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Abstrakt

Abstrakt

Hintergrund und Ziel der Arbeit - Definitionsgemalf stellt das ,rebellische Gelenk® pathoge-
netisch eine sogenannte therapierefraktare Synovialitis bei rheumatoider Arthritis in einem
oder einzelnen Gelenken dar. Die Pathomechanismen der lokalen Therapierefraktaritat sind
jedoch noch weitestgehend ungeklart. In der Literatur wird Ki-67 als ,synovialer Biomarker* fir
die Synovialitis-Diagnostik verwendet. Es wurden Ki-67-exprimierende Zellen sowie die Ge-
samtzelldichte in insgesamt 81 Synovialitiden Kl-gestitzt quantifiziert. Daneben wurde die Zei-

tersparnis in der Quantifizierung durch Anwendung von Kl exemplarisch erfasst.

Patienten und Methoden - Die Synovialitisfalle wurden nach dem Synovialitis-Score, dem
Immunhistochemischen Synovialitis-Score und dem Generellen Synovialitis-Score in high- und
low-grade Synovialitiden klassifiziert, sowie nach der klinischen Angabe ,Therapierefraktaritat
bzw. ,rebellisches Gelenk®. Die Ki-67-Positivitat wurde immunhistochemisch analysiert und
ebenso wie die Gesamtzelldichte Kl-gestiitzt quantifiziert. Je funf high- bzw. low-grade Falle
wurden zudem einmal visuell und einmal mit KI-Unterstiitzung auf Ki-67-Positivitat ausgezahlt

und die Zeiten miteinander verglichen.

Ergebnisse - Die héchste Ki-67-Quantitat zeigte sich in high-grade Synovialitiden (Mittelwert
21,5% nicht-therapierefraktare bzw. 19,4% therapierefraktare high-grade Synovialitiden), mit
signifikant geringerer Quantitat in low-grade Synovialitiden (Mittelwert 4,2%, p < 0,0001). Die
hochste Gesamtzelldichte zeigte sich in therapierefraktaren high-grade Synovialitiden (Mittel-
wert 2293 Zellen/HPF), mit signifikant geringerer Gesamtzelldichte in nicht-therapierefraktaren
high-grade Synovialitiden (Mittelwert 1446 Zellen/HPF, p = 0,025), sowie in low-grade Synovi-
alitiden (Mittelwert 1313 Zellen/HPF, p = 0,011). Die Zeitersparnis in der Quantifizierung von
Ki-67 anhand von je 5 Messungen (high-grade und low-grade Synovialitis) betrug im Mittel
79,6 s (high-grade), mit einem p-Wert von 0,001, bzw. 3,8 s (low-grade), mit einem p-Wert von
0,079.

Interpretation - Die hohe Gesamtzelldichte und Ki-67-Quantitat in high-grade Synovialitiden
kann als Substrat fiir das Maf3 der lokalen Entziindung gewertet werden, mit deutlich héherer
Ki-67-Fraktion bei high- im Vergleich zu low-grade Synovialitiden und deutlich hoherer Ge-
samtzelldichte bei therapierefraktaren high-grade Synovialitiden im Vergleich zu low-grade Sy-
novialitiden. Ebenso kann ein signifikanter Unterschied der Gesamtzelldichte zwischen thera-
pierefraktaren und nicht-therapierefraktdren high-grade Synovialitiden festgestellt werden.
Diese kann damit ggf. als Marker zur Risikostratifizierung fur die Entwicklung einer Therapie-
refraktaritat angewendet werden. Daneben ist eine Reduktion des histopathologischen Work

Load durch signifikante Zeitersparnis bei der Quantifizierung von Ki-67 zu erwarten.

Vii



Einleitung / Ziel der Dissertation

1 Einleitung / Ziel der Dissertation

1.1 Hintergrund

Die Bezeichnung ,rebellisches Gelenk® wird im deutschen Sprachraum im Kontext der rheu-
matoiden Arthritis zum einen fur die Beschreibung einer Therapierefraktéritat bei der Anwen-
dung von Standardtherapien wie disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDS) verwen-
det (Beil 2022). Daneben wird der Begriff im weiteren Sinne auch eingesetzt, wenn die Funk-
tion eines Gelenkes im Rahmen einer rheumatoiden Arthritis nur mittels eines chirurgischen
Eingriffes wie Synovektomie, Arthrodese oder Endoprothetik verbessert werden kann (Bause
2018). Bei der Suche nach dem Begriff mit der Datenbank PubMed (National Library of Medi-
cine, National Center for Biotechnology Information) findet man je eine deutschsprachige Pub-
likation aus dem Bereich der Rheumatologie (Beil 2022) und aus dem Bereich der Orthopéadie
(Bause 2018) (Stand 07.08.2024). Das ,rebellische Gelenk* beschreibt dabei eine sogenannte
therapierefraktare Arthritis/Synovialitis (im Folgenden wird (iberwiegend der Begriff ,Synovia-
litis“ stellvertretend fur ,Arthritis/Synovialitis“ verwendet) bei rheumatoider Arthritis in einem
oder einzelnen Gelenken. Bei der Suche nach ,Therapierefraktaritat® oder ,therapierefraktare
Synovialitis* im Kontext der rheumatoiden Arthritis findet man bei PubMed dagegen 1488 Re-
sultate (Stand 07.08.2024), welche sich mit den verschiedenen Aspekten dieser Auspragung
einer rheumatoiden Arthritis beschéftigen. Im Folgenden werden fir das ,rebellische Gelenk*

daher die Begriffe ,Therapierefraktaritat* oder ,therapierefraktare Synovialitis“ verwendet.

Ungeklart ist bisher die Frage, welche Mechanismen zu einer lokalen Therapierefraktaritat ei-
nes oder einzelner Gelenke fuhren. Erkennbar ist bereits, dass es sich um eine multikausale
Pathogenese handelt. Fiir die histopathologische Klassifikation und Diagnostik wurden semi-
guantitative Scores der Synovialitis entwickelt: Der Synovialitis-Score (SC), der Immunhisto-
chemische Synovialitis-Score (IMSYC), der Generelle Synovialitis-Score (GSS) sowie die
Quantifizierung von Ki-67 (Krenn et al. 2006; Najm et al. 2019; Cai et al. 2021), welche unter
anderem bestimmte Zellpopulationen mit pathogenetischer Schliisselstellung fur die progres-
sive und therapierefraktdre Synovialitis im Sinne einer Therapierefraktaritat identifizieren. In
der histopathologischen Befunderstellung des IMSYC wird auf die wesentlichen Leukozyten-
populationen eingegangen. Diese Zellen umfassen die Expression von Molekilen des sog.
cluster of differentiation (CD)3, CD20, CD38, CD68 und Ki-67. Hierdurch werden die T-Lym-
phozyten, B-Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen semiquantitativ erfasst, zusatzlich

wird die Proliferationsfraktion samtlicher synovialer Zellen mit Ki-67 ermittelt.

Eine Analyse aus dem Jahr 2008 hatte den Marker Ki-67 (immunhistochemischer Marker fiir

die Proliferation) als sogenannten ,Synovialen Biomarker® in der rheumatoiden Synovialitis
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bewertet (Pessler et al. 2008b). Eine hohe positive Korrelation der Ki-67-Expression mit dem

GSS konnte hier nachgewiesen werden.

Als weiterer Faktor zur histologischen Unterscheidung von high- und low-grade Synovialitiden
wurde im Jahr 2023 die synoviale Gesamtzelldichte vorgeschlagen. In einer Studie konnte
eine signifikant geringere Gesamtzelldichte in Osteoarthritiden (OA) mit einem Mittelwert von
2900 Zellen pro Millimeter (mm)? Gewebe im Vergleich zu rheumatoider Arthritis (RA) mit ei-
nem Mittelwert von 4196 Zellen pro mm2 Gewebe festgestellt werden (p-Wert (p) < 0,001)
(Mehta et al. 2023). Im Rahmen der Routinediagnostik stellt sich zudem die Frage der Work
Load-Reduktion (Zeitersparnis) durch Anwendung einer Kinstlichen Intelligenz (KI)-Software

zur Unterstltzung bei der Quantifizierung Ki-67-positiver Zellen.

1.2 Materialien und Methoden

Insgesamt wurden 81 Félle von Synovialitis untersucht. 23 Falle von therapierefraktérer high-
grade Synovialitis bei rheumatoider Arthritis (,rebellisches Gelenk®) wurden analysiert und mit
22 Fallen von arthroseassoziierten low-grade Synovialitiden und 36 Fallen von rheumatoiden
arthritisassoziierten high-grade Synovialitiden verglichen. Samtliche Gewebeproben wurden
im Rahmen der histopathologischen Routinediagnostik gewonnen und stellen einen integralen
Bestandteil der Diagnostik fur die Rheumatologie, orthopadische Rheumatologie und Ortho-
padie dar. Die Gruppeneinteilung erfolgte nach dem Synovialitis-Score (Krenn et al. 2006),
dem immunhistochemischen Synovialitis-Score (Najm et al. 2019), dem Generellen Synovia-
litis-Score (Schmidt et al. 2019) sowie nach der klinischen Klassifikation als therapierefraktéare

Synovialitis.

Die in drei Gruppen (high-grade therapierefraktare rheumatoide Arthritis, high-grade nicht-the-
rapierefraktare rheumatoide Arthritis, arthroseassoziierte low-grade Synovialitis bzw. Osteo-
arthritis) eingeteilten Proben wurden Kl-gestitzt mittels eines Worst Area-Gradings auf Ge-

samtzelldichte und Ki-67-Paositivitat quantifiziert.

Zur Erfassung der Zeitersparnis wurde exemplarisch die Ki-67-Fraktion in funf high-grade Sy-
novialitiden sowie funf low-grade Synovialitiden je einmal manuell und einmal Kl-gestiitzt

guantifiziert und die Bearbeitungszeiten miteinander verglichen.

1.3 Ziel der Dissertation

Die Arbeit hat die Beantwortung folgender sich aus den bisher vorliegenden Daten ergebender

Fragen zum Ziel:

1. Stellt eine hohe Proliferationsfraktion (Ki-67-Expression) ein pathogenetisches Substrat ei-

ner lokalen Therapierefraktaritat dar?
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2. Stellt eine hohe Gesamtzelldichte ein pathogenetisches Substrat einer lokalen Therapiere-
fraktaritat dar?

3. Stellt die Verwendung einer kiinstlichen Intelligenz-Software zur Erfassung von Ki-67-po-
sitiven Zellen in der histopathologischen Diagnostik eine Reduktion des Quantifizierungs-

aufwandes (Work Load) in zeitlicher Hinsicht dar?

Diese Daten kdnnten einen Beitrag zum Pathogenese-Verstandnis der therapierefraktaren Sy-
novialitis leisten und Anhaltspunkte fir Erleichterung in der histopathologischen Diagnostik

(Reduktion des Work Load) zur Risikostratifizierung von Synovialitiden liefern.

2 Literaturdiskussion

In diesem Kapitel werden die fiir diese Studie relevanten Themenbereiche erlautert und der
aktuelle Stand der Literatur dargelegt. Zunachst wird das in dieser Studie untersuchte Ge-
webe, die Synovialis, in ihrem Aufbau und ihrer Funktion beschrieben. AnschlieBend werden
die Mechanismen der Synovialitis im Allgemeinen sowie der rheumatoiden Arthritis im Beson-
deren dargestellt. Es wird zudem auf die Therapie der RA sowie die Definition und Diagnostik
der therapierefraktdaren RA eingegangen. Ein weiterer Abschnitt beschéftigt sich mit dem
Proliferationsmarker Ki-67 und seiner Verwendung in der mikroskopischen Diagnostik mit be-
sonderem Augenmerk auf die orthopadische und rheumatologische Histopathologie. Schluss-
endlich werden die Grundsétze der kinstlichen Intelligenz, spezifisch in der Bildanalyse, und
ihre Anwendung in der Medizin wiederum mit besonderem Augenmerk auf Ki-67 sowie die in

dieser Studie ebenfalls erhobene Gesamtzelldichte beschrieben.

2.1 Synovialis Aufbau und Funktion

Die Synovialis oder Synovialmembran bezeichnet das Weichgewebe, das die Raume der Di-
arthrodialgelenke, Sehnenscheiden und Schleimbeutel auskleidet. Sie leitet sich aus dem Me-
soderm ab und ist aus zwei Strukturen aufgebaut. In einer Publikation aus dem Jahr 2011 wird
die normale Synovialis beschrieben (Smith 2011): An der Oberflache befindet sich eine Lage
synovialer Deckzellen (Synoviozyten), welche in der Regel einreihig bis maximal dreireihig
epitheloid angeordnet sind. Die Synoviozyten lassen sich weiter unterteilen in zwei Zellpopu-
lationen: Makrophagenartige Synoviozyten (Typ A), welche morphologisch und funktionell dem
Monozyten-Makrophagen-System zuzuordnen sind, und fibroblastenartige Synoviozyten (Typ
B), welche unter anderem Hyaluronsaure, Proteogylykane, Zytokine, Arachidonsduremetabo-
liten und Matrixmetalloproteinasen sezernieren (Li et al. 2019). Gemeinsam bilden diese die

synoviale Intima.

Untersuchungen der Typ A-Zellen aus dem Jahr 1991 zeigten die Expression mehrerer Mak-
rophagen-assoziierter Antigene wie CD11b, CD16, CD14, CD163 und CD68 mit einer
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Betonung auf CD163 und CD68 (Athanasou und Quinn 1991; Smith 2011; Zhao et al. 2023).
Die fibroblastenartigen Typ B-Zellen exprimieren Oberflachenantigene wie Vascular Cell Ad-
hesion Molecule (VCAM)-1, Intercellular Adhesion Molecule (ICAM)-1, CD44, CD55 und 1
Integrine (Smith 2011; Li et al. 2019). CD68 (Typ A Synoviozyten) und CD55 (Typ B Synovio-
zyten) werden haufig zur Differenzierung der beiden Zellpopulationen herangezogen (Stevens
et al. 1990).

Darunterliegend befindet sich die synoviale Subintima, eine bindegewebige Schicht mit einer
mittleren Kapillardichte, Lymphgefal3en, residenten Fibroblasten und Adipozyten, sowie ein-
zelnen lokalen Immunzellen wie Makrophagen und Mastzellen in einer kollagenen extrazellu-
laren Matrix. In dieser zweiten Schicht wird die hyaluronséurereiche Synovia, die Gelenkflus-
sigkeit, gebildet und resorbiert (Smith et al. 2003; Morawietz et al. 2008a; Smith 2011; Scherer
et al. 2020).

Der Aufbau der intimalen Matrix wird in der Arbeit von Smith 2011 ebenfalls detailliert beschrie-
ben: Die intimale Matrix ist aus einer amorphen oder fein fibrillaren Ultrastruktur bestehend
aus Kollagen I, 1V, V und VI mit einem geringen Anteil von Typ | Kollagen aufgebaut. Basal-
membranbildende Molekule wie Laminin, Fibronektin und Chondroitin-6-sulfat-reiches Proteo-
glykan sind in der intimalen Matrix zu finden, bilden aber in der gesunden Synovialis keine
Basalmembran. Hyaluronsaure findet sich in grof3er Menge hauptséchlich in der Intima und
den oberflachlichen Schichten der Subintima, wéhrend zur Tiefe zunehmend weniger Hyalur-

onsaure nachgewiesen werden kann.

Die Funktion der Synovialis in den Gelenken ist im Wesentlichen die Bereitstellung einer nicht
adharenten, verformbaren viskoelastischen Oberflache zwischen verschiedenartigen, relativ
formstabilen Geweben, die Produktion und Volumenkontrolle der Synovia als Schmierfllissig-

keit fir Knorpeloberflachen, sowie die Ernahrung von Chondrozyten.

Daneben ist die Synovialis auch Teil des angeborenen Immunsystems. Genauer beschrieben
wird dies von Bartok und Firestein 2010 sowie Nygaard und Firestein 2020. Uber die Erken-
nung von pathogenassoziierten molekularen Mustern z.B. durch Toll-like Rezeptoren der Sy-
noviozyten wird eine Immunantwort mit Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-
6 und Tumornekrosefaktor (TNF)-a und Chemokine ausgeltst. Neben diesen proinflammato-
rischen Mechanismen beteiligen sich die Synoviozyten auch an der antiinflammatorischen Im-
munregulation, indem sie entzindungshemmende Zytokine wie IL-10 und Transforming
growth factor-B produzieren. Die makrophagenartigen Typ A-Synoviozyten kdnnen zudem
phagozytisch agieren und Zelltrimmer und Mikroorganismen abbauen. Im ndchsten Kapitel
wird die Entzindung der Synovialmembran, die Synovialitis, und die Entwicklung histologi-

scher Scores fur die Beurteilung und Stratifizierung der Synovialitis beschrieben.
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2.2 Synovialitis

2.2.1 Definition

Bei der Synovialitis handelt es sich um eine entziindliche Veranderung der Synovialmembran
mit Aktivierung der residenten Fibroblasten und Makrophagen (Firestein und Mclnnes 2017).
Initial wandern hauptsachlich neutrophile Granulozyten, im Verlauf mit zunehmender Vasku-
larisierung verstarkt Lymphozyten in die Synovialis ein (Smolen et al. 2016). Die zunachst
diffuse Verteilung der Immunzellen kann sich bei fortschreitender Entziindung zu einem
Lymphgewebe mit Ausbildung von Follikeln organisieren (Firestein und Mclnnes 2017). In die-
sen konnen aus Antigen-aktivierten B-Lymphozyten AntikOrper-sezernierende Plasmazellen
entstehen, welche die Entziindung durch die Freisetzung von Entziindungsmediatoren auf-

rechterhalten und intensivieren (Wu et al. 2021b).

Histologisch ist die chronische entziindliche Arthritis charakterisiert durch eine ausgepragte
intimale Hyperplasie und Infiltration der Subintima durch angeborene und adaptive Immunzel-
len (Ambarus et al. 2012). Im Verlauf kommt es durch diese zur Freisetzung von Entziindungs-
mediatoren, Neoangiogenese und die Zerstérung von angrenzendem Knorpel und Knochen
(Tak et al. 1997).

Bei der Synovialitis lassen sich histologisch drei Kompartimente unterscheiden und beurteilen:
Synoviale Deckzellschicht, synoviales Stroma und entziindliches Infiltrat (Krenn et al. 2006).
Anhand der Beurteilung dieser drei Kompartimente wurde von Krenn et al. 2006 ein Score fir
die Stratifizierung der Synovialitis in low- und high-grade Synovialitis entwickelt. In den an-
schlieBenden Jahren wurden auf dieser Basis zwei weitere Scores aufgebaut. Im Folgenden

werden diese drei Synovialitis-Scores beschrieben.

2.2.2 Synovialitis-Score (SC)

Mittels des histopathologischen Synovialitis-Scores (Krenn et al. 2006) lassen sich semiquan-
titativ die immunologischen und entziindlichen Gewebsverénderungen der Synovialis darstel-
len. Hierbei werden die histopathologischen Verédnderungen der drei Synovialis-Komparti-
mente (synoviale Deckzellschicht, Zelldichte des synovialen Stromas, entziindliches Infiltrat)
mittels einer 4-stufigen Skala (nicht vorhanden, leichtgradig, méRiggradig und schwergradig)
semiquantitativ beurteilt (Krenn et al. 2006). Durch die Addition der erreichten Punkte ergibt

sich ein Scorewert zwischen 0 und 9, s. Tabelle 1.

Synoviale Deckzellschicht (Verbreiterung)

0 Punkte Synoviale Deckzellschicht mit 1 — 2 Zelllagen
1 Punkt Synoviale Deckzellschicht mit 2 — 3 Zelllagen
2 Punkte Synoviale Deckzellschicht mit 4 — 5 Zelllagen
3 Punkte Synoviale Deckzellschicht mit > 5 Zelllagen oder Deckzellschicht-Ulzerationen

5
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normale Zellularitat des synovialen Stromas

Das Synovialstroma zeigt eine geringgradig erhdhte Zelldichte

Das Synovialstroma zeigt eine mafiggradig erhéhte Zelldichte mit vereinzeltem Nachweis
multinukleérer Riesenzellen

Das Synovialstroma zeigt eine hohe Zelldichte mit zahlreichen multinuklearen Riesenzel-
len.

fakultativ: rheumatoide (Hemi-)Granulome = 9 Punkte im Synovialitis-Score

keine entzindliche Infiltration

geringgradige, perivaskular akzentuierte lymphozytare entzindliche Infiltration mit kleins-
ten Lymphozytenaggregaten

groRere Lymphozytenaggregate

dichtes konfluentes plasmazellreiches entziindliches Infiltrat oder lymphatische Follikel mit

erkennbaren Keimzentren
Tabelle 1: Histopathologischer Synovialitis-Score, Modlifiziert nach: Krenn und Riither 2012.

Der Score wurde anhand der Auswertung von 559 Synovialektomiepraparaten und 59 Biop-
saten (insgesamt 618 Patienten mit einem mittleren Alter von 61,6 Jahren) durch zwei unab-
hangige Befunder mit einer hohen Interobserverkorrelation, Korrelationskoeffizient (r) = 0,941,

p < 0,001, validiert (Krenn et al. 2006). Dabei setzten sich die Proben wie folgt zusammen:

Osteoarthritis: n = 212
Posttraumatische Arthritis: n = 22
Rheumatoide Arthritis: n = 246
Psoriasisarthritis: n = 22
Reaktive Arthritis: n =9

Kontrollen (Autopsiepréaparate): n = 49

Der SC stratifiziert die Synovialitiden in sogenannte ,low-grade Synovialitiden® und ,high-grade
Synovialitiden®. Bei den low-grade Synovialitiden handelt es sich zumeist um degenerative
oder posttraumatische Lasionen, wahrend die high-grade Synovialitiden mit einer Sensitivitat
von 61,7 % und einer Spezifitat von 96,1 % rheumatische Erkrankungen abbilden (Krenn et al.
2006). ,Ein Synovialitis-Score von < 4 wird als ,low-grade Synovialitis®, ein Score von = 5 als

,high-grade Synovialitis* bezeichnet.“ (Krenn und Ruther 2012)

Beispiel: In einer Hamatoxylin/Eosin (HE)-gefarbten Synovialis-Probe zeigt sich histopatholo-
gisch eine maRiggradige Deckzellschichtverbreiterung (2 Punkte), eine maRiggradige Zu-
nahme der synovialen Stroma-Zellularitat/Zelldichte (2 Punkte) und eine hochgradige Infiltra-
tion durch Lymphozyten und Plasmazellen, z.T. mit Ausbildung von Lymphfollikeln (3 Punkte).
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Die Probe erhdlt einen Synovialitis-Score von 7/9 und ist damit einer high-grade Synovialitis

zuzurechnen.

Zu erwahnen sei hier, dass die Komponenten Stromadichte und Intimahyperplasie (r = 0,91
bzw. 0,94) einen gréReren Einfluss auf die Trennscharfe des Scores haben als die Entzin-
dungszellinfiltration (r = 0,60) (Slansky et al. 2010). Die allgemeine diagnostische Wertigkeit
des Scores wird jedoch durch die Vereinigung aller Einzelkomponenten synergistisch deutlich
gesteigert (Pessler et al. 2008a; Slansky et al. 2010).

Abbildung 1 zeigt lichtmikroskopische Bilder einer low-grade Synovialitis in HE-Farbung und
nach Ki-67-Reaktion (linke Seite) und einer high-grade Synovialitis mit denselben Farbungen
(rechte Seite).

Abbildung 1: low-grade vs high-grade Synovialitis — low-grade Synovialitis, etwa 100fache Originalvergréfierung, HE (1a), Ki-
67 (1b); high-grade Synovialitis, etwa 100fache Originalvergréf3erung, HE (2a), Ki-67 (2b): Dichte lymphozytdre Aggregate in
der high-grade Synovialitis (entspr. 2 Punkten fiir das Muster der leukozytéren entziindlichen Infiltration im Synovialitis-Score),
Bild 2a. Eigene Darstellung.
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2.2.3 Immunhistochemischer Synovialitis-Score (IMSYC)

Der immunhistochemische Synovialitis Score ist ein 2019 von Najm et al. um funf immunhis-
tochemische Komponenten erweiterter Score, welcher auf dem SC basiert. Er hat zum Ziel

eine verbesserte Vorhersage von Prognose und Therapieansprechen.

Als immunhistochemische Marker werden ,CD68 (Makrophagen), CD3 (T-Lymphozyten),
CD20 (B-Lymphozyten), CD31 (Endothelzellen) und Ki-67 (proliferierende Zellen)“ (Najm et al.
2019) verwendet, um die entsprechenden Zellpopulationen semiquantitativ zu erfassen
(CD68, CD3, CD20, CD31) bzw. die Proliferationsfraktion samtlicher synovialer und leukozyta-

rer Zellen (Ki-67) zu ermitteln.

Jeder Marker wird individuell semiquantitativ erfasst, es werden 0 (kein Infiltrat), 1 (geringes
Infiltrat), 2 (maRiges Infiltrat) oder 3 (starkes Infiltrat) Punkte vergeben. Diese werden zu einem

Score von maximal 15 Punkten addiert (s. Tabelle 2) (Najm et al. 2019).

Kein Infiltrat
Geringes Infiltrat

MaRiges Infiltrat

Starkes Infiltrat

Kein Infiltrat
Geringes Infiltrat

MaRiges Infiltrat

Starkes Infiltrat

Kein Infiltrat
Geringes Infiltrat
MaRiges Infiltrat

Starkes Infiltrat

Kein Infiltrat
Geringes Infiltrat

MaRiges Infiltrat

Starkes Infiltrat

Kein Infiltrat
Geringes Infiltrat

MaRiges Infiltrat

Starkes Infiltrat
Tabelle 2: Immunhistochemischer Synovialitis-Score — semiquantitative Erfassung der Biomarker: CD68, CD3, CD20, CD31 und
Ki-67, Eigene Darstellung basierend auf Najm et al. 2019.
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2.2.4 Genereller Synovialitis-Score (GSS)

Bei dem von Schmidt et al. 2019 formulierten Generellen Synovialitis-Score handelt es sich
um eine Zusammenfiuhrung der beiden zuvor aufgefihrten Scores (SC und IMSYC). Die
Punktzahl des SC (0-9 Punkte) und die Punktzahl des IMSYC (0-15 Punkte) werden addiert
und zu einem neuen Score, dem Generellen Synovialitis-Score, mit maximal 24 Punkten zu-

sammengefasst.

Allen drei oben erlauterten Scores ist gemeinsam, dass sie eine Stratifizierung von Synoviali-
tiden in low- und high-grade Synovialitis vornehmen und hierdurch eine Unterscheidung von
rheumatischen und nicht-rneumatischen Krankheitsbildern erméglichen. In dieser Studie wird
genauer auf die rheumatoide Arthritis eingegangen, welche im folgenden Kapitel beschrieben

wird.

2.3 Rheumatoide Arthritis

2.3.1 Krankheitsbild

Bei der rheumatoiden Arthritis, auch chronische Polyarthritis oder priméare chronische Poly-
arthritis genannt, handelt es sich um eine chronische Gelenkentziindung (Synovialitis), welche
eine Destruktion und Verformung der Gelenke zur Folge haben kann. Einen guten Uberblick
Uber die Erkrankung bietet eine 2018 verdéffentlichte Publikation von van der Woude und van
der Helm-van Mil. Primar betroffen sind die Extremitatengelenke. Die Verteilung ist haufig sym-
metrisch, zudem sind meist mehrere Gelenke gleichzeitig betroffen. Der variable schubweise
Verlauf lasst sich in drei Phasen einteilen: Proliferative Phase, destruktive und degenerative

Phase, ausgebrannte und terminale Phase.

Wasserman 2011 beschreibt die Symptomatik der RA: Klinisch prasentiert sich die Gelenkma-
nifestation der rheumatoiden Arthritis durch eine schmerzhafte Gelenksteife sowie Schwellung
und Rétung von in der Regel mehreren Gelenken und Weichteilen. Am haufigsten betroffen
sind die Handgelenke, Metacarpophalangealgelenke (MCP) und proximalen Interphalangeal-
gelenke (PIP). Typisch fiir die Erkrankung ist eine morgendliche Gelenksteife von Uber einer
Stunde.

Neben der Gelenkmanifestation werden bei 30 — 40 % der Patienten extraartikulare Manifes-
tationen mit Rheumaknoten, Vaskulitiden, Perikarditis, Splenomegalie, Lymphknotenhyperpla-
sie, normozytarer hyperchromer Anamie (durch IL-1-inhibierte Erythropoese), Pleuritis, in-
terstitielle Pneumonie und Fibrose und in 10 % eine Hepatomegalie mit Steatose und portaler
Entziindung festgestellt (Smolen et al. 2016; Scott et al. 2018). Daneben prasentiert sich die
aktive rheumatoide Arthritis zum Teil mit allgemeinsystemischen Symptomen wie ,Erschop-

fung, Gewichtsverlust and niedriggradige[m] Fieber* (Wasserman 2011).



Literaturdiskussion

Histologisch handelt es sich um eine proliferative Synovialitis mit hyperplastischer Synovial-
zellschicht und anfangs sowie im akuten Schub mit einer Infiltration der Synovialmembran
durch neutrophile Granulozyten, welche im weiteren Krankheitsverlauf zunehmend durch Lym-
phozyten, Plasmazellen, Makrophagen, Mastzellen und Lymphfollikel mit Keimzentren ersetzt
werden. Auch fokale Fibrinablagerungen und eine fibrinoide Nekrose in der Synovialis kom-
men vor. Es kommt in der Folge zu einer granulierenden Entziindung mit Verdickung der Sy-
novialmembran und ,[...] der Ausbildung 6dematéser, gefalireicher Zotten“ (Bdcker et al.
2012, S. 883).

Smolen et al. 2016 beschreibt die Konsequenzen der lokalen Entzindung auf die Gelenke.
Die Schadigung und Destruktion von Gelenkknorpel und Knochen ist zum einen durch freiwer-
dende Enzyme und Zytokine, zum anderen durch die Beeintrachtigung der Knorpelernéhrung
bedingt. Durch aktivierte Osteoklasten kommt es zunehmend zu einer Resorption des sub-
chondralen Knochens. Durch die entziindliche Infiltration von periartikularem Gewebe, Sehnen
und Muskeln kommt es im fortgeschrittenen Krankheitsstadium zu einer fibrésen oder kno-

chernen Gelenkversteifung (Ankylose) mit Gelenkdeformationen.

Bis zu 2 cm groRe Rheumaknoten mit zentraler fibrinoider Nekrose und umgebenden palisa-
denartig angeordneten Epitheloidzellen (Histiozyten) mit peripher anschlieenden Lymphozy-
ten, Plasmazellen, Fibroblasten und Makrophagen finden sich in 25 — 35 % der Patienten
(Turesson und Jacobsson 2004; Ljung et al. 2024).

2.3.2 Epidemiologie

Die weltweite Pravalenz der Erkrankung liegt bei ca. 0,5 — 1 % (Silman und Pearson 2002;
Schmidt et al. 2019). Frauen sind zwei- bis dreimal h&ufiger betroffen als Manner, mit einem
kumulativen Lebenszeit-Risiko fur Frauen von 3,6 % und fur Manner von 1,7 % (van der
Woude und van der Helm-van Mil 2018; Jang et al. 2022). Die hochste Pravalenz bezogen auf
das Lebensalter hat die RA zwischen dem 50. und 80. Lebensjahr (Weinblatt et al. 1985; Ala-
manos und Drosos 2005).

Genetik und Vererbung spielen dabei eine wichtige Rolle. In Zwillingsstudien wurde die erbli-
che Komponente anti citrullinated protein antibodies (ACPA)-positiver Patienten auf etwa 60%

geschatzt (MacGregor et al. 2000).

2.3.3 Atiologie und Pathogenese

Die primare Ursache der rheumatoiden Arthritis ist noch ungeklart. Durch humorale und zellu-
lare immunologische Mechanismen wird eine einmal ausgeldste Entziindung (z.B. durch bak-
terielle Erreger) aufrechterhalten. Autoantikdrper kommen in 50 — 80 % aller RA-Patienten vor,
die Werte steigen mit zunehmender Krankheitsdauer, da es bei seropositiver RA seltener zu

einer Remission kommt (Scott et al. 2010; Smolen et al. 2016). Der bekannteste

10
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Autoantikérper im Zusammenhang mit der rheumatoiden Arthritis ist der sogenannte Rheu-
mafaktor (RF), welcher gegen den fragment crystallizable (Fc)-Teil von Immunglobulin (19)G
gerichtet ist (Carubbi et al. 2019). Zuerst beschrieben wurde der RF bereits 1939 (Waaler
2007) bei Patienten mit RA. Rheumafaktoren lassen sich bei ca. 80 % der Patienten im Serum
und in der Synovia hachweisen. Sie sind nicht spezifisch fur die RA, sind aber mit schwereren
und komplizierteren Verlaufsformen der rheumatoiden Arthritis assoziiert (Wu et al. 2021a).
Daneben sind die meistuntersuchten Autoantikdrper die Gruppe der zuerst 1964 beschriebe-
nen (Nienhuis und Mandema 1964) ACPA, welche in seltenen Fallen bis zu zehn Jahre vor
dem Auftreten einer RA detektiert werden kdnnen (Nielen et al. 2004). Sie besitzen eine dem
RF vergleichbare Sensitivitat von 60 — 70 % (Nell et al. 2005) sowie eine fir RA hohe Spezifitat
von etwa 95 — 98 % (van der Helm-van Mil et al. 2005; Chang et al. 2016; van der Woude und
van der Helm-van Mil 2018).

Smolen et al. 2016 beschreibt detailliert die Pathogenese der rheumatischen Gelenkentziin-
dung: Zunachst ist die Entziindung auf das vaskularisierte Stratum synoviale beschrankt. Die
sich hier befindlichen Lymphozyten und Plasmazellen produzieren Immunglobuline, vor allem
vom Typ IgG. Immunkomplexe, aufgebaut aus Rheumafaktoren (vorwiegend IgM-, aber auch
IgA- und 1gG- Antikorper gegen den Fc-Teil des korpereigenen IgG) und IgG-Antikdrpern fin-
den sich in der Synovialis, in der Synovia und in extraartikularen Geweben. Antigene Peptide
wie zyklisches zitrulliniertes Peptid (CCP) werden durch Humane Leukozyten-Antigene (HLA)-
II-Molekllle an CD4-T-Zellen prasentiert. Es kommt daraufhin zu einer Aktivierung von Mo-
nozyten, Makrophagen und synovialen Fibroblasten, welche die Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-
a produzieren und Matrixmetalloproteinasen sezernieren. Hierdurch, sowie durch die aktivier-
ten T-Zellen, werden B-Zellen zur Produktion von Immunglobulinen angeregt. Die Freisetzung
angiogenetischer Faktoren wie des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) fuhrt
zur Neubildung von Blutgefal3en und zur Rekrutierung weiterer Entziindungszellen (Szekan-
ecz und Koch 2007). Durch die Stimulation des Rezeptor-Aktivator-NFkB-Osteoprotegerin-
Systems (RANK/RANKL-Osteoprotegerin-System) kommt es zur Ausbildung und Aktivierung
von Osteoklasten, welche den subchondralen Knochen resorbieren und schlussendlich zu ei-
ner schweren periartikularen Osteoporose beitragen. Der Nachweis aktivierter T-Lymphozyten
(T-Helfer (TH)- und zytotoxische T(TC)-Zellen) in der Synovialis gibt zudem einen Hinweis auf

die Beteiligung zellularer Immunreaktionen.

Die RA-Synovialis prasentiert einige Charakteristika neoplastischer Gewebe, wie von Firestein
2003 dargestellt. Zu diesen gehort das Wachstum von Synoviozyten unabhé&ngig von der An-
haftung an einer festen Oberflache, Defekte in der Kontaktinhibition und Oligoklonalitat. Letz-
tere lasst sich in rheumatoider Synovialis, nicht aber in der Synovialis bei OA nachweisen.

Synoviale Dedifferenzierung und somatische Mutationen, z.B. im Tumorsuppressorgen p53,
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sind ebenfalls beschrieben. Hierdurch entwickelt sich eine Resistenz der Synoviozyten gegen

die Apoptose.

Familienuntersuchungen, sowie die Assoziation insbesondere der ACPA-positiven Erkran-
kung mit major histocompatibility complex, class Il, DR beta 1 (HLA-DRB1) (Huizinga et al.
2005), suggerieren eine wichtige Rolle genetischer Faktoren fiir die Entwicklung einer RA (van
der Woude und van der Helm-van Mil 2018). So geht eine positive Familienanamnese mit
einem drei- bis neunfach erhdhten Risiko fur RA einher (Hemminki et al. 2009). Zwillingsstu-
dien zeigen zudem, dass die genetischen Risikofaktoren 50 — 60 % des Gesamtrisikos einer
Erkrankung an RA ausmachen (Frisell et al. 2016). Zahlreiche Genloci, die mit einer erhéhten
Anfalligkeit fur die Entwicklung einer RA einhergehen, wurden ferner inzwischen identifiziert
(Suzuki et al. 2003; Rieck et al. 2007; Viatte et al. 2013). In vielen Féllen bleibt jedoch unklar,
in welchem Ausmal’ und tGber welche pathogenetischen Mechanismen diese Loci zur Entwick-

lung einer RA beitragen (van der Woude und van der Helm-van Mil 2018).

Daneben werden auch epigenetische und Umweltfaktoren, wie z.B. Zigarettenrauch, Staub-
und Silikonexposition, periodontale Erkrankungen und das Mikrobiom, als atiopathogenetisch
relevant in Betracht gezogen (Criswell et al. 2002; Stolt et al. 2005; Sugiyama et al. 2010;
Hajishengallis 2015; Scherer et al. 2020). Der starkste und am besten reproduzierbare um-
weltbasierte Risikofaktor unter diesen ist das Zigarettenrauchen mit einer eindeutigen Korre-
lation zwischen Dosis und Auftreten und Schwere einer RA (Criswell et al. 2002; Costenbader
et al. 2006; Mikuls et al. 2010). Schatzungen ergeben, dass 25 % aller Félle von RA und 35 %
aller Falle von seropositiver RA einen Zusammenhang mit dem Konsum von Zigaretten auf-
weisen (Costenbader et al. 2006; Kallberg et al. 2011). Wie schon die genetischen, so sind
auch die Umweltfaktoren in hoherem Mal3e mit der seropositiven RA assoziiert (van der
Woude und van der Helm-van Mil 2018). Eine Studie aus dem Jahr 2015 fand Abweichungen
im intestinalen Mikrobiom von RA-Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen, z.B. in Be-

zug auf die Verteilung von Clostridium, Lactobacillus und Bifidobacterium (Zhang et al. 2015).

2.3.4 Diagnostik

Die Diagnosestellung erfolgt in erster Linie aufgrund klinischer Symptome sowie labordiagnos-
tisch, mittels Untersuchung auf Antikérper gegen CCP (ACPA) oder RF (Aletaha et al. 2010).
Hierbei ist ACPA der spezifischere Marker (Spezifitat bis zu 100 %, Sensitivitat bis zu 93 %),
wéhrend RF bei RA zwar haufig vorkommt (75 — 90 %), nicht selten aber auch in Patienten mit
anderen Erkrankungen wie z.B. Hepatitis C, Kollagenose, Infektionen oder auch gesunden,
v.a. alteren, Menschen (bis zu 18 %) vorkommt und fiir die RA nur eine Spezifitdt von maximal
70 % erreicht (Nishimura et al. 2007; lyengar et al. 2022). Der Nachweis von RF, ACPA oder
beider Marker gelingt in 50 — 80 % der Patienten (Wasserman 2011). Bei aktiver RA l&sst sich

zudem meist eine Erhdéhung der Blutsenkung (BSG) sowie des C-reaktiven-Proteins (CRP)
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feststellen (Scott et al. 2010; Smolen et al. 2016). Beides kann zur Einschéatzung der Krank-
heitsaktivitat und des Ansprechens auf die Medikation herangezogen werden (van Leeuwen
et al. 1993; Smolen et al. 2016).

Ein allgemeingultiger und reproduzierbarer klinisch-diagnostischer Algorithmus existiert bisher
nicht. Die European Alliance of Associations for Rheumatology (EULAR) definiert daher sieben
klinische Kriterien fur Arthralgie mit hohem Verdacht auf die Entwicklung einer rheumatoiden
Arthritis (van Steenbergen et al. 2017):

Anamnestische Parameter:
- Symptomdauer < 1 Jahr
- Symptome im Bereich der MCP
- Morgensteifigkeit > 60 Minuten (min)

- Mindestens ein erstgradiger Verwandter mit RA

Klinische Untersuchung
- Schwerste Symptome am Morgen
- Erschwerter Faustschluss

- Positiver Squeeze-Test der MCP-Gelenke

Sind drei der Kriterien erfullt, kann von einem sensitiven Test (Sensitivitat > 80 %), bei min-
destens vier erfullten Kriterien von einem spezifischen Test ausgegangen werden (Burgers et
al. 2017).

Prognostische Faktoren sind entscheidend fir die Auswahl der medikamentdsen Therapie.
Eine ausfihrliche Auflistung findet man in der Arbeit von Wasserman 2011. Zu den negativen
prognostischen Faktoren gehoéren eine hohe Krankheitsaktivitat mit vielen schmerzhaften und
geschwollenen Gelenken, radiografische Gelenkerosionen, hoher RF und/oder ACPA, eine
hohe BSG und/oder erhdhtes CRP sowie extraartikuldre Manifestationen. Epidemiologisch
zéahlen zu den negativen prognostischen Faktoren héheres Alter, weibliches Geschlecht, Zi-
garettenkonsum, bestimmte Genotypen und insgesamt schlechtere physische Voraussetzun-

gen, gemessen z.B. am Health-Assessment-Questionnaire-Score.

2.3.5 2010 Rheumatoid Arthritis Classification

Vielfach verwendete Klassifikationskriterien sind die 2010 American College of Rheumatology
(ACR)-EULAR Indikationskriterien fir rheumatoide Arthritis (Score-basiert: Die Scores der Ka-
tegorien A bis D werden addiert, ein Score von = 6/10 ist fir eine Klassifikation einer definitiven

rheumatoiden Arthritis notwendig) (Kay und Upchurch 2012), s. Tabelle 3.
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Domain Category Point score
A Joint involvement (0-5 points)?2
1 large joint 0
2-10 large joints 1
1-3 small joints (large joints not counted) 2
4-10 small joints (large joints not counted) 3
>10 joints including at least one small joint 5
B Serology (at least one test needed for classification; 0-3 points)®
Negative RF and negative ACPA 0
Low positive RF or low positive ACPA 2
High positive RF or high positive ACPA 3
C Acute-phase reactants (at least one test needed for classification; 0—1 point)©
Normal CRP and normal ESR 0
Abnormal CRP or abnormal ESR 1
D Duration of symptoms¢
<6 weeks 0
26 weeks 1

Tabelle 3: Klassifikationskriterien der 2010 Rheumatoid Arthritis Classification, modifiziert nach Kay und Upchurch 2012;
Nutzung unter Creative Commons License (CC BY-NC).
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Die Punkte jeder Kategorie A bis D werden addiert und die Summe wird als Gesamt-Score gewertet. Ein Gesamt-Score von > 6
wird benétigt, um einen Patienten als definitiv an RA erkrankt zu klassifizieren.

a Gelenkbeteiligung schliefst jedes geschwollene oder schmerzhafte Gelenk wéhrend der Untersuchung ein, dies kann mittels
bildgebenden Nachweises einer Synovialitis bestdtigt werden. DIP-Gelenke, die ersten Carpometacarpalgelenke und die ersten
Metatarsophalangealgelenke (MTP) werden aus dem Assessment ausgeschlossen. Grofie Gelenke bezieht sich auf die Schul-
tern, Ellbogen, Hiiften, Knie und Sprunggelenke. Kleine Gelenke bezieht sich auf Metacarpophalangealgelenke, PIP-Gelenke,
die zweiten bis flinften MTP-Gelenke, Daumen-Interphalangealgelenke und Handgelenke.

b Negativ bedeutet weniger als oder gleich der oberen Grenze zum Normalbefund (upper limit of normal, ULN); niedrig positiv
bedeutet > ULN; hoch positiv bedeutet > 3x ULN.

¢ Normal und abnormal werden durch die lokalen Laborstandards festgelegt.

d Symptomdauer nach Selbstbericht des Patienten.

Die Tabelle wurde adaptiert von Aletaha et al. 2010 mit Erlaubnis von John Wiley and Sons Ltd..

,Die Krankheitsaktivitat wird mittels verschiedener standardisierter Scores, wie z.B. dem Dise-
ase Activity Score 28 (DAS-28), dem clinical disease activity index (CDAI) und dem simplified
disease activity index (SDAI) Uberwacht® (lUbersetzt aus Schmidt et al. 2019). Aufgrund der
hohen Korrelation dieser drei Scores kann fiir Studien einer als reprasentativer Vertreter zum

Vergleich ausgewahlt werden (Schmidt et al. 2019).

2.3.6 Histopathologie

2.3.6.1 Proliferierende Zellen der rheumatoiden Synovialis

In der Synovialis finden sich lokale Zellpopulationen (Smith 2011): Erstens Typ A-Synoviozy-
ten, welche dem Monozyten-Makrophagen-System und damit dem angeborenen Immunsys-
tem zuzuordnen sind, und typische Antigene wie CD68 exprimieren. Zweitens fibroblastenar-
tige Typ B-Synoviozyten, welche keine Monozyten-typischen Antigene exprimieren. Daneben
finden sich aus dem Blut rekrutierte Immunzellen wie T- und B-Lymphozyten und dendritische
Zellen (DC) (Tak et al. 1997). Welche dieser Zellen fur die Zelldichte und die Aufrechterhaltung
der lokalen Entziindungsreaktion verantwortlich sind, wurde von Krenn et al. 1996 analysiert.
Dabei wurden 21 Kryo-Synovialisproben von Patienten mit seropositiver RA mittels Doppelfér-
bung gegen CD68 und Ki-67 auf proliferierende Typ A- und Typ B-Synoviozyten untersucht.
Hier zeigte sich eine etwa gleichméaRige Verteilung Ki-67-positiver Typ A- und Typ B-Synovio-
zyten bei insgesamt sehr geringer Proliferationsfraktion dieser lokalen Zellpopulation. T-lym-
phozytare Proliferation wurde mittels Doppelfarbung gegen CD3 und Ki-67 verteilt auf drei
spezifische Kompartimente identifiziert: Follikelartige Lymphozyten-Aggregate, perivaskulare
Réaume und die synoviale Intima mit angrenzendem Gewebe. Eine dhnliche Verteilung wie die
T-Lymphozyten zeigten interdigitierende Retikulumzellen (r = 0,913). Acht der insgesamt 21
Proben wiesen einen hohen bzw. sehr hohen Anteil proliferierender T-Lymphozyten auf. B-
lymphozytére Proliferation, detektiert mittels CD22 und Ki-67, konnte hauptsachlich in Follikeln
mit assoziierten follikularen dendritischen Zellen (FDC), sowie in der Nahe der verbreiterten
synovialen Intima in Assoziation mit einzelnen FDC nachgewiesen werden (r = 0,8727). Dabei
bildeten die FDC in den meisten Fallen keine fur Sekundarfollikel typische Architektur aus.
Funf Proben wiesen einen hohen bzw. sehr hohen Anteil proliferierender B-Lymphozyten auf,

wobei diffuse, subsynoviale B-Lymphozyteninfiltrate ohne assoziierte FDC keine Proliferation
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zeigten. Es konnte ein signifikant hoherer Anteil proliferierender, DC-assoziierter Lymphozyten
bei hoher lokaler Entziindungsaktivitat im Vergleich zu niedriger lokaler Entziindungsaktivitét

nachgewiesen werden (p < 0,01).

2.3.6.2 Gelenkmanifestation

Bereits makroskopisch féllt entziindete Synovialis durch Hyperplasie und Hypervaskularisation
auf (Orr et al. 2017). Histopathologisch prasentiert sich die rheumatoide Arthritis bei hoher
Entziindungsaktivitat als insgesamt zelldichte high-grade Synovialitis (Krenn et al. 1996). Da-
bei liegt der primare Fokus auf der leukozytaren entziindlichen Infiltration durch T- und B-
Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen, Neutrophile Granulozyten, Mastzellen, Nattrliche
Killer (NK-)-Zellen und DC (Tak et al. 1997). Zudem kommt es z.T. ,[zu] Ausbildung sekundéarer
lymphatischer Follikel bzw. konfluierender, plasmazellreicher, entzindlicher Infiltrate® (Krenn
und Rither 2012) bei in der Regel mafiggradiger Deckzellschichtverbreiterung und mafiggra-
diger synovialer Zelldichte. Die Verbreiterung der Synovialis wird im Wesentlichen auf die Zu-
nahme CD68-positiver Makrophagen in der Intima und eine ausgepragte Infiltration der Sub-
intima durch T- und B-Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen in Kombination mit
Stromaddem und einer Gefal3proliferation, typischerweise (in ca. 80 % der RA-Félle) gerade
verlaufender, sich verzweigender, unreifer GefaRe (Reece et al. 1999; Kennedy et al. 2010),
zurlckgefiuhrt. Makrophagen kénnen dabei in der rheumatoiden Arthritis bis zu 80 % der Intima
ausmachen (Smith 2011). Ein typisches histopathologisches Bild fur die RA ist die Ausbildung
von synovialem Pannus-Gewebe mit Invasion in den angrenzenden Knorpel und Knochen so-
wie daraus resultierender Erosion (Orr et al. 2017). Durch die reaktiven Veranderungen der
Synovialis mit Hyperplasie, leukozytarem Infiltrat und Neovaskularisation kommt es zu einer
Anderung der Gewebsdurchlassigkeit (Levick 1981). Die Durchlassigkeit fur groRe Molekiile
steigt, wahrend kleine Molekiile wie Harnsdure und Glukose schlechter die Gewebsbarriere
passieren konnen. Dies resultiert in einem hoheren Proteinanteil in der Synovia (Orr et al.
2017). Die Zusammensetzung der artikularen Hyaluronséure verschiebt sich in Richtung eines
geringeren durchschnittlichen Molekulargewichts, einhergehend mit zunehmendem Verlust
und infolgedessen einer geringeren durchschnittlichen Konzentration von Hyaluronsaure bei
OA und RA (Decker et al. 1959; Swann et al. 1974; Bowman et al. 2018).

Auch bei geringer Entzindungsaktivitat oder gar Remission weisen einige Patienten histologi-
sche Merkmale fir eine high-grade Synovialitis auf. Dies wird als subklinische Synovialitis be-
zeichnet. Eine Studie von 2019 zeigte, dass 27 % der untersuchten Patienten mit rheumatoider
Arthritis in Remission und 31 % der untersuchten Patienten mit geringer Krankheitsaktivitat

eine subklinische Synovialitis aufwiesen (Orange et al. 2019).
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2.3.6.3 Histopathologischer Gelenk-Pathologie-Algorithmus

Fur eine systematische Herangehensweise an die histopathologische Untersuchung von Sy-
novialisproben wurde von Krenn et al. 2017 der Gelenk-Pathologie-Algorithmus entwickelt.
Dieser umschlief3t nicht nur die entzindlichen Differentialdiagnosen bei synovialitisartigen
Symptomen, sondern auch infektiése, metabolische, kristalline, autoimmune, tumorahnliche

und neoplastische Differentialdiagnosen (s. Abbildung 2).

Synovial pathology algorithm

| Non -inflammatory l I
: Inflammatory

| ]

Benign tumours Malign tumours
PVNS (Pigmented Villonodular Synovitis) Synovial sarcoma
Lipoma Ewing sarcoma

Haemangioma/Angiodysplasia
Synovial chondromatosis

l Non-granulomatous Crystal-induced

Infections Immunologic/metabolic- Foreign body reaction Gout CPPA Calcareous deposits
Mycobateria and storage diseases Condition after intraarticular Acute Calcium phosphate
Mycoses, Brucellosis Macrophages/Gronuloma- injection Chronic tophus Calcium carbonate
Rare infections with formation
granuloma formation
[ I
Bacterial synovitis Synovialitis-Score < 4 Synovialitis-Score 2 5
Low-grade infection: Low virulent bacteria Low-Grade Synovitis High-Grade Synovitis
High-grade infection: High virulent bacteria :
Arthrosis-associated synovitis —| Rheumatoid arthritis |
Lymphoplasmacytic-type
Detritus-type —| Lyme arthritis (Borreliosis) |
Posttraumatic synovitis ___| Reactive arthritis
Meniscopathy synovitis Psoriatic arthritis
Haemochromatosis

—' Ankylosing spondylitis (Arthritis in distal joints) |

Abbildung 2: Gelenk-Pathologie-Algorithmus mit Integration von low-grade (Blau) und high-grade Synovialitis (Orange); Be-
schreibung (bersetzt aus dem Englischen, iibernommen von Krenn et al. 2017; lizensierte Nutzung unter Lizenznummer:
5830780687309.

Bezogen auf die RA kann dem Algorithmus folgendermaf3en nachgegangen werden:
- Es handelt sich um eine inflammatorisch veréanderte Synovialis.
- Die Inflammation ist nicht-granulomatos.

- Der Synovialitis-Score ist =2 5/9 (high-grade Synovialitis).

Die Differentialdiagnosen umfassen: Rheumatoide Arthritis, Lyme Arthritis (Borreliose), Reak-
tive/Psoriasis-Arthritis und Ankylosierende Spondylitis.
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2.3.7 Synovialitis-Scores

Definitionsgemal? handelt es sich bei der aktiven Gelenkmanifestation einer RA um eine high-
grade Synovialitis mit einem SC von mindestens 5/9. Fur rheumatoide Granulome (fokale Fib-
rinablagerungen und fibrinoide Nekrose umgeben von palisadenartig angeordneten

Epitheloidzellen) werden automatisch 9 Punkte im SC vergeben (Krenn et al. 2006).

Die klinische Krankheitsaktivitat der rheumatoiden Arthritis, gemessen z.B. am CDAI, korreliert
signifikant sowohl mit dem GSS (r = 0,65, p < 0,001) als auch dem IMSYC, wobei letzterer
eine hohere Korrelation aufweist (r = 0,68, p < 0.001) (Schmidt et al. 2019).

Die Korrelation der Synovialitis-Scores mit dem klinischen Score (CDAI) wurde von Schmidt
et al. 2019 genauer untersucht. In Bezug auf die Therapie unterscheidet sich die Korrelation
der Synovialitis-Scores mit dem klinischen Score (CDAI). So ist sie bei Patienten unter Me-
thotrexat (MTX)-Therapie starker als bei Patienten mit Anti-TNF-a-Therapie (signifikant bezo-
gen auf den GSS r = 0,86 (MTX), r = 0,55 (Anti-TNF-a), nicht signifikant bezogen auf den
IMSYC mitr = 0,81 (MTX), r = 0,61 (Anti-TNF-a)) und signifikant starker bei arthroplastischen
Eingriffen als bei Synovektomie (IMSYC: r = 0,81 (Arthroplastik), r = 0,54 (Synovektomie)).
Zudem ist die Korrelation bei groRen Gelenken etwas starker als bei kleinen Gelenken (GSS:
r=0,72 (groRe Gelenk), r = 0,61 (kleine Gelenke); IMSYC: r = 0,76 (grol3e Gelenke), r = 0,69
(kleine Gelenke)). Keine signifikanten Unterschiede zeigen sich zwischen seropositiven und
seronegativen Patienten sowie bei praoperativer Prednisolon-Therapie. Bei einer Unterteilung
in Bezug auf die Krankheitsaktivitat (,Remission, geringe Aktivitat, maRige Aktivitdt und hohe
Aktivitat nach CDAI“ (Schmidt et al. 2019)) sind sowohl der GSS als auch IMSYC erwartungs-
gemaR bei Remission und geringer Aktivitat signifikant niedriger (p < 0,05). Eine Differenzie-
rung zwischen mafiger und hoher Krankheitsaktivitét ist jedoch anhand dieser Scores nicht

mdglich.

Waéhrend die histopathologische Begutachtung in der Primérdiagnostik der RA eine unterge-
ordnete Rolle spielt und in den internationalen Klassifikationskriterien (Kay und Upchurch
2012) nicht vorkommt, ist die Synovialisbiopsie oder -entnahme im Rahmen von z.B. endop-
rothetischer Versorgung groRer Gelenke, in der Differentialdiagnostik bei unklarer Arthritis
(Hugle et al. 2015) oder Therapierefraktaritat ein wichtiges Instrument (Krenn et al. 2017). Die
Analyse von Synovialisbiopsien konnte als reprasentativ fr den Gelenkstatus kleiner Gelenke
bei RA-Patienten etabliert werden (Sciré et al. 2007). Unter Anwendung des ,Gelenk-Patholo-
gie-Algorithmus® (s. Abbildung 2), welcher unter anderem den SC beinhaltet, kann mit der
histopathologischen Synovialisdiagnostik eine Stratifizierung unklarer Arthritiden erfolgen und
so die weitere Diagnostik gelenkt werden (Krenn et al. 2017). Zudem kann fiir die Kontrolle
des Therapieerfolges das histopathologisch identifizierte Ausmald der Entziindungszellinfiltra-

tion von entscheidender Bedeutung sein. In Abwesenheit einer effektiven Therapie,
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unabhangig von klinischen Scores, weist die entziindliche Infiltration keine signifikanten Ande-

rungen auf (Baeten et al. 2006).

In der experimentellen Rheumatologie bzw. der rheumatologischen Forschung wird der SC
von zahlreichen Autoren angewendet. Die Originalverdéffentlichung aus dem Jahr 2006 (Krenn
et al. 2006) wird von 37 PubMed-gelisteten (National Library of Medicine, National Center for
Biotechnology Information) Publikationen der Rubriken ,Clinical Trial, Randomized Controlled
Trial, Review und Systematic Review"“ und insgesamt von 280 Publikationen zitiert (anhand
von PubMed Identifier (PMID): 16978198, Stand 17.07.2024). Die Originalveroffentlichung
zum IMSYC (Najm et al. 2019) wird gleichermal3en von 14 Publikationen zitiert (anhand von
PMID: 29709696, Stand 17.07.2024).

2.3.8 Extraartikulére Erkrankung

Eine Studie zu extraartikularen Manifestationen mit 83 RA-Patienten mit einer durchschnittli-
chen Krankheitsdauer vor Therapiebeginn mit DMARDSs von acht Monaten wurde im Jahr 2022
verdffentlicht (Diaz Cufia et al. 2022). 38 % der Patienten wiesen extraartikulare Manifestatio-
nen auf. Darunter die haufigste war eine interstitielle Lungenerkrankung (34,4 % der extraarti-
kularen Erkrankungen), gefolgt von Neuropathie (18,8 %), inflammatorischer Anamie (15,6 %),
Serositis oder Perikard-/Pleuraerguss (12,5 %) und Rheumaknoten (12,5 %). Daneben traten
Felty-Syndrom, Bronchiektasien, rheumatoide Vaskulitis, Thrombozytopenie, Pneumothorax
und unklares Fieber auf. Dabei konnten die Forscher eine nicht signifikant hdhere Assoziation
extraartikularer Manifestationen mit seropositiver im Vergleich zu seronegativer RA feststellen
(RF 90,5 % gegen 81,8 %, ACPA 82,4 % gegen 75 %). Eine hohere Anfalligkeit fur Infektions-
erkrankungen, in dieser Studie 55 %, passte zu ahnlichen Ergebnissen anderer internationaler
Untersuchungen (Winthrop KL 2012; Marcucci et al. 2018). Am Haufigsten treten dabei Harn-
wegsinfekte auf, gefolgt von Atemwegsinfekten, Haut- und Weichgewebsinfektionen sowie In-

fektionen des Verdauungstraktes (Diaz Cufa et al. 2022).

2.3.8.1 Kutane Manifestationen

Zu den extraartikularen Manifestationen der rheumatoiden Arthritis zahlen auch die kutanen
Auspragungen der Erkrankung, wie z.B. von Sayah und English 2005 aufgefiihrt. Unspezifi-
sche Hautveranderungen sind z.B. Atrophie und Empfindlichkeit sowie Blasse bis hin zu durch-
scheinender Haut im Bereich der Finger und Zehen mit sklerodermiformer Auspragung tber
geschwollenen Interphalangealgelenken. GefaRveranderungen zeigen sich im Bereich der

Hande durch palmares Erythem und Raynaud-artige blauliche Verfarbung der Fingerspitzen.

Klassische rheumatoide Knoten finden sich in ca. 25 % der RA-Patienten und sind die hau-
figste extraartikulare Manifestation der RA (Gordon et al. 1973; Ziff 1990; Guo et al. 2018).
Diese treten Ublicherweise im spateren Verlauf der Erkrankung auf (Ziff 1990). Gleichwohl

kann es in Ausnahmeféllen zur Bildung von Rheumaknoten vor der Gelenksymptomatik
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kommen (Lowney und Simons 1963; Guo et al. 2018). Auf3er in der Haut kbnnen Rheumakno-
ten auch in den ,Lungen, der Pleura, dem Perikard, Sehnen, Synovialis, Knochen, Stimmban-
der, Peritoneum, Dura, Sklera, der Nase, den Ohren und dem Herz* (lUbersetzt aus Bernhard
G. 1985) auftreten. Histologisch sind diese Knoten aufgebaut aus Granulomen und narbigem
Gewebe mit unregelmafiig angeordneten kleinen Gefafldinseln mit Infiltraten durch Lymphozy-
ten, Plasmazellen und Histiozyten (Schumacher 1988; Bang et al. 2019). Typisch ist der drei-
schichtige Aufbau aus zentraler fibrinoider Nekrose, angrenzenden palisadierenden Makro-
phagen mit Expression des HLA-DR-Antigens und einer umgebenden Schicht perivaskularen
Granulationsgewebes mit chronischer Entzindungszellinfiltration (Palmer et al. 1987
Miyasaka et al. 1989; Ziff 1990; Sayah und English 2005). Die rheumatoide Vaskulitis tritt mit
einer jahrlichen Inzidenz von < 1 % auf (Panush et al. 1983; Bang et al. 2019) und betrifft
meistens seropositive Patienten (Scott D.G., Bacon P.A., Tribe C.R. 1981; Ntatsaki et al.
2014).

2.3.9 Therapie

Ziel der Therapie der rheumatoiden Arthritis ist eine Remissionsinduktion oder das Aufrecht-
erhalten einer niedrigen Krankheitsaktivitdt. Hierfur werden konventionelle synthetische
(cs)DMARDs wie MTX, Leflunomid, Sulfasalazin und Hydroxychloroquin, zielgerichtete syn-
thetische (ts)DMARDs wie Januskinase (JAK)-Inhibitoren (Tofacitinib, Baricitinib, Filgotinib, U-
padacitinib) und Phosphodiesterase (PDE)-4-Hemmer (Apremilast) oder biologische
(b)DMARDSs wie monoklonale Antikorper (TNFa-Inhibitoren) und rekombinante Rezeptoren mit
dem Ziel der Blockade von Zytokinen, welche fur die Entziindungskaskade in der RA verant-
wortlich sind, eingesetzt (Wasserman 2011; Schmidt et al. 2019; Smolen et al. 2020; Hollstein
2022).

Als Erstlinientherapeutikum zur Monotherapie bei relevanter Krankheitsaktivitat und/oder dem
Vorliegen negativer prognostischer Faktoren wird in aller Regel, ohne Vorliegen von Kontrain-
dikationen wie Schwangerschaft oder Unvertraglichkeit, MTX eingesetzt (Wasserman 2011).
Eine haufige Alternative ist Leflunomid (Saag et al. 2008; Wasserman 2011). Bei Vorliegen
positiver prognostischer Faktoren wie Seronegativitat oder nicht-erosiver RA kommen als Mo-
notherapie z.B. Sulfasalazine (bei hoher Krankheitsaktivitat) oder Hydroxychloroquin (bei ge-

ringer bis maRiger Krankheitsaktivitéat) zum Einsatz (Saag et al. 2008; Wasserman 2011).

Die Kombinationstherapie mit mindestens zwei nicht biologischen DMARD:s ist effektiver als
die Monotherapie (p = 0,00001) und wird bei persistierender Krankheitsaktivitat eingesetzt
(Choy et al. 2005). Die empfohlenen Kombinationsméglichkeiten nicht biologischer DMARDs
umfassen z.B. MTX plus Hydroxychloroquin bei méRiger bis hoher Krankheitsaktivitat oder
langerer Krankheitsdauer und geringer -aktivitat, unabh&ngig von prognostischen Faktoren;

MTX plus Leflunomid bei mittlerer oder langerer Krankheitsdauer von sechs oder mehr
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Monaten bei hoher Krankheitsaktivitat, unabhangig von prognostischen Faktoren; MTX plus
Sulfasalazin bei hoher Krankheitsaktivitat und negativen prognostischen Faktoren, unabhén-
gig von der Krankheitsdauer; und Hydroxychloroquin plus Sulfasalazin bei einer Krankheits-
dauer von 6 — 24 Monaten bei hoher Krankheitsaktivitat und fehlenden negativen prognosti-
schen Faktoren (Saag et al. 2008). Bei negativen prognostischen Faktoren, magiger bis hoher
Krankheitsaktivitdt und langerer Krankheitsdauer kommt auch die Kombination von drei
DMARDs (MTX, Hydroxychloroquin und Sulfasalazin) in Frage (Saag et al. 2008).

Der Einsatz biologischer DMARDs (TNF-a-Inhibitoren) in Kombination mit MTX im Rahmen
der Erstlinientherapie in der Frihphase der RA (< 3 Monate) ist nur bei hoher Krankheitsakti-
vitat und dem Vorliegen negativer prognostischer Faktoren empfohlen (Wasserman 2011). Bei
mittlerer und langerer Krankheitsdauer und Versagen oder Kontraindikationen einer MTX-Mo-
notherapie, einer MTX-Kombinationstherapie oder einer sequenziellen Therapie mit anderen
nicht biologischen DMARDs wird der zusétzliche Einsatz von bDMARDs bei zumindest mafii-
ger residualer Krankheitsaktivitat empfohlen (Saag et al. 2008). Eine Kombination mehrerer
bDMARD:s ist nicht empfohlen (Saag et al. 2008).

Trotz der Entwicklung zahlreicher Therapieansatze und der Anwendung verschiedener Thera-
piekombinationen kommt es bei einem nicht unerheblichen Anteil der Patienten mit RA aus
verschiedenen Griinden zu einem Therapieversagen. Im folgenden Kapitel werden die poten-
Ziellen Mechanismen und der aktuelle Stand der Literatur in Bezug auf die in dieser Arbeit

untersuchte therapierefraktare RA dargelegt.

2.3.10 Therapierefraktére rheumatoide Arthritis

Vor der Entwicklung effektiver Therapien und der zunehmend friihzeitigen Erkennung von RA
prasentierte sich die therapierefraktare RA als ,klobige Synovialitis, chronisch-progrediente
Behinderung, vollstdndige Arbeitsunfahigkeit und Verlust der Unabhangigkeit, beschleunigte
Atherosklerose, Tumorgenese und friihzeitiger Tod“ (Uibersetzt aus Buch et al. 2021). Heutzu-
tage ist der Phanotyp meist weniger aggressiv. Die Therapierefraktaritédt kann sich langsam
nach initialem Ansprechen auf verschiedene Therapeutika entwickeln oder friihzeitig und of-
fensichtlich auftreten (Buch et al. 2021).

Zum Teil wird auch der Begriff ,difficult-to-treat rheumatoid arthritis“ (D2T RA) synonym mit
der therapierefraktaren RA verwendet, wie durch Buch et al. 2021 Ubersichtlich dargelegt. Da-
bei kann es sich aber neben der ,echten” (intrinsischen) Therapierefraktaritat (,persistent in-
flammatory refractory RA*) auch um fehlendes oder schlechtes Therapieansprechen aufgrund
von Medikamentenunvertraglichkeiten, Komorbiditaten und Complianceproblemen handeln
(,non-inflammatory refractory RA®) (s. Abbildung 3). Im Gegensatz dazu ist die inflammatori-
sche therapierefraktare RA definiert durch die Ineffizienz mehrerer Behandlungsansétze und

die Ausschopfung samtlicher potenzieller Therapieoptionen mit persistierenden Symptomen
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und objektivierbarer systemischer und/oder Gelenk-Inflammation. Diese beiden Unterformen

der D2T RA kdnnen bei einem Patienten unter Umstanden konsekutiv oder konkordant auftre-

ten und schlie3en sich nicht gegenseitig aus.

Difficult to treat RA

Disease-specific, clinical and social factors including:

¢ Disease prognostic factors and disease severity

* Multi-drug toxicity

* Anti-drug antibodies

e Limited treatment options owing to comorbidities
and specific toxicity risk

¢ Comorbidities (e.g., obesity or poor mental health)

* Lifestyle factors (e.g, smoking or exercise)

¢ Adherence and compliance

* Social determinants (e.g, age, gender or
socio-economic status)

Persistent Non-
inflammatory inflammatory
refractory RA refractory RA

® Lack of efficacy of
multiple DMARDs

* Ongoing signs of
inflammation

* Exposure to multiple DMARDs
* Symptomatic RA with little
objective inflammation:
- Accrued damage and/or
secondary OA
- Functional decline
- Chronic pain syndrome
and/or fibromyalgia
- Central sensitisation

Abbildung 3: Stratifizierung der "Difficult-to-treat-RA" (Tan und Buch 2022), Nutzung unter Lizenznummer 5831751057614.

Fur die Diagnose einer therapierefraktdren rheumatoiden Arthritis miissen mindestens drei

Kriterien erfullt sein (Tan und Buch 2022) (s. Abbildung 4):

1. Erfolgte Behandlung nach EULAR-Kriterien und Versagen von zwei oder mehr b/tsD-

MARDSs nach bereits eingetretenem Therapieversagen mit csDMARDSs.

2. Eins oder mehr der folgenden Kriterien:
a. Mindestens méRige Krankheitsaktivitat (CDAI > 10).

b. Symptome oder laborchemische bzw. radiographische Zeichen einer aktiven Erkran-

kung.

c. Unmdglichkeit des Ausschleichens der Glukokortikoidtherapie (unter 7,5 mg Predniso-

lon oder Prednisolon-Aquivalent pro Tag).

d. Rasches radiografisches Fortschreiten der Erkrankung (mit oder ohne Zeichen aktiver

Erkrankung).

e. Symptome der rheumatoiden Arthritis mit einer Einschrankung der Lebensqualitat trotz

objektiv gut kontrollierter Erkrankung nach den oben genannten Standards.
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3. Das Management der Erkrankung bzw. der Symptome wird vom Rheumatologen und/oder
dem Patienten als problematisch eingeschatzt.

Treatment according to EULAR
recommendations and failure of
2two b/tsDMARDs (with
different mechanisms of action)*
after failing csDOMARD therapy
(unless contraindicated)’.

At least moderate Signs (including

disease activity scute phase Inabllity to taper Rapid Well-controlled
(according to reactants and glucocorticoid radiographic disease according
vallidated composite imaging} and/or treatment (below [l progression (with [ilee above standards,
measures including symptoms 7.5 mg/day or without signs but still having RA
joint counts, for suggestive of active prednisone or of active symptoms that are
example, DAS28-ESR disease (joint- aquivalent) disease)t causing a reduction ‘
»3.2 or CDAI >10) refated or other) in quality of life

The management of signs
+ 3 and/or t

perceived as

by the rhel

and/or the

All three of the criteria need to be present to qualify as D2T RA

WSDMARDs, biofogucal and targeted synthetic disease-modifying anti-rheumalic drugs, CDAI, Chinical Disease Activily
Index; csDMARD, conventional synthetic disease-modifying anfi-rheumatic drug; D2T, difficult-fo-freat; DAS28-ESR,
Disease Activity Scove assessing 28 joints using erythrocyte sedimentation rate; RA, rheumatoid arthritis

* Undess restricted by access to treatment due to socioeconomic factors.

1 If csDMARD treatment is contraindicated, failure of 2two btsDMARDs with different mechanisms of action is sufficient.
1 Rapid radsographic pregression: change in van der Heijde-Modified Sharp Score 25 points in 1 year or a simdar
progressson in another validated scoting method.

Abbildung 4: EULAR definition of difficult-to-treat rheumatoid arthritis (D2T-RA) (Tan und Buch 2022); Nutzung unter Creative
Commonts License (CC BY-NC 4.0).

Zudem gilt es die echte therapierefraktare rheumatoide Arthritis von der Anti-drug-mediated

non-response (ADA) abzugrenzen. Auch dies gelingt mittels der oben angegebenen Kriterien.

Buch 2018 verfasste einen Uberblick tiber die Epidemiologie der Therapierefraktaritat: 20 bis
30 % der rheumatoiden Arthritis-Patienten gelten bei Einsatz von TNF-a- Inhibitoren als Non-
responder. Diese zeichnen sich durch eine persistierende Synovialitis mit Schwellung mehre-
rer Gelenke und Sehnenscheiden aus (Schmidt et al. 2019). Etwa 40 % der Patienten erleben
ein Therapieversagen einer bDMARD, weitere 40 % ein Therapieversagen einer zweiten
bDMARD. Hieraus lasst sich eine Entwicklung einer D2T RA mit Versagen von mindestens
zwei bDMARDSs bei ca. 16 % der Patienten ableiten. Bei 5 % der Patienten versagen mindes-
tens drei bDMARDs-Klassen aufgrund von Ineffizienz oder Toxizitat. Andere Studien fanden
eine Pravalenz von 6 — 17 % therapierefraktarer RA (Kearsley-Fleet et al. 2018; Bécede et al.
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2019). Aufgrund der inkonsistenten Anwendung verschiedener Definitionen kann aber davon
ausgegangen werden, dass der Anteil ,echter” inflammatorischer Therapierefraktaritat deutlich
niedriger anzusetzen ist (Buch et al. 2021). In dieser Arbeit ist im Folgenden, wenn der Begriff
therapierefraktare RA oder Therapierefraktaritat verwendet wird, stets die ,echte” inflammato-

rische Variante gemeint.

Risikofaktoren fir die Entwicklung einer therapierefraktaren rheumatoiden Arthritis konnen laut
Hair et al. 2018 in zwei Kategorien eingeteilt werden: Erstens Rauchen, Ubergewicht, geneti-
sche und immunologische Faktoren, welche Medikamentenunvertraglichkeit und -ineffektivitét
zur Folge haben. Zweitens Begleiterkrankungen und systemische Krankheitsmanifestationen

wie interstitielle Pneumonie und sekundare Fibromyalgie.

Histopathologisch prasentiert sich die Therapierefraktaritat definitionsgemar als eine high-
grade Synovialitis. Eine histopathologische oder immunhistochemische Differenzierung zwi-
schen therapierefraktarer und nicht-therapierefraktarer high-grade Synovialitis bei rheumatoi-
der Arthritis ist bislang nicht ausreichend untersucht bzw. beschrieben. Spekulative Anséatze
wurden von Buch et al. 2021 in ihrer Arbeit zu persistierenden inflammatorischen und nicht-
inflammatorischen Mechanismen der therapierefraktaren RA erwéahnt. Diese beschéftigen sich
mit der Rolle synovialer Stromazellen, spezifisch Typ B-Synoviozyten oder synoviale Fib-
roblasten, in der Entwicklung einer Therapierefraktaritat. Als Antigen-présentierende synoviale
Stromazellen, welche zudem aktiv mit dem lokalen Immunsystem interagieren (Buckley 2011;
Yoshitomi 2019) und IL-6, Prostanoide und Matrixmetalloproteinasen sezernieren (Bartok und
Firestein 2010), spielen diese Zellen besonders in den friihen Phasen der RA eine aktive Rolle
(Buch et al. 2021). Aktuell in der RA-Therapie angewendete DMARDs sprechen dagegen oft
lediglich verschiedene Aspekte des Immunsystems an, wahrend die Fibroblasten-assoziierten
Krankheitsprozesse unter Umstanden nicht miterfasst werden. Hierin sehen Buch et al. 2021
einen potenziellen Erklarungsansatz fir den Progress zur therapierefraktdren RA Uber eine
Uberwiegend durch fibroblastare Stromazellen aufrechterhaltene Krankheitsaktivitat. Tatsach-
lich wurde bereits eine Studie zu Zyklin-abhangiger Kinase-Inhibition angedacht, die davon
ausgeht, dass nicht-immunologische Stroma-Pathologie eine Ursache flir das Therapieversa-
gen von bDMARD:s ist (BioMed Central. 2020). Es wurden bislang aber keine Ergebnisse ver-
offentlicht (Stand 27.06.2024). Ein Faktor, der unter Umstéanden gegen die Rolle einer Fib-
roblasten-vermittelten Therapierefraktéaritat spricht, ist die Uberwiegend polyarthritische Symp-
tomatik (Buch et al. 2021). Urs&chlich dafir kénnen jedoch auch migrierende aktivierte syno-

viale Fibroblasten sein (Lefévre et al. 2009; Orange et al. 2020).

Folgendes Beispiel fur eine histopathologisch und immunhistochemisch untermauerte Thera-
pierefraktaritat beschreibt die Anwendung der Synovialitis-Scores und die histopathologischen

Schlussfolgerungen in Zusammenschau mit den klinischen Angaben zur medikamentésen
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Therapie: Zugesandt wird eine Synovialisprobe aus dem Kniegelenk eines 34-jahrigen, méann-
lichen Patienten mit bekannter, klinisch hoch aktiver RA und non-Response auf zwei verschie-
dene JAK-Kinase-Hemmer. Anhand der HE-Farbung wird ein SC von 7/9 erhoben. Die Im-
munhistochemie ergibt folgendes Profil: CD3: MaRige Infiltration, etwa 300 Zellen. CD20: Ma-
Rige Infiltration, etwa 300 Zellen. CD38: MaRige Infiltration, etwa 200 Zellen. CD68: MaRige
Infiltration, etwa 150 Zellen. Ki-67: Fokal hohe Proliferation, bis zu etwa 38% (KI-basierte Mor-
phometrie, artificial intelligence (Al)-image analysis). Es ergibt sich somit ein IMSYC von 11/15
und ein GSS von 18/24. Die histopathologische Diagnose lautet: ,Entziindlich hochgradig ak-
tive RA-Synovialitis im Sinne einer high-grade Synovialitis mit ungewoéhnlich hoher Proliferati-
onsfraktion. Dieser Befund kann mdglicherweise ein Aquivalent der klinisch mitgeteilten hoch
aktiven und medikamentds nicht ansprechbaren rheumatoiden Arthritis sein.” Dieses Beispiel
zeigt deutlich die Wichtigkeit des Zusammenspiels von Klinik und Histopathologie fir die Erar-
beitung der Diagnose Therapierefraktaritat. Von besonderem Interesse fur unsere Arbeit ist
hierbei die ungewdhnlich hohe Proliferationsfraktion (Ki-67). Die Arbeitshypothese, dass eine
hohe Ki-67-Rate ein pathogenetisches Substrat der lokalen Therapierefraktaritat darstellen

kann, ergibt sich aus der Vielzahl ahnlich gelagerter Falle in der histopathologischen Routine.

2.4 Ki-67

2.4.1  Uberblick

Das Antigen Ki-67 wurde zuerst von Gerdes et al. 1983 in den Kernen von Hodgkin-Lymphom-
Zellen identifiziert. Hier konnte eine starke Expression in proliferierenden Zellen (G1-, S-, G2-
und M-Phase) festgestellt werden, wahrend ruhende Zellen in der GO Phase kein detektierba-
res Ki-67 exprimierten (Gerdes et al. 1984; Pessler et al. 2008b). Die Korrelation zwischen
Zellzyklusphase und Ki-67-Expression, mit einer starken Expression in der G1- und G2-Phase
(proliferierende Zellen) und einer starken Herabregulation in der GO-Phase (ruhende Zellen),
konnte in weiteren Studien belegt werden (Ishida et al. 2001; Sobecki et al. 2016; Sobecki et
al. 2017).

Tatsachlich scheint Ki-67 eine wichtige Rolle in der Regulation des Zellzyklus zu spielen, in-
dem es zusammen mit anderen Proteinen wahrend der Mitose eine perichromosomale Schicht
bildet (Booth et al. 2014; Booth et al. 2016; Booth und Earnshaw 2017). Diese verhindert das
Zusammenkleben von Chromosomen, untersttitzt die Nukleoli und ermdglicht somit das Fort-
schreiten der Zellteilung (Schmidt et al. 2003; Cuylen et al. 2016; Takagi et al. 2017).

Das Antigen wurde in der Folgezeit seiner Entdeckung zu einem klinisch relevanten Prolifera-
tionsmarker zahlreicher Malignome (Gerdes et al. 1987; Dowsett et al. 2011), dessen prog-
nostischer Wert durch mehrere Studien belegt werden konnte (Luo et al. 2015; Pezzilli et al.
2016; Pyo et al. 2016; Richards-Taylor et al. 2016; Tao et al. 2023). Des Weiteren ist auch die

Verwendung des Markers in der Synovialitisdiagnostik zur Charakterisierung proliferierender
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Zellen in der hyperplastischen synovialen Deckzellschicht und den darunter infiltrierenden Leu-
kozytenpopulationen bereits gut etabliert (Krenn et al. 1996; Helmchen et al. 2005; Pessler et
al. 2008b).

2.4.2 Molekulare Struktur und Funktion

Das von proliferierenden Sauge- und anderen Wirbeltierzellen (Gerdes et al. 1983; Sobecki et
al. 2016) exprimierte nukleare, desoxyribonucleic acid (DNA)-bindende Protein (MacCallum
und Hall 2000) Ki-67 ist beim Menschen und anderen Saugetieren durch das Gen Marker Of
Proliferation Ki-67 (MKI167) codiert und liegt in zwei Isoformen vor (Gerdes et al. 1991).

Eine Schlusselpublikation zum Thema Ki-67 als zellproliferationsassoziiertes Antigen stammt
aus dem Jahr 1993 (Schliiter et al. 1993) und stellt den Aufbau des MKI67 Proteins detailliert
dar: Funktionell relevante Regionen des Proteins beinhalten eine N-terminal forkhead associ-
ated (FHA) domain, welche DNA und phosphorylierte Epitope bindet. Des Weiteren enthalt
das Gen eine Phosphatase 1 (PP1) binding domain sowie 16 tandem repeats in der grofR3en
zentralen Region (,Ki-67 domain®“) und eine 31 Aminosauren lange conserved domain von
bislang unbekannter Funktion. Au3erdem findet sich ein leucine/arginine-rich (LR) C-Termi-
nus, welcher an DNA binden kann und bei Uberexpression zu einer Chromatin-Verdichtung
beitragt (Schllter et al. 1993; Takagi et al. 1999; Scholzen et al. 2002; Booth et al. 2014;
Sobecki et al. 2016; Sun und Kaufman 2018). Abbildung 5 zeigt eine Reprasentation der zwei
verschiedenen im Menschen beobachteten mitochondrial ribonucleic acid (MRNA)-Subtypen,

long type mit vorhandenem Exon 7 und short type ohne Exon 7, sowie des MKI67-Proteins.
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MKI67 mRNA and Protein

Long type mRNA containing the 7th exan

Short type mMRMNA missing the 7th exon

MKIB7 protein

10 strong PEST sequences
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Abbildung 5: The MKI67 mRNA and protein. Die beiden Arten von mRNA-Transkripten, von welchen die Ubersetzung in Protein
gezeigt werden konnte, sind im ersten Teil der Abbildung dargestellt. Die ,,long type” mRNA unterscheidet sich von der ,short
type”“ mRNA durch das Vorhandensein des 7. Exons, das bei der kurzen Form alternativ gespleifst wird. Die UTRs sind griin
gefdrbt und die codierenden Regionen rot. Im zweiten Teil der Abbildung ist das Proteinprodukt der ,,long type” mRNA darge-
stellt, welches alle mutmaflichen Domdnen dieses Proteins enthdilt. Die Hauptproteindomdnen sind die FHA-Domdne, die rot
gefdrbt ist, die PPI-Bindungsstelle, die lila gefdrbt ist, die Ki-67-Wiederholungen, die gelb gefdrbt sind, und das ATP/GTP-Bin-
dungsmotiv A-P-Schleife, die blau gefdrbt ist. Es gibt weitere mutmaflich funktionelle Regionen innerhalb dieser Hauptdomd-
nen, die in verschiedenen Farben hervorgehoben sind. Beschreibung libersetzt aus dem Englischen (Konstantinos Ntzeros et
al. 2014). Nutzung unter Creative Commons License (CC-BY).

Wahrend lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass Ki-67 fur den Vorgang der Zellprolifera-
tion an sich essentiell ist (Schluter et al. 1993; Starborg et al. 1996; Kausch et al. 2003; Zheng
et al. 2006; Rahmanzadeh et al. 2007; Zheng et al. 2009), ergaben aktuellere Studien ein
abweichendes Bild. Sobecki et al. 2016 konnten anhand diverser Ki-67-knockdown-Ansétze
an Mausen und Stammzelllinien keinen Nachweis erbringen, dass die Zellproliferation durch
Down-Regulation oder Elimination von Ki-67 signifikant eingeschrankt wurde. Sowohl der Be-
ginn als auch das Ende des Zellzyklus waren Ki-67-unabhangig funktional. Folglich wuchsen
Mé&ause mit homozygoten Deletionen im MKI67-Gen ebenso wie ihre heterozygoten und Wild-
typ-Geschwister normal heran und waren fortpflanzungsfahig. Monoklonale humane Zelllinien
mit MKI167-Deletionen zeigten ebenfalls eine effiziente Proliferation. Um die Wirkung residualer
Ki-67-Expression durch Heraufregulation von Ki-67-mRNA, welche unter anderem in intesti-
nalen Epithelzellen beobachtet wurde, als Ursache hierfur auszuschlieBen, wurden Zelllinien
mit vollstandig eliminierter Ki-67-Expression etabliert. Diese Ki-67-negativen Zellen proliferier-
ten uneingeschrankt mit von Kontrollen nicht unterscheidbaren Wachstumskurven. Auch ein

beobachteter Ki-67-defizienter Klon mit aberrant strukturierter chromosomaler Peripherie in

27



Literaturdiskussion

mitotischen Zellen zeigte eine effiziente Zellteilung. Ein &hnlicher Ph&notyp mit alterierter chro-
mosomaler Peripherie konnte bereits in Ki-67-knockdown HelLa-Zellen (Booth et al. 2014) be-

obachtet werden.

Die Funktion von Ki-67 im Zyklus der Zellteilung wurde von Sobecki et al. 2016 daher in Bezug
auf die Formation der perichromosomalen Region wéahrend der Zellkernbildung naher unter-
sucht. Schon 2007 wurde Ki-67 in Zusammenhang mit der Biogenese von Ribosomen unter-
sucht und dem Protein eine wesentliche Rolle in der Synthese RNA Polymerase I-abhangiger
nukleolarer ribosomaler (r)RNA zugeschrieben (Rahmanzadeh et al. 2007). Die Biogenese
von Ribosomen ist notwendig fir die Formation von Nukleolen und somit essenziell fur die
Zellteilung (Hernandez-Verdun et al. 2010). Ki-67 interagiert mit zahlreichen Regulatoren der
Chromatin-Formation und bildet eine Trennschicht zwischen perinukleolarem Heterochromatin
und nukleolaren Pars granulosa-Anteilen. Die Depletion des Proteins hatte in der Arbeit von
Sobecki et al. 2016 zwar initial keine nachweisbare Anderung der nukleolaren Struktur zur
Folge, unterband aber die Formation der perichromosomalen Region. Bei dieser handelt es
sich um einen nukleolaren Proteinmantel, welcher die Oberflache mitotischer Chromosomen

wahrend der Neubildung des Nukleolus umgibt (Booth et al. 2014).

Die Schlussfolgerung aus der Arbeit von Sobecki et al. ist daher die folgende: ,[...] statt die
Zellproliferation zu fordern, ist die Rolle von Ki-67 die Organisation von Heterochromatin®
(Ubersetzt aus Sobecki et al. 2016). Ki-67 ist notwendig fur die Heterochromatinverdichtung
und die Vermittlung von Interaktionen zwischen weit auseinanderliegenden Regionen des Ge-
noms zu diesem Zweck. Diese essenzielle Funktion von Ki-67 ist auch in entfernt verwandten

Ki-67-Homologen wie Xenopus-Ki-67 zu finden (Sobecki et al. 2016).

Die Verwendung von Ki-67 als Proliferationsmarker ist aufgrund seiner vielfach erwiesenen
Assoziation zur mitotischen Aktivitat proliferierender Zellen legitim. Seine Rolle als Ziel inhibi-
torischer Medikamente in der Therapie neoplastischer oder entziindlicher Erkrankungen muss

hingegen in zuklnftigen Studien weiter untersucht werden.

2.4.3 Definition des histologischen Expressionsprofils beziglich des Zellzyklus

Wahrend Ki-67 in allen Zellzyklusphasen (G1-, S-, G2- und M-Phase) bis auf die GO-Phase
(ruhende Zellen) exprimiert wird, andern sich die Lokalisation und Expression von Ki-67 zell-
zyklusabhangig. Das MKI67-Gen wird zellzyklusabhangig reguliert und enthélt Bindungsstel-
len fur die G1-regulatorische E2F Familie von Transkriptionsfaktoren (Ishida et al. 2001). Die
Konzentration von Ki-67-mRNA steigt wahrend der G1-Phase (Sobecki et al. 2016; Sobecki et
al. 2017) und es kommt zu starkster Expression und Hyperphosphorylierung wéahrend der G2-
oder Mitose-Phase (Endl und Gerdes 2000). In der G1-Phase wird Ki-67 nicht nur heraufregu-
liert, sondern durch einen entgegengesetzten Prozess mittels Ubiquitin Proteasom-Komplex

Anaphase Promoting Complex/Cyclosome-Cell Division Cycle 20 (cdc20) Homologl (APC/C-
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Cdh1) gleichzeitig auch abgebaut (Chierico et al. 2017; Sobecki et al. 2017). In der GO-Phase
zeigen sich Zellen negativ fur Ki-67 (Gerdes et al. 1984). Langerfristig ruhende oder senes-
zente Zellen exprimieren kein Ki-67. Zellen in frihen Phasen des Zellzyklus-Stillstandes wei-
sen hingegen niedrige Ki-67-Level auf, welche bei Wiedereintritt in den Zellzyklus in die G1-
Phase Ubertragen werden kénnen und unter Umstanden fir Abweichungen in der beobachte-
ten Ki-67-Intensitat in dieser Phase in verschiedenen Studien verantwortlich sind (Gerdes et
al. 1984; Lopez et al. 1991; Sobecki et al. 2017). In der G2-Phase tritt das Protein in Assozia-
tion mit verdichteten Chromosomen auf, bevor es sich nach abgeschlossener Mitose in die
Peripherie der Chromosomen bzw. des Nukleolus bewegt (Verheijen et al. 1989a). Hier ist es
in der Interphase in faserartiger Struktur zu finden (Verheijen et al. 1989b; Kill 1996; Cheutin
et al. 2003; Sobecki et al. 2016; Sun und Kaufman 2018). Die Bindung an das Chromatin ist
am starksten in der Interphase und am schwachsten wahrend der Mitose (Saiwaki et al. 2005).
2.4.4 Proliferationsmarker und Marker zur Risikostratifizierung von neoplastischen Erkran-
kungen

Als Biomarker werden Charakteristika bezeichnet, welche als Indikator fir die objektive Mes-
sung normaler biologischer Vorgange, pathologischer Vorgange oder Therapieansprechen
(Biomarkers and surrogate endpoints: preferred definitions and conceptual framework 2001),
sowie zur Vorhersage von Inzidenz oder Outcome einer Krankheit (Burke 2016) verwendet
werden. Biomarker konnen in diverse Kategorien unterteilt werden. So werden diagnostische
Biomarker fir die Unterscheidung zwischen gesunden und erkrankten Individuen herangezo-
gen, wahrend préadiktive, prognostische und therapeutische Biomarker einen Einfluss auf die
Therapieentscheidung haben kdénnen, sowie fir die Bemessung des Therapieerfolges genutzt
werden (Mayeux 2004; Carlomagno et al. 2017; Echle et al. 2020).

In der Diagnostik des Luminal-Typ Mammakarzinoms ist die Verwendung von Ki-67 als Bio-
marker bereits gut etabliert und der Proliferationsindex wird auch fiir Therapieentscheidungen
sowie zur Bemessung des Therapieerfolges herangezogen (Davey et al. 2021). Es sind aller-
dings Einschréankungen in Bezug auf die analytische Validitat des Markers festzuhalten, wel-
che in einer Publikation von Nielsen et al. 2021 identifiziert wurden. Aktuell beschréankt sich
der klinische Nutzen auf die Prognostik des Mammakarzinoms in den klinischen Stadien | und
Il. Die Konsensusmeinung der International Ki67 in Breast Cancer Working Group (IKWG)
besagt, dass eine Ki-67-Positivitdt von <5 % bzw. von = 30 % flr die Prognoseeinschatzung
verwertbar ist, mit einer Assoziation von schlechteren Langzeit-Uberlebens-Raten mit hohen
Proliferationsraten (Faragalla et al. 2023). Einer der Griinde fiir die eingeschrankte analytische
Verwertbarkeit des Proteins ist in der Praanalytik zu finden. So ist Ki-67 vergleichsweise emp-
findlich gegeniiber Schwankungen in der Fixationsqualitat des untersuchten Gewebes (vergli-
chen z.B. mit Ostrogenrezeptor (ER) oder human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)).

Zu kurze (unter 3 Stunden) oder zu lange (Uber 14 Tage) Fixationszeiten, zu lange
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Zeitverzogerung bis zur Fixation (Uber 16 Stunden) oder die Verwendung von anderen Fixati-
onsagenzien als neutral gepuffertem Formalin konnen die Validitat der Ki-67-Analyse ein-
schranken. Auch die Evaluation von Ki-67 nach langen Lagerungszeiten in Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded (FFPE)-Gewebe (Uber finf Jahre) sollte kritisch bewertet werden, da das
Antigen empfindlich gegentuber Verfall ist (Combs et al. 2016).

2.4.4.1 Analytische Interpretation des Ki-67-Index

Ein weiterer kritischer Faktor fiir die Reliabilitat von Ki-67 in der diagnostischen Anwendung
ist die analytische Interpretation des Ki-67-Index. Die IKWG hat hierfur finf Kriterien des Sco-
rings aufgestellt, die erfullt werden sollten, um eine hohe Qualitat und Reproduzierbarkeit der

Analyse zu erreichen (Nielsen et al. 2021):

1. ,Studien sollten eine ausreichend grofe Anzahl teilnehmender Scorer einschlielten, um
die in einem breiten Querschnitt pathologischer Interpretationen inharente Variabilitat zu
reprasentieren.”

2. ,Beobachter, welche das Scoring in Test-Validierungsstudien durchfiihren, missen zuvor
festgelegten Trainingsmethoden folgen und unabhéngig und gegenliber den Scores ande-
rer Teilnehmer verblindet ihr Scoring durchflihren.”

3. ,Eine ausreichende Anzahl von Proben sollte eingeschlossen sein, um eine adaquate sta-
tistische Potenz zu erreichen und die Proben sollten die gesamte dynamische Bandbreite
des Tests abdecken (im Fall von Ki-67 IHC, 0 — 100 %).”

4. ,Obwohl die erwartete Anwendung von Tests haufig kategorial ist, basierend auf einem
oder mehr Cut-Off-Punkten, sind die meisten Tumor-Biomarker (einschlief3lich Ki-67) kon-
tinuierliche Variablen und die Daten zur Beurteilung der analytischen Validitat sollten dem-
entsprechend erfasst werden. Dies erlaubt parametrische Tests, welche Information maxi-
mieren, und ermoglicht es Resultaten, auf alternative Cut-Off-Punkte von klinischer Rele-
vanz Ubertragen zu werden. [...]*

5. ,Studien, welche biologische Proben verwenden oder Verbindung zur Prognose aufbauen,
sollten sich an Biospecimen Reporting for Improved Study Quality (BRISQ) (Moore et al.
2011) und Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies (REMARK)
(McShane und Hayes 2012; Sauerbrei et al. 2018) Richtlinien halten, einschlieZlich solch
wichtiger Merkmale wie transparente und detaillierte Veréffentlichung von Scoring-Metho-
den, sodass andere das System exakt anwenden kdnnen, und zuvor festgelegte Erfolgs-

kriterien, idealerweise mit unabhangiger statistischer Analyse.*

2.4.4.2 Ki-67 in der Therapieentscheidung bei Mammakarzinom
Beziiglich der Verwendung fiir Therapieentscheidung und -kontrolle wird Ki-67 wie durch Acs
et al. 2017 dargestellt beim Mammakarzinom in der Neoadjuvanz angewendet. Hier korreliert

ein hoherer Ki-67-Proliferationsindex mit einem besseren Ansprechen auf neoadjuvante
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Chemotherapie. Der relevanteste Cut-Off-Punkt zur prognostischen Unterscheidung zwischen
pathologischer Komplettremission und No-response sind 20 % Ki-67-positive Tumorzellen (p
= 0,002). Die neoadjuvante Chemotherapie ist also effizienter bei Tumoren mit mindestens 20
% Proliferationsrate. Fur das Gesamtiberleben stellt sich 15 % Ki-67-Positivitat als optimaler
Cut-Off-Punkt heraus (p = 0,006). In der Patientenpopulation mit partialer Remission nach ne-
oadjuvanter Chemotherapie zeigt sich ein signifikanter Cut-Off-Punkt von Ki-67 von 30 % fir
die Prognose des Gesamtiberlebens (p = 0,001). Fur die Prognosestratifizierung des Gesamt-
Uberlebens aller Gruppen eignet sich der Cut-Off-Punkt von 30 % Ki-67-positive Tumorzellen
zur Separation in gute und schlechte Prognosegruppen (p = 0,04). Bei non-Responder-Tumo-
ren kann Ki-67 zudem als unabhangiger prognostischer Marker angewendet werden, mit

schlechterer Prognose bei héherer Proliferation.

2.4.4.3 Ki-67 bei der Stratifizierung neuroendokriner Tumoren

In einer Meta-Studie von Tao et al. 2023 wurde der Nutzen von Ki-67 als prognostischer Mar-
ker in der Risikostratifizierung von gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumoren
(NETs) analysiert. Hier konnte anhand von 15 Studien die Wichtigkeit von Ki-67 als prognos-
tischer Marker bestétigt werden, indem die kumulative 5-Jahres-Uberlebensrate von G1 (Ki-
67 <2 %), G2 (Ki-67 2-20%) and G3 (Ki-67 >20%) Tumoren erhoben wurde. Bei G1 Tumoren
zeigte die Metaanalyse eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 86%, bei G2 Tumoren von 65 %
und bei G3 Tumoren von 25 %. Auch in der Rezidiv-Prognostik neuroendokriner Tumore nach
kurativer Tumorresektion wird Ki-67 verwendet. In einer Studie von 2018 konnte eine signifi-
kant hohere Rezidivrate pankreatischer NETs von 41 % nach im Mittel 16 Monaten bei Pati-
enten mit einer Ki-67-Fraktion von 6 bis 20 % im Vergleich zu Patienten mit einer Ki-67-Frak-
tion von 0 bis 5 % mit einer Rezidivrate von 14 % (p < 0,001) nach im Mittel 34 Monaten
festgestellt werden (Geng et al. 2018).

Zusammenfassend lasst sich folgendes festhalten: Ki-67 ist als Biomarker fiir die Risikostrati-
fizierung diverser neoplastischer Erkrankungen und in eingeschranktem Male fir Therapie-
entscheidung und -kontrolle geeignet. In der Analytik von Ki-67 ist die Objektivierung und Etab-
lierung reproduzierbarer Scoring-Methoden und signifikanter Cut-Off-Werte jedoch grundle-

gend fur die sinnvolle Anwendung im klinischen Setting.

Neben diversen neoplastischen Erkrankungen kommt Ki-67 als Biomarker auch in der histo-
pathologischen Beurteilung entztindlicher Arthropathien zum Einsatz. Dieses Anwendungsfeld

ist Gegenstand dieser Studie und soll daher im Folgenden n&her erlautert werden.

2.4.5 Proliferationsmarker entzindlicher Arthropathien
Der Biomarker Ki-67 wird in den Kernen sich teilender Zellen exprimiert und kann zur Analyse
der Proliferation synovialer Entziindungs- und Stromazellen verwendet werden. Eine Beson-

derheit im Vergleich zu anderen synovialen Biomarkern ist hierbei die Eigenschaft von Ki-67,
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von allen sich teilenden Zellen, d.h. sowohl proliferierenden Stromazellen als auch subintimal
infiltrierenden Entzindungszellen (Krenn et al. 1996; Schaser et al. 1996; Ceponis et al. 1998;
Helmchen et al. 2005), exprimiert zu werden. Daher kann die generelle Entziindungsaktivitéat
des untersuchten Gewebes als Gesamtprozess optimal erfasst werden. Die nukledre Expres-
sion des Antigens ist ein weiterer Vorteil bei der Analyse zelldichten Untersuchungsmaterials
(Pessler et al. 2008b). Die Zelldichte ist ein relevanter diagnostischer Faktor in der Synovialitis-
Diagnostik, wobei erhdhte Entzindungsaktivitat insbesondere im Rahmen der rheumatoiden

Arthritis mit einer signifikant héheren Zelldichte einhergeht (Mehta et al. 2023).

Pessler et al. 2008b untersuchten subintimales Ki-67 auf seine Eignung als synovialer Biomar-
ker fur inflammatorische Arthropathien. Das Antigen ist in entztindlichen Arthropathien deutlich
Uberexprimiert. Insbesondere kdnnen im Vergleich zu nicht entztindlichen synovialen Kontroll-
geweben Ki-67-exprimierende Zellen deutlich vermehrt auch im Bereich der Deckzellschicht
nachgewiesen werden. Es kann zudem zwischen rheumatoider Arthritis, chronisch septischer
Arthritis (CSA) und Osteoarthritis, sowie orthopadischen Arthropathien differenziert werden.
Im Vergleich zu histologisch unauffalligen Kontrollgeweben zeigte sich in der Studie von Pes-
sler et al. 2008b bei RA eine 26,6-fache Uberexpression von Ki-67, bei CSA eine 55-fache
Uberexpression und eine leichte Uberexpression bei OA (3,9-fach) und orthopadischen Arthro-
pathien (2,1-fach). Fur die Unterscheidung zwischen RA und OA eignen sich Ki-67 und der
etablierte synoviale Biomarker der RA CD68 gleichermalRen (Area under the Curve (AUC): Ki-
67 = 0,91, CD68 = 0,94). Insbesondere in der Differenzierung zwischen chronisch septischer
Arthritis und rheumatoider Arthritis ist Ki-67 hierbei dem Biomarker CD68 tberlegen (AUC: Ki-
67 = 0,79; CD68 = 0,49), wahrend CD68 besser zur Unterscheidung zwischen OA und Kon-
trollen geeignet ist (AUC: Ki-67 = 0,78; CD68 = 0,87). Ki-67 ist nhahezu vollstandig negativ in
der synovialen Intima histologisch unauffélliger Kontrollgewebe und nur vereinzelt positiv bei
OA. Auch in der RA zeigen sich Ki-67-positive Zellen, wenn auch im Vergleich zu den zuvor
genannten vermehrt, in der Intima nur vereinzelt. Hohe Proliferationsaktivitdten anhand von
Ki-67 kdnnen hingegen in der subintimalen Schicht chronisch-entziindlicher Arthritiden wie RA
oder CSA nachgewiesen werden, insbesondere in und angrenzend an Lymphozytenaggre-
gate(n), welche am haufigsten in RA zu finden sind. In vaskularisierten Pannus-Geweben bei
RA mit Invasion und Destruktion des angrenzenden Knorpels und des subchondralen Kno-
chens kann Ki-67 ebenfalls nachgewiesen werden. Eine positive Korrelation von Ki-67 mit dem
histologischen Synovialitis-Score ist mit einem Korrelationskoeffizienten (r) von 0,80 dem etab-
lierten Biomarker CD68 (r = 0,79) ebenburtig. Hierdurch wird die enge Assoziation subintimaler
Ki-67 Expression und damit der Zellproliferation mit entziindlichen Arthropathien noch einmal
bestétigt. Ki-67 zeigt damit ein hohes Potenzial in der Klassifikation von synovialem Gewebe

sowie als synovialer Marker der Entziindungsaktivitat von entziindlichen Arthropathien.
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Sowohl in der Diagnostik und Therapieentscheidung neoplastischer Erkrankungen, als auch
entzuindlicher Arthropathien spielt Ki-67 also eine entscheidende Rolle. Umso wichtiger ist es
daher, objektive und reproduzierbare Quantifizierungsmethoden fir diesen Biomarker anzu-

wenden. Auf diese soll im folgenden Kapitel eingegangen werden.

2.4.6 Quantifizierung von Ki-67

Wahrend die molekularpathologische Auswertung der Proliferationsfraktion Gber die Quantifi-
Zierung von Ki-67 in der Theorie eine hohe diagnostische Sicherheit aufweist, ist im klinischen
Alltag Uberwiegend die immunhistochemische Auswertung des Markers etabliert. Dies hat den
Vorteil wesentlich geringerer Kosten, eines geringeren Zeitaufwandes und die Mdglichkeit der
Integration des Markers in histopathologische Routinepanels (Pathmanathan und Balleine
2013). Insbesondere im Bereich der Tumordiagnostik erleichtert diese Methode zudem die
Differenzierung von proliferierenden Tumor- und anderen proliferierenden Zellen (z.B. Entzin-

dungszellen) durch den auswertenden Pathologen (van den Berg et al. 2021).

Am Beispiel des Mammakarzinoms (Diagnostik bzw. Prognostik und Therapiekontrolle) sollen
drei verschiedene Quantifizierungsansatze dargelegt werden. Es besteht bislang keine Einig-
keit Uber die idealen Cut-Off-Werte von Ki-67. Dies ist u.a. der hohen Interobserver- und Inter-
laborvariabilitét geschuldet, welche durch die zunehmende Objektivierung von Quantifizie-
rungsmethoden reduziert werden soll (Pons et al. 2022). Bislang besteht die Empfehlung der
Etablierung eines laborinternen Cut-Off-Wertes zur Reduktion der Interobservervariabilitat in-

nerhalb eines Labors (Pathmanathan und Balleine 2013).

Eine Studie von van den Berg et al. 2021 untersuchte drei verschiedene Auswertungsmetho-
den von Ki-67-Positivitat bei Mammakarzinom: ,Eyeballing” (Abschatzung der Ki-67-Fraktion
per Augenmal durch einen erfahrenen Pathologen), genaues Auszéhlen der Ki-67-positiven
Zellen durch zwei erfahrene Pathologen und computergestitzte Bildanalysemethoden. Die
schnellste und subjektivste Methode ist dabei das ,Eyeballing®, bei welchem die Proliferations-
fraktion in der Regel auf 10 Punkte gerundet wird. Der wesentliche Vorteil in der Kklinischen
Praxis ist hier die Geschwindigkeit des Abschatzens der Proliferationsfraktion durch einen er-
fahrenen Pathologen. Daneben wird das Argument angebracht, dass das ,Eyeballing“ trotz
der potenziellen Rundungsfehler und Subjektivitat eine hohe Genauigkeit aufweist, da das ge-
samte Bildfeld in die Auswertung miteinbezogen werden kann, wahrend andere Methoden auf
das nicht standardisierte Festlegen mehrerer auszuwertender Unterbereiche des gesamten
Schnittes angewiesen sind (Varga et al. 2012). Das Auszahlen der positiven Zellen ist die
bislang meist-empfohlene Methode, wobei ein diagnostischer ,,Goldstandard® jedoch nicht fest-
gelegt ist. Die Methode weist eine hohe Genauigkeit auf, ist jedoch zeitaufwéndig und anfallig
fur Ablenkungen. Zudem kénnen die Ergebnisse durch intratumorale Heterogenitat (weniger

problematisch bei Stanzbiopsien) und Schnitt- oder Farbequalitat beeinflusst werden. Zudem
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kénnen unterschiedliche Beobachter in der Interpretation positiver Zellen variieren, indem
schwache, fleckige oder Uberlagerte Kerne je nach Befunder gezéhlt oder nicht gezahlt wer-
den. Es wird daher empfohlen, alle angefarbten Tumorzellkerne, unabhangig von der Farbein-
tensitat als positiv zu bewerten, da unterschiedliche Intensitaten den unterschiedlichen Zell-
zyklusphasen der proliferierenden Zellen zu schulden sind und die Festlegung eines Schwel-
lenwertes der Farbeintensitéat fur die Interpretation als positiv keine verbesserte Interobserver-
variabilitdt zur Folge hat (Urruticoechea et al. 2005; Varga et al. 2012). Im Vergleich der Me-
thoden ,Eyeballing” und Auszahlung durch einen erfahrenen Pathologen fand die Studie einen
Lin’'s Konkordanz-Korrelationskoeffizienten (Lin 1989) von 0,698, mit einem Cohen’s Kappa-
Koeffizienten (Cohen 1960) von k = 0,387 (p < 0.001, fair agreement (Landis und Koch 1977))
bei einem Cut-Off von 20 %. Der Vergleich der Methoden computergestutzte Bildanalyse und
Auszahlen durch einen erfahrenen Pathologen bei Ki-67-Cut-Off von 20% ergab einen Lin's
Konkordanz-Korrelationskoeffizienten von 0,79, mit einem Cohen’s Kappa-Koeffizienten von
K = 0,560 (p < 0,01, moderate agreement). ,Eyeballing“ und computergestitzte Bildanalyse
ergaben einen Lin’s Konkordanz-Korrelationskoeffizienten von 0,716 mit Cohen’s Kappa-Ko-
effizient von k = 0,402 (p < 0,001, fair agreement). Mit einem Lin’s Konkordanz-Korrelations-
koeffizienten von 0,965 und Cohen’s Kappa-Koeffizient von k = 0,814 (p < 0,001, almost per-
fect agreement) zeigte sich der Vergleich des genauen Auszahlens durch zwei Pathologen als

die Methode mit der geringsten Variabilitat der Ergebnisse.

Die Methode mit der geringsten Anfalligkeit fiir Intra- und Interobservervariabilitat ist dennoch
die computergestiitzte Auswertung (Zabaglo et al. 2010; Cai et al. 2021). Auch bei dieser Me-
thode kénnen jedoch Messungenauigkeiten auftreten. In der 2021 durchgefiihrten Studie von
van den Berg et al. erwies sich beispielsweise die Intensitat der Gegenfarbung als problema-
tisch, wobei insbesondere bei dlteren Schnittpraparaten eine schwache Gegenfarbung die Er-
kennung negativer Zellen durch den Computer erschwerte, was zu falsch hohen Werten der
Proliferationsfraktion fiihren kann und in diesem Falle auch durch Anpassen des Bildkontras-
tes nicht eliminiert werden konnte. Zudem muss gewahrleistet sein, dass nicht-Tumorzellen
aus der Wertung ausgeschlossen werden, z.B. Gber die Zellgré3e, Kernglattung, -verschmel-

zen, -trimming, -abrundung, -kompaktierung und -elongation (Wang et al. 2019).

Die Quantifizierung von Ki-67-positiven Zellen in der histologischen Routinediagnostik von Sy-
novialitiden erfolgt bisher z.B. im Rahmen der Anwendung der Stratifizierung (s. IMSYC, GSS)
mittels Immunhistochemie semiquantitativ per Augenmalf3. Dabei wird die Proliferationsrate als
gering, maRig oder hoch eingestuft und geht als einer von finf unabhangigen Faktoren in den
diagnostischen Score ein (Najm et al. 2019). Die quantitative Auszahlung Ki-67-positiver Zel-
len hat dabei u.a. aufgrund des deutlich héheren Zeitaufwandes und héherer Kosten einen
geringeren Stellenwert, wird aber im Rahmen von Studien regelm&Rig verwendet (Diaz-Torne

et al. 2007; Pessler et al. 2008b). Hierbei werden nach Festlegung aller auswertbaren Bereiche
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(Vorhandensein von Intima und vaskularisierter Subintima) des immunhistochemisch geféarb-
ten Schnittes alle Gesichtsfelder ausgezahlt und ein Durchschnitt Ki-67 positiver Zellen pro
High Power Field (HPF) errechnet und mit der Gesamtzelldichte in Relation gesetzt (Diaz-
Torne et al. 2007). Ein Ausschluss eines Anteils der positiv gefarbten Zellen muss dabei nicht
erfolgen, da die Gesamtproliferation aller vorhandenen Zellgruppen gewertet wird (Diaz-Torne
et al. 2007; Pessler et al. 2008b; Najm et al. 2019).

Hier bietet sich ein ideales Feld fir die Anwendung einer kinstlichen Intelligenz. Zum einen
kann diese in deutlich hoherer Geschwindigkeit und mit optimierter Intra- und Interobserverva-
riabilitat die Quantitat Ki-67-positiver Zellen erfassen (Stalhammar et al. 2016; Dessauvagie et
al. 2019; Wang et al. 2019). Zum anderen hat sie in diesem Rahmen auch einen erheblichen
Vorteil insbesondere bei der Analyse zelldichter Gewebe (Mehta et al. 2023). Im folgenden
Kapitel wird auf die Funktionsweise von Kl mit besonderem Fokus auf die Bildverarbeitung
eingegangen und die zuvor angesprochenen Vorteile in der Synovialitis-Analyse naher erlau-
tert.

2.5 Kl-basierte Analyse

Grundsatzlich kann der Begriff ,kunstliche Intelligenz® als die Fahigkeit von Computern, Auf-
gaben zu bewaltigen, welche Ublicherweise menschliche Intelligenz erfordern, definiert werden
(Lake et al. 2017; Sagar und Syrovatskyi 2023). Die ersten theoretischen Uberlegungen zu
diesem Thema wurden bereits in den 1940er Jahren angestellt (McCulloch und Pitts 1943). In
den 2010er Jahren kam es durch die Entwicklung von Deep Learning (DL)-Algorithmen zu
einem Durchbruch im Bereich der kiinstlichen Intelligenz, insbesondere ab 2012 im Nachgang
der ImageNet-Competition (Krizhevsky et al. 2017). Bei dieser wurde bewiesen, dass die Ver-
wendung groRRer Datenmengen die Funktion neuraler Netzwerke wesentlich verbessern kann
(Krizhevsky et al. 2017).

Ahmad et al. 2021 beschreiben die Grundsatze des Maschinenlernens (ML): Die wesentliche
Besonderheit der kiunstlichen Intelligenz ist die Kapazitat fur das sogenannte Maschinenler-
nen, welches mithilfe von Algorithmen und statistischen Methoden automatisch anhand grof3er
Datenmengen und eigener Erfahrungen lernt, ohne explizite menschliche Anweisungen zu be-
notigen. Eine Sonderform hiervon ist das sogenannte Deep Learning, auch bezeichnet als
Deep Neural Learning, Deep Neural Network (DNN) oder Convoluted/Convolutional Neural
Network (CNN), welches aus multiplen Datenschichten, wie z.B. in der Bildverarbeitung,
Schlussfolgerungen extrapolieren kann. Inspiriert ist diese Unterform des ML durch die Neu-
ronen des menschlichen Gehirns und wie diese kann auch es Daten mithilfe von Mustererken-
nung verarbeiten und diese fur Entscheidungen nutzen. Auf diese Weise ist es der KI méglich,

ohne dezidierte Anweisungen oder menschliche Uberwachung zu lernen.
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Laut Ahmad et al. 2021 werden zahlreiche Aspekte unseres Alltags bereits durch die Anwen-
dung von Kl unterstitzt, wie z.B. im Finanzsektor, in der Produktion, bei selbstfahrenden Autos
oder auch in den Rechtswissenschaften. Auch in der Medizin setzt sich die Anwendung von
Kl insbesondere im Bereich der Diagnostik zunehmend durch, angefihrt durch Felder wie die
Radiologie, aber zunehmend auch in der Pathologie. Im Jahr 2014 wurde der Wert von KiI-
Startups im Bereich der Gesundheitsversorgung auf 600 Millionen Dollar geschatzt, wahrend

eine Prognose fur das Jahr 2021 bereits 6,6 Milliarden Dollar voraussah.

In dieser Arbeit wird eine Kl-basierte Bildanalyse verwendet. Spezifisch kommt dabei die
Quantifizierung von Ki-67-positiven Zellen sowie der Gesamtzelldichte in Synovialisproben
zum Einsatz. In den nachfolgenden Kapiteln wird daher die Ki-basierte Bildanalyse im Allge-
meinen, sowie der bisherige Stand der Forschung zum Einsatz von Kl bei der Analyse von Ki-

67-Positivitat und Gesamtzelldichte von Geweben naher erlautert.

2.5.1 Kl-basierte Bildanalyse
Grundsatzlich kann Kl-basierte Bildanalyse auf zwei unterschiedlichen Anséatzen aufbauen
(Goodfellow et al. 2016):

1. ,Knowledge-driven approach® (wissensbasierte Herangehensweise): Auch bekannt als
symbolische oder regelbasierte Herangehensweise, stiitzt sich diese Form der kinstlichen
Intelligenz auf direkte Integration menschlicher Expertise durch die Festlegung expliziter
Regeln und vorprogrammierter Logik.

2. ,Data-driven approach” (datenbasierte Herangehensweise): Auch bekannt als Maschinen-
lernen oder statistisches Lernen, nutzt diese Form der kunstlichen Intelligenz grof3e Da-
tenmengen, um automatisch und ohne zuvor definierte Regeln Muster, Korrelationen und
Schlussfolgerungen zu erlernen. Dafiir nutzt die Kl statistische und probabilistische Mo-

delle, um die Daten zu analysieren.

Neural Networks (neurale Netzwerke) sind eine Untergruppe des Maschinenlernens und bil-
den den Kern der sogenannten Deep Learning-Algorithmen (Alzubaidi et al. 2021). Sie sind
inspiriert durch biologische neurale Netzwerke (Sultan et al. 2020) und setzen sich aus netz-
artig miteinander verbundenen sogenannten Node Layers zusammen (Ahmad et al. 2021).
Der Aufbau eines CNN wird von Ahmad et al. 2021 und Abele et al. 2023 beschrieben: Die
Node Layers unterteilen sich hierarchisch in eine Input-Layer, eine Output-Layer, sowie eine
oder mehrere Hidden Layers. Die Input-Layer beinhaltet die Input-Daten, wie z.B. ein bestimm-
tes Bild. Die Output-Layer hingegen beinhaltet die Voraussagen des Netzwerkes, z.B. ob das
Bild eine bestimmte Zellart enthalt. In den Hidden Layers findet ein Grof3teil der Rechenleis-
tung, die Transformation und Interpretation von Input-Daten, statt. Mittels der Anwendung von
Aktivierungsfunktionen wird in der Hidden Layer entschieden, ob ein Neuron aktiviert wird oder

nicht. Neurale Netzwerke, die mehrere Hidden Layers besitzen, werden auch als ,Deep Neural
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Networks® bezeichnet (Konnaris et al. 2022). Jeder Node ist mit einem anderen verbunden
und besitzt ein zugeteiltes Gewicht und einen Schwellenwert. Die einzelnen Nodes werden
aktiviert, sobald ihr jeweiliges Output den definierten Schwellenwert Ubersteigt. Nur in diesem
Moment werden Daten an die nachste Schicht des Netzwerkes weitergeleitet. Ein Beispiel fur
eine Hidden Layer in einem DNN ist die sogenannte ReLU-Layer, bei welcher die Aktivierungs-
funktion die Rectified Linear Unit (ReLU) ist (Krizhevsky et al. 2017). Mit dieser kann das Trai-
ning von DNNs beschleunigt werden (Krizhevsky et al. 2017).

Fir die Anwendung von Kl z.B. in der Bildanalyse, wie in dieser Arbeit, muss die Kl zun&chst
in der ,Lernphase® darauf trainiert werden, Bilder richtig zu erkennen und zu interpretieren.
Dieser Vorgang wird von Saeidmehr et al. 2024 beschrieben. Die Lernphase unterteilt sich in

drei Unterphasen:

1. Trainingsphase: Hier wird die Kl anhand von Beispielen trainiert. Der Kl werden grol3e
Mengen an Bildern gezeigt. Anhand dieser erlernt sie mittels Mustererkennung zunehmend
die Unterscheidung von Merkmalen und deren Einordnung in verschiedene Kategorien.
AnschlieRend kann sie Rlckschliisse darauf ziehen, was in den Bildern zu sehen ist. Ins-
besondere beim ,Data-driven approach” kommt es dabei auf moglichst gro3e Datenmen-
gen und eine hohe Qualitat der Daten an.

2. Validierungsphase: Hier werden der Kl neue Bilder gezeigt, die sie noch nicht aus der
Trainingsphase kennt. Es wird Gberprtft, wie gut sie die zuvor erlernten Regeln anwenden
kann, um die gezeigten Bilder richtig zu erkennen. Bei zu gro3er Ungenauigkeit in den
Vorhersagen kann sich eine erneute Trainingsphase anschlieRen, um die Ergebnisse zu
verbessern.

3. Testphase: Nun folgt der erneute Einsatz neuer, der Kl unbekannter Bilder, der den Einsatz
in der realen Welt simuliert. Die Qualitat der Vorhersagen und die Leistungsfahigkeit der

Kl wird Gberprift, bevor sie tatsachlich angewendet wird.

Eine weitere Untergruppe des ML in der Bildanalyse ist das sogenannte Uberwachte Lernen.
Uberwacht bedeutet in diesem Zusammenhang, dass der Benutzer die KI durch Anmerkungen
unterstitzt, wahrend die Kl lernt, durch das Anlegen von Schwellenwerten und Filteralgorith-
men Objekte zu klassifizieren (Kastenschmidt et al. 2019). Zudem gibt es die Moglichkeit der
Kl auch wahrend der Anwendung in der ,realen“ Welt fortlaufend neue Daten zu sammeln und
weiter zu lernen, dies erfordert aber eine sorgfaltige Uberwachung und komplexe Algorithmen

(Kurmis und lanunzio 2022).

Fur optische Analyse und Klassifikation werden insbesondere CNNs eingesetzt. LeCun et al.
2015 gehen genauer auf die Funktionsweise und Anwendung von CNNs in der Bildanalyse
ein. In der Lernphase wird das CNN mit positiven und negativen Proben konfrontiert und die

verschiedenen ,Neuronen® lernen zunehmend miteinander zu kooperieren, um schlussendlich
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den erwiinschten Output zu erzeugen (Sultan et al. 2020). Der Grof3teil der Rechnungsarbeit
findet dabei auf der Ebene der sogenannten Convolutional Layers statt. Convolutional Layers
erkennen raumliche Hierarchien in Bilddaten (Daten-Input), indem sie durch Filter (auch als
Kerne bezeichnet) Merkmale wie Ecken, Kanten, Texturen und komplexe Muster extrahieren.
Der Filter gleitet dabei Uber das Bild und fihrt punktweise Multiplikationen und Summationen
aus. Dieser Prozess wird als Convolution bezeichnet. Das so erhobene Punktprodukt zwi-
schen den Pixeln des Inputs und dem Filter wird dann als Output ausgegeben. Hieraus ent-
steht eine nicht-lineare Ansammlung von Zahlen, welche anzeigen, wo im Bild bestimmte
Merkmale erkannt wurden. Diese Ansammlung wird als Feature Map bezeichnet. Dabei lernt
das Netzwerk rdumliche Beziehungen der verschiedenen gescannten Pixel zueinander. Die-
ser Prozess wird wiederholt bis der Filter das gesamte Bild gescannt hat. Das endgtiltige Er-
gebnis ist eine Anzahl von Feature Maps (auch als Activation Maps oder Convolved Features
bezeichnet). Nach jeder Convolution wird durch das CNN die Feature Map in eine gleichge-
richtete Lineareinheit (Rectified Linear Unit, ReLU) umgewandelt. Hierfir werden die erstellten
Feature Maps linear nebeneinandergelegt (,gleichgerichtet”) und in eine Zahlenreihe (,Linea-
reinheit”) transformiert. Dieser Prozess wird auch als ,Flattening“ bezeichnet. Diese Zahlen-
reihe kann dann durch das Netzwerk ausgewertet werden und es kann eine Entscheidung
getroffen werden, was auf dem analysierten Bild zu sehen ist. Wenn mehrere Convolutional
Layers aufeinander aufgebaut werden, erhalt das CNN eine hinreichende Struktur, um immer
komplexere und abstraktere Merkmale zu extrahieren, da die spateren Layers auf den Ergeb-
nissen der vorherigen aufbauen. Durch das Verwenden von sogenannten Pooling Layers wird
die GroRe des Netzwerkes soweit wie mdglich minimiert und das System auf einem Schwel-
lenwert stabil gehalten (Sultan et al. 2020). Pooling Layers reduzieren die GroR3e der Feature
Maps. Indem so die Datenmenge reduziert wird, werden Uberanpassungen vermieden, sowie
der Speicherbedarf und die notwendige Rechenleistung verringert. Durch diese Reduktion der
GroRRe und Komplexitat des Netzwerks bleibt dieses stabil, wobei mit dem Schwellenwert die
optimale Komplexitat fur ein leistungsfahiges Netzwerk beschrieben wird. Am Ende der CNN-
Architektur stehen eine oder mehrere Fully Connected Layers. In diesen wird jedes Neuron
einer Schicht mit jedem Neuron der nachsten Schicht verbunden. Durch die Kombination der
in den vorherigen Schichten extrahierten Merkmale lernt das Netzwerk, welche Merkmale fur
die Klassifizierung der Bilddaten wichtig sind und kann schlussendlich eine Entscheidung tref-

fen.

Ein einfaches Beispiel fuir die Anwendung eines CNN ist die Erkennung eines Hundes in einem
Bild. Das urspringliche Bild (Input Image) wird in das Netzwerk eingespeist. In der Convolution
Layer extrahieren Filter die lokalen Merkmale des Bildes. Die Hidden Layer (in unserem Bei-
spiel eine ReLU-Layer) transformiert die extrahierten Merkmale in eine nichtlineare Funktion.

Die Pooling Layer reduziert die Dimensionen der Bilddaten und abstrahiert die erfassten
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Merkmale. In der Fully Connected Layer werden die Merkmale kombiniert, um das Bild zu
klassifizieren. Die Output Classes sind in diesem Fall entweder ,Hund® oder ,nicht Hund®. Flr
jede dieser Klassen errechnet das Netzwerk in der Kombination der Merkmale eine Wahr-

scheinlichkeit und entscheidet anhand dieser, ob das Bild einen Hund zeigt (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Beispiel einer CNN-Architektur fiir Bildklassifikation (Alzubaidi et al. 2021); Nutzung unter Creative Commons
License (CC-BY).

2.5.2 KI-Anwendung in der Medizin

In der Medizin werden seit langer Zeit grof3e Mengen von Daten generiert (Golden 2017), wel-
che fiir das Training von ML-Algorithmen genutzt werden kdnnen. Kl-basierte Unterstitzungs-
systeme zur Entscheidungsfindung in der Medizin haben das Potenzial diagnostische Genau-
igkeit, Therapieentscheidungen, individualisierte Medizin und im Allgemeinen die Effizienz im
medizinischen Arbeitsalltag entscheidend positiv zu beeinflussen (Goldenberg et al. 2019). Im
Folgenden werden einige Beispiele von potenziell in der Routinediagnostik verwendbaren Ki-

Systemen vorgestellt:

- Fur die Unterscheidung der meisten weitverbreiteten Hautkrebsarten, einschlie3lich des
malignen Melanoms, entwickelten Esteva et al. 2017 einen CNN-basierten Algorithmus.
Dieser analysierte im Vergleich mit 21 qualifizierten Dermatologen klinische Bilder, welche
bioptisch gesichert worden waren, und erzielte dabei mindestens vergleichbare, wenn nicht
bessere, Ergebnisse als die menschliche Beurteilung.

- Fur die endoskopische Erkennung von Plattenepithelkarzinom und Adenokarzinom im Be-
reich des Osophagus entwickelten Horie et al. 2019 ein CNN. Dieses lernte anhand 8428
retrospektiv gesammelter Bilddaten von 384 Patienten mit bekanntem Osophaguskarzi-

nom Karzinomareale von nicht-karzinominfiltrierter Schleimhaut zu unterscheiden.
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Anschlielend konnte die Kl Innerhalb von 27 Sekunden mit einer Sensitivitdt von 98 %
1118 Testbilder von 47 Patienten mit und 50 Patienten ohne Osophaguskarzinom unter-
scheiden und erkannte dabei alle kanzerdsen Lasionen von unter 10 mm Grol3e.

- Fur die Analyse durch kinstliche Intelligenz pradestiniert ist die Radiologie, mit ihren seit
tber 25 Jahren tberwiegend bereits vollstandig digitalisierten und zentral archivierten Bild-
daten. 2019 testete eine Studie von Liu X., Zhou H, Hu Z, Jin Q, Wang J, Ye B die Anwen-
dung von Kl in der automatischen Identifikation von malignen Lungentumoren (1 mm und
5 mm Gro6Re) anhand von CT-Bildern von Patienten mit Lungenkrebs im T1-Stadium. An-
hand von 5000 Lernféllen gelang es der Kl anschlieRend, 500 Thorax-CTs zu evaluieren

und mit einer den Radiologen vergleichbaren Rate Tumorherde korrekt zu identifizieren.

In dieser Arbeit wird eine KI fir die histopathologische Analyse von Synovialisgewebe verwen-
det. Bereits vor ca. 15 Jahren begann die Verdffentlichung von Artikeln, welche die Mdglich-
keiten der KI-Anwendung in der Histopathologie und die dafiir notwendigen Schritte im Detail
beschrieben. Diese umfassen die Etablierung ,virtueller Schnitte” (vollstandig digital erfasste
mikroskopische Bilder), die Beurteilung und gegebenenfalls Korrektur der individuellen Bild-
qualitat, die Entwicklung auf Pixeln basierender diagnostischer Algorithmen, automatisierte
Bildklassifikation und das Erkennen und Interpretieren relevanter Bildinformation. Durch Um-
setzung all dieser Mdglichkeiten wére die Aufgabe der Pathologen in der Zukunft iberwiegend
eine supervisorische und es wiurden Kapazitaten fir die intensive Beschaftigung mit atypi-
schen und komplexen Patientenfallen frei (Kayser et al. 2009). Aufgrund der weitaus grof3eren
Datenmengen bei vollstandiger Digitalisierung histopathologischer Praparate im Vergleich z.B.
zur Radiologie, sowie der weiterhin bestehenden Notwendigkeit der Anfertigung von auf Ob-
jekttragern fixierten Schnittpraparaten, ist laut Ahmad et al. 2021 davon auszugehen, dass es
durch die zunehmende Anwendung von Kl in der Histopathologie zu einer Steigerung der Kos-
ten kommt. Dies muss fiir die erfolgreiche Umsetzung notwendigerweise durch verbesserte

diagnostische Qualitdt und Optimierung des alltéaglichen Workflows ausgeglichen werden.

Im nachsten Kapitel wird spezifisch auf die Kl-basierte Analyse Ki-67-positiver Zellen einge-
gangen. Beispielhaft wird dabei auf das Mammakarzinom zuriickgegriffen, welches fir die Un-
tersuchung von Ki-67-Analysen im Zusammenhang mit kuinstlicher Intelligenz haufig herange-
zogen wird. So ergibt z.B. die Suche nach den Begriffen ,artificial intelligence®, ,Ki-67“ und
,oreast cancer‘ 78 Resultate auf PubMed (National Library of Medicine, National Center for
Biotechnology Information), wahrend die Suche nach ,artificial intelligence, ,Ki-67“ und ,sy-
novia“ keine Publikationen findet (Stand 11.08.2024). Zudem wird die in dieser Studie ange-
wandte CNN-basierte Software Mindpeak Solutions/ Mindpeak Breast Ki-67 Rol fir die Ki-67-

Analyse des Mammakarzinoms verwendet (Abele et al. 2023).
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2.5.3 Kil-basierte Analyse Ki-67-positiver Zellen

Studien, in denen die immunhistochemische Analyse Ki-67-positiver Zellen mittels Augenmaf3
mit Kl-assistierter Analyse verglichen wurden, zeigen eine signifikant verbesserte Reprodu-
zierbarkeit und diagnostische Sicherheit der Kl-assistierten Analyse im Vergleich zum Augen-
maR (Stdlhammar et al. 2016; Dessauvagie et al. 2019; Wang et al. 2019). Auffallig und be-
merkenswert ist hierbei die relative Angleichung der Qualitat zwischen erfahrenen und uner-
fahrenen Pathologen durch die Unterstiitzung durch Kl. Im Jahr 2021 wurden beispielsweise
durch Cai et al. im Rahmen einer aus drei diagnostischen Runden bestehenden Ringstudie
des invasiven duktalen Mammakarzinoms ohne neoadjuvante Chemotherapie drei Quantifi-
zierungsmethoden miteinander verglichen: Visuelle Analyse nach Augenmald (VA), visuelle
Analyse mit Unterstiitzung durch Referenzkarten (Assessment with reference cards, ARC) und
Analyse mit einem Kl-augmentierten Lichtmikroskop (Assessment with Al-empowered
microscope, AAM). Bei der visuellen Analyse nach Augenmalfd wird die Quantifikation der im-
munhistochemisch reagierenden Zellen durch die Befunder ohne externe Hilfestellung anhand
ihrer Erfahrung durchgeftihrt. Die Unterstitzung durch Referenzkarten ermdglicht dem Befun-
der den Vergleich der zu analysierenden Schnitte mit durch einen unabhéngigen Pathologen
zuvor annotierten Beispielschnitten. Hierbei werden reprasentative Areale von Tumorschnit-
ten, die nicht Teil der Ringstudie waren, mit Ki-67-Positivitdt von 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25
%, 30 %, 40 %, 50 %, 70 % und Uber 90 % zum Vergleich vorgelegt. Das angewendete KiI-
augmentierte Lichtmikroskop wurde von Cai et al. 2021 entwickelt. Ein reguléres Lichtmikro-
skop wurde mit einem Augmented Reality (AR)-Modul und einem KI-Algorithmus fir die Ana-
lyse immunhistochemischer Reaktionen versehen. Die Kl detektiert Tumorzellen und unter-
scheidet zwischen positiver und negativer nuklearer Ki-67-Reaktion. Das Ergebnis wird dem
Befunder Uber das AR-Modul in der Live-Ansicht direkt im Okular bei der Durchsicht des
Schnittes angezeigt. Die 30 beteiligten Pathologen wurden in 15 erfahrene Befunder mit mehr
als 5 Jahren Erfahrung in der Quantifizierung von Ki-67 und 15 unerfahrene Befunder mit 2 bis
5 Jahren Erfahrung in der Quantifizierung von Ki-67 unterteilt. Die Auswertung der Ki-67-Po-
sitivitat fand Uber eine Ringstudie statt. Dies bedeutet, dass mehrere (in diesem Fall finf) un-
abhangige Institutionen Befunder zur Verfigung stellen, welche die gleichen Tumorschnitte
anhand der gleichen Kriterien und mit den gleichen Methoden bewerten. Fir die Auswertung
wurden bei homogenen Tumoren drei zuféllig ausgewahlte Areale und bei heterogenen Tu-
moren drei Hotspot-Areale fir die Analyse ausgewahlt und mit etwa 200-facher Vergrof3erung
ausgewertet. Nach Abschluss der drei Analyserunden mit einem jeweiligen Abstand von zwei
Wochen wurden sowohl die drei Methoden miteinander als auch die Intra- und Interobserver-
variabilitdt der Begutachter in Abh&ngigkeit von der verwendeten Methode verglichen und mit-
tels intraclass correlation coefficient (ICC) (Liljequist et al. 2019) mit einem Konfidenzintervall
(Cl) von 95% die Reproduzierbarkeit quantifiziert. Die Gruppe der erfahrenen Pathologen

(Gruppe |) zeigte bei VA eine bessere Performance mit einem ICC von 0,864 (95 % CI1 0,79 —
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0,87, mean error = 8,25 %) als die unerfahrenen Pathologen (Gruppe Il) mit einem ICC von
0,807 (95 % CI 0,76 — 0,85, mean error = 11 %), p < 0,001. Die Ergebnisse beider Gruppen
verbesserten sich durch die Anwendung von Referenzkarten (Gruppe | mit ICC = 0,875 (95%
Cl1 0,84 — 0,90), mean error = 7,56 %; Gruppe Il mit ICC = 0,836 (95 % CI 0,79 — 0,87), mean
error = 10,7 %), p < 0,001. Noch einmal akkuratere und besser reproduzierbare Ergebnisse
erzielten beide Gruppen unter Anwendung einer Kl (Gruppe I: ICC = 0,937 (95 % C1 0,91 - 0-
95), mean error = 4,36 %; Gruppe II: ICC = 0,923 (95 % CI 0,90 — 0,94), mean error = 4,07
%). Es konnte zudem eine Angleichung in der Reproduzierbarkeit der beiden Gruppen festge-
stellt werden: Mit einer Differenz der ICC zwischen erfahrenen und unerfahrenen Pathologen
bei VA von 0,057, bei ARC von 0,039 und bei AAM von 0,014.

Fir das lobulare Mammakarzinom wurde die Anwendbarkeit digitaler Bildanalyse (digital
image analysis, DIA) fur die automatisierte Evaluation des Ki-67-Biomarkers von Dessauvagie
et al. 2019 untersucht. Hier konnte eine signifikante Korrelation von DIA mit dem visuellen
Zahlen von Mitosen an HE-Schnitten (Spearman’s rank correlation coefficient (Spearman
1904) (rs) = 0,63; p < 0,05), rein visueller Auswertung von Ki-67 (rs = 0,78; p < 0,05) und
mehreren klinisch-pathologischen Variablen etabliert werden.

Neben der Ki-67-Positivitat wurde in dieser Studie auch die Gesamtzelldichte der untersuchten
Synovialisproben erfasst. Im néchsten Kapitel wird auf die Qualitat dieses Parameters fur die
Unterscheidung zwischen OA und RA und die besondere Eignung fur die Kl-basierte Analyse

eingegangen.

2.5.4 Kl-basierte Analyse der Gesamtzelldichte

Eine Studie zur Identifikation von Schwellenwerten fur die Kl-basierte Analyse von Synoviali-
tiden durch Mehta et al. 2023 stellte fest, dass eine hohe Gesamtzelldichte zur Diskriminierung
zwischen RA und OA ein gut geeigneter Parameter ist. Fur die Analyse von Geweben mit
hoher Zelldichte hat KI im Vergleich zur rein visuellen Analyse einen erheblichen Vorteil, da
die Auszahlung vieler Zellen nicht nur viel Zeit in Anspruch nimmt, sondern auch anfallig fur
Ablenkungen ist (Cai et al. 2021).

Insgesamt 147 OA-Patienten und 60 RA-Patienten wurden untersucht. Bei der OA wurde eine
signifikant geringere Gesamtzelldichte von durchschnittlich 2900 Zellen/mm? im Vergleich zu
4196 Zellen/mm? bei RA gefunden (p < 0,001). Der Parameter wurde mit einer Makro-AUC
von 0,88 als bestgeeignet fur die Unterscheidung zwischen OA und RA durch die Kl identifi-
ziert. Als Schwellenwert zeigte sich 3400 Zellen/mm? mit einer Sensitivitat und Spezifitat von

je 0,82 als optimal.

42



Literaturdiskussion

2.5.5 Einsatz von Kl-basierten-Quantifizierungssystemen in der Histopathologie von musku-
loskelettalen Erkrankungen

Im Dezember 2021 waren in den USA durch die US Food and Drug Administration (FDA) 120
ML-basierte medizinische Bildanalysetechnologien zugelassen (Muehlematter et al. 2021).
Dagegen erhielten bisher nur einige wenige ML-Modelle fir die histopathologische Anwen-
dung (z.B. im zytologischen Screening oder in der Zellklassifikation) eine Zulassung (Harrison
et al. 2021). In der Forschung wurde ML bereits erfolgreich fur die Untersuchung von z.B.
Chromatinverteilung (Yang et al. 2021), subzellularen Organellen (Radhakrishnan et al. 2017),
zur ldentifikation von Zellkernen im Allgemeinen (Graham et al. 2019) oder mitotischen Zell-
kernen im Speziellen (Ehteshami Bejnordi et al. 2017; Steiner et al. 2018), sowie fur die Klas-
sifikationen und Unterscheidung verschiedener Malignome in Zusammenhang mit dem Kklini-
schen Outcome (Coudray et al. 2018; Campanella et al. 2019; Pantanowitz et al. 2020; Pei et
al. 2020) angewendet.

Die semiquantitative und quantitative Analyse mikroskopischer Bilder in der orthopadischen
und rheumatologischen Histopathologie ist bereits seit tGiber 20 Jahren etabliert und nimmt im-
mer weiter zu (Konnaris et al. 2022). Im Nachfolgenden werden von Forschungsgruppen ent-
wickelte und zum Teil in der Diagnostik adaptierte Methoden zur Untersuchung von Synovialis,

Skelettmuskelfasern, und Knorpeleigenschaften beschrieben.

In der histopathologischen Beurteilung der Synovia wird die Computer-assistierte Quantifika-
tion verschiedener synovialer Eigenschaften, z.B. CD3- oder CD68-Positivitat, mithilfe der
Festlegung von Schwellenwerten der Rot-Grin-Blau (RGB)-Werte sowohl anhand von HE- als
auch Diaminobenzidin (DAB)-gefarbten Schnitten angewendet (Kraan et al. 2000; Haringman
et al. 2005; Rooney et al. 2007) und korreliert hoch mit den konventionellen Auswertungsme-
thoden (Kraan et al. 2000). Mit ahnlichen Verfahren gelingt auch die Abgrenzung von Lympho-
zytenkernen und die Quantifizierung der Synovialisdicke an HE-gefarbten Biopsaten von Pa-
tienten mit RA, OA und Psoriasisarthritis (PSA), bei guter Korrelation mit den entsprechenden
klinischen Scores (Morawietz et al. 2008b). Diese Anwendung von Schwellenwerten kann
zwar eine zuverlassige Methode der Messung von Gewebseigenschaften sein (Rivellese et al.
2020), ist aber auch anfallig z.B. fiir Variationen in der Farbeintensitat (Konnaris et al. 2022).
Eine der ersten Anwendungen eines CNN (Resnet34) unternahmen Venerito et al. 2021. Sie
trainierten ein Klassifizierungsprogramm darauf, anhand von Mikrofotografien zwischen low-
und high-grade Synovialitis zu unterscheiden. Dies gelang zuverlassig an allen 30 analysierten
Bildern.

Die Struktur von Skelettmuskelfasern und die hohe diagnostische Potenz der Fasergeometrie
pradestiniert den Skelettmuskel fiir die Entwicklung und Anwendung von Bilderkennungssoft-
ware (Konnaris et al. 2022). In der Tat werden bereits seit 1998 zahlreiche Modelle basierend

auf Edge Detection (Kantenerkennung) mit besonderem Augenmerk auf Fasergeometrie
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entwickelt (Klemencic et al. 1998; Kim et al. 2007; Sertel et al. 2011; Liu et al. 2013; Mula et
al. 2013; Konstantinos Ntzeros et al. 2014; Smith und Barton 2014; Miazaki et al. 2015). Ein
Uberwachter DL-Ansatz wurde von Kastenschmidt et al. 2019 eingesetzt, um die binare Klas-
sifikation von Faser bzw. nicht-Faser durch Kl zu ermdglichen. Eine CNN-basierte Variante
zur Klassifikation von Muskelfasern wurde zudem von Encarnacion-Rivera et al. 2020 entwi-
ckelt.

Ein erster DL-Ansatz bei der Erforschung von Knorpeleigenschaften wurde von Yang et al.
2019 anhand von Safranin-O-gefarbten Chondrozyten aus einem Kaninchenmodell (vorderes
Kreuzband) entwickelt. 235 Trainings- und 25 Validierungsbilder wurden von einem Experten
mit Anmerkungen versehen und eine U-NET-Architektur (eine primar fir biomedizinische Bild-
erkennung entwickelte, auf Pixel-Segmentierung und -Klassifikation basierende DL-Architek-
tur (Ronneberger et al. 2015)) wurde auf die Erkennung von Chondrozyten trainiert. FUnf un-
abhangige Untersucher bearbeiteten 35 weitere Bilder als externen Test. Wahrend das DL-
Modell eine hohe interne Konsistenz aufwies (Intersection over Union (loU) = 0,82), erkannte
es im Vergleich mit den unabhangigen Untersuchern stets weniger Chondrozyten, was auf den
Mangel an ausreichenden Trainingsdaten oder ein zu komplexes Modell zurtickgefuhrt werden

kann (Konnaris et al. 2022).

2.5.6 MindPeak Breast, Ki-67 Rol

Die in dieser Arbeit verwendete Kl-gestitzte Bildanalyse (MindPeak Breast, Ki-67 Rol) basiert
auf einem Deep Learning-Algorithmus mit CNNs (,data-driven®) (Litjens et al. 2017). Das Vor-
gehen der KI wurde von Abele et al. 2023 beschrieben und besteht in der Identifikation von
individuellen Zellen in einem festgelegten Bildausschnitt einer Gewebsprobe. Die erkannten
Zellen werden in Tumor- und nicht-Tumorzellen eingeteilt und die Ki-67-positiven Zellen aus-
gezahlt. AnschlieBend wird durch die Software der Anteil Ki-67-positiver Zellen an der Ge-
samtzahl der Tumorzellen errechnet und ausgegeben. Hierfir wird eine neurale Netzwerkar-
chitektur, bestehend aus ,21 convolutional layer blocks with a rectified linear unit activation
function and batch normalization and separate branches for cell detection and classification®
(Abele et al. 2023) verwendet. Mittels der Zellerkennungszweiges sagt das neurale Netzwerk
fur jeden Pixel eines ausgewahlten Bildausschnittes voraus, ob dieser zu einer Zelle gehort.
Nach der Erkennung von Zellen werden diese mit derselben Methode der Klassifikation ein-
zelner Pixel als zu Zellen zugehorig einer Zellart (Tumor oder nicht-Tumor) zugeteilt, hierfur
verwendet die Kl den Zellklassifikationszweig. Der Zellerkennungszweig ist also fur die Identi-
fikation von Zellen in digitalisierten Bildern der Gewebsproben im Allgemeinen verantwortlich,
wéhrend der Zellklassifikationszweig die Zellen basierend auf zuvor erlernten Merkmalen als
neoplastisch oder nicht-neoplastisch einordnet. Abh&ngig von der jeweiligen Intensitét der im-
munhistochemischen Farbung wird jede einzelne Zelle als entweder positiv oder negativ ge-

wertet. ,Das Kl-Tool schlagt einen globalen Intensitatsschwellenwert fir Braun (3,3'-
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Diaminobenzidin-Farbung) pro Fall vor, der auf einem Zweikomponenten-Gaufl3schen Mi-
schungsmodell basiert* (Ubersetzt nach Abele et al. 2023). Dieser Schwellenwert kann durch

den Anwender fur die jeweiligen Bedurfnisse angepasst werden.

Fur die Anwendung dieser Kl in der Analyse von Synovialitiden sind einige adaptive Arbeits-
schritte erforderlich, da in diesen Geweben die Identifikation von Tumorzellen keine Rolle
spielt, sondern alle proliferierenden Zellen erfasst werden sollen. Im folgenden Kapitel Material

und Methoden wird auf diese weiteren Arbeitsschritte eingegangen (3.8.2).

3 Material und Methoden

Die in dieser Studie untersuchten Falle stammen aus der histopathologischen Routinediag-
nostik des medizinischen Versorgungszentrums fur Histologie, Zytologie und Molekulare Di-
agnostik (MVZ-HZMD)-Trier GmbH. Die von zahlreichen orthopéadischen Facharzt-Praxen und
-Kliniken eingesendeten Synovialisproben wurden im Diagnostiklabor des MVZ-HZMD-Trier
verarbeitet und befundet. In diesem Rahmen wurden sowohl histochemische Standardfarbun-
gen als auch immunhistochemische Verfahren, fur diese Arbeit relevant die Ki-67-Farbung,
angewandt. In der Befundung wurde zudem der Synovialitis-Score vergeben und in vielen Fal-
len in Hinblick auf die Klinische Fragestellung eine Bewertung bzgl. der mdglichen Therapiere-
fraktéaritat abgegeben. Im Folgenden werden die verschiedenen Arbeitsschritte vom Empfang
der Proben im Labor bis zur histopathologischen Befundung durch den Facharzt dargelegt.
AulRerdem wird der Auswahlprozess der in dieser Studie eingeschlossenen Félle kurz erlau-
tert. AnschlieBend werden die weiterfuhrenden Verfahren fur die visuelle und Kl-basierte Ana-
lyse und die Differenzierung zwischen therapierefraktarer und nicht-therapierefraktarer RA fur
die Beantwortung der spezifischen Fragestellungen dieser Studie erklart.

3.1 Diagnostische Kooperationsstruktur des MVZ-HZMD-Trier-GmbH

Die histopathologische Diagnostik basiert auf der facharztlichen Begutachtung von formalinfi-
xierten und paraffineingebetten Gewebeproben (sog. FFPE-Gewebe) in einem histopathologi-
schen Diagnose-Zentrum, dem MVZ-HZMD-Trier-GmbH, mit einem diagnostischen Schwer-
punkt fir orthopadische Pathologie. Dieses ist Bestandteil einer Kooperationsstruktur mit etwa
190 teilweise zertifizierten Orthopadischen Facharzt-Praxen, Orthopadischen Kliniken und Ge-
lenkendoprothesen-Zentren in allen 16 deutschen Bundeslandern. Der gesamte diagnostische
Prozess erfolgt S1-Leitliniengerecht (DIN EN ISO/IEC 17020:2012, Registriernummer: D-IS-
21311-01-00) unter standardisierten und akkreditierten Bedingungen. Die histopathologische
Diagnostik, die Klassifikation und Typisierung wird von erfahrenen Fachéarzten fur Pathologie
mit orthopadisch-pathologischer Spezialisierung durchgefuhrt. Falle mit durch einen Facharzt
nicht eindeutig festzulegender Typisierung werden zwischen den Fachéarzten diskutiert und

anschliel3end eine kompromissbasierte Diagnose festgelegt (Interobserver-Validierung). Bei
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weiterhin unklaren diagnostischen Konstellationen werden zur Absicherung der Primardiag-

nose Konsultationen in verschiedenen Zentren veranlasst.

3.2 Patientendaten

Mithilfe der Software Nexus (Nexus-AG, Version 1.25.11.24064) wurden retrospektiv mittels
der Suchoberflache ,Beauskunftung“ in der Datenbank des MVZ-HZMD Trier GmbH die in die
Studie einzuschlieRenden Falle herausgesucht. Es handelt sich um rheumatoide Arthritis-Félle
mit der klinischen Angabe ,rebellisches Gelenk” bzw. ,Therapieresistenz®, ,Therapierefrakta-
ritat®, ,therapieresistente Arthritis“ oder ,therapierefraktare Arthritis“ und der ICD-10-Klassifi-
kation M0O5 oder M06 im Zeitraum von 01.01.2020 bis 31.12.2023 (Gesamtzahl 125), sowie
um respektive Kontrollfalle von nicht-therapierefraktaren high-grade Synovialitiden und low-
grade Osteoarthritiden mit den ICD-10-Klassifikationen M05/M06 (Gesamtzahl 298), M12 (Ge-
samtzahl 192).

Vor der Aufnahme der Félle in das Untersuchungskollektiv wurden Falle mit gréRerem Anteil
an knochernem Gewebe und erfolgter Trichloressigsaure- oder Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)-Entkalkung ausgeschlossen, da in diesen Fallen eine Verfalschung der immunhisto-
chemischen Reaktionen nicht ausgeschlossen werden konnte. Zudem wurden Félle ausge-
schlossen, die keine ausreichende Menge an reprasentativem Synovialisgewebe oder histo-
logisch eine floride entziindliche Komponente aufwiesen. In dieser Studie wird die Definition
der ,echten” inflammatorischen Therapierefraktaritat bei RA (Buch et al. 2021) verwendet.
Falle, welche klinischerseits als therapierefraktar und/oder histopathologisch als mit einer The-
rapierefraktaritat vereinbar eingestuft wurden, aber keine high-grade Synovialitis aufwiesen,
wurden daher nicht in die Studienkohorte eingeschlossen. Ein weiteres Einschlusskriterium
war die bereits erfolgte Ki-67-Reaktion, welche inshesondere bei low-grade RA nicht in allen
Fallen vorlag. Auf diese Weise konnte schlussendlich eine verwertbare Fallkohorte von insge-
samt 81 Synovialitisfallen gewonnen werden. Bei unklaren Typisierungen erfolgte eine Re-

Evaluation. Es schloss sich die statistische Auswertung an.

Die insgesamt 81 in die Studie eingeschlossenen Patientenfalle setzen sich aus 26 méannli-
chen (m), 44 weiblichen (w) und einem Patienten unbekannten Geschlechts (u) im Alter von 2
— 82 Jahren zusammen. Die Materialentnahme erfolgte teils im Rahmen von arthroskopischen

Eingriffen, teils im Rahmen der endoprothetischen Versorgung.

3.2.1 Datenmanagement

Der komplette Zyklus des Datenmanagements, welcher 1. Datenerhebung, 2. Dokumentation,
3. Analyse, 4. Publikation, 5. Archivierung und 6. generelle wissenschaftliche Nutzung (z.B.:
Vortrage, Promotions-Arbeit) umfasst, wurde vollstandig anonymisiert. Sdmtliche histopatho-

logischen Diagnosen sind zugleich die histopathologischen Daten und Diagnosen des
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zertifizierten und akkreditierten MVZ-HZMD-Trier GmbH (Deutsche Akkreditierungsstelle: D-
IS-21311-01-00) und unterliegen den spezifischen auditierten Normen und Auflagen.

3.3 Untersuchtes Gewebe

Es wurde eine Patientenkohorte von n = 81 untersucht. Dafiir wurden 23 Félle von therapiere-
fraktarer high-grade Synovialitis bei rheumatoider Arthritis (,rebellisches Gelenk®) analysiert
und mit 36 Fallen von rheumatoiden arthritisassoziierten high-grade Synovialitiden und 22 Fal-
len von arthroseassoziierten low-grade Synovialitiden verglichen. Samtliche Gewebeproben
wurden im Rahmen der histopathologischen Routinediagnostik gewonnen und stellen einen
integralen Bestandteil der Diagnostik fir die Rheumatologie, orthopadische Rheumatologie
und Orthopadie dar. Die Auswahl der Stichproben erfolgte zufallig aus dem Kontingent der
vorhandenen, den oben beschriebenen Anforderungen (s. Kapitel 3.2) entsprechenden, Sy-

novialisproben.

Die verwendeten Gewebeproben sind zudem Bestandteil des Datensatzes des Histopatholo-
gischen Arthritis-Registers der Deutschen Gesellschaft fur Orthopadische Rheumatologie e.V.
(DGORNh). Dieses hat die Etablierung einer Datenbank von histopathologischen/gelenkpatho-
logischen Daten zum Ziel, basierend mehrheitlich auf der Klassifikation mittels des Synoviali-
tis-Scores und des Gelenkpathologie-Algorithmus. Die klinisch-basierte Interpretation der Da-

ten wird in Kooperation mit den Mitgliedern der DGORh erstellt (Gaulke).

3.3.1  Klinische Datenbeschreibung der Arthritis-/Arthrose-Falle

Die Erfassung und Aufbewahrung der fir diese Studie verwendeten Daten erfolgte in der di-
agnostischen Datenbank des MVZ-HZMD Trier GmbH bzw. des histopathologischen Arthritis-
registers der DGORNh. Untersucht wurden 23 Synovialisproben mit der klinischen Angabe the-
rapierefraktare rheumatoide Arthritis/,rebellisches Gelenk® und high-grade Synovialitis im Ver-
gleich mit 36 Synovialisproben von Patienten mit high-grade rheumatoider Arthritis ohne die
Angabe einer Therapierefraktaritat. Diese insgesamt 59 Proben stellen einen Gesamtanteil
von 13,95 % (59 untersuchte Falle/423 Gesamtkollektiv) aller eingesendeten rheumatoiden
Arthritis-Proben im Zeitraum vom 01.01.2020 bis 31.12.2023 dar. Die Kontrollgruppe setzte
sich zusammen aus 22 Fallen arthroseassoziierter low-grade Synovialitis, diese stellen einen
Gesamtanteil von 11,46 % (22 untersuchte Falle/192 Gesamtkollektiv) aller eingesendeten
arthroseassoziierten low-grade Synovialitiden im Zeitraum vom 01.01.2020 bis 31.12.2023
dar. Die erhobenen Variablen wurden in einem Tabellenkalkulationsprogramm ((Microsoft®
Excel® 2021 MSO (Version 2401 Build 16.0.17231.20236) 32 Bit)) aufgelistet. Die Praparate
wurden histopathologisch mittels HE-Farbung und Ki-67-Farbung beurteilt.
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3.3.2 Untersuchte Gelenke

Die untersuchten Proben der therapierefraktdren high-grade rheumatoiden Synovialitiden
stammten in 20/23 Fallen aus grof3en Gelenken (18 Knie, einmal Hufte, einmal oberes Sprung-
gelenk), in 1/23 Fallen von kleinen Gelenken (einmal MTP). In zwei Fallen fehlte die entspre-

chende klinische Angabe.

Die Proben der nicht-therapierefraktaren rheumatoiden Synovialitiden setzten sich folgender-
mafen zusammen: 20/36 Falle aus groRen Gelenken (zwdélfmal Knie, einmal Hufte, dreimal
Schulter, viermal Ellbogen), 8/36 Falle aus kleinen Gelenken (einmal Grof3zehe, siebenmal

Hand), in acht Fallen fehlte die entsprechende klinische Angabe.

In der Kontrollgruppe der low-grade Osteoarthritiden fanden sich 18/22 Proben aus grof3en
Gelenken (14-mal Knie, dreimal Hifte, einmal Schulter). In vier Féllen fehlte die entsprechende

klinische Angabe.

3.3.3 Therapie

Von den Patienten mit therapierefraktéarer rheumatoider Synovialitis, high-grade, erhielten zum
Einsendezeitpunkt insgesamt zehn Patienten eine Basistherapie mit DMARDSs, davon einer
eine Methotrexat-Therapie in Kombination mit einem nicht ndher spezifizierten TNF-a-Inhi-
bitor. Zwei Patienten erhielten Leflunomid und je ein Patient Adalimumab, Certolizumab, To-
facitinib und Retuximab, ein Patient einen nicht naher spezifizierten JAK-Inhibitor und zwei

Patienten ,multiple Biologika“. Bei 13 Patienten fehlten die entsprechenden klinischen Daten.

Unter den Patienten mit nicht-therapierefraktarer rheumatoider Synovialitis erhielten neun eine
Basistherapie mit Methotrexat, davon einer in Kombination mit Leflunomid und einer in Kom-
bination mit ,weiteren Mitteln“. Je ein Patient erhielt Tofacitinib, Tocilizumab, Barcitinib,
Secunimab und einen nicht naher spezifizierten Alpha-1L-17-Antikorper. Ein Patient wurde mit-
tels einer Kombination aus Baricitinib und Quensyl therapiert. Zwei Patienten erhielten Upad-
acitinib.

19 der Patienten aus der Kontrollgruppe der low-grade Osteoarthritiden erhielten keine Basis-
therapie bzw. die entsprechenden klinischen Angaben fehiten. Drei weitere wurden zum Ein-

sendezeitpunkt mit Methotrexat therapiert.

Tabelle 4 zeigt im Uberblick die Variablen der erhobenen klinischen Patientendaten.

Klinische Daten Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Alter Mittelwert (Jahre) 44 52 59

Alter Median (Jahre) 51 51 61
Geschlecht (m/w/u) 11/12/0 9/27/0 7/14/1
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Gelenk (grol¥/klein/k.A.) 19/2/2 241715 16/0/6
Therapie 7/2113 14/3/19 3/0/19
(Mono/Kombi/k.A.)

Tabelle 4: klinische Patientendaten (Gruppel = therapierefraktdre high-grade Synovialitis; Gruppe 2 = nicht-therapierefraktére
high-grade Synovialitis; Gruppe 3 = low-grade Synovialitis bei Osteoarthritis). Eigene Darstellung.

3.4 Zuschnitt des Gewebes

Die im Rahmen der histopathologischen Routinediagnostik gewonnenen Gewebeproben wur-
den Ublicherweise in 4% gepuffertem Formalin vorfixiert eingesendet. AnschlieRend wurde das
Gewebe nach dem institutsinternen vom Qualitdtsmanagement freigegebenen Zuschnitthand-
buch prapariert und in Plastik-Kapseln eingekapselt. Diese wurden mit QR-Code, Fallnummer
und GefalBhummer gelabelt. Dabei wurden Proben von weniger als 28 x 20 x 4 mm vollstandig
eingebettet und von groRBeren Proben reprasentative Schnitte im Abstand von 10 bis 20 mm
angefertigt. Eventuelles Knochengewebe oder kalkharte Gewebeabschnitte wurden in Abhan-

gigkeit der Fragestellung mittels Trichloressigséaure oder in EDTA entkalkt.

3.5 Prozessierung des Gewebes

Die makroskopische Diagnostik, der Material-Zuschnitt und die histopathologische Aufberei-
tung sowie histopathologische Diagnostik erfolgten unter standardisierten und akkreditierten
Bedingungen S1-Leitliniengerecht (DINEN ISO/IEC 17020:2012, Registriernummer: D-IS-
21311-01-00) und speziell fiir Gewebe des Bewegungsapparates auch unter Berticksichtigung
des Protokolls des histopathologischen Arthritisregisters der Deutschen Gesellschatft fiir Or-
thopadische Rheumatologie e.V. (DGORNh). Die Gewebeaufarbeitung wurde mittels apparati-
ver, semiautomativer, automativer, trackingbasierter Gewebe-Prozessierungen und auch ma-
nueller Verfahren durchgefiihrt. Die Gewebeproben wurden in einer 4 % gepufferten Forma-
linldsung zwischen etwa 24 und 72 Stunden fixiert. Im MVZ-HZMD-Trier GmbH wurde das
Ubermittelte Material mit einem QR-Code-basierten Labortracking-System (VENTANA, VAN-
TAGE workflow solution®, Roche, Basel, Schweiz) bestehend aus QR-Code mit Eingangs-
nummer, Eingangs-Datum, Patienten-Daten, Daten zu den Gewebe-Proben, Daten der Uber-
weisenden Praxis/Klinik und den klinischen Daten (inklusive diagnostische Zusatzbefunde) er-
fasst und in das Pathologie-Informations-System (Nexus/dis GmbH, Version 1.25.4.23339)
eingepflegt. Die Rickverfolgbarkeit von Gewebeproben war durch das Labortracking-System
in allen Prozessstadien mdglich. Vor dem Zuschnitt erfolgte eine makroskopisch-pathologi-
sche Begutachtung der Proben: Die Ubersandte Materialprobe wurde auf dreidimensionale
GroRRe, Gewicht und Materialeigenschaften beschrieben, zugeschnitten und somit qualitativ
und quantitativ begutachtet. Diese Daten wurden mittels Spracherkennung (Dragon Medical

Practice Edition, Nuance Communications Inc., Version 4.3, Revision 15.50.200.033) in das
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Pathologie-Informations-System (Nexus-AG, Version 1.25.11.24064) integriert. In Abhangig-
keit vom Gewebevolumen wurden die Gewebeproben entweder in einzelne oder mehrere Ein-

bettkapseln eingebettet.

3.5.1 Fixierung
Bis zur Entwasserung (maximal 8 Stunden nach der ersten Bearbeitung im Zuschnitt) wurden

die Proben weiter in 4% gepuffertem Formalin inkubiert.

3.5.2 Entwasserung

Im Entwasserungslabor wurden die Proben in mehreren Phasen entwassert (Tissue-Tek VIP
6® Sakura®, Xpress x120® Sakura®, Leica- PELORIS®, LOGOS® Menarini®). Die korrekte
Programmdurchfihrung (Start und Ende) wurde von den Mitarbeitern des Labors Uberpruft.

3.5.3 Einblocken in Paraffin

Im Regelfall erfolgte das Einblocken des Gewebes in Paraffin automatisiert. Nach der Entwés-
serung erfolgte in diesem Zusammenhang eine Einbettung der Probe in flissiges, heil3es Pa-
raffin mit einer automatisierten Herstellung von Paraffinblocken (Tissue-Tek AutoTEC® al20
Sakura®).

In Ausnahmeféllen erfolgte das Einblocken des Gewebes manuell. In diesen Féllen wurden
die Paraffinblocke im Paraffinlabor an der an das Vantage System angebundenen Giel3station
gegossen. Das Gewebe wurde mit einer beheizten Heidelberger Pinzette in flissiges Paraffin
in eine abhangig von der Grél3e des Gewebes ausgewahlte Metallform gelegt und die zuge-
horige Kapsel dariibergestiilpt. Dann wurde die Form mit flissigem Paraffin aus der Giel3sta-

tion aufgefillt und anschlielBend auf eine Kiihlplatte gesetzt.

Nach dem Abkuhlen und Erharten wurden die fertigen, automatisch oder manuell angefertig-

ten, Paraffinblocke zum Schneiden in die Mikrotomie weitergeleitet.

3.5.4 Anfertigen der Schnittpraparate

Die abgekuhlten, ausgehéarteten Paraffinblocke wurden mit Hilfe eines manuellen Mikrotoms
(Rotationsmikrotom Hyrax M40, Zeiss, Oberknochen; Messer A35, Feather, Osaka, Japan) in
2-5 um dicke Scheiben geschnitten. Anschlie3end wurden die Schnittpraparate in ein Heil3-

wasserbad von 37°C eingebracht und dann auf einen Glas-Objekttrager aufgezogen.

3.6 Histologische Farbeverfahren

3.6.1 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Die Farbung der Gewebeschnitte erfolgte unter standardisierten und akkreditierten Bedingun-
gen. Bei der dabei angewandten HE-Farbung handelt es sich um eine Standardfarbemethode
zur histopathologischen Diagnostik von Geweben. Die Farbung und das Eindecken wurden

vollautomatisch durchgefiuihrt (Tissue-Tek Prisma® Plus & Tissue-Tek Film® Germany GmbH,
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Freiburg, Germany; Leica ST5020). Die Praparate wurden zundchst mit Xylol vorbehandelt,
anschliel3end mit einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 100 %, 96 %, 70 %) deparaffiniert
und unter flieBendem Wasser gesplult. Mittels der 4-minttigen Hamatoxylin-Farbung (Harris,
Surgipath, Richmond, lllinois, USA) kommt es zur Blaufarbung basophiler Strukturen (Zell-
kerne, Ribosomen, raues endoplasmatisches Retikulum (rER) und DNA). Das Material wurde
dann erneut mit Wasser gesplilt. Anschliel3end erfolgte die Gegenfarbung mit Eosin (Eosin Y,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) fur 1,5 min. Eosinophile Zellbestandteile (Zyto-
plasma, Kollagen, Mitochondrien und Proteine) werden rosa oder rosa-rot eingefarbt. Durch
eine aufsteigende Ethanolreihe (70 %, 96 %, 100 %, 100 %) und Eintauchen der Schnitte in
Xylol wurde die Farbung beendet. AnschlieRend wurde eine Eindeckung des gefarbten Glas-
objekttragers mit einer Harz-beschichteten Kunststofffolie mit Xylol als Flussigkeitsmedium
(Tissue-Tek Film® Sakura®) durchgefihrt.

3.6.2 Immunhistochemische Farbung

Mittels der immunhistochemischen Farbung, welche auf dem hochspezifischen Prinzip der An-
tigen-Antikorper-Reaktion beruht, kdnnen mehrheitlich Oberflachenantigene wie CD-Antigene
visuell nachgewiesen werden. Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten mittels eines
vollautomatischen Farbesystems (BenchmarkXT, IHC Slide Stainer, Roche, Basel, Switzer-
land). Bei der Durchfiihrung der immunhistochemischen Ki-67-Farbung wurden die Praparate
erst mit Xylol vorbehandelt und dann mit einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 100 %, 96
%, 70 %) deparaffiniert. Nach der standardisierten Zellkonditionierung (95 °C fiir 8 min) erfolgte
eine weitere milde und langere Konditionierung (30 min). Die Schnitte wurden mit einem un-
konjugierten Primarantikérper (CONFIRM™ anti-Ki-67 (30-9), Rabbit Monoclonal Primary An-
tibody, Katalog-Nr. 790-4286, Roche Ventana Medical Solutions, Basel, Switzerland) und ei-
nem Sekundarantikorper (I-View BIOTIN Ig, Roche Ventana Medical Solutions, Basel, Switzer-
land) inkubiert. Der Primarantikdrper bindet an das nachzuweisende Antigen, der Sekundaran-
tikdrper bindet sowohl an den Primarantikérper als auch an einen Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex. Streptavidin-Meerettich-Peroxidase (I-VIEW SA-HRP, Roche, Basel, Switzerland)
mit DAB-Substrat (DAKO Denmark, Glostrup, Denmark) bedingt den braunen Farbumschlag.
Die braune Farbung der Ki-67-positiven Zellkerne ist dann unter dem Lichtmikroskop zu er-
kennen. Zur Vermeidung von Hintergrundfarbungen wurde die endogene Peroxidase mit Was-
serstoffperoxid unterdriickt. Mit Hamatoxylin (nach Harris, Surgipath, Richmond, Illinois, USA)

wurde gegengefarbt.

Abbildung 7 zeigt exemplarisch eine Synovialisprobe mit high-grade Synovialitis in HE-Fé&r-

bung bzw. mit Ki-67-Reaktion.
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Abbildung 7: high-grade Synovialitis, etwa 100fache Originalvergréf3erung, HE (1a), Ki-67 (1b). Eigene Darstellung.

Die Qualitat der immunhistochemischen Farbungen wurde durch onslide-Kontrollen und ein
hausinternes digitales, maskenbasiertes Kontrollsystem gemaR den Akkreditierungs-Erforder-

nissen gewahrleistet.

3.7 Anwendung des Synovialitis-Scores und der klinischen Einteilung

Untersucht wurden Synovialisproben von Patienten mit chronischer Synovialitis nach Aus-
schluss einer akuten Infektion. Die vorliegenden Félle wurden nach dem Synovialitis-Score
nach Krenn et al. in high- und low-grade Synovialitiden eingeteilt. Der Synovialitis-Score nach
Krenn et al. ist ein international anerkannter semiquantitativer Score zur histologischen Diag-
nostik von Synovialitiden. Er bietet ein standardisiertes Verfahren zur Bewertung der Entziin-
dungsaktivitat und erfordert dafiir keine spezialisierten Techniken oder komplexen Auswertun-
gen. Seine Eignung fur die Anwendung in der Routinediagnostik ergibt sich zudem aus der
hohen Intra- und Interobserverreproduzierbarkeit (Krenn et al. 2006) und der hohen Korrelation
mit klinischen Scores der Krankheitsaktivitat (Schmidt et al. 2019). Daneben erfolgte die Ein-
teilung nach der klinischen Angabe in therapierefraktére Synovialitiden bei rheumatoider Arth-
ritis, nicht-therapierefraktare Synovialitiden bei rheumatoider Arthritis und Osteoarthritiden. Im

Folgenden werden die untersuchten Synovialitis-Typen néher erlautert.

Therapierefraktare high-grade Synovialitis: Bei der high-grade Synovialitis handelt es sich um
eine Synovialitis mit einem SC von = 5/9 (Krenn et al. 2005; Najm et al. 2019). Zur Festlegung
der Therapierefraktaritat wurden die klinischen Angaben herangezogen. Diese variierten zwi-
schen den Angaben ,rebellisches Gelenk®, , Therapierefraktaritat* und ,therapierefraktare/the-

rapieresistente Synovialitis/Arthritis®.

52



Material und Methoden

Nicht-therapierefraktare high-grade Synovialitis: Dieser Begriff beschreibt im Zusammenhang
dieser Studie eine Synovialitis mit einem SC von = 5/9 (Krenn et al. 2005; Najm et al. 2019)

ohne die klinische Angabe einer Therapierefraktaritat.

Low-grade Synovialitis bei Osteoarthritis: Hierbei handelt es sich um Synovialitiden nicht rheu-

matischer Genese mit einen SC von < 5/9 (Krenn et al. 2005; Najm et al. 2019).

3.8 Quantitatsbestimmung von Ki-67-positiven Zellen

Um das Ausmald der Entziindung zu beurteilen kdénnen, wurden proliferierende Zellen
(Stromazellen, Lymphozyten, weitere Leukozyten) immunhistochemisch mit Ki-67 als braune
Pigmente sichtbar gemacht und quantitativ bestimmt (Pessler et al. 2008b). Die immunhisto-
chemischen Praparate wurden nach dem Prinzip des Worst Area-Gradings (Krenn et al. 2006)
mit dem Leica DM 2500 Mikroskop begutachtet. Das Prinzip des Worst Area-Gradings besteht
darin, am Praparat den Bildausschnitt mit der gréf3ten Dichte immunhistochemisch reagieren-
der Zellen auszuwdahlen und mit einer vorher definierten mikroskopischen VergréfZerung (etwa
200fach) auf den Computerbildschirm zu Ubertragen (Krenn et al. 2006). Bei der Auswahl des
Bildausschnittes wird dabei auf eine méglichst vollstandige Ausfillung des betrachteten Feldes
durch reprasentatives Synovialisgewebe (synoviale Oberflache mit darunter liegendem
Stroma) geachtet (Diaz-Torne et al. 2007). Am Computer wurden dann zwei Quantifizierungs-
methoden miteinander verglichen: Zunéchst erfolgte die visuelle Ausz&hlung/Quantifizierung
nach Augenmal3. Anschlielend wurde die Analyse durch die KI-Software MindPeak Breast Ki-
67 durchgeflhrt.

Abbildung 8 zeigt den digitalisierten Bildausschnitt einer high-grade Synovialitis in HE-Farbung
nach Identifizierung der Worst Area unter dem Lichtmikroskop.
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Abbildung 8: high-grade Synovialitis, etwa 200fache Originalvergréf3erung, HE, digitalisierter Bildausschnitt. Eigene Darstel-
lung.

3.8.1 Visuelle computergestitzte Ki-67-Quantifizierung

Der mikroskopische Bildausschnitt (Leica DM2500 LED, Format: 2028 x 1536 Pixel) wurde
mittels PathoZoom Scan & LiveView (Version 3.0.2.0 © 2019 by Smart In Media) digitalisiert,
um die spatere Auswertung durch Kl zu ermdglichen und denselben Ausschnitt fir beide Ver-
fahren festzulegen. Nach elektronischer Umwandlung in eine rechteckige Flache von ca. 595
X 447 um (OriginalgroRe) wurden zunachst alle Zellen in dem HPF ausgezéhlt, anschlie3end
auf derselben Flache alle Ki-67-positiven Zellen ausgezahlt. Die Gesamtzellzahl wurde als
Zellzahl/HPF (etwa 200fache VergroRerung) ausgegeben. AnschlieBend wurde der prozentu-
ale Anteil der Ki-67-positiven Zellen an der Gesamtzellzahl berechnet. Die Auswahl einer
200fachen VergroéRerung basierte auf einer Publikation von Cai et al. 2021, welche beim Ab-
gleich von Ergebnissen der Ki-67-Quantifikation unter Verwendung eines AAM unter 200fa-
cher VergroBerung eine bessere Intraobserverreliabilitat (ICC = 0,87) erreichte, als unter
400facher VergroBerung (ICC = 0,79). Zur internen Qualitatskontrolle erfolgte an zehn Fallen
die Auszéhlung durch einen zweiten Untersucher und die Ergebnisse wurden miteinander ver-

glichen.

3.8.2 Kl-gestitzte Ki-67-Quantifizierung

Bei der in dieser Arbeit verwendeten kinstlichen Intelligenz-Software MindPeak Breast Ki-67
Rol handelt es sich um ein Unterstitzungsverfahren zur Quantifizierung immunhistochemisch
angefarbter Zellen anhand digitaler histopathologischer Bilder von Gewebsproben des

menschlichen invasiven Mammakarzinoms (Mindpeak Solutions/ Mindpeak Breast Ki-67 Rol).

54




Material und Methoden

Alle in der Literatur beschriebenen Ki-67-Analysen dieser Kl wurden bislang an Tumorgewebe
durchgefuhrt (Abele et al. 2023). Zur Analyse von nicht tumorésen Geweben, wie in diesem
Fall entzindlichen Geweben wie bei der Synovialitis, wird das Programm nicht angewendet.
Zudem ist das Programm bisher lediglich fur die Forschung und nicht fiir die Diagnostik zuge-
lassen (Mindpeak Solutions/ Mindpeak Breast Ki-67 Rol). Somit stand im Vordergrund fir die
Anwendung in dieser Studie die Adaptation auf entziindliche gewebliche Veranderungen, wel-
che im Wesentlichen eine Quantifizierung samtlicher Populationen im synovialen Gewebe zu

bericksichtigen hat.

In dieser Studie wurde der von der Kl vorgeschlagene Schwellenwert fir die Wertung einer
Zelle als Ki-67-positiv nicht verandert und gleichermal3en fur jeden einzelnen Fall angewendet.
Da es sich bei der verwendeten Software (Mindpeak Breast Ki-67 Rol) um eine spezifisch auf
die Analyse von Mammakarzinomen ausgelegte Kl handelt, erfolgten zur Anpassung an das

untersuchte Gewebe (Synovialis) zwei weitere Arbeitsschritte:

1. Zunachst erfolgte an jedem Fall eine visuell basierte Kontrolle dahingehend, ob die Ki-67-
positiven Zellkerne durch die Kl ebenfalls als positiv erkannt wurden. Uber eine Anpassung
des Schwellenwertes kénnten auch primar nicht als positiv bewertete (da von der Kl nicht
als ,Tumorzellen“ erkannte) Zellen im Nachhinein fir die Kl als positiv erkennbar gemacht
werden. Diese Malinahme war jedoch nicht notwendig, da stets alle visuell als positiv be-
werteten Zellen auch von der Kl als solche ausgegeben wurden. Die urspringliche auf das
Mammakarzinom ausgelegte Datenausgabe durch Mindpeak Breast Ki-67 Rol erfolgte
standardmafig, und so auch in dieser Studie, in folgendem Format (s. Abbildung 9):

- Proliferationsscore (Prozentualer Anteil Ki-67-positiver Zellen an allen ,Tumorzellen®,
%)

- Anzahl positiver ,Tumorzellen®

- Anzahl negativer ,Tumorzellen®

- Gesamtzahl ,nicht-Tumorzellen®

Im Kontext dieser Studie wurden nicht-neoplastische Gewebe untersucht. Krenn et al.
2006 haben gezeigt, dass die Proliferationsrate aller in der Synovialis zu findenden Zellpo-
pulationen insgesamt ein Substrat flr das Mal3 der Entziindungsaktivitat ist. Zudem wurde
von Mehta et al. 2023 die Gesamtzelldichte als guter Parameter flir die Diskriminierung
von OA und RA etabliert. Die von der Kl als ,Tumorzellen® und die als ,nicht-Tumorzellen®
gewerteten Zellen konnten demnach fiir die Zwecke dieser Untersuchungen zu einer Ge-

samtzellzahl addiert werden.

2. Nach Uberfiihren dieser gewonnenen Daten in eine Excel-Tabelle (Microsoft® Excel®
2021 MSO (Version 2401 Build 16.0.17231.20236) 32 Bit) wurde die Gesamtzellzahl
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ermittelt und der prozentuale Anteil Ki-67-positiver Zellen errechnet. Zu den so ausgezahl-

ten Zellen z&hlten sowohl Leukozyten als auch proliferierende Stromazellen.
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Abbildung 9: high-grade Synovialitis, etwa 200fache Originalvergréf3erung, Ki-67 - KI-basierte Analyse. Eigene Darstellung.

3.8.3 Exemplarische Zeiterfassung

Die Auswirkung der Anwendung einer Kl auf den Work Load wurde exemplarisch mittels einer
Erfassung der Auswertungszeit mit und ohne Kl anhand von je funf high-grade und low-grade
Synovialitiden ermittelt. Nach Auswabhl eines reprasentativen Bildausschnittes (Leica DM2500
LED, Format: 2028 x 1536 Pixel) wurde dieser mit PathoZoom Scan & LiveView (Version
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3.0.2.0 © 2019 by Smart In Media) digitalisiert und der gesamte Ausschnitt von einem Aus-
werter fUr die KI-Auswertung ausgewahlt. AnschlieBend erfolgte die Auszahlung der Ki-67-
positiven Zellen sowie der Gesamtzellzahl durch die Kl. Dabei wurde die bendtigte Zeit vom
Start der Auszahlung bis zur Ausgabe der Ergebnisse in der in Kapitel 3.8.2 (1) dargestellten
Form von einem zweiten Auswerter gestoppt. An demselben Bildausschnitt wurden dann vom
ersten Auswerter mittels maandernder Zahlung die Ki-67-positiven Zellen ausgezahlt. Die Zeit
wurde dabei wiederum vom zweiten Auswerter gestoppt. Dabei wurde die Punktung der Ki-

67-positiven und K-67-negativen , Tumorzellen® durch die KI beibehalten.

Die Evaluation der erfassten Zeitersparnis erfolgte dann durch den statistischen Vergleich der

Mittelwerte in folgender Form:

1. Vergleich der mittleren Auswertungsgeschwindigkeit von KI mit visueller Auszahlung bei
high-grade Synovialitiden.
2. Vergleich der mittleren Auswertungsgeschwindigkeit von Kl mit visueller Auszéhlung bei

low-grade Synovialitiden.

3.9 Anmerkung zu den Originalbildvergrof3erungen

Durch die Verarbeitung der Bilder kann es bei den angebenden Originalvergré3erungen zu

einer geringfligigen Abweichung der EndvergroRerung kommen.

3.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten und die grafische Darstellung wurden mithilfe der sta-
tistischen Software IBM SPSS Statistics (© IBM Corporation 1989, 2020; Version 27.0.0)
durchgeflhrt.

3.11 Ethikvotum

Diese Arbeit beinhaltet keine Studien an Menschen oder Tieren. Unter der Bearbeitungsnum-
mer 2023-14147 liegt ein positives Votum der Ethikkommission der Landes&arztekammer
Rheinland-Pfalz vor, mit dem Hinweis, dass keine berufsethischen und berufsrechtlichen Be-

denken bestehen.

4 Ergebnisse

Dieses Kapitel umfasst die Darstellung der erhobenen Ergebnisse. In jedem Unterkapitel wird
zunéchst auf die Ergebnisse der Ki-67-Analysen, dann auf die Gesamtzellzahl und abschlie-
Rend auf die nur exemplarisch erfasste Zeitersparnis bzw. Work Load-Reduktion durch die

Anwendung der Kl eingegangen.
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4.1 Deskriptive Statistik

4.1.1 Anteil Ki-67-positiver Zellen

Der mittels Kl-basierter Analyse erfasste prozentuale Anteil Ki-67-positiver Zellen an der Ge-
samtzellzahl bei therapierefraktarer rheumatoider Arthritis, high-grade, ergab einen Mittelwert
von 19,4 % und einen Median von 17,77 %, bei einem minimalen Anteil von 7,45 % und einem
maximalen Anteil von 47,56 %. Nicht-therapierefraktare rheumatoide Arthritiden, high-grade,
zeigten einen Mittelwert von 21,53 % und einen Median von 19,93 %, bei einem minimalen
Anteil von 6,22 % und einem maximalen Anteil von 80,48 %. Die Kontrollgruppe der Osteoar-
thritiden, low-grade, wies einen Mittelwert von 4,17 % und einen Median von 3,38 % auf, da-
runter minimal 0,3 % und maximal 17,36 %. Tabelle 5 zeigt zusammengefasst die Ergebnisse

der deskriptiven statistischen Analyse der Ki-67-Positivitat.

Deskriptive Statistik Ki-67-Positivitat

Standardfeh-
Gruppe Statistik ler
Ki-67 in Prozent therapierefraktar Mittelwert 19,4032 1,82407
high-grade
95% Konfidenzintervall Unter- 15,6203
des Mittelwerts grenze
Obergrenze 23,1861
Median 17,7737
Minimum 7,45
Maximum 47,56
nicht-therapierefrak- Mittelwert 21,5253 2,21865
tar high-grade
95% Konfidenzintervall Unter- 17,0212
des Mittelwerts grenze
Obergrenze 26,0294
Median 19,9298
Minimum 6,22
Maximum 80,49
Osteoarthritis  low- Mittelwert 4,1666 0,82904
grade
95% Konfidenzintervall Unter- 2,4425
des Mittelwerts grenze
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Obergrenze 5,8907

Median 3,3845
Minimum ,30
Maximum 17,36

Tabelle 5: Deskriptive Statistik — Ki-67-Positivitdt in %, gekiirzte Tabelle, vollsténdige Tabelle s. Anhang. Eigene Darstellung.

Die folgenden Abbildungen (Abbildung 10, Abbildung 11, Abbildung 12) zeigen je zwei exemp-
larische Falle der drei untersuchten Gruppen (therapierefraktdre rheumatoide Synovialitis,
nicht-therapierefraktare rheumatoide Synovialitis und Osteoarthritis) in HE-Farbung und mit
Ki-67-Reaktion.
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o Fosiive teeshold

Abbildung 10: therapierefraktére rheumatoide Arthritis, high-grade, etwa 200fache OriginalvergréfSerung. HE (1a, 2a), Ki-67
mit KI-basierter Analyse (1b, 2b). Eigene Darstellung.
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Abbildung 11: nicht-therapierefraktére rheumatoide Arthritis, high-grade, etwa 200fache OriginalvergréfSerung. HE (1a, 2a),
Ki-67 mit Kl-basierter Analyse (1b, 2b). Eigene Darstellung.
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Abbildung 12: Osteoarthritis, low-grade, etwa 200fache OriginalvergréfSerung. HE (1a, 2a), Ki-67 mit KI-basierter Analyse (1b,
2b). Eigene Darstellung.
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4.1.2 Gesamtzellzahl

Zunachst erfolgte die Auszahlung der Gesamtzellzahl pro untersuchtem HPF. Fir die thera-
pierefraktare rheumatoide Arthritis, high-grade, ergab sich ein Mittelwert von 2293,13 Zel-
len/HPF mit Median von 2097 Zellen/HPF (zwischen 399 und 4977 Zellen /HPF). Die nicht-
therapierefraktére rheumatoide Arthritis, high-grade, wies einen Mittelwert von 1445,64 Zel-
len/HPF und einen Median von 1256,5 Zellen/HPF (zwischen 504 und 3307 Zellen/HPF) auf.
Fur die Kontrollgruppe der Osteoarthritiden, low-grade, konnte ein Mittelwert von 1313 Zel-
len/HPF und ein Median von 1256,5 Zellen/HPF (zwischen 432 und 2389 Zellen/HPF) ermittelt
werden. Tabelle 6 zeigt zusammengefasst die Ergebnisse der deskriptiven statistischen Ana-

lyse der Gesamtzellzahl.

Deskriptive Statistik Gesamtzellzahl

Standardfeh-
Gruppe Statistik ler
Gesamtzellzahl/HPF therapierefraktar Mittelwert 2293,13 253,210
high-grade 95% Konfidenzintervall Unter- 1768,01
des Mittelwerts grenze
Obergrenze 2818,26
Median 2097,00
Minimum 399
Maximum 4977
nicht-therapierefrak- Mittelwert 1445,64 123,726
tar high-grade 95% Konfidenzintervall Unter- 1194,46
des Mittelwerts grenze
Obergrenze 1696,82
Median 1256,50
Minimum 504
Maximum 3307
Osteoarthritis  low- Mittelwert 1313,00 129,902
grade 95% Konfidenzintervall Unter- 1042,85
des Mittelwerts grenze
Obergrenze 1583,15
Median 1256,50
Minimum 432
Maximum 2389

Tabelle 6: Deskriptive Statistik - Gesamtzellzahl/HPF; gekiirzte Tabelle, vollstindige Tabelle s. Anhang. Eigene Darstellung.

4.1.3 Reduktion des Work Load
Die Reduktion des Work Load, d.h. die Zeitersparnis im diagnostischen Alltag durch Anwen-
dung einer Kl, wurde in Bezug auf die Ki-67-Quantifizierung exemplarisch anhand von je finf

high- und low-grade Synovialitisfallen erfasst. Dabei wurde zunachst mithilfe der Kl die
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Proliferationsfraktion quantifiziert und die daftr benotigte Zeit gestoppt. AnschlieRend wurde
mittels maandernder Auszahlung dasselbe HPF ohne Kl-Unterstitzung ausgezéahlt und die
daflr bendtigte Zeit gestoppt. Zu beachten sei hierbei, dass das Definieren des auszuzéahlen-
den Feldes sowohl fur die Kl als auch fur die visuelle Auszéhlung zum Zwecke der Vereinfa-
chung der Datenerhebung nicht in den erfassten Zeitaufwand miteinbezogen wurde. Zudem
wurde die visuelle Auszéahlung erleichtert, indem die von der Kl durchgefiihrte Punktung der

als Ki-67-positiv gewerteten Zellen fir die Auszahlung beibehalten wurde.

Der grof3te Zeitunterschied zeigte sich in der Gruppe der high-grade Synovialitiden mit einer
Zeitersparnis durch Kl-Unterstiitzung von im Mittel 79,6 Sekunden (s), mit einem Median von
75,2 s, einem Minimum von 61,1 s und einem Maximum von 114,2 s. Die folgende Tabelle 7
beinhaltet die zusammenfassende deskriptive statistische Erfassung der Zeitmessungen bei
high-grade Synovialitis.

Zeitdifferenz in s Zeitvisuell in s Zeit mitKlin's
N 5 5 5
Mittelwert 79,6000 84,280 4,680
Median 75,2000 80,000 4,700
Minimum 61,10 65,8 4.5
Maximum 114,20 119,0 4,8

Tabelle 7: Zeiterfassung - therapierefraktdre high-grade Synovialitis; gekiirzte Tabelle (vollstéindige Tabelle s. Anhang). Eigene
Darstellung.

Bei der low-grade Synovialitis konnte im Mittel ebenfalls eine Zeitersparnis festgestellt werden,
in dieser Gruppe von 3,8 s, mit einem Median von 3,4 s und einem Maximum von 9,3 s. Le-
diglich in einem Fall mit einer Ki-67-Fraktion von 1,3 % war die visuelle Auszahlung um 0,8 s
schneller (Minimum -0,8 s). Die folgende Tabelle 8 beinhaltet die zusammenfassende deskrip-

tive statistische Erfassung der Zeitmessungen bei low-grade Synovialitis.

Zeitdifferenz in s Zeitvisuell in s Zeit mitKlin s
N 5 5 5
Mittelwert 3,8200 8,300 4,480
Median 3,4000 8,600 4,300
Minimum -,80 3,6 4,2
Maximum 9,30 13,5 5,2

Tabelle 8: Zeiterfassung - low-grade Osteoarthritis; gekiirzte Tabelle (vollstindige Tabelle s. Anhang). Eigene Darstellung.
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In Abbildung 13 wird der erfasste Zeitaufwand fur die visuelle Ki-67-Auszahlung der Kl-unter-
stlitzen Auszéhlung, aufgeteilt nach high- und low-grade Synovialitis, in einem Boxplot-Dia-

gramm gegenibergestellt.
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Abbildung 13: Vergleich Zeitaufwand mit Kl vs visuell nach Gruppen. Eigene Darstellung.

Abbildung 14 visualisiert das Ausmalf? der Zeitersparnis durch Kl bei high-grade und low-grade
Synovialitis in einem Boxplot-Diagramm. Dabei ist eine erhebliche Zeitersparnis insbesondere
bei der Auswertung der Proliferationsfraktion bei high-grade Synovialitiden festzustellen (p =
0,001).
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Abbildung 14: Zeitersparnis durch Kl bei high-grade vs low-grade Synovialitis. Eigene Darstellung.

4.2 Analytische Statistik

4.2.1 Tests auf Normalverteilung

Die ermittelten Daten wurden zunéchst auf Normalverteilung getestet. Die prozentuale Ki-67-
Positivitat war gemafd dem Shapiro-Wilk-Test in keiner der Gruppen normalverteilt, p < 0,05.
Gesamtzellzahl/HPF war gemafd dem Shapiro-Wilk-Test in den Gruppen der therapierefrakta-
ren high-grade Synovialitis sowie der low-grade Osteoarthritis normalverteilt, in der Gruppe
der nicht-therapierefraktaren high-grade Synovialitis hingegen nicht, p < 0,05. Die grafische
Darstellung der Datenverteilung erfolgte mittels trendbereinigtem Q-Q-Diagramm (Abbildung
15, Abbildung 16, Abbildung 17, Abbildung 18, Abbildung 19, Abbildung 20). Aufgrund dieser
Datenverteilung wurde fur die weitere Statistik auf nicht-parametrische Tests zuriickgegriffen.
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Trendbereinigtes Q-Q-Diagramm von Ki-67 in Prozent
von Gruppe= therapieresistent high grade
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Abbildung 15: Priifung auf Normalverteilung der Ki-67-Positivitit bei therapierefraktdrer high-grade Synovialitis. Eigene Dar-
stellung.

Trendbereinigtes Q-Q-Diagramm von Ki-67 in Prozent
von Gruppe= nicht-therapieresistent high-grade
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Abbildung 16: Priifung auf Normalverteilung der Ki-67-Positivitdt bei nicht-therapierefraktdrer high-grade Synovialitis. Eigene
Darstellung.
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Trendbereinigtes Q-Q-Diagramm von Ki-67 in Prozent
von Gruppe= Osteoarthritis low-grade
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Abbildung 17: Priifung auf Normalverteilung der Ki-67-Positivitit bei low-grade Osteoarthritis. Eigene Darstellung.

Trendbereinigtes Q-Q-Diagramm von Gesamtzellzahl/HPF
von Gruppe= therapieresistent high grade
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Abbildung 18: Priifung auf Normalverteilung der Gesamtzellzahl/HPF bei therapierefraktdrer high-grade Synovialitis. Eigene

Darstellung.
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Trendbereinigtes Q-Q-Diagramm von Gesamtzellzahl/HPF

von Gruppe= nicht-therapieresistent high-grade
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Abbildung 19: Priifung auf Normalverteilung der Gesamtzellzahl/HPF bei nicht-therapierefraktdrer high-grade Synovialitis. Ei-

gene Darstellung.
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Abbildung 20: Priifung auf Normalverteilung der Gesamtzellzahl/HPF bei low-grade Osteoarthritis. Eigene Darstellung.
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4.2.2 Signifikanzprufung

Aufgrund der nicht-Normalverteilung der Daten in mehreren Gruppen wurden fur die statisti-
sche Analyse nicht parametrische Tests ausgewahlt. Mit dem Kruskal-Wallis-Test oder der
Rangvarianzanalyse nach Kruskall-Wallis wird im Rahmen einer Varianzanalyse getestet, ob
sich unabhangige Stichproben im Hinblick auf eine ordinalskalierte Variable unterscheiden
(Kruskal und Wallis 1952). Die aufgestellte Nullhypothese ,Die Verteilung von Ki-67 in Prozent
bzw. Gesamtzellzahl/HPF ist Uber die Kategorien von Gruppe identisch. kann dann mit einem
Signifikanzniveau von a = 0,05 angenommen oder abgelehnt werden. Zur Klarung der Frage,
welche Gruppen sich voneinander unterscheiden, wurde als post-hoc-Analyse der Dunn-Bon-
ferroni-Test verwendet. Mit diesem wird nach dem paarweisen Vergleich aller Gruppen gegen-
einander bei einer grélReren Anzahl an zu vergleichenden Mittelwert-Paaren das Alpha-Level
angepasst, um die Wahrscheinlichkeit einen Fehler 1. Art zu begehen zu verringern (Problem
der Mehrfachvergleiche) (Dunn 1961; Bland und Altman 1995). Es konnten einige statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den drei untersuchten Gruppen sowohl im Anteil Ki-67-

positiver Zellen als auch in der Gesamtzellzahl festgestellt werden.

Beim Vergleich der Ki-67-Positivitat konnte ein signifikanter Unterschied zwischen high- und
low-grade Synovialitiden ermittelt werden. Mittels des Kruskall-Wallis-Tests mit anschlie3en-
dem Dunn-Bonferroni-Test zum gruppenweisen Vergleich nicht-normalverteilter, nicht-verbun-
dener Stichproben konnte ein p-Wert von < 0,001 und damit ein signifikanter Unterschied fiir
den Vergleich der low-grade Osteoarthritis mit sowohl therapierefraktarer als auch nicht-the-
rapierefraktarer high-grade Synovialitis erhoben werden. Im Gegensatz dazu war ein statis-
tisch signifikanter Unterschied der Ki-67-Positivitat zwischen therapierefraktaren und nicht-the-

rapierefraktaren high-grade Synovialitiden nicht festzustellen (p = 1,00).

In Tabelle 9 werden die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests mit anschlie3ender Dunn-Bon-

ferroni-Korrektur fir die Ki-67-Paositivitat aufgefiihrt.

Standardteststa-
Teststatistik Standardfehler tistik Sig. Anp. Sig.a
Osteoarthritis low-grade-thera-36,953 7,016 5,267 0,000 0,000
pierefraktar high-grade
Osteoarthritis low-grade-nicht-39,187 6,367 6,155 0,000 0,000
therapierefraktar high-grade
therapierefraktar high-grade--2,234 6,280 -0,356 0,722 1,000

nicht-therapierefraktar  high-
grade

Tabelle 9: statistische Auswertung Proliferationsfraktion (% Ki-67) mittels Kruskal-Wallis-Test — paarweiser Vergleich der Grup-
pen: Jede Zeile priift die Nullhypothese, dass die Verteilungen in Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich sind. Asymptotische
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Signifikanzen (zweiseitige Tests) werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050. a. Signifikanzwerte werden von der Bon-
ferroni-Korrektur fiir mehrere Tests angepasst. Eigene Darstellung.

Abbildung 21 zeigt die grafische Darstellung der Ki-67-Positivitat in einem Boxplot-Diagramm,

aufgeteilt nach den drei Analysegruppen.
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Abbildung 21: Proliferationsfraktion (% Ki-67) nach Gruppen. Eigene Darstellung.

Die Untersuchung der Gesamtzellzahl ergab signifikant hhere Werte bei therapierefraktaren
im Vergleich zu nicht-therapierefraktaren Synovialitiden, und zwar sowohl zwischen therapie-
refraktérer high-grade Synovialitis und nicht-therapierefraktéarer high-grade Synovialitis als
auch zwischen therapierefraktarer high-grade Synovialitis und low-grade Osteoarthritis. Die
ermittelten p-Werte waren hier 0,025 (therapierefraktar vs nicht-therapierefraktar) bzw. 0,011
(therapierefraktar vs Osteoarthritis). Nicht statistisch signifikant war hingegen der Unterschied
in der Gesamtzellzahl/HPF zwischen nicht-therapierefraktérer high-grade Synovialitis und low-
grade Osteoarthritis (p = 1,00).
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In Tabelle 10 werden die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests mit anschlie3ender Dunn-
Bonferroni-Korrektur fur die Gesamtzellzahl aufgefihrt.

Paarweise Vergleiche von Gruppen - Gesamtzellzahl

Standardteststatis-
Teststatistik Standardfehler tik Sig. Anp. Sig.2
Osteoarthritis low-grade-nicht-3,811 6,367 ,599 0,549 1,000
therapierefraktar high-grade
Osteoarthritis low-grade-thera-20,369 7,016 2,903 0,004 0,011
pierefraktar high-grade
nicht-therapierefraktar  high-16,558 6,280 2,637 0,008 0,025

grade-therapierefraktéar high-
grade

Tabelle 10: statistische Auswertung Gesamtzellzahl/HPF mittels Kruskal-Wallis-Test — paarweiser Vergleich der Gruppen: Jede
Zeile priift die Nullhypothese, dass die Verteilungen in Stichprobe 1 und Stichprobe 2 gleich sind. Asymptotische Signifikanzen
(zweiseitige Tests) werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,050. a. Signifikanzwerte werden von der Bonferroni-Korrektur
flir mehrere Tests angepasst. Eigene Darstellung.

Abbildung 22 zeigt die grafische Darstellung der Gesamtzellzahl in einem Boxplot-Diagramm,

aufgeteilt nach den drei Analysegruppen.
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Abbildung 22: Gesamtzellzahl/HPF nach Gruppen. Eigene Darstellung.
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Der fur den diagnostischen Alltag relevanteste Aspekt ist der Vergleich zwischen therapiere-
fraktarer und nicht-therapierefraktarer high-grade Synovialitis, welcher in den bisher etablier-
ten Synovialitis-Scores nicht abgebildet ist. Hier zeigte sich kein statistisch signifikanter Unter-
schied im prozentualen Anteil der Ki-67-positiven Zellen (p = 1,00). In der Gesamtzellzahl hin-
gegen konnte in dieser Studie ein signifikanter Unterschied (p = 0,025) mit deutlich héherer
Gesamtzellzahl bei Therapierefraktaritat im Vergleich zu nicht-Therapierefraktaritat festgestellt

werden.

Die exemplarisch erfasste Zeitersparnis wirkte sich insbesondere bei high-grade Synovialiti-
den aus, mit einer signifikanten Zeitersparnis durch Kl-Unterstutzung (im Mittel 79,6 s), t(4) =
8,098, p = 0,001. Dagegen konnte bei der low-grade Synovialitis zwar im Mittel ebenfalls eine
Zeitersparnis festgestellt werden (3,8 s), diese war in dieser Stichprobe jedoch nicht statistisch
signifikant (t(4) = 2,348, p = 0,079).

5 Diskussion

5.1 Ki-67-Quantitat und high-grade Synovialitis

Die hauptsachlich proliferierende Zellpopulation in der Synovialitis wird von den lokalen und
eingewanderten Immunzellen wie T- und B-Lymphozyten und dendritischen Zellen gebildet
(Krenn et al. 1996). Bei der Evaluation der Ki-67-positiven Fraktion wurde in dieser Arbeit keine
Unterscheidung zwischen fibroblastenartigen Zellen, lokalen Zellen des Monozyten-Makro-
phagensystems und anderen lokalen und eingewanderten Immunzellen wie Lymphozyten,

Plasmazellen, Granulozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen unternommen.

Der prozentuale Anteil proliferierender (Ki-67-positiver) Zellen an allen erfassten Zellpopulati-
onen bei high-grade Synovialitis (RA) ist in dieser Arbeit mit einem Median von 19,93 % (nicht-
therapierefraktar) bzw. 17,77 % (therapierefraktéar) signifikant héher als bei low-grade Synovi-
alitis (OA) mit einem Median von 3,38 % (jeweils p < 0,001). Dies passt zu den Ergebnissen
mehrerer vorangegangener Studien, in denen eine deutliche Uberexpression von Ki-67 in ent-
zundlichen Arthropathien im Allgemeinen wie auch in der RA im Besonderen nachgewiesen
wurde. Pessler et al. 2008b fanden z.B. im Vergleich zu Kontrollgeweben eine 26,6-fache
Uberexpression von Ki-67 bei RA und lediglich eine 3,9-fache Uberexpression bei OA. Auch
fur die Synovialitis-Stratifizierung durch den IMSYC (Najm et al. 2019) spielt die Quantifizie-
rung von Ki-67 als einer der funf in den Score einflie3enden Parameter eine entscheidende
Rolle. Es bestéatigt sich somit die Validitat des Biomarkers Ki-67 fur die immunhistochemische
Unterscheidung zwischen OA und RA. In diesem Kontext stellt die Proliferationsfraktion syno-

vialer Gewebe einen Surrogat-Parameter fur die Gelenkdestruktion dar.
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Neben der verbesserten Reproduzierbarkeit und diagnostischen Sicherheit Kl-basierter Ki-67-
Analyse im Vergleich zum AugenmaR (Zabaglo et al. 2010; Stalhammar et al. 2016; Dessau-
vagie et al. 2019; Wang et al. 2019; Cai et al. 2021) ist auch die Zeitersparnis im diagnosti-
schen Alltag von erheblicher Bedeutung. Dies gilt insbesondere in der Beurteilung von high-
grade Synovialitiden. Genauer untersucht wurde dies durch van den Berg et al. 2021. Zwar
ist das Abschatzen der Proliferationsfraktion in entweder zuféllig ausgewahlten Arealen (bei
homogenen Geweben) oder im Rahmen des Worst Area-Gradings (bei heterogenen Geweben
wie der Synovialis) die schnellste Methode, sie ist aber besonders anféllig fur Intra- und Inter-
observervariabilitat und erfordert ein hohes Mal3 an Erfahrung. Dagegen hat die bisher in der
Forschung meistangewandte Methode der genauen Auszéahlung von Zellen zwar eine hohe
Interobserverkonkordanz (Lin’s Konkordanz-Korrelationskoeffizienten von 0,965 und Cohen’s
Kappa-Koeffizient von k = 0,814 (p < 0,001, almost perfect agreement)), sie ist aber nicht nur

anfallig fur Ablenkungen, sondern auch sehr zeitaufwandig.

Fur die Therapie der rheumatoiden Arthritis bestatigt sich anhand dieser Daten die antiprolife-
rative Therapie als guter Ansatz. Mehrere csDMARDs funktionieren tber diesen Weg: Lefluno-
mid inhibiert Dihydroorotatdehydrogenase, ein Enzym der Pyrimidinsynthese, und hemmt die
DNA-Replikation und damit die Zellproliferation (Fox et al. 1999; Breedveld und Dayer 2000;
Rozman 2002). Auf einen @hnlichen Mechanismus greift die Azathioprintherapie zuriick, indem
dieses Molekil nach Umwandlung in 6-Mercaptopurin die Synthese von Purin inhibiert (Ran-
ganathan 2008); Mycophenolat mofetil wirkt gleichermalRen Uber die Inhibition von losin Mo-
nophosphat Dehydrogenase und damit Uber die Unterbindung der Guaninsynthese (Allison
und Eugui 2000). Insgesamt ist die antiproliferative Therapie in der Rheumatologie bereits gut

etabliert und zeigt gute Evidenz fir ihre Effektivitat (Smolen et al. 2020).

5.2 Gesamtzelldichte und high-grade Synovialitis

In der Literatur zeigt sich, dass sich die Mechanismen einer hohen Gesamtzelldichte in der

entzindeten Synovialis bei RA in vier Kategorien einteilen lassen:

1. Entziindungszellinfiltration (Smolen et al. 2016): Die Synovialmembran wird von zahlrei-
chen Immunzellen wie T- und B-Lymphozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozy-
ten infiltriert. Durch das Freisetzen proinflammatorischer Zytokine sowohl durch diese Im-
munzellen als auch durch aktivierte Fibroblasten werden weitere Immunzellen rekrutiert
und die lokale Entziindung so verstarkt und aufrechterhalten.

2. Synoviale Fibroblastenproliferation (Buch et al. 2021): Unter dem Einfluss proinflammato-
rischer Zytokine werden ortstandige Synoviozyten aktiviert. Dies fiuhrt zum einen zu ver-
starkter Proliferation dieser Zellen und zum anderen zur vermehrten Sekretion von Zytoki-

nen, welche wiederum weitere Immunzellen aus dem Blut rekrutieren. Daneben werden
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Matrixmetalloproteinasen sezerniert, welche zur lokalen Gewebeschadigung beitragen.
Proinflammatorische Mediatoren wie VEGF werden ebenfalls sezerniert und stimulieren
die Angiogenese.

3. Angiogenese (Szekanecz und Koch 2007): Durch Mediatoren wie VEGF kommt es zur
vermehrten Neubildung von Blutgefafien. Neben der verbesserten Versorgung der orts-
standigen Entzindungszellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen unterstiitzt die Angiogenese
auch die Migration von Entziindungszellen in die Synovialis.

4. Gestorte Apoptose (Firestein 2003): Die Apoptose-Resistenz von Entziindungszellen und
synovialen Fibroblasten in der rheumatoiden Synovialis tragt zur Zellakkumulation und da-

mit zur hohen Gesamtzelldichte bei.

Wie schon bei Mehta et al. 2023 zeigt sich auch in dieser Studie die Gesamtzelldichte als gut
geeigneter Parameter zur Unterscheidung zwischen OA und RA. In unserem Fall fand sich
dieses Phadnomen allerdings nur bei Therapierefraktaritat der RA mit einem Median der Ge-
samtzelldichte bei low-grade Synovialitis von 1256,5 Zellen/HPF und bei therapierefraktarer
high-grade Synovialitis von 2097 Zellen/HPF (p = 0,011).

Die Mittelwerte der nicht-therapierefraktaren high-grade Synovialitis und der low-grade Syno-
vialitis zeigen zwar eine Tendenz zu hoherer Gesamtzelldichte bei high-grade Synovialitis
(1445,64 Zellen/HPF) im Vergleich zu low-grade Synovialitis (1313 Zellen/HPF), im Median
findet sich jedoch eine identische Gesamtzelldichte von 1256,5 Zellen/HPF und damit kein
statistisch signifikanter Unterschied (p = 1,0). Dies passt nicht zu der in anderen Studien fest-
gestellten Zuverlassigkeit der Gesamtzelldichte als Stratifizierungsmerkmal fur high- versus
low-grade Synovialitis (Slansky et al. 2010; Schmidt et al. 2019; Mehta et al. 2023). Als mdg-
licher Erklarungsansatz fur diese Diskrepanz kommt zum einen ein Sampling-Error infrage. Da
es sich bei den Veradnderungen in der Synovialis im Rahmen der chronischen Entzindung
nicht um einen monoklonalen Prozess handelt und das untersuchte Material von einer ausge-
pragten Gewebeheterogenitat gekennzeichnet ist, ist es denkbar, dass fur die Auswertung der
Gesamtzelldichte in den Féllen der nicht-therapierefraktaren Synovialitis flr das Erkrankungs-
geschehen nicht reprasentative Areale gewahlt wurden. Eine weitere Erklarungsmdoglichkeit
ist in der Auswahl der als Kontrollgewebe fungierenden OA-Falle zu finden. So ist bei Osteo-
arthritiden im Allgemeinen in der Regel eine mehr oder minder ausgepréagte Synovialishyper-
plasie sowie ein zum Teil ausgepréagtes Infiltrat mononuklearer Zellen vorhanden. Dies kann
unter Umstanden vom entziindlichen Infiltrat der RA kaum zu unterscheiden sein (Goldenberg
et al. 1982; Lindblad und Hedfors 1987; Revell et al. 1988). Insbesondere bei arthroseassozi-
ierten Detritussynovialitiden werden eine deutliche Zellvermehrung im Bereich der Synovialis,
oft mit Ausbildung einer typischen villdsen Hyperplasie, sowie subsynoviale und stromale In-
filtrate CD68-positiver Zellen, neutrophiler Granulozyten und mehrkerniger Riesenzellen be-

schrieben (Oehler et al. 2002). Mdglicherweise sind also die hier als Kontrollen verwendeten
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OA-Falle aufgrund der degenerativen Verdnderungen im Rahmen der Arthrose ebenso durch
eine erhdhte Gesamtzelldichte gepréagt, ohne dass dies notwendigerweise pathogeneserele-
vant ist. Die Nutzung einer hochauflédsenden Software fir die Evaluation dieses Parameters
koénnte ebenso ein beitragender Faktor sein. Um dies auszuschlieBen oder zu bestatigen ist
ein Vergleich mit entziindungsfreien Kontrollgeweben (z.B. aus Autopsien) notwendig. M6g-
licherweise handelt es sich auch bei einigen der in dieser Studie ausgewerteten low-grade
Synovialitisfallen um ausgebrannte high-grade Synovialitiden. In diesem Fall kénnte z.B. noch
eine erhohte Zelldichte nachweisbar sein, wahrend die Proliferation nicht mehr das Ausmaf
einer high-grade Synovialitis erreicht. Insbesondere die ausgebrannte RA weist sich durch
Reste der im aktiven Stadium bestehenden synovialen Hyperplasie, insbesondere von Typ B-
Synoviozyten und eine weiterhin im Vergleich zur OA erhohte Dichte verbliebener Entzin-
dungszellen aus (Benito et al. 2005; van de Sande und Baeten 2016; Mathiessen und Conag-
han 2017).

Wieso die Gesamtzelldichte nicht-therapierefraktarer high-grade Synovialitiden in dieser Stu-
die im Vergleich zu Osteoarthritiden nicht signifikant erhéht ist, bleibt letztlich unklar und muss
bei zukinftigen Untersuchungen zu diesem Thema durch weitere Analysen aufgeklart werden.
Was prinzipiell dennoch fir die pathogenetische Relevanz der Zelldichte spricht, ist die signi-

fikant erh6hte Gesamtzelldichte der therapierefraktaren high-grade Synovialitis.

5.3 Ki-67-Quantitat bei therapierefraktarer vs nicht-therapierefraktarer

high-grade Synovialitis

Entgegen der urspriinglichen Hypothese, dass eine erhdhte Proliferationsfraktion ein Parame-
ter fur die Therapierefraktaritat bei RA sein konnte, findet sich kein signifikanter Unterschied
in der Ki-67-Positivitdt zwischen therapierefraktarer (Median 17,77 %) und nicht-therapiere-
fraktarer RA (Median 17,02 %; p = 1,00). Bislang gibt es keine veroffentlichten Studien, die
diesen Aspekt der Therapierefraktaritat im Detail untersuchen. Zwar besteht ein eindeutiger
und mehrfach belegter Zusammenhang zwischen Krankheitsaktivitat und Proliferationsfraktion
der Synovialis (Pessler et al. 2008b; Schmidt et al. 2019), es ist aber auch bekannt, dass die
Gesamtzelldichte und Intimahyperplasie fur die Trennschérfe des SC eine gréf3ere Rolle spielt
als die Entzindungszellinfiltration (Pessler et al. 2008b; Slansky et al. 2010). Zudem gelingt
es anhand sowohl des SC als auch des IMSYC nicht in Korrelation mit klinischen Scores zwi-
schen maRiger und hoher Krankheitsaktivitat zu unterscheiden. Fur die Unterscheidung zwi-
schen therapierefraktarer und nicht-therapierefraktarer Synovialitis wurden die Scores sowie
spezifisch die Ki-67-Fraktion bislang nicht herangezogen. Es scheint anhand dieser Studie
nunmehr der Fall zu sein, dass eine erhéhte Proliferation kein Substrat der Therapierefrakta-
ritdt darstellt. Zur Bestatigung dieser Aussage sind jedoch weitere Untersuchungen erforder-

lich. Zum einen sollte eine groRRer angelegte Studie mit hoheren Fallzahlen durchgefihrt
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werden, um einen Sampling Error auszuschlie3en. Die eingeschlossenen Patientengruppen
sollten zudem in einer solchen Studie dezidierter nach der Art und Dauer ihrer Medikation
unterschieden werden, da die verwendeten antirheumatischen Medikamente verschiedene
Aspekte der Synovialitis und damit die Proliferation und Verteilung unterschiedlicher Zellgrup-
pen zum Ziel haben. Eine Einordnung weiterer Lasionen, die eine erhdhte Proliferationsfrak-
tion zur Folge haben kénnen, wie etwa assoziierte Arthrose und Detritussynovialitis (Firestein
und Mclnnes 2017), in die Atiologie der Therapierefraktaritat sollte in einer solchen Studie
ebenfalls erfolgen. Daneben sollte untersucht werden, ob andere Mechanismen auf molekula-
rer Basis fur die Therapierefraktaritat verantwortlich sind. Es ist denkbar, dass Ki-67 als Sur-
rogat-Parameter in dieser pathologischen Population nicht geeignet ist und ein anderes Mole-
kil besser als Biomarker fur die Therapierefraktaritat eingesetzt werden kann. Ein Beispiel
hierfur ware unter Umstanden CD68, ein ebenfalls bereits etablierter Biomarker der RA. Fur
die Unterscheidung zwischen RA und OA eignen sich Ki-67 und CD68 gleichermal3en (Area
under the Curve (AUC): Ki-67 = 0,91, CD68 = 0,94) (Pessler et al. 2008b). Auch korreliert
CD68, ebenso wie Ki-67, positiv mit dem histologischen Synovialitis-Score (r = 0,79 fur CD68,
r = 0,80 fir Ki-67) (Pessler et al. 2008b). Eine Untersuchung, inwiefern CD68 sich bei Thera-
pierefraktaritat von der nicht-therapierefraktdren RA unterscheidet, kdnnte somit neue Er-

kenntnisse bringen.

Insgesamt ist die antiproliferative Therapie in der Rheumatologie bereits gut etabliert und zeigt
gute Evidenz fur ihre Effektivitdt (Smolen et al. 2020). Die therapierefraktdre RA definiert sich
jedoch unter anderem Uber das Therapieversagen von csDMARDs. Dazu passen die in dieser
Arbeit erhobenen Ergebnisse der Ki-67-Positivitat von therapierefraktarer vs nicht-therapiere-
fraktarer RA: In beiden Féllen ist diese im Vergleich zu OA signifikant erhéht (p < 0,001), wéh-
rend eine immunhistochemische Unterscheidung zwischen Therapierefraktaritat und nicht-

Therapierefraktaritat anhand von Ki-67 nicht mdglich war (p = 1,0).

Es wurde allerdings lediglich eine Analyse der Proliferation insgesamt, ohne die Unterschei-
dung und Kilassifikation proliferierender Subpopulationen, durchgefiihrt. Moéglicherweise
proliferiert bei der therapierefraktaren RA eine andere Subpopulation von entweder lokalen
oder auch eingewanderten Zellen als im Falle der nicht-Therapierefraktaritat. Die Identifikation
einer solchen, ggf. pathogeneserelevanten, Subpopulation wére ein weiterer Forschungsan-

satz fur das Verstandnis der Therapierefraktaritat der rheumatoiden Arthritis.

5.4 Gesamtzelldichte bei therapierefraktarer vs nicht-therapierefraktarer

high-grade Synovialitis

Ein signifikanter Unterschied der Gesamtzelldichte besteht zwischen therapierefraktarer und

nicht-therapierefraktarer high-grade Synovialitis mit einem p-Wert von 0,025. Eine solche
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Unterscheidung der high-grade Synovialitis in therapierefraktar und nicht-therapierefraktar
wurde in den bisher veréffentlichten Studien, die auf die Gesamtzelldichte der Synovialitis ein-
gehen (Krenn et al. 1996; Krenn et al. 2006; Mehta et al. 2023), nicht unternommen. Eine
maogliche Erklarung fur die Diskrepanz zu diesen Arbeiten, in denen die hohe Gesamtzelldichte
als zuverlassiger Parameter fur die Unterscheidung zwischen low- und high-grade Synovialitis
herangezogen wurde, ware also ein nicht erkannter bzw. nicht differenzierter Anteil therapie-
refraktarer Synovialitiden an den dort untersuchten Fallen von high-grade Synovialitis. Zudem
ist die Gesamtzelldichte flr die Festlegung des SC (Krenn et al. 2006) nur ein Parameter von
insgesamt drei, wenn auch fir die Trennscharfe des Scores von hoher Relevanz (Slansky et
al. 2010).

Nach unseren Ergebnissen kommt die Gesamtzelldichte fiir die Stratifizierung von high-grade
Synovialitiden nach Therapierefraktéritat und nicht-Therapierefraktéritat in Frage. Insbeson-
dere ware dieser Parameter auch fur die Anwendung von Kl pradestiniert, wie von Mehta et
al. 2023 bereits zur Unterscheidung von OA und RA untersucht, welche mit der Analyse von
Whole Slide Images auch das Risiko eines Sampling Errors minimieren kdnnte. Die Kl-unter-
stltzte Analyse mit Festlegung auszuwertender Areale durch den Pathologen, wie in dieser
Studie mit der MindPeak Ki-67 Rol-Software durch Worst Area-Grading durchgefihrt, ist aber
ebenfalls bereits vielversprechend. Die hohen Zahlenwerte bei Analyse der Gesamtzelldichte
als diagnostisch relevanter Parameter zur histopathologischen Identifikation einer therapiere-
fraktaren Synovialitis legen den Nutzen einer Kl-basierten Auswertung nahe. Der Grund hierfur
ist, dass eine rein visuelle Auszahlung oder auch Abschatzung derartig hoher Zahlen durch
den Pathologen sowohl einen hohen Zeitaufwand bedeuten als auch eine relevante Fehler-

guote aufweisen wiirde.

Trotz signifikant erhohter Gesamtzelldichte in der therapierefraktdren RA wurde keine erhdhte
Proliferationsfraktion erfasst. Dies lasst darauf schliel3en, dass die Zelldichte in diesen Fallen
nicht auf der Basis erhdhter Proliferation lokaler Zellpopulationen, sondern auf Basis der Rek-
rutierung im Blut zirkulierender Zellen entsteht. Uberlegungen, dass z.B. im Blut zirkulierende
aktivierte Typ-B-Synoviozyten ursachlich fir das polyarthritische Verteilungsmuster der RA
sind, wurden bereits durch Lefévre et al. 2009 angestellt. Daneben ist die Rolle aus dem Blut
rekrutierter Leukozyten bei der Aufrechterhaltung der lokalen Entziindungsreaktion in der RA
bereits vielfach untersucht und bestétigt (Firestein et al. 1990). Fur die Therapierefraktaritat
verantwortliche Zellpopulationen missen also nicht zwangslaufig vor Ort proliferieren, sondern

werden unter Umstanden hauptsachlich aus dem Blut rekrutiert.

Fur die Etablierung neuer therapeutischer Ansétze ist das Auftreten einer signifikant héheren
Gesamtzelldichte bei Therapierefraktéaritat ein interessantes Ergebnis. Unter den bereits etab-

lierten und vielfach angewendeten Antirheumatika gibt es mehrere, die gegen die Erhéhung
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der Gesamtzelldichte gerichtet sind. Unter den csDMARD:s ist als Beispiel daftir MTX zu er-
wahnen. Das Erstlinien-Basistherapeutikum als Folsdureantagonist inhibiert in hohen Dosen,
wie sie in der Onkologie angewendet werden, Dihydrofolat-Reduktase, was zur Proliferations-
hemmung Uber die Hemmung von Purin und Pyrimidin und damit der DNA-Synthese flhrt
(Schornagel und McVie 1983; Cronstein und Aune 2020). Dagegen wird das Medikament in
der Erhaltungstherapie bei RA nur in niedrigen Dosen angewendet, wobei sich seine anti-
proliferative Wirkung nicht entfalten kann. Es wirkt in diesem Zusammenhang tber die Modu-
lation der Immunantwort und antiinflammatorisch und damit der Erhéhung der Gesamtzell-

dichte entgegen (Friedman und Cronstein 2019).

Zu den bDMARDSs z&hlen unter anderem TNF-a-Inhibitoren wie Adalimumab, Etanercept und
Infliximab. Auch diese wirken letztendlich Uber die Reduktion der Entziindungsaktivitat, was
wiederum mit einer Reduktion der Gesamtzelldichte einhergeht (Smolen et al. 2007). Uber die
Blockade eines weiteren pro-inflammatorischen Zytokins, das u.a. von Typ B-Synoviozyten
sezernierte IL-6 (Bartok und Firestein 2010), welches neben der Regulation der Entziindungs-
reaktion eine Rolle bei der Proliferationssteigerung von Synoviozyten spielt, wirkt z.B. das
bDMARD Tocilizumab (Smolen et al. 2008). Abatacept ist ein Beispiel fir die Interaktion mit
dem zellularen Immunsystem, indem es die Aktivierung von T-Lymphozyten hemmt und damit
direkt und indirekt eine Reduktion der Gesamtzelldichte zur Folge hat (Kremer et al. 2006). IL-
1 ist ebenfalls ein in der RA hochrelevantes Zytokin. Neben der Rekrutierung und Aktivierung
verschiedener, an der lokalen Entziindungsreaktion beteiligter Zelltypen, insbesondere Mak-
rophagen und Synoviozyten (Firestein et al. 1990), férdert dieses Zytokin die Produktion von
Matrixmetalloproteinasen durch synoviale Fibroblasten und damit die Destruktion der extrazel-
lularen Matrix und des subsynovialen Knorpels und Knochens (Bartok und Firestein 2010).
Der IL-1-Rezeptor-Antagonist Anakinra blockiert dieses Zytokin und tragt damit zur Reduktion
der Gesamtzelldichte in der Synovialis bei RA bei (Cohen et al. 2002). Schlief3lich existiert
noch die Gruppe der tsDMARDs, u.a. der JAK-Inhibitor Tofacitinib. Die Januskinase ist Be-
standteil mehrerer Zytokin-basierter Signalkaskaden, welche beispielsweise Uber die Rekru-
tierung und Aktivierung von T-Lymphozyten zur erhéhten Gesamtzelldichte beitragen (Gao et
al. 2016; Fleischmann et al. 2017).

Ein Versagen von mindestens zwei bDMARDs oder tsDMARDs mit unterschiedlichen Wirk-
mechanismen nach dem Versagen einer csDMARD-Therapie ist ein notwendiges Kriterium fur
die Diagnose einer therapierefraktaren RA (Tan und Buch 2022). Wie schon bei der Prolifera-
tion stellt sich auch in diesem Fall die Frage, ob die Analyse der beteiligten zellularen Subpo-
pulationen in der therapierefraktdren RA moglicherweise ein anderes Profil ergébe als bei der
nicht-therapierefraktaren RA. Dies konnte ein Erklarungsansatz fir das in dieser Studie erho-
bene Ergebnis einer signifikant hoheren Gesamtzelldichte bei therapierefraktarer RA unter be-

reits gegen diese Zelldichte gerichteter Medikation sein. In diesem Fall kdénnte unter
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Umstanden ein praziseres Therapieziel ausgemacht und eine Medikation etabliert werden, die
auf der Reduktion der Gesamtzelldichte durch targeting einer oder einiger zellularer Subpopu-
lationen in der rheumatoiden Synovialis basiert. Ein besonderes Augenmerk sollte dabei ggf.

auf die aus dem Blut rekrutierten Immun- und aktivierten Stromazellen gerichtet werden.

Zu den Medikamentenklassen, die durch unterschiedliche Wirkmechanismen (antiproliferativ,
antiinflammatorisch und/oder antifibrotisch) zu einer Reduktion der Gesamtzelldichte in ent-
ziindeten Geweben beitragen, gehdren neben den Nichtsteroidalen Antirheumatika, Korti-
kosteroiden und DMARDs (Smolen et al. 2016) auch antifibrotische Medikamente wie Pirfe-
nidon oder Nintedanib (Barnes 2006; King et al. 2014; Richeldi et al. 2014). Diese antifibroti-
schen Medikamente wirken Uber eine Hemmung der Aktivierung von Fibroblasten und der
Kollagenproduktion (King et al. 2014; Richeldi et al. 2014). In dieser Studie wurde keine signi-
fikante Erhdhung der Proliferationsfraktion innerhalb der Synovialis bei Therapierefraktaritat
beobachtet, gleichzeitig aber eine signifikant erhdhte Gesamtzelldichte festgestellt. Der
Schluss liegt also nahe, dass diese dichte Zellpopulation sich nicht aus vor Ort in der Synovia
proliferierenden Zellen, sondern vielmehr aus im Blut zirkulierenden und im Rahmen der Ent-
zuindung rekrutierten Zellen zusammensetzt. Das Versagen von mindestens zwei bDMARDs
oder tsDMARDs mit unterschiedlichen Wirkmechanismen nach dem Versagen einer csD-
MARD-Therapie (Tan und Buch 2022) deutet darauf hin, dass andere Zielmechanismen flr
die Therapie ausgewahlt werden missen. Eine Hemmung der Aktivierung von Fibroblasten
Uber andere Wirkmechanismen als die bereits erfolglos antherapierten kdnnte hier ein guter

Ansatz sein.

5.5 Work Load-Reduktion durch Anwendung einer Kl

In dieser Studie wurde keine dezidierte Evaluation der Interobservervariabilitat vorgenommen.
Es wurde aber exemplarisch anhand von je fiinf low-grade und funf high-grade Synovialitiden
die Geschwindigkeit der Auswertung von Kl-gesttitzter Analyse im Vergleich zur Auszahlung
durch einen erfahrenen Pathologen erfasst. Bei der low-grade Synovialitis ergab sich im Mittel
eine kleine, bei n = 5 nicht signifikante (p = 0,079), Zeitersparnis von 3,4 s. Bei high-grade
Synovialitiden hingegen konnte eine bereits bei dieser kleinen Fallzahl signifikante (p = 0,001)
Zeitersparnis von im Mittel 75,2 s festgestellt werden. Insbesondere in diagnostischen Einhei-
ten mit einem hohen taglichen Aufkommen von Synovialitis-Diagnosen kann davon ausgegan-
gen werden, dass eine Zeitersparnis von etwa 1,25 min pro Fall einen erheblichen Einfluss auf
die Reduktion des Work Load hat. Es ist jedoch zu beachten, dass im Rahmen der exempla-
rischen Erfassung in dieser Studie zwei fir die Kl-basierte Analyse notwendige Arbeitsschritte
in die Zeiterfassung nicht mit einbezogen wurden: Der ausgewahlte Bildausschnitt musste zu-
nachst digitalisiert und anschlie3end fur die KI markiert werden. Dies erforderte einen zusétz-

lichen, wenn auch geringen, Zeitaufwand. Die visuelle, mdandernde Auszahlung erfolgte an
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demselben, bereits digitalisierten Bildausschnitt. Dies erleichterte und beschleunigte auf zwei
Wegen die Auszahlung: Der digitalisierte Bildausschnitt war einfacher zu beurteilen als der
Schnitt unter dem Lichtmikroskop und weniger anfallig fir versehentliche Verschiebungen. Au-
Rerdem wurde die von der Kl vorgenommene Punktung der Zellen beibehalten, was die visu-

elle Identifikation von Zellen ebenfalls vereinfachte

Dass ein hohes Potenzial fur eine Work Load-Reduktion in Form erheblicher Zeitersparnis bei
der Diagnostik von Synovialitiden besteht, basiert insbesondere auf der hohen Quantitat
proliferierender Zellen und der hohen Gesamtzelldichte von high-grade Synovialitiden. Am Bei-
spiel des Mammakarzinoms wurde bereits belegt, dass Kl-gestutzte Analyseverfahren in deut-
lich htherer Geschwindigkeit und mit optimierter Intra- und Interobservervariabilitat die Quan-
titat Ki-67-positiver Zellen erfassen (Stalhammar et al. 2016; Dessauvagie et al. 2019; Wang
et al. 2019). Unsere Studie legt anhand der exemplarischen Messung nahe, dass diese Er-
kenntnis auch auf die Analyse von high-grade Synovialitiden tbertragbar ist. Wie Mehta et al.
2023 bereits feststellten, ist die Kl-basierte Analyse besonders fiir zelldichte Gewebe von Vor-
teil. Dies konnte sich nicht nur fur high-grade Synovialitiden im Allgemeinen, sondern nach den
Ergebnissen unserer Studie fur die therapierefraktdre RA im Besonderen im diagnostischen

Alltag erheblich positiv auswirken.

6 Zusammenfassung

Als wesentlicher und signifikanter Unterschied zwischen therapierefraktarer und nicht-thera-
pierefraktarer Synovialitis wurde in dieser Studie nicht die Proliferation, welche in beiden Fallen
deutlich erhoht ist, sondern die deutlich hdhere Gesamtzelldichte der therapierefraktaren RA
identifiziert.

Bezogen auf die histopathologische Diagnostik lasst sich aus dieser Studie, konkordant mit
anderen Untersuchungen zur therapierefraktaren RA, folgender Schluss ziehen: Die Gesamt-
zelldichte ist ein gutes diagnostisches Kriterium zur Differenzierung zwischen therapierefrak-
tarer und nicht-therapierefraktarer RA. Die Ki-67-Positivitat als Marker der Proliferationsfrak-
tion wird zwar bestétigt als guter Biomarker fur die Differenzierung zwischen low-grade und
high-grade Synovialitis, kann jedoch unter den in dieser Studie herrschenden Bedingungen
nicht im gleichen Mal3e fiir die Klassifikation einer Therapierefraktaritat herangezogen werden.
Ggf. muss zu diesem Zweck eine Stratifizierung der proliferierenden Zellpopulationen erfolgen.
Ein interessanter Forschungsansatz ware die Frage, ob die zellularen Subpopulationen bei
Therapierefraktaritat sich von der nicht-therapierefraktaren RA unterscheiden. Anschlie3end
ware die Frage zu klaren, ob innerhalb einer oder mehrerer dieser Subpopulationen eine sig-

nifikant hohere Proliferationsrate besteht.
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6.1 Ki-67-Quantitat

Dass bei high-grade Synovialitis, unabhéngig von der Klassifikation als therapierefraktar oder
nicht-therapierefraktar, eine hohe Proliferationsfraktion (Median 17,77 % bzw.19,93 %) vor-
liegt, ist nicht Uberraschend und ist bereits in der Etablierung von Ki-67 als Biomarker zur
Stratifizierung der Synovialitis (Pessler et al. 2008b) belegt und als diagnostisches Kriterium
Bestandteil des IMSYC (Najm et al. 2019). Passend zu diesen Untersuchungen prasentiert
sich auch in dieser Studie die low-grade Synovialitis, reprasentiert durch OA, mit niedriger
Proliferationsfraktion (Median 3,38 %).

Die urspringliche Hypothese dieser Arbeit lautete, dass die therapierefraktare RA immunhis-
tochemisch durch eine hohere Ki-67-Positivitat als Substrat fur die Proliferationsfraktion von
der nicht-therapierefraktdren RA zu unterscheiden sein kénnte. Dies konnte nicht bestatigt
werden. In dieser Studie zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied der Ki-67-Positivi-

tat zwischen therapierefraktéarer und nicht-therapierefraktarer RA (p = 1,00).

6.2 Gesamtzelldichte

Hingegen weist die therapierefraktare im Vergleich zur nicht-therapierefraktaren high-grade
Synovialitis eine signifikant héhere Gesamtzelldichte auf (Median 2097 Zellen/HPF vs 1256,5
Zellen/HPF, p = 0,025), wahrend ein Unterschied zwischen nicht-therapierefraktarer high-
grade und low-grade Synovialitis hier nicht nachweisbar war (Median je 1256,5 Zellen/HPF, p
= 1,0). Bei vergleichbarer Proliferationsfraktion der beiden RA-Gruppen stellt sich also die

Frage, welche Zellpopulationen die vermehrte Gesamtzelldichte ausmachen.

In den bisher durchgefiihrten Studien zur Pathogenese der Synovialitis bei RA wurde keine
dezidierte Unterscheidung zwischen therapierefraktarer und nicht-therapierefraktarer RA vor-
genommen. Da die ,echte” therapierefraktare RA nur einen sehr kleinen Anteil von wahr-
scheinlich deutlich unter 5 % der gesamten RA-Population ausmacht (Buch et al. 2021), kon-
nen die Ergebnisse dieser vorangegangenen Studien Uberwiegend auf die nicht-therapiere-
fraktdren Synovialitiden extrapoliert werden. Die Therapierefraktéaritéat kann also durchaus
durch eine deutlich verschobene Relation zwischen den Ublicherweise proliferierenden, aus
dem Blut einwandernden und durch andere Mechanismen zur Entziindung beitragenden Zell-
gruppen verursacht sein. Da beide untersuchten Gruppen (therapierefraktare und nicht-thera-
pierefraktare RA) sich nicht signifikant in der Proliferationsfraktion unterscheiden, ist ggf. die

genaue Analyse aus dem Blut rekrutierter Zellen zielfiUhrend fur weitere Studien.

Bezlglich einer optimierten Therapie der therapierefraktaren Synovialitis bei RA indiziert die
vorliegende Studie, dass die Reduktion der Gesamitzelldichte das wesentliche Therapieziel

sein konnte. Eine genaue Evaluation spezifisch auf die Reduktion der Zelldichte abzielender
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Medikamente stellt also unter Umstanden einen Ldsungsansatz fur die Therapierefraktaritat
dar. Zu diesem Zweck kdnnte es zudem erforderlich sein, die genauen Subpopulationen der
fur die hohe Zelldichte verantwortlichen Zellen zu identifizieren und im Hinblick darauf zu ana-
lysieren, ob diese sich von den Populationen bei der nicht-therapierefraktaren RA unterschei-

den.

6.3 Bedeutung der Kl und Reduktion des Work Load

Aufgrund der hohen Quantitat proliferierender Zellen und insbesondere der bei Therapiere-
fraktaritat zum Teil sehr hohen Gesamtzelldichte und der méglichen therapeutischen Bedeut-
samkeit einer differenzierten Analyse dieser Zellpopulationen kann ein Kl-basiertes Quantifi-
zierungssystem einen entscheidenden Beitrag zur Bewadltigung des diagnostischen Alltags
leisten. Eine stichprobenartige Analyse der durch Kl-Unterstlitzung erreichbaren Zeitersparnis
ergab, dass die Auswertung von high-grade Synovialitiden mithilfe der KI im Median um 75,2

s schneller war als die Auszéhlung desselben Areals durch einen erfahrenen Pathologen.

Es wirde durch Kl-Unterstiitzung also erméglicht werden, sowohl die Proliferationsfraktion als
auch die Gesamtzelldichte (besonders kritisch im Hinblick auf den Work Load bei besonders
hoher Anzahl zu analysierender Zellen) zeitnah und zuverlassig zu bestimmen. Damit kdnnte
die Rationale einer differenzierten antiproliferativen oder spezifisch gegen die Gesamtzell-

dichte gerichteten Therapie untermauert werden.

81



Literaturverzeichnis

7 Literaturverzeichnis

Abele, Niklas; Tiemann, Katharina; Krech, Till; Wellmann, Axel; Schaaf, Christian; Langer, Florian et al.
(2023): Noninferiority of Artificial Intelligence-Assisted Analysis of Ki-67 and Estrogen/Progesterone
Receptor in Breast Cancer Routine Diagnostics. In: Modern pathology : an official journal of the
United States and Canadian Academy of Pathology, Inc 36 (3), S. 100033. DOI: 10.1016/j.mod-
pat.2022.100033.

Acs, Baldzs; Zdmbo, Veronika; Vizkeleti, Laura; Szasz, A. Marcell; Madaras, Lilla; Szentmdrtoni,
Gyongyvér et al. (2017): Ki-67 as a controversial predictive and prognostic marker in breast cancer pa-
tients treated with neoadjuvant chemotherapy. In: Diagnostic pathology 12 (1), S. 20. DOI:
10.1186/s13000-017-0608-5.

Ahmad, Zubair; Rahim, Shabina; Zubair, Maha; Abdul-Ghafar, Jamshid (2021): Artificial intelligence
(Al) in medicine, current applications and future role with special emphasis on its potential and prom-
ise in pathology: present and future impact, obstacles including costs and acceptance among
pathologists, practical and philosophical considerations. A comprehensive review. In: Diagnostic pa-
thology 16. DOI: 10.1186/s13000-021-01085-4.

Alamanos, Yannis; Drosos, Alexandros A. (2005): Epidemiology of adult rheumatoid arthritis. In: Auto-
immunity reviews 4 (3), S. 130-136. DOI: 10.1016/j.autrev.2004.09.002.

Aletaha, Daniel; Neogi, Tuhina; Silman, Alan J.; Funovits, Julia; Felson, David T.; Bingham, Clifton O. et
al. (2010): 2010 Rheumatoid arthritis classification criteria: an American College of Rheumatology/Eu-
ropean League Against Rheumatism collaborative initiative. In: Arthritis and rheumatism 62 (9), S.
2569-2581. DOI: 10.1002/art.27584.

Allison, A. C.; Eugui, E. M. (2000): Mycophenolate mofetil and its mechanisms of action. In: Im-
munopharmacology 47 (2-3), S. 85-118. DOI: 10.1016/s0162-3109(00)00188-0.

Alzubaidi, Laith; Zhang, Jinglan; Humaidi, Amjad J.; Al-Dujaili, Ayad; Duan, Ye; Al-Shamma, Omran et
al. (2021): Review of deep learning: concepts, CNN architectures, challenges, applications, future di-
rections. In: Journal of big data 8 (1), S. 53. DOI: 10.1186/s40537-021-00444-8.

Ambarus, Carmen A.; Noordenbos, Troy; Hair, Maria J. H. de; Tak, Paul P.; Baeten, Dominique L. P.
(2012): Intimal lining layer macrophages but not synovial sublining macrophages display an IL-10 po-
larized-like phenotype in chronic synovitis. In: Arthritis research & therapy 14 (2), R74. DOI:
10.1186/ar3796.

Athanasou, N. A.; Quinn, J. (1991): Immunocytochemical analysis of human synovial lining cells: phe-
notypic relation to other marrow derived cells. In: Annals of the rheumatic diseases 50 (5), S. 311—
315. DOI: 10.1136/ard.50.5.311.

Baeten, D.; Houbiers, J.; Kruithof, E.; Vandooren, B.; van den Bosch, F.; Boots, A. M. et al. (2006): Syn-
ovial inflammation does not change in the absence of effective treatment: implications for the use of
synovial histopathology as biomarker in early phase clinical trials in rheumatoid arthritis. In: Annals of
the rheumatic diseases 65 (8), S. 990-997. DOI: 10.1136/ard.2005.047852.

Bang, Seongsik; Kim, Yeseul; Jang, Kiseok; Paik, Seung Sam; Shin, Su-Jin (2019): Clinicopathologic fea-
tures of rheumatoid nodules: a retrospective analysis. In: Clin Rheumatol 38 (11), S. 3041-3048. DOI:
10.1007/s10067-019-04668-1.

Barnes, Peter J. (2006): How corticosteroids control inflammation: Quintiles Prize Lecture 2005. In:
British journal of pharmacology 148 (3), S. 245-254. DOI: 10.1038/sj.bjp.0706736.

82



Literaturverzeichnis

Bartok, Beatrix; Firestein, Gary S. (2010): Fibroblast-like synoviocytes: key effector cells in rheumatoid
arthritis. In: Immunological reviews 233 (1), S. 233-255. DOI: 10.1111/j.0105-2896.2009.00859.x.

Bause, L. (2018): Komplikationen in der orthopaddischen Rheumatologie — Besonderheiten operativer
Verfahren. In: Der Orthopade 47 (11), S. 949-957. DOI: 10.1007/s00132-018-3648-y.

Béceéde, Manuel; Alasti, Farideh; Gessl, Irina; Haupt, Lukas; Kerschbaumer, Andreas; Landesmann, U-
riel et al. (2019): Risk profiling for a refractory course of rheumatoid arthritis. In: Seminars in arthritis
and rheumatism 49 (2), S. 211-217. DOI: 10.1016/j.semarthrit.2019.02.004.

Beil, Frank Timo (2022): Welche Indikation sehe ich fiir eine Synovialektomie? In: Zeitschrift fur Rheu-
matologie 81 (3), S. 236-239. DOI: 10.1007/s00393-021-01113-0.

Benito, M. J.; Veale, D. J.; FitzGerald, O.; van den Berg, W. B.; Bresnihan, B. (2005): Synovial tissue in-
flammation in early and late osteoarthritis. In: Annals of the rheumatic diseases 64 (9), S. 1263-1267.
DOI: 10.1136/ard.2004.025270.

Bernhard G. (1985): Extra-articular rheumatoid arthritis: Clinical features and treatment overview.
Philadelphia: JB Lippincott Co.

Biomarkers and surrogate endpoints: preferred definitions and conceptual framework (2001). In: Clin-
ical pharmacology and therapeutics 69 (3), S. 89-95.

BioMed Central. (2020): ISRCTN Registry. Online verfiigbar unter http://isrctn.org/>.

Bland, J. M.; Altman, D. G. (1995): Multiple significance tests: the Bonferroni method. In: BMJ (Clinical
research ed.) 310 (6973), S. 170. DOI: 10.1136/bm;j.310.6973.170.

Bocker, W.; Denk, Helmut; Heitz, Philipp U.; Hofler, Gerald; Kreipe, Hans H.; Moch, Holger (Hg.)
(2012): Pathologie. Mit rund 150 Tabellen ; [Plus im Web, mediscript. 5., vollstandig (iberarbeitete
Auflage. Miinchen: Elsevier Urban & Fischer.

Booth, Daniel G.; Beckett, Alison J.; Molina, Oscar; Samejima, Itaru; Masumoto, Hiroshi; Kouprina, Na-
talay et al. (2016): 3D-CLEM Reveals that a Major Portion of Mitotic Chromosomes Is Not Chromatin.
In: Molecular cell 64 (4), S. 790-802. DOI: 10.1016/j.molcel.2016.10.009.

Booth, Daniel G.; Earnshaw, William C. (2017): Ki-67 and the Chromosome Periphery Compartment in
Mitosis. In: Trends in cell biology 27 (12), S. 906—916. DOI: 10.1016/j.tch.2017.08.001.

Booth, Daniel G.; Takagi, Masatoshi; Sanchez-Pulido, Luis; Petfalski, Elizabeth; Vargiu, Giulia;
Samejima, Kumiko et al. (2014): Ki-67 is a PP1-interacting protein that organises the mitotic chromo-
some periphery. In: eLife 3, e01641. DOI: 10.7554/elife.01641.

Bowman, Steven; Awad, Mohamed E.; Hamrick, Mark W.; Hunter, Monte; Fulzele, Sadanand (2018):
Recent advances in hyaluronic acid based therapy for osteoarthritis. In: Clinical and translational
medicine 7 (1), S. 6. DOI: 10.1186/s40169-017-0180-3.

Breedveld, F. C.; Dayer, J. M. (2000): Leflunomide: mode of action in the treatment of rheumatoid ar-
thritis. In: Annals of the rheumatic diseases 59 (11), S. 841-849. DOI: 10.1136/ard.59.11.841.

Buch, Maya H. (2018): Defining refractory rheumatoid arthritis. In: Annals of the rheumatic diseases
77 (7), S. 966—969. DOI: 10.1136/annrheumdis-2017-212862.

Buch, Maya H.; Eyre, Stephen; McGonagle, Dennis (2021): Persistent inflammatory and non-inflam-
matory mechanisms in refractory rheumatoid arthritis. In: Nature reviews. Rheumatology 17 (1), S.
17-33. DOI: 10.1038/s41584-020-00541-7.

Buckley, Christopher D. (2011): Why does chronic inflammation persist: An unexpected role for fibro-
blasts. In: Immunology letters 138 (1), S. 12-14. DOI: 10.1016/j.imlet.2011.02.010.

83



Literaturverzeichnis

Burgers, L. E.; Siljehult, F.; Brinck, R. M. ten; van Steenbergen, H. W.; Landewé, R. B.; Rantapaa-
Dahlqvist, S.; van der Mil, A. Helm-vanH (2017): OP0073 Performance of the eular definition of ar-
thralgia suspicious for progression to rheumatoid arthritis — a longitudinal study. In: Annals of the
rheumatic diseases 76 (Suppl 2), 82.1-82. DOI: 10.1136/annrheumdis-2017-eular.3109.

Burke, Harry B. (2016): Predicting Clinical Outcomes Using Molecular Biomarkers. In: Biomarkers in
cancer 8, S. 89-99. DOI: 10.4137/BIC.S33380.

Cai, Lijing; Yan, Kezhou; Bu, Hong; Yue, Meng; Dong, Pei; Wang, Xinran et al. (2021): Improving Ki67
assessment concordance by the use of an artificial intelligence-empowered microscope: a multi-insti-
tutional ring study. In: Histopathology 79 (4), S. 544-555. DOI: 10.1111/his.14383.

Campanella, Gabriele; Hanna, Matthew G.; Geneslaw, Luke; Miraflor, Allen; Silva, Vitor Werneck
Krauss; Busam, Klaus J. et al. (2019): Clinical-grade computational pathology using weakly supervised
deep learning on whole slide images. In: Nature medicine 25 (8), S. 1301-1309. DOI: 10.1038/s41591-
019-0508-1.

Carlomagno, Nicola; Incollingo, Paola; Tammaro, Vincenzo; Peluso, Gaia; Rupealta, Niccolo; Chiacchio,
Gaetano et al. (2017): Diagnostic, Predictive, Prognostic, and Therapeutic Molecular Biomarkers in
Third Millennium: A Breakthrough in Gastric Cancer. In: BioMed research international 2017, S.
7869802. DOI: 10.1155/2017/7869802.

Carubbi, Francesco; Alunno, Alessia; Cipriani, Paola; Bistoni, Onelia; Scipioni, Rosa; Liakouli, Valiki et
al. (2019): Laboratory Assessment of Patients with Suspected Rheumatic Musculoskeletal Diseases:
Challenges and Pitfalls. In: Current rheumatology reviews 15 (1), S. 27-43. DOI:
10.2174/1573397114666180320113603.

Ceponis, A.; Konttinen, Y. T.; Imai, S.; Tamulaitiene, M.; Li, T. F.; Xu, J. W. et al. (1998): Synovial lining,
endothelial and inflammatory mononuclear cell proliferation in synovial membranes in psoriatic and
reactive arthritis: a comparative quantitative morphometric study. In: British journal of rheumatology
37 (2),S.170-178. DOI: 10.1093/rheumatology/37.2.170.

Chang, Pi-Yueh; Yang, Cheng-Tao; Cheng, Ching-Hui; Yu, Kuang-Hui (2016): Diagnostic performance of
anti-cyclic citrullinated peptide and rheumatoid factor in patients with rheumatoid arthritis. In: Inter-
national journal of rheumatic diseases 19 (9), S. 880—886. DOI: 10.1111/1756-185X.12552.

Cheutin, Thierry; O'Donohue, Marie-Francoise; Beorchia, Adrien; Klein, Christophe; Kaplan, Hervé;
Ploton, Dominique (2003): Three-dimensional organization of pKi-67: a comparative fluorescence and
electron tomography study using FluoroNanogold. In: The journal of histochemistry and cytochemistry
: official journal of the Histochemistry Society 51 (11), S. 1411-1423. DOI:
10.1177/002215540305101102.

Chierico, Luca; Rizzello, Loris; Guan, Lijuan; Joseph, Adrian Steve; Lewis, Andrew; Battaglia, Giuseppe
(2017): The role of the two splice variants and extranuclear pathway on Ki-67 regulation in non-can-
cer and cancer cells. In: PloS one 12 (2), e0171815. DOI: 10.1371/journal.pone.0171815.

Choy, E. H. S.; Smith, C.; Doré, C. J.; Scott, D. L. (2005): A meta-analysis of the efficacy and toxicity of
combining disease-modifying anti-rheumatic drugs in rheumatoid arthritis based on patient with-
drawal. In: Rheumatology (Oxford, England) 44 (11), S. 1414-1421. DOI: 10.1093/rheumatol-
ogy/kei031.

Cohen, Jacob (1960): A Coefficient of Agreement for Nominal Scales. In: Educational and Psychologi-
cal Measurement 20 (1), S. 37-46. DOI: 10.1177/001316446002000104.

Cohen, Stanley; Hurd, Eric; Cush, John; Schiff, Michael; Weinblatt, Michael E.; Moreland, Larry W. et
al. (2002): Treatment of rheumatoid arthritis with anakinra, a recombinant human interleukin-1

84



Literaturverzeichnis

receptor antagonist, in combination with methotrexate: results of a twenty-four-week, multicenter,
randomized, double-blind, placebo-controlled trial. In: Arthritis and rheumatism 46 (3), S. 614—624.
DOI: 10.1002/art.10141.

Combs, Susan E.; Han, Gang; Mani, Nikita; Beruti, Susan; Nerenberg, Michael; Rimm, David L. (2016):
Loss of antigenicity with tissue age in breast cancer. In: Laboratory investigation; a journal of technical
methods and pathology 96 (3), S. 264-269. DOI: 10.1038/labinvest.2015.138.

Costenbader, Karen H.; Feskanich, Diane; Mandl, Lisa A.; Karlson, Elizabeth W. (2006): Smoking inten-
sity, duration, and cessation, and the risk of rheumatoid arthritis in women. In: The American Journal
of Medicine 119 (6), 503.e1-9. DOI: 10.1016/j.amjmed.2005.09.053.

Coudray, Nicolas; Ocampo, Paolo Santiago; Sakellaropoulos, Theodore; Narula, Navneet; Snuderl,
Matija; Fenyo, David et al. (2018): Classification and Mutation Prediction from Non-Small Cell Lung
Cancer Histopathology Images using Deep Learning. In: Nature medicine 24 (10), S. 1559-1567. DOI:
10.1038/s41591-018-0177-5.

Criswell, Lindsey A.; Merlino, Linda A.; Cerhan, James R.; Mikuls, Ted R.; Mudano, Amy S.; Burma,
Molly et al. (2002): Cigarette smoking and the risk of rheumatoid arthritis among postmenopausal
women: results from the lowa Women's Health Study. In: The American Journal of Medicine 112 (6),
S. 465-471. DOI: 10.1016/50002-9343(02)01051-3.

Cronstein, Bruce N.; Aune, Thomas M. (2020): Methotrexate and its mechanisms of action in inflam-
matory arthritis. In: Nature reviews. Rheumatology 16 (3), S. 145—-154. DOI: 10.1038/s41584-020-
0373-9.

Cuylen, Sara; Blaukopf, Claudia; Politi, Antonio Z.; Miiller-Reichert, Thomas; Neumann, Beate; Poser,
Ina et al. (2016): Ki-67 acts as a biological surfactant to disperse mitotic chromosomes. In: Nature 535
(7611), S. 308-312. DOI: 10.1038/nature18610.

Davey, Matthew G.; Hynes, Sean O.; Kerin, Michael J.; Miller, Nicola; Lowery, Aoife J. (2021): Ki-67 as a
Prognostic Biomarker in Invasive Breast Cancer. In: Cancers 13 (17). DOI: 10.3390/cancers13174455.

Decker, Barry; McKenzie, Bernard F.; McGuckin, Warren F.; Slocumb, Charles H. (1959): Comparative
distribution of proteins and glycoproteins of serum and synovial fluid. In: Arthritis & Rheumatism 2
(2),S.162-177. DOI: 10.1002/1529-0131(195904)2:2<162::aid-art1780020208>3.0.co;2-6.

Dessauvagie, Benjamin; Thomas, Anitha; Thomas, Carla; Robinson, Cleo; Combrink, Marais; Budhava-
ram, Vanitha et al. (2019): Invasive lobular carcinoma of the breast: assessment of proliferative activ-
ity using automated Ki-67 immunostaining. In: Pathology 51 (7), S. 681-687. DOI:
10.1016/j.pathol.2019.08.004.

Diaz Cuna, Carolina; Consani, Sandra; Rostan, Sofia; Ferndndez, Lucia; Moreira, Emilia; Sanmarti, Rai-
mon (2022): Rheumatoid arthritis: extra articular manifestations and comorbidities. In: Revista Co-
lombiana de Reumatologia (English Edition) 29 (3), S. 196—204. DOI: 10.1016/j.rcreue.2021.03.003.

Diaz-Torne, C.; Schumacher, H. R.; Yu, X.; Gomez-Vaquero, C.; Dai, L.; Chen, L. X. et al. (2007): Absence
of histologic evidence of synovitis in patients with Gulf War veterans' illness with joint pain. In: Arthri-
tis and rheumatism 57 (7), S. 1316—1323. DOI: 10.1002/art.23006.

Dowsett, Mitch; Nielsen, Torsten O.; A'Hern, Roger; Bartlett, John; Coombes, R. Charles; Cuzick, Jack
et al. (2011): Assessment of Ki67 in breast cancer: recommendations from the International Ki67 in
Breast Cancer working group. In: Journal of the National Cancer Institute 103 (22), S. 1656-1664. DOI:
10.1093/jnci/djr393.

85



Literaturverzeichnis

Dunn, Olive Jean (1961): Multiple Comparisons among Means. In: Journal of the American Statistical
Association 56 (293), S. 52—64. DOI: 10.1080/01621459.1961.10482090.

Echle, Amelie; Rindtorff, Niklas Timon; Brinker, Titus Josef; Luedde, Tom; Pearson, Alexander Thomas;
Kather, Jakob Nikolas (2020): Deep learning in cancer pathology: a new generation of clinical bi-
omarkers. In: British Journal of Cancer 124 (4), S. 686—696. DOI: 10.1038/s41416-020-01122-x.

Ehteshami Bejnordi, Babak; Veta, Mitko; van Johannes Diest, Paul; van Ginneken, Bram; Karssemeijer,
Nico; Litjens, Geert et al. (2017): Diagnostic Assessment of Deep Learning Algorithms for Detection of
Lymph Node Metastases in Women With Breast Cancer. In: JAMA 318 (22), S. 2199-2210. DOI:
10.1001/jama.2017.14585.

Encarnacion-Rivera, Lucas; Foltz, Steven; Hartzell, H. Criss; Choo, Hyojung (2020): Myosoft: An auto-
mated muscle histology analysis tool using machine learning algorithm utilizing FlJI/Image) software.
In: PloS one 15 (3), €0229041. DOI: 10.1371/journal.pone.0229041.

Endl, E.; Gerdes, J. (2000): Posttranslational modifications of the KI-67 protein coincide with two ma-
jor checkpoints during mitosis. In: Journal of cellular physiology 182 (3), S. 371-380. DOI:
10.1002/(SIC1)1097-4652(200003)182:3<371::AID-JCP8>3.0.CO;2-J.

Esteva, Andre; Kuprel, Brett; Novoa, Roberto A.; Ko, Justin; Swetter, Susan M.; Blau, Helen M.; Thrun,
Sebastian (2017): Dermatologist-level classification of skin cancer with deep neural networks. In: Na-
ture 542 (7639), S. 115-118. DOI: 10.1038/nature21056.

Faragalla, Hala; Plotkin, Anna; Barnes, Penny; Lu, Fang-I; Kos, Zuzana; Mulligan, Anna Marie et al.
(2023): Ki67 in Breast Cancer Assay: An Ad Hoc Testing Recommendation from the Canadian Associa-
tion of Pathologists Task Force. In: Current Oncology 30 (3), S. 3079—-3090. DOI: 10.3390/curron-
col30030233.

Firestein, G. S.; Alvaro-Gracia, J. M.; Maki, R. (1990): Quantitative analysis of cytokine gene expression
in rheumatoid arthritis. In: Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950) 144 (9), S. 3347—-3353.

Firestein, Gary S. (2003): Evolving concepts of rheumatoid arthritis. In: Nature 423 (6937), S. 356—
361. DOI: 10.1038/nature01661.

Firestein, Gary S.; Mclnnes, lain B. (2017): Immunopathogenesis of Rheumatoid Arthritis. In: Immun-
ity 46 (2), S. 183—-196. DOI: 10.1016/j.immuni.2017.02.006.

Fleischmann, Roy; Mysler, Eduardo; Hall, Stephen; Kivitz, Alan J.; Moots, Robert J.; Luo, Zhen et al.
(2017): Efficacy and safety of tofacitinib monotherapy, tofacitinib with methotrexate, and ada-
limumab with methotrexate in patients with rheumatoid arthritis (ORAL Strategy): a phase 3b/4, dou-
ble-blind, head-to-head, randomised controlled trial. In: Lancet (London, England) 390 (10093), S.
457-468. DOI: 10.1016/50140-6736(17)31618-5.

Fox, R. I.; Herrmann, M. L.; Frangou, C. G.; Wahl, G. M.; Morris, R. E.; Strand, V.; Kirschbaum, B. J.
(1999): Mechanism of action for leflunomide in rheumatoid arthritis. In: Clinical immunology (Or-
lando, Fla.) 93 (3), S. 198-208. DOI: 10.1006/clim.1999.4777.

Friedman, Benjamin; Cronstein, Bruce (2019): Methotrexate mechanism in treatment of rheumatoid
arthritis. In: Joint bone spine 86 (3), S. 301-307. DOI: 10.1016/].jbspin.2018.07.004.

Frisell, Thomas; Saevarsdottir, Saedis; Askling, Johan (2016): Family history of rheumatoid arthritis: an
old concept with new developments. In: Nature reviews. Rheumatology 12 (6), S. 335-343. DOI:
10.1038/nrrheum.2016.52.

Gao, W.; McGarry, T.; Orr, C.; McCormick, J.; Veale, D. J.; Fearon, U. (2016): Tofacitinib regulates syno-
vial inflammation in psoriatic arthritis, inhibiting STAT activation and induction of negative feedback

86



Literaturverzeichnis

inhibitors. In: Annals of the rheumatic diseases 75 (1), S. 311-315. DOI: 10.1136/annrheumdis-2014-
207201.

Gaulke, Ralph: Histopathologisches Arthritis-Register (DGORh). Hg. v. Deutsche Gesellschaft fiir ortho-
padische Rheumatologie e.V. (DGORh). Online verfiigbar unter https://www.dgorh.de, zuletzt gepruft
am 07.09.2023.

Geng, C. G.; Falconi, M.; Partelli, S.; Muffatti, F.; van Eeden, S.; Doglioni, C. et al. (2018): Recurrence of
Pancreatic Neuroendocrine Tumors and Survival Predicted by Ki67. In: Annals of Surgical Oncology 25
(8), S.2467-2474. DOI: 10.1245/s10434-018-6518-2.

Gerdes, J.; Lemke, H.; Baisch, H.; Wacker, H. H.; Schwab, U.; Stein, H. (1984): Cell cycle analysis of a
cell proliferation-associated human nuclear antigen defined by the monoclonal antibody Ki-67. In:
Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950) 133 (4), S. 1710-1715.

Gerdes, J.; Li, L.; Schlueter, C.; Duchrow, M.; Wohlenberg, C.; Gerlach, C. et al. (1991): Immunobi-
ochemical and molecular biologic characterization of the cell proliferation-associated nuclear antigen
that is defined by monoclonal antibody Ki-67. In: The American journal of pathology 138 (4), S. 867—
873.

Gerdes, J.; Schwab, U.; Lemke, H.; Stein, H. (1983): Production of a mouse monoclonal antibody reac-
tive with a human nuclear antigen associated with cell proliferation. In: International journal of can-
cer 31 (1), S. 13-20. DOI: 10.1002/ijc.2910310104.

Gerdes, J.; Stein, H.; Pileri, S.; Rivano, M. T.; Gobbi, M.; Ralfkiaer, E. et al. (1987): Prognostic relevance
of tumour-cell growth fraction in malignant non-Hodgkin's lymphomas. In: Lancet (London, England)
2 (8556), S. 448-449. DOI: 10.1016/s0140-6736(87)90977-9.

Golden, Jeffrey Alan (2017): Deep Learning Algorithms for Detection of Lymph Node Metastases From
Breast Cancer: Helping Artificial Intelligence Be Seen. In: JAMA 318 (22), S. 2184-2186. DOI:
10.1001/jama.2017.14580.

Goldenberg, D. L.; Egan, M. S.; Cohen, A. S. (1982): Inflammatory synovitis in degenerative joint dis-
ease. In: The Journal of rheumatology 9 (2), S. 204—209.

Goldenberg, S. Larry; Nir, Guy; Salcudean, Septimiu E. (2019): A new era: artificial intelligence and
machine learning in prostate cancer. In: Nature reviews. Urology 16 (7), S. 391-403. DOI:
10.1038/s41585-019-0193-3.

Goodfellow, lan; Bengio, Yoshua; Courville, Aaron (2016): Deep learning. Cambridge, Massachusetts:
The MIT Press (Adaptive computation and machine learning).

Gordon, D. A.; Stein, J. L.; Broder, I. (1973): The extra-articular features of rheumatoid arthritis. A sys-
tematic analysis of 127 cases. In: The American Journal of Medicine 54 (4), S. 445-452. DOI:
10.1016/0002-9343(73)90040-5.

Graham, Simon; Vu, Quoc Dang; Raza, Shan E. Ahmed; Azam, Ayesha; Tsang, Yee Wah; Kwak, Jin Tae;
Rajpoot, Nasir (2019): Hover-Net: Simultaneous segmentation and classification of nuclei in multi-tis-
sue histology images. In: Medical image analysis 58, S. 101563. DOI: 10.1016/j.media.2019.101563.

Guo, Qiang; Wang, Yuxiang; Xu, Dan; Nossent, Johannes; Pavlos, Nathan J.; Xu, Jiake (2018): Rheuma-
toid arthritis: pathological mechanisms and modern pharmacologic therapies. In: Bone research 6, S.
15. DOI: 10.1038/s41413-018-0016-9.

Hair, Maria J. H. de; Jacobs, Johannes W. G.; Schoneveld, Jan L. M.; van Laar, Jacob M. (2018): Difficult-
to-treat rheumatoid arthritis: an area of unmet clinical need. In: Rheumatology (Oxford, England) 57
(7),S.1135-1144. DOI: 10.1093/rheumatology/kex349.

87



Literaturverzeichnis

Hajishengallis, George (2015): Periodontitis: from microbial immune subversion to systemic inflam-
mation. In: Nature reviews. Immunology 15 (1), S. 30—44. DOI: 10.1038/nri3785.

Haringman, J. J.; Gerlag, D. M.; Zwinderman, A. H.; Smeets, T. J. M.; Kraan, M. C.; Baeten, D. et al.
(2005): Synovial tissue macrophages: a sensitive biomarker for response to treatment in patients with
rheumatoid arthritis. In: Annals of the rheumatic diseases 64 (6), S. 834—-838. DOI:
10.1136/ard.2004.029751.

Harrison, James H.; Gilbertson, John R.; Hanna, Matthew G.; Olson, Niels H.; Seheult, Jansen N.;
Sorace, James M.; Stram, Michelle N. (2021): Introduction to Artificial Intelligence and Machine
Learning for Pathology. In: Archives of pathology & laboratory medicine 145 (10), S. 1228-1254. DOI:
10.5858/arpa.2020-0541-CP.

Helmchen, B.; Weckauf, H.; Ehemann, V.; Wittmann, |.; Meyer-Scholten, C.; Berger, I. (2005): Expres-
sion pattern of cell cycle-related gene products in synovial stroma and synovial lining in active and
quiescent stages of rheumatoid arthritis. In: Histology and histopathology 20 (2), S. 365-372. DOI:
10.14670/HH-20.365.

Hemminki, Kari; Li, Xinjun; Sundquist, Jan; Sundquist, Kristina (2009): Familial associations of rheuma-
toid arthritis with autoimmune diseases and related conditions. In: Arthritis and rheumatism 60 (3), S.
661-668. DOI: 10.1002/art.24328.

Hernandez-Verdun, Daniele; Roussel, Pascal; Thiry, Marc; Sirri, Valentina; Lafontaine, Denis L. J.
(2010): The nucleolus: structure/function relationship in RNA metabolism. In: Wiley interdisciplinary
reviews. RNA 1 (3), S. 415-431. DOI: 10.1002/wrna.39.

Hollstein, Guido (2022): Disease Modifying Antirheumatic Drugs (DMARDs). Pschyrembel online. On-
line verfligbar unter https://www.pschyrembel.de/Disease%20Modifying%20Antirheuma-
tic%20Drugs/K064D, zuletzt aktualisiert am 2022-11, zuletzt geprift am 31.01.2024.

Horie, Yoshimasa; Yoshio, Toshiyuki; Aoyama, Kazuharu; Yoshimizu, Shoichi; Horiuchi, Yusuke;
Ishiyama, Akiyoshi et al. (2019): Diagnostic outcomes of esophageal cancer by artificial intelligence
using convolutional neural networks. In: Gastrointestinal endoscopy 89 (1), S. 25-32. DOI:
10.1016/j.gie.2018.07.037.

Higle, Thomas; Gashi, Gani; Wiewiorski, Martin; Miller-Gerbl, Magdalena; Valderrabano, Victor;
Nowakowski, Andrej M. (2015): Development of a New Device for Synovial Biopsies. In: Surgical Inno-
vation 22 (5), S. 496—499. DOI: 10.1177/1553350614549634.

Huizinga, Tom W. J.; Amos, Christopher I.; van der Helm-van Mil, Annette H. M.; Chen, Wei; van
Gaalen, Floris A.; Jawaheer, Damini et al. (2005): Refining the complex rheumatoid arthritis pheno-
type based on specificity of the HLA-DRB1 shared epitope for antibodies to citrullinated proteins. In:
Arthritis and rheumatism 52 (11), S. 3433-3438. DOI: 10.1002/art.21385.

Ishida, S.; Huang, E.; Zuzan, H.; Spang, R.; Leone, G.; West, M.; Nevins, J. R. (2001): Role for E2F in
control of both DNA replication and mitotic functions as revealed from DNA microarray analysis. In:
Molecular and cellular biology 21 (14), S. 4684—4699. DOI: 10.1128/MCB.21.14.4684-4699.2001.

lyengar, Karthikeyan P.; Vaish, Abhishek; Nune, Arvind (2022): Anti-cyclic citrullinated peptide anti-
body (ACPA) and Rheumatoid arthritis: Clinical relevance. In: Journal of clinical orthopaedics and
trauma 24, S. 101729. DOI: 10.1016/j.jcot.2021.101729.

Jang, Sunhee; Kwon, Eui-Jong; Lee, Jennifer Jooha (2022): Rheumatoid Arthritis: Pathogenic Roles of
Diverse Immune Cells. In: International journal of molecular sciences 23 (2). DOI:
10.3390/ijms23020905.

88



Literaturverzeichnis

Kallberg, Henrik; Ding, Bo; Padyukov, Leonid; Bengtsson, Camilla; Ronnelid, Johan; Klareskog, Lars; Al-
fredsson, Lars (2011): Smoking is a major preventable risk factor for rheumatoid arthritis: estimations
of risks after various exposures to cigarette smoke. In: Annals of the rheumatic diseases 70 (3), S.
508-511. DOI: 10.1136/ard.2009.120899.

Kastenschmidt, Jenna M.; Ellefsen, Kyle L.; Mannaa, Ali H.; Giebel, Jesse J.; Yahia, Rayan; Ayer, Rachel
E. et al. (2019): QuantiMus: A Machine Learning-Based Approach for High Precision Analysis of Skele-
tal Muscle Morphology. In: Frontiers in physiology 10, S. 1416. DOI: 10.3389/fphys.2019.01416.

Kausch, Ingo; Lingnau, Anja; Endl, Elmar; Sellmann, Kirsten; Deinert, Irina; Ratliff, Timothy L. et al.
(2003): Antisense treatment against Ki-67 mRNA inhibits proliferation and tumor growth in vitro and
in vivo. In: International journal of cancer 105 (5), S. 710-716. DOI: 10.1002/ijc.11111.

Kay, Jonathan; Upchurch, Katherine S. (2012): ACR/EULAR 2010 rheumatoid arthritis classification cri-
teria. In: Rheumatology (Oxford, England) 51 Suppl 6, vi5-9. DOI: 10.1093/rheumatology/kes279.

Kayser, Klaus; Gortler, Jirgen; Bogovac, Milica; Bogovac, Aleksandar; Goldmann, Torsten; Vollmer,
Ekkehard; Kayser, Gian (2009): Al (artificial intelligence) in histopathology--from image analysis to au-
tomated diagnosis. In: Folia histochemica et cytobiologica 47 (3), S. 355—-361. DOI: 10.2478/v10042-
009-0087-y.

Kearsley-Fleet, Lianne; Davies, Rebecca; Cock, Diederik de; Watson, Kath D.; Lunt, Mark; Buch, Maya
H. et al. (2018): Biologic refractory disease in rheumatoid arthritis: results from the British Society for
Rheumatology Biologics Register for Rheumatoid Arthritis. In: Annals of the rheumatic diseases 77
(10), S. 1405-1412. DOI: 10.1136/annrheumdis-2018-213378.

Kennedy, Aisling; Ng, Chin Teck; Biniecka, Monika; Saber, Tajvur; Taylor, Cormac; O'Sullivan, Jacintha
et al. (2010): Angiogenesis and blood vessel stability in inflammatory arthritis. In: Arthritis & Rheuma-
tism 62 (3),S. 711-721. DOI: 10.1002/art.27287.

Kill, I. R. (1996): Localisation of the Ki-67 antigen within the nucleolus. Evidence for a fibrillarin-defi-
cient region of the dense fibrillar component. In: Journal of cell science 109 (Pt 6), S. 1253-1263. DOI:
10.1242/jcs.109.6.1253.

Kim, Yoo-Jin; Brox, Thomas; Feiden, Wolfgang; Weickert, Joachim (2007): Fully automated segmenta-
tion and morphometrical analysis of muscle fiber images. In: Cytometry. Part A : the journal of the In-
ternational Society for Analytical Cytology 71 (1), S. 8-15. DOI: 10.1002/cyt0.a.20334.

King, Talmadge E.; Bradford, Williamson Z.; Castro-Bernardini, Socorro; Fagan, Elizabeth A.; Glaspole,
lan; Glassberg, Marilyn K. et al. (2014): A phase 3 trial of pirfenidone in patients with idiopathic pul-
monary fibrosis. In: The New England journal of medicine 370 (22), S. 2083—2092. DOI:
10.1056/NEJM0a1402582.

Klemencic, Ale; Kovacic, Stanislav; Pernu, Franjo (1998): Automated segmentation of muscle fiber im-
ages using active contour models. In: Cytometry 32 (4), S. 317-326. DOI: 10.1002/(sici)1097-
0320(19980801)32:4<317::aid-cyto9>3.0.co;2-e.

Konnaris, Maxwell A.; Brendel, Matthew; Fontana, Mark Alan; Otero, Miguel; Ivashkiv, Lionel B.;
Wang, Fei; Bell, Richard D. (2022): Computational pathology for musculoskeletal conditions using ma-
chine learning: advances, trends, and challenges. In: Arthritis research & therapy 24. DOI:
10.1186/s13075-021-02716-3.

Konstantinos Ntzeros; Philip Stanier; Dimitrios Mazis; Neoklis Kritikos; Meletios Rozis; Eustathios Ane-
sidis et al. (2014): MKI67 (marker of proliferation Ki-67). Hg. v. Atlas Genet Cytogenet Oncol Haema-
tol. Online verflighar unter http://atlasgeneticsoncology.org/gene/41369/mki67-%28marker-of-
proliferation-ki-67%29, zuletzt gepriift am 15.07.2024.

89



Literaturverzeichnis

Kraan, M. C.; Haringman, J. J.; Ahern, M. J.; Breedveld, F. C.; Smith, M. D.; Tak, P. P. (2000): Quantifica-
tion of the cell infiltrate in synovial tissue by digital image analysis. In: Rheumatology (Oxford, Eng-
land) 39 (1), S. 43-49. DOI: 10.1093/rheumatology/39.1.43.

Kremer, Joel M.; Genant, Harry K.; Moreland, Larry W.; Russell, Anthony S.; Emery, Paul; Abud-Men-
doza, Carlos et al. (2006): Effects of abatacept in patients with methotrexate-resistant active rheuma-
toid arthritis: a randomized trial. In: Annals of internal medicine 144 (12), S. 865-876. DOI:
10.7326/0003-4819-144-12-200606200-00003.

Krenn, V.; Morawietz, L.; Burmester, G-R; Haupl, T. (2005): Synovialitis-Score: Histopathologisches Gra-
duierungsschema rheumatischer und nicht-rheumatischer Synovialitiden. In: Zeitschrift fur Rheuma-
tologie 64 (5), S. 334-342. DOI: 10.1007/s00393-005-0704-x.

Krenn, V.; Morawietz, L.; Burmester, G-R; Kinne, R. W.; Mueller-Ladner, U.; Muller, B.; Haupl, T. (2006):
Synovitis score: discrimination between chronic low-grade and high-grade synovitis. In: Histopatho-
logy 49 (4), S. 358-364. DOI: 10.1111/j.1365-2559.2006.02508.x.

Krenn, V.; Perino, G.; Rather, W.; Krenn, V. T.; Huber, M.; Hiigle, T. et al. (2017): 15 years of the histo-
pathological synovitis score, further development and review: A diagnostic score for rheumatology
and orthopaedics. In: Pathology, research and practice 213 (8), S. 874-881. DOI:
10.1016/j.prp.2017.05.005.

Krenn, V.; Schalhorn, N.; Greiner, A.; Molitoris, R.; Konig, A.; Gohlke, F.; Miller-Hermelink, H. K.
(1996): Immunohistochemical analysis of proliferating and antigen-presenting cells in rheumatoid
synovial tissue. In: Rheumatology international 15 (6), S. 239-247. DOI: 10.1007/BF00290377.

Krenn, Veit; Rither, Wolfgang (Hg.) (2012): Pathologie des Bewegungsapparates. 2., aktualisierte Auf-
lage. Berlin: De Gruyter. Online verfligbar unter https://search.ebscohost.com/login.aspx?di-
rect=true&scope=site&db=nlebk&db=nlabk&AN=407446.

Krizhevsky, Alex; Sutskever, llya; Hinton, Geoffrey E. (2017): ImageNet classification with deep convo-
lutional neural networks. In: Commun. ACM 60 (6), S. 84-90. DOI: 10.1145/3065386.

Kruskal, William H.; Wallis, W. Allen (1952): Use of Ranks in One-Criterion Variance Analysis. In: Jour-
nal of the American Statistical Association 47 (260), S. 583-621. DOI:
10.1080/01621459.1952.10483441.

Kurmis, Andrew P.; lanunzio, Jamie R. (2022): Artificial intelligence in orthopedic surgery: evolution,
current state and future directions. In: Arthroplasty 4 (1), S. 9. DOI: 10.1186/s42836-022-00112-z.

Lake, Brenden M.; Ullman, Tomer D.; Tenenbaum, Joshua B.; Gershman, Samuel J. (2017): Building
machines that learn and think like people. In: The Behavioral and brain sciences 40, e253. DOI:
10.1017/50140525X16001837.

Landis, J. R.; Koch, G. G. (1977): The measurement of observer agreement for categorical data. In: Bio-
metrics 33 (1), S. 159-174.

LeCun, Yann; Bengio, Yoshua; Hinton, Geoffrey (2015): Deep learning. In: Nature 521 (7553), S. 436—
444, DOI: 10.1038/nature14539.

Lefevre, Stephanie; Knedla, Anette; Tennie, Christoph; Kampmann, Andreas; Wunrau, Christina;
Dinser, Robert et al. (2009): Synovial fibroblasts spread rheumatoid arthritis to unaffected joints. In:
Nat Med 15 (12), S. 1414-1420. DOI: 10.1038/nm.2050.

Levick, J. R. (1981): Permeability of rheumatoid and normal human synovium to specific plasma pro-
teins. In: Arthritis and rheumatism 24 (12), S. 1550-1560. DOI: 10.1002/art.1780241215.

90



Literaturverzeichnis

Li, Fangqi; Tang, Yiyong; Song, Bin; Yu, Menglei; Li, Qingyue; Zhang, Congda et al. (2019): Nomencla-
ture clarification: synovial fibroblasts and synovial mesenchymal stem cells. In: Stem cell research &
therapy 10 (1), S. 260. DOI: 10.1186/s13287-019-1359-x.

Liljequist, David; Elfving, Britt; Skavberg Roaldsen, Kirsti (2019): Intraclass correlation — A discussion
and demonstration of basic features. In: PloS one 14 (7). DOI: 10.1371/journal.pone.0219854.

Lin, L. I. (1989): A concordance correlation coefficient to evaluate reproducibility. In: Biometrics 45 (1),
S. 255-268.

Lindblad, S.; Hedfors, E. (1987): Arthroscopic and immunohistologic characterization of knee joint
synovitis in osteoarthritis. In: Arthritis and rheumatism 30 (10), S. 1081-1088. DOI:
10.1002/art.1780301001.

Litjens, Geert; Kooi, Thijs; Bejnordi, Babak Ehteshami; Setio, Arnaud Arindra Adiyoso; Ciompi, Fran-
cesco; Ghafoorian, Mohsen et al. (2017): A survey on deep learning in medical image analysis. In:
Medical image analysis 42, S. 60—88. DOI: 10.1016/j.media.2017.07.005.

Liu, Fujun; Fry, Christopher S.; Mula, Jyothi; Jackson, Janna R.; Lee, Jonah D.; Peterson, Charlotte A.;
Yang, Lin (2013): Automated fiber-type-specific cross-sectional area assessment and myonuclei count-
ing in skeletal muscle. In: Journal of applied physiology (Bethesda, Md. : 1985) 115 (11), S. 1714—
1724. DOI: 10.1152/japplphysiol.00848.2013.

Liu X., Zhou H, Hu Z, Jin Q, Wang J, Ye B (2019): Clinical Application of Artificial Intelligence Recogni-
tion Technology in the Diagnosis of Stage T1 Lung Cancer. In: Chinese Journal of Lung Cancer 22 (5), S.
319-323. DOI: 10.3779/j.issn.1009-3419.2019.05.09.

Ljung, Lotta; Jonsson, Elias; Franklin, Johan; Berglin, Ewa; Lundquist, Anders; Rantapda-Dahlqvist, Sol-
britt (2024): Incidence and predisposing factors of extra-articular manifestations in contemporary
rheumatoid arthritis. In: European journal of internal medicine. DOI: 10.1016/j.ejim.2024.04.026.

Lopez, F.; Belloc, F.; Lacombe, F.; Dumain, P.; Reiffers, J.; Bernard, P.; Boisseau, M. R. (1991): Modali-
ties of synthesis of Ki67 antigen during the stimulation of lymphocytes. In: Cytometry 12 (1), S. 42—49.
DOI: 10.1002/cyt0.990120107.

LOWNEY, E. D.; SIMONS, H. M. (1963): "Rheumatoid" nodules of the skin: their significance as an iso-
lated finding. In: Arch Dermatol 88 (6), S. 853—858. DOI: 10.1001/archderm.1963.01590240177030.

Luo, Yihuan; Ren, Fanghui; Liu, Yongru; Shi, Zhenhong; Tan, Zhong; Xiong, Huojie et al. (2015): Clinico-
pathological and prognostic significance of high Ki-67 labeling index in hepatocellular carcinoma pa-
tients: a meta-analysis. In: International Journal of Clinical and Experimental Medicine 8 (7), S. 10235—
10247.

MacCallum, D. E.; Hall, P. A. (2000): The location of pKi67 in the outer dense fibrillary compartment of
the nucleolus points to a role in ribosome biogenesis during the cell division cycle. In: The Journal of
pathology 190 (5), S. 537-544. DOI: 10.1002/(SICI1)1096-9896(200004)190:5<537::AID-
PATH577>3.0.CO;2-W.

MacGregor, A. J.; Snieder, H.; Rigby, A. S.; Koskenvuo, M.; Kaprio, J.; Aho, K.; Silman, A. J. (2000): Char-
acterizing the quantitative genetic contribution to rheumatoid arthritis using data from twins. In: Ar-
thritis and rheumatism 43 (1), S. 30-37. DOI: 10.1002/1529-0131(200001)43:1<30::AID-
ANR5>3.0.CO;2-B.

Marcucci, E.; Bartoloni, E.; Alunno, A.; Leone, M. C.; Cafaro, G.; Luccioli, F. et al. (2018): Extra-articular
rheumatoid arthritis. In: Reumatismo 70 (4), S. 212—-224. DOI: 10.4081/reumatismo.2018.1106.

91



Literaturverzeichnis

Mathiessen, Alexander; Conaghan, Philip G. (2017): Synovitis in osteoarthritis: current understanding
with therapeutic implications. In: Arthritis research & therapy 19 (1), S. 18. DOI: 10.1186/s13075-017-
1229-9.

Mayeux, Richard (2004): Biomarkers: potential uses and limitations. In: NeuroRx : the journal of the
American Society for Experimental NeuroTherapeutics 1 (2), S. 182—-188. DOI: 10.1602/neu-
rorx.1.2.182.

McCulloch, Warren S.; Pitts, Walter (1943): A logical calculus of the ideas immanent in nervous activ-
ity. In: Bulletin of Mathematical Biophysics 5 (4), S. 115-133. DOI: 10.1007/BF02478259.

McShane, Lisa M.; Hayes, Daniel F. (2012): Publication of Tumor Marker Research Results: The Neces-
sity for Complete and Transparent Reporting. In: Journal of Clinical Oncology 30 (34), S. 4223-4232.
DOI: 10.1200/JC0.2012.42.6858.

Mehta, Bella; Goodman, Susan; DiCarlo, Edward; Jannat-Khah, Deanna; Gibbons, J. Alex B.; Otero, Mi-
guel et al. (2023): Machine learning identification of thresholds to discriminate osteoarthritis and
rheumatoid arthritis synovial inflammation. In: Arthritis research & therapy 25 (1), S. 31. DOI:
10.1186/s13075-023-03008-8.

Miazaki, Mauro; Viana, Matheus P.; Yang, Zhong; Comin, Cesar H.; Wang, Yaming; da F Costa, Luciano;
Xu, Xiaoyin (2015): Automated high-content morphological analysis of muscle fiber histology. In:
Computers in biology and medicine 63, S. 28-35. DOI: 10.1016/j.compbiomed.2015.04.020.

Mikuls, Ted R.; Sayles, Harlan; Yu, Fang; Levan, Tricia; Gould, Karen A.; Thiele, Geoffrey M. et al.
(2010): Associations of cigarette smoking with rheumatoid arthritis in African Americans. In: Arthritis
& Rheumatism 62 (12), S. 3560-3568. DOI: 10.1002/art.27716.

Mindpeak Solutions/ Mindpeak Breast Ki-67 Rol. Online verflgbar unter https://www.mind-
peak.ai/products/mindpeak-breast-ki-67-roi.

Miyasaka, N.; Sato, K.; Yamamoto, K.; Goto, M.; Nishioka, K. (1989): Immunological and immunohisto-
chemical analysis of rheumatoid nodules. In: Annals of the rheumatic diseases 48 (3), S. 220-226.
DOI: 10.1136/ard.48.3.220.

Moore, Helen M.; Kelly, Andrea; Jewell, Scott D.; McShane, Lisa M.; Clark, Douglas P.; Greenspan, Re-
nata et al. (2011): Biospecimen Reporting for Improved Study Quality. In: Biopreservation and bi-
obanking 9 (1), S. 57-70. DOI: 10.1089/bi0.2010.0036.

Morawietz, L.; Fernahl, G.; Krenn, V. (2008a): Differenzialdiagnostik der Synovialitis. In: Der Pathologe
29 Suppl 2, S. 218-222. DOI: 10.1007/s00292-008-1036-9.

Morawietz, Lars; Schaeper, Frank; Schroeder, Joerg H.; Gansukh, Tserenchunt; Baasanjav, Nachin; Kru-
kemeyer, Manfred G. et al. (2008b): Computer-assisted validation of the synovitis score. In: Virchows
Archiv : an international journal of pathology 452 (6), S. 667—673. DOI: 10.1007/s00428-008-0587-8.

Muehlematter, Urs J.; Daniore, Paola; Vokinger, Kerstin N. (2021): Approval of artificial intelligence
and machine learning-based medical devices in the USA and Europe (2015-20): a comparative analy-
sis. In: The Lancet. Digital health 3 (3), e195-e203. DOI: 10.1016/52589-7500(20)30292-2.

Mula, Jyothi; Lee, Jonah D.; Liu, Fujun; Yang, Lin; Peterson, Charlotte A. (2013): Automated image
analysis of skeletal muscle fiber cross-sectional area. In: Journal of Applied Physiology 114 (1), S. 148—
155. DOI: 10.1152/japplphysiol.01022.2012.

Najm, Aurélie; Le Goff, Benoit; Venet, Guillaume; Garraud, Thomas; Amiaud, Jérdme; Biha, Noura et
al. (2019): IMSYC immunologic synovitis score: A new score for synovial membrane characterization in

92



Literaturverzeichnis

inflammatory and non-inflammatory arthritis. In: Joint bone spine 86 (1), S. 77-81. DOI:
10.1016/j.jbspin.2018.04.004.

National Library of Medicine, National Center for Biotechnology Information. Online verfligbar unter
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/.

Nell, V. P. K.; Machold, K. P.; Stamm, T. A.; Eberl, G.; Heinzl, H.; Uffmann, M. et al. (2005): Autoanti-
body profiling as early diagnostic and prognostic tool for rheumatoid arthritis. In: Annals of the rheu-
matic diseases 64 (12), S. 1731-1736. DOI: 10.1136/ard.2005.035691.

Nielen, Markus M. J.; van Schaardenburg, Dirkjan; Reesink, Henk W.; van de Stadt, Rob J.; van der
Horst-Bruinsma, Irene E.; Koning, Margret H. M. T. de et al. (2004): Specific autoantibodies precede
the symptoms of rheumatoid arthritis: a study of serial measurements in blood donors. In: Arthritis
and rheumatism 50 (2), S. 380-386. DOI: 10.1002/art.20018.

Nielsen, Torsten O.; Leung, Samuel C. Y.; Rimm, David L.; Dodson, Andrew; Acs, Balazs; Badve, Sunil et
al. (2021): Assessment of Ki67 in Breast Cancer: Updated Recommendations From the International
Ki67 in Breast Cancer Working Group. In: Journal of the National Cancer Institute 113 (7), S. 808—819.
DOI: 10.1093/jnci/djaa201.

NIENHUIS, R. L.; MANDEMA, E. (1964): A NEW SERUM FACTOR IN PATIENTS WITH RHEUMATOID AR-
THRITIS; THE ANTIPERINUCLEAR FACTOR. In: Annals of the rheumatic diseases 23 (4), S. 302—-305.
DOI: 10.1136/ard.23.4.302.

Nishimura, Kunihiro; Sugiyama, Daisuke; Kogata, Yoshinori; Tsuji, Goh; Nakazawa, Takashi; Kawano,
Seiji et al. (2007): Meta-analysis: diagnostic accuracy of anti-cyclic citrullinated peptide antibody and
rheumatoid factor for rheumatoid arthritis. In: Annals of internal medicine 146 (11), S. 797-808. DOI:
10.7326/0003-4819-146-11-200706050-00008.

Ntatsaki, Eleana; Mooney, Janice; Scott, David G. |.; Watts, Richard A. (2014): Systemic rheumatoid
vasculitis in the era of modern immunosuppressive therapy. In: Rheumatology (Oxford, England) 53
(1), S. 145-152. DOI: 10.1093/rheumatology/ket326.

Nygaard, Gyrid; Firestein, Gary S. (2020): Restoring synovial homeostasis in rheumatoid arthritis by
targeting fibroblast-like synoviocytes. In: Nature reviews. Rheumatology 16 (6), S. 316—333. DOI:
10.1038/s41584-020-0413-5.

Oehler, S.; Neureiter, D.; Meyer-Scholten, C.; Aigner, T. (2002): Subtyping of osteoarthritic synoviopa-
thy. In: Clinical and experimental rheumatology 20 (5), S. 633—640.

Orange, Dana E.; Agius, Phaedra; DiCarlo, Edward F.; Mirza, Serene Z.; Pannellini, Tania; Szymonifka,
Jackie et al. (2019): Histologic and Transcriptional Evidence of Subclinical Synovial Inflammation in Pa-
tients With Rheumatoid Arthritis in Clinical Remission. In: Arthritis & rheumatology (Hoboken, N.J.) 71
(7), S. 1034-1041. DOI: 10.1002/art.40878.

Orange, Dana E.; Yao, Vicky; Sawicka, Kirsty; Fak, John; Frank, Mayu O.; Parveen, Salina et al. (2020):
RNA Identification of PRIME Cells Predicting Rheumatoid Arthritis Flares. In: The New England journal
of medicine 383 (3), S. 218-228. DOI: 10.1056/NEJM0a2004114.

Orr, Carl; Vieira-Sousa, Elsa; Boyle, David L.; Buch, Maya H.; Buckley, Christopher D.; Canete, Juan D.
et al. (2017): Synovial tissue research: a state-of-the-art review. In: Nature reviews. Rheumatology 13
(8), S. 463—-475. DOI: 10.1038/nrrheum.2017.115.

Palmer, D. G.; Hogg, N.; Highton, J.; Hessian, P. A.; Denholm, I. (1987): Macrophage migration and
maturation within rheumatoid nodules. In: Arthritis and rheumatism 30 (7), S. 728-736. DOI:
10.1002/art.1780300702.

93



Literaturverzeichnis

Pantanowitz, Liron; Quiroga-Garza, Gabriela M.; Bien, Lilach; Heled, Ronen; Laifenfeld, Daphna; Lin-
hart, Chaim et al. (2020): An artificial intelligence algorithm for prostate cancer diagnosis in whole
slide images of core needle biopsies: a blinded clinical validation and deployment study. In: The Lan-
cet. Digital health 2 (8), e407-e416. DOI: 10.1016/52589-7500(20)30159-X.

Panush, R. S.; Katz, P.; Longley, S.; CarterR; Love, J.; Stanley, H. (1983): Rheumatoid vasculitis: diagnos-
tic and therapeutic decisions. In: Clin Rheumatol 2 (4), S. 321-330. DOI: 10.1007/BF02041550.

Pathmanathan, Nirmala; Balleine, Rosemary L. (2013): Ki67 and proliferation in breast cancer. In: Jour-
nal of clinical pathology 66 (6), S. 512—-516. DOI: 10.1136/jclinpath-2012-201085.

Pei, Linmin; Vidyaratne, Lasitha; Rahman, Md Monibor; Iftekharuddin, Khan M. (2020): Context aware
deep learning for brain tumor segmentation, subtype classification, and survival prediction using radi-
ology images. In: Scientific reports 10. DOI: 10.1038/s41598-020-74419-9.

Pessler, F.; Dai, L.; Diaz-Torne, C.; Gomez-Vaquero, C.; Paessler, M. E.; Zheng, D-H et al. (2008a): The
synovitis of "non-inflammatory" orthopaedic arthropathies: a quantitative histological and immuno-
histochemical analysis. In: Annals of the rheumatic diseases 67 (8), S. 1184—-1187. DOI:
10.1136/ard.2008.087775.

Pessler, F.; Ogdie, A.; Diaz-Torne, C.; Dai, L.; Yu, X.; Einhorn, E. et al. (2008b): Subintimal Ki-67 as a syn-
ovial tissue biomarker for inflammatory arthropathies. In: Annals of the rheumatic diseases 67 (2), S.
162-167. DOI: 10.1136/ard.2007.071670.

Pezzilli, Raffaele; Partelli, Stefano; Cannizzaro, Renato; Pagano, Nico; Crippa, Stefano; Pagnanelli,
Michele; Falconi, Massimo (2016): Ki-67 prognostic and therapeutic decision driven marker for pan-
creatic neuroendocrine neoplasms (PNENs): A systematic review. In: Advances in medical sciences 61
(1), S. 147-153. DOI: 10.1016/j.advms.2015.10.001.

Pons, Laura; Hernandez-Ledn, Laura; Altaleb, Ahmad; Ussene, Esperanca; Iglesias, Roman; Castillo,
Ana et al. (2022): Conventional and digital Ki67 evaluation and their correlation with molecular prog-
nosis and morphological parameters in luminal breast cancer. In: Scientific reports 12. DOI:
10.1038/s41598-022-11411-5.

Pyo, Jung-Soo; Kang, Guhyun; Sohn, Jin Hee (2016): Ki-67 labeling index can be used as a prognostic
marker in gastrointestinal stromal tumor: a systematic review and meta-analysis. In: The International
journal of biological markers 31 (2), e204-10. DOI: 10.5301/jbm.5000183.

Radhakrishnan, Adityanarayanan; Damodaran, Karthik; Soylemezoglu, Ali C.; Uhler, Caroline; Shi-
vashankar, G. V. (2017): Machine Learning for Nuclear Mechano-Morphometric Biomarkers in Cancer
Diagnosis. In: Scientific reports 7. DOI: 10.1038/s41598-017-17858-1.

Rahmanzadeh, R.; Hiittmann, G.; Gerdes, J.; Scholzen, T. (2007): Chromophore-assisted light inactiva-
tion of pKi-67 leads to inhibition of ribosomal RNA synthesis. In: Cell proliferation 40 (3), S. 422—-430.
DOI: 10.1111/j.1365-2184.2007.00433.x.

Ranganathan, Prabha (2008): Pharmacogenomics in rheumatoid arthritis. In: Methods in molecular
biology (Clifton, N.J.) 448, S. 413-435. DOI: 10.1007/978-1-59745-205-2_14.

Reece, R. J.; Canete, J. D.; Parsons, W. J.; Emery, P.; Veale, D. J. (1999): Distinct vascular patterns of
early synovitis in psoriatic, reactive, and rheumatoid arthritis. In: Arthritis & Rheumatism 42 (7), S.
1481-1484. DOI: 10.1002/1529-0131(199907)42:7<1481::AID-ANR23>3.0.CO;2-E.

Revell, P. A.; Mayston, V.; Lalor, P.; Mapp, P. (1988): The synovial membrane in osteoarthritis: a histo-
logical study including the characterisation of the cellular infiltrate present in inflammatory

94



Literaturverzeichnis

osteoarthritis using monoclonal antibodies. In: Annals of the rheumatic diseases 47 (4), S. 300-307.
DOI: 10.1136/ard.47.4.300.

Richards-Taylor, Sebastian; Ewings, Sean M.; Jaynes, Eleanor; Tilley, Charles; Ellis, Sarah G.; Arm-
strong, Thomas et al. (2016): The assessment of Ki-67 as a prognostic marker in neuroendocrine tu-
mours: a systematic review and meta-analysis. In: Journal of clinical pathology 69 (7), S. 612—618.
DOI: 10.1136/jclinpath-2015-203340.

Richeldi, Luca; Du Bois, Roland M.; Raghu, Ganesh; Azuma, Arata; Brown, Kevin K.; Costabel, Ulrich et
al. (2014): Efficacy and safety of nintedanib in idiopathic pulmonary fibrosis. In: The New England
journal of medicine 370 (22), S. 2071-2082. DOI: 10.1056/NEJM0a1402584.

Rieck, Mary; Arechiga, Adrian; Onengut-Gumuscu, Suna; Greenbaum, Carla; Concannon, Patrick;
Buckner, Jane H. (2007): Genetic variation in PTPN22 corresponds to altered function of T and B lym-
phocytes. In: Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950) 179 (7), S. 4704—4710. DOI: 10.4049/jim-
munol.179.7.4704.

Rivellese, F.; Humby, F.; Bugatti, S.; Fossati-Jimack, L.; Rizvi, H.; Lucchesi, D. et al. (2020): B Cell Synovi-
tis and Clinical Phenotypes in Rheumatoid Arthritis: Relationship to Disease Stages and Drug Expo-
sure. In: Arthritis & rheumatology (Hoboken, N.J.) 72 (5), S. 714—725. DOI: 10.1002/art.41184.

Ronneberger, Olaf; Fischer, Philipp; Brox, Thomas (2015): U-Net: Convolutional Networks for Biomedi-
cal Image Segmentation. In: Nassir Navab, Joachim Hornegger, William M. Wells und Alejandro F.
Frangi (Hg.): Medical Image Computing and Computer-Assisted Intervention - MICCAI 2015, Bd. 9351.
Cham: Springer Nature (Lecture Notes in Computer Science), S. 234-241.

Rooney, Terence; Bresnihan, Barry; Andersson, Ulf; Gogarty, Martina; Kraan, Maarten; Schumacher, H.
Ralph et al. (2007): Microscopic measurement of inflammation in synovial tissue: inter-observer
agreement for manual quantitative, semiquantitative and computerised digital image analysis. In: An-
nals of the rheumatic diseases 66 (12), S. 1656—1660. DOI: 10.1136/ard.2006.061143.

Rozman, Blaz (2002): Clinical pharmacokinetics of leflunomide. In: Clinical pharmacokinetics 41 (6), S.
421-430. DOI: 10.2165/00003088-200241060-00003.

Saag, Kenneth G.; Teng, Gim Gee; Patkar, Nivedita M.; Anuntiyo, Jeremy; Finney, Catherine; Curtis, Jef-
frey R. et al. (2008): American College of Rheumatology 2008 recommendations for the use of nonbi-
ologic and biologic disease-modifying antirheumatic drugs in rheumatoid arthritis. In: Arthritis and
rheumatism 59 (6), S. 762—784. DOI: 10.1002/art.23721.

Saeidmehr, Amirhossein; Steel, Piers David Gareth; Samavati, Faramarz F. (2024): Systematic review
using a spiral approach with machine learning. In: Systematic reviews 13 (1), S. 32. DOI:
10.1186/s13643-023-02421-z.

Sagar, Gaurav; Syrovatskyi, Vitalii (2023): Artificial Intelligence: Making Machines Learn. In: GAURAV.
SYROVATSKYI VITALII SAGAR (Hg.): TECHNICAL BUILDING BLOCKS. A technology reference for profes-
sionals working with engineering teams. [S.l.]: Apress, S. 213-274.

Saiwaki, Takuya; Kotera, Ippei; Sasaki, Mitsuho; Takagi, Masatoshi; Yoneda, Yoshihiro (2005): In vivo
dynamics and kinetics of pKi-67: transition from a mobile to an immobile form at the onset of ana-
phase. In: Experimental cell research 308 (1), S. 123—-134. DOI: 10.1016/].yexcr.2005.04.010.

Sauerbrei, Willi; Taube, Sheila E.; McShane, Lisa M.; Cavenagh, Margaret M.; Altman, Douglas G.
(2018): Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies (REMARK): An Abridged
Explanation and Elaboration. In: JNCI Journal of the National Cancer Institute 110 (8), S. 803—-811.
DOI: 10.1093/jnci/djy088.

95



Literaturverzeichnis

Sayah, Anousheh; English, Joseph C. (2005): Rheumatoid arthritis: a review of the cutaneous manifes-
tations. In: Journal of the American Academy of Dermatology 53 (2), 191-209; quiz 210-2. DOI:
10.1016/j.jaad.2004.07.023.

Schaser, K.; Kinne, R. W.; Beil, H.; Kladny, B.; Stdss, H. (1996): Proliferation von T-Zellen, Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten und Fibroblasten-ahnlichen Zellen in der Synovialmembran von Patienten
mit rheumatoider Arthritis. In: Verhandlungen der Deutschen Gesellschaft fur Pathologie 80, S. 276—
280.

Scherer, Hans Ulrich; Haupl, Thomas; Burmester, Gerd R. (2020): The etiology of rheumatoid arthritis.
In: Journal of autoimmunity 110, S. 102400. DOI: 10.1016/j.jaut.2019.102400.

Schliter, C.; Duchrow, M.; Wohlenberg, C.; Becker, M. H.; Key, G.; Flad, H. D.; Gerdes, J. (1993): The
cell proliferation-associated antigen of antibody Ki-67: a very large, ubiquitous nuclear protein with
numerous repeated elements, representing a new kind of cell cycle-maintaining proteins. In: The
Journal of cell biology 123 (3), S. 513-522. DOI: 10.1083/jcb.123.3.513.

Schmidt, M. H. H.; Broll, Rainer; Bruch, Hans-Peter; Bogler, Oliver; Duchrow, Michael (2003): The pro-
liferation marker pKi-67 organizes the nucleolus during the cell cycle depending on Ran and cyclin B.
In: The Journal of pathology 199 (1), S. 18-27. DOI: 10.1002/path.1221.

Schmidt, Tobias; Najm, Aurélie; Mussawy, Haider; Burghardt, Rolf; Oehler, Nicola; Krenn, Veit et al.
(2019): General synovitis score and immunologic synovitis score reflect clinical disease activity in pa-
tients with advanced stage rheumatoid arthritis. In: Scientific reports 9 (1), S. 8448. DOI:
10.1038/s41598-019-44895-9.

Scholzen, Thomas; Endl, Elmar; Wohlenberg, Claudia; van der Sar, Sjaak; Cowell, lan G.; Gerdes, Jo-
hannes; Singh, Prim B. (2002): The Ki-67 protein interacts with members of the heterochromatin pro-
tein 1 (HP1) family: a potential role in the regulation of higher-order chromatin structure. In: The Jour-
nal of pathology 196 (2), S. 135—-144. DOI: 10.1002/path.1016.

Schornagel, J. H.; McVie, J. G. (1983): The clinical pharmacology of methotrexate. In: Cancer treat-
ment reviews 10 (1), S. 53—75. DOI: 10.1016/s0305-7372(83)80032-2.

Schumacher, H. Ralph (1988): Pathology of Crystal Deposition Diseases. In: Rheumatic Disease Clinics
of North America 14 (2), S. 269-288. DOI: 10.1016/s0889-857x(21)00964-9.

Scire, Carlo Alberto; Epis, Oscar; Codullo, Veronica; Humby, Frances; Morbini, Patrizia; Manzo, Anto-
nio et al. (2007): Immunohistological assessment of the synovial tissue in small joints in rheumatoid
arthritis: validation of a minimally invasive ultrasound-guided synovial biopsy procedure. In: Arthritis
research & therapy 9 (5), R101. DOI: 10.1186/ar2302.

Scott, David L.; Wolfe, Frederick; Huizinga, Tom W. J. (2010): Rheumatoid arthritis. In: Lancet (London,
England) 376 (9746), S. 1094-1108. DOI: 10.1016/50140-6736(10)60826-4.

Scott, I. C.; Machin, A.; Mallen, C. D.; Hider, S. L. (2018): The extra-articular impacts of rheumatoid ar-
thritis: moving towards holistic care. In: BMC rheumatology 2, S. 32. DOI: 10.1186/s41927-018-0039-
2.

Scott D.G., Bacon P.A., Tribe C.R. (1981): Systemic rheumatoid vasculitis: a clinical and laboratory
study of 50 cases. Online verfligbar unter https://journals.lww.com/md-journal/cita-
tion/1981/07000/systemic_rheumatoid_vasculitis__a_clinical_and.4.aspx.

Sertel, Olcay; Dogdas, Belma; Chiu, Chi Sung; Gurcan, Metin N. (2011): Microscopic image analysis for
guantitative characterization of muscle fiber type composition. In: Computerized medical imaging

96



Literaturverzeichnis

and graphics : the official journal of the Computerized Medical Imaging Society 35 (7-8), S. 616—628.
DOI: 10.1016/j.compmedimag.2011.01.009.

Silman, Alan J.; Pearson, Jacqueline E. (2002): Epidemiology and genetics of rheumatoid arthritis. In:
Arthritis research 4 Suppl 3 (Suppl 3), S265-72. DOI: 10.1186/ar578.

Slansky, Elisabeth; Li, Jialiang; Haupl, Thomas; Morawietz, Lars; Krenn, Veit; Pessler, Frank (2010):
Quantitative determination of the diagnostic accuracy of the synovitis score and its components. In:
Histopathology 57 (3), S. 436-443. DOI: 10.1111/j.1365-2559.2010.03641.x.

Smith, Lucas R.; Barton, Elisabeth R. (2014): SMASH - semi-automatic muscle analysis using segmen-
tation of histology: a MATLAB application. In: Skeletal muscle 4, S. 21. DOI: 10.1186/2044-5040-4-21.

Smith, M. D.; Barg, E.; Weedon, H.; Papengelis, V.; Smeets, T.; Tak, P. P. et al. (2003): Microarchitecture
and protective mechanisms in synovial tissue from clinically and arthroscopically normal knee joints.
In: Annals of the rheumatic diseases 62 (4), S. 303—307. DOI: 10.1136/ard.62.4.303.

Smith, Malcolm D. (2011): The normal synovium. In: The open rheumatology journal 5, S. 100-106.
DOI: 10.2174/1874312901105010100.

Smolen, Josef S.; Aletaha, Daniel; Koeller, Marcus; Weisman, Michael H.; Emery, Paul (2007): New
therapies for treatment of rheumatoid arthritis. In: Lancet (London, England) 370 (9602), S. 1861—
1874. DOI: 10.1016/50140-6736(07)60784-3.

Smolen, Josef S.; Aletaha, Daniel; Mclnnes, lain B. (2016): Rheumatoid arthritis. In: Lancet (London,
England) 388 (10055), S. 2023-2038. DOI: 10.1016/50140-6736(16)30173-8.

Smolen, Josef S.; Beaulieu, Andre; Rubbert-Roth, Andrea; Ramos-Remus, Cesar; Rovensky, Josef; Ale-
cock, Emma et al. (2008): Effect of interleukin-6 receptor inhibition with tocilizumab in patients with

rheumatoid arthritis (OPTION study): a double-blind, placebo-controlled, randomised trial. In: Lancet
(London, England) 371 (9617), S. 987-997. DOI: 10.1016/50140-6736(08)60453-5.

Smolen, Josef S.; Landewé, Robert B. M.; Bijlsma, Johannes W. J.; Burmester, Gerd R.; Dougados, Max-
ime; Kerschbaumer, Andreas et al. (2020): EULAR recommendations for the management of rheuma-
toid arthritis with synthetic and biological disease-modifying antirheumatic drugs: 2019 update. In:
Annals of the rheumatic diseases 79 (6), S. 685—699. DOI: 10.1136/annrheumdis-2019-216655.

Sobecki, Michal; Mrouj, Karim; Camasses, Alain; Parisis, Nikolaos; Nicolas, Emilien; Lleres, David et al.
(2016): The cell proliferation antigen Ki-67 organises heterochromatin. In: eLife 5, e13722. DOI:
10.7554/elife.13722.

Sobecki, Michal; Mrouj, Karim; Colinge, Jacques; Gerbe, Francois; Jay, Philippe; Krasinska, Liliana et al.
(2017): Cell-Cycle Regulation Accounts for Variability in Ki-67 Expression Levels. In: Cancer research 77
(10), S. 2722-2734. DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-16-0707.

Spearman, C. (1904): The Proof and Measurement of Association between Two Things. In: The Ameri-
can Journal of Psychology 15 (1), S. 72. DOI: 10.2307/1412159.

Stalhammar, Gustav; Fuentes Martinez, Nelson; Lippert, Michael; Tobin, Nicholas P.; Mglholm, Ida;
Kis, Lorand et al. (2016): Digital image analysis outperforms manual biomarker assessment in breast
cancer. In: Modern pathology : an official journal of the United States and Canadian Academy of Pa-
thology, Inc 29 (4), S. 318-329. DOI: 10.1038/modpathol.2016.34.

Starborg, M.; Gell, K.; Brundell, E.; H60g, C. (1996): The murine Ki-67 cell proliferation antigen accu-
mulates in the nucleolar and heterochromatic regions of interphase cells and at the periphery of the
mitotic chromosomes in a process essential for cell cycle progression. In: Journal of cell science 109
(Pt 1), S. 143-153. DOI: 10.1242/jcs.109.1.143.

97



Literaturverzeichnis

Steiner, David F.; MacDonald, Robert; Liu, Yun; Truszkowski, Peter; Hipp, Jason D.; Gammage, Christo-
pher et al. (2018): Impact of Deep Learning Assistance on the Histopathologic Review of Lymph
Nodes for Metastatic Breast Cancer. In: The American Journal of Surgical Pathology 42 (12), S. 1636—
1646. DOI: 10.1097/PAS.0000000000001151.

Stevens, C. R.; Mapp, P. I.; Revell, P. A. (1990): A monoclonal antibody (Mab 67) marks type B synovio-
cytes. In: Rheumatology international 10 (3), S. 103—106. DOI: 10.1007/BF02274823.

Stolt, P.; Kéllberg, H.; Lundberg, |.; Sjogren, B.; Klareskog, L.; Alfredsson, L. (2005): Silica exposure is
associated with increased risk of developing rheumatoid arthritis: results from the Swedish EIRA
study. In: Annals of the rheumatic diseases 64 (4), S. 582—586. DOI: 10.1136/ard.2004.022053.

Sugiyama, D.; Nishimura, K.; Tamaki, K.; Tsuji, G.; Nakazawa, T.; Morinobu, A.; Kumagai, S. (2010): Im-
pact of smoking as a risk factor for developing rheumatoid arthritis: a meta-analysis of observational
studies. In: Annals of the rheumatic diseases 69 (1), S. 70-81. DOI: 10.1136/ard.2008.096487.

Sultan, Ahmed S.; Elgharib, Mohamed A.; Tavares, Tiffany; Jessri, Maryam; Basile, John R. (2020): The
use of artificial intelligence, machine learning and deep learning in oncologic histopathology. In: Jour-
nal of oral pathology & medicine : official publication of the International Association of Oral
Pathologists and the American Academy of Oral Pathology 49 (9), S. 849—-856. DOI:
10.1111/jop.13042.

Sun, Xiaoming; Kaufman, Paul D. (2018): Ki-67: more than a proliferation marker. In: Chromosoma 127
(2),S.175-186. DOI: 10.1007/s00412-018-0659-8.

Suzuki, Akari; Yamada, Ryo; Chang, Xiaotian; Tokuhiro, Shinya; Sawada, Tetsuji; Suzuki, Masakatsu et
al. (2003): Functional haplotypes of PADI4, encoding citrullinating enzyme peptidylarginine deiminase
4, are associated with rheumatoid arthritis. In: Nature genetics 34 (4), S. 395-402. DOI:
10.1038/ng1206.

Swann, D. A.; Radin, E. L.; Nazimiec, M.; Weisser, P. A.; Curran, N.; Lewinnek, G. (1974): Role of hyalu-
ronic acid in joint lubrication. In: Annals of the rheumatic diseases 33 (4), S. 318-326. DOI:
10.1136/ard.33.4.318.

Szekanecz, Zoltan; Koch, Alisa E. (2007): Mechanisms of Disease: angiogenesis in inflammatory dis-
eases. In: Nature clinical practice. Rheumatology 3 (11), S. 635—643. DOI: 10.1038/ncprheum0647.

Tak, P. P.; Smeets, T. J.; Daha, M. R.; Kluin, P. M.; Meijers, K. A.; Brand, R. et al. (1997): Analysis of the
synovial cell infiltrate in early rheumatoid synovial tissue in relation to local disease activity. In: Arthri
tis and rheumatism 40 (2), S. 217-225. DOI: 10.1002/art.1780400206.

Takagi, M.; Matsuoka, Y.; Kurihara, T.; Yoneda, Y. (1999): Chmadrin: a novel Ki-67 antigen-related peri-
chromosomal protein possibly implicated in higher order chromatin structure. In: Journal of cell sci-
ence 112 (Pt 15), S. 2463-2472. DOI: 10.1242/jcs.112.15.2463.

Takagi, Masatoshi; Ono, Takao; Natsume, Toyoaki; Sakamoto, Chiyomi; Nakao, Mitsuyoshi; Saitoh,
Noriko et al. (2017): Ki-67 and condensins support the integrity of mitotic chromosomes through dis-
tinct mechanisms.

Tan, Yvonne; Buch, Maya H. (2022): 'Difficult to treat' rheumatoid arthritis: current position and con-
siderations for next steps. In: RMD open 8 (2). DOI: 10.1136/rmdopen-2022-002387.

Tao, Zhiwei; Xue, Runxin; Wei, Zhongcao; Qin, Lingzhi; Bai, Rui; Liu, Na et al. (2023): The assessment
of Ki-67 for prognosis of gastroenteropancreatic neuroendocrine neoplasm patients: a systematic re-
view and meta-analysis. In: Translational cancer research 12 (8), S. 1980—-1991. DOI: 10.21037/tcr-23-
248.

98



Literaturverzeichnis

Turesson, C.; Jacobsson, L. T. H. (2004): Epidemiology of extra-articular manifestations in rheumatoid
arthritis. In: Scandinavian journal of rheumatology 33 (2), S. 65—-72. DOI:
10.1080/03009740310004621.

Urruticoechea, Ander; Smith, lan E.; Dowsett, Mitch (2005): Proliferation marker Ki-67 in early breast
cancer. In: Journal of Clinical Oncology 23 (28), S. 7212-7220. DOI: 10.1200/JC0.2005.07.501.

van de Sande, Marleen G.; Baeten, Dominique L. (2016): Immunopathology of synovitis: from histol-
ogy to molecular pathways. In: Rheumatology (Oxford, England) 55 (4), S. 599-606. DOI:
10.1093/rheumatology/kev330.

van den Berg, Eunice Joy; Duarte, Raquel; Dickens, Caroline; Joffe, Maureen; Mohanlal, Reena (2021):
KI67 immunohistochemistry quantification in breast carcinoma: A comparison of visual estimation,
counting and Immunoratio©. In: Applied immunohistochemistry & molecular morphology : AIMM 29
(2), S. 105-111. DOI: 10.1097/PAI.0000000000000864.

van der Helm-van Mil, Annette H. M.; Verpoort, Kirsten N.; Breedveld, Ferdinand C.; Toes, René E. M.;
Huizinga, Tom W. J. (2005): Antibodies to citrullinated proteins and differences in clinical progression
of rheumatoid arthritis. In: Arthritis research & therapy 7 (5), R949-58. DOI: 10.1186/ar1767.

van der Woude, Diane; van der Helm-van Mil, Annette H. M. (2018): Update on the epidemiology, risk
factors, and disease outcomes of rheumatoid arthritis. In: Best practice & research. Clinical rheuma-
tology 32 (2), S. 174-187. DOI: 10.1016/j.berh.2018.10.005.

van Leeuwen, M. A_; van Rijswijk, M. H.; van der Heijde, D. M.; Te Meerman, G. J.; van Riel, P. L.; Hout-
man, P. M. et al. (1993): The acute-phase response in relation to radiographic progression in early
rheumatoid arthritis: a prospective study during the first three years of the disease. In: British journal
of rheumatology 32 Suppl 3, S. 9-13. DOI: 10.1093/rheumatology/32.suppl_3.9.

van Steenbergen, Hanna W.; Aletaha, Daniel; Beaart-van de Voorde, Liesbeth J. J.; Brouwer, Elisabeth;
Codreanu, Catalin; Combe, Bernard et al. (2017): EULAR definition of arthralgia suspicious for pro-
gression to rheumatoid arthritis. In: Annals of the rheumatic diseases 76 (3), S. 491-496. DOI:
10.1136/annrheumdis-2016-209846.

Varga, Zsuzsanna; Diebold, Joachim; Dommann-Scherrer, Corina; Frick, Harald; Kaup, Daniela; Noske,
Aurelia et al. (2012): How Reliable Is Ki-67 Immunohistochemistry in Grade 2 Breast Carcinomas? A
QA Study of the Swiss Working Group of Breast- and Gynecopathologists. In: PloS one 7 (5). DOI:
10.1371/journal.pone.0037379.

Venerito, Vincenzo; Angelini, Orazio; Cazzato, Gerardo; Lopalco, Giuseppe; Maiorano, Eugenio; Cim-
mino, Antonietta; lannone, Florenzo (2021): A convolutional neural network with transfer learning for
automatic discrimination between low and high-grade synovitis: a pilot study. In: Internal and emer-
gency medicine 16 (6), S. 1457—-1465. DOI: 10.1007/s11739-020-02583-x.

Verheijen, R.; Kuijpers, H. J.; Schlingemann, R. O.; Boehmer, A. L.; van Driel, R.; Brakenhoff, G. J.;
Ramaekers, F. C. (1989a): Ki-67 detects a nuclear matrix-associated proliferation-related antigen. I.
Intracellular localization during interphase. In: Journal of cell science 92 (Pt 1), S. 123-130. DOI:
10.1242/jcs.92.1.123.

Verheijen, R.; Kuijpers, H. J.; van Driel, R.; Beck, J. L.; van Dierendonck, J. H.; Brakenhoff, G. J,;
Ramaekers, F. C. (1989b): Ki-67 detects a nuclear matrix-associated proliferation-related antigen. Il.
Localization in mitotic cells and association with chromosomes. In: Journal of cell science 92 (Pt 4), S.
531-540. DOI: 10.1242/jcs.92.4.531.

Viatte, Sebastien; Plant, Darren; Raychaudhuri, Soumya (2013): Genetics and epigenetics of rheuma-
toid arthritis. In: Nature reviews. Rheumatology 9 (3), S. 141-153. DOI: 10.1038/nrrheum.2012.237.

99



Literaturverzeichnis

Waaler, Erik (2007): On the occurrence of a factor in human serum activating the specific agglutintion
of sheep blood corpuscles. 1939. In: APMIS : acta pathologica, microbiologica, et immunologica Scan-
dinavica 115 (5), 422-38; discussion 439. DOI: 10.1111/j.1600-0463.2007.apm_682a.x.

Wang, Yi-xing; Wang, Yuan-yuan; Yang, Cheng-gang; Bu, Hong; Yang, Wen-tao; Wang, Li et al. (2019):
An interobserver reproducibility analysis of size-set semiautomatic counting for Ki67 assessment in
breast cancer. In: The Breast : official journal of the European Society of Mastology 49, S. 225-232.
DOI: 10.1016/j.breast.2019.12.009.

Wasserman, Amy M. (2011): Diagnosis and management of rheumatoid arthritis. In: American family
physician 84 (11), S. 1245-1252.

Weinblatt, M. E.; Coblyn, J. S.; Fox, D. A.; Fraser, P. A.; Holdsworth, D. E.; Glass, D. N.; Trentham, D. E.
(1985): Efficacy of low-dose methotrexate in rheumatoid arthritis. In: The New England journal of
medicine 312 (13), S. 818-822. DOI: 10.1056/NEJM198503283121303.

Winthrop KL (2012): Infections and biologic therapy in rheumatoid arthritis: our changing under-
standing of risk and prevention.

Wu, Chao-Yi; Yang, Huang-Yu; Luo, Shue-Fen; Lai, Jenn-Haung (2021a): From Rheumatoid Factor to
Anti-Citrullinated Protein Antibodies and Anti-Carbamylated Protein Antibodies for Diagnosis and
Prognosis Prediction in Patients with Rheumatoid Arthritis. In: International journal of molecular sci-
ences 22 (2). DOI: 10.3390/ijms22020686.

Wu, Fengping; Gao, Jinfang; Kang, Jie; Wang, Xuexue; Niu, Qing; Liu, Jiaxi; Zhang, Liyun (2021b): B
Cells in Rheumatoid Arthritis : Pathogenic Mechanisms and Treatment Prospects. In: Frontiers in im-
munology 12, S. 750753. DOI: 10.3389/fimmu.2021.750753.

Yang, Karren Dai; Belyaeva, Anastasiya; Venkatachalapathy, Saradha; Damodaran, Karthik; Katcoff, Ab-
igail; Radhakrishnan, Adityanarayanan et al. (2021): Multi-domain translation between single-cell im-
aging and sequencing data using autoencoders. In: Nature communications 12. DOI: 10.1038/s41467-
020-20249-2.

Yang, Linjun; Coleman, Mitchell C.; Hines, Madeline R.; Kluz, Paige N.; Brouillette, Marc J.; Goetz, Jes-
sica E. (2019): Deep Learning for Chondrocyte Identification in Automated Histological Analysis of Ar-
ticular Cartilage. In: The lowa orthopaedic journal 39 (2), S. 1-8.

Yoshitomi, Hiroyuki (2019): Regulation of Immune Responses and Chronic Inflammation by Fibroblast-
Like Synoviocytes. In: Frontiers in immunology 10, S. 1395. DOI: 10.3389/fimmu.2019.01395.

Zabaglo, Lila; Salter, Janine; Anderson, Helen; Quinn, Emma; Hills, Margaret; Detre, Simone et al.
(2010): Comparative validation of the SP6 antibody to Ki67 in breast cancer. In: Journal of clinical pa-
thology 63 (9), S. 800-804. DOI: 10.1136/jcp.2010.077578.

Zhang, Xuan; Zhang, Dongya; Jia, Huijue; Feng, Qiang; Wang, Donghui; Di Liang et al. (2015): The oral
and gut microbiomes are perturbed in rheumatoid arthritis and partly normalized after treatment. In:
Nat Med 21 (8), S. 895-905. DOI: 10.1038/nm.3914.

Zhao, Kun; Ruan, Jiaqi; Nie, Liuyan; Ye, Xiangming; Li, Juebao (2023): Effects of synovial macrophages
in osteoarthritis. In: Frontiers in immunology 14, S. 1164137. DOI: 10.3389/fimmu.2023.1164137.

Zheng, J-N; Pei, D-S; Mao, L-J; Liu, X-Y; Mei, D-D; Zhang, B-F et al. (2009): Inhibition of renal cancer cell
growth in vitro and in vivo with oncolytic adenovirus armed short hairpin RNA targeting Ki-67 encod-
ing mRNA. In: Cancer gene therapy 16 (1), S. 20-32. DOI: 10.1038/cgt.2008.61.

Zheng, Jun-Nian; Ma, Teng-Xiang; Cao, Jing-Yi; Sun, Xiao-Qing; Chen, Jia-Cun; Li, Wang et al. (2006):
Knockdown of Ki-67 by small interfering RNA leads to inhibition of proliferation and induction of

100



Anhang

apoptosis in human renal carcinoma cells. In: Life sciences 78 (7), S. 724—729. DOI:
10.1016/j.Ifs.2005.05.064.

Ziff, M. (1990): The rheumatoid nodule. In: Arthritis and rheumatism 33 (6), S. 761-767. DOI:
10.1002/art.1780330601.

8 Anhang
Deskriptive Statistik

Gruppe Statistik Standardfehler
Ki-67 in Prozent therapierefraktar high-Mittelwert 19,4032 1,82407

grade

95% KonfidenzintervallUntergrenze 15,6203
des Mittelwerts
Obergrenze 23,1861

5% getrimmtes Mittel 18,5950

Median 17,7737

Varianz 76,526

Standardabweichung 8,74792

Minimum 7,45

Maximum 47,56

Spannweite 40,10

Interquartilbereich 10,81

Schiefe 1,567 0,481

Kurtosis 3,823 0,935
nicht-therapierefraktar Mittelwert 21,5253 2,21865
high-grade

95% KonfidenzintervallUntergrenze 17,0212

des Mittelwerts

Obergrenze 26,0294

5% getrimmtes Mittel 20,0066

Median 19,9298

Varianz 177,206

Standardabweichung 13,31189

Minimum 6,22

Maximum 80,49

Spannweite 74,27

Interquartilbereich 11,51

Schiefe 2,659 0,393

Kurtosis 10,456 0,768
Osteoarthritis low-gradeMittelwert 4,1666 0,82904

Untergrenze 2,4425
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5% getrimmtes Mittel 3,6810

Median 3,3845

Varianz 15,121

Standardabweichung 3,88855

Minimum 0,30

Maximum 17,36

Spannweite 17,06

Interquartilbereich 3,90

Schiefe 2,095 0,491

Kurtosis 5,587 0,953

Gesamtzellzahl/HPF therapierefraktar high-Mittelwert 2293,13 253,210

grade 95% KonfidenzintervallUntergrenze 1768,01

des Mittelwerts

Obergrenze 2818,26

5% getrimmtes Mittel 2253,03

Median 2097,00

Varianz 1474650,119

Standardabweichung 1214,352

Minimum 399

Maximum 4977

Spannweite 4578

Interquartilbereich 2282

Schiefe 0,496 0,481

Kurtosis -0,410 0,935
nicht-therapierefraktar Mittelwert 1445,64 123,726
high-grade

95% KonfidenzintervallUntergrenze 1194,46

des Mittelwerts

Obergrenze 1696,82

5% getrimmtes Mittel 1411,01

Median 1256,50

Varianz 551094,237

Standardabweichung 742,357

Minimum 504

Maximum 3307

Spannweite 2803

Interquartilbereich 1219

Schiefe 0,731 0,393

95% KonfidenzintervallObergrenze 5,8907

des Mittelwerts
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Kurtosis

Osteoarthritis low-gradeMittelwert

95% KonfidenzintervallUntergrenze

des Mittelwerts

5% getrimmtes Mittel
Median

Varianz
Standardabweichung
Minimum

Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

Obergrenze

-0,438 0,768
1313,00 129,902
1042,85

1583,15

1302,56

1256,50
371239,714
609,294

432

2389

1957

1055

0,312 0,491

-1,104 0,953

Tabelle 11: Deskriptive Statistik - Ki-67-Positivitdt in %, Gesamtzellzahl/HPF, Gruppen: 1 = therapierefraktdre high-grade Syno-
vialitis, 2 = nicht-therapierefraktdre high-grade Synovialitis; 3 = low-grade Osteoarthritis. Eigene Darstellung.
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Abbildung 23: Gruppenverteilung. Eigene Darstellung.

Informationen zu kategorialen Variablen Gruppe

apelf-mo| SUYPEDSISO

Zeitdifferenz in s Zeit manuell in s Zeit mitKlin's
N 5 5 5
Mittelwert 79,6000 84,280 4,680
Median 75,2000 80,000 4,700
Std.-Abweichung 21,97874 22,0194 0,1304
Schiefe 1,148 1,156 -0,541
Standardfehler der Schiefe 0,913 0,913 0,913
Minimum 61,10 65,8 4,5
Maximum 114,20 119,0 4,8
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Perzentile 25 61,2500 65,900 4,550
50 75,2000 80,000 4,700
75 100,1500 104,800 4,800

Tabelle 12: Zeiterfassung - therapierefraktdre high-grade Synovialitis. Eigene Darstellung.

Zeitdifferenz in s Zeit manuell in s ZeitmitKlins

N 5 5 5
Mittelwert 3,8200 8,300 4,480
Median 3,4000 8,600 4,300
Std.-Abweichung 3,63758 3,5644 0,4087
Schiefe 0,563 0,323 2,070
Standardfehler der Schiefe 0,913 0,913 0,913
Minimum -0,80 3,6 4,2
Maximum 9,30 13,5 5.2
Perzentile 25 1,0000 5,350 4,250

50 3,4000 8,600 4,300

75 6,8500 11,100 4,800

Tabelle 13: Zeiterfassung - low-grade Osteoarthritis. Eigene Darstellung.

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Gruppe Statistik  df Signifikanz  Statistik  df Signifikanz
Ki-67 in Prozent therapierefraktare 0,166 23 0,098 0,885 23 0,013
high-grade
nicht-therapiere- 0,212 36 0,000 0,761 36 0,000
fraktar high-grade
Osteoarthritis low- 0,173 22 0,084 0,791 22 0,000
grade
Gesamtzellzahl/HPF therapierefraktar 0,158 23 0,143 0,958 23 0,418
high-grade
nicht-therapiere- 0,150 36 0,040 0,915 36 0,009
fraktér high-grade
Osteoarthritis  low- 0,139 22 0,200 0,942 22 0,217

grade
Tabelle 14: Priifung auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test und mittels Shapiro-Wilk-Test; a. Signifikanzkor-
rektur nach Lilliefors. Eigene Darstellung.
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Haufigkeit

Histogramm

von Gruppe= therapieresistent high grade

Mittelwert = 19,40
Std -Abw. =8 748
M=23

10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

Ki67 in Prozent

Abbildung 24: Priifung auf Normalverteilung von Ki-67 in % - therapierefraktdre high-grade Synovialitis. Eigene Darstellung.
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Histogramm

von Gruppe= nicht-therapieresistent high-grade

Mittelwert = 21,53
Stol.-Abw. =13312
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Abbildung 25: Priifung auf Normalverteilung von Ki-67 in % - nicht-therapierefraktdre high-grade Synovialitis. Eigene Darstel-

lung.
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Histogramm
wvon Gruppe= Osteoarthritis low-grade
Mittelwert = 4 17

St -Abw . = 3 885
N=22

Haufigkeit

10,00 15,00

Ki67 in Prozent

Abbildung 26: Priifung auf Normalverteilung von Ki-67 in % - low-grade Osteoarthritis. Eigene Darstellung.

Q-Q-Diagramm von Ki-67 in Prozent

wvon Gruppe= therapieresistent high grade

Erwarteter Normalwert

0 10 20 30 40 50

Beobachteter Wert

Abbildung 27: Priifung auf Normalverteilung von Ki-67 in % - therapierefraktire high-grade Synovialitis. Eigene Darstellung.

107



Anhang

Q-Q-Diagramm von Ki-67 in Prozent

von Gruppe= nicht-therapieresistent high-grade

Erwarteter Normalwert

o] 20 40 G0 8o 100

Beobachteter Wert

Abbildung 28: Priifung auf Normalverteilung von Ki-67 in % - nicht-therapierefraktdre high-grade Synovialitis. Eigene Darstel-
lung.

Q-Q-Diagramm von Ki-67 in Prozent

von Gruppe= Osteoarthritis low-grade

Erwarteter Normalwert

-5 0 5 10 15 20

Beobachteter Wert

Abbildung 29: Priifung auf Normalverteilung von Ki-67 in % - nicht-therapierefraktdre high-grade Synovialitis. Eigene Darstel-
lung.
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Histogramm

wvon Gruppe= therapieresistent high grade

Mittelwert = 229313
St -Abw. = 1214 352
N=23
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Abbildung 30: Priifung auf Normalverteilung von Gesamtzellzahl/HPF - therapierefraktdre high-grade Synovialitis. Eigene Dar-
stellung.
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Abbildung 31: Priifung auf Normalverteilung von Gesamtzellzahl/HPF - nicht-therapierefraktidre high-grade Synovialitis. Ei-
gene Darstellung.
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Histogramm

wvon Gruppe= Osteoarthritis low-grade

Mittelwert = 1313
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Abbildung 32: Priifung auf Normalverteilung von Gesamtzellzahl/HPF - low-grade Osteoarthritis. Eigene Darstellung.

Q-Q-Diagramm von GesamtzellzahliHPF

wvon Gruppe= therapieresistent high grade

Erwarteter Normalwert
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Beobachteter Wert

Abbildung 33: Priifung auf Normalverteilung von Gesamtzellzahl/HPF - therapierefraktére high-grade Synovialitis. Eigene Dar-
stellung.
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Q-Q-Diagramm von GesamtzellzahliHPF

von Gruppe= nicht-therapieresistent high-grade

Erwarteter Normalwert

o] 1.000 2.000 3.000 4.000

Beobachteter Wert

Abbildung 34: Priifung auf Normalverteilung von Gesamtzellzahl/HPF - nicht-therapierefraktdre high-grade Synovialitis. Ei-
gene Darstellung.

Q-Q-Diagramm von GesamtzellzahliHPF

von Gruppe= Osteoarthritis low-grade

Erwarteter Normalwert
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Abbildung 35: Priifung auf Normalverteilung von Gesamtzellzahl/HPF - low-grade Osteoarthritis. Eigene Darstellung.
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Anhang

Hypothesentestiibersicht

Nullhypothese Test Sig.2P
1 Die Verteilung von Ki-67 in Prozent Kruskal-Wallis-Test bei unabhangi- 0,000
ist Uber die Kategorien von Gruppe gen Stichproben
identisch.
2 Die Verteilung von Gesamtzell- Kruskal-Wallis-Test bei unabhéangi- 0,007

zahl/HPF ist Uber die Kategorien von gen Stichproben

Gruppe identisch.

Hypothesentestiibersicht

Entscheidung
1 Nullhypothese ablehnen
2 Nullhypothese ablehnen

a. Das Signifikanzniveau ist ,050.

b. Asymptotische Signifikanz wird angezeigt.

Tabelle 15: Kruskal-Wallis-Test Hypothesentestiibersicht. Eigene Darstellung.

Zusammenfassung des Kruskal-Wallis-Tests
bei unabhangigen Stichproben

Gesamtzahl 81
Teststatistik 42,6312
Freiheitsgrad 2

Asymptotische Sig. (zweisei- 0,000
tiger Test)

a. Die Teststatistik wird fiir Bindungen angepasst.

Tabelle 16: Zusammenfassung des Kruskal-Wallis-Tests bei unabhéngigen Stichproben — Ki-67 in %. Eigene Darstellung.

Zusammenfassung des Kruskal-Wallis-Tests
bei unabhangigen Stichproben

Gesamtzahl 81
Teststatistik 10,0032
Freiheitsgrad 2

Asymptotische Sig. (zweisei- 0,007
tiger Test)

a. Die Teststatistik wird fir Bindungen angepasst.

Tabelle 17: Zusammenfassung des Kruskal-Wallis-Tests bei unabhdngigen Stichproben - Gesamtzellzahl/HPF. Eigene Darstel-
lung.
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