Patienten und Methoden 14

3 Patienten und Methoden

3.1 Klinische Studie zur ,low-dose* Therapie mit Glucocorticoiden am Beispiel
von Methylprednisolon

Eine Patientengruppe mit entzundlich-rheumatischen Erkrankungen wurde als
Stichprobe in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Rheumatologie und klinische
Immunologie der Charité untersucht. Eine Querschnittstudie sowie eine
Langzeitstudie wurden in zwei aufeinanderfolgenden Jahren durchgefihrt. Jeder
Patient wurde seit mindestens einem Jahr mit Methylprednisolon behandelt. Die
Auswahl nur eines Glucocorticoids erlaubte es auf die Umrechnung der
LAquivalenzdosen* zu verzichten und damit die Daten praziser auszuwerten.
Teilergebnisse dieser Studie wurden in der Doktorarbeit von Burkhard Bartholome

veroffentlicht.%

3.1.1 Methylprednisolon

Methylprednisolon (MP) ist ein Abkommling des Prednisolons mit einer zusatzlichen
Doppelbindung im Ring A sowie einer 6a-Methylierung mit der chemischen Formel
C22H3005 (Abb. 3-1). Durch die Doppelbindung verflnffacht sich die glucocorticoide
Wirkung des Methylprednisolons. Die Methylierung mindert die mineralocorticoide
Wirkung, so dass das Methylprednisolon mit einer relativen glucocorticoiden Potenz
von 5 bis 7,5, einer relativen mineralocorticoiden Potenz von bis zu 0,5 und einer
Halbwertzeit von 18 bis 40 Stunden ein mittellangwirkendes Glucocorticoid darstellt.
Die ,Cushing-Schwellendosis” fur Methylprednisolon liegt bei 6 mg/d.
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Abbildung 3-1 Struktur des Methylprednisolons
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Das Anwendungsgebiet des MP ist breit und &hnelt dem anderer Glucocorticoide wie
z.B. Prednisolon. Haufig kommt MP bei entzindlich-rheumatischen sowie

respiratorischen Erkrankungen zum Einsatz.

3.1.2 Erfassung der Patientendaten
Die Erfassung der Patientendaten war in beiden aufeinanderfolgenden Jahren
einheitlich. Es wurde die aktuelle Anamnese erhoben, eine klinische Untersuchung
durchgefuihrt und die Knochendichte mittels Dual energy X-Ray Absorptiometry
(DEXA) an der Lendenwirbelsaule (LWS) und am linken Schenkelhals (SH)
gemessen.
Folgende Daten wurden dokumentiert:
> Allgemein
* personliche Daten (vertraulich)
* Diagnosen
* Therapie
o0 mit Methylprednisolon (Dosis im letzten Jahr, Dauer der
Behandlung)
0 Begleittherapie der Grunderkrankung (darunter Goldsalze, D-
Penicillamin, Azathiopirin, NSAR, Methotrexat, Sulfasalazin
sowie auch Osteoporosetherapeutika)
o0 Therapie der Begleiterkrankungen
* Frakturen in den letzten 12 Monaten
* Gewicht und Grol3e (Ab- und Zunahme)
* Laborparameter (siehe 3.1.6)
» Nebenwirkungen unter MP
* Knochendichteminderung
0 DEXA-Messung an der LWS und am Schenkelhals
o0 Knochenabbau- und —aufbauparameter
o Vitamin-D-Metabolite
* Schmerzen
o0 Klopf- und Bewegungsschmerzen an der Wirbelsaule (WS)
0 Osteoporoseschmerzen in Ruhe und Bewegung
0 Visuelle Analogskala (VAS) zu den Osteoporoseschmerzen
* Hautveranderungen (Pergamenthaut, Unterblutungen, Striae)
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* Cushingoider Habitus
* Glaukom
» Fragebogen zum Gesundheitszustand des Patienten
* Medical Outcomes Study Short Form 36 (SF-36)
* Health Assessment Questionaire (HAQ)
* Visuelle Analogskala (VAS)
0 VAS zur globalen Krankheitsaktivitat (Patient-/Arztversion)
0 VAS zu den Gelenkschmerzen
o0 VAS zur Mudigkeit
0 VAS zum allgemeinen Gesundheitszustand
Alle Daten wurden schriftlich erfasst und dann mittels MS Excel, SPSS und dem
modifizierten SAS-Programm nach Brunner bearbeitet. Eine

Ethikkomissionzustimmung lag vor.

3.1.3. Charakterisierung des Patientenkollektivs
In den folgenden Unterpunkten werden die Patientendaten fur die Quer- und
Langsschnittstudie dargestellt.

3.1.3.1 Querschnittstudie

An der Studie nahmen 70 Patienten mit entztndlich-rheumatischen Erkrankungen
teil, die seit mindestens einem Jahr mit Methylprednisolon (MP) behandelt wurden.
Die Daten von 42 nach gleichem Protokoll untersuchten Patienten wurden aus der
Dissertation von Bartolome entnommen.®®* Es erfolgte eine statistische

Gesamtauswertung.

In Abhangigkeit von der im letzten Jahr eingenommenen MP-Durchschnittsdosis
wurden zwei Gruppen (Gruppe 1. < 6 mg/d, Gruppe 2: = 6 mg/d) gebildet. Es
bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen bezuglich der
Alters- und Geschlechtsverteilung. Die Verteilung von Alter, Geschlecht und
rheumatischen Krankheitsbildern in den beiden Gruppen ist in der Tabelle 3-4
dargestellt.
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Tabelle 3-4 Verteilung des Alters, Geschlechts sowie der Krankheitsbilder in den
Dosisgruppen.

Gruppe 1 Gruppe 2
Niedrige Dosishohe Mittlere Dosishthe
(< 6 mg/d) (2 6 mg/d)
Anzahl (n) 38 32
weiblich 34 26
mannlich 4 6
Alter
Minimum-Maximum 20-80 Jahre 24-89 Jahre
Mittelwert 53,2+ 13,9 49,7 + 16,17
Median 53 47
Diagnosen (n) Kollagenosen® : 15 Kollagenosen*: 15
Vaskulitiden?: 7 Vaskulitiden: 7
Rheumatoide Arthritis®: 12 Rheumatoide Arthritis®: 8
Spondylarthropathien*: 2 Spondylarthropathien®: 1
Andere®: 2 Andere®: 1
@ MP-Dosis / letztes Jahr
Minimum-Maximum 1,58 mg/d - 5,83 mg/d 6 mg/d — 20 mg/d
Mittelwert 3,9 = 0,89 mg/d 9,2 + 3,43 mg/d
Median 4,0 mg/d 8,0 mg/d

1 Systemischer und kutaner Lupus erythematodes, Polymyositis, CREST-Syndrom, Sjégren-Syndrom,
Sklerodermie, MCTD

2 M. Wegener, Polymyalgia rheumatica, Churg-Strauss-Vaskulitis, sonstige Vaskulitiden

3 Diagnose nach ACR-Kriterien

4 Spondylitis ankylosans und seronegative Spondylarthropathie

5 Polychondritis, Cogan-Syndrom, Still-Syndrom

Tabelle 3-5 beschreibt die zusatzlich zum Methylprednisolon eingenommenen
Medikamente wahrend des letzten Jahres, welche die Knochendichte positiv bzw.

negativ beeinflusst haben kodnnten. Auch diesbezlglich ergaben sich keine

statistisch signifikanten Gruppenunterschiede.

Tabelle 3-5 Im letzten Jahr eingenommene Medikamente mit moglichem
Einfluss auf die Knochendichte (aul3er MP).

Gruppe 1 Gruppe 2 Gesamt

Methotrexat 8 7 15
Vitamin D / Calcium 22 23 45
Bisphosphonate 9 7 16

Ostrogene 2 0 2
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3.1.3.2 Langsschnittstudie

Von den initial 42 Patienten (im ersten Jahr der Studie) konnten bei 17 Patienten
nach einem Jahr alle Parameter im Verlauf kontrolliert werden. Drei Patienten hatten
die Dosisgruppe gewechselt, daher erfolgte die Verlaufskontrolle fr 14 Patienten. In
Tabelle 3-6 ist die Verteilung des Geschlechts, des Alters sowie der Diagnosen fur
diese 14 Patienten dargestellt. Signifikante Unterschiede lagen nicht vor.

Tabelle 3-6 Alters-, Geschlechts- und Krankheitsverteilung in den Dosisgruppen.

Gruppe 1 Gruppe 2
niedrigere Dosis mittlere Dosis

(< 6 mg/d) (2 6 mg/d)
Anzahl (n) 9 5
weiblich 8 3
mannlich 1 2
Alter*
Minimum-Maximum 24-66 Jahre 32-60 Jahre
Mittelwert 52,8 + 13,62 48,2 + 12,42
Median 58 54
Diagnosen (n) Kollagenosen* : Kollagenosen*:

Vaskulitiden?:
Rheumatoide Arthritis®:

Vaskulitiden?:
Rheumatoide Arthritis®;
Spondylarthropathien®:
Andere®:

NBR R
P W

1 Systemischer und kutaner Lupus erythematodes, Polymyositis, CREST-Syndrom, Sjégren-Syndrom,
Sklerodermie, MCTD

2 M. Wegener, Polymyalgia rheumatica, Churg-Strauss-Vaskulitis, sonstige Vaskulitiden

3 Diagnose nach ACR-Kriterien

4 Spondylitis ankylosans und seronegative Spondylarthropathie

5 Polychondritis, Cogan-Syndrom, Still-Syndrom

*im 1. Jahr

In der Tabelle 3-7 sind die eingenommene MP-Dosis und zusatzliche Medikamente,
die die Knochendichte beeinflussen, dargestellt. Auch bezlglich dieser Angaben
wurden keine auffalligen Unterschiede festgestellt.
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Tabelle 3-7 MP-Dosis und eingenommene Medikamente, die einen méglichen Einfluss auf
die Knochendichte hatten.

Gruppe 1 Gruppe 2
niedrigere Dosis (< 6 mg/d) mittlere Dosis (2 6 mg/d)
1. Jahr 2. Jahr 1. Jahr 2. Jahr
@ MP-Dosis / letztes
Minimy rﬂf_‘,t‘/lraximum 4-5,8 mg/d 6-13,8 mg/d 4-5 mgld 6-8 mg/d
Mittelwert 43+068mg/d 4,1+0,33mg/d 8,8+327mg/d 7,2+11mg/d
Median 4,0 mg/d 4,0 mg/d 8,0 mg/d 8,0 mg/d
Methotrexat (n) 0 0 0 1
Calcium/Vitamin-D (n) 3 0 3 4
Bisphosphonate (n) 3 0 1 2
Ostrogene (n) 1 2 0 0

3.1.4 Osteoporose als Nebenwirkung der GC-Therapie

Die Knochendichteminderung gehort bekanntlich zu den haufigsten Nebenwirkungen
der GC-Langzeittherapie. In der Tabelle 3-1 ist die WHO-Definition der Osteoporose
auf Basis der Knochendichte dargestellt.

Tabelle 3-1 Definition der Osteoporose auf Basis der Knochendichte (WHO,
Technical Report Series 843, 1994).

Normal:

Ein Wert der Knochenmineraldichte (BMD = bone mineral density) oder des

Knochenmineralgehalts (BMC = bone mineral content) innerhalb 1
Standardabweichung vom Mittelwert junger erwachsener Personen.
Osteopenie:

Ein BMD- oder BMC-Wert zwischen -1 und -2,5 Standardabweichungen
unterhalb des Mittelwertes junger erwachsener Personen.

Osteoporose:

Ein BMD- oder BMC-Wert von 2,5 oder mehr unterhalb des Mittelwertes junger
erwachsener Personen.

Schwere Osteoporose (manifeste Osteoporose):

Ein BMD- oder BMC-Wert von mehr als 2,5 unterhalb des Mittelwertes junger
erwachsener Personen und zusatzlich das Vorhandensein von einer oder
mehreren Frakturen.

Die Knochendichtemessung erfasst die Knochendichteveranderungen mit einer

gewissen zeitlichen Latenz. Daher wurden zusatzlich Laborparameter und
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Osteoporoseschmerzen quantifiziert, um ein umfassendes Bild der GC-Wirkung auf
den Knochen zu erhalten.

3.1.4.1 Bestimmung der Knochendichte

Aus den zahlreichen Methoden fiir die Knochendichtemessung haben wir die Dual
X-Ray Absorptiometry ausgewahlt (DEXA). Das DPX Lunar® System wurde
angewandt. Die DEXA ist ein Projektionsverfahren, daher muss die gemessene
Knochendichte korrekterweise als Knochenflachendichte bezeichnet werden (g/cm?).
Der menschliche Korper kann als ein Zweikomponenten-System angesehen werden,
der aus Knochenmaterial und Weichteilgewebe besteht. Dank spezieller Filter ist es
maoglich, Rontgenstrahlung mit zwei verschiedenen Energien zu erzeugen (38 und
70 keV). Strahlung mit niedriger Energie wird starker absorbiert (besonders durch
Knochengewebe), was die Unterscheidung zwischen beiden Komponenten erlaubt.
Gemessen werden einzelne Regionen des Korpers, so genannte Regions Of Interest
(ROI). Der Abbau der Knochenmasse beginnt ab etwa dem 40. Lebensjahr und
betragt jahrlich ca. 0,5-1,5%. Definitionsgemal3 handelt es sich bei der Osteoporose
um eine systemische Skeletterkrankung, die charakterisiert ist durch niedrige
Knochenmasse und eine Verschlechterung der Mikroarchitektur des
Knochengewebes, wodurch die Brichigkeit des Knochens und die Frakturanfélligkeit
erhoht sind. Es sollte jedoch nicht aul3er Acht gelassen werden, dass gewisse
Unterschiede in der Geschwindigkeit des Abbaus zwischen verschiedenen
Kdrperregionen in Abhangigkeit von Geschlecht und Alter des Patienten beobachtet
werden. Bei Personen bis zum 65. Lebensjahr, besonders bei postmenopausalen
Frauen, kommt es hauptsachlich zum Abbau des trabekularen Knochens. In diesem
Falle ist die Messung an der LWS am aussagekraftigsten (Wirbel bestehen zu 50%
aus trabekularem und zu 50% aus kortikalem Knochen). Die Abbildung 3-2 zeigt ein

Beispiel der Knochendichtemessung an der Lendenwirbelséaule.
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Abbildung 3-2 Knochendichtemessung an der Lendenwirbelsaule.

Im hoheren Alter wird der kortikale Anteil zuerst angegriffen. Daher wird der
proximale Femuranteil bevorzugt gemessen.* Als unsere ROl haben wir den linken
Schenkelhals (SH) und die Lendenwirbelsdule (LWS) im anterior-posterioren
Strahlengang (L2-L4 Vergleich) ausgewahlt. Densitometrische Messungen in
verschiedenen ROIs korrelieren zwar miteinander (r = 0,4-0,9), die wiederholte
Messung in derselben Region ist jedoch weiterhin die beste Methode zur
Einschatzung des Frakturrisikos.** Aus diesem Grund wurden im Jahresabstand die
Messungen in denselben Regionen wiederholt. Die Messungen im Bereich des
proximalen Anteils des Femurs erlauben die Beurteilung von drei Regionen:
Schenkelhals (,Neck®), Wards Region (,Wards") und Trochanter major (,Troch“). Der
schnellste Abbau wird in der Wards Region beobachtet. Wir haben uns jedoch auf
die ,Neck” Region konzentriert, um den kortikalen Anteil des Knochens beurteilen zu
konnen. Die Abbildung 3-3 zeigt ein Beispiel der Knochendichtemessung am
Schenkelhals.
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BMD (g/cm®) T-score
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Abbildung 3-3 Knochendichtemessung am Schenkelhals.

Die Ergebnisse werden als Knochenmineraldichte (BMD) in g/cm? und Young Adult
(%), Age Matched (%) bzw. T-Score und Z-Score angegeben. Bei der BMD werden
sowohl Alter, Geschlecht, Koérpergewicht als auch ethnische Herkunft beriicksichtigt.
Personen mit hoherem Korpergewicht haben normalerweise auch eine hdhere
Knochendichte. Ein Unterschied von 1 kg verandert den BMD-Wert um ca. 0,0004
g/cm? (Werte fir LWS und Schenkelhals). BMD ist der klinisch aussagekraftigste
Parameter fur den Zustand des Skelettsystems des Patienten. Mit sinkendem BMD-
Wert steigt unabhéngig vom Alter das Frakturrisiko. Die BMD-Werte werden mit
Werten einer jingeren knochengesunden Referenzpopulation (20 bis 40 Jahre alt)
verglichen und als Young Adult Wert in % oder als Standardabweichung (SA,
sogenannte T-Score) angegeben. Nach WHO-Definition (siehe auch 3.1.3) ist die
Osteopenie durch einen T-Score von -1,0 bis -2,5 charakterisiert. Von einer
Osteoporose wird bei T-Score Werten unter -2,5 gesprochen. Die Definition bezieht
sich auf die Werte, die mittels der DEXA-Messung an der LWS und am Femur
gemessen worden sind. Der Vergleich der BMD mit einer Gruppe von Probanden
gleichen Alters und Geschlechts unter Berucksichtigung von Korpergewicht wird als
Age-Matched (%) oder Z-Score angegeben. Unter Glucocorticoid-Therapie macht
sich der Kalksalzverlust zuerst Gberwiegend im Bereich des spongidosen Knochens,
insbesondere an der Wirbelsdule, bemerkbar. Schon bei einer Verminderung der
BMD um 1 SA steigt das Frakturrisiko auf das Doppelte. Bei der Osteoporose ist das
Risiko vierfach erhoht. Ist beim Schenkelhals die BMD um 1 SA erniedrigt,
verdreifach sich das Frakturrisiko. Unter Glucocorticoidmedikation steigt das Risiko



Patienten und Methoden 23

der Wirbelsaulenkompressionsfrakturen auf das 3-6 fache bei analogen BMD-

Veranderungen.®

3.1.4.2 Knochenstoffwechselparameter
Als Knochenparameter sind von uns die Vitamin-D-Metabolite sowie verschiedene

Knochenumbauparameter erhoben worden.

Seit langem ist bekannt, dass Calcitriol sowohl anabole als auch katabole Effekte
auf den Knochenstoffwechsel ausibt. Dies passiert zugleich auf dem direkten sowie
dem indirekten Weg (siehe unten). Um den Vitamin-D-Stoffwechsel mdoglichst
korrekt abzubilden, wurden im Blut unseres Patientenkollektivs sowohl Calcidiol- als

auch Calcitriolwerte gemessen.

Unter Knochenumbauparametern werden Knochenaufbau- und —abbauparameter
verstanden. Zwar ermdoglicht keiner dieser Marker allein, Osteoporose zu
diagnostizieren, jedoch  wird eine  Kombination von  verschiedenen
Knochenumbauparameter als eine gute Ergdnzung zu anderen diagnostischen
Mitteln angesehen. Ihre Vorteile sind die niedrige Invasivitdt und die leichte
Wiederholbarkeit der Untersuchung. Aul3erdem reagieren sie, im Gegensatz zu den
Knochendichteverdnderungen bei der DEXA-Messung, rasch, und signifikante
Effekte werden schon nach einer Therapiedauer von 6 bis 8 Wochen beobachtet.
Die Nachteile liegen in den zirkadianen Schwankungen der Messwerte, der
eingeschrankten Lagerungsstabilitat sowie der unzureichenden Sensitivitat des
Assays und der unzureichenden Prazision der Referenzbereiche, da die Werte von
Alter, Korpergewicht und -grof3e abhangen. Zur Primérdiagnostik der erniedrigten
Knochendichte und zur Beurteilung des Frakturrisikos ist weiterhin die
Osteodensitometrie die anerkannte Methode. Die Knochenumbauparameter werden
hauptsachlich zur Verlaufskontrolle und Therapiebeurteilung herangezogen. Die
Tabelle 3-2 zeigt die Zusammenstellung der in unserer Studie erhobenen

Knochenumbauparameter.
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Tabelle 3-2 Die erhobenen Knochenumbauparameter.

Knochenaufbauparameter

knochenspezifische Alkalische Phosphathase
Osteocalcin

Knochenabbauparameter

Pyridinolin
Desoxypyridinolin
N-Telopeptid

Vitamin-D-Metabolite

Vitamin-D ist eher als ein calcitropes Steroidhormon als ein Vitamin anzusehen und
ist fur die Calcium- und PhosphathomoOostase sowie fur die Mineralisation des
Knochens unabdingbar. Im deutschen sowie anglo-amerikanischen Sprachraum
werden unter dem Begriff ,Vitamin D* sowohl Vitamin D3 (Cholecalciferol) als auch
das aktive Hormon 1,25(0OH),-Vitamin Ds; verstanden. Abkémmlinge von
Cholecalciferol sind in der Leber hydroxyliertes 25(OH)-Cholecalciferol (Synonym:
Calcidiol) sowie in der Niere hydroxyliertes 1,25(OH),-Cholecalciferol (Synonyme:
Calcitriol, 1,25(0OH),-Vitamin D3, 1,25-Dihydroxycholecalciferol, Vitamin-D-Hormon).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Begriffe Calcidiol bzw. Calcitriol verwendet.

Die Synthese des Calcitriols erfolgt in verschiedenen Schritten. Zuerst wird
Cholesterol in der Leber und in der Darmschleimhaut zu 7-Dehydroxycholesterol
umgewandelt, aus welchem unter UV-Licht-Einfluss der Haut Cholecalciferol
entsteht. Cholecalciferol wird zu Calcidiol in der Leber hydroxyliert. Die
Calcidiolwerte entsprechen der Vitamin D-Zufuhr mit der Nahrung bzw. der Bildung
aus dem Provitamin in der Haut durch UV-Licht. Diese sind u.a. bei
Sonnenlichtmangel erniedrigt und bei Vitamin-D-Therapie erhoht. Da die Bildung des
Calcidiols von der Sonnenexposition abhéngig ist, ergeben sich saisonale
Schwankungen. Dariber hinaus werden erniedrigte Calcidiolwerte bei
fortschreitender Leberinsuffizienz und bei Malassimilations-

IMalabsorptionssyndromen beobachtet.

Die Umwandlung des Calcidiols in Calcitriol erfolgt in den proximalen Tubuluszellen
der Niere. Parathormon und Calcitriol erhdhen rasch die Calciumkonzentration im
Plasma. Calcitriol verbessert unter anderen die transzellulare Calciumabsorption im

proximalen Dinndarm durch die Forderung der enterozytaren Calbindinexpression,
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Verbesserung der renalen Calciumresorption und einer Induktion der
Knochenresorption.*® Die Wirkung des Calcitriols ist jedoch vielseitig und reicht von
der Stimulierung des Knochenumbaus (Stimulation der Differenzierung und Funktion
von Osteoblasten sowie der Osteoklastendifferenzierung), Uber die Forderung der
Calciumaufnahme im Dinndarm bis zur Hemmung der Calcium- und
Phosphatsekretion in  der Niere. AulBerdem hemmt Calcitriol die
Parathormonproduktion bzw. -sekretion aus der Nebenschilddriise und beeinflusst
den Calciumstoffwechsel im  Skelettmuskel. Calcitriolwerte spiegeln die
Hydroxylierung in der Niere wider und kénnen bei fortschreitender Niereninsuffizienz
erniedrigt sein. Ein Vitamin D-Mangel ist nicht immer anhand einer Messung von
Calcitriol zu erkennen, so dass Calcidiol einen zuverlassigeren Parameter fur die
Mangelerscheinungen darzustellen scheint. Referenzwerte des Calcitriols kbnnen je
nach Labor und verwendetem Detektions-Assay etwas variieren. Erhdhte
Blutfettwerte kdnnen zusatzlich die Werte storen.

Knochenspezifische Alkalische Phosphatase (K-AP)

Die AP ist ein Zelloberflachenprotein mit einer kovalenten Bindung an Phosphatidyl-
Inositol-Phospholipid-Komplexe in der Zellmembran. Es existieren vier bekannte
Isoenzyme (Knochen-AP, intestinale AP, Plazenta-AP sowie plazenta-ahnliche AP).
Unter ihrer Mitwirkung wird aus organischen und anorganischen Substraten
freigesetztes Phosphat zusammen mit Calcium zum Hydroxyapatit umgebaut. Die
K-AP ist ein osteoblasten-typisches Sekretionsprodukt und wird bei deren
gesteigerter Aktivitat in den Blutkreislauf abgegeben. Eine K-AP Bestimmung hat die
grol3te Aussagekraft bei diskreten Veranderungen des Knochenstoffwechsels; bei
gravierenden Knochenveranderungen ist sie stetig erhoht. Dartber hinaus gibt es
starke Unterschiede in den K-AP Werten in Abhangigkeit vom angewandten Assay,
Labor, Geschlecht (Ma&nner etwas héher als Frauen) und Alter (Wachstumsphase,
pra-/postmenopausal). Erhohte Werte werden bei der sogenannten ,high-turnover®
Osteoporose beobachtet und sind deutlich ricklaufig unter einer effektiven
antiresorptiven Therapie. In unserer Studie wurde die Gesamt-AP sowie die K-AP-

Konzentration bestimmt.
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Osteocalcin (OC)

Osteocalcin, auch ,bone gamma-carboxylglutamic acid-containing protein“ genannt,
wird durch Osteoblasten sowie Odontoblasten synthetisiert und stellt mit einem
Anteil von ca. 3% das in der hochsten Konzentration vorkommende
Nichtkollagenprotein des Knochens dar. Osteocalcin wird einerseits durch
Osteoblasten produziert, anderseits unterliegt es dem direkten Einfluss von
calciumregulierenden Hormonen wie Calcitonin, Parathormon (PTH) und Calcitriol.
Der grofdte Anteil des synthetisierten Osteocalcins wird in die organische
Knochenmatrix eingebaut. Ein kleiner Teil gelangt ins Blut und wird dort abgebaut.
Zudem ist Osteocalcin ein Bestandteil der Megakaryozyten und Thrombozyten.
Erwahnenswert ist, dass das OC nicht nur beim Knochenaufbau, sondern auch bei
der gesteigerten Knochenresorption im Serum ansteigt. Dies bedeutet, dass erhdhte
OC-Serumwerte sowohl flr eine gesteigerte Knochenneubildung als auch fiir einen
gesteigerten Knochenumbau sprechen konnten. Erhthte sowie erniedrigte OC-
Werte sind gleichermal3en als pathologisch zu werten. Eine Vielzahl von Faktoren
kénnen Einfluss auf die gemessenen OC-Werte haben. Das OC unterliegt einem
deutlichen zirkadianen Rhythmus mit hohen Werten am Morgen und einem Tief am
Nachmittag, so dass immer eine morgendliche Blutentnahme erfolgen sollte. Da die
Osteocalcinfragmente renal ausgeschieden werden, kdnnen erhdhte Osteocalcin-
konzentrationen durch eine eingeschréankte renale Clearance verursacht werden.
Der obere Referenzbereich von Osteocalcin steigt mit dem Alter und ist bei Frauen
hoher als bei Manner. Nach der Menopause wird haufig ein zusatzlicher Anstieg der
Werte beobachtet. Im Rahmen der rheumatoiden Arthritis wurden sowohl erhohte als
auch erniedrigte OC-Werte beobachtet, ohne dass der Mechanismus dieser Effekte
naher erklart ist. Bei Patienten mit Osteoporose werden meistens erhohte Werte, im
so genannten ,high-turnover® bei unverdnderten oder erhthten AP-Werten,
gemessen. Erniedrigte Werte bei ,low-turnover® Patienten werden von
unverédnderten oder erniedrigten AP-Werten begleitet. Der Glucocorticoideffekt auf
Osteocalcin erfolgt via Transkription durch Glucocorticoid-responsive Elemente
(GRE) im Osteocalcin-Promotor. Unter GC-Therapie kann der Osteocalcinwert bei
erhohter Osteoblastenaktivitat gesteigert oder bei Glucocorticoidosteopathie

erniedrigt sein.
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Knochenabbauparameter

Die von den Osteoblasten gebildete kollagene Knochenmatrix besteht vor allem aus
Typ I-Kollagen (85-90%). Infolge des enzymatischen Abbaus des Kollagens | werden
Pyridinolin, Desoxypyridinolin und N-Telopeptid freigesetzt. Sie sind Marker fur die
Knochenresorption und korrelieren mit den histomorphometrischen Variablen des
Knochenabbaus.®” Die im Urin gemessenen Werte werden jedoch durch eine Reihe
von verschiedenen Faktoren beeinflusst. So sind bei postmenopausalen Frauen die
Werte deutlich erhoht. Fur die frihmenopausale Frauen findet man eine tber 31%-
ige Erhohung des Pyridinolins und eine 50%-ige des Desoxypyridinolins.®® Bei
spatmenopausalen Frauen ist sogar eine Steigerung um 33% fur Pyridinolin und um
63% fiir Desoxypyridinolin beschrieben worden.* Zusétzlich werden die Werte durch
Bettruhe beeinflusst (bis zu 28% Erhohung). Die interindividuellen Unterschiede
reichen von 24% fir Pyridinolin bzw. bis zu 27% fur Desoxypyridinolin und steigen
postmenopausal weiter an. Die Erhéhung der Werte mit dem Alter ist bei M&nnern
stetig und diskret linear, bei Frauen jedoch ausgeprégt diskontinuierlich.'® Unter
einer effektiven antiresorptiven Osteoporose-Therapie wird ein deutlicher Abfall der
Werte beschrieben. Desoxypyridinolin ist ein relativ spezifischer Marker des
Knochenabbaus, er wird namlich aul3er im Knochen nur noch im Dentin gebildet.
Pyridinolin wird aber auch im Knorpel und in geringen Mengen in Sehnen, Bandern
und Gefal3en gefunden, so dass sein Anstieg ebenso bei entzindlichen und
degenerativen Gelenkerkrankungen beobachtet wird.**> 2 Da das N-Telopeptid
auch in der Haut, im Bindegewebe und im Knorpel nachweisbar ist, bleibt seine
Spezifitat umstritten.*® 1% Die Referenzwerte der Knochenabbauparameter sind von
dem angewandten Assay, dem Alter sowie dem Geschlecht des Patienten abhangig.

3.1.4.3 Osteoporoseschmerzen

Schon seit langem wird der Zusammenhang zwischen Knochendichteminderung und
Ruckenschmerzen untersucht. In letzter Zeit wurde der Versuch unternommen,
zwischen den osteoporotischen Riuckenschmerzen und Rickenschmerzen anderer
Genese zu unterscheiden. So fanden Leidig-Bruckner et al.,, dass die
osteoporotischen Schmerzen starker belastungsabhangig sind, und im Vergleich zu
chronischen Ilumbalen Rickenschmerzen, im Liegen und Schlaf deutlich
abklingen.’® Die Riickenschmerzsymptomatik wurde in unserer Studie in zwei

Kategorien erhoben: Einerseits als Wirbelsdulenschmerz, der als anamnestischer
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Bewegungsschmerz der Wirbelsdule sowie als klinischer Klopfschmerz erfragt wurde
(jJa/nein Fragen). Andererseits wurden Patienten nach den Osteoporoseschmerzen
gefragt, die als wahrend des Tages und unter Belastung starker werdende, aber im
Liegen und in der Nacht abklingende Rickenschmerzen definiert worden sind.
Beziglich osteoporotischer Schmerzen wurden von jedem Patienten drei Tests
ausgefullt: Eine numerische Skala in Bezug auf die Osteoporoseschmerzen in Ruhe
sowie unter Belastung (Werte: 0-keine, 1-mafige, 2-starke Rickenschmerzen) und
eine Visuelle Analogskala (VAS) zur Starke der osteoporotischen Schmerzen
wéhrend der letzten Woche (eine 100 mm lange waagerechte Linie, wo der Anfang
keine und das Ende maximal starke Schmerzen darstellt, siehe auch 3.1.6).

3.1.5 Andere GC-Nebenwirkungen aul3er Osteoporose

Zu den zusatzlich erhobenen Nebenwirkungen der GC-Therapie neben Osteoporose
gehorten: Hautveranderungen (Unterblutungen, Atrophie der Haut, Striae),
cushingoider Habitus sowie Glaukom. Die Unterblutungen wurden anamnestisch
erhoben. Die Ausbildung von Striae und das Dunnerwerden der Haut
(Pergamenthaut) wurde, in Verbindung mit anamnestischen Angaben, Klinisch
erhoben. Der cushingoide Habitus wurde vom Patienten und vom Arzt auf der
numerischen Skala von 0 bis 2 erhoben (0-keine, 1-mittlere und 2-starke
Auspragung). Daruiber hinaus wurden die Patienten nach einer bekannten Erh6hung
des Augeninnendrucks befragt, die vom Ophthalmologen diagnostiziert wurde. Diese
Angaben wurden dann im positiven Fall von den behandelnden Arzten telefonisch

bestatigt.

3.1.6 Allgemeine Laborparameter

Bei den Blut- und Urinuntersuchungen wurden zusétzlich zu den oben erwahnten
Parametern die Entziindungsparameter (CRP, BSG), ein kleines Blutbild, Elektrolyte
(Natrium, Kalium, Calcium, Phosphat), sowie Leber-, Nierenparameter (Bilirubin,
ASAT, ALAT, y-GT, Kreatinin, Harnstoff) und Blutfette (Triglyzeride und Choresterol)
erfasst.
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3.1.7 Fragebogen zum Gesundheitszustand

Um beurteilen zu kénnen, wie effektiv niedrige und mittlere MP-Dosen die Aktivitat
von entzindlich-rheumatischen Erkrankungen kontrollieren konnen, haben wir neben
den gemessenen Entzindungsparametern im Blut auch verschiedene Fragebdgen
zur Lebensqualitdt verwendet (siehe auch 3.1.2). Diese wurden dem Patienten am
Ende der Untersuchung mit der Bitte ausgehandigt, sie mdglichst vollstandig und

exakt auszufillen.

Der Medical Outcomes Study Short Form 36 (SF-36) ist ein allgemeines Instrument,
welches bei Gesunden und Patientenkollektiven fir die Beurteilung der
gesundheitsbezogenen Lebensqualitat validiert worden ist.!® Dieser Fragebogen
stellt die gekurzte Version eines in der Medical Outcomes Study (MOS) entwickelten,
umfassenden Messinstrumentes dar, wobei die Auswahl der Fragen auf einer Reihe
empirisch-rigoroser Tests beruht. Der SF-36 wurde erstmals 1997 in einer klinischen
Prifung von Minocyclin bei Patienten mit RA eingesetzt.'®® In zahlreichen Studien

107, 108

wurde die Relevanz des SF-36 untersucht , unter anderem bei Patienten mit

rheumatischen Krankheiten'® 106109 119 pie Relevanz des Tests wurde sowohl fiir
interindividuelle Untersuchungen, als auch fiir Langzeitstudien nachgewiesen'® .
Der SF-36 korreliert mit bekannten Tests wie dem HAQ, MHAQ, VAS fir
Schmerzen, ACR und vielen anderen.'®® %% 111 112 per SF-36 st insbesondere zur
Erfassung von moderaten bzw. kleinen Veranderungen geeignet. Der in den
Vereinigten Staaten zusammengestellte SF-36, hat sich in der letzten Zeit als
Standardinstrumentarium  zur  Erfassung der  subjektiven Gesundheit
herauskristallisiert. Sein  Gebrauch wird zunehmend durch internationale
Zulassungsbehorden wie z.B. die Federal Drug Administration — zumindest informell
— empfohlen. FUr unsere Studie benutzten wir die durch die Arbeitsgruppe von Frau
Prof. Dr. M. Bullinger Ubersetzte deutsche Form des SF-36."** In der Tabelle 3-3
sind die Konzepte und deren Inhalte des SF-36 dargestellt. Jedes Konzept umfasst
mehrere Unterpunkte. In unserer Studie wurde die Standardversion benutzt (d.h. die

Fragen betrafen die letzten 4 Wochen).
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Tabelle 3-3 Gesundheitskonzepte und Inhalt der acht SF-36 Skalen zur Veranderung des
Gesundheitszustandes.

Konzepte Inhalt
Kdrperliche Ausmalf3, in dem der Gesundheitszustand korperliche Aktivitaten

Funktionsfahigkeit

wie Selbstversorgung, Gehen, Treppensteigen, Blicken, Heben und
mittelschwere oder anstrengende Tatigkeiten beeintrachtigt

Kdérperliche
Rollenfunktion

Ausmalf3, in dem der korperliche Gesundheitszustand die Arbeit
oder andere tagliche Aktivitdten beeintrachtigt, z.B. weniger
Schaffen als gewdhnlich, Einschrankungen in der Art der Aktivitaten
oder Schwierigkeiten bestimmte Aktivitdten auszufiihren

Kdrperliche AusmalR an Schmerzen und Einfluss der Schmerzen auf die
Schmerzen normale Arbeit, sowohl im als auch auRerhalb des Hauses
Allgemeine Personliche Beurteilung der Gesundheit, einschlielich aktueller
Gesundheits- Gesundheitszustand, zukunftige Erwartungen und
wahrnehmung Widerstandsfahigkeit gegenliber Erkrankungen

Vitalitat Sich energiegeladen und voller Schwung fiihlen versus mude und

erschopft
Soziale Ausmaf3, in dem die korperliche Gesundheit oder emotionale

Funktionsfahigkeit

Probleme normale soziale Aktivitdten beeintrachtigen

Emotionale
Rollenfunktion

AusmafR, in dem emotionale Probleme die Arbeit oder andere
tagliche Aktivitdten beeintrachtigen; u.a. weniger Zeit aufbringen,
weniger schaffen und nicht so sorgfaltig wie tblich arbeiten

Psychisches
Wohlbefinden

Allgemeine psychische Gesundheit, einschlieBlich Depression,
Angst, emotionale und verhaltensbezogene Kontrolle, allgemeine
positive Gestimmtheit

Veranderungen
der Gesundheit

Beurteilung des aktuellen Gesundheitszustandes im Vergleich zum
vergangenen Jahr

Der Health Assessment Questionnaire (HAQ) ist ein etablierter Test, der fur die

Erfassung der Krankheitsaktivitat entwickelt wurde.™ Er wird sowohl fir
interindividuelle als auch longitudinale Studien benutzt und dient auch als guter
Pradikator fur die Morbiditat.'™ Seine Starke hinsichtlich der Beurteilung der
Krankheitsaktivitat wird jedoch als nur mittelméRig eingeschatzt.'® Die Patienten
sollen mittels des HAQ Stellung zu Einschrankungen ihres taglichen Leben
(Ankleiden und Koérperpflege, Essen, Gehen, Heben, Greifen und Offnen) sowie bei
Tatigkeiten wie Einkaufen und Hausarbeiten nehmen (Werte von O bis 3, wobei 3
einer héheren Einschrankung der physischen Aktivitat entspricht). Als Endwert wird

ein Mittelwert aus den Angaben zu den zwanzig Fragen gebildet.
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Die Visuelle Analogskala (VAS) wird den Patienten als 100 mm lange waagerechte
Linie dargestellt. Anfang und Ende der Linie stellen die beste und die schlechteste
Situation dar. Die Patienten wurden gebeten, einen senkrechten Strich an dem
Punkt der Linie zu machen, der am besten ihre Antwort auf die Frage wiedergibt.
Alle gestellten Fragen bezogen sich auf die letzte Woche (siehe auch 3.1.2).

3.2 Experimente zum Nachweis von mGCR auf Immunzellen des peripheren
Blutes und der Synovialflissigkeit bei Patienten mit M. Bechterew

Um das Vorhandensein der membranstandigen GC-Bindungsstellen auf den
Immunzellen des peripheren vendsen Blutes sowie der Synovialflissigkeit zu
untersuchen, wurden in dieser Arbeit durchflusszytometrische Experimente

durchgefuhrt.

3.2.1 CCRF-CEM- (CCL 119-) Zelllinie

Die CCRF-CEM Zelllinie ist eine humane lymphoblastoide Zelllinie, die aus dem
peripheren Blut eines an akuter lymphatischer T-Zell-Leukamie (T-ALL) erkrankten
4-jahriges Kindes kaukasischer Abstammung gewonnen wurde. Die Kultivierung
erfolgte in RPMI-1640 Puffermedium (siehe 3.2.10) mit 5 % BSA (Bovines Serum
Albumin) bei 55 % CO, Atmosphare und einer Temperatur von 37°C. Der
Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Die Kryokonservierung erlaubte eine
Standarisierung der Versuchsbedingungen. Die mit DMSO (Dimethylsulfoxid, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) versetzten Zellen (Aliquots & 5 x 10° Zellen)
wurden bei -156° in flussigem Stickstoff gelagert. Die Zelllinie wurde als
Farbekontrolle fir unsere Experimente mitgefihrt. Wegen der Zyklusabhangigkeit
der mGCR-Expression’> wurden die Zellen zuerst 40 Stunden im Brutschrank

inkubiert.

3.2.2 Entnahme und Bearbeitung von PBMC und Synovialflissigkeit

Fur die Experimente wurde das vendse Blut von gesunden Probanden und von
Patienten mit M. Bechterew in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Rheumatologie und Klinische Immunologie an der Charité nach vorherigem
Einverstandnis entnommen. Dazu wurden die Spritzen mit Heparin gefillt, um das
Gerinnen zu vermeiden. Um humane mononukléare Zellen des peripheren Blutes zu

analysieren, erfolgte zuerst die Abtrennung der Erythrozyten. Dafiur wurde im
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Verhdltnis 1:3 (phosphatgepufferte Salzlésung mit Standardzusammensetzung,
siehe 3.2.9) verdiinntes Blut mit PBS auf 15 ml Ficoll (50 ml Falcon®-Réhrchen,
Amersham  Biosciences, Uppsala, Schweden) geschichtet. Nach der
Dichtezentrifugation (2000 U/min, 20 min, ohne Bremse; Haereus Megafuge 1.0,
Kendro, Osterode, Deutschland) wurde die PBMC-Suspension vorsichtig
abpipettiert, mit PBS/BSA/NaN3; (PBA, 3.2.10) versetzt und zweimal bei 4°C
gewaschen, um verbliebene Thrombozyten und Plasma zu entfernen. Die
Zellzahlung erfolgte in der Neubauer®Zahlkammer nach der Verdinnung des
Zellaliquots (1:10 und danach 1:5). Mittels Trypanblau (0,04%) wurden tote Zellen

markiert.

Entnahme und Bearbeitung der Synovialflissigkeit erfolgte mit demselben
Verfahren.

3.2.3 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine zellbiologische Methode, welche die Identifizierung
und das Sortieren von Zellen aufgrund ihrer Grol3e, Struktur und ihrer spezifischer
Antigene ermdoglicht. Sie bedient sich der Moglichkeit, durch die Absorption von
Licht, Elektronen auf ein hoheres Energieniveau (aul3ere Schalen) zu heben. Bei
deren Zuruckfallen entsteht eine Emissionsstrahlung mit groRerer Wellenlange und
kleinerem Energieniveau. Das Gemisch von markierten Zellen wird durch eine Duse
gedruckt, und so entsteht ein feiner Flussigkeitsstrahl in dem die einzelnen Zellen
perlschnurartig angeordnet sind (so genannte ,hydrodynamische Fokussierung®).
Alle Tropfen passieren einen senkrecht gerichteten Laserstrahl (luftgekuhlter
Argonlaser, Wellenlange 488 nm). Empfindliche Photodetektoren messen sowohl
gestreutes als auch emittiertes Licht. Danach erfolgt eine lineare oder logarithmische
Verstarkung des Signals. Gemessen werden Vorwartsstreuung (FSC, in 2-20
Winkelgrad zur Laserachse), entspricht der Zellgro3e (kleine Zellen streuen weniger)
und Seitwartsstreulicht (SSC, in 90 Winkelgrad zur Laserachse), entspricht der
Zellstruktur (Parameter wie Zellgranularitat; Granulozyten streuen mehr als
Lymphozyten) (Abb. 3-4). Sind Farbstoffmolekille an eine Zelle gebunden (wie in
unserem Experiment), wird zusatzlich das Fluoreszenzlicht gemessen (FL, alle
Brechungswinkel). Um Fluorochrome voneinander zu unterscheiden, werden

spezielle Lichtfilter bendtigt, die deren Emissionsmaxima bericksichtigen.
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Abbildung 3-4 Prinzip der Durchflusszytometrie (Quelle: The Scripps Research Institute:
http://facs.scrippsedu/).

In der Tabelle 3-8 sind die bei den Experimenten benutzten Farbstoffe mit deren
Exzitations- (die Wellenlange, bei der sie am besten angeregt werden) und
Emissionsmaxima (die Wellenlange, bei der das meiste Licht emittiert wird)

zusammengestellt.

Tabelle 3-8 Exzitations- und Emissionsmaxima unterschiedlicher Fluorochrome

Farbstoff EXmax(nNm) EMpyax(nm)
Fluorescein Isothiocyanat (FITC) 490 530
Cy5 650 666
Phycoerythrin (PE) 480, 545, 565 575
Peridinchlorophyll-a (PerCP) 470 680
Allophycocyanin (APC) 650 660

Exmax: Exzitationsmaximum, Emmax: Emissionsmaximum

Es ist moglich, mehrere Farbstoffe miteinander zu kombinieren (bis zu 5). Er sollte

jedoch darauf geachtet werden, dass sich die Emissionsmaxima nicht
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tberschneiden. Nur dann gelingt die prazise Trennung von gefarbten Zellen. Mit der
Durchflusszytometrie  wurde in dieser Arbeit die Identifizierung von
membranstandigen und intrazellularen GCR sowie einzelnen Subpopulationen der
PBMC vorgenommen. Die Messung erfolgte mit dem fluoreszenzaktivierten
Zellsortierer (FACS Calibur™®, Becton Dickinson; San Jose, USA). Zur Analyse
wurde Cell Quest Software® benutzt. Die Ergebnisse wurden als Standard-
Punktdiagramme abgebildet (dot plots), wobei jede Zelle als einzelner Punkt
dargestellt ist. In der Tabelle 3-9 sind die in unseren Experimenten benutzten
Farbstoffe, die zu identifizierenden Zellen und die FL-Scatter zusammengefasst.

Tabelle 3-9 Benutzte Farbstoffe zur Zelldifferenzierung und
entsprechende FL-Scatter.

Zellen Farbstoff FL
CD 14 Monocyten PE FL 2
CD3 T-Zellen PerCP FL 3
CD 19 B-Zellen APC FL 4
iGCR PBMC FITC FL 1
mGCR PBMC Cy5 FL 4

Um die toten Zellen ausschlieen zu kénnen, wurde 1ug/ml Propidiumjodid (PJ) kurz
vor der Messung dazu gegeben. PJ hat die Eigenschaft, durch die Zellmembran
abgestorbener Zellen zu wandern und sich an die DNA zu binden. PJ-positive Zellen

kénnen daher als tot identifiziert und ausgeschlossen werden.

3.2.4 Konjugation der Antikdrper

Der monoklonale IgG1-Antikorper 5E4 ist gegen eine konservierte Sequenz
(Aminosauren 150-176) des regulatorischen Teils des humanen GCR gerichtet und
wurde uns freundlicherweise von Frau Dr. Berki vom Institut fir Immunologie und
Biotechnologie der Medizinischen Hochschule von Pécs, Ungarn, zur Verfliigung
gestellt. Nach der Reinigung des AK von NaN; (PD10-Saule mit Boratpuffer,
Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) erfolgte die Konjugation mit
Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-e-aminocapronsaure-N-succinimidester (Dig-SE,
Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Deutschland). Dazu wurde Dig-SE in DMSO
gelost (5 mg/ml) und mit in PBS verdinntem AK (1 mg/ml) eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Erfahrungsgemal sind 1:10 bis 1:50 die besten
Molverhéltnisse. Bei niedriger eingestellten antiGCR-Dig-Konjugaten ist das Signal
zu schwach, bei hoéheren Verhaltnissen sind die unspezifischen Interaktionen sehr



Patienten und Methoden 35

hoch. Nach der Gelfiltration (Entfernung von freien Haptenen) folgte eine
Extinktionsmessung (280 nm).

3.2.5 Farbesystem zur Detektion von membranstéandigen Glucocorticoid-
rezeptoren und methodische Vorgehensweise

Zur Detektion von membranstdndigen GCR wurde ein spezielles Farbesystem
benutzt (Abb. 3-5).

antiDig-Liposom (FITC)

v

antiGCR-Dig
\

~mGCR

Abbildung 3-5 Farbesystem zum Nachweis von mGCR auf PBMC.

Um das Signal zu verstarken wurden magnetofluoreszente antiDig-Liposomen
verwendet, die von der Arbeitsgruppe Dr. Scheffold aus dem Deutschen
Rheumaforschungszentrum zur Verfiigung gestellt wurden. Die Liposomen sind 200-
300 nm grof3 und enthalten mehrere tausend Fluoreszenzmolekile (in unserem
Falle: Fluoresceinisothycianat). Sie verstarken die Signalintensitdt um das 100- bis
1000-fache, was zur Detektion von mGCR notwendig ist. Bei konventionellen
Farbungen wurden keine mGCR nachgewiesen, was auf eine nur niedrige Anzahl
von mMGCR pro Zelle hinweist.?? Die PBMC wurden in drei Ansétze aufgeteilt (Tab. 3-
10).
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Tabelle 3-10 Reihenfolge der Zugabe der Antikdrper in den drei Ansatzen.

Kontrollansatz Farbeansatz Blockansatz

1. polyklonale I1gG 1. polyklonale IgG 1. polyklonale I1gG

2. unmarkierter antiGCR-AK
im Uberschuss

2. antiGCR-Dig-AK 3. antiGCR-Dig-AK
2. antiDig-Liposomen (FITC) 3. antiDig-Liposomen (FITC) 4. antiDig-Liposomen (FITC)
/ antiDig-Cy5 / antiDig-Cy5 / antiDig-Cy5

Um mogliche unspezifische Bindungen zu reduzieren, wurde polyklonale IgG (5
mg/ml) (Octagam®, Octapharma, Langenfeld, Deutschland) verwendet. Zur
Differenzierung von PBMC-Subpopulationen wurden konventionell erhaltliche,
fluoreszenzgekoppelte AK gegen CD3 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), CD14
(BD PharMingen, San Diego, CA, USA) und CD 19 (BD PharMingen, San Diego,
CA, USA) verwendet (Tab. 3-11).

Tabelle 3-11 Angewandte fluoreszenzgekoppelte AK zur Differenzierung von
PBMC-Subpopulationen.

Antikorper Konjugiertes Detektion von
Fluorochrom
antiCD3 PerCP T-Lymphozyten
antiCD14 PE Monozyten
antiCD19 APC B-Lymphozyten

Der Kontrollansatz diente zur Bestimmung der Hintergrundfarbung. Der Farbeansatz
stellte die eigentliche Farbung dar. Bei dem Blockansatz wurden zuerst mit dem
Uberschuss von unmarkierten antiGCR-AK die mGCR blockiert und danach folgte
die Farbung. Auf diese Weise wurden die unspezifischen Bindungen der antiGCR-
Dig-AK ermittelt. Zu allen Anséatzen wurden antiDig-Liposomen (FITC) zugegeben,
und es wurden die Zellen dann fir 30 min auf Eis in der Dunkelheit geschuttelt. Die
Konzentration der verwendeten Liposomen wurde vorher auf Mauszellen austitriert
(Verhaltnisse 1:100 bis 1:400). Nach dreimaliger Waschung erfolgte die Messung.
Die toten Zellen wurden durch Zusatz von PJ (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) identifiziert. Die extrazellulare Farbung wurde strikt auf Eis
durchgefuhrt (Abbildung 3-6 ).
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Abbildung 3-6 Beispiel einer mGCR-Farbung ohne Primarantikdrper (Kontrolle), mit mGCR-
Ak (MGCR Farbung) und unter Zugabe eines konkurrierenden nicht-markiertem mGCR-Ak
(Block) (dot plots).

3.2.6 Farbung von intrazellularen Glucocorticoidrezeptoren

Fur die intrazellulare Farbung ist eine Zellmembranpermabilisierung notwendig.
Dazu wurden die PBMC mit 2% Formaldehydlosung (Merck, Darmstadt,
Deutschland) versetzt (20 min Inkubation, Raumtemperatur) und danach 20 min mit
0,5%-igem Saponin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) behandelt. Die
Farbung wurde wie bei der Detektion von mGCR durchgefuhrt. Statt PBA wurde
jedoch 0,5%-iger Saponin-Puffer verwendet, um die Permeabilisation der Zellen zu
bewirken. Alle Inkubations- und Waschschritte fanden bei Zimmertemperatur statt.
Die Liposomen wurden durch antiDig-Cy5-AK ersetzt. Liposomen kdnnen nicht ins

Zellinnere gelangen und werden durch Saponin zerstort.

3.2.7 Optimierung der Farbung

Sowohl die antiDig-AK als auch die Liposomen wurden jedes Mal auf PBMC von
gesunden Probanden austitriert. Auf diese Weise gelang es, das Farbesystem so
einzustellen, dass der Hintergrund niedrig, die Blockierung noch moglich und die
Farbung ausreichend intensiv war. Um die Anzahl der unspezifischen Bindungen zu
minimieren, wurden polyklonale IgG zugesetzt Die extrazellulare Farbung wurde

zusatzlich strikt eisgekuhlt durchgefihrt.

3.2.8 Morbus Bechterew: Erkrankungsbild und Krankheitsaktivitat

Die ankylosierende Spondylitis (AS) ist eine haufige entzindlich-rheumatische
Erkrankung mit dem so genannten entztndlichen Rickenschmerz als Leitsymptom,
der durch eine Entziindung der Sakroiliakalgelenke hervorgerufen wird. Im Verlauf
der Erkrankung kénnen alle Abschnitte der Wirbelsaule betroffen sein, es kommt ggf.
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zu einer progredienten Ankylosierung, d.h. zu einem kno6chernen Durchbau
betroffener Gelenke. Ein Teil der Patienten leidet zusatzlich an einer peripheren
Gelenkbeteiligung. In der Regel handelt es sich hierbei um eine Oligoarthritis der
groRen Gelenke der unteren Extremitat. Bei etwa 90% der betroffenen Individuen
findet sich eine Positivitat fur das Merkmal HLA-B27. Bzgl. der Diagnosestellung
haben sich mittlerweile die ,modifizierten New-York-Kriterien® durchgesetzt, fir
deren Erfullung eine Kombination aus klinischen und radiologischen Befunden
gefordert wird.**’

Die Standardtherapie der Erkrankung bestand bis vor kurzem aus
Krankengymnastik/Physiotherapie und der Gabe nichtsteroidaler Antirheumatika. Fur
therapierefraktdre Krankheitsverlaufe hat sich mittlerweile die Gabe von TNF-
Antagonisten als therapeutische Option bewahrt. Die systemische Gabe von
Glucocorticoiden spielt in der Therapie der AS eine untergeordnete Rolle, da sie
nach allgemeiner Kklinischer Erfahrung wenig effektiv ist. Eine selten angewendete
Ausnahme stellt die intravendse Pulstherapie zur Behandlung entztndlicher

19 Dpariber hinaus kommen Glucocorticoide zur

120, 121

Krankheitsschiibe dar.**®
intraartikuldren Injektionstherapie der Sakroiliakalgelenke sowie peripherer

Gelenke zum Einsatz.

Wie von unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen, korreliert die Frequenz mGCR-
positiver Monozyten bei RA-Patienten mit der Krankheitsaktivitat.>> Um eine méglich
ahnliche Korrelation bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten mit M.
Bechterew einschatzen zu kénnen, sollte auch deren Krankheitsaktivitat ermittelt
werden. Da bei M. Bechterew eine ErhOhung der systemischen
Entzindungsparameter oder eine zur Kklinischen Verlaufsbeurteilung geeignete
Arthritis nicht regelhaft vorliegen, wird die Krankheitsaktivitdt nach derzeitigem
Konsensus mit einem rein patientenabhangigen Instrument, dem Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI) beurteilt.**

Der BASDAI-Fragebogen exploriert Mudigkeit, peripheren Gelenkschmerz,
Ruckenschmerz, Enthesitis, sowie die qualitative und quantitative Morgensteifigkeit
mittels visueller Analogskalen von 0-10, wobei 10 jeweils dem Beschwerdemaximum

entspricht. Die Fragen beziehen sich auf den Zeitraum der letzten Woche. Zur
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Berechnung des Ergebnisses wird zunéchst der Mittelwert aus den beiden Fragen
zur Morgensteifigkeit berechnet, aus diesem und den vier Ubrigen Werten wird
erneut ein Mittelwert gebildet. Ein BASDAI > 4 beschreibt eine aktive bzw. schwere
Erkrankung.'?® Zusatzlich zum BASDAI werden in der Klinik in letzter Zeit haufig
BASDAI-Fragebdgen fur die letzten 2 bis 8 Wochen erhoben.

Bei unserem Patientenkollektiv erfragten wir den BASDAI und die insgesamt
stattgehabten Schmerzen mittels einer Skala von 0-10 (NRS), sowie den BASDAI
und Gesamtschmerz bezogen auf einen Zeitraum von sechs Wochen vor der
Untersuchung (BASDAI 6, NRS 6). Dartber hinaus wurden im Blut die
Entzindungsparameter (CRP, BSG) gemessen.

3.2.9 Charakterisierung der M. Bechterew Patienten und gesunder Probanden
Fur diese Studie wurden Patienten mit einer nach den ,modifizierten New York

Kriterien“'*’

gesicherten Ankylosierenden Spondylitis (M. Bechterew) ausgewahlt,
die seit mindestens zwei Wochen keine Glucocorticoid-Therapie erhalten hatten und
in den letzten vier Wochen an keinem erinnerlichen Infekt erkrankt waren. Die
Patientenpopulation bestand aus 21 Patienten, bei denen 26 Messungen des
peripheren Blutes bzw. 2 Messungen der Gelenkflissigkeit erfolgten. Die
Erkrankungsdauer betrug im Durchschnitt 10,7 + 7,0 Jahre (0,5 bis 26,0, Median 11
Jahre). Drei Patienten litten unter peripherer Gelenkbeteiligung. Siebzehn Patienten
erhielten NSAIDS/Coxibes, vier Methotrexat oder Sulfasalazin und elf anti-TNF
Therapie. Zusatzlich zur Durchflusszytometriemessung wurden Laborparameter wie
CRP und BSG sowie die Indices BASDAI, BASDAI 6, NRS und NRS 6 erhoben, um
die Aktivitdt der Erkrankung einzuschatzen. Als gesunde Probanden wurden
freiwillige Personen genommen, die in den letzten vier Wochen keinen erinnerlichen
Infekt hatten und in den letzten Monaten nicht geimpft wurden. Keiner der gesunden
Probanden litt unter einen chronischen Erkrankung. In der Tabelle 3-12 sind die
wichtigsten Parameter der Patienten und der gesunden Probanden dargestellt. Die

Zustimmung der Ethikkommission lag vor.
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Tabelle 3-12 Charakterisierung der Probanden

M. Bechterew Gesunde
Patienten Probanden

Anzahl (n) 21 11
weiblich 6 3
mannlich 15 8
Alter*
Minimum-Maximum 22-62 Jahre 23-44 Jahre
Mittelwert 37,4 +9,2 30+7,4

3.2.10 Pufferldsungen und Zellkulturmedien
PBS: Aqua destillata mit NaCl 136,89 mM, KCl| 2,68 mM, KH,PO, 1,47 mM,
Na,HPO4x2H,0 8,05 mM, (Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 7,2

PBA: PBS mit 0,5% (g/v) Bovinem Serum Albumin (BSA) (PAA Laboratories, Célbe,
Deutschland) und 0,02% Natriumazid (v/v) (NaNs) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland)

RPMI-1640 Puffermedium: mit 2 mM L-Glutamin (PAA Laboratories, Coblbe,
Deutschland), 100 Einheiten/ml Penicilin G und 100 wg/ml Streptomycin (PAA
Laboratories, Colbe, Deutschland), 50 uM 2-Mercaptoethanol (GIBCO Brl, Paisley,
Schottland), 10% (v/v) hitzeinaktiviertem fetalem bovinem Serum (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Deutschland)

Boratpuffer: 1000 ml H,O mit 6,18 g Borséure, 5,03 Na,-Tetraborat, 4,38 g (alle
Merck, Darmstadt, Deutschland), pH 8,5

3.3 Statistik

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant interpretiert. P-Werte zwischen
0,05 und 0,1 wurden als Tendenz bewertet. Die Mittelwerte wurden immer mit der
Standardabweichung angegeben. Die Mittelwerte und Medianwerte wurden auf eine
Stelle und die Standardabweichung bis zwei Stellen nach dem Komma abgerundet.

Studie

Die Patienten wurden in zwei Dosisgruppen aufgeteilt (Mittelwert, Gruppe 1: < 6
mg/d MP im letzten Jahr, Gruppe 2: = 6 mg/d MP im letzten Jahr). Unterschiede
zwischen den einzelnen ordinalen und nominalen Parametern wurden mit Hilfe des

Chi-Quadrat-Tests nach Pearson analysiert. Fur die metrischen Parameter wurde
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der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Verlaufsdaten wurden mit dem nach
Brunner modifizierten Statistikprogramm SAS beurteilt.

Die Statistik fur das gesamte Studienkollektiv wurde bei metrischen Daten mit dem
nichtparametrischen Test nach Spearman durchgefuhrt. Unterschiede zwischen den
ordinalen bzw. nominalen Parametern in Bezug auf metrische Daten wurden mit
dem Mann-Whitney-U-Test bzw. dem Kruskal-Wallis-U-Test gemessen. Zusatzlich
wurde zur Ermittlung der Unterschiede zwischen den ordinalen bzw. nominalen
Parametern in Bezug auf andere nominale bzw. ordinale Daten der Chi-Quadrat-

Test nach Pearson angewandt.

Experimente

Die Korrelation zwischen den Krankheitsaktivitatsparametern und der Frequenz der
MGCR-positiven Monozyten und B-Zellen wurde mit dem nichtparametrischen Test
nach Spearman analysiert. Der Mann-Whitney-U-Test wurde bei dem Vergleich von
Patientengruppen angewendet (Aufteilung nach BASDAI bzw. Therapie mit TNF-

Antagonisten).



