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Verwendete Abkiirzungen:

ANP
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BIA
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BNP

BSG

CRP

DAS28

DMARDs

ECW

ELISA

HHN- Achse

ICW

Ko

Korr

MAP

n. a.

n. m.

NFAT

NSAIDs

RA

SEM

SNS

SPSS

TBW

TNF

Atriales natriuretisches Peptid
Adrenocorticotropes Hormon
Bioelektrische Impedanzanalyse

Body Mass Index

Brain natriuretisches Peptid
Blutsenkungsgeschwindigkeit
C-reaktives Protein

Disease Activity Score 28
disease-modifying anti-rheumatic drugs
extrazellulares Wasser

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Hypothalamus-Hypophysen-Nebenniere-Achse

intrazellulares Wasser
Kontrolle

Korrektur

Mitogen aktiviertes Protein

nicht anwendbar

nicht gemessen

Kern (Nuklear) Faktor von aktivierten T-Zellen
nicht-steroidale Antirheumatika
Rheumatoide Arthritis

Standard Error of Mean
Sympathisches Nervensystem
Statistik — Software
Gesamtkorperwasser/ total body water

Tumornekrosefaktor






1. Einleitung

Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems (SNS) ist eine allgemeine Erscheinung
bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (RA) und anderen
(9, 29, 37). Parallel zur Aktivierung des SNS beobachtet man eine anndhrend normale
Situation oder aber eine Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
(HHN-Achse) mit leicht erhéhtem Cortisol-Spiegel bei RA-Patienten, die nicht mit
Glukokortikoiden behandelt wurden (5, 10, 49). Die Aktivierung des SNS ist dominanter als
die Aktivierung der HHN-Achse, was als Entkopplung der beiden Stressachsen erkannt
wurde (20). Allerdings sind die Cortisolwerte in der Regel niedriger als dies in Gegenwart
hoher Konzentrationen von zirkulierenden pro-inflammatorischen Zytokinen zu erwarten
ware (inadaquate Sekretion) (8, 23, 24, 49). Es wurde bisher postuliert, dass bei RA, in
Bezug auf neurohormonale Phdnomene, ein adaptives Energieumverteilungssprogramm
gestartet wird, welches vom aktivierten Immunsystem bendtigt wird (47). Energie-und

Wasserregulierung sind eng verbunden, wie vor kurzem zusammengefasst wurde (47).

Da das SNS (12, 43) und die HHN-Achse mit dem adrenocorticotropen Hormon (ACTH)
(16, 30) Stimulatoren der Wasser- und Natriumretention sind, erwartet man, dass RA-
Patienten mit aktiviertem SNS und HHN-Achse Zeichen einer Volumeniberlastung zeigen.
Einfache Messgriossen von intravasaler Volumenuberlastungen sind natriuretische Faktoren
wie das brain natriuretische Peptid (BNP) und das atriale natriuretische Peptid (ANP),
deren Erhdéhung bei RA-Patienten unabhangig von myokardialen Problemen oder koronarer
Herzkrankheit auftritt (7, 19, 38, 44, 45, 53) und in geringerem Ausmalfie in Verbindung mit

okkulter oder manifester Herzerkrankung gebracht werden konnte (7, 18, 19).

Es scheint, dass die entziindliche Situation positiv mit dem Serumspiegel des NT-pro-BNP
korreliert (39, 45), und dass der erhohte Serumspiegel nach Tumornekrosefaktor (TNF)-
Therapie sinkt (27, 38). Dies zeigt an, dass eine entzindliche Situation die Bedingungen fir

eine Erhohung des Serumspiegels des natriuretischen Peptids zu begunstigen scheint.



Des Weiteren wurde ein erhdhter Serumspiegel des NT-pro-BNP bei Patienten mit RA mit

einer erhdhten Mortalitat in Beziehung gebracht (34, 39).

Eine weitere klinisch anwendbare Technik zur Bestimmung der Korperflissigkeit ist die

bioelektrische Impedanzanalyse (BIA).

Die BIA ist ein schnelles, reproduzierbares, nicht-invasives und einfach auszufiihrendes
Verfahren fur den Nachweis der Kérperzusammensetzung (14). Nach fast drei Jahrzehnten
der Validierung gegen ausgereifte Standardtechniken (z.B. Lit. (22-32, 51)), liefert die BIA
zuverlassig Informationen Uber Gesamtkorperwasser (TBW), extrazellulares Wasser
(ECW), intrazellulares Wasser (ICW), Fettmasse, Muskelmasse und den Phasenwinkel
(14). Mit der BIA wird der Widerstand, die Reaktanz und die Phasenverschiebung
gemessen, welche die Zeitverzégerung zwischen der angelegten Wechselspannung und
dem dadurch erzeugten Wechselstrom ist (auch Phasenwinkel genannt) (14). Eine geringe
Phasenverschiebung macht eine Vorhersage beziglich der Mortalitdt bei HIV-Patienten
sowie bei systemischer Sklerose (28, 36). Bezlglich der intravasalen Volumenuberlastung
und beziglich der natriuretischen Faktoren wurden wichtige Zielvariablen bei Hamodialyse-
Patienten validiert (2, 6, 26). Jedoch wurde die BIA bisher nicht intensiv als Methode

verwendet, um Patienten mit rheumatischen Erkrankungen zu untersuchen.

Die BIA wird in der Regel angewendet, um das Ph&dnomen der kachektischen Fettsucht bei
Patienten mit RA zu untersuchen (relativn hohe Fettmasse in Bezug auf
Skelettmuskelmasse) (13, 31, 40, 41). Nur wenige Berichte zeigen BIA als Verfahren zur
Messung von Flussigkeitskompartimenten bei der juvenilen idiopathischen Arthritis (3, 31),

aber vergleichende Studien bei RA und gesunden Probanden fehlen. Es gibt eine Studie
bei Patienten mit systemischer Sklerose, die auf Erndhrungsaspekte, die
Kdrperzusammensetzung und die Prognose fokussiert (28). Da bei Hamodialyse-Patienten

Anderungen im extrazellularen Volumen von entziindlichen Zustanden abhangen (2),



kénnten ahnliche Verdnderungen bei RA insbesondere unter Beriicksichtigung des

aktivierten SNS und der HHN-Achse zu beobachten sein.



2. Fragestellung und Studienziele

Folgende Fragen sollten in dieser Studie beantwortet werden:

1. Zeigen RA-Patienten Zeichen von Volumendiberlastung, welche durch die BIA und

Messung des NT-pro-ANP nachgewiesen werden kénnen?

In Vorarbeiten wurde ANP ebenfalls im Synovialgewebe entdeckt und da der Plasmaspiegel
von ANP mit der Entzindungssituation zusammenhangt (27, 38, 39, 45), entstand

zusatzlich die Frage:

2. Sind erhoéhte ANP-Werte durch ein Ubertreten des im Synovialgewebe produzierten ANP

in das Plasma zu erklaren?

Solch ein Uberlauf konnte ausschlieRen, dass erhdhte ANP-Werte mit einer

Volumeniberlastung in Verbindung stehen.



3. Patienten und Methoden

3.1 Patienten

In dieser Studie wurden drei Gruppen von RA-Patienten und Kontrollen in drei getrennten
Studienzweigen untersucht. An allen Studiengruppen haben nur Européer teilgenommen.
Die RA-Patienten erfullten die von dem American College of Rheumatology (friher
American Rheumatism Association) 1987 Uberarbeiteten Kriterien fir RA (1). Die Studie
wurde von der Ethikkommission der Universitdt Regensburg genehmigt. Alle Patienten

wurden Uber den Zweck der Studie unterrichtet und gaben ihr schriftliches Einverstandnis.

In der ersten BIA-Studie wurden 31 Patienten mit RA und 78 gesunde Probanden zur
Untersuchung herangezogen. Die RA-Patienten wurden jeweils mit gesunden Probanden
nach Geschlecht (Tabelle 1), Alter (Tabelle 1), Grosse (167.0 vs. 166.5 £ 2.1 £ 1.1 cm),
Gewicht (74.7 £ 3.4 vs. 72.3 £ 1.0 kg) und Body Mass Index (26.7 + 1.0 vs. 26.1 + 0.4
kg/m2) verglichen

In der zweiten BIA-Studie wurden 8 vorbehandelte Patienten mit aktiver RA, vor und nach
14 Tagen der intensiven Therapie mit entweder Methotrexat, Prednisolon, oder beidem, je
nach klinischem Zustand untersucht. Bei diesen Patienten wurde der Disease Activity Score
28 (DAS28) bestimmt, um parallel die Krankheitsaktivitat zu prifen (43). Der Spiegel des
NT-pro-ANP wurde bei 14 langjahrig erkrankten RA-Patienten mit
Kniegelenkersatzoperationen bestimmt und mit 15 alters- und geschlechtsangepassten
gesunden Probanden in der dritten Teilstudie verglichen.

Das C-reaktive Protein und die Blutsenkungsgeschwindigkeit wurden mittels
Standardlabortechniken ermittelt. Die Charakteristika aller Patienten sind in Tabelle 1

angegeben.



Tabelle 1 Merkmale aller Patienten, die in der ANP / BNP Studie untersucht

wurden. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben,
Prozentwerte sind in runden Klammern, Altersbereich (Jahre) in
eckigen Klammern angegeben.

Bioimpedanz-Analyse * Analyse der
natriuretischen Faktoren
Gesunde RA** RA Gesunde RA
Probanden Probanden
Follow-up
Studie

Anzahl 78 31 8 15 14
Alter (Jahre) 53.1+1.4 56.9+2.3 55.3+5.3 61.8+2.2 63.9+2.8

[26-76] [27-74] [27-71] [48-75] [48-77]
Geschlecht (w/m) 66/12 21/10 (68/32) 6/2 7/8 (47/53) 3/11 (79/21)

(85/15) (75/25)
C-reaktives Protein, mg/| n.m. 30.1+7.1 17.3+£9.0 n.m. 10.3+2.6
BSG, mm 1. Stunde n.m. 31.1+6.3 225+8.2 n.m. 21.7+4.2
Medikation
NSAIDs n.a. 18 (58) 0 (0) n.a. 10 (71)
Prednisolon (mg/d) n.a. 43+0.7 58+25 n.a. 3.6+0.7
Anzahl der Patienten mit n.a. 20 (65) 7 (88) n.a. 10 (72)
Prednisolon
Methotrexat n.a. 2 (6) 6 (75) n.a. 7 (50)
TNF Therapie n.a. 0 (0) 0 (0) n.a. 1(7)
Leflunomid n.a. 1(3) 0 (0) n.a. 2 (14)
Sulfasalazin n.a. 1(3) 0 (0) n.a. 1(7)
Opioid Analgetika n.a. 0 (0) 0 (0) n.a. 5 (36)
Protonenpumpen n.a. 8 (26) 0 (0) n.a. 11 (79)
Inhibitoren
Angiotensin-Converting- n.a. 0 (0) 0 (0) n.a. 5 (36)
Enzym Inhibitoren

*%

Die Patienten in der Bioimpedanz-Studie wurden nach Geschlecht, Alter, Grosse, Gewicht
und Body Mass Index (siehe Methoden) abgestimmt.

Diese Patienten waren RA-Patienten beim ersten Besuch in unserem Zentrum ohne
ausreichende Medikation. Abkirzungen: BSG, Blutsenkungsgeschwindigkeit; n.a., nicht
anwendbar; n.m., nicht gemessen; NSAIDs, nicht-steroidale Antirheumatika; RA,
rheumatoide Arthritis.



3.2 Methoden

3.2.1 Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA)

Die BIA wurde mittels Messgerat der Firma BioTekna Inc. (Marcon — Venedig, Italien),
durchgefuhrt. Dieses Gerat verwendet zwei Wechselstrome mit zwei verschiedenen
Frequenzen bei 50 kHz und bei 1.5 kHz (bi Frequenz-Messverfahren). Das Gerat nutzt alle
Kompartimentmodelle der Korperzusammensetzung in einer Multi-Kompartiment-Methode
(2C, 3C, 4C, 5C).

Gesamtkorperwasser (Total body water (TBW)) wurde aus der ersten Methode bei 50

kHz mit der folgenden Formel [1] abgeleitet:

Gesamtkdrperwasser [Einheit: L] = (0.377 x Hohe [cm]?/ R) + 0.140 X Gewicht[kg] —

0.080 x Alter [Jahre] + 2.90 X Geschlecht (0 fir Frauen, 1 fiir Manner) + 4.65,

mit R = Round (ModulSO X Kosinus (PhasenverschiebungSO X %)),

mit Modul50 = Quadratwurzel (Widerstand bei 50kHz? + Reaktanz bei 50 kHz?), und

Phasenverschiebung50 = Arkustanges (Reaktanz bei 50 kHz / Widerstand bei 50kHZz).

Extrazellulares Wasser (ECW) wurde aus der zweiten Methode bei 1.5 kHz mit der

folgenden Formel abgeleitet [2]:

ECW [in L] = 0.229 X Hohe [cm]?/ Modul 1.5 + 4.5,

mit Modul 1.5 = Quadratwurzel (Widerstand bei 1.5 kHz? + Reaktanz bei 1.5 kHz%).

Intrazellulares Wasser (ICW) wurde aus TBW und ECW gemaf der folgenden Formel

abgeleitet [3]: ICW [L] = TBW [L] — ECW [L].

Die in der Studie erwahnte Phasenverschiebung wurde unter Bedingungen bei 50 kHz
nach der folgenden Formel abgeleitet [4]:

Phasenverschiebung50 = Arcustangens (Reaktanz bei 50 kHz / Widerstand bei 50 kHz).



Fettmasse wurde in der folgenden Art und Weise unter 50 kHz abgeleitet [5]:

Fettmasse [kg] = Korpergewicht [kg] - freie Fettmasse [kq],

mit freie Fettmasse [kg] = (0.279 x H6he [cm] 2/ R ) + 0.181 x Gewicht [kg] + 0.231 x H6he

[cm] — 0.0777 x Alter [a] + 0.064 x Geschlecht (O fur Frauen, 1 fir M&nner) - 14.94,

wobei R wie oben bei TBW bestimmt wurde.

Skelettmuskelmasse wurde mit der 50 kHz—Methode bestimmt;

Skelettmuskelmasse [kg] = 0.7294 x TBW [L] — 6.7688.

In der ersten BIA Studie wurde das TBW bei RA-Patienten entsprechend dem Verlust der
Skelettmuskulatur und des Knochens, verglichen mit gesunden Probanden, auf folgende

Weise korrigiert:

TBWkorrigiert [L] = TBW von RA Patienten [L] + D1 x 0.79 + D2 x 0.31,

mit D1 [kg] = Mittelwert der Skelettmuskulatur von gesunden Probanden [kg] —

Mittelwert der Skelettmuskulatur von Patienten mit RA [kg] und

Mit D2 [kg] = Mittelwert der Knochenmasse bei gesunden Probanden [kg] - Knochenmasse

von RA-Patienten [kg].

TBWckorrigiert [L] wurde in Prozent des Korpergewichtes angegeben. In &hnlicher Weise
wurde ICW gemall der Formel korrigiert: ICWkorrigiert [L] = TBWkorrigiert [L] —

ECWIL] .

ICWEkaorrigiert [L] wurde in Prozent von TBWckorrigiert [L] angegeben.
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3.2.2 Bestimmung von NT- pro-atrialem natriuretischen Peptid in

Korperflissigkeiten.

NT-pro-ANP wurde in Plasma, Gelenkflissigkeit und Synovialgewebe-Superfusat (Methode
siehe unten) mit einem kommerziell erhdltlichen Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)-Kit (Art. BI-20892, Biomedica, Wien, Osterreich) ermittelt. Die Nachweisgrenze lag
bei 0.050 nmol/l, und die Inter- und Intra-Assay - Variationskoeffizienten lagen unter 5%.

Kreuzreaktivitat gegenliber anderen natriuretischen Faktoren war kleiner als 1%.

3.2.3 Synovialgewebe-Superfusion

Synovialgewebeproben wurden unmittelbar nach dem Offnen der Kniegelenkskapsel bei
Patienten mit Kniegelenkersatzoperationen entnommen. Die Vorbereitung des Gewebes fir
die Histologie wurde wie beschrieben durchgefuhrt (50). Dabei wurde Synovialgewebe
mdoglichst ohne Blutgefasse und Fettgewebe von bis zu 9 cm2 verwendet. 8 Stlicke von
etwa 16 mm?2 wurden in 8 Superfusionskammern gegeben. Die Superfusionstechnik wurde
bereits im Detail beschrieben (50). Nach Uberfiinrung in Superfusionskammern mit einem
Volumen von 80 ul wurde Synovialgewebe mit serumfreiem Kulturmedium (RPMI 1640, 25
mM HEPES, 1% Penicillin/ Streptomycin, 30 uM Mercaptoethanol, 0.57 mM Ascorbinséure,
1.3 mM Calcium) superfundiert. Die Superfusion wurde fir 2 Stunden bei einer Temperatur
von 37°C mit einer Fliessgeschwindigkeit von 66 ml/min ausgefuhrt. Das Superfusat wurde

nach 2 Stunden gesammelt, sofort eingefroren und bei -80°C gelagert.
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3.2.4 Immunhistochemie

Von den oben genannten frischen Synovialgewebe-Proben wurden etwa 8 ca. 0.8 cm?
grosse Sticke fur die Immunhistochemie eingesetzt. Die Proben wurden sofort in
Gefrierschutzmedium (Tissue Tek, Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande) eingelagert

und dann mittels fliissigem Stickstoff bis zur weiteren Verwendung schockgefroren.

Daraufhin wurden 8 pm dicke Gefrierschnitte mit Kaninchen-Anti-ANP polyklonalen
Antikdrpern inkubiert und Gber Nacht bei 4°C (1:2000, bs-2040R Bioss, Woburn, MA, USA)
belassen. Die Bindung des Primérantikdrpers wurde unter Verwendung eines sekundéren
polyklonalen Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikdrpers, der mit Meerrettich-Peroxidase (1:100,
p0448 Dako, Glostrup Danemark) und dem ImmPACT-DAB Substrat konjugiert war,

visualisiert (SK-4105, Vector Laboratories, Burlingame, USA).

Als Negativkontrolle wurde je nach Herkunft des primdren Antikérpers entweder

unspezifisches Serum oder ein unspezifisches Isotyp Immunglobulin (IgG) verwendet.

3.2.5 Statistische Analysen

Alle Daten wurden als Mittelwert £ SEM angegeben. Die Kastengrafiken geben die 90., 75.,
50. (Median), 25. und 10. Perzentile an. Die Gruppenmediane wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-Tests (SPSS/PC, Advanced Statistics, V21.0, SPSS Inc., Chicago) nicht-
parametrisch verglichen. Ein dreifdltiges Diagramm, so genannter ternary plot, wurde
mittels TBW, ECW und ICW nach einer Normalisierung der Originaldaten mit Hilfe der
Sigmaplot Software V.11 (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland) erstellt. Gepaarte
Daten betreffend des Plasmaspiegels wurden mit dem Gelenkfliissigkeitsspiegel des NT-
pro-ANP mittels Wilcoxon-Test (SPSS) verglichen. Ebenso wurden in einer Follow-up-
Studie gepaarte Daten von Patienten mit RA am Beginn der Behandlung mit Daten 14
Tagen nach der Behandlung mittels Wilcoxon-Test (SPSS) verglichen. p <0.05 war das

Signifikanzniveau.
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4. Ergebnisse

4.1 Fettmasse und Muskelmasse

Um die Messtechnik der Bioimpendanzanalyse (BIA) zu Uberprifen und um die korrekte
Handhabung der BIA zu bestétigen, wurde die Fett- und Skelettmuskelmasse bei gesunden
Probanden und bei RA-Patienten bestimmt. RA-Patienten zeigten eine htéhere Fettmasse
und eine geringere Muskelmasse im Vergleich zu gesunden Probanden (Abb. 1). Dies

bestétigt die kachektische Fettsucht und den Muskelabbau bei RA-Patienten.
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Abbildung 1A Fettmasse bei gesunden Probanden (Ko) und bei Patienten mit

rheumatoider Arthritis (RA).

Box-Plots geben, die 90., 75., 50. (Median), 25., und 10. Perzentile an.

Gruppenmediane wurde mit Mann-Whitney-Test verglichen.
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Abbildung 1B Muskelmasse bei gesunden Probanden (Ko) und bei Patienten mit

rheumatoider Arthritis (RA).

Box-Plots geben, die 90., 75., 50. (Median), 25., und 10. Perzentile an.

Gruppemediane wurden mit Mann-Whitney-Test verglichen.

4.2 Wasserverteilung bei RA-Patienten und bei gesunden Probanden

In der ersten BIA-Studie zeigten RA-Patienten ein niedrigeres TBW als vergleichbare
gesunde Probanden (Abb. 2A). Da RA-Patienten Muskel- und Knochenschwund entwickeln
(beide enthalten Wasser), wurde TBW nach der angegebenen Formel Kkorrigiert. Beim
Vergleich der korrigierten TBW-Werte von RA-Patienten mit denen gesunder Personen ist
es offensichtlich, dass die meisten der Unterschiede im TBW auf die krankheitsbedingten
Skelettmuskel- und Knochenverluste zurtickzufiihren sind (Abb. 2A). Im Gegensatz dazu
war ECW verglichen mit TBW bei RA-Patienten deutlich hodher als bei gesunden

Probanden, wobei eine ahnliche Korrektur des ECW fur Muskel- / Knochenverlust nicht

14



notwendig war (Abb. 2B). Ausserdem war ICW verglichen mit TBW bei RA-Patienten

niedriger als bei gesunden Probanden.
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Abbildung 2 Wasserverteilung bei gesunden Probanden (Ko) und bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis (RA).
A) Nachweis des Gesamtkorperwassers (TBW) in Prozent des

Korpergewichts, abgeleitet bei der 50 kHz bioelektrischen Impedanz-
Methode.

B) Extrazellulares Wasser (ECW) in Prozent des Gesamtkorperwassers,

abgeleitet bei der 1.5 kHz bioelektrischen Impedanz-Methode.

C) Intrazellulares Wasser (ICW) in Prozent des Gesamtkdrperwassers.
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Fir ICW erwies sich die Korrektur fir Muskel- und Knochenverlust als sinnvoll, welche
demonstrierte, dass korrigiertes ICW von RA-Patienten ahnlich dem der
Kontrollpersonen war. Somit wird bei korrigiertem TBW und korrigiertem ICW, bei RA-
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen, ein erhéhtes ECW beobachtet. Das Drei-
Parameter-Diagramm (ternary plot) in Abb. 2D zeigt grundlegende Unterschiede fur

alle drei Messgrossen bei RA-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen.

(0] 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100

Gesamtkorperwasser (in % des Karpergewichts)

Abbildung 2D Wasserverteilung bei gesunden Probanden (Ko) und bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis (RA).

D) Ternary plot einschliesslich Gesamtkorperwasser, extrazellulares
Wasser und intrazellulares Wasser in standardisierter Form nach Sigmaplot
Software. Rot (schwarz) Symbole stellen RA-Patienten (gesunde

Probanden) dar.
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4.3 Phasenverschiebung bei RA-Patienten und bei gesunden Probanden

Die Phasenverschiebung ist ein pradiktiver Marker fur die Mortalitat bei chronisch-
entziindlichen Erkrankungen (28, 36). Sie gilt als Marker der Gewebeintegritat oder
Normalitat und wird weitgehend durch Mangelernahrung beeinflusst (46). Bei RA-Patienten

war die Phasenverschiebung deutlich geringer als im Vergleich zu gesunden Probanden

(Abb. 3A).
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Abbildung 3A Phasenverschiebung bei gesunden Proban den (Ko) und bei Patienten

mit rheumatoider Arthritis (RA)

A) Phasenverschiebung . Box-Plots mit 90., 75., 50. (Median), 25., und 10.

Perzentile. Gruppenmediane wurde mit Mann-Whitney-Test verglichen.

Dieser Unterschied war von Bedeutung, da kein gesunder Proband den Wert erreichte,

welcher bei RA-Patienten beobachtetet wurde (bei gesunden Probanden im Vergleich
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zu RA-Patienten: 3.2 - 10.0 vs. 0.0 - 2.3). Die Darstellung der Phasenverschiebung in

Beziehung zu ECW zeigte zwei vollig verschiedene Teilnehmergruppen (Abb. 3B).

Abbildung 3B
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rheumatoider Arthritis.

B) Phasenverschiebung gezeigt Uber extrazellulares Wasser in Prozent
des Gesamtkdrperwassers. Jedes Symbol repréasentiert ein Patient. Die
vertikalen Linien geben die 95%-Konfidenzintervall von extrazellularem

Wasser in Prozent des Gesamtkdrperwassers von Kontrollpersonen an.
Weisse Symbole = Normalpersonen;

Schwarze Symbole = Patienten mit RA

18



4.4 Spiegel des NT-pro-atrialen natriuretischen Peptids bei RA-Patienten

Bei den oben angegebenen Ergebnissen sind Anzeichen einer Volumeniberlastung zu
erkennen, welche zusatzlich durch die Serumspiegel der natriuretischen Hormone
untersucht werden kénnen. Obwohl es zwei Ausreisser mit 16 und 20 nmol NT-pro-ANP pro
Liter Plasma in der Gruppe von gesunden Probanden gab, zeigten Patienten mit RA einen
signifikant hoheren Plasmaspiegel des natriuretischen Faktors mit einem Mittelwert von

Uber 2 nmol/l (Abb. 4A).
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Abbildung 4A proANP bei gesunden Probanden (Ko) und bei Patiente n mit

rheumatoider Arthritis (RA).

Plasmaspiegel des NT-pro-ANP dargestellt  als Box-Plots mit dem 90., 75.,
50. (Mediane), 25., und 10. Perzentile. Gruppenmediane wurde mit Mann-

Whitney-Test verglichen.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Spiegel des NT-pro-ANP mit einer
Entzindung korrelierte (27, 31, 38, 45) und ANP in Immunzellen wie Makrophagen
nachgewiesen werden konnte (51), wurde untersucht, ob die synoviale ANP-Produktion
fur die Spiegelerh6hung des ANP im Plasma verantwortlich sein kann. Tatsé&chlich
produzieren viele Zellen im Synovialgewebe ANP, welches sowohl im lining- als auch

im sublining Bereich (Abb. 4B) nachweisbar war.

100pm

Negative Kontrollfarbung

100pm

Abbildung 4B Nachweis von ANP im Synovialgewebe bei Patienten mi  t RA.

Die zZahl der fur ANP positiv gefarbten Zellen entsprach etwa der Anzahl an
Makrophagen (mittlere Zelldichte fir ANP-positiven Zellen in 14 RA-
Patienten war 802.1 + 91.6 Zellen/mm).

20



Der Spiegel des NT-pro-ANP lag im Synovialgewebssuperfusat an der Nachweisgrenze
(Bereich: 0.0 - 0.2 nmol/l, Daten nicht gezeigt) und in Synovialflissigkeit zwischen 0.0 und

2.6 nmol/l, wahrend sich der Plasmaspiegel zwischen 0.6 und 8.8 nmol/l bewegte (Abb.

4C).
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Abbildung 4C Vergleich des Spiegels des NT-pro-ANP im Plasma und im Gelenk .

Jede Linie steht fur einen Patienten mit RA. Der Vergleich wurde mit

Wilcoxon-Test ausgefuhrt.
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In den meisten Fallen war der Spiegel in Plasma hdher als in Synovialfliissigkeit. Diese
Ergebnisse zeigen einen systemischen Ursprung von NT-pro-ANP und schliessen das

Synovialgewebe als Ort der Produktion von NT-pro-ANP aus.

4.5 Abnahme des extrazellularen Wassers nach 14 Tagen intensivierter

Therapie

In einer longitudinalen BIA Studie wurden RA-Patienten von Anfang bis 14 Tage nach
Beginn der intensivierten Behandlung beobachtet. Wie erwartet sank der DAS28 tendenziell
(Abb. 5A). Gesamtkorperwasser (TBW) blieb relativ konstant, wahrend Extrazellularwasser
(ECW) sank (Abb. 5B, C). Die Phasenverschiebung erhohte sich tendenziell (5D). Obwohl
die Zahl der beteiligten Patienten zu niedrig war, um signifikante Unterschiede zu erzielen,

zeigte diese longitudinale Studie positive Behandlungseffekte in die erwartete Richtung.
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5. Diskussion

Diese Studie demonstriert bei RA-Patienten Zeichen der intravasalen/ extrazellularen
Volumendiberlastung in Gegenwart von fast normalem korrigiertem TBW und ICW. Die
Patienten mit RA unterschieden sich deutlich hinsichtlich der Wasserverteilung im Vergleich
zu den gesunden Probanden. Nach unserem Wissen ist dies die erste BIA Studie bei RA-
Patienten, die BIA Messgrossen mit dem Plasmaspiegel der natriuretischen Peptide und
longitudinaler BIA bei vorbehandelten Patienten mit RA kombiniert. Sie zeigt auch, dass die
synoviale Produktion des ANP wahrscheinlich nicht die Hauptquelle des zirkulierenden ANP

bei RA-Patienten ist.

Fruhere Studien bei RA-Patienten konzentrierten sich vor allem auf die
Kdrperzusammensetzung in Bezug auf die kachektische Fettsucht, Skelett- und
Muskelmasse (z.B. Literatur ( 13, 41 ) ). Die kachektische Fettsucht wurde in dieser Studie
bestétigt. In der juvenilen idiopathischen Arthritis wies eine Studie niedriges TBW nach,
wahrend eine andere Studie Uber héheres TBW in den Kontrollen berichtete und, &hnlich
wie hier, ein héheres ECW vorlag (3, 31). Abweichungen in diesen Studien kdnnen
maoglicherweise von nicht angepassten Korperzusammensetzungsmodellen bei Kindern
stammen. Dies gilt insbesondere fir die Untersuchung von Bedogni et al., da diese
Anpassungen im Jahr 1996 noch nicht verfligbar waren (3). Interessanterweise war die
Wasserverteilung nie Gegenstand der rheumatologischen Forschung, obwohl diese Frage
haufig bei Hamodialyse Patienten behandelt wird, bei denen das Problem deutlich

offensichtlicher ist (2, 6, 26).

Das Interesse an der Volumeniberlastung begann, als basierend auf theoretischen
Uberlegungen erkannt wurde, dass die Energieregulierung durch das SNS und die HHN-
Achse fest mit der Wasserregulierung gekoppelt ist (47). Wasserverlust ist ein typisches

Merkmal akut entziindlicher Erkrankungen, der verschiedene Ursachen haben kann:
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i) Es gibt lokalen Wasserverlust aus entzindetem Gewebe wie Verdunstung aus Wunden,
lokale Sekretion aus entzindetem Gewebe in den Magen-Darm-Trakt (Durchfall,
Erbrechen), lokale Sekretion in entziindeten oberen und unteren Atemwege (Rhinitis,
Schweild, Auswurf), oder als Flissigkeitsverschiebungen in Brusthdhle, Bauchhdhle, und

ahnliche,

i) es gibt den Wasserverlust im System bei Respiration, durch Schweil3 und Schwitzen bei
Fieber und bei entzindungsbedingter Freistellung von energiereichen Substraten zur
Aktivierung des Immunsystems (Wasser wird bendting zum Abbau von
Energiespeicherformen wie Triglyceride und Glykogen, fur die Glukoneogenese aus Laktat
im Cori Zyklus, fir Muskelabbau im Zusammenhang mit der Kachexie und der

Bereitstellung von Aminoséuren fir die Gluconeogenese) und

i) Wasserverlust resultierend im Rahmen der Zellproliferation (z. B. Leukozyten-
Proliferation in Lymphgewebe), da Wasser fur die Erzeugung von komplexen Strukturen wie

Membranen und DNA usw. bendtigt wird.

Es wurde vor kurzem zusammengefasst, dass das SNS und die HHN-Achse mafgeblich
bei der Bereitstellung energiereicher Substrate und bei der Aktivierung des Immunsystems
sind (48). Sie sind Teil der Energieumverteilungsreaktion (48). Ebenso sind das SNS und
die HHN-Achse die wichtigsten endogenen Systeme fur Natrium- und Wasserretention (12,
16, 30, 42, 43). Beide Stressachsen sind bei RA aktiviert (siehe Einleitung). Da viele
Wirkmechanismen bei akuten und chronisch entzindlichen Erkrankungen &hnlich sind,
sollten Wassereinlagerungen ein typisches Merkmal bei chronisch-entziindlichen
Krankheiten sein. Es gab schon einige gute Hinweise dafir, dass intravasale
Volumeniberlastung bei RA-Patienten besteht, weil die natriuretischen Faktoren bei diesen
Patienten unabh&ngig von einer Schadigung des Herzmuskels, der Klappen-, oder der
Koronargefasse erhoht waren (7, 19, 38, 44, 45, 53). Jedoch wurden Erhdéhungen der

natriuretischen Faktoren als myokardiale Dysfunktion interpretiert, egal ob okkulte oder
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offene, allerdings war die intravasale Volumeniiberlastung nicht im Fokus. Ahnlich war ein
erhdhter Plasmaspiegel der natriuretischen Peptide mit einer schlechten Prognose bei
Herz-Kreislauf-Erkrankungen verbunden (28, 34, 39), allerdings bleibt die Frage nach der

Reihenfolge der Ereignisse offen.
Es wird das folgende Szenario bei RA vorgeschlagen

1) Entzindungen im Gelenkgewebe und in lymphatischen Organen fiuhren zur Sekretion

von Zytokinen und zur Aktivierung von sensiblen Nervenfasern,

2) Zirkulierende Zytokine und Zytokin-aktivierte sensible Nervenfasern stimulieren das SNS
und die HHN-Achse (Energieumverteilungsreaktion) (9, 48). Zusatzlich induzieren das SNS
und die HHN-Achse eine Natrium- und Wasserretention, die zu intravasaler

Volumenuberlastung fihrt.

Diese Mechanismen sind eindeutig far akute, nicht lebensbedrohliche
Entzindungsepisoden selektioniert worden, werden aber in ahnlicher Weise bei
chronischen Entziindungskrankheiten eingesetzt (47). Man vermutet, dass die dauerhafte

Nutzung dieser Mechanismen zur héheren Mortalitat beitragt.

Da die Phasenverschiebung bei RA im Vergleich zu den Kontrollen stark unterschiedlich
war, ist diese besondere Messgrosse hier hervorgehoben. Eine hohe Phasenverschiebung
bei BIA ist abhéngig von intakten, nicht leitenden Zellmembranen und intakten tight
junctions zwischen den Zellen, die wie Kondensatoren in einem Wechselstromkreis
funktionieren, und die fir den elektrischen Widerstand verantwortlich sind (14).
Hyperosmolaritat kann die Funktion des Kondensators verringern, was zu geringerem
elektrischen Widerstand im Wechselstromkreis fuhrt (4). Je héher die Hyperosmolaritat ist,

desto geringer ist der Widerstand Uber einen grof3en Frequenzbereich (4).

An Orten der Entziindung werden viele Molekile in der Nahe der Zellen sezerniert, was zu

Hyperosmolaritat fuhrt (25). Hyperosmolaritat selbst stimuliert eine pro-inflammatorische
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Kaskade in diesen Zellen, die zur Aktivierung von p38-mitogenaktivierten Proteinkinasen
(MAP-kinase) und NFAT5 fiahrt (25). NFATS5 stimuliert die Transkription von
Hyperosmolaritat-responsiven Genen, deren Proteinprodukte fir die Synthese, Aufnahme
und intrazellulare Akkumulation von kleinen organischen Osmolyten verantwortlich sind
(25). Dies soll der extrazellularen Hyperosmolaritdt entgegenwirken, und dies fihrt zu
einem Gleichgewicht der intra- und extrazellularen Osmolaritat. In Anbetracht der niedrigen
Phasenverschiebung bei RA, wird angenommen, dass eine entzindungsbedingte

Hyperosmolaritat vorliegt, die zu Problemen von Membranen und tight junctions fuhrt.

Die Studie bestatigte die Richtigkeit der BIA-Technik bei RA-Patienten mit kachektischer
Fettleibigkeit und mit Sarkopenie. Die BIA zeigte ein hohes ECW als Zeichen der
intravasalen Volumenuberlastung. Die intravasale Volumeniberlastung wurde durch den
erhohten  Spiegel des  NT-pro-ANP  bestétigt. Da  chronische intravasale
Volumeniberlastung zu Herz-Kreislauf-Folgeerscheinungen fiihren kann, und da BIA sehr
vorhersagekréftig ist (28, 36), konnte die Technik der BIA (z.B. Modell BIA-ACC) ein
wichtiges Instrument zur Diagnose einer Volumeniiberlastung sein. Ahnlich wie bei
Patienten unter Hamodialyse koénnte BIA als wertvolles Instrument bei rheumatischen
Erkrankungen etabliert werden, um Risikopatienten zu erkennen und entsprechend mit

geeigneten blutdrucksenkenden Medikamenten zu behandeln.
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6. Zusammenfassung

Akute entzindliche Episoden wie Infektionen stimulieren Wassereinlagerungen, die
hauptsachlich durch das sympathische Nervensystem (SNS, darunter Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System) sowie durch die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse
(HHN; Cortisol / Aldosteron) initiiert werden. Dies ist ein wichtiger Ausgleichsmechanismus
bei dem zu erwartenden Wasserverlust durch Schwitzen, Fieber etc. Da das SNS und die
HHN-Achse bei der rheumatoiden Arthritis (RA) aktiviert werden und auch eine
Wasserretention bedingen kénnen, wird eine Volumenbelastung erwartet, die in dieser

Studie untersucht wurde.

Mit der Bioimpedanz-Analyse (BIA Modell-ACC) wurde die Korperzusammensetzung
untersucht. Der Spiegel des NT-pro-atrialen-natriuretischen Peptids (ANP) wurde mittels
ELISA gemessen und durch Immunhistochemie im Gelenkgewebe nachgewiesen. Eine
Gruppe von 8 vorbehandelten RA-Patienten wurde vor und 14 Tage nach Beginn der
Therapie mit Methotrexat und Prednisolon getestet.

Das extrazellulare Wasser war deutlich héher bei RA im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(Mittelwert + SEM: 49.1 + 1.0 versus 37.0 £ 0.3 % des Gesamtkérperwassers (Total Body
Water) (TBW), p < 0.001).

AulRerdem war die Fettmasse bei RA-Patienten hdher als bei den Kontrollen (28.7 + 2.3 vs.
16.4 £ 0.6 kg, p < 0.001), wohingegen die Skelettmuskelmasse der RA-Patienten im
Vergleich zu den Kontrollen reduziert war ( 14.4 £ 1.1 vs. 26.0 £ 0.6 kg, p < 0.001).

Der Plasmaspiegel des ANP war bei RA hoher als bei Kontrollen. RA-Patienten
exprimierten ANP im Synovialgewebe, wobei der Spiegel der Synovialfliissigkeit sowie der
Spiegel des Superfusats viel geringer als der Plasmaspiegel war. Der Spiegel des
extrazellularen Wassers sank bei RA-Patienten nach Beginn der Behandlung mit disease-

modifying anti-rheumatic drugs (DMARDS) (p = 0.034).
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Diese Studie weist auf eine intravaskulare Volumeniberlastung bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis hin. Voraussichtlich fihren diese zur Entwicklung von Bluthochdruck

und den daraus resultierenden Herz-Kreislauf Folgeerscheinungen.
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