bisher keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung zu

geben (141).

Die Ursachen fiir das gemeinsame Auftreten von RA und Tumorerkrankungen sind
bislang nicht endgiiltig geklart (142). Allgemein ist die Bildung von Tumoren ein
multifaktorielles Geschehen, wobei Immunsystemveranderungen, wie in diesem
Fall eine chronische Entziindungsreaktion bei einer RA-Erkrankung, einen
unterstiitzenden Faktor darstellen konnen (142). Die am haufigsten beschriebenen
und diskutierten Aspekte beziiglich einer erhohten Lymphomrate unter RA-
Patienten sind die Erkrankungsdauer (140), eine erhohte Krankheitsaktivitat
(143), aber auch die Behandlung mit Biologika, insbesondere TNFa-Inhibitoren
(72) (70) (144) (139) (68).

In unserer Untersuchung waren insbesondere die Daten zur rheumatischen

Erkrankung, wie Krankheitsdauer, DAS28-Wert, Serostatus hinsichtlich
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Rheumafaktor, ANA, ACPA und die medikamentése Therapie von Relevanz.
Dartber hinaus wurden Geschlecht, Lebensalter, Komorbiditaten, Blutbilder und
Rontgenbefunde berticksichtigt. Nach Auswertung der vorliegenden Ergebnisse
war es moglich, eine signifikante Korrelation zwischen der klonalen T-LGL-
Zellentwicklung und der Verwendung von TNFa-Inhibitoren (84,2% vs. 56,9%;
p=0,01) und ihrer Applikationsdauer (Median 2,0 Jahre vs. 0,5 Jahre; p=0,01)

herzustellen.

Die ersten TNFa-Inhibitoren wurden Anfang des 21. Jahrhunderts zugelassen. Zu
diesem Zeitpunkt gab es noch keine Datenlage iiber eventuelle
Langzeitnebenwirkungen der Wirkstoffe (65). Nicht zuletzt wegen der Eigenschaft
des Tumor Nekrose Faktors, Nekrosen in Tumorzellen bewirken zu konnen (145),
steht die Medikamentengruppe seit Einflihrung im Verdacht, die Entwicklung von
Malignomen fordern zu konnen. Mittlerweile ist klar, dass das Zytokin nicht nur
zellvernichtend, sondern auch zellaktivierend arbeiten kann (146) (144).
Insbesondere in verschiedenen Entziindungsprozessen und den damit
einhergehenden Immunregulationen ist der Faktor beteiligt (147). Da eine
Dysregulation des Immunsystems in der Tumorentstehung vermutet wird (148)
(149), ergibt sich auch diesbeziiglich Anhalt, fiir eine Beteiligung von TNFa-
Inhibitoren im Tumorprozess. Allerdings ist ein moglicherweise protektiver Faktor
von TNFa-Inhibitoren ebenfalls zu beachten, denn erhéhte Werte des Tumor
Nekrose  Faktors konnen mit einer schlechteren  Prognose  bei

Malignomerkrankungen einhergehen (150).

Um Nebenwirkungen der Biologika langfristig besser analysieren zu konnen,
wurden in mehreren europdischen Liandern Register zur Beobachtung
eingerichtet. Ziel ist es, RA-Patienten, die langfristige Sicherheit und Erfolgsrate
von Biologika, Biosimilars und JAK-Inhibitoren und die Aufdeckung potentieller

Nebenwirkungen, insbesondere dem Lymphomrisiko, zu registrieren (151) (65).
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Um einen Vergleich zu unserer Untersuchung zu ziehen, wurden Studien zum
Lymphomrisiko basierend auf dem deutschen (Rheumatoide Arthritis -
Beobachtung der Biologika Therapie Register, RABBIT-Register °) und englischen
(British Society for Rheumatology Rheumatoid Arthritis Register, BSRBR-RA10)
Register ndher betrachtet. Wir erwarteten Patienten mit dhnlichen
demographischen Werten im Vergleich zu unserem Patientenkollektiv. In beiden
Registern konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Medikation und
einem erhohten Lymphomrisiko hergestellt werden (73) (68). Eine Einschrankung
besteht jedoch in den demographischen Werten der britischen Patientengruppen.
Die TNF-naive Patientengruppe bestand im Durchschnitt aus einem gréfieren
Manneranteil mit einem hoheren Lebensalter. Beides Aspekte, die das Risiko fiir
eine Lymphomerkrankung erhohen und somit die Vergleichbarkeit der
Patientengruppen reduziert (152). Strangfeld et al. konnten auf Grundlage des
deutschen Registers ein vermehrtes Auftreten von Non-Hodgkin-Lymphomen
unter TNFa-Inhibitoren-Therapie im Vergleich zur Allgemeinbevodlkerung
aufzeigen. In der Gegeniiberstellung von TNFa-Inhibitoren behandelten und TNF-
naiven Patienten zeigte sich allerdings ein leicht vermindertes Risiko fiir die
Entstehung einer malignen Erkrankung (73). Im ersten Jahr der Behandlung
konnten Malignome insgesamt etwas seltener unter TNFa-Inhibitoren
therapierten Patienten festgestellt werden als bei denen, die mittels csDMARDs
behandelt wurden. Eine mogliche Ursache dafiir konnte das ausgedehntere
Screeningprogramm zu Tumor- und Infektionserkrankungen vor dem Beginn mit
einer Biologika-Therapie sein (73). Unsere Ergebnisse lassen dazu keine Aussage

ZU.

Im Gegensatz dazu ergaben sich in der Untersuchung von tiber 18.000 Patienten
von Wolfe et al. 2004 Hinweise fiir eine erhohte Lymphomrate unter Patienten mit

TNFa-Inhibitoren-Therapie (70). Ebenso konnten Bongartz et al. nach Analyse von

9 http://www.biologika-register.de/home/
10 The Universtiy of Manchester, BSRBR-RA study, http://www.bsrbr.org
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randomisierten Studien eine erhohte Malignomentwicklung unter dosisabhangiger
TNFa-Inhibitoren-Therapie feststellen (72). Die Dosierung wurde in unserer
Untersuchung nicht berlicksichtigt. Die Studien, die TNFa-Inhibitoren in
Zusammenhang mit einer Lymphomentwicklung bringen, geben dartiber hinaus

die Krankheitsaktivitat als moglichen Confounder an (69) (70).

Werden unterschiedliche Studien zum Einfluss von TNFa-Inhibitoren auf die
Lymphomentwicklung betrachtet, kommt es wiederkehrend Zu
Interpretationsschwierigkeiten durch die unzureichend geklarte Bedeutung der
Krankheitsaktivitit. Es kann nicht verifiziert werden, ob das erhohte Risiko fiir
maligne Erkrankungen im Rahmen einer bestehenden RA-Erkrankung auf die
Medikation, die chronische Entziindung, die genetische Pradisposition oder auf
eine Kombination dieser Faktoren zuriickzufiihren ist (142). Zugleich gilt zu
beriicksichtigen, dass die beiden Aspekte, Biologika-Behandlung und
Krankheitsaktivitat, miteinander korrelieren und sich somit moglicherweise in
Bezug auf die Entwicklung von monoklonalen Zellen und Leukdmien gegenseitig
bedingen (141). Unterstiitzt wird diese Aussage durch die Empfehlungen der
britischen National guidelines from the National Institute for Health and Care
Excellence, NICE!!, die eine Biologika-Therapie vorrangig fiir Patienten mit einer
ausgepragten Krankheitsaktivitat, beispielsweise in Form eines DAS28 Wertes von
tiber 5,1 empfehlen (68) (153). Unsere Untersuchung erlaubt keine Aussage zu
dem Zusammenhang von Krankheitsschwere und bDMARDs, da die Patienten mit

Biologika-Therapie nicht separat ausgewertet wurden.

Die Krankheitsaktivitit wurde, wie in vielen anderen Studien (68) (73), mittels
DAS28 objektiviert. Die Ergebnisse des Rabbit Registers erlauben den Verdacht
einer Korrelation zwischen einem erhohten DAS28-Wert wund der

Lymphombildung (73). In Bezug auf die Expansion von klonalen T-LGL-Zellen zeigt

11 https://www.nice.org.uk
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unsere Untersuchung keine vermehrte Krankheitsaktivitit bei den betroffenen
Patienten (DAS28-Wert: Median 2,6 vs. 2,8; p=0,64).

Wenn der Begriff der Krankheitsaktivitat weitergreifend betrachtet wird, so fallen
ebenso anndhernd gleiche Werte fiir BSG, CRP und Rheumafaktor auf. Der
rheumaspezifische Anti-CCP-Antikorper zeigte leicht - nicht signifikant - erhohte
Werte unter den T-LGL-Patienten auf (Median 83,0 U/ml vs. 48,0 U/ml; p=0,58).
Der ANA-Wert war jedoch signifikant hoher innerhalb der T-LGL-Patientengruppe
(68,4% vs. 42,2%; p=0,02). Daraus kann vorerst keine Schlussfolgerung gezogen
werden, da es sich um einen unspezifischen Marker handelt, welcher auch bei
gesunden Personen nachgewiesen werden kann. Zudem besteht keine Korrelation
zwischen erhohten ANA Werten und der Entstehung von Malignomen (154).
Ebenso konnten in unserer Auswertung nicht signifikant vermehrt Erosionen in
der T-LGL-Patientengruppe nachgewiesen werden (88,9% vs. 78,2%; p=0,22).
Denkbar ist die Moglichkeit einer hoheren Krankheitsaktivitat unserer Patienten
vor Einleitung der TNFa-Inhibitoren-Therapie und einer Senkung des DAS28-
Wertes unter TNFa-Inhibitoren-Therapie. Erosionen konnen durch die Medikation
nicht riickgdngig gemacht werden und bleiben somit dauerhaft radiologisch
sichtbar zuriick. Ware eine Senkung des DAS28-Wertes unter TNFa-Inhibitoren-
Therapie festzustellen (155), wiirde dies moglicherweise die Schwere der RA-
Erkrankung in den Vordergrund der Ursachenforschung fiir die Entwicklung von

klonalen Zellen und Malignomen riicken kénnen.

Den Daten der Untersuchung von Mariette et al. (156) liegt das ,French RATIO
registry’ zu Grunde. In einer prospektiven Studie wurden Patienten mit chronisch-
entzlindlichen Erkrankung (RA, Psoriasis, Morbus Crohn, Sjogren Syndrom,
Spondylitis ankylosans) unter TNFa-Inhibitoren-Therapie auf die Entstehung von
Lymphomen hin untersucht. Eine TNFa-Inhibitoren-Therapie von unter zwei
Jahren korrelierte mit der Entstehung von Lymphomen. Bei reiner Betrachtung der
RA-Patienten konnte kein Zusammenhang zwischen der Verabreichungsdauer von

TNFa-Inhibitoren und einer Lymphomentwicklung aufgezeigt werden. Kontrovers
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dazu zeigten unsere Daten eine signifikante Korrelation zwischen der
Verabreichungsdauer von TNFa-Inhibitoren und der monoklonalen T-LGL-
Zellvermehrung (Median 2,0 Jahre vs. 0,5 Jahre; p=0,01). Der Vergleich lasst Platz
fiir die Vermutung, dass die Expansion von monoklonalen T-LGL-Zellen einen
anderen Trigger haben, als bislang untersuchte Lymphome in Zusammenhang mit
RA. Zudem ist zu beriicksichtigen, dass klonale T-Zellen moglicherweise keinen

malignen Aspekt haben.

Seltener wird als Ursache fiir Lymphome die RA-Erkrankungsdauer beschrieben
(140). Fir die T-LGL-Expansion kann dieser Erklarungsansatz mit unseren Daten
als Grundlage nicht bestatigt werden. Zwischen den Patientengruppen konnte eine
anndhernd gleiche Erkrankungsdauer (Median 12,0 Jahren vs. 11,0 Jahre; p=0,94)
festgestellt werden. Dabei ist zu bedenken, dass je nach Behandlungseffekt

Krankheitsaktivitat und Erkrankungsdauer miteinander korrelieren kénnen.

Auch die demographischen Daten unserer Studie lassen sich mit anderen
Untersuchungen vergleichen. Insgesamt kann ein erhohtes Risiko fiir Lymphome
bei Mdnnern im hoheren Lebensalter festgestellt werden (152). Auch unsere
Gruppe mit klonaler T-LGL-Expansion weist im Verhéltnis einen etwas h6heren
Manneranteil mit hoherem Lebensalter auf. Jedoch sind die Unterschiede zu den
Patienten ohne klonale T-LGL-Zellexpansion nur marginal, sodass keine weiteren
Schlussfolgerungen daraus gezogen werden kénnen. Unsere Daten zur klonalen T-
LGL-Zellvermehrung bei RA-Patienten dhneln denen in der Vergleichsstudie von
Bareau et al. zur Allgemeinbevolkerung (80). Der dezent hohere Anteil weiblicher
Patientinnen (68% vs. 55%) in unserer Kohorte kann durch das hoéhere RA-

Erkrankungsrisiko unter Frauen erklart werden.

In anderen Studien konnte der Zusammenhang zwischen vermehrten
Komorbiditaten, fortgeschrittenem Lebensalter und Lymphomentwicklung

aufgezeigt werden (73) (70). Diese Aspekte konnten, wenn auch nicht signifikant,
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bei den T-LGL-Patienten unserer Untersuchung bestdtigt werden. Vermehrte
Komorbiditaiten wurden in Form von Autoimmun- und Tumorerkrankungen
festgestellt. Das Lebensalter war im Durchschnitt 2,7 Jahre hoher als in der

Vergleichsgruppe.

Da in den register-bezogenen Untersuchungen eine erheblich grofiere
Patientenzahl untersucht wurde als in unserer Studie, enthalten die Ergebnisse
eine grofdere Aussagekraft. Das Britische Register (68) hat zusatzlich den Vorteil
einer langen Beobachtungszeit, sodass auch Langzeitfolgen beurteilt werden
konnen. Ein wichtiger Unterschied besteht in den Einschlusskriterien der
Patienten. Die Studien umfassen lediglich Patienten mit symptomatischen
Malignomerkrankungen. Eine, Zu unserer Studie vergleichbare,
durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen hat nicht stattgefunden, sodass
die Identifizierung von Patienten mit monoklonalen T-LGL-Zellen oder einer T-

LGL-Leukdmie wahrscheinlich unterschatzt bleibt.

Auf molekulargenetischer Ebene wird eine positive Selektion der T-LGL-Zellen
durch eine Dysregulation der Apoptose und einem dadurch entstehenden
Uberlebensvorteil der Zellen diskutiert. Insbesondere FAS und FAS-Liganden
riicken dabei in den Vordergrund. Eine klonale T-LGL-Zellexpansion geht gehauft
mit erhohten FAS- und FAS-Ligand-Werten einher, vergleichbar mit den Werten,
die unter physiologischen Bedingungen bei aktivierten T-Zellen gefunden werden
konnen. Dabei ist die Mehrheit der T-LGL-Zellen selbst resistent gegeniiber dem
FAS-induzierten Zelltod (94). Als Ursache hierfiir werden Mutationen in dem
Signalweg STAT diskutiert. Jedoch lassen sich diese nicht bei allen T-LGL-Patienten
gleichermafden und teilweise nur sehr vereinzelt nachweisen (96) (157) (158).
Bestatigt wird der Zusammenhang durch abnehmende FAS-Liganden-Werte bei
Therapieansprechen (78). Zudem werden dem Zytokin, IL 15 und dem Platelet
Derived Growth Factor (PDGF) eine tragende Rolle bei der Dysregulation des
Zellzyklus zugeschrieben (93) (98) (99) (159).
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Die Hypothese einer medikamentds getriggerten Zellselektion in Abhdngigkeit von
Grunderkrankung und genetischer Pradisposition wird durch mehrere
Untersuchungen gestarkt (160) (161). Sowohl im Rahmen von Morbus Crohn als
auch unter Psoriasispatienten, ebenfalls beides Autoimmunerkrankungen, scheint
es bei Pradisposition unter immunmodulierender Medikation zu einem Anstieg
der yo-T-Zellen kommen zu kénnen (160) (161). 11 unser 19 Patienten zeigten
ebenfalls einen yd-T-LGL-Phanotyp in der FACS-Analyse auf. Die y8-T-LGL-Klone in
unserer Studie haben einen sehr dhnlichen Immunphéanotyp im Vergleich zu den
hepatosplenischen y0-T-Zell-Lymphomen, von denen Belhadj et al. berichten
(162). Das hepatosplenische y8-T-Zell-Lymphom ist dufderst selten. In bis zu 20%
der Falle sind Immunsuppressionen mit dem Auftreten des Lymphoms
vergesellschaftet (163). Durch die TNFa-Inhibitoren bedingte Immunsuppression
unserer Kohorte lasst sich eine Parallele ziehen.

Ob es sich bei der Zellexpansion vorrangig um eine genetische Disposition, um die
Auswirkung der Grunderkrankung oder um Nebenwirkungen der Medikation
handelt, bleibt unklar. Gegen die alleinige Wirkung der Medikation als Ursache
spricht die Untersuchung von Mariette et al, in welcher Patienten mit einer
Lymphomerkrankung und TNFa-Inhibitoren-Therapie untersucht wurden. Ein
Teil des Patientenkollektivs hatte als Indikation fiir die TNFa-Inhibitoren-Therapie
eine Spondylarthritis, eine Erkrankung, welche nicht mit einem erh6hten
Lymphomrisiko assoziiert ist. Auch unter immunmodulierender Medikation
konnte in diesem Fall keine vermehrte Lymphomentwicklung festgestellt werden

(156).

Die Untersuchung von Morbus Crohn Patienten von Kelsen et al. wurde zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt. Eine durchflusszytometrische Analyse
vor und nach TNFa-Inhibitoren-Gabe zeigte eine Zellexpansion bei Patienten mit
bereits zuvor erhohten yd-T-Zell-Werten (160). Im Gegensatz dazu handelt es sich
bei unserer Untersuchung um eine einmalige Bestimmung der T-LGL-Zellen. Es
entsteht eine Limitation in Bezug auf die Aussagekraft, da weder ein kurzzeitiger
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Anstieg von klonalen T-LGL-Zellen noch eine bereits vor TNFa-Inhibitoren-
Therapie bestehende klonale T-Zell-Vermehrung ausgeschlossen werden kann.
Sokol et al. empfehlen eine Kontrollanalyse der T-Zellen nach sechs Monaten zur
Differenzierung von reaktiven und chronischen Expansionen (78). Ebenso mussten
auch in der Analyse von Bareau et al. die T-LGL-Zellvermehrungen iiber einen
Zeitraum von mindestens sechs Monaten nachzuweisen sein (80). Obwohl unser
Studienprotokoll eine Kontrollanalyse nicht vorgesehen hat, sollte die Priifung der

monoklonalen Zellen im Verlauf diskutiert werden.

Bei der Diagnosestellung haben wir uns nach den in den meisten Studien
verwendeten Kriterien gerichtet. Erforderlich dafiir ist der Nachweis von mehr als
500 T-LGL-Zellen pro pl, ein charakteristischer Immunphanotyp und Klonalitit der
T-Zellen (80) (107). Laut Literaturangaben lassen sich bei den Patienten mit T-
LGL-Leukamie jedoch haufig Werte von liber 2000 T-LGL-Zellen pro pl finden (79)
(107). Sollten nur geringere Zellzahlen, 400 bis 2000 Zellen pro pl, nachgewiesen
werden konnen, kann bei klonaler Abstammung und gleichzeitig bestehender
charakteristischer Symptomatik und ggf. bestehender Autoimmunerkrankungen
die Diagnose dennoch gestellt werden (77). Bei 19 Patienten unserer Studie
konnen monoklonale T-LGL-Zellen nachgewiesen werden. Da es sich bei 18
Patienten um einen Zufallsbefund handelt und die Patienten keine diesbeziiglichen
Symptome aufzeigten, erscheint es sinnvoll, eher von einer monoklonalen T-LGL-
Zellexpansion unklarer Signifikanz zu sprechen (89) (164) (103). Einer der
Patienten war vor Studieneinschluss neutropen. Bei diesem wurde bereits vor

Studieneinschluss die Diagnose einer T-LGL-Leukamie gestellt.

Prinzipiell stellen eine Neutropenie, ggf. mit Infektneigung, eine
transfusionsbediirftige Andmie oder eine mit der T-LGL-Leukdmie verbundene
Erkrankung, wie eine RA, Therapieindikationen dar (107). Bei asymptomatischer
T-LGL-Leukdmie ist ein Zuwarten nach dem Prinzip ,Watch and wait’ vertretbar

(107). In dieser Arbeit zeigte keiner der 19 Patienten eine Neutropenie zum
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Zeitpunkt des Studieneinschlusses. Da die Studienteilnehmer aber eine RA haben,
besteht formal bei allen die Indikation zur Therapie. Die Behandlung der RA steht
jedoch weiterhin im Vordergrund.

Es bleibt festzuhalten, dass der Krankheitswert einer klonalen T-LGL-
Zellexpansion in diesem Zusammenhang bisher nicht hinreichend geklart ist (89)
(165). Mehrere Untersuchungen konnten zeigen, dass die Expansion von klonalen
CD8-positiven T-Zellen auch in gesunden Patientenkollektiven auftritt (165) (166),
sodass das Vorkommen von klonalen Zellverbanden nicht mit einer malignen
Zellentartung gleichzusetzen ist (134). Nur in Zusammenschau mit weiteren
Befunden kann die Zellvermehrung bewertet werden und eine Therapieindikation

darstellen (102).

Durch unsere Untersuchung konnte nicht geklart werden, ob die Entwicklung von
monoklonalen T-LGL-Zellen eine Grunderkrankung oder vielmehr eine Reaktion
auf die Autoimmunerkrankung darstellt. Zudem bleibt ebenfalls offen, ob es sich
bei der Expansion der klonalen T-LGL-Zellen um eine Vorstufe der T-LGL-
Leukdmie handelt (102). Wahrscheinlich scheint eine gemeinsame Pathogenese,
die im Verlauf durch unterschiedliche Mechanismen zur Auspragung der zwei

Krankheitsentitaten fuhrt.

Unabhdngig vom unzureichend geklarten Einfluss der TNFa-Inhibitoren zeigte
sich in unserer Untersuchung, wenn auch nur grenzwertig signifikant, ein
geringeres Vorkommen Kklonaler T-LGL-Zellen bei Patienten mit Interleukin-6-
Rezeptorantagonisten-Therapie (5,3% vs. 23,4%; p=0,046). Interleukin 6 ist ein
Zytokin, welches an unterschiedlichen pathophysiologischen Prozessen im Koérper
beteiligt ist. Unter anderem ist es an Zellinteraktionen zwischen B- und T-Zellen,
an Entzlindungsprozessen aber auch an der Aktivierung des JAK/STAT
Signalweges beteiligt (167) (168). Drei Aspekte, die sowohl in der Pathogenese der
RA als auch in der Entstehung einer T-LGL-Leukdmie eine tragende Rolle spielen.

Eine ausbleibende  Aktivierung des JAK/STAT-Weges durch IL6-
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Rezeptorantagonisten konnte ein Erklarungsansatz fiir die reduzierte Bildung von
T-LGL-Leukdmien sein. Ob IL6-Rezeptorantagonisten einer T-LGL-Zellexpansion
jedoch tatsachlich entgegenwirken kéonnen, kann erst in weiteren Studien geklart
werden. Die Aussagekraft unserer Untersuchung ist in Bezug darauf beschrankt, da
weniger als ein Viertel unserer gesamten Patientenkohorte jemals einen IL6-
Rezeptorantagonisten erhalten haben. Unter den 19 Patienten mit klonaler T-LGL-

Zellvermehrung war es nur ein Patient.

Eine weitere Einschrankung unserer Studie besteht in der retrospektiven
Datenerhebung. Insgesamt gehen wir jedoch von einer hohen Qualitdt unserer
Daten aus. Die Parameter wurden im Wesentlichen durch erfahrende Therapeuten
aus einer Spezialambulanz bzw. einer Schwerpunktpraxis erhoben, wodurch das
Risiko einer Verzerrung reduziert wurde, und die Daten gut miteinander zu
vergleichen sind. Von Vorteil ist in diesem Zusammenhang auch die elektronische

Patientenakte.

Die Herausforderung, eine Patientenkohorte mit klonaler T-LGL-Zellexpansion zu
rekrutieren, ist uns gelungen. Aufgrund der Studienpopulationsgréfie konnte eine
im Verhaltnis grofde Gruppe mit klonaler T-LGL-Zellvermehrung ausfindig gemacht
werden, und die Pravalenz fiir klonale T-LGL-Zellen innerhalb einer RA-Population
bestimmt werden.

Die signifikante Korrelation von TNFao-Inhibitoren und der monoklonalen
Zellentwicklung ist unter Beriicksichtigung der kleinen Studienpopulation zu
betrachten. Festzuhalten bleibt, dass TNFa-Inhibitoren sehr effektiv in der RA-
Therapie sind und zu einer erheblichen Linderung der Symptomatik beitragen
konnen (155) (169). Der Erhalt der Lebensqualitdt libersteigt unserer Ansicht
nach aktuell das Risiko an einer potentiell malignen Erkrankung durch die
immunsuppressive Therapie zu erkranken. Allerdings muss die Entwicklung von
monoklonalen T-LGL-Zellen als noch unbekannte Nebenwirkung bedacht werden,

weshalb wir eine Sensibilisierung der Behandler fiir Symptomatik und
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Blutbildveranderungen unter TNFa-Inhibitoren-Therapie als mogliche Vorboten
fir die Bildung von monoklonalen Zellverbanden fiir wichtig erachten. Ob
Patienten mit bereits bestehender T-Zell-Aberration von einem Verzicht auf eine
TNFa-Inhibitoren-Therapie profitieren, ist zu diskutieren. Eine Untersuchung der
T-LGL-Zellen mittels FACS-Analyse vor und nach TNFa-Inhibitoren-Therapie
konnte weiteren Aufschluss tiber den konkreten Einfluss der TNFa-Inhibitoren

geben.
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8. Zusammenfassung

Dieser Arbeit liegt ein Kollektiv aus 527 RA-Patienten zugrunde. Der Fokus der
Untersuchung lag zum einen auf der Bestimmung der T-Lymphozyten und ihrer
Oberflachenantigene und zum anderen auf der Ermittlung der Pravalenz klonaler
T-LGL-Zellen im  Kollektiv. Untersucht wurden die Zellen mittels
Durchflusszytometrie und PCR unter Hinzunahme eines Antikorpers gegen yd-TCR.
Bei 19 Patienten konnte eine klonale T-LGL-Zellexpansion festgestellt werden. Das
entspricht einer Pravalenz von 3,6%. 11 der 19 Patienten zeigten einen yo-
positiven T-Zell-Rezeptor. Die Betroffenen werden aufgrund der fehlenden
klinischen Symptomatik mit einer monoklonalen T-Zell-Expansion unklarer
Signifikanz beschrieben.

Bei der Analyse moglicher Einflussfaktoren fiir die monoklonale T-LGL-
Zellexpansion wurden demographische Daten, krankheitsbezogene Parameter,
Laborwerte, der DAS28-Wert und die medikamentdse Therapie miteinbezogen.
Die Auswertung erfolgte retrospektiv. Es zeigte sich eine statistisch signifikante
Assoziation zwischen der Entwicklung einer klonalen T-LGL-Zellvermehrung und
einer TNFa-Inhibitoren-Therapie (84,2% vs. 56,9%; p=0,01) und deren Dauer (2,0
Jahre vs. 0,5 Jahre; p=0,01). In Bezug auf ihre rheumatische Erkrankung
unterschieden sich die Patientengruppen nicht signifikant.

Die zu Beginn der Studie aufgestellten Ziele konnten erreicht werden. Es konnte
die Pravalenz von monoklonalen T-LGL-Zellen innerhalb einer RA-Kohorte
bestimmt werden und ein moéglicher Zusammenhang mit der Therapie von TNFa-
Inhibitoren aufgezeigt werden. Aufgrund der kleinen Patientengruppe mit einer
klonalen T-LGL-Zellvermehrung ist der Zusammenhang mit TNFa-Inhibitoren mit
Vorsicht zu betrachten. Der Einfluss weiterer Faktoren bleibt offen. Zur
Validierung der Ergebnisse bedarf es prospektiver Untersuchungen mit gréfieren
Patientenkollektiven. Allerdings geben unsere Ergebnisse schon jetzt Anlass dazu,
bei Patienten mit Blutbildveranderungen oder Symptomen der Neutropenie unter

TNFa-Inhibitoren-Therapie, eine T-LGL-Leukdmie in Betracht zu ziehen.
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9. Eigenanteil

Die Arbeit entstand in Zusammenarbeit mit dem Immunologischen Labor und der
Pathologie Wiirzburg. Durch mich erfolgte zum einen die Auswahl der relevanten
Patientendaten und Laborparameter und die folgende Datenerhebung aus der
elektronischen Patientenakte sowie aus den Arztbriefen der Praxis Dr. Kleinert
und Kollegen. Um die Daten der statistischen Analyse zuganglich zu machen,
wurde eine Tabelle mit allen zu analysierenden Parametern erstellt und die
Parameter standardisiert.

Die durch das immunologische Labor angefertigten Durchflusszytometrien
wurden zundchst von mir ausgewertet und anschlieféend mit Frau Dr. Schwaneck
besprochen. Die statistische Auswertung wurde durch Frau Renner und mich

durchgefiihrt.

Teile dieser Arbeit wurden bereits vorab in Fachzeitschriften publiziert.
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10. Geschlechtergerechte Sprache

Im Rahmen dieser Arbeit wird zugunsten der besseren Lesbarkeit auf die
gleichzeitige Verwendung mannlicher und weiblicher Sprachformen verzichtet.
Samtliche Personenbezeichnungen, wenn nicht anders gekennzeichnet, gelten fiir

beide Geschlechter.
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15. Anhang

15.1. Patienteninformation und Aufklirung

Universitatsklinikum Wurzburg

Medizinische Klinik und Poliklinik Il
Direktor: Prof. Dr. H. Einsele

Rheumatologie/ Klinische Immunologie
Leiter: Prof. Dr. H.-P. Tony

Med. Klinik und Poliklinik II (ZIM), Oberdirrbacher Str. 6, 97080 Wiirzburg

L

Patienteninformation und
Aufklarung

Sehr geehrte Patientin,
Sehr geehrter Patient,

Zunachst mochten wir uns flr |hr Interesse an unserer Studie bedanken! Wir hoffen, durch
diese Studie ein besseres Verstandnis fiir die Rheumatoide Arthritis und damit gelegentlich
einhergehende Veranderungen des Bilutbilds zu erlangen. Nachfolgend finden Sie
Informationen zur Natur und zum Ablauf der Studie sowie zu lhren Rechten als
Teilnehmer/in sowie auch zum Datenschutz innerhalb der Studie. Sollten Sie an dieser
Studie teilnehmen wollen, méchten wir Sie bitten, Ihr Einverstandnis durch eine Unterschrift
auf dem dieser Studie beiliegenden Einverstandnisbogen zu dokumentieren.

Vielen Dank!

Name der Studie:
Préavalenz der T-LGL-Leuk&mie bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis

Beschreibung der Studie und des genauen Ablaufs:

Ziel der Studie ist es, herauszufinden, bei wie vielen Patientinnen und Patienten mit
Rheumatoider Arthritis Veranderungen des Blutbildes vorliegen, die die Diagnose einer
niedrig malignen T-Zell-Leuk&dmie erlauben. T-Zellen sind bestimmte Lymphozyten (weike
Blutkdérperchen), die als Teil der menschlichen Immunabwehr im Blut nachzuweisen sind.
Selten vermehren sich einzelne T-Zellen im Blut so, dass von einer niedrig malignen T-Zell-
Leukdmie gesprochen wird. Fiir die betroffenen Patientinnen und Patienten ist diese
Erkrankung oft harmlos, kann jedoch auch schwerwiegende Folgen haben, wie etwa eine
Neigung zu Infektionen. Es ist bekannt, dass viele Patienten, die an einer solchen T-LGL-
Leukémie leiden auch eine Rheumatoide Arthritis haben. Es ist jedoch nicht bekannt, bei wie
vielen Patienten mit Rheumatoider Arthritis diese Leukdmie nachgewiesen werden kann.
Diese Studie soll dazu dienen, die Haufigkeit dieser T-Zell-Veranderung festzustellen bei
Menschen, die an einer Rheumatoiden Arthritis leiden.

Um die T-LGL zu diagnostizieren, werden die T-Zellen im Blut mittels Durchflusszytometrie
untersucht, bei der bestimmte Oberflaichenmerkmale der Zellen bestimmt werden kénnen.
Sollten sich aufféllige T-Zellen nachweisen lassen, wird mit der schon vorhandenen
Blutprobe eine molekulargenetische Untersuchung der T-Zellen angeschlossen, um das
Vorliegen einer sogenannten T-LGL-Leukamie nachzuweisen.

Den teilnehmenden Patientinnen und Patienten wird zu Beginn der Studie einmalig 30ml
zusétzliches Blut abgenommen und im Labor der Uniklinik in Wirzburg untersucht. Es
werden Merkmale untersucht, die zur rheumatologischen Standarddiagnostik gehdren:
Rheumafaktor, ACPA (Anti-CCP-Antikorper), ANA, Immunglobuline und Entziindungswerte.
Es wird dabei bei einigen Patienten eine genetische Untersuchung des HLA-Typs erfolgen.
Zudem wird anhand der schon vorhandenen Arztberichte dokumentiert, wie lange die
teilnehmenden Patientinnen und Patienten schon an der Rheumatoiden Arthritis leiden, wie
alt und welchen Geschlechts sie sind und wie die Erkrankung bisher therapiert wurde.
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Welche Risiken b hen fiir die teilneh den Patientinnen und Patienten?

Sie stimmen einer zusatzlichen Abnahme von 30ml Blut zu. Daraus entsteht fiir Sie in der weit Gberwiegenden
Mehrzahl der Falle kein gesundheitliches Risiko. Sollten in Ihrem Blut auffallige T-Zellen gefunden werden, bitten
wir Sie um eine zweite Blutabnahme (20ml Blut) fiir weitere Untersuchungen dieser Zellen sowie zur HLA-
Typisierung. Dies kann im Rahmen eines Routine-Termins bei Inrem Rheumatologen geschehen.

Welcher Nutzen kann sich fiir teilnehmende Patientinnen und Patienten ergeben?

In der genauen Untersuchung der T-Zellen kann das Vorliegen einer T-Zell-Leuk&dmie bei Ihnen auffallen. Daraus
kénnen sich Konsequenzen sowohl fiir die Therapie lhrer Gelenkbeschwerden oder eventuell bestehenden
Blutbildveranderungen ergeben. Zum Beispiel kann eine Anamie (Blutarmut) oder eine Armut an weillen
Blutkérperchen mit dem Vorliegen einer T-LGL-Leukdmie der T-Zellen zusammenhangen. Durch die Diagnose
kénnten diese eventuell wirksam therapiert werden. Eventuell gibt es beispielsweise Mdglichkeiten, lhre
antirheumatische Therapie so anzupassen, dass neben den Gelenkbeschwerden auch die malignen T-Zellen
davon erfasst werden.

Sollte sich bei lhnen eine T-LGL-Leukdmie nachweisen lassen, wirde man zudem mdglicherweise I|hr
Differentialblutbild in engeren Absténden kontrollieren. Dieses Wissen kann lhnen und lhrem Arzt helfen, die fir
Sie angemessenen Kontrollabstande festzulegen.

Datenschutz:

Im Rahmen der Studie werden personalisierte Daten erhoben. Das heilt, fir die Rheumatologie der Uniklinik in
Wiirzburg als auswertendes Zentrum ist es maoglich, die einzelnen Blutproben und Krankheitsgeschichten den
Namen des jeweiligen Patienten zuzuordnen. Die Daten werden jedoch zum Zwecke der Verdffentlichung
anonymisiert. Es wird flir AuRenstehende nicht méglich sein, Ihre Identitat zu ermitteln.

Die Studienteilnahme ist freiwillig und Sie kénnen Ihr Einverstandnis jederzeit zuriickziehen.

Die Studienteilnahme ist freiwillig und beeinflusst Ihre Therapie aufgrund der Rheumatoiden Arthritis nicht. Sollten
Sie spater nach erfolgtem Studieneinschluss Bedenken haben und lhr Einverstandnis zuriickziehen wollen, ist
dies ohne Angabe von Griinden méglich.

Sollten Sie weitere Fragen haben, wenden Sie sich an:

Dr. med. E.C. Scharbatke
Universitatsklinikum Wiirzburg
Medizinische Klinik Il

Rheumatologie und klinische Immunologie
Tel: 0931-201-40100
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EINVERSTANDNISERKLARUNG

Studientitel: Pravalenz der T-LGL-Leukamie bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis

Ich habe die Patienteninformation zur oben genannten Studie erhalten und hatte ausreichend Zeit, sie
zu lesen. Ich hatte Gelegenheit Fragen zu stellen, die mir in ausreichender Weise beantwortet
wurden.

Ich erteile hiermit mein Einverstédndnis, an der genannten Studie teilzunehmen und einmalig bis zu
30ml Blut sowie Unterlagen meine Erkrankung betreffend zu wissenschaftlichen Zwecken zur
Verfligung zu stellen. Meine personlichen Daten dlrfen durch die Uniklinik Wirzburg nur in
anonymisierter Form verdffentlicht werden.

Ich stimme einer Aufbewahrung der Untersuchungsergebnisse auch Uber die Zeit von 10 Jahren
hinaus zu.

Mir ist bewusst, dass die Teilnahme an dieser Studie freiwillig ist.
Ich kann mein Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Studie jederzeit ohne Angabe von Griinden

zurickziehen. Ich kann zusatzlich mein Einverstdndnis zur Nutzung meiner Daten jederzeit
zurlickziehen.

Name des Patienten/in, Ort, Datum Unterschrift des Patientin/en

Sollte ich mein Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie widerrufen, dirfen meine Daten weiter
verwendet werden.

Ja (0] Nein O

Name des aufklarenden Arztin/Arztes Unterschrift des aufklarenden Arztin/Arztes

Patientenversion
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Schweigepflichtentbindung

Studientitel: Pravalenz der T-LGL-Leukdmie bei Patienten mit
Rheumatoider Arthritis

Hiermit entbinde ich die Praxis Kleinert/Rapp/Schuch/Wendler von der
Schweigepflicht gegeniiber der Rheumatologie der Uniklinik Wirzburg.

Meine medizinischen Daten dirfen zur Nutzung im Rahmen der o.g. Studie
weitergegeben werden. Die Weitergabe nicht-anonymisierter Daten an Dritte durch
die Uniklinik ist dabei explizit ausgeschlossen.

Name, Datum

Zur Archivierung in der Praxis
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1. Hintergrund

1977 wurde erstmals ein Syndrom beschrieben, das mit einem erhohten Anteil
peripher zirkulierender klonaler T-LGL-Zellen sowie Neutropenie einhergeht. Auch
eine Thrombopenie oder Andmie sowie Splenomegalie sind mdgliche Folgen. Die
Zellen kénnen sowohl klassische T-LGL sein, die CD3 positiv sind, als auch NK-
Zellen dhneln. LGL-Leukdmien der NK-Zellreihe sind extrem selten und nehmen
regelhaft einen schweren Verlauf. Es soll in der aktuellen Untersuchung jedoch der
Fokus allein auf CD3-positive T-LGL-Leukamien gelegt werden.

T-LGL-Leukamien sind seltene, zumeist benigne verlaufende hamatologische
Neoplasien. Der typische Immunphanotyp einer T-LGL-Leukamie ist CD3+, CD8+,
CD57+. Einige Varianten sind jedoch beschrieben. Es gibt keine
Geschlechtspradilektion. Der Inzidenzgipfel liegt um das 60. Lebensjahr, die
Erkrankung kann jedoch in jedem Lebensalter auftreten.

Etwa die Halfte der Betroffenen Patienten leidet an rekurrierenden Infektionen. Die
meisten Patienten sind neutropen. Diese Neutropenie wird jedoch bei Patienten mit
RA oft als Ausdruck der RA selbst oder als Nebenwirkung der Therapie interpretiert.
Da zudem Patienten ohne Neutropenie oftmals ein vordergriindig normales Blutbild
aufweisen, werden sie regelhaft Ubersehen, was ein Grund fir die letztlich
unbekannte Pravalenz der Erkrankung ist. Im Einzelfall kann es nur anhand des
klinischen Verlaufs moglich sein, klinisch nicht signifikante klonale T-Zell-
Populationen von einer T-LGL-Leukamie zu unterscheiden.

Ein Drittel der Patienten zeigt Symptome einer Rheumatoiden Arthritis oder wurde
mit  einer solchen  diagnostiziert. Auch  Assoziationen mit anderen
Autoimmunerkrankungen und insbesondere auch dem bei der Rheumatoiden
Arthritis  vorkommenden Felty-Syndrom sind beschrieben und weitgehend
unverstanden. Das Felty-Syndrom wurde erstmals 1924 als Trias aus Rheumatoider
Arthritis, Leukopenie und Splenomegalie beschrieben. Aus heutiger Sicht kdnnte es
sich vorwiegend um Patienten handeln, die an einer T-LGL in Assoziation mit einer
Rheumatoiden Arthritis leiden.

2. Ziel der Studie

Ziel der Querschnittsuntersuchung ist es die Pravalenz von T-LGL bei Patienten mit
Rheumatoider Arthritis zu untersuchen. Es sollen ferner Patientenkollektive mit einem
erhéhten Risiko fur diese Erkrankung identifiziert werden. Dadurch soll ein Beitrag
geleistet werden, den pathogenetischen Zusammenhang von T-LGL-Leuk&mien und
Rheumatoider Arthritis sowie auch dem Felty-Syndrom aufzuklaren. An
ausgewahlten Patienten mit klonalen T-Zell-Populationen soll zudem das
Zytokinprofil von T-LGL-Zellen bei Rheumatoider Arthritis untersucht werden.

3. Studienpopulation

3.1. Zielpopulation

Patienten mit Rheumatoider Arthritis. Die Patienten mussen die ACR-Kriterien aus
2010 zur Diagnose einer Rheumatoiden Arthritis erfillen.

3.2. Einschlusskriterien
Zum Einschluss in die Studie missen folgende Kriterien erfiillt sein:



1. Patienten mit gesicherter Rheumatoider Arthritis, die die ACR-Kriterien fiir RA
aus 2010 erfillen.

2. Alter Uber 18 Jahre

3. Jegliche antirheumatische Therapie ist moglich. Auch Patienten, die keine
spezifische Therapie der RA erhalten kdnnen eingeschlossen werden, sofern
die Diagnose gesichert ist.

3.3. Ausschlusskriterien
1. Fehlende Einwilligungsféahigkeit.
2. Alter unter 18 Jahren.

4. Analyse der Blutproben

Im Rahmen der Untersuchung erfolgt bei allen Patienten eine einmalige
Blutentnahme von je 10ml Serum und 20ml EDTA-Blut. Werden in der
Durchflusszytometrie auffallige T-Zellen gefunden, soll eine weitere Blutabnahme
(20ml EDTA-BIut) zur Klonalitdtsanalyse und HLA-Typisierung erfolgen.

4.1. Inmunphénotypisierung
Die Immunphanotypisierung wird mittels 8-Farben-Durchflusszytometrie
durchgefiihrt. Es werden pro Patient 10ml EDTA-Blut hierzu benétigt.

Folgende Antikorper werden eingesetzt:

Zum Screening der Proben werden die nachfolgenden Antikérper eingesetzt:

CD3; CD4; CD8; CD16; CD56; CD57; CD45; Gamma-Delta-T-Zellrezeptor.

Sollten sich Auffalligkeiten ergeben, wird ein weiteres Panel mit zusatzlich folgenden
Antikérpern gefarbt: CD5, CD2, CD7, CD45Ra, CD45R0, CD25.

4.2. Serumproben

Zur Bestimmung serologischer Parameter der Rheumatoiden Arthritis und anderer
Autoimmunerkrankungen werden pro Patient 10 ml Serum benétigt. Es werden
folgende Parameter bestimmt: Rheumafaktor, Antinukleare Antikérper, Anti-
citrullinierte  Antikérper; CRP; Blutsenkungsgeschwindigkeit. Es sollen in
ausgewahlten Fallen auch Immunglobulin-Titer bestimmt werden.

4.3. HLA-Typisierung

Bei denjenigen Patienten, die klonale T-Zell-Populationen aufweisen soll eine HLA-
Typisierung durch die Transfusionsmedizin unseres Hauses erfolgen. Hierzu wird
das das Blut der Abnahme bei Studieneinschluss verwendet, falls noch ausreichend
vorhanden. Alternativ kann hierzu eine zweite Blutentnahme bei den betroffenen
Patienten notwendig sein.

4.4. Klonalitatsanalyse in ausgewahlten Fallen

Bei denjenigen Proben, in denen sich eine Expansion von T-LGL-Zellen mittels
Durchflusszytometrie nachweisen lasst, soll anschlieBend eine Klonalitatsanalyse
erfolgen. Hierzu werden die T-Zell-Rezeptoren mittels PCR untersucht.



5. Untersuchung des Zytokinprofils in ausgewahlten Fallen

Bei ausgewahlten Patienten mit nachgewiesener klonaler T-Zell-Population soll ein
differenziertes Zytokinprofil der klonalen T-Zellen erstellt werden in Kooperation mit
der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Prelog in der Kinderklinik der Universitat Wirzburg.
Hierzu sollen bei diesen Patienten ggf. Zellkulturen angelegt werden.

6. Erhebung klinischer Daten der Patienten

Auf Basis der standardmafigen rheumatologischen Untersuchungen der Patienten
(rheumatologischer Arztbrief, etc.) sollen Daten zum Verlauf der Rheumatoiden
Arthritis, zu weiteren Erkrankungen der Patienten sowie zum Therapieverlauf
erhoben werden. Von Interesse sind hier neben der Erkrankungsdauer und -schwere
vor allem medikamentdse Therapien mit potentieller Wirkung auch auf eine T-LGL-
Leukamie wie MTX, Ciclosporin A oder auch Biologika.

7. Auswertungen
7.1. Immunphéanotypisierung

Bei allen Patienten werden periphere T-Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie
untersucht. Es werden sowohl typische wie auch aberrante Immunphanotypen, die
auf eine T-LGL-Leuké&mie hinweisen kdnnen untersucht. Es werden dazu die unter
4.1 aufgefiihrten Antikorper verwandt.

7.2. Serumproben

Bestimmung serologischer Parameter: Rheumafaktor, ACPA, ANA, CRP und
Immunglobuline. Die Serumanalysen dienen dem Abgleich mit den Ergebnissen der
Immunphanotypisierung, um mogliche Korrelationen von T-Zell-Anomalien mit
anderen serologischen Merkmalen aufzudecken.

7.3. Klonalitatsanalyse

Um eine benigne, reaktive Vermehrung von T-LGL-Zellen im Blut der untersuchten
Patienten von einer klonalen T-Zell-Expansion im Sinne einer T-LGL-Leuké&mie zu
unterscheiden, werden bei Patienten mit auffélligem durchflusszytometrischen
Befund Klonalitatsanalysen der T-Zell-Rezeptoren durchgefihrt.

7.4. Biometrische Analysen

Das primére Ziel der Studie ist die Untersuchung der Pravalenz von T-LGL bei
Patienten mit Rheumatoider Arthritis.

Weiterhin sollen die bei Studieneinschluss erhobenen klinischen Daten genutzt
werden, um Hypothesen bezlglich mdglicher pradisponierender Faktoren fiir das
Auftreten einer T-LGL-Leukdmie bei Patienten mit Rheumatoider Arthiritis zu
generieren. Von Interesse sind dabei Daten zur Erkrankung des Patienten sowie zur
medikamentdsen Therapie. Erhoben und in die Analyse einbezogen werden das
Geschlecht und Alter sowie das Erstmanifestationsalter und relevante



Komorbiditaten, zudem der Serostatus hinsichtlich Rheumafaktor, ANA und ACPA
sowie die quantitative Bestimmung des CRPs.

Ferner wird der letzte durch den betreuenden Arzt erhobene DAS28 als MaRR der
Krankheitsaktivitat einbezogen. Ein weiterer klinischer Parameter in der Auswertung
ist das Vorhandensein von Erosionen. Letzteres wird anhand vorhandener
Dokumentation erhoben.

Berechnung aufzudeckender Unterschiede und Beschreibung der statistischen
Analysen

N. Berliner [1] berichtet von einer Studie mit 1000 RA-Patienten. In dieser Studie
wiesen 0.6% der Patienten eine ,large granular lymphocyte proliferation” bei der
Knochenmark-Untersuchung auf (Studie: PA Saway et al [2])

Andererseits wurden in der Medizinischen Klinik und Poliklinik Il in Wirzburg bei
einer Analyse mittels Durchflusszytometrie unter 20 neutrotopen (?) RA-Patienten
bei 3 Patienten eine T-LGL diagnostiziert wurde. Dies entsprache einem Anteil von
p1=0.15 (15%)! Daher scheint es durchaus realistisch, im Gegensatz zu den
alteren Angaben in der Literatur von einem tatsachlichen T-LGL Anteil von p1 = 0.05
(5%) in der Grundpopulation der RA-Patienten auszugehen.

Analyse aufzudeckender Unterschiede bei 1000 Patienten,

Betrachtet man das einseitige Testproblem

Ho:p<po=0.006 versus Hi:p>po

So liefern 1000 Patienten eine Power von 80%, um mittels einseitigem exaktem
Binomialtest zum Signifikanzniveau 0.05 die Nullhypothese abzulehnen, wenn der
tatsachliche Anteil 0.0136 (1.36%) ist. Weiterhin liefern 1000 Patienten eine Power
von 90%; die Nullhypothese abzulehnen, wenn der tatsachliche Anteil 0.0154
(1.54%) ist.

Statistische Analysen

Es sind ausfiihrliche deskriptive Datenanalysen geplant. Dabei werden die
Mafzahlen zur Charakterisierung der Verteilung in der Studienpopulation wie
Haufigkeiten, Lageparameter, Streuungsparameter gemaf dem Skalenniveau der
Variablen gewahlt. Fir den Anteil der Patienten mit T-LGL-Leukamie wird ein
zweiseitiges 95%-Konfidenzintervall nach Wilson mit Stetigkeitskorrektur berechnet.
Unter der Annahme, dass ein Stichprobenanteilswert von 0.006 (0.6%) wie bei
Saway et al ermittelt wird, erméglichen 1000 Patienten mit RA die Berechnung eines
Konfidenzintervalls mit der Breite 0.0113 (untere und obere Grenze: 0.0024 ,
0.0137). Unter der Annahme, dass ein Stichprobenanteilswert von 0.05 (5%)
ermittelt wird, ein hier als hypothetisch angenommener Wert (siehe oben),
ermdglichen 1000 Patienten mit RA die Berechnung eines Konfidenzintervalls mit der
Breite 0.0282 (untere und obere Grenze: 0.0377 , 0.0659). Fiir explorative univariate
Analysen hinsichtlich moéglicher Assoziationen des Auftretens einer T-LGL-Leuk@mie
mit Alter, Geschlecht sowie mit Faktoren der RA-Erkrankung (Erstmanifestationsalter,
Komorbiditaten, Serostatus hinsichtlich Rheumafaktor, ANA, ACPA, CRP, DAS28)
werden Fisher’s exakter Test sowie der Zweistichproben T-Test bzw. der Mann-
Whitney Test angewendet. Stichprobenanteile fir T-LGL-Leukamie in der
GréRenordnung 0.05 (5%) ermdglichen bei 1000 Patienten auch Starke und
Richtung des Einflusses mehrerer Variablen auf die Wahrscheinlichkeit fur das
Auftreten einer T-LGL-Leukamie bei RA-Patienten im Rahmen einer multiplen
logistischen Regression zu untersuchen. Dazu nehmen wir wieder einen Anteil von
5% flr T-LGL-Leuka@mien in der Grundpopulation der RA-Patienten an. Nimmt man



entweder eine metrische, approximativ normalverteilte Variable X4 als hauptsachlich
interessierenden Einflussfaktor an und setzen als Effektstéarke einen Odds-Ratio von
2.0 (Vergleich der T-LGL Raten firr Patienten mit X4= py+o versus X;=u) oder eine
dichotome Variable Y als hauptsachlich interessierenden Einflussfaktor an und
setzen als Effektstarke einen Odds-Ratio von 3.0 (Vergleich der T-LGL Raten fur
Patienten mit Y4= 1 versus Y1=0) voraus, dann sichern 1000 Patienten jeweils eine
Power von 90%, diese Effekte bei einem Signifikanzniveau von 0.05 als signifikante
Veranderung der T-LGL-Rate und damit X4 bzw. Y als signifikante unabhangige
Einflussfaktoren aufzudecken. Hierbei wurde jeweils ein Wert von 0.5 fiir den
multiplen Korrelationskoeffizient zwischen der hauptséachlich interessierenden
Einflussvariable und den Gbrigen unabhangigen Variablen im Modell angenommen.

[1] N. Berliner: Large granular lymphocyte leukemia in rheumatoid arthritis
2013 Wolters Kluwer UpToDate Official reprint from UpToDate®

[2] PA Saway, EF Prasthofer, JC Barton: Prevalence of granular lymphocyte
proliferation in patients with rheumatoid arthritis and neutropenia
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12. Abkiirzungen

ACPA Anti Citrullinated Protein Antibodies (Vormals als Anti-CCP
bezeichnet)

ANA Antinukleére Antikérper

CRP C-reaktives Protein

HLA Humanes Leukozytenantigen

PCR Polymerase Chain Reaction

RA Rheumatoide Arthritis



RF Rheumafaktor
T-LGL T-Large Granular Lymphocyte
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