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Zusammenfassung

Die rheumatoide Arthritis ist die haufigste chronisch-entzundlich verlaufende
Gelenkerkrankung. In der Pathogenese wird von einer systemischen
Autoimmunerkrankung ausgegangen, die das angeborene und lernfahige Immunsystem
einbezieht. Zur besseren Beurteilung der Krankheitsaktivitat werden spezifische
Biomarker benotigt. Calprotectin wird bereits bei der systemischen juvenilen
idiopathischen Arthritis (Holzinger et al., 2012) sowie bei chronisch entzundlichen
Darmerkrankungen (von Roon et al., 2007) als zuverlassiger Krankheitsaktivitatsmarker

in der klinischen Routine verwendet.

Einige Studien haben das Potential von Calprotectin als einen vielversprechenden
Krankheitsaktivitats- und Verlaufsmarker bei etablierter rheumatoider Arthritis
beschrieben (Madland et al., 2002a)(Hammer et al., 2007) (Torgutalp et al., 2018).
Angeregt durch diese Studienergebnisse, war es das Ziel dieser Arbeit, die Wertigkeit
von Calprotectin als Aktivitats-und Verlaufsmarker bei Patienten mit friher rheumatoider
Arthritis, die noch keine Behandlung mit einem Basismedikament erhalten hatten, unter
Therapie zu bestimmen. Erganzend dazu wurde der Titerverlauf von Antikbrpern gegen
acetylierte Proteine (AAPAs) unter Therapie untersucht. AAPAs wurden bereits in einer
Studie die Eigenschaft zugesprochen, als serologische Erganzung bei seronegativen
Patienten dienen zu kdnnen (Studenic et al., 2018). Jedoch wurde dieser Marker noch
nicht ausfuhrlich im Verlauf unter Therapie beobachtet. Die Untersuchung ist auf Basis
von Patientenseren einer Fruharthritiskohorte aus der kontrollierten klinischen Studie
,HIT HARD" erfolgt (Detert et al., 2013).

Methodik: Es wurde bei insgesamt 63 Patienten Uber einen Zeitraum von 48 Wochen
die Konzentration von Calprotectin in Verlaufsproben untersucht. Die Patienten wurden
dabei zwei Behandlungsgruppen zugeordnet: Zum einen der Kombinationstherapie
Adalimumab mit Methotrexat (MTX, n=32) zum anderen der Monotherapiegruppe mit
MTX (n=31). Die Patientengruppe mit der Kombinationstherapie erhielt ab der 24.
Woche ebenfalls eine Monotherapie mit MTX. Diese Ergebnisse wurden innerhalb der
Behandlungsgruppen verglichen und mit den vorhandenen Aktivitatsscores sowie -
parametern zu den Zeitpunkten Tag 0, Woche 24 und 48 auf relevante Korrelationen
Uberpraft.



Ergebnis: In beiden Behandlungsgruppen war ein deutlicher Abfall der
Calprotectinserumwerte in den ersten 24 Wochen eingetreten (Adalimumab + MTX Tag
0= 23,35ug/ml +/-26,09 STD; Adalimumab + MTX Woche 24= 16,35ug/ml+/- 9,96 STD;
MTX-Monotherapie Tag 0= 27,31ug/ml+/-35,48 STD; MTX-Monotherapie Woche 24=
14,7ug/ml +/- 7,98 STD). Normwerte wurden nur in ein wenigen Einzelfallen erreicht.
Ebenso war keine relevante Korrelation zwischen Calprotectin und anderen
Entzindungsparametern sowie Aktivitatsscores (DAS28) vorhanden. Signifikante
Unterschiede hinsichtlich der Behandlungsart konnten nicht gefunden werden. Im
weiteren Verlauf zu Woche 48 konnten keine ausgepragten Veranderungen der

Calprotectinwerte verzeichnet werden.



Abstract

Rheumatoid arthritis is the most common chronic inflammatory joint disease. The
pathogenesis is based on a systemic autoimmune disease involving the innate and
adaptive immune system. Specific biomarkers are needed to better assess disease
activity. Calprotectin is already used in systemic juvenile idiopathic arthritis (Holzinger et
al. 2012) and in chronic inflammatory bowel diseases (von Roon et al. 2007) as a
reliable disease activity marker in clinical routine.

Some studies have described the potential of calprotectin as a promising disease
activity and progression marker in established rheumatoid arthritis (Madland et al. 2002)
(Hammer et al. 2007) (Torgutalp et al. 2018). Inspired by these study results, the aim of
this work was to determine the significance of calprotectin as an activity and
progression marker in patients with early rheumatoid arthritis who had not yet received
treatment with a disease modifying anti-rheumatic drug. In addition, the titer of
antibodies against acetylated proteins (AAPAs) was investigated under therapy. In one
study, AAPAs have already been described as an useful serological marker in
seronegative patients (Studenic et al. 2018). However, this marker has not been
sufficiently investigated in follow-up studies under therapy. The study was based on
patient sera of an early arthritis cohort from the controlled clinical study "HIT HARD"
(Detert et al. 2013).

Methods: The concentration of calprotectin in follow-up samples was investigated in 63
patients over a period of 48 weeks. The patients were assigned to two treatment
groups: On the one hand the combination therapy adalimumab with methotrexate (MTX,
n=32) and on the other hand the monotherapy group with MTX (n=31). The patient
group with the combination therapy also received monotherapy with MTX from the 24th
week onwards. These results were compared within the treatment groups and checked
for relevant correlations with the existing activity scores and parameters at day 0, week
24 and 48.

Result: In both treatment groups there was a significant decrease in calprotectin serum
values in the first 24 weeks (Adalimumab + MTX day 0= 23.35ug/ml +/-26.09 STD;
Adalimumab+ MTX week 24= 16.35ug/ml+/- 9.96 STD; MTX monotherapy day 0=



27.31ug/ml+/-35.48 STD; MTX monotherapy week 24= 14.7ug/ml +/- 7.98 STD).
Normal values were only achieved in few cases. Likewise, there was no relevant
correlation between calprotectin and other inflammatory parameters and activity scores
(DAS28). No significant difference was found between the treatment arms. No

pronounced changes in calprotectin levels were observed during the rest of week 48.



1. Einleitung

In den letzten Jahren ist der Anteil an Patienten, bei denen eine frihe rheumatoide
Arthritis (RA) diagnostiziert wurde, in der Bevolkerung gestiegen. Dies liegt unter
anderem an der Bedeutung einer fruhzeitigen Therapieeinleitung zur Verbesserung der
Prognose. Dadurch konnen irreversible Gelenkveranderungen und die damit
verbundenen funktionellen Einschrankungen verhindert werden (Quinn et al., 2001).
Neben der korperlichen Untersuchung (Anzahl der schmerzhaften/geschwollenen
Gelenke), der Krankheitseinschatzung durch den Patienten sowie des Arztes und der
Bestimmung von Entzindungsparametern wie CRP/BSG fehlt es weiterhin an
objektiven Aktivitats- und Verlaufsmarkern. Vor dem Hintergrund, dass CRP-Werte
nicht ausreichend eine Krankheitsaktivitat widerspiegeln konnen, ist das Protein
Calprotectin naher in den Fokus geruckt (Hurnakova et al., 2018). Unterschiedliche
Studien haben bereits bei etablierter rheumatoider Arthritis Korrelationen zu DAS28-
CRP/BSG, SDAI/CDAI,BSG, CRP sowie der Anzahl an geschwollenen und
schmerzhaften Gelenken feststellen konnen (Torgutalp et al., 2018) (Hammer et al.,
2007) (Madland et al., 2002a). Die bereits in der Literatur zur Verfugung stehenden
Studien hinsichtlich des Calprotectinverhalten bei friher rheumatoider Arthritis als
Aktivitats-und Verlaufsmarker haben sich hauptsachlich mit dem Calprotectinverhalten
unter konventioneller Basistherapie beschaftigt (Hammer et al., 2008)(Andrés Cerezo et
al., 2011). Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit anhand eines gut charakterisierten
Kollektivs untersucht werden, in wie weit Calprotectin als geeigneter Aktivitats- und
Verlaufsmarker bei friher rheumatoider Arthritis unter einer Kombinationstherapie
(Adalimumab+ Methotrexat) gegenuber einer Monotherapie (Methotrexat) fungieren

kann.

1.1. Pathogenese der rheumatoiden Arthritis

Die Ursachen zur Entstehung einer rheumatoiden Arthritis sind noch nicht vollstandig
geklart. Als Einfussfaktoren sind epigenetische Veranderungen sowie auch
Umweltfaktoren (z.B. Rauchen (M.P. Vessey et al., 1987) und Parodontitis (Mercado et
al., 2001)) bekannt.

Bezuglich der genetischen Veranlagung wird die Hypothese des ,shared epitope®
diskutiert. Es handelt sich hierbei um das HLA-DRB1 Allele (HLA, Human Leukocyte



Antigen). Diese Hypothese geht davon aus, dass strukturelle Unterschiede zwischen
Molekulen dieser sogenannten Klasse I, Wechselwirkungen auf der Ebene der
Antigenprasentation oder wahrend der T-Zell-Differenzierung im Thymus beeinflussen
konnen (Gregersen et al., 1987)

Bestimmte HLA-DRB1 Allele (HLA-DRB1*0401/0404) sind mit einer frihen
Krankheitsmanifestation, Nachweis von Autoantikdrpern, ausgepragten
Gelenkveranderungen und dem Vorhandensein von Rheumaknoten assoziiert
(MacGregor et al., 1995).

Das Rauchen gehort zu einem weiteren wichtigen exogenen Risikofaktor der
rheumatoiden Arthritis. Es fuhrt in einem Modell zur Pathogenese zu einer
Citrullinierung von Proteinen in der Lunge und tragt damit bei einer ACPA (engl. anti
citrullinated protein antibodies)-positiven rheumatoiden Arthritis bei (Klareskog et al.,
2006). Desweiteren werden auf bakteriellen Infektionen basierende immunonologische
Kreuzreaktionen (molekulares mimikry)(Albani et al., 1995), parodontale Infektionen,
sowie auch ein verandertes gastrointestinales Mikrobiom (Eerola et al., 1994) diskutiert.

Durch eine genetische Pradisposition, kann es zu einer Reaktion antigen-
prasentierender Zellen, wie bspw. von dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen
auf ein exogenes oder autologes Antigen kommen(Smolen et al., 2007). Fur
wiederkehrende Krankheitsschube im Rahmen einer RA werden ein Ungleichgewicht
zwischen TH1-Zellen und regulatorischen T-Helferzellen, beides Subgruppen der T-
(Lymphozyten)-Helferzellen, angenommen (Behrens et al., 2007).

Die aus den B-Lymphozyten reifenden Plasmazellen kdnnen bei der RA u.a. in der
Synovialmembran nachgewiesen werden, wo sie Autoantikorper (u.a. ACPA (engl. anti
citrullinated protein antibodies), RF (Rheumafaktor) und Immunkomplexe freisetzen
(Mclnnes, 2011).

Hauptbeteiligte an der Entwicklung einer Synovitis sind die Makrophagen (Tak et al.,
1997) mit ihren Eigenschaften, Zytokine wie TNFalpha (Tumornekrosefaktor alpha),
Interleukin-6 (IL-6) zu sezernieren, sowie Antigene zu phagozytieren und zu
prasentieren (Mclnnes, 2011). Die Makrophagen selbst werden mittels Toll-like-
Rezeptoren (TLR) (Akira et al., 2006) und NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain)-ahnlichen Rezeptoren aktiviert, die pathologische Muster beispielsweise von
Bakterien erfassen (Kobayashi, 2005).



Neutrophile Zellen finden sich bei aktiver RA vorwiegend in der Synovialflissigkeit und
sezernieren unter anderem Chemokine und Zytokine (Cascéo et al., 2010).
Bei einer Synovitis beginnen u.a. die fibroblastenahnlichen Synoviozyten,

Matrixmetalloproteasen zu sezernieren. Diese Enzyme greifen wiederum die

Osteoblasten, fuhren zu einer Osteoklastendifferenzierung (Yamamoto et al., 2006)
(Kong et al., 1999)und damit zum Knochenabbau (Chang et al., 1992).

Eine Studie hat Hinweise dazu gefunden, dass sich die fruhe rheumatoide Arthritis,
durch einen deutlich hdheren Anteil an Zytokinen (insbesondere IL-2, IL-4, IL-13, IL-17,
IL-1, IL-15, bFGF und EGF), auszeichnet im Vergleich zu anderen nicht-rheumatoiden
frGhen Arthritiden (Raza et al., 2005). Diese werden u.a. von T-Zellen, Makrophagen

und Stromazellen freigesetzt.

1.2. Epidemiologie der rheumatoiden Arthritis

Studien, die sich vorwiegend mit der Datenlage hinsichtlich der Epidemiologie der
rheumatoiden Arthritis beschaftigt haben, sind zu dem Schluss gekommen, dass die
Pravalenz einer rheumatoiden Arthritis bei Europaern von 0,33% bis 0,8% reicht
(Carmona et al., 2002)(Riise et al., 2000)(Aho et al., 1998)(Cimmino et al., 1998)(Power
et al., 1999)(Saraux et al., 1999) (Simonsson et al., 1999) . Die Kerndokumentation des
Deutschen Rheuma Forschungszentrums untersucht die rheumatologische Versorgung
von RA-Patienten. Sie ist zu folgenden Ergebnissen gekommen: 75% der behandelten
Patienten sind Frauen mit einer durchschnittlichen Krankheitsdauer von 12 Jahren. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei Frauen bei 47,5 Jahren und bei Mannern
bei 51,4 Jahren. Das Vorliegen von Autoantikorpern scheint ebenfalls den
Erkrankungszeitpunkt zu beeinflussen: seronegative Patienten erkranken 4 Jahre
spater als seropositive Patienten. Insgesamt waren von den 8084 untersuchten
Patienten 72% RF und/oder ACPA positiv. Als haufigste Komorbiditaten wurden
Arthrose, Osteoporose und Schilddrisenerkrankungen erfasst (Albrecht et al., 2017).



1.3. Klinik der frithen rheumatoiden Arthritis

Die Beschwerden im Rahmen einer fruhen rheumatoiden Arthritis prasentieren sich oft
zunachst schleichend. Das gangige Krankheitsmuster bei der Entwicklung der
rheumatoiden Arthritis zeigt sich im symmetrischen Befall der proximalen
Interphalangealgelenke (PIP) und der Metacarpophalangealgelenke (MCP).
Interessanterweise kann es jedoch zu Abweichungen der Gelenkbeteiligung kommen.
Sie kann sich initial auch als asymmetrische Oligoarthritis oder Monoarthritis der kleinen
und grof3en Gelenke (Kiefergelenk, Knie-, Huft — und Sprunggelenke, Schultergelenke)
prasentieren (Puchner, 2012). Die ersten Symptome sind zunachst entzindlicher
Gelenkschmerz, Schwellung der Gelenke und Morgensteifigkeit der Gelenke. Die
Schube konnen des Weiteren von Fieber und einem ausgepragten Krankheitsgefunhl
begleitet sein (Puchner, 2012). Bei der korperlichen Untersuchung fallen der provozierte
Druckschmerz sowie ein Gelenkerguss auf. Dauert eine Krankheitsaktivitat an, so
kommt es zu Gelenkverformungen, Subluxationen und Gelenkankylosierungen (Lee et
al. , 2001).

1.4. Diagnosestellung und Klassifikationskriterien zur rheumatoiden Arthritis

Das Diagnostizieren einer rheumatoiden Arthritis erfolgt vor allem klinisch. Es orientiert
sich am gangigen symmetrischen Befall von Finger- und Handgelenken sowie der
morgendlichen Steifigkeit der Gelenke, begleitet von erhohten Entzindungswerten
(BSG, CRP). Wichtige Voraussetzung zur Diagnosestellung einer rheumatoiden
Arthritis ist das Vorliegen einer Synovitis. Diese darf nicht durch andere
rheumatologische Erkrankungen zu erklaren sein (Aletaha et al., 2010). Bevor es zu
einer Diagnosestellung einer frihen rheumatoiden Arthritis kommt, ist eine ausfuhrliche
Anamnese sowie eine korperliche Untersuchung obligat. Anhand dieser kdnnen andere
Ursachen fur Gelenkschwellungen und Schmerzen wie bspw. Traumata, infektiose
Arthritiden, Osteoarthritis und Gicht ausgeschlossen werden (Machado et al., 2011).

Zur Klassifikation der RA dienten bis 2010 die ACR (American Rheumatism
Association)-Klassifikationskriterien von 1987 (Arnett et al., 1988). Diese Kriterien
wurden, vor allem fur Studien, zur verbesserten Identifizierung von Patienten, die
tatsachlich an einer rheumatoiden Arthritis erkrankt sind, entwickelt (Arnett et al., 1988).
Die Kriterien orientieren sich an der Morgensteifigkeit (fur mind. 1 Stunde), der Arthritis
(mind. drei Gelenke, vor allem Finger-und Handgelenke mit symmetrischem

Befallsmuster), den subkutanen Rheumaknoten, dem Nachweis von Rheumafaktoren



sowie radiologischen Veranderungen (s. Tab. 1). Diese Kriterien haben das Ziel mit
einer Sensitivitat von 91-94% und Spezifitat von 89% zwischen Patienten, die
tatsachlich an einer rheumatoiden Arthritis erkrankt sind, und Patienten, die zwar eine
rheumatische Erkrankung haben, welche jedoch keine rheumatoide Arthritis ist,
unterscheiden zu konnen (Arnett et al., 1988).

Mit Entwicklung von neuen ACR/EULAR (American College of Rheumatology/
European League Against Rheumatism) — Klassifikationskriterien soll ermoglicht
werden, Patienten im Frihstadium der rheumatoiden Arthritis zu erfassen und damit
eine zeitnahe Therapie einleiten zu konnen(Aletaha et al., 2010). Die ACR/EULAR -
Klassifikationskriterien von 2010 umfassen die Gelenkbeteiligung (kleine, mittlere und
grol3e Gelenke), die Serologie (positiv/negativ fur ACPA/RF), die akute Phase
Parameter (Blutsenkungsgeschwindigkeit/ C-reaktive Protein) und die Dauer der
Symptome (>/< 6 Wochen) (s. Tab. 2). Der Nachweis von Antikdrpern gegen
citrullinierte Antigene sowie von Rheumafaktoren tragt zur Diagnosestellung bei und
nimmt ebenfalls im Rahmen der Klassifikationskriterien einen wichtigen Stellenwert ein
(Aletaha et al., 2010). Die weiteren Besonderheiten der Antikorper bei rheumatoider
Arthritis werden in einem folgenden Kapitel ausfuhrlich erlautert.

Eine Studie hat beide Klassifikationskriterien von 1987 und von 2010 mit einander in
ihrer Erfassung von frihen RA-Patienten verglichen und ist zu dem Schluss gekommen,
dass die Klassifikationskriterien von 2010 deutlich mehr fruhe RA-Patienten (79%) im
Vergleich zu den Klassifikationskriterien von 1987 (71,4%) erfassen konnten. Begrundet
wurde dies damit, dass in den 2010 Kriterien zusatzlich druckschmerzhafte Gelenke,
Entzindungsparameter und ACPA berucksichtigt werden (Fautrel et al., 2012)

Da eine rontgenologische Bildgebung zu Beginn der rheumatoiden Arthritis oft keine
Auffalligkeiten zeigt, hat die EULAR 2013 die Durchfuhrung einer MRT-Bildgebung zur
verbesserten, fruhzeitigen Aktivitatserfassung einer fruhen rheumatoiden Arthritis
empfohlen(Colebatch et al., 2013). Diese Empfehlung konnte jedoch in einem
systematischen Review von 2017 nicht bestatigt werden (Hua et al., 2017). MRT-
Untersuchungen, die Odeme am Handgelenk und Metatarsophalangealgelenken oder
eine Tenosynovitis darstellen, seien demzufolge nach einer Analyse diesbezuglicher
Studien zwar zu 80% spezifisch, hatten aber ein geringes Mal} an Sensitivitat (35%) zur
endgultigen Diagnosestellung der rheumatoiden Arthritis (Hua et al., 2017).
Gelenkultraschalluntersuchungen wurden ebenfalls in einer Studie, in der 107 Patienten
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mit undifferenzierter Arthritis eingeschlossen wurden, als geeignetes Instrument zur

Detektion einer fruhen rheumatoiden Arthritis beschrieben (Sahbudin et al., 2015).

Jedoch lagen hierzu keine Angaben zur Sensitivitat und Spezifitat vor.

Tab.1 Vergleich von ACR/EULAR-KIlassifikationskriterien fur die RA

ACR Kiriterien von 1987
(Arnett et al., 1988)

ACR/EULAR-KTriterien fir die
Klassifikation der rheumatoiden
Arthritis 2010 (Aletaha u. a. 2010)

1. Morgensteifigkeit (in einem Gelenk
wahrend mindestens einer Stunde)

Gelenkbeteiligung (0-5 Punkte)

2. Arthritis in drei oder mehr
Gelenkregionen (objektiv beobachtete
fluktuierende Kapselschwellung in
mindestens drei von vierzehn
Gelenkregionen: beidseits
Metacarpophalangealgelenke (MCP),
proximale Interphalangealgelenke (PIP),
Hand-, Ellenbogen-, Knie-, Sprung- und
Metatarsophalangealgelenke (MTP))

1 mittleres bzw grofRes Gelenk 0

2-10 mittlere bzw groRRe Gelenke 1

1-3 kleine Gelenke (mit oder ohne 2
Beteiligung von grof3en Gelenken)

3. Arthritis an Hand- oder Fingergelenken
(Befall mindestens eines Hand-,
Metacarpophalangeal- oder proximalen
Interphalangealgelenkes)

4-10 kleine Gelenke (mit oder 3
ohne Beteiligung von grof3en
Gelenken)

>10 Gelenke(mit mind. Einem 5

kleinen Gelenk)

4. Symmetrische Arthritis (gleichzeitig
beidseitiger Befall der gleichen
Gelenkregion)

Serologie (0-3 Punkte)

Negative RF und negative ACPA 0

5. Subkutane Rheumaknoten (objektiv
beobachtete subkutane Knoten Gber
Knochenvorspriingen oder gelenknahen
Streckseiten)

Niedrig positiver Rf oder niedrig 2
positive ACPA
Hoch positiver RF oder hoch 3
positive ACPA

6. Rheumafaktornachweis (mit einer
Methode, deren positiver Nachweis unter
5% einer normalen Kontrollgruppe liegt)

Entziindungsparameter (0-1 Punkt)

Normales CRP und normales BSG | 0

7. Radiologische Veranderungen der
Gelenke (typische Veranderungen der
dorsovolaren Handaufnahme mit
gelenknaher Osteoporose und/oder
Erosionen der betroffenen Gelenke)

Abnormales CRP oder abnormales | 1
BSG

Dauer der Symptome (0-1 Punkte)

< 6 Wochen 0

Chronische Polyarthritis: mindestens 4 von 7
Kriterien (wobei Kriterien 1 bis 4 wahrend
mindestens 6 Wochen bestehen missen

>6 Wochen 1

Klassifikation fur RA gesichert: = 6 Punkten

ACPA Antikorper gegen citrullinierte Peptide,
RF Rheumafaktor, CRP C-reaktives Protein,
BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit
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1.5. Prognose und Verlauf einer rheumatoiden Arthritis

Die Prognose der fruihen rheumatoiden Arthritis ist zu dem gegebenen Zeitpunkt
anhand der aktuell vorhandenen Marker begrenzt einzuschatzen und benétigt in diesem
Bereich weitere Untersuchungen. Es ist davon auszugehen, dass Patienten mit friher
rheumatoider Arthritis, wenn sie keine geeignete Therapie erhalten, zu 40% in einem
halben Jahr, zu 60% in einem Jahr und zu 80% in 2 Jahren deutliche
Gelenkveranderungen entwickeln (Schett, 2008). Durch frihzeitiges Eingreifen mit

Basismedikamenten heil3t es, kdonne man diese Veranderungen verhindern.

In den EULAR-Empfehlungen zur RA von 2007 wurde eine hohe
Blutsenkungsgeschwindigkeit, ein hoher CRP-Wert sowie eine positive Serologie fur
Rheumafaktor und ACPA als ungunstiger Prognosemarker fur zukunftige
Gelenkdestruktionen beschrieben (Combe et al., 2006)

Es konnte vor allem anhand der Untersuchung mehrerer Studien gezeigt werden, dass
vor allem ACPA an Wertigkeit bezuglich Diagnose und Prognose den Rheumafaktor
ubertrifft (Hua et al., 2017).

Zusatzlich zu den erosiven Veranderungen, die mit einer rheumatoiden Arthritis
einhergehen konnen, sind auch die mit einer Diagnosestellung einer frihen
rheumatoiden Arthritis verbundenen Komorbiditaten zu berlcksichtigen. Patienten mit
einer rheumatoiden Arthritis haben unter anderem ein deutlich erhohtes Risiko fur
kardiovaskulare Mortalitaten(Turesson et al., 2004 )(Maradit-Kremers et al., 2005). Zu
den weiteren Risiken gehoren beispielsweise Thrombosen (Seriolo et al., 1996), der
insulinabhangige Diabetes mellitus (Somers et al., 2006), die autoimmune Thyreoiditis
(Staykova et al., 2000) und Infektanfalligkeiten (Doran et al., 2002). Eine Studie hat
1055 Patienten an 54 Zentren Uber drei Jahre beobachtet und ist zu dem Schluss
gekommen, dass die Funktionsfahigkeit, das Schmerzempfinden, die BSG und der
DAS28 deutlich von Komorbiditaten beeinflusst werden konnen, trotz klinischer
Verbesserung hinsichtlich der rheumatoiden Arthritis (Westhoff et al., 2006).

Es bedarf weiterer Biomarker, die eine konkrete Aussage uber den Aktivitatszustand
einer rheumatoiden Arthritis, vor allem der frGhen rheumatoiden Arthritis geben konnen.
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1.6. Messinstrumente zur Bestimmung der Krankheitsaktivitat
einer rheumatoiden Arthritis

1.6.1. DAS28 (Disease Activity Score 28 Gelenke)

Bei dem DAS28 handelt es sich um ein gut etabliertes Messinstrument, welches mittels
vier unterschiedlicher Bestandteile die Krankheitsaktivitat beschreiben kann. Zu den
Komponenten gehoren: die Anzahl an schmerzhaften und geschwollenen Gelenken aus
28 Gelenken, die Blutsenkungsgeschwindigkeit (mm/h), alternativ mittels CRP (mg/dI)
sowie die Patientenbeurteilung der Krankheitsaktivitat (visuelle Analogskala in 100 mm)
(Prevoo et al., 1995).

Anhand einer Studie konnte festgelegt werden, dass ein DAS28<2,6 die ARA
(American Rheumatism Association) - Remissionskriterien erfullt (Fransen et al., 2004).
Die ARA-Remissionskriterien legen fest, dass mindestens 5 oder mehr der folgenden
Definitionen fur mindestens 2 Monate erfullt sein, damit eine Remission festgestellt
werden kann: Morgensteifigkeit <15 Minuten, keine Fatigue, keine Gelenkschmerzen in
der Vergangenheit, keine Gelenkdruckempfindlichkeit oder Gelenkschmerzen bei
Bewegung, keine Schwellung in den Gelenken oder Sehnenscheiden, BSG<30mm/h
(w);<20mm/h (m) (Pinals et al., 1981). Jedoch wird hinsichtlich der Remissionskriterien
kritisiert, dass eine Remission nach dem DAS28 kritisch hinterfragt werden sollte, da
der DAS28 vor allem die Gelenke der oberen Extremitaten sowie die Knie
bertcksichtigt, jedoch FuRe und Kndchel, die mittels des ursprunglichen DAS erfasst
werden, vernachlassigt (Landewe et al., 2006).

Zudem ist es moglich, wie in der folgenden Tabelle beschrieben, anhand des DAS28
das Therapieansprechen der untersuchten Patienten zu beurteilen. Dazu wird zunachst
der DAS28 Ausgangswert betrachtet und je nach entsprechender Verbesserung des
DAS28 wird entschieden, ob ein gutes, moderates oder kein Ansprechen auf eine
Behandlung stattgefunden hat (Fransen et al., 2005).
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Tab. 2 EULAR Response Kriterien zur Beurteilung des Therapieansprechens nach
(Fransen and van Riel, 2009)

DAS28 Ausgangswert Verbesserung des DAS28
>1,2 >0,6 und <1,2 <0,6

<3,2 Gutes Moderates Kein Ansprechen
Ansprechen Ansprechen

>3,2 und <5,1 Moderates Moderates Kein Ansprechen
Ansprechen Ansprechen

>5,1 Moderates Kein Ansprechen | Kein Ansprechen
Ansprechen

1.6.2. SDAI (Simplified Disease Activity Index) / CDAI (Clinical Disease Activity

Index)

Der SDAI wurde vor dem Hintergrund entwickelt, dass der DAS in Anbetracht einer
schnellen Bestimmung im klinischen Alltag eine zu komplexe Formel hat, die mittels
eines Kalkulators berechnet werden muss (Smolen et al., 2003). Der SDAI wird anhand
der Summe von 5 Bestandteilen zusammengesetzt: Gelenkstatus (Anzahl 0-28 der
schmerzhaften und geschwollenen Gelenke), CRP (mg/dl), Beurteilung der
Krankheitsaktivitat durch den Patienten (visuelle Analogskala 0-10cm) und Beurteilung
der Krankheitsaktivitat durch den Arzt (visuelle Analogskala 0-10cm)(Smolen et al.,
2003). Der Cut-off fur eine Remission betragt beim SDAI 3.3 (Aletaha et al., 2005b)

Der CDAI (Clinical Disease Activity Index) ist die verkurzte Version des SDAI ohne
CRP. Eine Untersuchung zur Wertigkeit des CRP bei der Durchfihrung von DAS28 und
SDAI ist zu dem Schluss gekommen, dass die CRP-Werte im geringeren Malde das
Ergebnis des DAS28 bzw. des SDAI beeinflussen (15% bei DAS28, 5%bei SDAI). Des
Weiteren konnte diese Studie zeigen, dass der CDAI in ahnlicher Weise wie der SDAI
stark mit dem DAS28 korreliert (Aletaha u.a. 2005a). Damit bietet der CDAI eine

schnelle Einschatzung der Krankheitsaktivitat .
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1.6.3. HAQ (Health Assessment Questionnaire)

Der Health Assessment Questionnaire, abgekurzt HAQ, wurde erstmals 1980
veroffentlicht (Fries et al., 1980). Es handelt sich hierbei um einen Fragebogen, welcher
versucht, den Einfluss einer chronischen Erkrankung auf eine Person longitudinal zu
erfassen. Der im klinischen Alltag Ublicherweise als HAQ bezeichnete Fragebogen setzt
sich aus dem HAQ-DI (HAQ Disability Index), der visuellen analogen Schmerzskala
sowie der VAS (Visual Analogue Scale) fur die allgemeine Gesundheitsskala aus der
Sicht des Patienten zusammen(Bruce et al., 2003a). Der HAQ-DI befasst sich mit der
Funktion zunachst der oberen Extremitaten, dann der unteren Extremitaten und zum
Schluss beider zeitgleich. Dies wird anhand von acht Bereichen abgefragt, die das Mal}
an korperlicher Funktionen widergeben sollen: Anziehen, Aufstehen, Essen, Laufen,
Hygiene, Reichweite, Griffigkeit und Ubliche Aktivitaten. Die HAQ VAS Schmerzskala
beschreibt das Bestehen oder das Fehlen von Schmerzen und sein Ausmal} im
Rahmen einer Arthritis (Bruce et al., 2003a).

Zusammengefasst wird der HAQ-Index in die Grade 1 bis 3 unterteilt. 0-1 beschreibt
eine milde geminderte Funktionsfahigkeit. 1-2 moderate bis schwere, und 2-3 eine
schwere bis sehr schwere Funktionseinschrankung (Bruce et al., 2003a).

1.6.4. ACR 20/50/70- Kriterien (American College of Rheumatology- Kriterien)

Anhand der American College of Rheumatology- Kriterien (ACR-Kriterien) ist eine
Beurteilung der Ansprechrate eines Patienten auf ein Medikament moglich. Die ACR-
Kriterien umfassen die Anzahl an schmerzhaften und geschwollenen Gelenken, die
Gesamtbeurteilung durch den Arzt, die Gesamtbeurteilung durch den Patienten,
Beurteilung der Schmerzen (mittels der visuellen Analogskala), den HAQ-
Behinderungsindex sowie den CRP- oder BSG-Wert (Felson, et al., 1993).

ACR20 wird folgendermalien definiert: Um eine Therapie bzw. eine Verbesserung der
Krankheitsaktivitat positiv beurteilen zu konnen, bedarf es einer um eine mindestens
20%igen Verbesserung der druckschmerzhaften und geschwollenen Gelenke sowie
einer mindestens um 20%igen Verbesserung bei 3 der funf weiteren im ACR-Score
erfassten Komponenten (Felson et al., 1995). Diese Definition lasst sich ebenfalls auf
die Bezeichnungen ACR50 und ACR70 ubertragen, nur mit jeweils um 50%- bzw.
70%iger Verbesserung der eben genannten Faktoren (Felson et al., 1998).

14



1.7. Aktivitatsmarker bei rheumatoider Arthritis

Die Bildung von Rheumafaktoren sowie Antikorper gegen citrullinierte Antigene (ACPA)
weisen auf die Entwicklung einer rheumatoiden Arthritis hin (Rantapdé-Dahlqvist et al.,
2003).

Bei beiden besteht eine moderate Sensitivitat zwischen 40-80% (abhangig von den
Patientenpopulationen und Krankheitsdauer), wobei ACPA einen hohere Spezifitat fur
die Diagnosestellung einer rheumatoiden Arthritis hat (Hua et al., 2017).
Interessanterweise wird in der Literatur beschrieben, dass IgA Rheumafaktoren und
ACPA als Marker zur Vorhersage von progressiven radiologischen

Gelenkveranderungen besonders hervorzuheben sind (Berglin, 2006).

Bei den Antikorpern gegen citrullinierte Antigene handelt es sich um Antikorper, die sich
gegen posttranslational modifizierte Proteine richten (Tarcsa et al., 1996). Solche
Proteine konnen unter anderem Fibrinogen (Masson-Bessiere et al., 2001), Vimentin
(Bang et al., 2007) oder die alpha-Enolase (Lundberg et al., 2008) sein. Bei der
Modifikation handelt es sich um eine Modifikation von Arginin zu Citrullin, die mittels
eines Enzyms, der Peptidylarginindeiminase, vermittelt wird (Tarcsa et al., 1996). Zur
Erfassung dieser Antikdrper gegen citrullinierte Antigene wurde die ELISA-
Untersuchung ersatzweise gegen zyklisch citrullinierte Peptide (CCP) entwickelt
(Schellekens et al., 2000). Diese werden synthetisch hergestellt und haben eine
Spezifitat von 81-100% (Avouac et al., 2006).

Trotz der hohen Spezifitat fur die rheumatoide Arthritis konnte kein Zusammenhang
zwischen der Hohe der ACPA-Werte und der Krankheitsaktivitat festgestellt werden
(Aletaha et al., 2015).

Bei Antikorper gegen mutiertes citrulliniertes Vimentin (Anti-MCV) konnte jedoch eine
Korrelation zur Krankheitsaktivitat nachgewiesen werden (Bang et al., 2007).

In jungster Zeit wurden weitere Marker hinsichtlich ihrer Wertigkeit als Aktivitatsmarker
im Rahmen einer rheumatoiden Arthritis genauer untersucht. Als vielversprechend gilt
der MBDA-Score (multi-biomarker disease activity). Dabei handelt es sich um einen
Algorithmus, welcher insgesamt 12 Serumproteine Serum-Amyloid A, Interleukin 6,
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Typ |, vaskularer Endothelwachstumsfaktor A,
Matrix-Metallopeptidase 1 und 3, Knorpel-Glykoprotein 39, epidermaler
Wachstumsfaktor, vaskulares Zelladhasionsmolekul 1, Leptin, Resistin und C-
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reaktives Protein (Centola et al., 2013). Anhand des Algorithmus kann die

Krankheitsaktivitat abgeschatzt werden.

1.8. Calprotectin als Aktivitats- und Verlaufsmarker der frihen rheumatoiden
Arthritis

Zum aktuellen Zeitpunkt besteht weiterhin Bedarf an Aktivitats- und Verlaufsmarkern,
die es ermdglichen, die Krankheitsaktivitat sowohl unter Therapie als auch ohne

Therapie besser einschatzen zu kdnnen.

Das Calprotectin-Protein kann ein solcher potentieller Marker fur die frihe rheumatoide
Arthritis sein. Im Vergleich zu CRP und BSG konnte der Vorteil darin liegen, dass er in

Gelenknahe freigesetzt wird und damit Entzindungsprozesse an den Gelenken besser
wiederspiegeln kann. Aus diesem Grund wird in den weiteren Abschnitt naher auf den

Aufbau, Funktion und Bedeutung des Calprotectin eingegangen.

1.8.1. Calprotectin - Aufbau, Funktion, Freisetzung

Das Protein Calprotectin besitzt viele unterschiedliche Namen, die alle die
unterschiedlichen Eigenschaften des Calprotectin darstellen. Eines dieser Synonyme ist
das MRP (Macrophage inhibitory factor Related Protein), welches sich in eine leichte
MRP8- und eine schwere MRP14-Untereinheit unterteilt (Fagerhol, 1996)(Odink et al.,
1987). Es wird vermutet, das MRP8 und MRP14 zeitlich wahrend der
Entwicklungstadien von einem im Blut zirkulierenden Monozyten zur Reifung einer
Makrophage exprimiert wird (Zwadlo et al., 1988). Synovialfibroblasten konnen
ebenfalls Calprotectin freisetzen (Carrion et al., 2013).

Das eher gelaufige Synonym S100A8/9 bezieht sich auf die vollkommene Auflosung
(S= 100% soluble) in Ammoniumsulfat (Moore, 1965).

Calprotectin Iasst sich vor allem am Knorpel-Pannus-Ubergang der Synovialgewebes
bei einer rheumatoiden Arthritis finden (Youssef et al., 1999). Die Konzentration in der
Synovialflussigkeit ist signifikant hoher als im Serum (Kane et al., 2003) (Frosch et al.,
2000).
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Abb. 1 Farbband-Diagramm eines S100A8 (griin) und S100A9 (gelb) Heterodimer

Es zeigt Calprotectin mit seinen Bindungsstellen fir Zink (S2/S1). Die Ca-lonen sind als graue Kugeln
abgebildet. C-term,C-Terminal; N-Term, N-Terminal (Damo et al., 2013)

Die S100-Proteine gehéren zu der groRen Ubergruppe der Alarmine, eine Subgruppe
der DAMPS (damage-associated molecular pattern molecules) genannt (Foell et al.,
2007a)(Bianchi, 2007).

Zu diesen Alarminen gehoéren unter anderem das HMGB1 (High-Mobility-Group-Protein
B1) und Hitzeschockproteine (Bianchi, 2007).

Urspringlich wurde Calprotectin als antimikrobielles Protein zu 30 % im Zytoplasma
von? Leukozyten nachgewiesen (DALE et al., 1983). Die Menge an S100A8/9 in
Monozyten und Neutrophile spiegelt den Differenzierungsgrad (Roth u. a. 1993a). Das
Calprotectin (S100A8/9) ist ein Heterodimer, welches durch seine Fahigkeit, Calcium zu
binden, imstande ist, sich zu einem Tetradimer zu formen (Strupat et al., 2000). Abb.1
zeigt Calprotectin als Heterodimer (S100A8/9).
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Calprotectin ist daruber hinaus imstande, intrazellulares Calcium zu binden. Dadurch
kommt es zu einer Verschiebung des Calprotectin aus dem Zytoplasma in Richtung
Zytoskelett (Roth u. a. 1993a).

Die Freisetzung des Calprotectin erfolgt, anders als ublich, nicht Uber das
endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat, sondern uber ein funktionierendes
Mikrotubulinetzwerk (Rammes et al., 1997). Vor allem die S100A9-Untereinheit
registriert Ca- abhangige Signale (Bos et al., 1996). S100A9 (MRP14) ist im Bereich
der Zellmembran und S100A8 (MRP8) eher am Zytoskelett nachzuweisen (Roth et al.,
1993).

Ebenfalls wurde in der Literatur beschrieben, dass es durch ein Zusammenspiel eines
mittels TNF (Tumornekrosefaktor), einem Zytokin, stimulierten Endothels und dadurch
stimulierten Monozyten, zu einer Freisetzung des Calprotectin kommt. Ruhendes
Endothel hemme die durch Proteinkinase C induzierte Freisetzung des Calprotectin
(Frosch et al., 2000).
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Abb. 2 Funktion des Calprotectin auf intrazellularer Ebene und mogliche Einbeziehung

in die Pathogenese der RA
Calprotectin bindet als DAMP an TLR4 oder RAGE-Rezeptor mit Induktion von NFkB (A) Calprotectin-
Freisetzung erfolgt mit Hilfe der Proteinkinase C (B). Nach Bindung von Calprotectin werden u.a.
TNFalpha, II-6, I-1beta freigesetzt (C) S100A9 transportiert im Beisein von Calcium Arachidonsaure
zu NADPH und S100A8 bindet es an NADPH. Die NADPH Oxygenase setzt dann freie
Sauerstoffradikale frei, welche die Granulozyten zur Aktivitat im Rahmen einer Entziindung bendtigen
(D) Unter Beisein von Calcium formt sich Calprotectin (S100A8/9) zu einem Tetradimer. Das flihrt zu

einer Stabilisierung von Tubulinfilamenten und Formung von Mikrotubuli (E) (Ometto u.a. 2017).

Nach seiner Freisetzung bindet Calprotectin u.a. an die Pattern Recognition Receptors
(PRR) wie TLR4 (toll-like-receptor) und kann dadurch u.a. zur Freisetzung TNF alpha
fuhren (Vogl et al., 2007). Zu den PRR gehoren Rezeptoren wie TLR2 und TLR4 (Gay
and Gangloff, 2007)(Akira et al., 2006) sowie RAGE (receptor for advanced
glycosylation end products) (Lin, 2006). Calprotectin beeinflusst vorwiegend TLR4 (Vogl
et al., 2007). Detaillierte Funktionen des Calprotectin werden in Abb.2 naher
beschrieben.

Die Auswirkungen des Calprotectin nach seiner Bindung auf3ern sich in
unterschiedlicher Weise:

Bei neutrophilen Granulozyten fuhrt vorwiegend MRP14 verstarkt zu einer Freilegung
von CD11b/18 (cluster of differentiation molecule 11B/18), welches die Adhasion an
Endothelzellen fordert (Newton et al., 1998).
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Calprotectin bindet an carboxylierte N-Glykane des Endothels (Srikrishna et al., 2001)
und Heparansulfat (Robinson et al., 2002). Calprotectin ist desweiteren imstande bei
Endothelzellen, eine Apoptose zu aktivieren (Viemann et al., 2007).

Durch die Bindung von Calprotectin an carboxylierte Glykane, freigesetzt durch
entzundliches Endothel, wird eine transendotheliale Migration der Granulozyten
ermoglicht (Srikrishna et al., 2001).

Desweiteren kann Calprotectin Uber seine Bindung an TLR4 zur einer Freisetzung von
TNFalpha, Interleukin 1beta,Interleukin 6 und Interleukin 8 fihren (Vogl et al.,
2007)(Sunahori et al., 2006)

Bei CD8+-T-Zellen fuhrt es zu einer vermehrten I-17 Freisetzung (Loser et al., 2010).
Durch seine Wirkung auf die Entwicklung von Osteoklasten kommt es zu einer
vermehrten Knochenresorption (Grevers et al., 2011). Die Bindung des Calprotectin an
TLR4 und RAGE fuhrt zu einer vermehrten Produktion von NFkB (nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), welches Zellen zu einer erneuten
Produktion von Calprotectin anregt und damit die Entzindung verstarkt (Vogl et al.,
2007).
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Abb.3 Effekte des Calprotectin auf die Zellen, die an der Pathogenese der rheumatoiden
Arthritis beteiligt sind (Ometto et al., 2017).

Die Funktion von Calprotectin (S100A8/9) kann durch andere Faktoren beeinflusst
werden. Besteht eine ausgepragte pathologische Aktivierung von dendritischen Zellen,
so kann diese die hemmende Effekte von MRP8 auf Differenzierung von dendritischen
Zellen aufheben (Loser et al., 2010). Damit besteht der Verdacht, dass die Funktion vor
allem des MRP8 abhangig ist von dem zeitlichen Auftreten und der Dauer seiner

Exprimierung (Petersen et al., 2013).

Calprotectin (S100A8/9) ist nicht immer mit einer Pathologie verknlpft. So befindet es
sich beispielsweise physiologisch im Urin zur Vorbeugung von Calciumoxalatsteinen
(Pillay et al., 1998). Calprotectin (S100A8/9) wird nach einem Zelltod auch im Eiter
oder einem Abszess vermehrt sezerniert (Striz et al., 2004). Interessanterweise kann
Calprotectin Zink binden (Murthy et al., 1993). Durch diese Eigenschaft ist es imstande,
entweder durch Freisetzung von Zink Matrixmetalloproteinasen zu hemmen (Striz et al.,
2004). Durch die Bindung von Zink ist Calprotectin imstande, Mikrobenwachstum zu
inhibieren (Clohessy et al., 1995).
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Im Rahmen des systemischen juvenilen idiopathischen Arthritis (SJIA) wird Calprotectin
bereits als Routinemarker verwendet, mit dessen Hilfe das Ansprechen auf eine
Therapie sowie die Krankheitsaktivitat beurteilt wird. Desweiteren ist es imstande,
Krankheitsschube im Rahmen einer SJIA vorherzusagen (Holzinger et al., 2012).

Bei der Identifizierung von chronisch entzundlichen Darmerkrankungen wird

Calprotectin im Stuhl als zuverlassiger Marker verwendet (von Roon et al., 2007).

1.8.2. Bedeutung von Calprotectin bei der Entwicklung einer
rheumatoiden Arthritis

Wahrend der Entwicklung einer Arthritis kommt es unter anderem zu einer
ausgepragten Infiltration von Makrophagen in das Synovium mit vermehrter Expression
von Calprotectin (S100A8/9) (Odink et al., 1987). Da Calprotectin von aktivierten
Leukozyten im entzindeten Synovium freigesetzt wird, besteht die Vermutung, dass mit
Hilfe einer Calprotectinmessung besser im Vergleich zu Akute Phase Proteinen
differenziert werden kann, ob es sich um eine systemische oder am Gelenk lokalisierte
Entzindung handelt (Hammer et al., 2010). Wie bereits oben beschrieben, produzieren
Makrophagen, angeregt durch das S100A8/9, vermehrt TNFalpha (Sunahori et al.,
2006) und TLR-4 abhangig regt es Synovialfibroblasten zu Aktivierung der
Osteoklastogenese an, indem RANKL induziert wird und tragt damit zur
Knorpelschadigungen bei (Lent et al., 2008)(Neumann et al., 2010). Des Weiteren
aktiviert Calprotectin (S100A8/9), TLR-4 abhangig, Osteoklasten, die ebenfalls zur
Knochendestruktion beitragen (Grevers et al., 2011).

Zu den Zusammenhangen zwischen Calprotectin und anderen Markern der
rheumatoiden Arthritis bestehen widerspruchliche Daten. So beschreibt beispielsweise
eine Studie zur frGhen rheumatoiden Arthritis (Hammer et al., 2008), die 61 Patienten
uber ein Jahr untersucht hat, dass sich erhdhtes Calprotectin deutlich haufiger bei Anti-
CCP, IgM-RF und IgA-RF positiven Patienten nachweisen lasst (Hammer et al., 2008).
Eine breit angelegte Studie mit 160 Patienten konnte hingegen keine statistisch
signifikanten Korrelationen von Calprotectin zu ACPA aufzeigen, obwohl bei RF
positiven Patienten ein Trend zu erhohten Calprotectinkonzentrationen vorlag
(Hurnakova et al., 2017).
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Calprotectin wurde als unabhangiger Marker fur die Krankheitsaktivitat bei rheumatoider
Arthritis mit Korrelation zu Synovitiden im Ultraschall beschrieben (Hurnakova et al.,
2015). Demzufolge gehen Gelenkentzindungen, die eine Dopplersignalverstarkung bei
einer Ultraschalluntersuchung aufzeigen, haufig mit einem radiologischen Fortschreiten
bei friher rheumatoider Arthritis einher (Brown et al., 2006)(Molenaar et al., 2004).

Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass Patienten, die keine Aktivitat im
Ultraschall aufweisen, niedrige Calprotectinwerte haben (Inciarte-Mundo et al., 2016).
Calprotectin (S100A8/9) zeigte sich als vielversprechender Marker zur ldentifizierung
einer Gelenkentzindung unter Therapie (Inciarte-Mundo et al., 2016). Calprotectin
erscheint als Aktivitatsmarker im Verlauf bei Patienten in klinischer Remission
besonders interessant und bedarf weiterer Untersuchungen, um auch konkretere

Aussage zum Ansprechen auf Medikamente machen zu kdnnen.

Es wird vermutet, dass Calprotectin ein Marker ist, der sich von gangigen Akute-Phase-
Proteinen dadurch unterscheidet, dass er direkt die Menge an aktivierten Leukozyten
an entzundeten Gelenken widerspiegeln kann. Desweiteren wird angenommen, dass
Biologika die Konzentration der Akute-Phase-Proteine direkt beeinflussen konnen,
wahrend dies bei Calprotectin nicht der Fall ist (Hammer et al., 2010).

Daruber hinaus wurde Calprotectin unter seinem Synonym MRP8/14 als Biomarker mit
der Fragestellung getestet, ob es sich hierbei um einen sensiblen Marker handelt, der
bereits in den Anfangen einer Therapie Aussage uber ein Ansprechen geben kann.
Dazu wurde eine Kollektiv von 170 Patienten, die verschiedenen Therapien (Infliximab,
Adalimumab, Rituximab) erhalten haben, in Responder und Non- Responder eingeteilt
(Choi et al., 2015a) Diese beiden Gruppen wurden hinsichtlich ihrer
Calprotectinkonzentration untersucht. Unter RTX (Rituximab)-Therapie, einem anti-
CD20-Antikorper (Edwards et al., 2004), zeigte sich nach 4 Wochen ein deutliches
Ansprechen, welches anhand der Veranderungen von MRP8/14 und DAS28 festgestellt
werden konnte. Anhand dieser Untersuchungen wurde geschlussfolgert, dass MRP8/14
ein geeigneter Marker zur Feststellung der Wirksamkeit einer Therapieeinstellung
bereits im fruhen Stadium sein kann (Choi et al., 2015a). Zu ahnlichen Ergebnissen ist
eine weitere Studie gekommen (Patro et al., 2016). Sie konnten feststellen, dass
Therapie-Responder bei Baseline deutlich hdhere MRP8/14 Werte aufzeigten als die
Non-Responder. Als Ergebnis wertete man MRP8/14 als guten Vorhersagemarker fur

das Ansprechen einer Therapie bspw. mit Methotrexat. Dies jedoch mit der
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Einschrankung, dass die Patienten eine Krankheitsdauer von nicht langer als einem
Jahr aufweisen (Patro et al., 2016).

Eine weitere interessante Erkenntnis konnte bei der Untersuchung von Calprotectin bei
96 Personen einer gesunden Kontrollgruppe gewonnen werden. Es zeigten sich
signifikant niedrigere Calprotectinwerte bei Frauen verglichen mit Mannern, wohingegen
RA-Patienten keinen geschlechtsspezifischen Unterschied bezuglich des Calprotectin
aufwiesen (Nielsen et al., 2018).

1.9. Antikorper gegen acetylierte Proteine (AAPA)

Bereits 2011 konnte in Untersuchungen festgestellt werden, dass Antikdrper gegen
Antigene verschiedener post-translationaler Modifikationen (PTM) in Seren von RA-
Patienten vorhanden sind und eine prognostische Aussagekraft haben konnen (Shi et
al., 2011). Neben den Antikorpern gegen citrullinierte Peptide (ACPA) wurden
Antikorpern gegen acetylierte Proteine (AAPA) hinsichtlich ihrer Bedeutung als Marker
fur die rheumatoide Arthritis untersucht.

Die Acetylierung von Proteinen ist eine gangige Modifikation. Sie erfolgt an Lysinresten
der N-epsilon-Aminogruppe eines Proteins (Gershey et al., 1968). Die Acetylierung von
Lysin kann unterschiedliche Funktionen erfullen: Es dient bei Histonproteinen der
Regulierung der nuklearen Transkription (Allfrey et al., 1964) oder es kann
Enzymfunktionen und metabolische Wege beeinflussen (Zhao et al., 2010). Die
Acetylierung selbst ist reversibel (Juarez et al., 2016).

In einer Studie konnte eine hohe Pravalenz von AAPAs (39% positiv fur Antikorper
gegen acetyliertes Ornithin, 33% fur Antikdrper gegen acetyliertes Lysin, 48% fur
Antikorper gegen acetyliertes inverses Lysin) bei Patienten mit friher rheumatoider
Arthritis feststellen (Studenic et al., 2018). Sie konnten abschlieend feststellen, dass
AAPAs dazu geeignet sind, bei Patienten mit zuvor als seronegativ diagnostizierter
rheumatoider Arthritis die serologischen Diagnostikmoglichkeiten zu erweitern und
damit ACPA und RF bei der Diagnosestellung einer rheumatoiden Arthritis zu erganzen
(Studenic et al., 2018).

Eine Studie hat untersucht, in wie weit sich die Titer von AAPAs bei RA-Patienten in
stabiler Remission bei Dosisreduktion der DMARD-Therapie verandern und ob dies
Auswirkungen auf die Entwicklung eines Krankheitsschubes hat. Sie ist zu dem Schluss
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gekommen, dass die Veranderungen der AAPA-Titer das Risiko eines
Krankheitsschubs bestimmen konnen (Figueiredo et al., 2016). Zum aktuellen Zeitpunkt
gibt es nicht ausreichend Untersuchungen, inwiefern sich die Titer von AAPAs im
Verlauf einer Therapie verhalten. Im Rahmen eines gut charakterisierten
Patientenkollektivs dieser Arbeit mit Verlaufsproben zu Tag 0, Woche 24 und Woche 48

werden diese Veranderungen unter Therapie gepruft.
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1.10. Zielsetzung

Anhand der bereits in der Literatur zu findenden Auswertungen wird ersichtlich, dass es
sich beim Calprotectin um ein Protein handelt, welches bei der rheumatoiden Arthritis
vorwiegend im entzindeten Synovialgewebe nachgewiesen werden kann und damit
eine Mdglichkeit bietet, eine gelenknahe Krankheitsaktivitat widerzuspiegeln (Odink et
al., 1987) (Zwadlo et al., 1988). Es bestehen bereits einige Erfahrungen hinsichtlich des
Stellenwerts des Calprotectins als Aktivitats- und Verlaufsmarker bei etablierter
rheumatoider Arthritis, jedoch ist gegenwartig eine geringe Anzahl an Studien mit
heterogenen Ergebnissen bekannt, die das Verhalten von Calprotectin bei fruher
rheumatoider Arthritis unter Therapie (DMARDs inklusive Biologika) untersucht und mit

bekannten Aktivitatsmarkern wie CRP und BSG verglichen haben.

Ebenso sind aktuell wenige kommerzielle ELISA-Kits fur die Bestimmung des
Calprotectin im Serum verfugbar, deren Nutzen im klinischen Alltag bei der
Diagnosestellung und Verlaufsbeobachtung bei friher rheumatoider Arthritis untersucht

wurden.

Das Ziel dieser Arbeit ist nun folgende Fragestellungen bzw. Annahmen beantworten zu

konnen:

Fragestellung:

1. Welcher Referenzwert der Calprotectinserumkonzentration lasst sich fur einen nicht

kommerziellen ELISA-Immunoassay anhand der Seren einer gesunden Kontrollgruppe

und von Frih-RA-Patienten bestimmen?

2. Ist Calprotectin ein geeigneter Aktivitats- und Verlaufsmarker bei friiher

unbehandelter rheumatoiden Arthritis (DMARD-naiv) unter Therapie?

Dazu sollen die Calprotectinserumkonzentrationen mit der subjektiven Wahrnehmung
der Patienten hinsichtlich ihres Gesundheitszustandes, gangigen objektiven
Parametern sowie Krankheitsaktivitatsscores im Verlauf unter Therapie verglichen
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werden (HAQ, DAS28, SDAI/CDAI, ACR20/50/70 Ansprechen, Anzahl der

geschwollenen und schmerzhaften Gelenke).

3. Verhalt sich Calprotectin &hnlich wie CRP und BSG unter Therapie oder bietet es im
Vergleich zum CRP und BSG Vorteile bei friher rheumatoider Arthritis?

Aufgrund der gelenknahen Freisetzung von Calprotectin besteht die Vermutung, dass
Calprotectin unabhangig einer systemischen Entzindungshemmung im Rahmen einer

Therapie in der Lage ist, weiterbestehende Gelenkentzindungen aufzeigen zu konnen.

4. Wie verandern sich die Titer von AAPAs (Antibodies against acetylated peptides)

unter Therapie?

Wie anhand einer Studie bereits festgestellt werden konnte, sind AAPA ein haufiges
aber noch wenig verstandenes Phanomen bei Patienten mit rheumatoider Arthritis. Es
wird dabei diskutiert, ob sie als Erganzung zu RF und ACPA bei der Diagnosestellung
dienen und diese erleichtern konnen (Studenic et al., 2018). Die AAPA-Titer unter
Therapie sind dabei noch nicht ausreichend untersucht. Aus diesem Grund pruft diese
Arbeit anhand von drei verschiedenen AAPA-Modifikationen (Antikorper gegen
acetyliertes Lysin, gegen acetyliertes Ornithin und gegen acetyliertes inverse Lysin) die
Titerveranderungen bei Patienten mit frGher rheumatoider Arthritis unter Therapie
(Adalimumab + MTX in Kombinationstherapie vs. MTX-Monotherapie).

Diese Fragestellungen werden anhand der Untersuchung von Patientenseren einer
Fraharthritiskohorte aus der kontrollierten klinischen Studie ,HIT HARD® untersucht.

Es handelt sich hierbei um ein gut charakterisiertes Patientenkollektiv mit
Verlaufsproben zu den Zeitpunkten Tag 0, Woche 24 und Woche 48.
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2. Material und Methoden

Um die Fragestellung dieser Arbeit beantworten zu kdnnen, wurden Seren eines
Patientenkollektivs untersucht, welche im Rahmen des HIT-HARD-Studie-
Begleitprojekts erfasst wurden. Die Patientenseren wurden von Juni 2007 bis
September 2010 multizentrisch gesammelt. Der primare Endpunkt der HIT- Hard-Studie
(High-Induction Therapy with anti-rheumatic drugs-Studie), welche unter der Leitung
von Prof. Dr. Burmester, Direktor der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Rheumatologie und Klinische Immunologie der Charité-Universitatsmedizin Berlin,
durchgefuhrt worden ist, befasste sich damit, ob eine kombinierte Therapie aus
Adalimumab und MTX fur 24 Wochen bei fruhzeitigem Einsatz (Beschwerdedauer der
RA <12 Monaten) und anschlieliender 24-wochigen Fortsetzung mit einer Monotherapie
(Methotrexat) im Vergleich zu einer durchgehenden MTX-Monotherapie zu einem
signifikant besseren DAS28 (Disease Activity Score 28) zu Woche 48 fuhren kann
(Detert et al., 2013). Als weiteres Ziel der Studie sollte untersucht werden, welcher
Prozentsatz der Patienten zum einen eine Remission der Krankheitsaktivitat und zum
anderen welcher Prozentsatz an Patienten ACR20, ACR50 und ACR70 erreicht hat
(Detert et al., 2013).

Von den insgesamt n= 172 fur die HIT-Hard-Studie rekrutierten Patienten stimmten
n=97 der Teilnahme im Biomarkerprojekt zu, von denen in n=63 Fallen Serumproben zu
Baseline sowie zu Woche 24 und 48 verfugbar waren. Einverstandniserklarungen der
Patienten sowie ein Ethikvotum von der Ethikkommission der Charité (EK-Nr. 7 500/06)

liegen vor.

Von den 63 verfugbaren Patientenseren, sind n=32 der Therapiegruppe 1 und n=31 der
Therapiegruppe 2 im Rahmen der Hit-Hard-Studie zuzuordnen (Detert et al., 2013).
Gruppe 1 erhielt fur 24 Wochen eine Kombinationstherapie aus Adalimumab und
Methotrexat. Nach 24 Wochen wurde die Kombinationstherapie beendet und mit
Methotrexat fortgesetzt, wahrend die Gruppe 2 zu Studienbeginn bereits eine
Monotherapie mit Methotrexat erhalten hat, die bis Woche 48 fortgefuhrt worden ist
(Detert et al., 2013).

28



Adalimumab 40 mg s.c. alle 2 Wochen +
Methotrexat 15 mg s.c. jede Woche Methotrexat 15 mg s.c. jede Woche
Placebo s.c. alle 2 Wochen + Methotrexat 15 mg s.c. jede Woche
Methotrexat 15 mg s.c. jede Woche
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Abb.4 Studiendesign der HIT-Hard-Studie (Detert et al., 2013)

Zu den Visiten erfolgte eine vendse Blutentnahme sowie eine Evaluation der
Krankheitsaktivitat mittels Fragebogen und korperlicher Untersuchung. Die
Laboruntersuchung umfasste Werte wie die BSG, den CRP und serologische Marker
fur das Biomarkerprojekt. Die Krankheitsaktivitat wurde anhand des DAS28, HAQ und
der ACR-Response-Kriterien ermittelt. Mittels einer korperlichen Untersuchung wurden
druckschmerzhafte (Tender joint count = TJC) und geschwollene Gelenke (swollen joint
count = SJC) bestimmt (Detert et al., 2013).

Die weiterfiUhrende serologische Bestimmung im Rahmen des Biomarkerprojekts
umfasste die Bestimmung des Calprotectins sowie die Bestimmung von Antikdrpern
gegen anti-acetylierte Proteine (AAPA = Acetyliertes Lysin). Als Kontrolle der AAPA
Spezifitat wurde acetyliertes Ornithin und inverses Lysin als weitere Modifikationen des
Vimentins gewahlt.

2.1. Aligemeine Charakterisierung des Patientenkollektivs

Die 63 Patienten, deren Seren untersucht wurden, lassen sich folgendermal3en
charakterisieren: Die Rekrutierung erfolgte multizentrisch in Deutschland. Die Patienten
sind Uberwiegend weiblich (19 mannlich, 44 weiblich). Bezuglich der Altersspanne in

den unterschiedlichen Behandlungsgruppen hat die Gruppe der Kombinationstherapie
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ein durchschnittliches Alter fur Manner von 51,1 (STD +/-13,8) und fur Frauen von
42,68 (+STD 10,3). Die Monotherapiegruppe hat ein durchschnittliches Alter fur Manner
von 56,2 (+STD 13,1) Jahren und fur Frauen 50,32 (+14,3) mit Minimum bzw. Maximum
von 44 und 62 Jahren.

Die durchschnittliche Krankheitsdauer betrug 63 Tage mit der niedrigsten bzw.
hochsten Dauer von 1 bis 352 Tagen. Ferner konnte das Rauchverhalten erfasst
werden: 29 Nichtraucher, 16 Raucher und 18 Ex-Raucher. Alle untersuchten Patienten
waren zum Einschlusszeitpunkt sowohl DMARD als auch Biologika naiv. 44 Patienten
nahmen bereits beim Einschlusszeitpunkt nichtsteroidale Antirheumatika, vorwiegend
Diclofenac und Ibuprofen, 30 Patienten nahmen desweiteren Prednisolon (<10 mg) ein.
Der DAS28 betrug im Durchschnitt zu Beginn der Studie 6,17 mit einer
Standardabweichung von + 0,87 (Minimum 4,28, Maximum 8,07).

2.2. Ein- und Ausschlusskriterien

Die randomisierten Patienten erflllten die Klassifikationskriterien fur eine rheumatoide
Arthritis entsprechend der ACR-Kriterien (American College of Rheumatology) fur die
Klassifikation der rheumatoiden Arthritis von 1987.Die Dauer der Beschwerden zum
Screeningzeitpunkt sollte nicht langer als ein Jahr betragen. Es mussten mindestens 6
geschwollene und 6 schmerzhafte Gelenke vorliegen. Eine Morgensteifigkeit von Uber
30 min, eine BSG von >28mm/h und ein CRP > 1mg/dl waren weitere
Einschlusskriterien (Detert et al., 2013).

Patienten, die bereits eine Therapie mit konventionellen DMARDs (Disease Modifying
Anti-Rheumatic Drugs) oder Biologika erhalten haben, wurden ausgeschlossen.
Vorbehandlungen mit nicht-steroidalen Antirheumatika und Prednisolon waren nur
erlaubt, wenn sie bereits zwei Wochen vor Studienbeginn stabil beibehalten wurden.
Bezulglich des Prednisolons durfte die Dosis nicht Uber 10 mg/Tag liegen (Detert et al.,
2013). Eine latente Tuberkulose stellte kein Ausschlusskriterium dar und wurde
prophylaktisch mittels Isoniazid fur eine Behandlungsdauer von 9 Monaten therapiert.
Ausgeschlossen wurden Patienten mit aktiven Infektionskrankheiten, Immundefizienz
sowie anderen rheumatischen Erkrankungen. Eine Lebendimpfung innerhalb der
vorangegangenen 4 Wochen vor Screening sowie intraartikulare kortisonhaltige
Injektionen fuhrten ebenfalls zum Ausschluss (Detert et al., 2013).
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2.3. Calprotectinbestimmung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 63 Patientenseren mit Hilfe eines nicht-
kommerziellen ELISA (,Enzyme-linked-Immunosorbent Assay“) auf das Vorhandensein
von Calprotectin (S100A8/9) untersucht.

2.3.1. Funktionsweise des ELISA zur Messung des Serum-Calprotectin

Die Untersuchung des Calprotectin im Serum erfolgte mittels eines nicht kommerziellen
Calprotectin- ELISA-Kits der Firma Orgentec Diagnostika, Mainz, Germany. Das
Funktionsprinzip dieser Untersuchung entspricht einem Sandwich- ELISA. Die
Oberflache der Reaktionskavitaten ist mit anti-Calprotectin-Antikdrpern beschichtet. Die
im Patientenserum nachzuweisenden Calprotectin-Antigene binden an diesen
Antikorper. Es kommt zu einem Antigen-Antikorperkomplex. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min werden die Kavitaten mit 3x 300 pyl Waschpuffer gewaschen. Damit sollen
nicht-gebundene Molekile entfernt werden. Im nachsten Schritt binden synthetisch
hergestellte und mit Peroxidase markierte Antikdrper gegen Calprotectin an den bereits
gebildeten Antigen-Antikorper-Komplex. Nach einer entsprechenden Inkubationszeit
wird das ungebundene Enzymkonjugat mittels eines Waschvorgangs mit Waschpuffer
(3x300ul) entfernt. Anschliel3end oxidiert die den Antigen-Antikdrper-Komplex
markierende Peroxidase das hinzugefugte Substrat 3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin zu
einem blaulichen Endprodukt (oxidiertes TMB). Durch das Hinzufugen einer
gebrauchsfertigen, sauren Stopplosung (Schwefelsaure) kommt es zu der Bildung eines
gelblichen Farbkomplexes. Die optische Dichte des gelblichen Farbkomplexes korreliert
mit der Konzentration der Antigen-Antikorper-Komplexe und wird photometrisch
bestimmt. Mittels der Kalibrierung von Standardlosungen mit aufsteigenden
Konzentrationen konnte parallel eine Standardkurve generiert werden, die nach
Bestimmung der optischen Dichten der einzelnen Kavitaten fur die
Konzentrationsbestimmung an Calprotectin genutzt wurde (ORGENTEC Diagnostika
GmbH, 2018).
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Abb. 5 Sandwich- ELISA-Verfahren zur Detektierung des Calprotectin in Patientenseren.

Diese Abbildung soll das ELISA-Verfahren, welches in den Kavitaten des Mikrotiterplatten erfolgt ist,
beschreiben. Vorab sind am Boden der Kavitaten Antikdrper gegen Calprotectin gebunden (1). Durch
Zugabe des Patientenserums binden diese Antikdrper enthaltenes Calprotectin (2). Bei dem
darauffolgenden Waschvorgang wird die Kavitat von ungebundenen Bestandteilen gereinigt und es wird
ein Antikérper-Enzymkonjugat mit Peroxidase hinzugegeben (3). Durch die anschlieRende Zugabe der
Substratldsung (3,3-5,5 Tetramethylbenzidin) verfarbt sich die Lésung blaulich aufgrund der Oxidation des
TMB durch die Peroxidase.
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2.3.2. Assaydurchfiihrung — FlieBRschema zur Durchfiihrung eines Calprotectin-
ELISA

Verdiinnung: 20 ml Probenpuffer auf 100 ml mit destillierten Wasser

Verdiinnung der Serumproben 1:100 mit Probenpuffer
(10pl Serumprobe mit 990ul Probenpuffer mischen)

Mikrotiterplatte 15-30 min bei Raumtemperatur ruhen lassen

Standardreihen und Serumproben einzeln im Duplikat 100ul in die Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettieren

Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur ( 20-25°C)

3x 300pl mit Waschpuffer im Dynex Opsys MW™ Microplate Washer spiilen

Hinzufiigen von 100pl Enzymkonjugat- Inkubationszeit 15 min

3x 300pl mit Waschpuffer im Dynex Opsys MW™ Microplate Washer spiilen

Hinzufiigen von 100pl Substratlésung ( 3,3-5,5 Tetramethylbenzidin)- Inkubationszeit 15 min (blduliche Verfarbung)

Hinzugabe 100pl Stopp-L6ésung - Gelbfarbung

Photometrische Messung mittels TECAN SUNRISE MICROPLATE READER bei einer Wellenldnge von 450 nm gegen
620 nm; Intensitat der Farbung ist proportional zur Calprotectin-Konzentration

Abb.6 ELISA-FlieRschema
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2.4, ELISA zur Bestimmung von AAPA (Antikorper gegen acetyliertes Lysin)

Die Messung zur Bestimmung der AAPA wurde mittels eines ELISA-Kits der Firma
Orgentec Diagnostika GmbH Germany durchgefuhrt. Die Daten wurden retrospektiv zur
Verfugung gestellt und im Rahmen des Begleitprojektes der HIT-HARD-Studie liegen
entsprechend Einverstandniserklarungen fur dieses Begleitprojekt sowie ein Ethikvotum
der Ethikkommission (EK-Nr. 7 500/06.) vor (Detert et al., 2013).

Die ELISA-Kits wurden von der Firma ORGENTEC Diagnostika GmbH Germany zur
Verfugung gestellt. Der Cut-Off-Wert bei der Bestimmung der AAPA betragt 20 U/l
(Studenic et al., 2018). Die Assaydurchfihrung entspricht dem Flielschema zur
Durchfihrung des Calprotectin-ELISA, mit dem Unterschied, dass es sich hierbei um
einen direkten ELISA handelt. Der ELISA verwendet als Antigen ein Peptid, eine 12
Aminosaurensequenz, welches von dem Vimentin eines MCV (Mutiertes Citrulliniertes
Vimentin)-Assay abgeleitet wurde (Juarez et al., 2016)(Bang et al., 2007). An seiner
Position 7 von insgesamt 12 Aminosauren wird es so verandert, dass eine
entsprechende Modifikation angefugt werden kann. In diesem Fall handelt es sich um
acetyliertes Lysin (Juarez et al., 2016). Als Kontrolle und zur besseren Spezifizierung
der Bestimmung von AAPAs wurde alternativ ein mit acetyliertem Ornithin modifiziertes
Vimentin (ebenfalls angebunden an Position 7) sowie ein mit acetyliertem inversen

Lysin Vimentin (modifiziert an Position 2) als Antigen verwendet (Studenic et al., 2018).
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Abb.7 Direktes ELISA-Verfahren AAPA modifiziert nach (Finkemeier and Schwarzer, 2013).
Diese Abbildung beschreibt das direkte ELISA-Verfahren, welches in den Kavitaten der

’ E ’

Mikrotiterplatten erfolgt. Vorab sind am Boden der Kavitaten ein mit acetyliertem Lysin modifiziertes
Vimentin als Antigen gebunden(1). Durch Zugabe des Patientenserums binden die Antikdrper gegen
aceytlierte Antigene sich an das modifizierte Antigen(2). Bei dem darauffolgenden Waschvorgang wird
die Kavitat von ungebundenen Bestandteilen gereinigt und es wird ein Anti-human IgG mit Peroxidase
hinzugegeben, welches den Antigen-Antikdrper-Komplex bindet (3). Durch die anschlieRende Zugabe
der Substratldésung (3,3-5,5 Tetramethylbenzidin) verfarbt sich die Lésung blaulich aufgrund der

Oxidation des TMB durch die Peroxidase.

2.5. Ermittlung des Cut-off-Werts des Calprotectin

Da es sich bei dem Anti-Calprotectin- ELISA-Kit der Firma Orgentec um kein
kommerzielles Kit handelt, war die Rekrutierung von Seren gesunder Probanden
notwendig. Diese Rektutierung ist im Rahmen der Arthromark-Studie erfolgt, es liegen
Einverstandniserklarungen der Patienten sowie ein Ethikvotum der Ethikkommission
(EK-Nr. 01EC1009A) vor. Es wurden insgesamt 67 weibliche und 33 mannliche
Normalspenderseren mit einem mittleren Alter von 32,1 gesammelt. Da sich bei der
Bestimmung der Calprotectinkonzentration der Normalspender hohere Cut-off-Werte
zeigten verglichen mit den 300 Normalspendern, die Orgentec zur Cut-off Bestimmung
seiner noch nicht kommerziellen ELISA-Kits erhalten hat, wurde der cut-off-Wert wie im
weiteren Verlauf beschrieben, mittels einer ROC-Analyse erneut bestimmt.
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2.6. Statistische Analyse

Anhand der im Kapitel 2.3. durchgefuhrten Untersuchungen konnten
Calprotectinkonzentrationswerte der beiden Behandlungsgruppen (Adalimumab+MTX
vs. MTX-Monotherapie) zu den Zeitpunkten 0, Woche 24 und Woche 48 bestimmt
werden. Der Cut-off-Wert der Calprotectinkonzentration im Serum wurde mittels einer
ROC (Receiver Operationg Characteristic) - Analyse bestimmt. Da bei der Bestimmung
der Calprotectinkonzentration stets ein Duplikat zusatzlich hergestellt wurde, handelt es
sich um die in dieser Arbeit verwendeten Calprotectinkonzentrationen um Mittelwerte
dieser beiden Messungen. Desweiteren werden in einzelnen Abschnitten
Calprotectinkonzentrationswerte in den beiden Wochenintervallen Woche 0 bis Woche
24 bzw. Woche 24 bis Woche 48 anstelle von einzelnen
Calprotectinkonzentrationswerte zu Tag 0, Woche 24 und Woche 48 angegeben. Dies
hat den Hintergrund, dass dadurch in den einzelnen Abschnitten die Wirkung einzelner

Ausreillerwerte minimiert werden soll.

Um die Nullhypothese HO, die Calprotectinkonzentration im Serum zeigt keine
Abhangigkeit zur Therapie (Adalimumab+ MTX vs. MTX-Monotherapie), zu Uberprufen,
wurde zunachst im Rahmen der statistischen Analyse bewiesen, dass zum Zeitpunkt O
bei den zu untersuchenden Variablen keine signifikanten Unterschiede innerhalb der
Therapiegruppen bestehen. Anschlieend wurden die Veranderungen der
Calprotectinserumwerte im zeitlichen Verlauf unter Therapie innerhalb der beiden
Therapiegruppen untersucht (abhangige/verbundene Stichproben, Mann-Whitney-U-
Test). In einem weiteren Schritt wurde dieses Verhalten mit anderen Variablen (CRP,
BSG, DAS28, HAQ, TJC/SJC, ACR20/50/70, AAPA) verglichen. Als Signifikanzniveau
(p-Niveau) wurden 5% (p=0,05) mit einem Konfidenzintervall von 95% verwendet.

Zunachst wurde mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests untersucht, ob es sich bei den
untersuchten Variablen in ihrer Grundgesamtheit um Normalverteilungen handelt. Da
bezuglich des DAS28 und des HAQ zum Zeitpunkt O eine Normalverteilung vermutet
wurde, wurde hierzu zuséatzlich der Levene-Test zur Uberpriifung der Gleichheit der
Varianzen und im Anschluss, da anhand des Levene-Tests die Normalverteilung
bestatigt werden konnte, der t-Test zu Uberprifung signifikanter Unterschiede genutzt.
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Da es sich bei den restlichen Variablen, wie anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests
festgestellt, um keine Normalverteilungen handelt, wurde in diesem Fall zur
Uberprifung auf signifikante Unterschiede der Mann-Whitney- U-Test verwendet.

Bei den Korrelationsanalyen wurde die monotonen Zusammenhange (mittels des
Spearman-Rho-Tests) zwischen den Variablen auf relevante Zusammenhange

untersucht.

Im weiteren Verlauf wurde der Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest verwendet, um zu
uberprufen, in wie weit die ACR-Response-Kriterien von den unterschiedlichen

Therapiemalinahmen beeinflusst werden.

Die statistische Analyse erfolgte mittels IBM SPSS Software Version 25.
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3. Ergebnisse

3.1. Ermittlung des Cut-off-Wertes von Calprotectin und Anwendung auf das

Patientenkollektiv

Anhand der Calprotectin-Konzentrationswerte von Normalspendern sowie von
Patienten mit frGher rheumatoider Arthritis konnte mittels einer ROC (Receiver
Operating Characteristic)-Analyse der Cut-off-Wert bestimmt werden. Der Punkt mit
dem kleinsten Abstand zur linken oberen Ecke befindet sich bei 5,3ug/ml der
Erstmessung der Calprotectinkonzentration. Bei der Bestimmung des Duplikats ergibt

sich ein Wert von 5,7 pyg/ml.

ROC-Analyse des Calprotectinkonzentration im Serum
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Abb.8 ROC (Receiver Operating Characteristic) der Calprotectinbestimmung im Serum (ug/ml)
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3.2. Ausgangswerte

Tab.3 Geschlechter- und Altersverteilung der rekrutierten Patienten

Geschlechter- und Altersverteilung der rekrutierten Patienten mit friiher rheumatoiden Arthritis

(Kombinationstherapie= Adalimumab + Methotrexat; Monotherapie =Methotrexat)

Gruppe
Kombinations- | Mono- | Minimum | Maximum
therapie therapie Alter Alter
Adalimumab + MTX
MTX
Geschlecht, m Anzahl 7 12
Randomi-
sierung w Anzahl 25 19
Alter Mittelwert m 51,1 56,2 35 75
Stgndardab- 13.8 13.1
weichung m
Mittelwert w 42,68 50,32 20 70
Stgndardab- 103 14.3
weichung w

Tab.4 Rauchverhalten des Patientenkollektivs

Diese Tabelle zeigt, dass die Calprotectinkonzentration bei Rauchern deutlich hdher ist als bei Nicht-
Rauchern und Ex-Rauchern. Im weiteren Verlauf zu Woche 24 bzw. 48 gleichen sich die
Calprotectinkonzentration in allen drei Gruppen an einander an.

Calprotectin- Calprotectin- Calprotectin-
Rauchverhalten konzentration konzentration konzentration
Tag 0 Woche 24 Woche 48

Nicht-Raucher
(n=28) 22,86 pg/ml 15,97pg/ml 14,55 pg/ml
Raucher
(n=17) 34,28 ug/ml 16,05 pg/ml 17,13 pg/ml
Ex-Raucher
(n= 18) 20 ug/mi 13,92 ug/ml 16,23 ug/ml
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Tab.5 Serologische Verteilung innerhalb des Patientenkollektivs

Serologie Anzahl der Patienten (n) Anteil der Patienten in %
ACPA-/RF- n=14 22,58%
ACPA-/RF+ n=11 17,74%

ACPA +/RF- n=1 1,61%
ACPA+/RF+ n=36 58,06%

Es wurden insgesamt 63 Patienten mit einer diagnostizierten fruhen rheumatoiden
Arthritis zu zwei Behandlungsgruppen randomisiert. Eine Behandlungsgruppe
beinhaltet eine Kombinationstherapie aus Adalimumab und Methotrexat, die bis zu
Woche 24 beibehalten wurde. Ab der Woche 24 wurde die Kombinationstherapie durch
eine Monotherapie mit Methotrexat ersetzt. Die andere Gruppe erhielt 48 Wochen
durchweg eine Monotherapie mit Methotrexat. 32 Patienten, davon 7 Manner und 25
Frauen, erhielten zu Beginn eine Kombinationstherapie (Adalimumab+ MTX), wahrend
31, davon 12 Manner und 19 Frauen, 48 Wochen mit Methotrexat behandelt worden
sind. Bezuglich der Altersspanne in den unterschiedlichen Behandlungsgruppen hat die
Gruppe der Kombinationstherapie ein durchschnittliches Alter fur Manner von 51,1
(+STD 13,8) und fur Frauen von 42,68 (+STD 10,3). Die Monotherapiegruppe hat ein
durchschnittliches Alter fur Manner von 56,2 (+STD 13,1) Jahren und fur Frauen 50,32
(+14,3) mit Minimum bzw. Maximum von 44 und 62 Jahre .Insgesamt besteht in diesem
Patientenkollektiv ein hoher Anteil an zweifach seropositiven rheumatoiden Arthritiden
(ACPA+/RF+ ) (Tab.6). Den zweitgrof3ten Anteil dieses Patientenkollektivs bilden die
seronegativen rheumatoiden Arthritiden (ACPA-/RF-).

Anhand Tab. 5 wird aufgezeigt, dass sich die hochste Calprotectinkonzentration zu
Baseline bei den Rauchern aufzuweisen ist, gefolgt von den Nicht-Rauchern. Im Verlauf
der Therapie gleichen sich jedoch die Werte aneinander an.
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3.2.1. Uberpriifung der Normalverteilung der Ausgangswerte

Zur richtigen Beurteilung der zu untersuchenden Verlaufsparameter (Calprotectin, CRP,
BSG, DAS28 und HAQ) und ihrer Korrelation zu einander, wurden diese Werte zum
Ausgangszeitpunkt hinsichtlich ihrer Normalverteilung untersucht. Die Untersuchung auf
die Frage nach Normalverteilung dient der Entscheidung, ob im weiteren Verlauf ein
parametrischer (t-Test) oder ein nicht-parametrischer Test (Mann-Whitney-U-Test) zur
Feststellung signifikanter Unterschiede anzuwenden ist.

Tab.6 Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

Anhand des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests werden die Variablen Calprotectin, CRP, BSG,
DAS28 und HAQ auf Normalverteilungen in beiden Therapiegruppen untersucht. Die Nullhypothese
lautet: Die Daten sind normalverteilt. Mit einer Signifikanz unter dem Signifikanzniveau wird die
Nullhypothese abgelehnt. Anhand der Tabelle wird ersichtlich, dass Calprotectin, CRP und BSG nicht
normalverteilt sind. DAS28 und HAQ sind normalverteilt.

Calprotectin | CRP Wert, | BSG Wert, | DAS28, | HAQ

Tag 0 Tag 0 Tag 0 Tag0 |TagO
N 63 62 63 63 63
Parameter |Mittelwert 25 30 2 54 38 63 6.17 133
der b ) ) ) )
Normalverte |Std.- 30,88 2,44 17,40 85 60
ilung?® Abweichung
Asymptotische Signifikanz 00° 00° 00° 20¢°d 200°d
des Kolmogorov-Smirnov- ’ ’ ’ ’ ’
Tests

Anhand des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstests wird ersichtlich, dass es sich bei

den Werten des Calprotectin, des CRP und der BSG um keine Normalverteilungen
handelt. Bezuglich des DAS28 und des HAQ wird zum Zeitpunkt O eine
Normalverteilung nicht abgelehnt. Die Varianzgleichheit wurde daher mittels des

Levene-Tests Uberpruft. Dieser zeigte erneut bei einem angenommenen

Signifikanzniveau von p=0,05 fur HAQ und den DAS28 keine signifikanten

Varianzunterschiede in beiden Therapiegruppen. Dies ermdglicht die Verwendung des
t-Tests zur Uberpriifung auf signifikante Unterschiede von DAS28 und HAQ innerhalb
beider Therapiegruppen.
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Tab.7 Deskriptive Statistik von DAS28 und HAQ zu Zeitpunkt 0

Anhand der Mittelwerte wird ersichtlich, dass sich der DAS28 und der HAQ zum Zeitpunkt 0 in beiden
Therapiegruppen nicht wesentlich unterscheidet.

Gruppe N Mittelwert | Std.- Standard-
Abweichung |fehler des
Mittelwertes
DAS28, ADA +MTX 32 6,11 84 14
Screening MTX 31 6.24 87 15
HAQ, Screening |ADA+MTX 32 1,44 63 11
MTX 31 1,23 56 10

Tab.8 Levene-Test zur Prufung der Unterschiede der Varianzen bei DAS28 und HAQ
zum Zeitpunkt O

Anhand dieser Untersuchung konnte bestatigt werden, dass die Varianzen gleich sind. Aus diesem
Grund konnte im weiteren Schritt der t-Test angewendet werden zur endgiltigen Uberprifung auf
signifikante Unterschiede. Es konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich des DAS28 und HAQ
innerhalb beider Therapiegruppen zum Zeitpunkt 0 festgestellt werden.

t-Test (DF=Anzahl der Freiheitsgrade; T=empirische PriifgréRe des T-Tests)

Levene-Test t-Test

Signifikanz | T DF Sig. (2seitig)
DAS28, |Varianzen sind gleich ,98 -,62 61 93
Screening | varianzen sind nicht gleich -62 | 60,71 ,53
HAQ, Varianzen sind gleich ,48 1,38 61 A7
Screening | varianzen sind nicht gleich 1,38 | 60,61 A7

Da anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests festgestellt werden konnte, dass es sich
bezlglich der Calprotectinserumkonzentration, dem CRP und der BSG zu Tag 0 um
keine Normalverteilung handelt, kann in diesem Fall der nicht-parametrische Mann-
Whitney-U-Tests zur Uberpriifung signifikanter Unterschiede der Variablen zu Tag 0 in
beiden Therapiegruppen angewandt werden. Der Mann-Whitney-U-Test konnte keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der Calprotectinserumkonzentration, dem CRP
und der BSG zu Tag 0 in beiden Therapiegruppen finden.
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Tab.9 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede in beiden
Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich
Calprotectinserumkonzentrationswerte, CRP und BSG zum Zeitpunkt O

Calprotectin Tag 0 CRP Wert, Tag 0 BSG Wert, Tag 0

Asymptotische ,670 ,683 , 746
Signifikanz

3.3. Verlaufsbeschreibung des Calprotectin

Tab. 10 Deskriptive Statistik der Mittelwerte der Calprotectinserumkonzentrationen
(Mg/ml) zum Zeitpunkt 0, 24 und 48 sowie der Calprotectinserumkonzentrationen
(Mg/ml) im Intervall Woche 0-24 und Woche 24-48 (ADA+MTX= Adalimumab +
Methotrexat; MTX = Methotrexat).

Gruppe N Mittelwert | Std.- Standard-
Abweich- |fehler des
ung Mittelwertes

Calprotectinkonz. zu | ADA+MTX 32 23,35 26,09 4,61
WO MTX 31 27,31 35,48 6,37
Calprotectinkonz. zu ADA+MTX 32 16,35 9,96 1,76
[ MTX 31 14,70 7,98 143
Calprotectinkonz. zu | ADA+MTX 32 15,81 9,70 1,71
was MTX 31 16,23 9,67 173
Calprotectinkonz. ADA+MTX 32 -7,00 27,74 4,90
A Woche 0-24 MTX 31 -12,61 36,43 6,54
Calprotectinkonz. ADA+MTX 32 -,53 9,41 1,66
A Woche 24-48 MTX 31 1,52 13,14 2,36

Werden die einzelnen Mittelwerte (Mittelwert aus Calprotectinserumkonzentration und
seinem Duplikat) zu den drei unterschiedlichen Konzentrationszeitpunkten betrachtet,
so ist ersichtlich, dass die Konzentrationen in beiden Gruppen, sowohl in der
Kombinationstherapie (Adalimumab+ Methotrexat) als auch in der Monotherapiegruppe
einen deutlichen Abfall der Calprotectin-Konzentration innerhalb der ersten 24 Wochen

zeigen.
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Im weiteren Verlauf zu Woche 48 kann jedoch keine ausgepragte Reduktion der
Calprotectinkonzentration im Serum in beiden Therapiegruppen verzeichnet werden.
Ebenfalls bestehen nach Absetzen der Kombinationstherapie und anschliel3endem
Ubergang in die Monotherapie ahnliche Calprotectin-Werte wie bei der MTX-

Monotherapiegruppe.

Bei der Betrachtung der Therapieintervalle von Woche 0-24 sowie Woche 24-48
hinsichtlich der beiden Gruppen in Bezug auf die Calprotectin-Konzentrationen, fallt auf,
dass die Calprotectinwerte in der Kombinationstherapiegruppe interessanterweise im
ersten Studienabschnitt Woche 0-24 einen geringeren Abfall aufweisen als in der

Monotherapiegruppe mit MTX.

Hinsichtlich dieser Ergebnisse ist ersichtlich, dass es keine signifikanten Unterschiede
der Calprotectinkonzentrationen bei Kombinationstherapie im Vergleich zur

Monotherapie gibt.

44



Tab.11 Levene-Test zur Uberpriifung der Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml)
zum Zeitpunkt 0, 24 und 48 sowie die Calprotectinserumkonzentrationmittelwerte
(ug/ml) im Intervall Woche 0-24 und Woche 24-48

Levene-Test t-Test
Signifikanz |T Df Sig. (2-seitig)
Calprotectin- Varianzen ,207 -,506 61 ,615
mittelwertkonz. | sind gleich
zuTag0
Varianzen -,504 55,054 ,616
sind nicht
gleich
Calprotectin- Varianzen ,617 122 61 473
mittelwertkonz. | sind gleich
zuWoche 24 - anzen 725 | 58,94 471
sind nicht
gleich
Calprotectin- Varianzen ,965 -,171 61 ,865
mittelwertkonz.  |sind gleich
zuWoche 48 - anzen 171 | 60,94 865
sind nicht
gleich
Calprotectin- Varianzen ,252 ,689 61 ,493
konz_A Woche |sind gleich
0-24 Varianzen 686 56,05 496
sind nicht
gleich
Calprotectin- Varianzen ,047 -, 718 61 475
konz_A Woche |sind gleich
24-48 Varianzen 714 | 5427 478
sind nicht
gleich

Der Levene-Test Uberpruft, in wie weit sich die Varianzen der Mittelwerte der
Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) zum Zeitpunkt 0, 24 und 48 sowie die
Calprotectinserumkonzentrationmittelwerte (ug/ml) im Intervall Woche 0-24 und Woche
24-48 sich unterscheiden.; anhand dieser Untersuchung konnte bestatigt werden, dass
die Varianzen gleich sind. Aus diesem Grund konnte im weiteren Schritt der t-Test

angewendet werden zur endgiiltigen Uberprifung auf signifikante Unterschiede. Es

45



konnten keine signifikanten Unterschiede innerhalb beider Therapiegruppen zum

Zeitpunkt O festgestellt werden. t-Test (DF=Anzahl der Freiheitsgrade; T=empirische

PrufgroRe des T-Tests).

Da bereits im Vorfeld mittels des Kolmogorov-Smirnov- Anpassungstests bezuglich der

Calprotectinwerte zu Tag 0 keine Normalverteilung festgestellt wurde, wird hinsichtlich

der Prufung auf signifikante Unterschiede innerhalb der Therapiegruppen der Mann-

Whitney-U-Test zusatzlich angewandt. Dieser kann ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede innerhalb der Therapiegruppen feststellen.

Tab. 12 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen

beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich der
Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) zum Zeitpunkt 0, 24 und 48 sowie

Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) im Intervall Woche 0-24 und Woche 24-48.

Calprotec- | Calprotec- | Calprotec- | Calprotec- | Calprotec-
tinkonz. zu | tinkonz. zu | tinkonz. zu | tinkonz_ | tinkonz_
WO w24 was A Woche | A Woche
0-24 24-48
Asymptotische ,67 57 ,96 ,82 ,67
Signifikanz

Anhand des Mann-Whitney-U-Tests lassen sich keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich der Calprotectinkonzentration zwischen den beiden Behandlungsgruppen

im Verlauf von 48 Wochen erkennen.
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Abb. 9 Anderung der Serumkonzentration von Calprotectin bei RA-Patienten

Anderung der Serumkonzentration von Calprotectin bei RA-Patienten unterteilt nach zwei
unterschiedlichen Therapiegruppen (Adalimumab + MTX vs. MTX-Monotherapie). Die Boxplot zeigen
den Median der Calprotectin-Serumkonzentrationen als horizontalen Balken. Das obere und untere
Quartil und die Whisker zeigen das Ausmalf} der Calprotectin-Serumkonzentrationen bei RA-Patienten
an. Anhand dieser Abbildung ist ersichtlich, dass beide Therapiegruppen (Adalimumab + Methotrexat
vs. Methotrexat- Monotherapie) in den ersten 24 Wochen eine deutliche Reduktion der
Calprotectinserumkonzentration erfahren, die sich in den weiteren 24 Wochen nicht wesentlich
verandert.
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Abb.10 Calprotectinkonzentrationswerte (ug/ml) zusammengefasst bei beiden
Behandlungsgruppen (Adalimumab + MTX vs. MTX) im Verlauf bei Respondern

Response: Non-Responder
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Abb. 11 Calprotectinkonzentrationswerte (ug/ml) zusammengefasst bei beiden
Behandlungsgruppen (Adalimumab + MTX vs. MTX) im Verlauf bei Non-Respondern
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Abb. 12 Serumkonzentrationen von Calprotectin bei RA-Patienten in zwei unterschiedlichen
Therapiegruppen (Adalimumab + MTX vs. MTX-Monotherapie).

Das Streudiagramm zeigt die Serumkonzentrationen von Calprotectin unterteilt nach Therapiegruppen
(Adalimumab/MTX vs. MTX). Der Cut-off-Wert befindet sich bei 5,3ug/ml. Die Serumkonzentration bei
der Darstellung des Streudiagramms wurde auf 50ug/ml begrenzt zur besseren Darstellung. Die

Anzahl an Werten Uber 50 ug/ml betragt 6. Anhand dieser Darstellung wird ersichtlich, dass eine

deutliche Mehrheit Calprotectinkonzentrationswerte iber dem Normwert aufwiesen.
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Tab.13 Anzahl der Patientenseren mit Calprotectinkonzentrationswerte (ug/ml) im

Serum zwischen 0 und 50 pg/ml.

Das Streudiagramm in Abb. 8 zeigt anhand der y-Achse die Calprotectinkonzentration (ug/ml) im Serum.
Diese Achse reicht bis zu einem Wert von 50 ug/ml. Anhand dieser Tabelle soll aufgezeigt werden, dass
insgesamt 6 Calprotectinwerte Giber den Wert von 50ug/ml gemessen wurden.

Haufigkeit | Prozent Gultige Kumulierte
Prozente Prozente
Werte zwischen 0 bis 183 96,8 96,8 96,8
einschlieRlich 50
Werte groRer 50 6 3,2 3,2 100,0
Gesamt 189 100,0 100,0

Tab.14 Anzahl der Patientenseren mit Calprotectinkonzentrationswerte (ug/ml) unter

5,3 ug/ml
Anzahl der Patientenseren deren Calprotectinkonzentrationswerte (ug/ml) im Serum zwischen 0 und 5,3
pg/ml liegen.
Haufigkeit | Prozent Gultige Kumulierte
Prozente Prozente
Werte bis 10 10,4 10,4 10,4
einschlieBlich 5,3
Werte groRRer 5,3 86 89,6 89,6 100,0
Gesamt 96 100,0 100,0

Insgesamt kann mittels des Streudiagrammes und Tab. 13 gezeigt werden, dass 10
Patientenseren einen Calprotectinwert unter dem Cut-off -Wert von 5,3ug/ml

aufgewiesen haben.
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3.3.1. Verhalten des Calprotectin bei NSAR bzw. Prednisoloneinnahme

Tab.15 Calprotecinkonzentration (ug/ml) zu Tag 0, Woche 24 und Woche 48 bei NSAR-

und keiner NSAR-Einnahme.

Keine NSAR -Einnahme NSAR-Einnahme
N Mittel- Std.- N Mittel- Std.-
wert Abweichung wert Abweichung

Calprotec- | ADA+ 7 25,3 14,3 25 22,8 28,8
tinkonz zu MTX
Tag 0
Calprotect- | MTX 11 33,8 51,9 19 23,5 23,6
inkonz zu
Tag 0
Calprotec- | ADA+ 7 23,6 7,4 25 14,3 9,7
tinkonz zu MTX
Woche 24
Calprotec- MTX 11 15,1 8,7 19 15,1 7,4
tinkonz zu
Woche 24
Calprotec- | ADA+ 7 23,2 10,5 25 13,8 8,6
tinkonz zu MTX
Woche 48
Calprotect- | MTX 11 17,0 9,6 19 15,3 9,9
inkonz zu
Woche 48

Anhand von Tab.15 soll der Einfluss der NSAR-Einnahme auf die Hohe der
Calprotectinkonzentration beschrieben werden. Zu Baseline ahneln sich sowohl in der

Gruppe, die NSAR eingenommen hat als auch die kein NSAR eingenommen hat.

Lediglich die Calprotectinkonzentration in der MTX-Behandlungsgruppe, die keine

NSAR verwendet haben, zeigt sich zu Baseline eine deutlich erhdhte

Calprotectinkonzentration. Da es sich hierbei um einen Mittelwert handelt, kann dieser

vermutlich infolge eines Zahlenausreif3er beeinflusst worden sein. Im weiteren

Studienverlauf fallt auf, dass die Calprotectinkonzentrationswerte durch die NSAR-
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Einnahme im Verlauf zu Woche 24 in beiden Behandlungsgruppen deutlich abfallen,

wahrend sie bei nicht NSAR-Einnahme in der MTX-Behandlungsgruppe abfallen, in der

Kombinationstherapiegruppe jedoch kaum eine Reduktion erfahren. Zu Woche 48

zeichnen sich kaum Veranderungen im Vergleich zu Woche 48 ab.

Tab.16 Calprotecinkonzentration zu Tag 0, Woche 24 und Woche 48 bei Prednisolon -
und keiner Prednisolon -Einnahme

Keine Prednisolon-Einnahme Prednisolon-Einnahme
N Mittel- Std.- N Mittel- Std.-
wert Abweichung wert Abweichung

Calprotec- | ADA 17 31,0 33,7 15 14,6 7,4
tinkonz zu +
Tag 0 MTX
Calprotec- | MTX 15 27,9 24,7 15 26,6 457
tinkonz zu
Tag 0
Calprotec- | ADA 17 17,8 10,4 15 14,7 9,6
tinkonz zu +
Woche 24 MTX
Calprotec- | MTX 15 17,5 6,6 15 12,7 8,4
tinkonz zu
Woche 24
Calprotec- | ADA 17 19,5 9,6 15 11,6 8,2
tinkonz zu +
Woche 48 MTX
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3.3.2. Calprotectinkonzentration beziiglich DAS28-Responder/ Non-Responder

Tab.17 Calprotectinkonzentration zu Tag 0, Woche 24 und Woche 48 unterteilt nach
DAS28-Respondern und Non-Respondern

Responder (n=27)

Non- Responder (n=36)

Mittelwert Std.-Abw. Mittelwert Std.-Abw.

Calprotectinkon- ADA + 28,8 38,4 191 8,3
zentration zu MTX

Tag 0 MTX 35,7 50,2 21,3 18,7
Calprotectinkon- ADA + 17,2 11,2 15,7 9,2
zentration zu MTX

Woche 24 MTX 15,1 7,1 14,4 8,7
Calprotectinkon- ADA + 17,8 11,6 14,3 7,9
zentration zu MTX

Woche 48 MTX 20,2 9,6 13,4 8,9

Anhand Tab. 17 wird ersichtlich, dass die Calprotectinkonzentrationen zu Tag 0 in der

Gruppe, die eine deutliche DAS28-Response erfahren hat, bei beiden

Behandlungsgruppen (ADA+ MTX vs. MTX) deutlicher hoher ist als bei den Patienten,

die keine Response zeigen konnten. Im weiteren Verlauf zu Woche 24 ahneln sich die

Calprotectinkonzentrationen sowohl bei Respondern als auch bei Non- Respondern. Zu

Woche 48 zeigt sich in der Behandlungsgruppe mit MTX bei den Respondern erneut

ein leichter Anstieg der Calprotectinkonzentration.
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3.3.3. Uberpriifung der Calprotectinkonzentration nach Serologie
Tab.18 Calprotectinkonzentration (ug/ml) unterteilt nach Serologie

ACPA-/RF | ACPA-/RF+ | ACPA+RF- | ACPA+RF+
(n=7) (n=2) (n=3) (n=50)

Mittel | Std. | Mittel Std. | Mittel | Std. | Mittel | Std.
wert | Abw. | wert Abw. | wert | Abw. | wert | Abw.

Calprotetin- |ADA+ | 17,9 8,9 17,7 o 21,6 *x 24,2 28,3
konz. zu MTX

Tag 0 MTX | 230 | 21,7 | 20,8 *x 19,8 1,3 | 28,9 | 40,5

Calprotetin- |ADA+ 9,7 6,7 12,9 > 23,85 * 16,9 | 10.3
konz. zu MTX

Woche 24 ImTx | 129 | 97 | 180 | = [ 150 | 39 | 154 | 81

Calprotetin- |ADA+ | 10,3 9,7 18,3 o 16,2 * 16,3 10,0
konz. zu MTX

Woche 48 ImTx | 11,01 ] 884 | 238 | = [ 174 | 39 | 163 | 103

**In diesen Fallen konnte keine Standardabweichung bestimmt werden, da in diesen
Gruppen es bezuglich der Serologie nur 1 Probe vorhanden ist.

Zu Baseline liegt die hochste Konzentration an Calprotectin (ug/ml) bei den serologisch
zweifach-positiven (ACPA+/RF+) Patientenseren, vor allem in der MTX-Monotherapie-
Behandlungsgruppe. Wobei die Calprotectinkonzentration der MTX-Therapiegruppe bei
den seronegativen Patienten bei 23ug/ml liegt und sich damit nicht wesentlich von der
Calprotectinkonzentation der Kombinationsgruppe mit 24,2ug/ml unterscheidet.
Bezuglich der Gbrigen Serologien zeigen sich keine ausgepragten Unterschiede. Im
weiteren Verlauf zu Woche 24 fallt die Calprotectinkonzentration in der
Behandlungsgruppe mit Adalimumab/MTX und Seronegativitat deutlich von 17,9 ug/mli
auf 9,7ug/ml ab. Eine Reduktion der Calprotectinkonzentration in diesem Ausmal3 kann
bezlglich anderer Serologien zu Woche 24 nicht verzeichnet werden. Zu Woche 48

verandern sich die Calprotectinkonzentrationswerte nicht wesentlich.
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3.4. Korrelationen mit den unterschiedlichen Aktivitatsparametern bzw.
Aktivitatsscores

3.4.1. Korrelation Calprotectin mit BSG

Bei der Korrelationsanalyse zwischen den beiden Variablen Calprotectin und BSG
konnte anhand des Spearman-Rho-Tests keine relevante Korrelation in den
Wochenintervallen 0_24 und 24_48 festgestellt werden. Die Berechnung eines
Bestimmtheitsmales gibt Aufschluss daruber, wie hoch der prozentuelle Anteil einer
vollkommenen Korrelation erreicht wurde und hilft dabei zu entscheiden, ob es sich um
eine relevante Korrelation handelt oder nicht. Bei der Berechnung des
Bestimmtheitsmaldes der Korrelation zwischen den beiden Variablen Calprotectin und
BSG beispielsweise im dem ersten Wochenintervall 0-24 wirde ein Bestimmtheitsmal}
von 2,4% erreicht. Damit bleiben weiterhin 97,6% einer moglichen Korrelation unklar.
Damit kann nur eine geringe Aussage Uber die Korrelation gegeben werden.

Bei der Berechnung des Bestimmtheitsmales der Korrelation Calprotectin im
Wochenintervall 0-24 zu Calprotectin im Wochenintervall 24-48 werden nur 3,8%
erreicht. Damit kann ebenfalls in diesem Fall nur eine geringe Aussage uber die
Korrelation erfolgen, da weiterhin 96,2% unklar sind.

Daher kann abschliel3end aus dem Abfall der Calprotectinwerte zu Beginn keine
Aussage Uber weitere Abfalle der Calprotectinkonzentration im Verlauf gegeben

werden.
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Tab.19 Spearman-Rho-Test zwischen Calprotectinserumkonzentration (pg/ml,
Calprotectinkonz A Woche 0-24,24-48) und BSG- Werten(mm/h)

Uberpriifung auf signifikante Zusammenhange zwischen Calprotectinserumkonzentrationmittelwerte
(ug/ml, Calprotectinkonz A Woche 0-24,24-48) und BSG- Werten (mm/h) im Wochenintervall 0-24 und

Woche 24-48
BSG A Woche | BSG A Woche
0-24 24-48
Spearman-Rho | Calprotec- Korrelations- ,195 -,132
tinkonz_ koeffizient
A Woche 0-24 |N 63 61
Calprotec- Korrelations- ,106 ,024
tinkonz_ koeffizient
A Woche 24-48 |N 63 61
**. Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

Des Weiteren wird im Folgenden nochmal anhand der Grafik sowie anhand der

deskriptiven Statistik bezugnehmend auf den Verlaufsmarker BSG verdeutlicht, dass

nach Absetzen der Kombinationstherapie (Adalimumab+ Methotrexat) mit Fortfuhrung
der Monotherapie mit Methotrexat der BSG Wert zwar fallt ( BSG A Woche 0_24
Mittelwert 24,06; BSG A Woche 24-48 Mittelwert 3,04), jedoch erreicht dieser Wert nicht
ein ahnliches Ausmal} wie bei Patienten, die eine durchgangige MTX-Monotherapie
(BSG A Woche 0-24 Mittelwert 20,65 ; BSG A Woche 24-48 Mittelwert 1,24) erhalten

haben.
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Tab.20 Deskriptive Statistik des BSG-Konzentration

Gruppe Statistik Std.-Fehler
BSG Adalimu | Mittelwert -24,06 3,04
A Woche -mab Median -19,00
0-24 +MTX | Std-Abweichung 17,23
MTX Mittelwert -20,65 3,34
Median -20,00
Std.-Abweichung 17,99
BSG Adalimu | Mittelwert 3,40 1,50
A Woche ‘mab  |Median 2,00
24-48 +MTx | Std-Abweichung 8,50
MTX Mittelwert -1,24 2,81
Median -1,00
Std.-Abweichung 15,13

Deskriptive Statistik des BSG-Konzentration im Wochenintervall 0-24 und 24-48 unterteilt in
Therapiegruppen (Adalimumab+ MTX vs. MTX Monotherapie)
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Abb. 13: Anderung des BSG-Werts (mm/h) bei RA-Patienten unterteilt in die beiden
Therapiegruppen (Adalimumab/MTX vs. MTX)

Die Boxplots zeigen den Median als horizontalen Balken. Das obere und untere Quartil und die mit °
markierten Ausreiller zeigen die BSG-Werte (mm/h) bei RA-Patienten. Anhand der Abbildung wird
ersichtlich, dass der BSG-Wert sowohl in der Gruppe mit der Kombinationstherapie als auch in der
Gruppe mit der Monotherapie deutlich in den ersten 24 Wochen abfallt und im weiteren Verlauf keine

ausgepragten Veranderungen aufzeigt.

Anhand des Mann-Whitney-U-Tests soll erneut verdeutlicht werden, dass keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der BSG-Werte (mm/h) zu Tag 0, Woche 24 und
Woche 48 in beiden Therapiegruppen bestehen.
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Tab.21 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen
beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich
Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) zum Zeitpunkt 0, 24 und 48 sowie des BSG
zu Woche 0, 24 und 48

Calpro- | Calpro- | Calpro- BSG BSG Wert, | BSG Wert,
tectin tectin tectin Wert, Woche 24 | Woche 48
MO M24 M48 Tag 0

Asympto-tische ,670 573 ,962 , 746 ,382 ,492
Signifikanz

3.4.2. Korrelation Calprotectin mit CRP

Ahnlich wie bei der Korrelation zwischen den BSG-Werten und Calprotectin zeigen sich
bei der Korrelationsanalyse der Calprotectin-Konzentrationen mit den CRP-
Konzentrationen keine relevanten Korrelationen. So wird beispielsweise bei der
Berechnung des Bestimmtheitsmalies der Korrelation zwischen Calprotectin und CRP
zum Wochenintervall 0-24 ein Wert von 0,12 % erreicht. Das bedeutet, dass weiterhin
99,88% unklar sind und damit nur eine geringe Aussage uber die Korrelation erfolgen
kann. Ahnlich verhalt es sich bei der Korrelation zwischen Calprotectin und CRP im
Wochenintervall 24-48. Das Bestimmtheitsmal} betragt 0,44%. Damit kann ebenfalls

keine ausreichende Aussage Uber das restliche Korrelationsverhalten erfolgen.
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Tab.22 Spearman-Rho-Test auf relevante Zusammenhange zwischen
Calprotectinserumkonzentrationmittelwerte (ug/ml) und CRP- Konzentrationen (mg/dl))
im Wochenintervall 0-24 und Woche 24-48

Gruppe CRP CRP
A Woche | A Woche
0-24 24-48
Spear- ADA+ | Calprotectin- Korrelationskoeffiz ,035 ,067
man-Rho MTX konz ient
A Woche 0-24 |N 31 32
Calprotectin- Korrelationskoeffiz ,031 -,047
konz ient
A Woche N 31 32
24-48
MTX Calprotectin- Korrelationskoeffiz -,155 -,024
konz ient
A Woche 0-24 |N 31 29
Calprotectin- Korrelationskoeffiz , 119 ,258
konz ient
A Woche 24-48 |N 31 29
**. Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).
*. Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).

Anhand der hier folgenden deskriptiven Statistik und Grafik hinsichtlich der CRP-Werte
kann eine deutlich hohere Senkung des CRP- Werts bei der Kombinationstherapie-
Gruppe in der ersten Halfte der Studie ( Woche 0-24 CRP-Mittelwert -2,37) beobachtet
werden verglichen mit der Monotherapiegruppe (Woche 0-24 CRP-Mittelwert -1,61). Im
weiteren Verlauf zeigt sich jedoch nach Umstellung der Kombinationstherapie auf eine
Monotherapie, dass die CRP-Werte im der zweiten Studienhalfte im Mittelwert
ansteigen (CRPA Woche 24-48 Mittelwert 0,337), wahrend die Werte in der Gruppe mit

der permanenten Monotherapie mit Methotrexat weiterhin niedrig verbleiben (CRP

A Woche 24-48 Mittelwert -0,0459). Es wurden keine signifikanten Unterschiede
bezuglich den CRP-Werten in beiden Therapiegruppen zu Tag 0, Woche 24 und Woche
48 gefunden. Dies konnte anhand des Mann-Whitney-U-Tests festgestellt werden.
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Tab.23 Mann-Whitney-U-Test

Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs.
MTX) hinsichtlich der Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) zum Zeitpunkt 0, 24 und 48 sowie des
CRP zu Woche 0, 24 und 48.

Calpro- | Calpro- | Calpro- CRP CRP CRP
tectin tectin tectin Wert, Wert, Wert,

T0 W24 W48 Tag 0 Woche | Woche
24 48
Asymptotische ,670 573 ,962 ,683 ,029 ,216
Signifikanz (2-
seitig)

Tab.24 Deskriptive Statistik der CRP-Konzentration im Wochenintervall 0-24 und
24-48 unterteilt in Therapiegruppen (ADA+ MTX= Adalimumab+ MTX vs. MTX
Monotherapie)

Gruppe Statistik [Std.-Fehler
CRP ADA+ Mittelwert -2,37 ,50732
A Woche MTX Median -1,07
0-24 Std.-Abweichung 2,82
MTX Mittelwert -1,60 41
Median -1,15
Std.-Abweichung 2,22
CRP ADA+ Mittelwert ,33 ,18
A Woche MTX Median ,06
24-48 Std.-Abweichung 1,04
MTX Mittelwert -,0459 279
Median -,02
Std.-Abweichung 1,50
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Abb. 14: Anderung in der Serumkonzentration von CRP in mg/dl bei RA-Patienten unterteilt in
die beiden Therapiegruppen (Adalimumab/MTX vs. MTX)

Die Boxplots zeigen den Median als horizontalen Balken. Das obere und untere Quartil und die mit »

markierten Ausreier markieren die CRP-Serumkonzentrationen (mg/dl) bei RA-Patienten. Anhand

dieser Abbildung ist ersichtlich, dass es in beiden Therapiegruppen (Adalimumab + Methotrexat vs.

Methotrexat-Monotherapie) zu einem deutlichen Abfall der CRP-Konzentration in den ersten 24

Wochen kommt, der sich jedoch im weiteren Verlauf nicht wesentlich verandert.
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Abb. 15: Zusammenfassende Darstellung der Verlaufe verschiedener Parameter
(CRP_Differenz_Woche 0-24, 24-48, BSG_Differenz-Woche 0-24; 24-48, Calprotectin_Differenz_
Woche 0-24; 24-48). Die zusammenfassende Darstellung der drei Variablen CRP, BSG und
Calprotectin soll verdeutlichen, dass alle drei Parameter zwar in den ersten 24 Wochen eine
Reduktion in beiden Behandlungsgruppen erfahren haben, die sich jedoch im weiteren Verlauf bis
Woche 48 nicht wesentlich verandert.

3.4.3. Korrelation Calprotectin mit DAS28

Im Rahmen der deskriptiven Statistik Iasst sich bereits tendenziell das Verhalten des
DAS28 in den zwei unterschiedlichen Therapiegruppen (Kombitherapie vs.
Monotherapie) ablesen. Zum Screening zeigt sich zunachst kein gravierender
Unterschied in beiden Therapiegruppen (ADA+ MTX DAS28-Mittelwert 6,11; MTX
DAS28 Mittelwert 6,25). Zu Woche 24 sind in beiden Gruppen zwar die DAS28-Werte
gesunken, jedoch unterscheiden sich diese DAS28-Werte in den Gruppen
untereinander kaum (ADA+MTX Mittelwert 2,59; MTX Mittelwert 2,90).
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Zu Woche 40 verbleiben die DAS28-Werte im ahnlichen Bereich wie zu Woche 24
(ADA+MTX Mittelwert 2,55; MTX Mittelwert 2,65). Dabei fallt auf, dass der DAS28-Wert
noch weiter in der Monotherapie-Gruppe verglichen zu Woche 24 gesunken ist,

wahrend der DAS28-Wert der Kombinationstherapie-Gruppe verglichen zu Woche 24

gleich geblieben ist.

Tab.25 Deskriptive Statistik der DAS28-Werte

Deskriptive Statistik der DAS28-Werte zu Woche 0,24 und 48 unterteilt in Therapiegruppen

(Adalimumab+ MTX vs. MTX Monotherapie)

Gruppe Std.-

Fehler

DAS28, ADA Mittelwert 6,11 14
Tag 0 +MTX Median 5,97
Std.-Abweichung ,84

MTX Mittelwert 6,25 15
Median 6,04
Std.-Abweichung ,87

DAS28, ADA Mittelwert 2,59 22
Woche 24 +MTX Median 2,48
Std.-Abweichung 1,22

MTX Mittelwert 291| ,18805
Median 3,03
Std.-Abweichung 1,03

DAS28, Woche |ADA Mittelwert 2,55| ,22002
+l0 +MTX  [Median 2,6
Std.-Abweichung 1,25

MTX Mittelwert 2,65 ,19138
Median 2,63
Std.-Abweichung 1,05
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Tab.26 Kolmogorov-Smirnov-Test des DAS28 zum Zeitpunkt Woche 0, Woche 24 und

Woche 48 (ADA+MTX = Adalimumab + Methotrexat).
Uberpriifung auf Normalverteilung des DAS28 zum Zeitpunkt Woche 0, 24 und 48

(ADA+ MTX= Adalimumab + Methotrexat) Die Untersuchung auf die Frage nach
Normalverteilung dient der Entscheidung, ob im weiteren Verlauf ein parametrischer
(t-Test) oder ein nicht-parametrischer Test ( Mann-Whitney-U-Test) zur Feststellung
signifikanter Unterschiede anzuwenden ist. Anhand des Kolmogorov -Smirnov-Tests
konnte eine Normalverteilung bezlglich des DAS28 zum Zeitpunkt Tag 0, Woche 24
und Woche 48 nicht abgelehnt werden.

Gruppe Kolmogorov-Smirnov
Statistik Signifikanz

DAS28, ADA ,098 ,200°
Tag 0 +MTX

MTX ,131 ,188
DAS28, ADA ,083 ,200°
Woche 24 +MTX

MTX ,107 ,200°
DAS28, ADA ,133 ,161
Woche 40 +MTX

MTX ,063 ,200°
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Tab.27 Spearman-Rho-Test auf signifikante Zusammenhange zwischen
Calprotectinserumkonzentrationwerte (ug/ml) zu Woche 0,24 und 48und DAS28-Index

zu Woche 0,24 und 48

Gruppe DAS28 DAS28
A Woche | A Woche
0 24 24 40
Spearman- |ABA+ Calprotectin- | Korrelationskoeffi ,062 -,058
Rho MTX konz_ zient
A Woche 0 24 |N 29 29
Calprotectin- | Korrelationskoeffi , 131 -,077
konz_ zient
A Woche N 29 29
24 48
MTX Calprotectin- | Korrelationskoeffi ,045 ,012
konz_ zient
A Woche 0_24 |N 31 30
Calprotectin- | Korrelationskoeffi ,212 -,007
konz_ zient
A Woche N 31 30
24 48

Obwohl anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests bezuglich des DAS28 zu allen drei

Zeitpunkten (Tag 0, Woche 24 und Woche 40) eine Normalverteilung nicht abgelehnt

werden konnte, wurde anstelle des t-Tests der Mann-Whitney-U-Test zur besseren

Vergleichbarkeit angewandt. Anhand des Mann-Whitney-U-Tests konnten keine

signifikanten Unterschiede bezuglich des DAS28-Werts in beiden Behandlungsgruppen

festgestellt werden.
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Tab.28 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen
beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich der

Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) zum Zeitpunkt 0, 24 und 48 sowie des
DAS28 zu Woche 0,24 und 48.

Calpro- | Calpro- | Calpro- | DAS28, | DAS28, | DAS28,
tectin tectin tectin Tag 0 Woche | Woche
Tag 0 Woche | Woche 24 40
24 48
Asymptotische ,67 57 ,96 ,65 ,30 ,67
Signifikanz

3.4.4. Korrelation Calprotectin mit TIC/SJC

Es wurden des Weiteren Veranderungen der schmerzhaften und geschwollenen

Gelenke im Therapieverlauf untersucht. Dabei konnte in der Korrelationsanalyse von

der Calprotectinkonzentration mit dem Gelenkstatus im Verlauf keine relevanten

Korrelationen aufgezeigt werden. Jedoch ist anhand der deskriptiven Statistik eine

Verbesserung der schmerzhaften und geschwollenen Gelenke unter Therapie

festzustellen.

Tab.29 Deskriptive Statistik der druckschmerzhaften (tender joints) und geschwollenen

Gelenke (swollen joints) zu Woche 0 und Woche 24

Tender Joints | ADA+MTX | Mittelwert 11,2 1,1
Woche 0 Median 8,0
Std.-Abweichung 5,8

MTX Mittelwert 12,8 1,1
Median 11,0
Std.-Abweichung 6,1

Tender Joints | ADA+MTX | Mittelwert 1,9 ,8
Woche 24 Median 1,0
Std.-Abweichung 4,2

MTX Mittelwert 2,0 %)
Median 1,0
Std.-Abweichung 2,8
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Swollen ADA+MTX | Mittelwert 8,9 0,9
Joints Median 8,0
Woche 0 Std.-Abweichung 4,7
MTX Mittelwert 11,2 1,0
Median 9,0
Std.-Abweichung 5,8
Swollen ADA+MTX | Mittelwert 0,6 0,2
Joints Median 0,0
Woche 24 Std.-Abweichung 1,0
MTX Mittelwert 1,9 0,4
Median 1,0
Std.-Abweichung 25

Tab.30 Spearman-Rho-Test auf relevante Zusammenhange zwischen
Calprotectinserumkonzentrationmittelwerte (ug/ml) und den druckschmerhaften (tender
joints) und geschwolllenen Gelenke (swollen joints) zu Woche 0, 24 und 48

Tender [Tender|Swollen|Swollen

Joints zu Joints | Joints | Joints
Tag 0 - zu Tag zu

Woche 0 Woche

Spearman- | Calprotectin- | Korrelationskoeffizient -,082 ,175 ,010 ,120
Rho (I;onz zu Tag N 62 60 62 60
Calprotectin- | Korrelationskoeffizient , 132 ,072 ,050 ,213
A 62 60 | 62 60

Woche 24
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Tab.31 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen

beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich der

Calprotectinserumkonzentrationen (pg/ml) und den Tender Joints und Swollen Joints

Calprotectin- | Calprotectin- | Tender | Tender | Swollen | Swollen
konz MO konz M24 joints joints | joints WO | joints
WO W24 W24
Mann- 465,00 455,00 408,50 | 402,00 | 395,00 | 308,00
Whitney-
U-Test
3.4.5. Korrelation Calprotectin mit SDAI/CDAI
Tab.32 Deskriptive Statistik der SDAI- Werte zu Woche 0 und 24
SDAI ADA+MTX | Mittelwert 29,9 1,8
Woche 0 Median 28,2
Std.-Abweichung 10,0
MTX Mittelwert 29,6 1,8
Median 28,6
SDAI ADA+MTX | Mittelwert 13,6 1,3
Woche24 Median 11,1
Std.-Abweichung 7,3
MTX Mittelwert 17,1 1,5
Median 15,6
Std.-Abweichung 8,3

Bei der Korrelationsanalyse konnte zu keinem der Zeitpunkte (SDAI Screening p-
Wert=0,678; SDAI Woche 24 p-Wert=0,273) eine relevante Korrelation zwischen dem
SDAI und den Calprotectin-Konzentrationen mit Hilfe des Spearman-Tests

nachgewiesen werden.



Tab.33 Spearman-Rho-Test auf signifikante Zusammenhange zwischen
Calprotectinserumkonzentrationslwerte (ug/ml) und den SDAI- Werten zu Woche 0 und
24

SDAI SDAI
Screening Woche 24
Spearman-Rho | Calprotectin- | Korrelationskoeffi- -,176 ,039
konz. zu zient
Tag 0 N 62 62
Calprotectin- | Korrelationskoeffi- -,074 ,000
konz. zu zient
Woche 24 N 62 62
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Abb.16. Boxplot Verlauf von Calprotectin im Vergleich zu SDAI
Die Abbildung zeigt das Verhalten der Calprotectin-Konzentration sowie des SDAI im Verlauf in
beiden Therapiegruppen. Die Boxplots zeigen den Median als horizontalen Balken. Das obere und

untere Quartil zeigt den SDAI-Wert bei RA-Patienten im Vergleich Kombinationstherapie (Adalimumab
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+ MTX) vs. MTX-Monotherapie. Aus dieser Abbildung ist deutlich ersichtlich, dass es zu einem SDAI-

Abfall bei beiden Therapiegruppen in den ersten 24 Wochen kommt.

Tab.34 Deskriptive Statistik der CDAI- Werte zu Woche 0 und 24

CDAI ADA+MTX | Mittelwert 26,9 1,8
Woche 0 Median 24,2
Std.-Abweichung 10,1

MTX Mittelwert 27,2 1,7
Median 26,0
Std.-Abweichung 9,3

CDAI ADA+MTX | Mittelwert 12,7 1,2
Woche 24 Median 11,0
Std.-Abweichung 6,8

MTX Mittelwert 16,3 1,5
Median 14,6
Std.-Abweichung 8,2

Bezuglich der Korrelationsanalyse zwischen der Calprotectinkonzentration und dem
CDAI zu den Zeitpunkten Woche 0 und Woche 24 sind keine relevanten Korrelationen

sowohl anhand des Pearson als auch anhand des Spearman-Rho-Tests festzustellen.

Tab.35 Spearman-Rho- Test auf signifikante Zusammenhange zwischen
Calprotectinserumkonzentrationwerte (ug/ml) und den CDAI Werten zu Woche 0 und
24

CDAI CDAI
Woche 0 Woche 24
Spearman- Calprotectin- | Korrelationskoeffi- -,126 ,058
zient
Rho konz
N 62 62
Tag 0
Calprotectin- | Korrelationskoeffi- ,023 ,020
konz zient
Woche 24 X 62 62
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede der CDAI- als auch des SDAI- Werte in

beiden Therapiegruppen anhand des Mann-Whitney-U-Tests festgestellt werden.

Tab.36 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen

beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich der

Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) und den CDAI Werten zu Woche 0 und 24

Calprotec- Calprotec- CDAI CDAI
tinkonz. tinkonz. Tag 0 Woche24
Tag 0 Woche 24
Asymptotische ,670 573 , 784 ,051
Signifikanz

Tab.37 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen

beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich der Mittelwerte der

Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) und den SDAI Werten zu Woche 0 und 24

Calprotec- | Calprotec-
tinkonz. | tinkonz. SDAI SDAI
Tag 0 Woche 24 Tag 0 Woche24
Asymptotische Signifikanz ,670 973 ,894 ,067

3.4.6. Korrelation mit HAQ-Index

Die folgende deskriptive Statistik beschreibt zunachst das Verhalten des HAQ-Index
der beiden Therapiegruppen. Zum Screeningbeginn ist bereits anhand der Mittelwerte
der beiden Gruppen eine leichte Differenz zu erkennen (ADA+MTX Mittelwert 1,441;
MTX Mittelwert 1,232). Im weiteren Verlauf zu Woche 24 fallen die Werte des HAQ in
beiden Gruppen ab (ADA+MTX Mittelwert 0,306; MTX Mittelwert 0,406), wobei der HAQ
der Kombinationstherapiegruppe (Adalimumab+ MTX) deutlich starker abfallt als die
Monotherapiegruppe. Zu Woche 40 geben die Patienten in beiden Therapiegruppen
ahnlich niedrige HAQ-Werte an (ADA+MTX Mittelwert 0,353; MTX Mittelwert 0,363).
Wobei sich hierbei in der Kombinationstherapiegruppe eine leichte Steigerung der

HAQ-Werte zeigt, wahrend die Werte in der Monotherapiegruppe weiter sinken.
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Tab.38 Deskriptive Statistik der HAQ-Index zu Woche 0, 24 und 48 unterteilt in

Therapiegruppen (Adalimumab + MTX vs. MTX- Monotherapie)

Std.-

Gruppe Statistik | Fehler

HAQ, ADA+ Mittelwert 1,44 1114
Screening | p7x Median 1,40
Std.-Abweichung ,63

MTX Mittelwert 1,23 ,1012
Median 1,10
Std.-Abweichung ,56

HAQ, Woche |ADA+ Mittelwert ,31 ,0738
= MTX Median 05
Std.-Abweichung 42

MTX Mittelwert 41 ,0726
Median ,40
Std.-Abweichung ,40

HAQ, Woche |ADA+ Mittelwert ,35 ,0880
w0 MTX Median 05
Std.-Abweichung ,50

MTX Mittelwert ,36 ,069
Median ,30
Std.-Abweichung ,38
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Abb 17: HAQ- Index bei ausgewdhlten RA-Patienten der HIT-Hard-Studie.

Die Boxplots zeigen den Median als horizontalen Balken. Das obere und untere Quartil zeigt die HAQ-
Werte bei RA-Patienten im Vergleich Adalimumab+ MTX-Kombitherapie vs. MTX-Monotherapie.
Anhand dieser Abbildung ist ersichtlich, dass es in den ersten 24 Wochen in beiden Therapiegruppen
zu einem deutlichen Abfall des HAQ-Index gekommen ist. Wahrend sich der HAQ-Index in der Gruppe
mit der Kombinationstherapie (Adalimumab+ Methotrexat) bis zur 48. Woche nicht weiter verandert,

zeigt der HAQ-Index in der Monotherapiegruppe eine weitere Reduktion im Median.

Bei der Korrelationsanalyse der Calprotectinwerte zusammen mit dem HAQ konnten
keine relevanten Korrelationen zu keinem der Zeitpunkte (Woche 0, Woche 24, Woche

40) gezeigt werden.
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Tab.39 Spearman-Rho-Test auf signifikante Zusammenhange zwischen
Calprotectinserumkonzentrationsmittelwerte (ug/ml) und den HAQ- Index zu Woche 0,

24 und 40
HAQ, HAQ, HAQ,
Screening | Woche 24 | Woche 40
Spearman- | Calpro- Korrelationskoeffi- -,115 -,023 ,102
Rho tectinkonz zient
g 0 N 63 63 62
Calpro- Korrelationskoeffi- -,225 -,114 -,030
tectinkonz zient
Woche 24 N 63 63 62
Calpro- Korrelationskoeffi- -,149 -,031 ,062
tectinkonz zient
Woche 48 N 63 63 62

Tab.40 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen
beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich der
Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) und den HAQ Werten zu Woche 0, 24 und

40.
Calpro- Calpro- Calpro- HAQ, HAQ, HAQ,
tectinkonz | tectinkonz | tectinkonz | Woche 0 | Woche 24 | Woche 40
Tag0 | Woche 24 | Woche
48
Asympto- ,670 573 ,962 ,168 ,101 ,484
tische
Signifikanz
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Veranderung im HAQ-Index /DAS28
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Abb.18: Abbildung zum Verlauf der DAS28- und HAQ- Werte in beiden Therapiegruppen.

Wie bereits oben beschrieben, weist der DAS28 eine deutliche Reduktion in beiden

Therapiegruppen innerhalb der ersten 24 Studienwochen auf, wobei die Reduktion in

der Kombinationstherapiegruppe deutlich ausgepragter ist als in der Monotherapie.

Im weiteren Verlauf stagniert das Reduktionsverhalten bezlglich dem DAS28 in der

Kombinationstherapiegruppe, wahrend er in der Monotherapiegruppe bis zu Woche

40 eine Tendenz der Reduktion aufweist. Ein ahnliches Verhalten ebenfalls der HAQ-

Index auf.
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3.4.7. Korrelation mit ACR20/50/70

Eine ACR20 Response ist deutlicher in der MTX Gruppe zu verzeichnen als in der

Gruppe mit der Kombinationstherapie. Dieses Ergebnis zeigt jedoch keine signifikanten

Unterschiede zwischen beiden Therapiegruppen (Kombinationstherapie vs.
Monotherapie).

Tab.41 Kreuztabelle bzgl. ACR20-Response in den Therapiegruppen.

Gruppe
ADA+
MTX MTX Gesamt
ACR 20% Nicht- Anzahl 4 2 6
Response, |Ansprechen % innerhalb von 12,9% 6,5% 9,7%
Woche 24 Gruppe
Ansprechen | Anzahl 27 29 56
% innerhalb von 87,1% 93,5% 90,3%
Gruppe
Gesamt Anzahl 31 31 62
% innerhalb von 100,0% | 100,0% | 100,0%
Gruppe

In diesem Fall erreichen 87,1% der Patienten in der Kombinationstherapie und 93,5%

der Patienten in der Monotherapie einen ACR20-Response.

Tab.42 Chi-Quadrat-Unabhangigkeits-Test zur Uberpriifung der ACR20-Kriterien von
der Therapie (Adalimumab + MTX vs. MTX)

Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Pearson

Chi-Quadrat nach

,390

Der therapeutische ACR- Response von 20% ist sowohl in der MTX Gruppe als auch in

der Gruppe mit der Kombinationstherapie ahnlich zu verzeichnen. Der Chi-Quadrat-

77



Test zeigt hinsichtlich der Responserate keine signifikanten Unterschiede zwischen den

beiden Therapiegruppen (Kombinationstherapie vs. Monotherapie).

Tab.43 Kreuztabelle bzgl. ACR50-Response in den Therapiegruppen.

Gruppe
ADA+
MTX MTX | Gesamt
ACR 50% | Nicht- Anzahl 6 6 12
Response, |Ansprechen % innerhalb von 19,4% 19,4% | 19,4%
Woche 24 Gruppe
Ansprechen Anzahl 25 25 50
% innerhalb von 80,6% 80,6% | 80,6%
Gruppe
Gesamt Anzahl 31 31 62
% innerhalb von 100,0% | 100,0% | 100,0%
Gruppe

Es zeigen sich ebenfalls keine deutlichen Unterschiede der Therapiegruppen beim

Erreichen einer ACR50- Response. Es erreichen 80,6% der Patienten sowohl in der

Kombinationstherapie als auch in der Monotherapie eine ACR50- Response.

Tab.44 Chi-Quadrat-Unabhéngigkeits-Test zur Uberprifung der ACR50-Response

(Adalimumab + MTX vs. MTX)

Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Chi-Quadrat nach
Pearson

1,000

Der Chi-Quadrat-Test zeigt ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den

beiden Therapiegruppen (Kombinationstherapie vs. Monotherapie).
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Tab.45 Kreuztabelle bzgl. ACR70-Response in den Therapiegruppen

Gruppe
ADA+
MTX MTX Gesamt
ACR 70% Nicht- Anzahl 12 20 32
Response, |Ansprechen | % innerhalb von 38,7% 64,5% 51,6%
Woche 24 Gruppe
Ansprechen |Anzahl 19 11 30
% innerhalb von 61,3% 35,5% 48,4%
Gruppe
Gesamt Anzahl 31 31 62
% innerhalb von 100,0% | 100,0% | 100,0%
Gruppe

Die ACR70 Response wird durch die Patienten in der Kombinationstherapiegruppe

besser bewertet (61,3%) als in der Monotherapiegruppe (35,5%).

Tab.46 Chi-Quadrat-Unabhangigkeits-Test zur Uberpriifung der ACR70-Response von
der Therapie ( Adalimumab + MTX vs. MTX)

Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Chi-Quadrat nach
Pearson

,042

Der Chi-Quadrat-Test zeigt ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den

beiden Therapiegruppen (Kombinationstherapie vs. Monotherapie
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Tab.47 Kreuztabelle bzgl. ACR20-Response in den Therapiegruppen zu Woche 48.

Gruppe
ADA+MTX MTX Gesamt
ACR 20% Nicht- Anzahl 9 6 15
Response, |Ansprechen | % innerhalb 28,1% 19,4% 23,8%
Woche 48 von Gruppe
Ansprechen |Anzahl 23 25 48
% innerhalb 71,9% 80,6% 76,2%
von Gruppe
Gesamt Anzahl 32 31 63
% innerhalb 100,0% 100,0% | 100,0%
von Gruppe

Zu Woche 48 zeigen sich ebenfalls in beiden Therapiegruppen ahnliche Werte
bezuglich der Verbesserung um 20% der ACR-Kriterien. Dass keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Therapiegruppen bezuglich der Ansprechrate
bestehen, lasst sich mittels des Chi-Quadrat-Tests bestatigen:

Tab.48 Chi-Quadrat-Unabhéangigkeits-Test zur Uberpriifung der ACR20-Response von
der Therapie ( Adalimumab + MTX vs. MTX)

Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Chi-Quadrat nach 414
Pearson

ACR20 Response ist deutlicher in der MTX Gruppe nach 48 Wochen Therapie zu
verzeichnen als in der Gruppe mit der Kombinationstherapie. Diese Bewertung zeigt
jedoch ebenfalls anhand des Chi-Quadrat-Tests keinen signifikanten Unterschied

bezuglich der Ansprechraten in beiden Therapiegruppen.
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Tab.49 Kreuztabelle bzgl. ACR50- Response in den Therapiegruppen zu Woche 48.

Gruppe
ADA+
MTX MTX Gesamt
ACR 50% Nicht- Anzahl 14 9 23
Response, Ansprechen % innerhalb von 43,8% 29,0% 36,5%
Woche 48 Gruppe
Ansprechen Anzahl 18 22 40
% innerhalb von 56,3% 71,0% 63,5%
Gruppe
Gesamt Anzahl 32 31 63

Tab.50 Chi-Quadrat-Unabhangigkeits-Test zur Uberpriifung der ACR50-Response von
der Therapie ( Adalimumab + MTX vs. MTX)

Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Chi-Quadrat nach
Pearson

,225

Der therapeutische Erfolg von 70% zeigt sowohl in der MTX Gruppe als in der Gruppe

mit Kombinationstherapie keinen Unterschied. Auch diese Werte zeigen keinen

signifikanten Unterschied bezuglich der Ansprechraten zwischen beiden

Therapiegruppen anhand des Chi-Quadrat-Tests.
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Tab.51 Kreuztabelle bzgl. ACR70- Response in den Therapiegruppen zu Woche 48.

Gruppe
ADA +
MTX MTX Gesamt
ACR 70% Nicht- Anzahl 18 16 34
Response, |Ansprechen % innerhalb von 56,3% 51,6% 54,0%
Woche 48 Gruppe
Ansprechen Anzahl 14 15 29
% innerhalb von 43,8% 48,4% 46,0%
Gruppe
Gesamt Anzahl 32 31 63

Tab.52 Chi-Quadrat-Unabhéngigkeits-Test zur Uberpriifung der ACR70-Response der
Therapie (Adalimumab + MTX vs. MTX)

Asymptotische Signifikanz (zweiseitig)

Chi-Quadrat nach

Pearson 712

3.4.8. Korrelation mit Kontrollgruppe (Acetyliertes Lysin, inverses Lysin, Ornithin)

Wie bereits in den Grundlagen beschrieben, wurden die Calprotectinwerte mit Titern
von Antikorpern gegen acetylierte Peptide (AAPA) im Verlauf einer Therapie verglichen.
HC50IgG entspricht den Antikorpern gegen acetyliertes Ornithin, HC55lgG entspricht
Antikorpern gegen acetyliertes Lysin, HC55invers IgG entspricht Antikbrpern gegen
inverses Lysin. Wie der deskriptiven Statistik zu entnehmen ist, kommt es bei allen drei
Antikorper zu einem Abfall unter Therapie verglichen zu Woche 24.
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Tab.53 Deskriptive Statistik Antikorper gegen acetylierte Proteine (HC501gG= Ornithin;

HC55IgG= Lysin, HCS55invers= inverses Lysin) 0 und 24

HC501gG ABA+MTX | Mittelwert 5,6 0,4
Median 4,9
Std.-Abweichung 25
MTX Mittelwert 54 0,4
Median 53
Std.-Abweichung 1,98
HC50 zu ABA+MTX | Mittelwert 4,5 0,3
Woche 24 Median 4,3
Std.-Abweichung 1,9
MTX Mittelwert 4,1 0,2
Median 3,9
Std.-Abweichung 1,3
HC55I1gG ABA+MTX | Mittelwert 117,2 51,9
Median 8,1
Std.-Abweichung 2934
MTX Mittelwert 60,2 35,6
Median 7,2
Std.-Abweichung 195,0
HC55 zu ABA+MTX | Mittelwert 68,5 35,5
Woche 24 5% getrimmtes Mittel 30,1
Median 7,4
Std.-Abweichung 200,8
MTX Mittelwert 71,8 33,3
Median 7,4
Std.-Abweichung 182,5
HC55invers |ABA+MTX | Mittelwert 49,9 32,4
Median 12,6
Std.-Abweichung 183,4
MTX Mittelwert 28,3 8,0
Median 15,1
Std.-Abweichung 43,8
HC55invers | ABA+MTX | Mittelwert 17,3 3,2
zu Woche 24 Median 10,7
Std.-Abweichung 18,0
MTX Mittelwert 23,5 4,9
Median 15,3
Std.-Abweichung 26,8
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Abb.19 Titeranderung der untersuchten AAPA
Die Abbildung zeigt die Titerveranderungen der unterschiedlichen Antikrper gegen acetylierte
Proteine ( HC50IgG= Ornithin; HC55IgG= Lysin, HC55invers= inverses Lysin)

Desweiteren konnten in der Korrelationsanalyse mit Hilfe des Spearman-Rho-Test
keine signifikanten Korrelationen zwischen den Calprotectin-Werten und den drei
unterschiedlichen AAPAs (Antikorper gegen acetyliertes Ornithin, Lysin und inverses
Lysin) festgestellt werden. Anhand des Mann-Whitney-U-Tests wird erneut belegt, dass
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der AAPA-Werte in beiden
Behandlungsgruppen bestehen.
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Tab.54 Spearman-Rho-Test auf signifikante Zusammenhange zwischen
Calprotectinserumkonzentrationmittelwerte (ug/ml, Calprotectinkonz M0/M24) und
Antikorper gegen acetylierte Proteine ( HC50IgG= Ornithin; HC551gG= Lysin,

HC55invers= inverses Lysin) 0 und 24

HC50 | HC50 | HC55 | HC55 | HC55 | HC55
IgG IgG IgG IgG | invers | invers
U/ml U/ml | U/ml U/ml IgG IgG
Zu Zu Zu Zu U/ml U/ml
Tag 0 | Woche | Tag 0 | Woche| zu zu
24 24 Tag 0 | Woche
24
Spearm |Calpro- |Korrelations| -,047 | -,053 ,240 ,069 ,208 ,027
i N 62 62 59 61 61 62
zuTag0
Calpro- |Korrelations| ,037 ,092 ,320° | ,273 ,089 ,092
tectin- koeffizient
konz zu
Woche N 62 62 59 61 61 62
24

Tab.55 Mann-Whitney-U-Test zur Untersuchung signifikanter Unterschiede zwischen
beiden Therapiegruppen (ADA+MTX vs. MTX) hinsichtlich der Mittelwerte der
Calprotectinserumkonzentrationen (ug/ml) und Antikdrper gegen acetylierte Proteine
(HC501lgG= Ornithin; HC55IgG= Lysin, HCSS5invers= inverses Lysin) 0 und 24

Cal- | Cal- | HC50 | HC50 | HC55 | HC55 | HC55 | HCAAI
pro- pro- IgG IgG IgG IgG |invers IgG
tectin | tectin | U/ml U/ml | U/ml U/ml IgG U/ml
zu zu zu zu zu zu U/ml zu
Tag 0| Woche | Tag 0 | Woche | Tag0 | Woche | zu | Woche
24 24 24 Tag 0 24
Asymptotische | ,670 | ,573 , 746 ,612 ,649 ,650 ,081 ,231
Signifikanz (2-
seitig)
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Abb. 20 Calprotectinkonzentrationsidnderung und Titerdnderung der AAPA im Verlauf von 24

Wochen

Die Abbildung zeigt die Verlaufe der unterschiedlichen Marker unter Therapie. (KonzM =

Calprotectinkonzentration, (HC501gG= Ornithin; HC55IgG= Lysin, HC55invers= inverses Lysin).

Anhand der Abbildung wird ersichtlich, dass im Verlauf von 24 Wochen sowohl die

Calprotectinserumkonzentration als auch der Titer der Antikdrper gegen acetylierte Proteine sinkt.

Tab.56 Verteilung der AAPAs unterteilt nach Serologie

RF+/ACPA+ | RF+ /ACPA- RF- /ACPA+ RF- /ACPA-
HC50 + 0% 0% 0% 0%
HC50 - 100% 100% 100% 100%
HC55 + 38,89% 0% 0% 28,57%
HC55 - 61,11% 100% 100% 71,43%
HC55 i + 38,89% 18,20% 0% 21,43%
HC55 i - 61,11% 81,80% 100% 78,57%

Anhand dieser Tabelle wird ersichtlich, dass im Rahmen des untersuchten

Patientenkollektivs keine Seropositivitat besteht fur Antikdrper gegen acetyliertes

Ornithin (HC50). Die Seropositivitat fur Antikorper gegen acetyliertes Lysin (HC55+)

besteht vorwiegend bei zweifach seropositiven (RF+/ACPA+) und seronegativen (RF-
IACPA-) Patienten. Die Seropositivitat gegen acetylierte inverse Lysin (HC55i) besteht
bei zweifachpositiven (RF+/ACPA+), seronegativen (RF-/ACPA-) sowie nur RF-
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positiven Patienten, wobei die Seropositivitat bei den zweifach positiven Patienten am

hdchsten vertreten ist.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen neue Erkenntnissen verglichen mit der
bestehenden Literatur und werden im Folgenden mit den sich daraus resultierenden

Fragestellungen besprochen:

Welche Stellung hat Calprotectin als adaquater Biomarker bei der frihen rheumatoiden
Arthritis und wie kann man die Ergebnisse in die bereits bestehende Literatur uber
Calprotectin bei friher und etablierter rheumatoiden Arthritis einordnen?

4.1. Diskussion der Methodik
4.1.1. Kritische Beurteilung des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv von n=63 Patientenseren ist zuriickzufihren auf die
vorhandenen Einverstandniserklarungen dieser Patienten flr das Begleitprojekt der
HIT-HARD-Studie (Detert et al., 2013). Bei diesen Patientenseren handelt es sich um
ein gut charakterisiertes Kollektiv mit Verlaufsproben zu Tag 0, Woche 24 und 48. In
den Studien von (Torgutalp et al., 2018) wurden n=80, bei Sakellariou u. a. 2018
n=156,bei Hammer u. a. 2007 n=145 Patienten mit etablierter rheumatoider Arthritis
nur zu Baseline untersucht. Bei friher rheumatoider Arthritis wurden zwar kleinere
Fallzahlen untersucht, jedoch im Abstand von 3, 6 und 12 Monaten (Hammer u. a. 2008
(n=61) oder nur einmalig im Verlauf nach 3 Monaten (Andrés Cerezo u. a. 2011(n=43)

untersucht.

Die im Rahmen dieser Untersuchung erfassten Seren bei friher rheumatoider Arthritis
stammen vorwiegend von weiblichen Patienten mit einem Anteil von 78,1% in der
Kombinationstherapiegruppe und einem Anteil von 38,7% in der Monotherapiegruppe.
Bezuglich der Auswirkungen des Geschlechts auf die Calprotectinkonzentration
konnten in der Literatur bei Patienten mit rheumatoider Arthritis keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede gesehen werden (Nielsen et al., 2018). Daraus

folgt, dass Calprotectin unabhangig vom Geschlecht ist.

Bei den verwendeten Patientenseren wurden 29 Nichtraucher, 16 Raucher und 18
Exraucher erfasst. Die Calprotectinwerte bei den Rauchern (Calprotectinkonzentration
Tag 0= 34,28 pg/ml) zeigten im Durchschnitt leicht hdhere Werte als bei Nicht-
Rauchern (Calprotectinkonzentration Tag 0=22,86 ug/ml) und Ex-Rauchern
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(Calprotectinkonzentration Tag 0=20 pg/ml). Im weiteren Studienverlauf zu Woche 24

und Woche 48 gleichen sich die Werte an einander wieder an (siehe Tab. 5).

Damit besteht die Vermutung, dass das Rauchverhalten ein Faktor ist, der sich zu einer
Erhohung der Calprotectinwerte fuhren kann und damit bereits vorab dazu beitragen
kann, dass die Calprotectinkonzentrationswerte nicht deutlich sinken konnen. Bezlglich
des Rauchverhaltens und dem Einfluss auf Calprotectinkonzentrationen zeigen sich
zum Teil kontroverse Ergebnisse in der Literatur. So ist eine Studie, die das
Vorhandensein von Calprotectin in der gingivalen Fugenflissigkeit bei Rauchern und
Nicht-Rauchern mit aggressiver Parodontitis, chronischer Parodontitis und Gingivitis
untersucht hat, zu dem Ergebnis gekommen, dass Nicht-Raucher hohere
Calprotectinwerte in diesem Bereich aufweisen (Ertugrul et al., 2016). Als Ursache
dafur wird eine durch das Rauchen hervorgerufene Blockierung der
Calprotectinfreisetzung vermutet, der zu einer geringen Abwehr gegen
Mikroorganismen fuhrt (Ertugrul et al., 2016) . Eine andere Studie konnte bei der
Messung von Calprotectin im Serum deutlich erhdhte Calprotectin-Werte bei Rauchern
als bei Nicht-Rauchern nachweisen (Cypers et al., 2016).

Bei der Rekrutierung der Patienten mit friher rheumatoider Arthritis wurde als
Einschlusskriterium die Krankheitsdauer von unter 12 Monaten angegeben (Detert et
al., 2013). Anhand der retrospektiven Analyse der vorhandenen Daten ist das
Diagnosedatum und das Screeningdatum bekannt. Im Rahmen dieser Untersuchung
betrug die Krankheitsdauer im Durchschnitt zwischen Diagnose- und Screeningdatum
63 Tage mit der niedrigsten bzw. hochsten Dauer von einem bis 352 Tage. Eine Studie,
die sich mit dem Verhalten unter anderem von Thrombozyten, Leukozyten, Calprotectin
und Immunglobulinen (IgG, IgM) bei Patienten mit rheumatoider Arthritis nach einer Diat
mit Fasten und daraufhin einjahriger glutenfreier veganer und lactovegetarischer
Ernahrung im Vergleich zur allesfressenden Kontrollgruppe befasst hat, konnte eine
deutlich signifikante Reduktion des Calprotectinwerts bei Diat-Respondern nachweisen.
Auffallig war, dass die Non-Responder, die keinen Calprotectin-Abfall erfahren haben,
eine zweifach langere Krankheitsdauer (12 Monate, Ausmalf} 1-38) als die Diat-
Responder (6 Monate, Ausmal} 1-20) hatten (Kjeldsen-Kragh et al., 1995). Diese
Beobachtung fuhrt zu dem Umkehrschluss, dass die Dauer der Erkrankung ebenfalls
zum Ausmal der Calprotectinkonzentration im Serum beitragen und ihn auch

hinsichtlich seines Outcomes unter Therapie beeinflussen kann. Im Rahmen dieser
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Arbeit zeigten die Therapie-Responder eine Krankheitsdauer von 71 +/- 84,75 Tagen
und die Non-Responder eine Krankheitsdauer von 57 +/- 56,85 Tagen. Da es sich
hierbei um ein kleines Patientenkollektiv mit n=63 handelt, bedarf es weiterer
Untersuchung hinsichtlich der Krankheitsdauer und der Response bei RA-Patienten.

Bei der Rekrutierung der Patienten der HIT-HARD-Studie wurden Patienten
eingeschlossen, denen sowohl die Einnahme eines nicht-steroidalen Antirheumatikums
(NSAR) als auch die Einnahme von bis zu 10 mg Prednisolon erlaubt war (Detert et al.,
2013). Bei den untersuchten Patientenseren nahmen 44 Patienten NSAR sowie 30
Patienten Prednisolon ein. Den Zusammenhang zwischen Calprotectin und der
regelmafigen Einnahme von NSAR wurde ebenfalls bereits in der Literatur vor allem
mit Blick auf die dadurch entstehende vermehrte Darmdurchlassigkeit untersucht. Es
wird beschrieben, dass NSARs eine erhohte Darmdurchlassigkeit mit einer
anschliel3enden Infiltration von Leukozyten bewirken konnen(Bjarnason et al.,
1984)(Bjarnason et al., 1987).Weiter wird angenommen, dass diese Leukozyten
Calprotectin intestinal freisetzen und damit erhdhte Calprotectinwerten im Stuhl zeigen
(ROseth et al., 1992).Bei der Einnahme von Prednisolon konnten bei der Untersuchung
von 145 Patienten signifikant hohere Calprotectinwerte nachgewiesen werden im
Vergleich zu Patienten, die kein Prednisolon eingenommen haben (Hammer et al.,
2007). Damit kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Einnahme von
Begleitmedikamenten (bspw. NSAR) ebenfalls Einfluss auf die Hohe des

Calprotectinwerts haben kann.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten hinsichtlich der Calprotectinkonzentrationswerte in
beiden Gruppen sowohl bei denen, die NSAR als auch die kein NSAR eingenommen
haben, zu Baseline keine wesentlichen Unterschiede gesehen werden (siehe Tab. 52).
Lediglich die Calprotectinkonzentration in der MTX-Behandlungsgruppe, die kein NSAR
verwendet haben, zeigt sich zu Baseline eine deutlich erhohte
Calprotectinkonzentration (33,8 ug/ml). Da es sich hierbei um einen Mittelwert handelt,
kann dieser vermutlich infolge eines Zahlenausreiler beeinflusst worden sein. Im
weiteren Studienverlauf zu Woche 24 fallt auf, dass die Calprotectinkonzentrationswerte
durch die NSAR-Einnahme in beiden Behandlungsgruppen deutlich abfallen, wahrend
sie bei Nicht-NSAR-Einnahme zwar in der MTX-Behandlungsgruppe abfallen, in der
Kombinationstherapiegruppe jedoch kaum eine Reduktion erfahren. Zu Woche 48
zeichnen sich kaum Veranderungen im Vergleich zu Woche 24 ab. Damit besteht der
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Verdacht, dass die NSAR-Einnahme einen deutlichen Einfluss auf die
Calprotectinkonzentration zeigt und daher in der Interpretation dieser Werte
mitberucksichtigt werden muss. Es bedarf jedoch weiterer Untersuchungen
diesbezuglich.

4.1.2. Kritische Uberpriifung des ELISA-Verfahrens

Die Untersuchung des Calprotectin im Serum erfolgte mittels eines nicht kommerziellen
Calprotectin- ELISA-Kits, zur Verfugung gestellt durch die Firma Orgentec Diagnostika
Mainz Germany, in einem gut charakterisierten Patientenkollektiv mit
Verlaufsuntersuchungen zu Tag 0, Woche 24 und Woche 48. Der Cut-off-Wert dieses
Kits bezuglich des Calprotectin konnte anhand einer ROC (Receiver Operating
Characteristic)-Analyse der Calprotectin-Konzentrationswerte von Normalspendern und
von an friher rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten bestimmt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine relevante Korrelation zwischen der
Calprotectinkonzentration und anderen Variablen wie CRP, BSG, DAS28 und der
Anzahl an schmerzhaften bzw. geschwollenen Gelenken bei der Untersuchung von
Patienten, die an einer frihen rheumatoiden Arthritis erkrankt sind, aufgezeigt werden.
In der Literatur werden vorwiegend signifikante Korrelationen zwischen den
Calprotectinkonzentrationen und Werten wie CRP, BSG, DAS28 oder der Anzahl an
schmerzhaften bzw. geschwollenen Gelenken angegeben. Dabei sollten zum einen die
Unterscheidung zwischen einer etablierten rheumatoiden Arthritis und einer frihen
rheumatoiden Arthritis beachtet werden und zum anderen das Medium, in dem das
Calprotectin gewonnen worden ist. Auch der verwendete ELISA-Kit ist zu
berucksichtigen. Es stehen Studien zur Verfugung, die zwar eine starke Korrelation
zwischen Calprotectin und CRP, BSG, DAS28, CDAI/SDAI aufweisen, aber keine
genauen Angaben zur ELISA-Durchfuhrung machen (Torgutalp et al., 2018),
(Sakellariou et al., 2018). Andere Studien, die ebenfalls starke Korrelationen festgestellt
haben, fuhrten ELISA-Untersuchungen mit EDTA-Blut durch (Hammer et al.,
2007)(Hammer et al., 2008). Wiederum andere verwendeten Plasma zur
anschliellenden Bestimmung des Calprotectin mittels ELISA (Madland et al., 2002a). In
den meisten Fallen wurden kommerzielle ELISA-Kits verwendet (Madland et al.,
2002a)(Inciarte-Mundo et al., 2016)(Andrés Cerezo et al., 2011).
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Anhand der Literatur wird ersichtlich, dass zwar relevante Korrelationen festgestellt

wurden, jedoch dazu keine einheitlichen Malinhahmen bezuglich der Gewinnung des
Calprotectin als auch eine einheitliche Durchfihrung von ELISA-Kits zur Verfugung

stehen.

Da im Rahmen dieser Arbeit ein nicht kommerzielles ELISA-Kit der Firma Orgentec
Diagnostika Mainz Germany verwendet wurde, kann eine Beeinflussung der Ergebnisse
diesbezuglich nicht ausgeschlossen werden. Einflussfaktoren wie die Verwendung von
den zur Verfugung gestellten Substanzen (Verdunnung, Enzymkonjugatldsung und
Substratlosung) sowie die Testdurchfuhrung (Verdlinnung, Inkubationszeit und
Waschvorgange) erfordern ebenfalls eine Berucksichtigung bei der Beurteilung der
Ergebnisse.

4.2. Ergebnisdiskussion

Die Rolle des Calprotectin wurde bereits hinsichtlich seines Stellenwerts fur
unterschiedliche rheumatologische Erkrankungen untersucht. Fur die systemische
idiopathische Arthritis konnte sich Calprotectin als ausgesprochen zuverlassiger
Diagnostik-, Aktivitats- und prognostischer Marker behaupten (Bojko, 2017) (Holzinger
et al., 2012). Bei Spondylarthritiden (u.a. Psoriasisarthritis) konnte Calprotectin, in den
wenigen durchgefuhrten Studien, sich ebenfalls als guter Aktivitatsmarker verglichen
mit CRP bzw. BASDAI zeigen (Sakellariou et al., 2018)(Romand et al., 2018). Bei der
etablierten rheumatoiden Arthritis konnte Calprotectin signifikante Korrelationen zu den
gangigen Aktivitatsmarkern (CRP, BSG, DAS28) aufweisen(Torgutalp et al., 2018)
(Hammer et al., 2007) (Madland et al., 2002a). Es zeigen sich jedoch widersprichliche
Ergebnisse als prognostischer Marker bei der etablierten rheumatoiden Arthritis in der
Literatur (Torgutalp et al., 2018)(Madland et al., 2002a). Informationen zum Verhalten
des Calprotectin bei Patienten, die an friher rheumatoider Arthritis erkrankt sind, sind
zum aktuellen Wissenszeitpunkt sparlich vorhanden und haben aus diesem Grund
Anlass zu dieser Arbeit gegeben. Im weiteren Verlauf soll Calprotectin als zuverlassiger
Biomarker fur die frihe rheumatoide Arthritis bewertet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte Calprotectin im Verlauf von 48 Wochen in beiden
Therapiegruppen (Kombinationstherapie vs. Monotherapie) einen deutlichen Abfall, der
sich vorwiegend auf die ersten 24 Wochen beschrankt und danach kaum
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Veranderungen zeigt. Anhand des Mann-Whitney-U-Tests konnten keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede zwischen beiden Behandlungsgruppen nachgewiesen
werden. Auffallig ist, dass nur 10 Calprotectinwerte einen Normalwert unter dem cut-off-
Wert von 5,3 pg/ml erreicht haben.

Um zunachst der Frage nachzugehen, warum der Calprotectinwert im Verlauf zwar eine
Abfalltendenz unter Therapie, jedoch keinen deutlichen Ruckgang unter den mittels der
ROC-Analyse bestimmten Cut-off-Wert von 5,3ug/ml aufzeigt, wird dies zunachst
anhand der Werte des DAS28 analysiert. Im Rahmen dieser Arbeit fallt auf, dass die
Calprotectinkonzentrationen zu Tag 0 in der Gruppe, die eine deutliche DAS28-
Response erfahren hat, bei beiden Behandlungsgruppen (ADA+ MTX vs. MTX) deutlich
hoher sind als bei den Patienten, die keine Response zeigen konnten (Tab 54). Im
weiteren Verlauf zu Woche 24 gleichen sich die Calprotectinkonzentrationen sowohl bei
Respondern als auch bei Non-Respondern einander an. Zu Woche 48 zeigt sich in der
Behandlungsgruppe mit MTX bei den Respondern erneut ein leichter Anstieg der
Calprotectinkonzentration. Ein Abfall der Calprotectinkonzentrationswerte unter den
Cut-off-Wert von 5,3 pg/ml wurde sowohl bei den DAS28-Respondern als auch bei den
Respondern nicht erreicht. Eine Studie konnte eine Reduktion des Calprotectins bis in
den Normalbereich nur bei guten Respondern bzw. bei guter DAS28-Response sehen
(Drynda et al., 2004).

Auffallig ist, dass sich die ACR20/50/70 Responsewerte zu Woche 24 aul3ergewoOhnlich
hoch im Vergleich zu der Anzahl an den vorliegenden DAS28-Non-Respondern (n=36)
zeigten (ACR20: 87,1% bei Kombinationstherapie/ 93,5% bei Monotherapie; ACRS50:
80,6% beide Behandlungsgruppen; ACR70: 61,3% bei der Kombinationstherapie/
35,5% bei der Monotherapie). Diese Werte weichen im Vergleich zur ursprunglichen
HIT- HARD- Studie (ACR20: 79 % bei Kombinationstherapie/ 67,6 % bei Monotherapie;
ACR50: 63,8% Kombinationstherapie/48,7% bei Monotherapie; ACR70: 48% bei der
Kombinationstherapie/ 26,8% bei der Monotherapie) bis auf die ACR70-Response ab
(Detert et al., 2013). Es liegt die Vermutung nahe, dass diese hohen ACR20/50-Werte
darauf beruhen, dass mit der Selektion von n=63 von der ursprunglichen HIT-HARD-
Gruppe n=172 es sich hierbei um eine Verzerrung auf Grundlage einer deutlich kleinen
selektierten Gruppe eingetreten ist. Die Selektion erfolgte auf der Grundlage der
Einverstandniserklarung dieser Patienten fur das Begleitprojekt.
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Es wird zudem ein Einfluss von anderen Autoantikorpern auf die Hohe des Calprotectin
Studien vermutet. Eine Untersuchung von 160 Patienten konnte zeigen, dass
Rheumafaktor positive Patienten hohere, jedoch nicht signifikant hohere Calprotectin-
Werte aufwiesen als Rheumafaktor negative Patienten. Ein Unterschied zwischen
ACPA Positiven und Negativen konnte nicht gesehen werden (Hurnakova et al., 2017).
Eine andere Studie konnte sowohl bei ACPA positiven und negativen als auch bei RF
positiven und negativen zwar hohe Calprotectinkonzentrationwerte aufweisen, jedoch

zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der Serologie (Hammer u. a. 2008).

Die Serologie der in dieser Arbeit verwendeten Patientenseren (n=63) unterteilt sich in
n=7 ACPA-/RF-, n=2 ACPA-/RF+, n= 3 ACPA+/RF- und n=50 ACPA+/RF+.

Zu Baseline lag die hochste Konzentration an Calprotectin (ug/ml) bei den serologisch
zweifach-positiven (ACPA+/RF+) Patientenseren, vor allem in der MTX-Monotherapie-
Behandlungsgruppe. Wobei die Calprotectinkonzentration der MTX-Therapiegruppe bei
den seronegativen Patienten mit 23 ug/ml sich nicht wesentlich von der
Calprotectinkonzentration der serologisch zweifachpositiven Kombinationsgruppe mit
24,2 pg/ml unterschied. Bezlglich der Ubrigen Serologien zeigten sich keine
ausgepragten Unterschiede zu Baseline. Im weiteren Verlauf zu Woche 24 ist die
Calprotectinkonzentration in der Behandlungsgruppe mit Adalimumab/MTX und
Seronegativitat deutlich von 17,9 ug/ml auf 9,7 ug/ml abgefallen. Eine Reduktion der
Calprotectinkonzentration in diesem Ausmal} konnte bezuglich anderer Serologien zu
Woche 24 nicht verzeichnet werden. Zu Woche 48 veranderten sich die
Calprotectinkonzentrationswerte nicht wesentlich. Da nur eine geringe Anzahl an
seronegativen (ACPA-/RF-) bzw. einfach positiven (ACPA-/RF+; ACPA+/RF-) im
Vergleich zu n=50 zweifach seropositiven Patientenseren ist eine endgultige
zuverlassige Aussage Uber das Verhalten der Calprotectinkonzentrationswerte in
Abhangigkeit der Serologie anhand dieser Arbeit nicht zu treffen und bedarf weiterer

Untersuchungen.

Ein Zusammenhang zwischen dem Stellenwert der Darmschleimhaut und dem
Auftreten erhodhter Calprotectinwerte darf bei der Beurteilung dieser Ergebnisse nicht
unbeachtet bleiben. Eine Studie, die sich mit Darmbiopsien von Spondylarthritis-
Patienten befasst hat, stellte fest, dass Patienten mit mikroskopischer
Darmentzindungen deutlich erhdhte Serumcalprotectinwerte aufwiesen als Patienten

mit unauffalligen histologischen Befunden (Cypers et al., 2016).
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In retrospektiver Begutachtung der zur Verfugung gestellten Daten ist eine Erkrankung
des Darmes bei den untersuchten Patientenseren aufgrund fehlender Informationen
diesbezuglich nicht eruierbar und kann damit nicht ausgeschlossen werden. Dies muss
daher ebenfalls als Einflussfaktor bei der Beurteilung der hohen Calprotectinergebnisse
mitberucksichtigt werden.

Der geringe Abfall des Calprotectinwerts in den ersten 24 Wochen sowohl in der
Behandlungsgruppe mit Kombinationstherapie (Adalimumab + Methotrexat) als auch
Monotherapie (Methotrexat) konnte in anderen Studien, die die
Calprotectinkonzentrationswerte unter Therapie untersucht haben, beobachtet werden.
Eine Studie, die den Verlauf des Calprotectinspiegels unter MTX-Therapie beobachtet
hat, konnte feststellen, dass die Serumcalprotectin besser eine MTX-Response
widerspiegeln konnte als CRP (Nielsen et al., 2018). Andere Studien, die sich
besonders mit dem Verlauf des Calprotectinspiegels unter Biologikatherapie mit
Adalimumab befasst haben, kamen zu dem Schluss, dass es vor allem in den ersten 4
Wochen zu einer deutlichen Reduktion des Calprotectin unter Adalimumab kommt
(Choi et al., 2015b) (H. Hammer et al., 2011). Im weiteren Verlauf der Therapie sei zu
Monat 3 und 6 ein moderater Abfall und zu Monat 12 ein kleiner Abfall zu verzeichnen
(H. B. Hammer et al., 2011). Wie im Rahmen dieser Untersuchung gezeigt werden
konnte, wurden anhand des Mann-Whitney-U-Tests keine signifikanten Unterschiede in
beiden Behandlungsgruppen hinsichtlich der Calprotectinkonzentrationen im Verlauf
von 48 Wochen festgestellt. Zunachst bestand die Vermutung, dass keine signifikanten
Unterschiede bestehen, da Adalimumab nach Woche 24 abgesetzt wurde. Jedoch ist
vor diesem Hintergrund zu Uberdenken, in wie weit Calprotectin ein zuverlassiger
Marker ist, um den Vorteil einer Kombinationstherapie gegenuber einer Monotherapie
Uber einen langeren Zeitraum zu untersuchen. Bei Non-Respondern wurden bereits zu
Woche 4 keine Veranderungen des Calprotectin festgestellt (Choi et al., 2015a). Da
Calprotectin bei den Respondern ausgepragte Veranderungen fruhzeitig zeigt, wird
Calprotectin als Marker fur fruhe Veranderungen nach Biologikagabe diskutiert. Im
Umkehrschluss kann eine ausbleibende Veranderung als Hinweis fur ein Nicht-
ansprechen gewertet werden und ein frihes Absetzen der Biologikatherapie
rechtfertigen (Choi et al., 2015a). Ahnliche Beobachtungen konnten in dieser Arbeit
festgestelt werden: Die Calprotectinkonzentration bei den Non-Respondern hat keine
wesentlichen Veranderungen erfahren, wahrend die Calprotectinkonzentration bei den
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Respondern im Verlauf der ersten 24 Wochen einen deutlichen Abfall aufzeigen
konnten (siehe Tab. 54).

Um Calprotectin besser als Aktivitatsmarker bewerten zu kdnnen, wurden Korrelationen
von Calprotectin mit anderen bereits etablierten Aktivitatsparametern wie CRP, BSG,
DAS28, HAQ, SDAI/CDAI als auch hinsichtlich des Gelenkstatus (SJC/TJC) untersucht.

Zur angemessenen Bewertung dieser Aktivitatsparameter wurden hierzu einige der
Werte bei der statistischen Analyse in den Wochenintervallen 0-24 und 24-48
untersucht, um maogliche Ausreil3er, die den Mittelwert beeinflussen kdnnen,
vorzubeugen. Sowohl die CRP- als auch die BSG-Werte zeigten im Rahmen dieser
Untersuchung in beiden Behandlungsgruppen eine deutliche Minderung in den ersten
24 Wochen (Adalimumab+ MTX: BSG_diff_0_24 Mittelwert -24,06+/- 3,04; MTX-
Monotherapie BSG_diff_0_24 Mittelwert -20,65 +/- 3,34; Adalimumab+ MTX:
CRP_diff_0_24 Mittelwert -2,37 +/-0,51; MTX-Monotherapie CRP_diff_0_24 Mittelwert -
1,6 +/-0,41). Dies entspricht in ahnlicher Weise den in der HIT- HARD-Studie
erhobenen Werten. Zu Baseline wurde fur die Behandlungsgruppe mit der
Kombinationstherapie ein BSG-Medianwert von 33 mm/h angegeben, der auf einen
Mittelwert von 16,1+/- 13,3 mm/h abfiel, und fur die Monotherapiegruppe ein BSG-
Medianwert von 36 mm/h mit einem Abfall auf einen Mittelwert von 18,7+/-14,2 mm/h
(Detert et al., 2013). Dieser drastische Abfall in den ersten 24 Wochen wird in den
anschliellenden 24 Wochen nicht fortgefuhrt. Die BSG-Werte verzeichnen in der
Kombinationstherapiegruppe eine Tendenz zu einer leichten Erhdhung der Werte
(Adalimumab+ MTX: BSG_diff_24_48 Mittelwert +3,4 +/-1,5), wahrend die
Monotherapiegruppe die Tendenz einer weiteren leichten Senkung der Werte (MTX-
Monotherapie BSG_diff 24 48 Mittelwert -1,24 +/- 2,81) aufweist. Ahnlich verhalt sich
der CRP-Wert (Adalimumab+ MTX: CRP_diff 24 48 Mittelwert +0,33 +/-0,18; MTX-
Monotherapie CRP_diff_24 48 Mittelwert -0,05 +/-0,28). Eventuell kann die leichte
Erhohung der Werte als Reboundeffekt mit dem Absetzen von Adalimumab nach
Woche 24 erklart werden. Jedoch ist diese Aussage vor dem Hintergrund, dass die
FortfGhrung der Monotherapie eher zu einer weiteren leichten Senkung fuhrt, kritisch zu
hinterfragen. Nichtsdestotrotz konnten anhand des Mann-Whitney-U-Tests keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der Werte in beiden Gruppen gezeigt werden.
Mittels des Spearman-Rho-Tests konnten in dieser Arbeit keine relevanten
Korrelationen zwischen Calprotectin sowie dem CRP und BSG- Wert gezeigt werden.
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In Hinblick auf den DAS28 zeigt sich ebenfalls eine deutliche Reduktion der Werte in
den ersten 24 Wochen (Kombinationstherapiegruppe DAS28 Tag0 6,11+/- 0,14;
Kombinationstherapiegruppe DAS28 Woche24 2,59+/- 0,22; Monotherapie DAS28
Tag0 6,24 +/- 0,22; Monotherapie DAS28 Woche24 2,9 +/- 0,19). Wahrend im Vergleich
zu der HIT-HARD-Studie sich die Veranderungen der Kombinationstherapiegruppe
ahneln, weichen die Werte hinsichtlich der Monotherapiegruppe in den ersten 24
Wochen deutlich ab. Die HIT HARD-Studie konnte in der Monotherapiegruppe eine
DAS28-Response um 29,5 % verzeichnen, wahrend es im Rahmen dieser Studie zu
einer DAS28-Response um 46,7% gekommen ist (Detert et al., 2013). Obwohl eine
gleiche Verteilung der Patienten in dieser Arbeit besteht (Kombinationstherapie: 32
/Monotherapie: 31), liegt die Vermutung nahe, dass diese Diskrepanz auf Grundlage
der kleinen selektierten Gruppe besteht, die durch die zur Verflugung stehenden

Einverstandniserklarungen zustande gekommen ist.

Ahnlich zeigt sich der Verlauf des DAS28 in Woche 40. Wahrend die Werte bei der HIT-
HARD-Studie mit einer DAS28-Response um 42,4% in der Kombinationstherapie-
gruppe und um 36,8% in der Monotherapie angegeben werden, weist diese Arbeit eine
DAS28-Response in der Kombinationstherapiegruppe um 41,6% und in der
Monotherapiegruppe um 42,7% auf (Detert et al., 2013). Anhand des DAS28 in dieser
Arbeit wird eine Tendenz zur Verschlechterung der Krankheitsaktivitat in der
Monotherapiegruppe zu Woche 40 gezeigt, wahrend es in der HIT-HARD-Studie in der
Monotherapiegruppe zu einer weiteren Verbesserung der Krankheitsaktivitat kommt
(Detert et al., 2013). Wie bereits erwahnt, kann dies vermutlich durch das selektierte
kleine Patientenkollektiv erklart werden. Eine relevante Korrelation zwischen
Calprotectin und dem DAS28 konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Bezuglich des SDAI bzw. CDAI konnte ahnlich wie beim DAS28 in den ersten 24
Wochen eine deutliche Reduktion gesehen werden. Diese Werte kdnnen nicht mit der
HIT-HARD-Studie verglichen werden, da diese Werte nicht berechnet worden sind.
Jedoch bestarkt der SDAI bzw. der CDAI die Aussage des DAS28 darin, dass es zu
einer deutlichen Reduktion in den ersten 24 Wochen kommt. Eine relevante Korrelation
zwischen Calprotectin und SDAI bzw. CDAI konnte anhand des Spearman-Rho-Tests

nicht nachgewiesen werden.

Der HAQ- Index dieser Arbeit ahnelt zu Beginn den Werten der HIT-HARD-Studie. In

beiden Behandlungsgruppen kommt es zu einer deutlichen Reduktion des HAQ-Index.
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Im Verlauf jedoch zeigt sich in dieser Untersuchung eine starkere Reduktion des HAQ-
Index in der Monotherapiegruppe (HAQ-Index Woche24 0,41 +/- 0,07) verglichen mit
der HIT-HARD-Studie (HAQ-Index Woche24 0,72 +/- 0,6). Im weiteren Verlauf ahneln
sich der Verlauf des HAQ-index sowohl in dieser Untersuchung als auch in der HIT-
HARD-Studie. Wahrend er in der Kombinationstherapiegruppe die Tendenz zum
Anstieg abzeichnet, senkt er sich leicht in der Monotherapiegruppe (HIT-HARD-Studie
Kombinationstherapie HAQ-Index Woche 48 0,61+/- 0,6; Monotherapie HAQ-Index
Woche 48 0,66+/- 0,6; in dieser Studie die Kombinationstherapie HAQ-Index Woche 40
0,35+/- 0,08; Monotherapie HAQ-Index Woche 40 0,36+/- 0,069 (Detert et al., 2013).
Eine Korrelationsanalyse zwischen dem HAQ-Index konnte keine relevante Korrelation

feststellen.

Bei der Betrachtung von Studien zur rheumatoiden Arthritis, die bereits die Korrelation
zwischen Calprotectin und anderen Aktivitatsparametern untersucht haben, mussen die
Ergebnisse fur die fruihe rheumatoide Arthritis und die etablierte rheumatoide Arthritis

getrennt betrachtet werden.

Zu der Wertigkeit des Calprotectin als Aktivitatsmarker bei der fruihen rheumatoiden
Arthritis gibt es bei dem aktuellen Wissensstand eine geringe Anzahl an
Untersuchungen. Diese Studien sind zu unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich der
Korrelation mit anderen Krankheitsaktivitatsparametern gekommen. So konnte eine
Studie zu Baseline eine ausgepragte Korrelation zwischen Calprotectin und BSG bzw.
CRP feststellen, die jedoch im weiteren Verlauf von 12 Monaten eine schwache bis
moderate Korrelation aufweisen konnte. Aus diesem Grund ist die Studie zu dem
Schluss gekommen, Calprotectin als Marker fur eine akute Entzindung, aber nicht als
Verlaufsmarker zu verwenden, der in unterschiedlichen Phasen einer rheumatoiden
Arthritis bzw. auch in Remission einen Krankheitsschub anzeigen kann (Jonsson et al.,
2017). Eine andere Studie konnte hingegen in einem Zeitraum von 12 Monaten
durchweg eine moderate bis starke Korrelation zu CRP und BSG feststellen, wahrend
die Korrelation zu DAS28 nur schwach bis moderat gesehen wurde (Hammer et al.,
2008). Wiederum konnte eine weitere Studie eine deutliche Korrelation zwischen
Calprotectin und CRP/DAS28 sowie der Anzahl an geschwollenen Gelenken im Verlauf
von 3 Monaten aufweisen (Andrés Cerezo et al., 2011). Anhand dieser kontroversen
Studienergebnisse wird ersichtlich, dass die Rolle des Calprotectin als Aktivitatsmarker
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bei der frihen rheumatoiden Arthritis noch nicht endgultig eindeutig festgelegt werden

kann.

Ahnlich widersprichliche Aussagen finden sich hinsichtlich der etablierten

rheumatoiden Arthritis.

So konnte eine mit 80 Patienten angelegte Studie eine deutlich signifikante Korrelation
von Calprotectin zum DAS28-BSG, DAS28-CRP, SDAI, CDAI, BSG, CRP und
Ultraschall (US7)-Parameter finden. In dieser Studie wurden die Untersuchungen nur
zur Baseline durchgefuhrt, um zu testen, ob Calprotectin als Marker eine Entzindung
anzeigen kann (Torgutalp et al., 2018). Diese Ergebnisse wurden auch, erganzt durch
eine positiv signifikante Korrelation von Calprotectin mit dem HAQ-Index, durch weitere
Studien bestatigt (Hammer et al., 2007)(Madland et al., 2002a). Eine andere, grofer
angelegte Studie (n=156) konnte zwar eine deutliche Korrelation zwischen Calprotectin
und dem CRP erfassen, hinsichtlich des Grey-Scale-Scores und des Power-Doppler-
Scores in der Gelenkultraschalluntersuchung konnte jedoch kein relevanter
Zusammenhang zum Calprotectin festgestellt werden (Sakellariou et al., 2018). Dem
widerspricht eine andere Studie, die Calprotectin die Funktion als Vorhersagewert fur
den CDAI-Score und fur Synovitiden im Gelenkultraschall zugesprochen hat
(Hurnakova et al., 2017).

Hinsichtlich der Veranderungen des Calprotectin und der Anzahl von schmerzhaften
und geschwollenen Gelenke unter Therapie konnte eine Studie bestatigen, dass eine
Assoziation zwischen der Hohe des Calprotectinwerts und den Veranderungen von
schmerzhaften bzw. geschwollenen Gelenken Uber einen Zeitraum von 52-56 Wochen
bestehen (Nielsen et al., 2018)(Andrés Cerezo u. a. 2011).

Es wurde ferner im Rahmen dieser Arbeit der Antikorpertiter gegen Peptide, die vom
modifizierten Vimentin stammen, im Verlauf einer Therapie untersucht und mit
Calprotectin verglichen. Insgesamt waren 26,98% der Patientenseren positiv fur
Antikorper gegen acetyliertes Lysin und 25,4% positiv fur AntikOrper gegen acetyliertes
inverses Lysin. Fur die Antikorper gegen acetyliertes Ornithin konnten keine Werte tUber
20 U/ml gemessen werden. Eine Studie, die sich ebenfalls mit AAPAs bei friher
rheumatoider Arthritis befasst hat, konnte deutlich hohere Werte fur AntikGrper gegen
gegen acetyliertes inverses Lysin feststellen (39% positive fur AntikOrper gegen
acetyliertes Ornithin, 33% positiv fur Antikorper gegen acetyliertes Lysin, 48% positiv fur
Antikorper gegen acetyliertes inverses Lysin) (Studenic et al., 2018). Im Verlauf von 24
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Wochen sinken diese Werte nur mallig in beiden Therapiegruppen ab (Tab.48) und
zeigen anhand des Spearman-Rho-Tests keine relevante Korrelation zum Calprotectin.
Anhand dieser begleitenden Untersuchung sollte erganzend der Wert der AAPA als
Aktivitatsmarker bewertet werden. Da anhand des Mann-Whitney-U-Tests kein
Unterschied hinsichtlich der Werte in beiden Therapiegruppen festgestellt werden
konnte und die Titer sich nur schwach im Verlauf einer Therapie verandert haben,
zeigen sich die AAPA-Werte im Rahmen dieser Arbeit als ungeeignet zur Bestimmung
einer Entzindungsaktivitat im Verlauf. Eine andere Studie hingegen hat die Titer von
AAPAs bei RA-Patienten, die sich bereits in anhaltender Remission befanden,
untersucht. Bei der Reduktion ihrer Basistherapie wurden die Antikorpertiter beobachtet
und festgestellt, dass es dabei zu einem Anstieg der Werte kommt. Schlussendlich
wurde die Vermutung aufgestellt, dass AAPAs bei Patienten in Remission imstande
sein konnen, einen Krankheitsschub anzukundigen (Figueiredo et al., 2016).

Es wurde aulRerdem die Verteilung der Seropositivitat fur AAPAs entsprechend der
Seropositivitat fur ACPA und RF untersucht. Anhand Tab. 51 wird ersichtlich, dass im
Rahmen des untersuchten Patientenkollektivs keine Seropositivitat besteht fur
Antikorper gegen acetyliertes Ornithin (HCS50). Die Seropositivitat fur Antikorper gegen
acetyliertes Lysin (HC55+) besteht vermehrt bei zweifach seropositiven (RF+/ACPA+)
und etwas geringer bei seronegativen (RF-/ACPA-) Patienten. Die Seropositivitat gegen
acetyliertes inverses Lysin (HC55i) besteht bei zweifachpositiven (RF+/ACPA+),
seronegativen (RF-/ACPA-) sowie nur RF-positiven Patienten, wobei die Seropositivitat
bei den zweifach positiven Patienten am hochsten vertreten ist. Anhand dieser Daten
zeigt sich, dass AAPA bei seronegativen Patienten vorzufinden sind, und damit als
Erganzung dienen konnen. Zu der ahnlichen Schlussfolgerung, dass AAPAs
vorwiegend als Erganzung zu ACPA und RF bei der Diagnostik einer rheumatoiden
Arthritis dienen kdnnen, ist eine andere Studie ebenfalls gekommen (Studenic et al.,
2018). Fur eine eindeutige endgultige Beurteilung diesbezuglich bedarf es jedoch

weiterer Untersuchungen mit einem grof3eren Patientenkollektiv.

Zusammengefasst wird bei Betrachtung der Ergebnisse in der Literatur in Bezug auf
Calprotectin und seine Korrelationen zu anderen Parametern der Krankheitsaktivitat
klar, dass es weitere Untersuchungen hinsichtlich seiner Stellung bei der frihen
rheumatoiden Arthritis bendtigt. Und es lasst die Vermutung zu, dass bei Betrachtung
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dieses Wertes die Art der entzundlichen Erkrankung bzw. das Stadium der Erkrankung

mitberutcksichtigt werden muss.

Dies zeigt sich deutlich an dem Krankheitsbild der systemischen juvenilen
idiopathischen Arthritis (SJIA). Drei unterschiedliche Studien bestarken Calprotectin als
vielversprechenden Marker fur die Krankheitsaktivitat einer SJIA. Es wurde festgestellt,
dass Calprotectin (MRP8/14) deutlich hoher bei einer SJIA verglichen mit anderen
rheumatischen Erkrankungen ist (SJIA 14920 ng/ml; RA 640 ng/ml; SpA 1010 ng/ml;
PsA 910ng/ml) (Frosch u. a. 2009). Die Spezifitat fur die SJIA wurde mit RF-negativen
polyartikularen und oligoartikularen juvenilen idiopathischen Arthritiden verglichen.
Mittels dieser Gegenuberstellung konnte damit die hohe Spezifitat fur die SJIA bestatigt
werden (Bojko, 2017).

Eine andere Studie hat die positive Korrelation von Calprotectin mit dem Gelenkstatus,
dem CRP, der BSG, dem HAQ und JADAS (Juvenile Arthritis Disease Activity Score)
nachgewiesen. Sie konnte zeigen, dass Calprotectin (MRP8/14) als wertvoller
Aktivitatsmarker der SJIA gesehen werden muss, da er uber die Fahigkeit verfugt,
Schube bereits 6 Monate davor vorherzusagen, unabhangig davon, ob die Patienten
eine Therapie oder eine on/off Therapie erhalten (Holzinger et al., 2012). Daruber
hinaus konnte diese Studie unter Anakinra, einem Interleukin-1-Rezeptorantagonisten,
eine deutliche Remission des Calprotectin (MRP8/14) bereits nach einem Monat
zeigen, wohingegen Enbrel, ein TNF-alpha-Blocker, einen Remission des Calprotectin
nach 3 Monaten vorweisen konnte (Holzinger et al., 2012). Eine andere Studie konnte
ebenfalls bestatigen, dass eine II-1-Blockade zur Reduktion von MRP8/14 und damit mit
einer Besserung der Krankheitsaktivitat einhergeht (Frosch et al., 2009). Eine deutliche
Reduktion der Calprotectinwerte bei der SJIA unter MTX- Therapie dauerte bis zum 6.
Monat an (Holzinger et al., 2012). Vor dem Hintergrund, dass eine deutliche Reduktion
bzw. Remission des Calprotectin zugiger durch eine lI-1-Blockade erfolgt, kann dies
ebenfalls in die Wertung als Einflussfaktor eingehen und erklart moglicherweise, warum
es im Rahmen dieser Untersuchung es nicht zu einer ztigigen und deutlichen Senkung
des Calprotectin unter Adalimumab bzw. MTX gekommen ist.

Ein weiteres Medikament, welches aufgrund seines Wirkmechanismus Potential hat,
auf das Calprotectin Einfluss nehmen zu kdnnen, ist Colchizin. Calprotectin benotigt zu
seiner Freisetzung funktionsfahige Mikrotubuli und Colchizin ist als Gift der
Herbstzeitlosen fahig, Tubuli zu hemmen (Margolis et al., 1977).
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Auf Grundlage dieser Ergebnisse lasst sich feststellen, dass Calprotectin zwar ein
vielversprechender Marker fur die Krankheitsaktivitat sein kann, jedoch erfordert er in
seiner Interpretation eine genauere Einordnung der moglichen Einflussfaktoren, um ihn

damit zuverlassiger fur den taglichen klinischen Gebrauch zu machen.

4.3. Bewertung der Limitation und methodischen Einschrankungen

Einzelne Einschrankungen dieser Arbeit wurden bereits in den jeweiligen Abschnitten
erwahnt. Es soll hier nochmal im Allgemeinen auf die Limitationen dieser Arbeit

eingegangen werden.

4.3.1. in Hinblick auf das Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv dieser Arbeit ist mit n=63 im Vergleich zu den bereits in der
Literatur durchgefuhrten Untersuchungen des Calprotectin bei fruhen rheumatoiden
Arthritiden in den Bereich mit kleiner Kohorte einzuordnen. Die Patientenkollektivgrofie
reicht von n=215 (Jonsson et al., 2017), uber n=61 (Hammer et al., 2008) zu n=43
(Andrés Cerezo et al., 2011). Das kleine Patientenkollektiv von n=63 ist aufgrund der
zur Verfugung stehenden Einverstandniserklarungen zum Begleitprojekt der HIT-
HARD-Studie zu Stande gekommen.

Trotz der gleichen Verteilung auf beide Behandlungsgruppen (Adalimumab+
Methotrexat vs. Methotrexat) ist nicht auszuschlie3en, dass es aufgrund der Limitierung
von n=172 der HIT HARD-Studie auf n =63 zu Verzerrungen wie am Beispiel der
Bestimmung der ACR-Response-Kriterien gekommen sein kann (Detert et al., 2013).
Ein groReres Kollektiv ware aussagekraftiger.

Aullerdem konnte ausschliellich retrospektiv auf bereits vorhandene Daten der
untersuchten Patientenseren zurtckgegriffen werden. Es konnten Alter, Geschlecht,
Raucherstatus, Diagnosedatum, Screeningdatum, Autoantikorper (RF, ACPA), CRP,
BSG, DAS28, HAQ, ACR20/50/70, TJC/SJC, NSAR-Einnahme und die
Prednisoloneinnahme erfasst werden. Weitere Daten wie Komorbiditaten (u.a.
chronisch entzindliche Darmerkrankungen) oder BMI (Body-Mass-Index) wurden in der
ursprunglichen HIT-HARD-Studie nicht abgefragt und standen somit nicht zur
Verfiigung. Eine systematische Uberpriifung von Studien, die sich mit Calprotectin als
Biomarker fur die rheumatoide Arthritis befasst haben, konnte zeigen, dass
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Einflussfaktoren wie Komorbiditaten (kardiovaskulare Erkrankungen, Fettleibigkeit) in
der bereits vorhandenen Literatur bei der Bestimmung des Calprotectin bei
rheumatoiden Arthritiden bei der Interpretation der Werte nicht ausreichend
bertcksichtigt werden, obwohl bereits Zusammenhange zwischen Calprotectin und
kardiovaskularen Erkrankungen (Cotoi et al., 2014) sowie Fettleibigkeit festgestellt

wurden (Mortensen et al., 2009).

Daten dieser Art waren hinsichtlich ihres Einflusses auf Calprotectin ebenfalls zur
besseren Einschatzung als Aktivitatsmarker von groRer Bedeutung.

Die Tatsache, dass die DAS28- und HAQ- Werte zu Woche 40 und nicht wie der Rest
der Variablen zu Woche 48 vorhanden sind, kann nicht als problematisch gesehen
werden, da anhand der tbrigen Werte ersichtlich ist, dass ausgepragte Veranderungen
vorwiegend in den ersten 24 Wochen stattgefunden haben. Eine maligebende
Veranderung der DAS28- und der HAQ-Werte in den letzten 8 Wochen ist daher nicht

zu erwarten.

4.3.2. in Hinblick auf die Testmethodik

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde ein nicht kommerzielles Calprotectin-ELISA-Kit
der Firma Orgentec Diagnostika Mainz verwendet. Die damit zur Verfugung gestellten
Standardproben wurden zwar vorab anhand einer Standardkurve uberpruft, jedoch ist
hinsichtlich des Puffers, der Konjugatldsungen und der Substratldsungen keine
ausreichend validierte Aussage ohne weitere Testreihen moglich. Des Weiteren kann
es zu Titerabweichungen gekommen sein, die zurtuckzufuhren sind auf
temperaturabhangige Lagerungen der Patientenseren, der Testsubstanzen und den
Inkubationszeiten. Aber auch die Art der Probengewinnung, das Pipettierverhalten
sowie die maschinelle Konzentrationsbestimmungen konnen einen Einfluss auf die

Calprotectinergebnisse haben.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Vor dem Hintergrund der bereits vorhandenen Ergebnisse in der Literatur kann
zusammengefasst gesagt werden, dass Calprotectin ein vielversprechender Marker fur
die Feststellung einer Krankheitsaktivitat bei etablierten rheumatoiden Arthritiden, auch
in Remission (Jonsson et al., 2017), durch seine signifikanten Korrelationen zu unter
anderem CRP, HAQ, der Anzahl an schmerzhaften und geschwollenen Gelenken
(Madland et al., 2002a)(Nielsen et al., 2018), radiologischen Gelenkveranderungen
sowie den Autoantikorpern ACPA und Rheumafaktor (Hammer et al., 2010)(Hammer et
al., 2008) zu sein scheint. In Erganzung zu einer Gelenkultraschalluntersuchung kann
Calprotectin ermoglichen, eindeutig eine Krankheitsaktivitat im Rahmen der
rheumatoiden Arthritis zu detektieren (Torgutalp et al., 2018). Desweiteren wird
beschrieben, dass es geeignet sei, im klinischen Alltag, frihzeitig Responder von Non-
Respondern zu unterscheiden. Damit bestiinde die Moglichkeit, fruhzeitig eine Therapie
zu beenden (Choi et al., 2014)(Drynda et al., 2004). Das ware auch hinsichtlich eines
wirtschaftlichen Aspekts von ausgesprochener Bedeutung, da Medikamente wie
Biologika aktuell kostspielig sind.

Die wenigen Studien, die Calprotectin bei frihen rheumatoiden Arthritiden als
Aktivitatsmarker untersucht haben, konnten zwar ebenfalls Korrelationen zwischen
Calprotectin und dem DAS28 feststellen, jedoch war die Korrelation deutlich schwacher
ausgepragt (Hammer et al., 2008).

Ein Abfall der Calprotectinwerte und der Entzindungsparameter konnte im Rahmen
dieser Arbeit festgestellt werden, jedoch konnten diesbezlglich weder Unterschiede in
Bezug auf die Behandlungsart noch relevante Korrelationen zwischen Calprotectin und
den Entzindungsparametern bzw. Gelenkstatus gefunden werden, so dass eine
Aussage Uber Calprotectin als Aktivitatsmarker unter Therapie im Rahmen einer frihen
rheumatoiden Arthritis in diesem Fall nicht eindeutig bestatigt werden kann. Die
Ergebnisse kdnnen jedoch zum gegebenen Zeitpunkt noch keine eindeutige Aussage
bieten. Obwohl es sich um ein gut charakterisiertes Patientenkollektiv mit
Verlaufsproben handelt, besteht eine Einschrankung durch das relativ kleine

Patientenkollektiv und die Benutzung eines nicht kommerziellen ELISA-Kits. Zum
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aktuellen Zeitpunkt liegen keine ausreichenden Vergleichsmoglichkeiten zu anderen

Frah-Arthritis-Studien mit Calprotectin unter Therapie vor.

Wichtig ist jedoch weiterhin bei der Beurteilung des Calprotectinwerts im Kontext einer
rheumatoiden Arthritis, dass trotz iberwiegend positiver Korrelationen von Calprotectin
mit anderen Krankheitsaktivitatsparametern der bereits bekannte Einfluss von
Komorbiditaten wie Fettleibigkeit (Mortensen et al., 2009) oder kardiovaskularen
Erkrankung (Cotoi et al., 2014) auf Calprotectin noch nicht ausreichend berucksichtigt
worden ist. Um ein zuverlassiges Profil dieses Markers bei friher rheumatoider Arthritis
gewinnen zu kdonnen, bedarf es aus diesem Grund weiterer Studien, die mit einem
grof3en Patientenkollektiv arbeiten, eine langere Beobachtungszeit haben und die
Auswirkungen von Komorbiditaten auf Calprotectin miterfassen, um die Reliabilitat des
Calprotectinspiegels als Aktivitats-und Verlaufsmarker bei der fruhen rheumatoiden
Arthritis besser einschatzen zu konnen.

Hinsichtlich der Wertung der AAPA-Werte als Aktivitatsmarker konnten keine
eindeutigen Veranderungen im Verlauf unter Therapie festgestellt werden. Der Nutzen
der AAPA-Bestimmung kann vielmehr in der Frahdiagnostik bei sonst seronegativer
rheumatoider Arthritis gesehen werden (Studenic et al., 2018), was zu einer fruheren

Einleitung einer Therapie fuhren kann.
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