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Zusammenfassung

Zusammenfassung
Einfihrung: Die Axiale Spondyloarthritis ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung, die

hauptsachlich die Sakroiliakalgelenke und Wirbelsaule betrifft. Ein pathologischer
Knochenum/-anbau fihrt zu typischen radiografischen Veranderungen, den
Syndesmophyten. Die daraus resultierende spinale Versteifung verursacht bei
betroffenen Patienten funktionelle Einschrankungen. Die radiografische Progression
verlauft individuell und die Vorhersage ist mangels geeigneter Pradiktoren erschwert.
Neben klinischen Pradiktoren werden zunehmend Biomarker des Knochen- und
Inflammationsstoffwechsels hinsichtlich ihres mdglichen pradiktiven Wertes untersucht.
Ziel dieser Arbeit war es, ein pradiktives Modell der radiografischen Progression bei
axSpA mithilfe von Biomarkern und klinischen Pradiktoren zu entwickeln.

Methoden: In diese Arbeit wurden 117 Patienten mit Ankylosierender Spondylitis aus der
Effects of NSAIDs on RAdiographic Damage in Ankylosing Spondylitis (ENRADAS)-
Studie eingeschlossen. Die radiografische Progression Uber 2 Jahre wurde definiert als
a) eine Erhdéhung des modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score (MSASSS) =2
Punkte oder b) eine Syndesmophyten- /Ankylosebildung. Bekannte klinische Pradiktoren
zur Baseline wie das Vorhandensein von Syndesmophyten, eine C-reaktive-Protein-
Erhéhung =25mg/I im Serum, Raucherstatus und das méannliche Geschlecht wurden als
klinisches Modell herangezogen. Die Serumkonzentrationen folgender Biomarker wurde
durch Enzyme-Linked Immunosorbent Assays zur Baseline und nach 2 Jahren erhoben:
Adiponectin und die High-molecular-weight-Form, Calprotectin, Chemerin, Leptin,
Lipocalin-2,  Matrix-Metalloproteinasen-3,  N-terminales  Telopeptid, = Omentin,
Osteoprotegerin, Procollagen Typ-1l N-terminales Propeptid, Resistin, Sclerostin, Serum
Amyloid-A, Vascular-Endothelial-Growth-Factor, and Visfatin. Die statistische Analyse
umfasst fur die Biomarker/-kombinationen lineare und logistische univariable und

multivariable Regressionsanalysen sowie eine Kreuzvalidierung.

Ergebnisse: Eine signifikante Assoziation zur mSASSS-Progression 22 Punkte zeigte die
logistische Regressionsanalyse fur Leptin und Vascular-Endothelial-Growth-Factor,
einen statistischen Trend fur Lipocalin-2 und Visfatin. Die Biomarker High-molecular-
weight-Adiponektin und Sclerostin waren signifikant mit der Syndesmophytenbildung/-

progression assoziiert, ein Trend konnte fur Leptin beobachtet werden. In Kombination
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mit dem klinischen Modell konnte fir alle Biomarker in der multivariablen

Regressionsanalyse eine Verbesserung des Vorhersagewertes gezeigt werden.

In der Kreuzvalidierung ergab sich durch Hinzugeben einzelner Biomarker zum klinischen
Modell kein Mehrwert. Die Kombination aus den Biomarkern Leptin, High-molecular-
weight-Adiponektin und Vascular-Endothelial-Growth-Factor zeigte einen hd6heren
Vorhersagewert als das klinische Modell (Area-Under-the-Curve(AUC)giomarker= 0,731,
95%-Konfidenzintervall(KI)=0,614-0,848 vs. AUCkiinisches Model=0.665, 95%-KI=0.553-
0.776). In der Kombination beider Modelle zeigte sich eine Verbesserung des
Vorhersagewertes, ohne statistische Signifikanz (AU Cuiinisches Modell+ Biomarker= 0,768, 95%-
K1=0,666-0,871). Bei Betrachtung der partiellen AUC(pAUC) bei einer Spezifitat von
275% (p=0,01; pAUCiiinisches Modell+ Biomarker= 0,119 vS. pAUCixiinisches Modell= 0,053) ergab sich

ein signifikant erhéhter Vorhersagewert.

Schlussfolgerung: Die Verwendung von Biomarkern zusatzlich zu klinischen Parametern

kann zu einer Verbesserung der Pradiktion der radiografischen Progression fuhren.
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Abstract
Introduction: Axial Spondyloarthritis is a chronic inflammatory disease affecting mainly

the sacroiliac joints and spine. Pathological bone remodeling leads to typical radiographic
manifestations such as syndesmophytes. Spinal stiffness as result of this mechanism,
manifests in functional impairment of the spine. The radiographic progression rate varies
and is difficult to predict in lack of reliable predictors. Next to clinical predictors, studies
identified biomarkers with a predictive value. The objective of this study was to design a
model to predict radiographic spinal progression by combining biomarkers with clinical

parameters.

Methods: This study includes a total of 117 patients with ankylosing spondylitis, who
completed the Effects of NSAIDs on RAdiographic Damage in Ankylosing Spondylitis
(ENRADAS) trial. Radiographic spinal progression over 2 years was defined as a)
worsening of the modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score (MSASSS) by =2
points or b) new or progression of syndesmophyte formation. Present syndesmophytes
at baseline, elevated C-reactive-Protein 25mg/I, cigarette smoking and male sex formed
the clinical prediction model. Serum levels were measured using enzyme-linked
immunosorbent assays at baseline and after 2 years for following biomarkers: adiponectin
and its high-molecular-weight-form, calprotectin, chemerin, leptin, lipocalin-2, Matrix-
Metalloproteinasen-3, N-terminal telopeptide, omentin, osteoprotegerin, procollagen
type-Il N-terminal propeptide, resistin, serum amyloid-A, sclerostin, vascular-endothelial-

growth-factor and visfatin.

Results: Logistic regression analysis revealed significant associations of leptin and
vascular-endothelial-growth-factor to mSASSS-progression =2 points, lipocalin-2 and
visfatin showed a statistical trend. The biomarkers high-molecular-weight-adiponectin
and sclerostin were significantly associated with syndesmophyte-progression, a trend
could be shown for leptin. Adding these biomarkers to the clinical model resulted in a

numerically improvement of the predictive value, though results were not significant.

No benefit could be found, when single biomarkers were added to the clinical model in
repeated-cross validation analysis. Biomarker combination of leptin, high-molecular-
weight-adiponectin and vascular-endothelial-growth-factor showed a higher predictive
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value in comparison to the clinical model with an Area-Under-the-Curve
(AUC)Biomarkers=0.731 (95%confidence interval (Cl)=0.614-0.848) vs. AUCcinica model
=0.665, 95%CI=0.553-0.776). Adding the biomarker combination to the clinical model
enhanced the predictive value (AUCciinical model+biomarkers=0.768, 95%CI|=0.666-0.871);
though not statistically significant (p=0.051). Considering a partial AUC (pAUC) with
specifity of =275% in Receiver-operating-characteristic (ROC)-analysis a significant
increase of the predictive value (PAUCciinical modell + biomarkers=0.119; pAUCelinical model=0.053;
p=0.01) could be revealed.

Conclusion: A combination of biomarkers with clinical predictors showed a potential

improvement for the prediction of radiographic spinal progression in axSpA.
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1.1 Spondyloarthritiden

Unter Spondyloarthritiden (SpA) versteht man eine heterogene Gruppe von chronisch-
entziindlichen rheumatischen Systemerkrankungen, die Kklinische und genetische

Gemeinsamkeiten aufweisen, sowie unklarer Atiologie sind (2-4).

Kennzeichnendes klinisches Hauptmerkmal sind Entziindungen im Achsenskelett, die zu
Ruckenschmerzen fuhren (3). Der Major-Histokompabilitats-Komplex (MHC)-Klasse |
Molekul beziehungsweise das ,human leukocyte antigen“ (HLA)-B27, ist die starkste

bekannte genetische Assoziation dieser Erkrankungen untereinander (2).

Das Spektrum der SpA lasst sich in eine pradominant axiale oder pradominant periphere
Form gliedern (2, 3, 5, 6). In der pradominant axialen SpA steht vor allem die Sakroiliitis
und Spondylitis im Vordergrund der Erkrankung, wohingegen bei einer peripheren SpA
eine asymmetrische periphere Arthritis, Enthesitiden und Daktylitiden charakteristisch
sind (3, 7).

1.1.1 Axiale Spondyloarthritis
Die axiale Spondyloarthritis (axSpA) lasst sich in die nicht-réntgenologische axiale

Spondyloarthritis ~ (nr-axSpA) und der Ankylosierenden  Spondylitis  (AS)/
réntgenologische axiale Spondyloarthritis (r-axSpA) unterteilen. Die Grundlage der
rontgenologischen Klassifikation der AS stellen die modifizierten New York Kriterien dar
(8). Die nr-axSpA wird als Frihform der AS diskutiert und zeigt keine definitive
réntgenologische Sakroiliitis nach den modifizierten New York Kriterien, aber passende
Symptome sowie entziindliche Veranderungen in der Magnetresonanztomografie (MRT)
(7, 8). Der Begriff AS wird im deutschen Sprachgebrauch haufig mit Morbus Bechterew
gleichgesetzt und des Weiteren auch als r-axSpA bezeichnet. Patienten mit einer r-

axSpA erfillen die modifizierten New York Kriterien (8).

1.1.2 Epidemiologie
SpA treten in Europa mit einer geschéatzten Préavalenz von circa 1,9% in der Bevélkerung

auf (9). Mit einer Spanne von 0,89-1,4% variiert die Pravalenz der AS in Europa (9, 10).
Das Durchschnittsalter bei Symptombeginn liegt im Schnitt bei 28 Jahren respektive in
der 3. Lebensdekade (11, 12). Manner sind circa 2-3 Mal (2), in Norwegen sogar bis zu

sechs Mal, haufiger betroffen als Frauen und zeigen meist eine schnellere radiografische/
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réntgenologische Progression (13). HLA-B27 positive Gentrager haben ein bis zu 20-fach

erhohtes Risiko eine SpA zu entwickeln (10).

Durch unterschiedliche Klassifikationssysteme sind Metaanalysen schwer zu beurteilen,
zeigen jedoch eine grof3e Spanne, sowohl in der Inzidenz und Pravalenz der HLA-B27-
Gentréager, als auch zwischen unterschiedlichen ethnischen Gruppen (14, 15).

1.1.3 Klinik der axialen Spondyloarthritis / Ankylosierenden Spondylitis
Die Entzindungsprozesse am Achsenskelett bei der axSpA fuhren zu entzindlichen

Ruckenschmerzen (2, 3). Diese inflammatorischen Vorgange kénnen in Form einer

Sakroiliitis, Spondylitis und Spondylodiszitis auftreten.

Innerhalb der Expertengruppen gibt es unterschiedliche Vorschlage zur Definition von

entzindlichem Riuckenschmerz. Hier sind zwei als Beispiele aufgefuhrt:

1. Nach der Assessment of SpondyloArthritis international Society (ASAS) (16) sind
folgende Kriterien fur den entzindlichen Rickenschmerz zu beachten: Die
Ruckenschmerzen mussen vor dem 40. Lebensjahr begonnen haben. Die Beschwerden
haben schleichend begonnen und zeigen eine Besserung bei Bewegung, jedoch nicht
bei Ruhe und treten auch nachts auf. Der Riickenschmerz wird als entziindlich bewertet,

wenn 4 von 5 Kriterien erfillt sind.

2. Rudwaleit et al.(17) entwarfen mit den sogenannten Berlin-Kriterien folgende Definition
fur einen entzundlichen Ruickenschmerz: Eingangskriterien sind zum einen ein
Schmerzbeginn vor dem 45. Lebensjahr und ein mindestens 3-monatiges Bestehen der
Beschwerden. Dazu sollten folgende Kriterien zutreffend sein: Die Schmerzen treten
alternierend in den Gesal3halften auf und kénnen den Patienten in der zweiten Halfte der
Nacht aufwachen lassen. Dazu kommend ist eine Morgensteifigkeit von tber 30 Minuten
oder eine Besserung der Beschwerden bei Bewegung. Ein Patient wird an entzindlichen

Ruckenschmerzen als erkrankt angesehen, wenn 2 von 4 Kriterien zutreffend sind.

Ein pathophysiologisch ungeklarter osteoproliferativer Prozess an der Wirbelsaule und
des Sakroilikalgelenks (SIG) bewirkt die Ausbildung von Knochenspangen, den
sogenannten Syndesmophyten, und endet in der Ankylose, bei der die Wirbelkdrper
fusionieren. In Folge dieses Vorgangs leidet der Patient an einer Wirbelsdulen-
versteifung und einem Verlust spinaler Beweglichkeit (2). Die osteoproliferativen
Prozesse kdnnen mittels Rontgen dargestellt werden und werden als radiologische oder

6
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auch rontgenologische Progression bezeichnet. Neben diesen Veranderungen konnte
man ebenso eine systemische Osteoporose beobachten, die mit einem erhéhten

Frakturrisiko einhergeht (18).

Begleitend zum axialen Befall kann das periphere muskuloskelettale System in Form
einer Oligoarthritis, einer Enthesitis oder Daktylitis beteiligt sein. Die periphere
Oligoarthritis ist zumeist asymmetrisch und vorrangig an der unteren Extremitat lokalisiert
(2-4).

Ebenso zu beriicksichtigen, sind die extraskelettalen Manifestationen an Augen, Haut
und Darm (8). Die haufigste extraskelettale Manifestation ist eine akute, meist einseitige
anteriore Uveitis (19, 20). Zusatzlich kdnnen Patienten an einer Psoriasis vulgaris leiden,
in der German Spondyloarthritis Inception Cohort (GESPIC) waren es 10-15% der
axSpA- Patienten (8, 21, 22). Am Darm manifestieren sich ebenfalls entziindliche
Veranderungen, die haufig ohne klinische Symptome verlaufen, sich jedoch zu einer
chronisch entzindlichen Darmerkrankung (CED), wie Morbus Crohn oder Colitis
ulcerosa, steigern konnen (23, 24). Weitere Organsysteme die potentiell betroffen sein

kénnen, sind das Herz, die Lunge und die Niere (3).

Insgesamt ist der Krankheitsbeginn meist schleichend und kann schubférmig bis
chronisch progredient verlaufen. Wichtig und herausfordernd ist die Differenzierung
zwischen entziindlichem Rickenschmerz und mechanischen Riickenschmerz, welche zu

einer Diagnoseverzogerung von 5-7 Jahren fiihren kann (8, 11, 25, 26).

1.2.Diagnostik

1.2.1 Diagnose der axialen Spondyloarthritis

Bisher liegen keine nationalen oder internationalen Diagnosekriterien zur axSpA vor (27).
Die variablen klinischen Manifestationen ergeben singular betrachtet keine ausreichende
Spezifitdt und Sensitivitat, insbesondere bei der nr-ax-SpA, und stellen eine
Herausforderung bei der Diagnosestellung fir die Behandelnden dar (8, 28). Im Alltag
werden Klassifikationskriterien oft falschlicherweise zur Diagnosestellung genutzt (27).
Die Anwendung der Klassifikationskriterien im Gegensatz zu Diagnosekriterien birgt
jedoch Problematiken in sich (29). Diagnosekriterien haben zum Ziel eine Strategie zur
Diagnosestellung in der klinischen Routine zu etablieren (29). Hierfir werden geeignete
Testverfahren evaluiert und deren Ergebnisse bei der Wahrscheinlichkeit der Diagnose

bertcksichtigt (29). Weiterhin sollten Differentialdiagnosen und Kosten-Nutzen-Faktoren

7
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dabei  beachtet werden. Klassifikationskriterien  hingegen  bertcksichtigen
Differentialdiagnosen nicht und dienen zur Definition einer homogenen Patientengruppe
zur besseren Vergleichbarkeit bei Studien (29). Die herangezogenen Kriterien ergeben
ein eindeutiges ,Ja“ oder ,Nein“-Ergebnis, welches an ein Mal} der Sensitivitdt und
Spezifitat der Klassifikation gekoppelt ist (29). Die deutsche Leitlinie zur axSpA (8)
empfiehlt, dass die die klinische Diagnose auf den SpA-Variablen, die unter anderem

auch in den Klassifikationskriterien herangezogen werden, beruhen sollte.

Fur die fruhe axSpA wurde 2004 ein diagnostischer Algorithmus erstmalig vorgestellt und
in den folgenden Jahren weiterentwickelt (30). Zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit
fur das Vorliegen einer axSpA wurden einzelne Parameter hinsichtlich der Sensitivitat
und Spezifitat untersucht und ein sogenannter positiver oder negativer ,Likelihood Ratio®
berechnet. Der Likelihood Ratio (LR) wird als Maf3 fur den diagnostischen Wert eines
Parameters genutzt. Sollte ein Parameter erfillt oder positiv sein, ergibt sich fur einen
positiven LR ein héherer diagnostischer Gewinn, andersherum, wenn es sich um einen
negativen LR handelt. Die Daten der Variablen wurden aus bereits publizierten Studien,
die unterschiedliche Studienpopulationen mit unterschiedlichen Methoden der
Datenerhebung aufwiesen, erhoben (8). Um eine ausreichend hohe Sicherheit zu
erreichen, werden die Variablen miteinander kombiniert mittels der in Abbildung 1
dargestellten Formel (31). Das LR-Produkt wird zusammen mit der
Vortestwahrscheinlichkeit, welche abhangig von den Umstanden der Erhebungsart ist,
als Postwahrscheinlichkeit dargestellt (7, 8, 27, 31). Je hther die Postwahrscheinlichkeit
ist, desto hoher ist auch die Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer SpA.

T g X ppre
1+ (7TLR - 1) X Ppre

Ppost =

Abbildung 1: Formel zur Berechnung der Nachtestwahrscheinlichkeit (31)

Die Einteilung der Variablen erfolgt in klinische, biochemische und bildgebende
Parameter. Zu den klinischen Parametern gehdren das Vorliegen eines entzindlichen
Ruckenschmerzes, ein Ansprechen auf eine NSAR-Therapie, das Vorliegen einer
Enthesitis, Uveitis oder peripheren Arthritis, die Anamnese fiir das Vorliegen einer
peripheren Arthritis sowie die Familienanamnese (8). Fur die Laborparameter werden der
HLA-B27-Status und die quantitative Erfassung des C-reaktiven Proteins (CrP) oder der

Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) angefihrt (8). Der Nachweis einer Sakroiliitis in der
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MRT und im Rontgen werden unter den bildgebenden Parametern zusammengefasst (8).

In Tabelle 2 sind die Parameter stratifiziert dargestellt. Fir die Auswertung des LR-

Produktes schlagen Rudwaleit et al.(31) folgende Grenzen vor:

Diagnosewahrscheinlichkeiten | LR-Produkt Nachtest-
wahrscheinlichkeit in %
Eindeutige axSpA >171 >90%
Wahrscheinlich axSpA 76-171 80-90%
Unwahrscheinliche axSpA <2-4 <10-20%
Tabelle 1: Diagnosewahrscheinlichkeiten fir das Vorliegen einer axSpA (31)
Parameter Sensitivitat | Spezifitat | Likelihood | Nachtest-
(%) (%) Ratio (LR) | wahrscheinlichkeit (%)
Klinische Parameter
Entzdndlicher 65-75 75-80 3 14
Rickenschmerz
Ansprechen auf
NSAR Therapie 61-93 48-85 1,8-5,1 21
Enthesitis 15-37 89-94 3,4
Uveitis 10-22 97-99 7,3 28
Periphere Arthritis 40-62 90-98 4,0
Anamnese einer
peripheren Arthritis 10,6 95,7 2,5
Familienanamnese 25 96 6,4 25
Laborparameter
HLA-B 27 83-96 90-96 9,0 32
BSG/CrP 38-69 67-80 2,5 11,611,6
Bildgebung
MRT (Sakroiliitis) 90 90 9,0 32
RoOntgen
(Sakrailitis) 80 80 4 17,4

Tabelle 2: Darstellung relevanter Parameter zur Diagnosestellung einer axSpA (8)

1.2.2 Klassifikationskriterien

1.2.2.1 Rontgenologische Klassifikationskriterien
Die modifizierten New York Kriterien sind die Basis der rontgenologischen Klassifizierung

der AS (32). Sie differenzieren den Grad der strukturellen Veranderung der SIG im
Rontgen und berucksichtigen ebenso klinische Parameter (32). Fir die Stratifizierung
einer AS mussen die Patienten neben dem radiologischen mindestens eines der
folgenden klinischen Kriterien erfiillen (8).
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Klinische Kriterien:

- Entzundlicher Ruckenschmerz: tiefsitzender Ruckenschmerz und Steifigkeit fur
mehr als 3 Monate, die sich bei Bewegung verbessern, aber nicht verbessern in
Ruhe

- Verminderung der Wirbelsaulenbeweglichkeit lumbal in der sagittalen und
frontalen Ebene

- Verminderung der Thoraxexkursionsfahigkeit

Radiologische Kriterien:

- Sakroiliitis 2Grad 2 bilateral oder = 3 unilateral

1.2.2.2 Klassifizierungen in klinischen Studien
Nach den AMOR Kriterien (33) und den European Spondyloarthropathy Study Group

Kriterien (ESSG-Kriterien)(34), ist momentan die Klassifikation der axSpA nach
Assessment of SpondyloArthritis international Society (ASAS) Standard (6). Die

Klassifikation dient vor allem fur klinische Studien (8).

Die ASAS Group nutzt die ASAS Inflammatory Back Pain (IBP) Definition des
entzindlichen Rulckenschmerzes. Sie ist gultig fir Patienten mit einer axSpA.
Eingangskriterien fir die Klassifikation sind Rickenschmerzen, die langer als 3 Monate
bestehen, und ein Erstmanifestationsalter vor dem 45.Lebensjahr (3, 6, 35). Patienten
konnen entweder nach dem klinischen Arm via einem positivem HLA-B27-Befund und
dem Vorliegen von = 2 SpA-Merkmale oder nach dem radiologischen Arm mit Nachweis
einer Sakroiliitis in der Bildgebung und dem Erflllen von mindestens einem SpA-Merkmal

stratifiziert werden. In Abbildung 2 sind die Kriterien dargestellt.

10



1.0 Einleitung

ASAS Klassifikationskriterien flr axSpA
Patienten mit =3 Monaten Rickenschmerzen und Alter bei Beginn < 45 Jahre

Sakroiliitis in einer
Bildgebungstechnik
+=

21 SpA Merkmal

HLA-B27 positiv
oder +

2 2 SpA Merkmal

SpAMerkmale:
«  Entzindlicher Riickenschmerz
Arthritis
Enthesitis (Ferse)
Uveitis
Daktylitis
Psoriasis Sakroiliitis im Bild:
CED = Aktive Inflammation in der MRT gut
Gutes Ansprechen auf NSAR wereinbar mit einer SpA assoziierten
=Ansp : Sakroiliitis
Familienanamnese fiir SpA o :
HLA- B27 - Definitive réntgenologische
positiv Strukturveranderung passend zu den
Erhohtes CRP modifizierten New York Krterien

Abbildung 2: ASAS Klassifikationskriterien fiir axSpA (6)

1.2.3 Assessment
Zur Feststellung der Beeintrachtigung des Patienten durch die Krankheit oder eine

Verlaufsbeurteilung des Patienten werden zusatzlich verschiedenste Fragebégen und
Untersuchungen kombiniert. Die ASAS- Group schlagt die folgenden validierten

Fragebdgen und Tools vor (35).

1. Die subjektiven korperlichen Funktionseinschatzung des Patienten werden tber den
Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index (BASFI) erfasst. Der BASFI ist ein
Fragebogen, in dem zehn Alltagsaktivitaten aufgefuhrt sind und der Patient auf einer
numerischen Skala von 0 (keine Einschrankungen) bis 10 (sehr starke Einschréankungen)
seinen Zustand beurteilen kann (36).

2. Der Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI) stellt die
Krankheitsaktivitat dar. Dieser umfasst Fragen zur Mudigkeit, Schmerzen, peripherer
Gelenkbeteiligung und Morgensteifigkeit (37).

11
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3. Zur Erfassung der Schmerzen stehen numerische oder visuelle Skalen, die auch
differenzierte Fragstellungen zum nachtlichen Schmerz beinhalten koénnen, zur

Verfligung.

4. Eine Patientenbeurteilung hinsichtlich der Durchschnittsaktivitat seiner Krankheit tiber
eine Woche auf einer numerischen oder visuellen Skala von 0 bis 10.

5. Die Beurteilung der Wirbelsdulenbeweglichkeit mittels Erfassung der Thoraxexkursion,
des modifizierten Schober-Test, des Tragus-Wandabstand, der cervikalen
Rotationsfahigkeit, sowie der lateralen und sagittalen Flexion im Rahmen des Bath
Ankylosing Spondylitis Metrology Index (BASMI) (38, 39).

Eine Bewertung zur Krankheitsaktivitat lasst sich mit dem Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Score (ASDAS) berechnen, welchen es in zwei Formen gibt. Ersterer als
Berechnung mit dem C-reaktivem Protein (ADAS-CrP) und der andere mit der
Erythrozyten-Sedimentationsrate beziehungsweise BSG (ASDAS-ESR). Als weitere
Parameter der Berechnung flieBen die Ergebnisse aus dem Rickenschmerz-
Fragebogen, das globale Patientenurteil, die Beurteilung der peripheren
Gelenkbeteiligung und die Lange der Morgensteifigkeit ein (40). Der ASDAS nimmt einen
Wert zwischen 0-10 ein. Der Schwellenwert fiir eine inaktive axSpA beziehungsweise
eine Remission liegt bei <1,3 Punkten. Eine niedrige Krankheitsaktivitat liegt bei 1,3-2,0
Punkten, eine hohe bei 2,1-3,4 Punkten und eine sehr hohe bei = 3,5 Punkten vor (8).
Wenn es zum Absinken um 21,1 Punkte oder 22,0 Punkte kam, spricht man von einer

Verbesserung oder auch von einem ,major improvement” (8).

1.2.4 Bildgebung

1.2.4.1 ROntgen
Fur die Diagnosestellung der axSpA wird sowohl das konventionelle Rontgen als auch

die MRT genutzt (8) (S3 neue LL). Ziel der Bildgebung ist die Bestimmung der
Krankheitsaktivitdt und der Erhebung des strukturellen Schadens an typischen

Lokalisationen wie dem SIG, der Wirbelsaule und den Huftgelenken(8).

Bei Patienten mit einer axSpA kénnen entzindliche (beispielsweise Knochenmarkédeme
bei Spondylitis) neben strukturellen Prozessen (Ausbildung von Syndesmopyhten oder
Ankylosen) vorliegen (8). Verschiedene Studien konnten einen Zusammenhang dieser
Vorgange zeigen, andererseits konnte auch eine Knochenneubildung ohne

vorangegangen Inflammation beobachtet werden (8). Der Zusammenhang dieser
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pathophysiologischen Beobachtungen ist nicht umfanglich verstanden und ist derzeitig

Gegenstand der weiterer Forschungsvorhaben (8).

Rontgen ist seit jeher ein klassisches Mittel der Diagnostik (41). Es detektiert vor allem
die chronischen Knochenverdnderungen und -schéaden (41). Daher eignet sich das
Rontgen auch nicht zur Frihdiagnostik, wird aber haufig aufgrund der Zugéanglichkeit und
Kosteneffektivitat als erste Untersuchung der SIG genutzt. Typische pathognomische
Formationen sind Syndesmophyten und die Verschmelzung der Wirbel und der SIG im
Sinne einer Ankylosierung (8). Weiterhin lassen sich Sklerosierungszonen an den
Wirbelkorperecken (sogenannte Romanus-Lasionen), Erosionen an den Grund- oder
Deckplatten der Wirbelkérper (Anderson-Lasion), Ausbildung von sogenannten Tonnen-
und Kastenwirbeln und Wirbelfrakturen im spéateren Verlauf der Erkrankung darstellen
(8). Diese bilden sich wahrscheinlich als Folge einer Spondylitis, Spondylodiszitis oder
anderer entzindlicher Veranderungen (8).

Die Kriterien zur Bewertung der SIG sind in Tabelle 3 die modifizierten New York Kriterien
aufgefuhrt (32). Knochenumbauten an der Wirbelsdule kdnnen mit dem modified Stoke
Ankylosing Spondylitis Spinal Score (MSASSS) quantifiziert werden. Hierzu werden die
zervikalen und lumbalen Wirbelsaulenabschnitten in der réntgenologischen lateralen
Ansicht mittels eines Punktesystems beurteilt. Wie in der Tabelle 4 dargestellt, erfolgt die
Punktevergabe fur das Vorhandensein von Erosionen, Sklerosen, Ausbildung von
Kastenwirbeln oder Syndesmophyten sowie von knochernen Uberbriickungen. Im
zervikalen Wirbelsaulenabschnitt wird der dritte Halswirbel aufgrund der anatomischen
Struktur nicht hinsichtlich der Ausbildung eines Kastenwirbels beurteilt. Die Analyse des
lumbalen Abschnitts umfasst die Unterkante des zwdlften Brustwirbels, die funf
Lendenwirbel und die obere Kante des Sacrums. Die Punkte aus den beiden Abschnitten

werden addiert, sodass sich ein Score mit einer Skala von 0-72 Punkten ergibt (35, 42).

Wenn bereits strukturelle Veranderungen an der Wirbelsaule vorliegen, fihrt dies zu einer
Minderung der Lebensqualitat und der korperlichen Funktionsfahigkeit (43). Der Verlauf
der radiografischen Progression ist variabel (44). Die Progressionsraten (Differenz von
=2 mSASSS-Punkten) innerhalb von 2 Jahren lagen bei der GESPIC-Kohorte bei 15,2%,
die Neubildung oder Progression von Syndesmophyten lag bei 11,2% (45). Bei AS-
Patienten aus der Oasis Studie, die einen mittleren Symptombeginn 20 Jahre zuvor

angaben, konnte eine mittlere radiografische Progression von 2 mSASSS-Punkten tber
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2 Jahre festgestellt werden (13). Eine Assoziation einer hohen radiografischen

Progressionsrate mit einer hohen Krankheitsaktivitat konnte in allen Studien gefunden
werden (13, 45, 46).

Graduierung | Veranderungen

Grad O Normal, keine Veréanderung

Grad | Verdachtige, mogliche Veranderungen

Grad I Minimale Verdnderungen, minimale Sakroiliitis (geringe Sklerose,
Erosionen, keine Gelenkspaltveranderungen)

Grad Il Eindeutige Veranderungen, moderate Sakroiliitis (deutliche Sklerose,
Erosionen, keine Gelenkspaltverbreiterung oder
Gelenkspaltverringerung)

Grad IV Ankylose

Tabelle 3: Scoring der Sakroiliakalgelenke, Graduierung nach den modifizierten New York Kriterien (32)

Punkte Veranderungen

0 Punkte Normal, keine Veranderungen

1 Punkt Erosionen, Sklerose und Ausbildung eines Kastenwirbels

2 Punkte Eindeutige Syndesmophytenbildung

3 Punkte Vollstandige knocherne Uberbriickung/ Ankylose

Tabelle 4: Scoring der Wirbelsdule nach mSASSS (41)

1.2.4.2 Magnetresonanztomografie
Die Magnetresonanztomografie hat ihren Stellenwert sowohl in der Frihdiagnostik, wenn

Patienten keine ausgepragten kndchernen Veranderungen zeigen, wie bei der nr-axSpA,

als auch bei fortgeschrittenen Patienten zur Beurteilung der entzindlichen Aktivitat (2,

35). Aktive Inflammation in Form von Knochenmarkédemen kodnnen durch eine

fettgesattigte T2-gewichtete turbo spin echo Sequenz oder einer short tau inversion

recovery (STIR) oder eine fettsupprimierte T1-Sequenz mit hoher Auflésung detektiert

und visualisiert werden (3, 27, 35, 47). Hyperintense Signale in einer T1-gewichteten

Spin-echo-Sequenz weisen auf eine Akkumulation von Fett im subchondralen Knochen,

auch fatty lesions® genannt, hin, welche in Assoziation mit stattgehabter aktiver

Inflammation und spaterer struktureller Verdnderungen stehen (8, 48).
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1.3. Therapie
Die Therapie der axSpA ist multimodal ausgelegt und sollte an die Symptome des

Patienten angepasst werden (35). Das Ziel der Therapie ist eine ausreichende
Schmerzreduktion, der Erhalt des korperlichen Bewegungsumfanges und der Arbeits-
und Erwerbsfahigkeit, sowie das Verlangsamen der radiologischen Progression (3, 8).
Behandlungsempfehlungen geben dabei unter anderem das American College of
Rheumatology (ACR)(49) und die ASAS/European League Against Rheumatism
(EULAR)(50).

Die nicht medikamentdse Therapie beinhaltet eine Patientenedukation in Hinblick auf
einen Einsatz von Rauchverzicht, physiotherapeutischer Behandlung, das regelmallige
selbststandige Durchfiihren von Rickenlibungen und Sport- und Selbsthilfegruppen. Die
Physiotherapie zielt vor allem auf eine Schmerzreduktion und den Erhalt der
Beweglichkeit ab und ist essentiell in der Betreuung der Patienten (3, 8). Dies ist bisher
fast ausschlie3lich an Patienten mit AS untersucht worden, es wird jedoch auch
empfohlen bei Patienten mit einer nr-axSpA friihzeitig eine nicht medikamentdse

Therapie einzuleiten (8).

Die medikamenttse Therapie umfasst mehrere Optionen, die je nach Bedarf angewandt
werden kdnnen. Eine zentrale Rolle kommt den Nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR)
zu. Sie zeigten sich wirksam in der Linderung von Schmerzen und Steifigkeit der
Wirbelsaule, sowie in der Therapie der peripheren Gelenke (8, 51-54). 70-80% der
Patienten berichten von einer guten bis sehr guten Besserung der Symptome (3). Sollten
NSAR auf Grund von Nebenwirkungen nicht vertragen werden, sollte eine Umstellung
auf einen selektiven Cyclooxygenase-2-Hemmer (COX-2-Hemmer), sowie die Gabe
eines Protonenpumpeninhibitors beziehungsweise magenprotektiven Medikamenten
erfolgen (35, 55). Sollten die NSAR keine ausreichende Schmerzreduktion erreichen,

kann die Gabe von anderen nicht-Opioid- Analgetika oder Opioiden zusatzlich erfolgen.

Die evidenzbasierten Leitlinien von ASAS und EULAR empfehlen den Beginn einer
Therapie mit einem Biologikum, auch biologic disease-modifying antirheumatic drugs
(bDMARDSs) genannt, bei Vorliegen der folgenden Kriterien (27, 50, 55):

- einer Diagnose der axSpA durch einen Rheumatologen und
- zusatzlich bei der nr-axSpA das Vorliegen einer CrP-Erhdhung oder eines

positiven MRT und/ oder réntgenologische Sakroiliitis und
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- ein Therapieversagen auf eine Standardtherapie
a) fur alle Patienten
b) Bei Patienten mit pradominant peripheren Manifestationen, ein
Therapieversuch mit lokaler Steroidinjektion, normalerweise ein stattgehabter
Therapieversuch mit Sulfasalazin
- und hohe Krankheitsaktivitat von ASDAS = 2.1 oder BASDAI =4 und

- positive Einschatzung eines Rheumatologen

Definiert wird ein Therapieversagen uUber ein Nichtansprechen des Patienten auf zwei
verschiedene NSAR in Maximaldosis, die mindestens jeweils 2 Wochen eingenommen
wurden, sowie einer weiterhin bestehende erhdhte Krankheitsaktivitat (ASDAS = 2.1 oder
BASDAI = 4). Bei einer nr-axSpA werden zusatzlich noch vor dem Beginn einer
Biologikatherapie objektive Zeichen einer Entziindung gefordert. Diese kdnnen entweder
Zeichen einer systemischen Inflammation (erh6hte CrP-Konzentration im Serum) oder
eine aktive Sakroilitis im MRT sein (27, 50, 55). Eine Reevaluation sollte nach
mindestens 12 Wochen Therapie erfolgen und bei einem adaquaten Absinken der
Krankheitsaktivitdt und einer positiven Expertenmeinung des Rheumatologen fortgefihrt
werden (8, 50).

Derzeit stehen fir eine Therapie der axSpA Adalimumab, Certolizumab pegol,
Etanercept, Golimumab und Infliximab und als TNF-a-Inhibitoren zur Verfigung (27).
Alternativ kann eine Therapie mit einer Interleukin-17-Blockade (IL-17-Blockade) wie

Secukinumab erwogen werden (8, 56).

TNF-a-Inhibitoren werden bei einer hohen Krankheitsaktivitat eingesetzt (8) und zeigen
meist einen schnellen Therapieerfolg, anhand eines Rickgangs der Entzindung in der
Wirbelsdule (55), einer Besserung der Beschwerden in den Gelenken, im absinkenden
CrP-Level und einer im MRT sichtbaren ricklaufigen Inflammation im SIG (27). Bevor
jedoch eine Therapie mit TNF-a-Blockern erwogen wird, missen Kontraindikationen wie

eine Tuberkuloseinfektion oder chronische Hepatitis ausgeschlossen werden.

Der Interleukin-17A-Inhibitor Secukinumab zeigte im indirekten Vergleich eine &hnlich
gute Verbesserung der Symptome und Zeichen der AS (57). Bei Patienten mit einer
inadaquaten Reaktion oder Intoleranz gegenuber TNF-a-Inhibitoren wurde eine
niedrigere Ansprechrate gegeniuber TNF-a-Inhibitor-naiven Patienten, jedoch eine

bessere gegenuber einer Placebo-Therapie gezeigt und die IL-17A-Inhibitor-Therapie
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scheint somit eine alternative therapeutische Option darzustellen (57). Hinsichtlich des
Einflusses auf die radiografische Progression ergaben sich Hinweise auf eine
Verlangsamung der radiografischen Progression (58, 59), wobei dies weiter untersucht
werden sollte (60).

Weiterhin konnen bei klinisch fuhrenden peripheren Gelenkmanifestationen Sulfasalazin
oder Methotrexat angewandt werden und intraartikulare Kortison-Injektionen zur

Schmerzreduktion und topischen Entziindungshemmung erfolgen (3, 8).

Der Einfluss der Medikation auf die radiografische Progression ist Gegenstand aktueller
Forschung (57). Fur den Einsatz von NSAR, deren Einsatz sich derzeitig vor allem auf
den Effekt der Reduzierung der Krankheitsaktivitat bezieht (60), auf die Wirkung der
radiografischen Progression liegen divergente Studienergebnisse (einschliel3lich der
vorliegenden) vor. Es zeigte sich in einer Studie mit Celecoxib als kontinuierliche oder
Einnahme nach Bedarf eine Reduzierung der radiografischen Progression (61),
wohingegen in der hier verwendeten ENRADAS-Studie mit Diclofenac in beiden Gruppen
kein Einfluss auf die radiografische Progression zu beobachten war (62). Als mdglicher
Faktor der differierenden Ergebnisse wird der Einsatz der unterschiedlichen NSAR
(Celecoxib vs. Diclofenac) und der damit eventuell verbundenen andersartigen
Wirkungsweise diskutiert (62). Der Einsatz von NSAR stellt somit weiterhin einen
Forschungsfokus dar (60), insbesondere auch die Kombinationstherapie mit NSAR mit
einem TNF-a-Inhibitor. Die derzeitig laufende Studie ,Comparison of the effect of
treatment with Nonsteroidal anti-inflammatory drugs added to anti-tumor-necrosis factor
a therapy versus anti-Tumor necrosis factor therapy alone on progression of StrUctrual
damage in the spine over 2 years in patients with ankyLosing spondylitis (CONSUL)*
untersucht, welchen Einfluss eine kombinierten TNF-a-Inhibitor-Therapie mit Golimumab
zusammen mit der Einnahme des NSAR Celecoxib im Vergleich zu einer alleinigen TNF-

a-Inhibitor-Therapie auf die radiografische Progression haben konnte (63).

Einerseits zeigte sich fur eine Therapie mit TNF-a-Inhibitoren bei Patienten mit axSpA,
dass keine Verlangsamung der radiografischen Progression innerhalb eines Zeitraumes
von 2- 4 Jahren erreicht werden konnte (57). Andererseits wurde in bisherigen
Studienergebnisse gezeigt, dass der TNF-a-Inhibitor Certolizumab zu einer langfristigen
Reduktion der rontgenologischen Progression erst zwischen dem zweiten und vierten

Therapiejahr fuhrte (64). In einer weiteren Studie liel3 sich nachweisen, dass Patienten
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unter TNF-Blocker-Therapie eine reduzierte radiografische Progression bei einer Dauer
von Uber 4 Jahren im Vergleich zu kirzer behandelten Patienten zeigten (65). Ebenfalls
geringer war die Progressionsrate, wenn der ASDAS-Score wahrend der Therapie niedrig
war (65). Die bisheriger Studienlage scheint also daraufhin zu deuten, dass bei frihem
Therapiebeginn, einer Langzeit-Therapie oder auch einem gutem Therapieansprechen,

doch eine Verlangsamung erreicht werden kann (57).

1.4. Pathogenese der axialen Spondyloarthritis
Der grundlegende pathologische Prozess der Axialen Spondyloarthritis ist bis dato

unzureichend geklart und verstanden (2). Derzeitig wird angenommen, dass es sich um
ein multifaktorielles Geschehen handelt, in dem eine genetische Disposition und eine
gestorte Barriere der Darmschleimhaut oder der Haut interagieren und in Kombination

mit mechanischem Stress zur Inflammation der Wirbelsaule fuhren (27, 66).

Ausgehend von der Grunduberlegung, dass eine genetische Disposition und eine
fragliche Barrierestérung der Darmschleimhaut oder der Haut miteinander interagieren,
legt die Assoziation zwischen den SpA mit den chronisch entzundlichen (CED)
Darmerkrankungen und der Psoriasis nahe (60). Hieraus ergeben sich mehrere zu

diskutierende Aspekte hinsichtlich der Pathogenese.

In einer Studie von Mielants et al.(24), die Patienten mit axSpA einer lleokoloskopie mit
histologischer Probenentnahme zu verschiedenen Zeitpunkten untersuchten, konnte
gezeigt werden, dass bis 69% der Patienten entziindliche Veranderungen an der
Darmschleimhaut aufwiesen (24). Weiterhin ergab sich fur Patienten mit nr-axSpA, bei
denen sich entztindlichen Veranderungen an der Darmschleimhaut zeigten, eine héhere
Wahrscheinlichkeit eine AS zu entwickeln (67). Die pathophysiologische Assoziation der
CED und axSpA wird bekraftigt durch eine weitere Studie, die zeigte, dass eine
Korrelation zwischen dem Ausmal} des subchondralen Knochenmarkddems in den SIG

und der chronischen Darmentzindung bei Patienten mit axSpA besteht (68).

Hieraus wurde fur die Erklarung der Entstehung einer SpA abgeleitet, dass durch die
geschadigte Darmmukosa das Immunsystem in Kontakt mit den Mikrobiota des Darms
kommt und eine Immunreaktion auslost (60). Diese konnte zu einer Aktivierung
verschiedenster Systeme fiihren, darunter zu einer erhéhten intestinalen Expression der
Interleukine-23 (IL-23/17) und -17 und Aktivierung der nachfolgenden inflammatorischen

Kaskade (60). Andererseits wird die Frage nach der Rolle der Interaktion des Mikrobioms
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mit der Darmschleimhaut diskutiert: zentrales Thema ist die Uberlegung, dass eine
mikrobielle Dysbiose in Kombination mit einer genetischen Pradisposition zu einer
erhohten Permeabilitat der Darmmukosa fuhrt, was wiederum ebenfalls den Kontakt des
Immunsystems mit bakteriellen Antigenen mit fraglicher Induktion eines
immunologischen Mimikry erhéht (60). Hinsichtlich der Mikrobiom-Zusammensetzungen
erfolgten mehrere Studien, die letztlich divergente Ergebnisse zur Ausscheidung und
Besiedlung des Darmes von Mikrobiota erbrachten, ohne jedoch eine eindeutige
Ergebnisse hinsichtlich der moglicherweise pathogenen Erreger, Bedeutung von
Besiedlung und Ausscheidung und die Art der Interaktion mit dem menschlichen Kdrper
erbrachten (27, 60, 69). Weiterhin unklar bleibt, ob und inwieweit der Kontakt zum
Mikrobiom urséchlich fiir die axiale Spondyloarthritis ist und eine entztindliche Reaktion
unterhalt oder die Inflammationsreaktion per se an der Barrierestérung und
Gelenkmanifestation verantwortlich ist (12, 27, 60). In Hinblick auf die genetische
Pradisposition ist der grofRte beschriebene genetische Einfluss die Assoziation der
Erkrankung zum MHC-Klasse 1 Molekul HLA-B27 (70). 90-95% der Patienten mit AS in
Deutschland sind HLA-B27 positiv(2) und das Lebenszeitrisiko eine AS zu entwickeln bei
einem positiven Status bei 5%- bei Patienten mit positiver Familienanamnese sogar bei
20% liegt (71). Daneben wurden weitere 100 Genorte, die eine potentielle Assoziation
zur AS aufweisen, identifiziert (72). Einer davon kodiert fiir die Endoplasmatic reticulum
aminopeptidase-1 (ERAP-1), welche in die MHC-Klasse-1-Prasentation involviert ist. Der
zweite wichtige Genort kodiert den Interleukin-23-Rezeptor, welcher T-Helfer-Zellen
aktiviert, die wiederum Interleukin-17 (IL-17) sezernieren (27). Diese Entwicklung scheint
dahingehend wichtig, dass CD4*- und CD8*-T-Zellen an der Infiltration der Knochen-
Knorpelgrenzen beteiligt sind und von chemotaktilen Prozessen gesteuert werden. Dies
liel3 sich bei Patienten, die einen Hiuftersatz bei AS brauchten, feststellen (2). Da die
Inflammation ausgehend von den beteiligten Molekilen des Immunsystems, die die
Inflammation unterhalten, und deren Interaktion im Knochenstoffwechsel noch nicht
vollstdndig verstanden sind, sind weitere Untersuchungen hierzu in den Fokus gerickt,

mit dem Ziel neue Therapieinterventionen zu ermadglichen.

Bei der axSpA treten die Knochenveranderungen vor allem an den SIG und der
Wirbelsaule auf (73). Aus den histologischen und radiografischen Untersuchungen wurde
ein Modell zur Pathogenese der Knochenveranderungen abgeleitet (48). Dabei wird die

inflammatorische Affektion des Knochenmarks als wichtiger primérer Prozess betrachtet

19



1.0 Einleitung

(48). Die MRT erlaubt dabei die Darstellung der Inflammation als Knochenmarksédem
oder auch Osteitis (48). Studienergebnisse ergaben hierbei, dass die Inflammation nur
einen schwachen bis mittleren Vorhersagewert fur die Entwicklung von Syndesmophyten
zeigte (74, 75). Dieser eher schwache Zusammenhang lie3e sich durch zwei Theorien
erklaren: zum einen kénnte ein undulierender Inflammationsprozess dazu fuhren, dass
die MRT nur eine Momentaufnahme darstellt, zum anderen wirde eine unzureichend
sensitive Technik dazu fuhren, dass es nicht gelingt, leichte Inflammationsprozesse
abzubilden (48). Allgemein wird aber angenommen, dass die Knochenneubildung auf

eine Entziindung folgt (41).

Durch den inflammatorischen Prozess erfolgt eine Knochenerosion, die sich im Réntgen
am SIG durch eine subchondrale Unscharfe am unteren Teil des Os ilium prasentiert und
in einer Erweiterung des Gelenkspaltes resultiert (73, 76). An der Wirbelsdule scheint
dieser Prozess vorwiegend an den Wirbelkdrperkanten stattzufinden, der mit einer
Erosion der Deckplatten einhergeht (73). Die Knochenumbildung wiederum beruht auf
zwei moglichen Prozessen, zum einen der enchondralen Knochenproliferation oder der
Stabilisierung der zuvor entstandenen Knochenerosion(48). Dieser
Reparaturmechanismus erfolgt mittels Bildung von Granulationsgewebe, welches die
Osteoproliferation anregt. Angenommen wird, dass sich dieses Granulationsgewebe in
Form der  fatty lesions” im MRT prasentiert (77, 78). In Studien konnte insbesondere flr
die ,fatty lesions* ein Zusammenhang zwischen den Fettanreicherungen mit der Bildung
von Syndesmophyten gezeigt werden (79-81). Im Rahmen des Reparaturmechanismus
erfolgt eine Knochenneubildung, teils entlang der Enthesen, sowie eine progressive
Sklerose (73, 76). Dies fuhrt zur Ausbildung einer Ankylose, wobei man bei einer voll
ausgebildeten Ankylose an der von einer ,Bambus-Wirbelsaule® spricht (73, 76).
Zusammengefasst scheint der Ablauf der Knochenverdnderungen bei axialer
Spondyloarthritis mit einer Inflammation des Knochens zu beginnen, fihrt zu einem
Knochenmassenabbau und einer Modellierung durch das Reparaturgewebe, welches

letztlich zu einer zunehmenden Verkndcherung fuhrt.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Pathogenese scheint der Zusammenhang von
Knochenanbauten entlang Sehnenansatzen zu sein. Die Lage und die Formation der
knéchernen Lasionen entlang der Sehnenansatze lassen einen Zusammenhang
vermuten, insbesondere unter der Theorie, dass biomechanischer Stress an dieser

anatomischen Gegebenheit besonders auftritt (27). Zuséatzlich lasst sich bei der axSpA

20



1.0 Einleitung

aber nicht nur die Enthesitis, sondern auch eine Osteitis und Synovitis darstellen, welche
mit Beschwerden assoziiert sind (82). Bisher ist es jedoch nicht gelungen eine direkte

pathophysiologische Beteiligung nachzuweisen (82).

Neben der Neubildung von Knochen lie3 sich bei Patienten mit axSpA jedoch auch ein
systemischer Knochenmassenverlust feststellen, der sich in einem zweifach erhéhten
Risiko fur einen Wirbelkérperbruch bei AS-Patienten gegentber nicht-AS-Patienten
widerspiegelt (83). Der Knochenmassenverlust konnte dabei auf ein multifaktorielles
Geschehen zuruckgefuhrt werden bei dem Aspekte wie Inflammation, Glukokortikoid-
Einnahme, physische Inaktivitdt und Malabsorptionsstérungen auf der Grundlage einer
CED zu diskutieren sind (73). Ebenfalls kdnnte auch ein Zusammenhang zur Bildung von
Antikdrpern gegen korpereigene Proteine, die einen Knochenabbau inhibieren, bestehen.
Wie Hauser et al.(84) in einer Studie zeigte, wiesen Patienten mit axSpA im Gegensatz
zu gesunden Kontrollen ein erhdhtes Vorhandensein von Antikbrpern gegen
Osteoprotegerin auf.

Die kndchernen Veranderungen der axSpA weisen Aspekte sowohl der chondralen als
auch desmalen Osteogenese auf (73), sodass die regulierenden Proteine wie Bone
morphogenetics proteines (BMP), Wnt- und Hedgehog-Signalwege zur Herleitung der

Pathogenese weiter verstanden werden mussen (73).

1.41 Molekulare Knochenstoffwechsel und madgliche pathologische
Veradnderungen bei der axialen Spondyloarthritis
Fur den Knochenstoffwechsel sind drei Zelltypen Osteoblasten, Osteoklasten und

Osteozyten von besonderer Bedeutung. Osteozyten liegen umgeben von der
Knochenmatrix und gelten als Mechanorezeptoren, die mittels Sezernierung
verschiedener Signalmolekile zu einer Mechanotransduktion fiihren (85). Ein Molekdl ist
Sclerostin (SOST), welches parakrin sezerniert wird und die Knochenbildung hemmt (85).
Es wird bei Knochenbelastung oder durch das Parathormon weniger produziert und somit
nimmt die Hemmung auf den Knochenaufbau ab (85). Daneben produzieren Osteozyten
Osteprotegerin (OPG), welches einen hemmenden Einfluss auf die Entwicklung von
Osteoklasten hat (85). Weiterhin prasentieren Osteozyten das sogenannte RANKL an
ihrer Zelloberflache und kdnnen somit Uber das RANKL-RANK-System mit den
Osteoklasten interagieren und diese aktivieren (85). Osteoklasten sind myelotischen
Ursprungs und deren Vorlaufer sind Monozyten/ Makrophagen, die wahrend des

Reifeprozesses unter anderem getriggert durch Monozytenkolonien-stimulierender
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Faktor (M-CSF) zu einer mehrkernigen Zelle verschmelzen und auf den Knochenabbau
spezialisiert sind (85). Durch den Zell-Zell-Kontakt mit den Osteozyten erfolgt die
Initierung des Knochenabbaus (85). Osteoprotegerin ist ein Molekil, welches den
RANKL bindet und somit den Zell-Zell-Kontakt zwischen Osteozyt und Osteoklast
verhindert, dem nach auf die Knochenmasse protektiv wirkt (85). Bei Patienten mit einer
axSpA konnten im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéhte Antikbrper gegen OPG
nachgewiesen werden (84). Durch die Hemmung von OPG kodnnte das Auftreten einer

Knochenmassenreduktion zumindest im Teil erklart werden.

Der Knochenaufbau mittels Kollagensynthese und Mineralisation erfolgt tber die
Osteoblasten (85). Ein Teil der Osteoblasten werden zu Osteozyten, sobald sie vom
Knochengewebe umgeben sind (85). Um die typischen dendritischen Zellauslaufer der
Osteozyten zu bilden, schuttet die Zelle Metalloproteinkinasen (MMP) aus, welche die
kleinen Kanale fur die Zellauslaufer schaffen (85).

Der Knochen unterliegt einem standigen Umsatz, dem sogenannten Remodeling (85).
Hierfir werden Bautrupps (BMU) gebildet, in denen die Osteoklasten die Knochenmatrix
ab- und die Osteoblasten wiederaufbauen (85). Die zentrale Steuerung dieses Prozesses
scheint bei den Osteozyten zu liegen, die die mechanischen und chemischen Signale

umsetzen (85).

Fur das Remodeling sind einige Signalwege von besonderer Bedeutung. Zum einen der
Wnt-Signalweg: es handelt sich um Signalmolekile, die parakrin sezerniert werden und
durch Komplexbildung am Rezeptor des Osteoblasten oder Osteozyten zum
Knochenaufbau anregen (85). Der Wnt-Komplex induziert mittels intrazellularer (-
Catenin- Signalkaskade eine Rekrutierung von Osteoprogenitorzellen (Vorlauferzellen)
und regt deren Proliferation und Differenzierung in Osteoblasten an (85). Unter
Stimulation von Wnt wird die Produktion und Ausschittung von Osteoprotegerin erhdht
(85). Diese Wnt-Kaskade kann durch SOST gehemmt werden (85). Ein weiterer Inhibitor
des Wnt-Signalweges ist Dickkopf-related-Protein-1 (Dkk-1) (86).

Weitere bekannte Proteine im Knochenstoffwechsel sind die Bone Morphogenetic
Proteins (BMPs), welche durch verschiedenen Signalkaskaden zu einem Knochenaufbau
fuhren (73). Ein Inhibitor von BMP’s, ist das sogenannte Noggin (73). Im Tierversuch
konnte gezeigt werden, dass Noggin den Knochenanbau reduzieren konnte (87).
Ebenfalls zu nennen ist das Protein Hedgehog, welches eine Schlisselrolle in der
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Differenzierung von hypertrophischen Chondrozyten wahrend des enchondralen
Knochenbaus einnimmt (73). Eine Assoziation zwischen einer Hedgehog-Inhibierung und

einer reduzierten Bildung von Osteophyten konnte gezeigt werden (73).

Fir Patienten mit axSpA konnte hinsichtlich des oben genannten Remodelings folgendes
festgestellt werden: ein erniedrigter Serumspiegel fur SOST, Dkk-1 und Noggin (82) im
Gegensatz zu gesunden Probanden. Weiterhin konnten Antikérper gegen diese Proteine
gefunden werden, welche vielleicht mit ursachlich fir eine erhéhte Knochenneubildung

bei Patienten mit axSpA sein kdnnten (82).

Auf diesen beschriebenen Steuerungsprozess koénnen inflammatorische Signalwege
Einfluss nehmen. In einer Studie von Braun et al.(88) konnte in zellularen Infiltraten aus
dem SIG T-Zellen und Makrophagen bei einer zuséatzlich vorliegenden Anreicherung von
TNF-a festgestellt werden, sodass dies einen pathologischen Zusammenhang
erschlieen lie. Wie genau TNF-a Einfluss auf den Knochenstoffwechsel nimmt, ist
bisher nicht geklart. Eine weitere wichtige inflammatorische Kaskade in der Entwicklung
einer axSpA konnte die IL-23/ IL-17-Achse sein (60). IL-17 wird tber Th17-Zellen durch
Stimulation von IL-23 freigesetzt (60). In einer Studie, die Facettengelenksproben von
AS-Patienten untersuchte, konnte gezeigt werden, dass sowohl Mastzellen als auch
Granulozyten ebenfalls IL-17 exprimierten (89). Dabei liel3 sich beobachten, dass die
Mastzellen IL-17 nicht selbst produzierten, jedoch durch exogene Aufnahme mittels
Rezeptor- vermittelter Endozytose aufnahmen und in bioaktiver Form wieder sezernieren
kénnen (90).

IL-17 bewirkt abhangig der zellularen Umgebung auf zwei unterschiedliche Wege einen
Knochenmassenverlust (73). Bei einer lokalen inflammatorischen Knochenerkrankung
wird IL-17 von Synovialzellen produziert und sezerniert (73). Es induziert eine RANKL-
Produktion, welcher als starker Stimulator der Osteoklastgenese fungiert (73). Im Fall
einer peripheren Produktion von IL-17 wird die Osteoblastenaktivitat reduziert mittels
Inhibierung der Wnt-Signalwege (73, 91). Zusammen mit TNF-a bewirkt IL-17 jedoch eine
Knochenproliferation, basierend auf einer Inhibierung der RANKL-Expression und

Erniedrigung von Dkk-1-Konzentrationen (73).

Im Mausmodell konnte bei systemischer Uberexpression von IL-23 eine Enthesitis
ausgelost werden. Auch scheint IL-23 eine osteoproliferative Wirkung mittels BMP-
Kaskade zu bewirken (73). Einen ebenfalls osteoproliferativen Effekt bewirkt die durch
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IL-23 induzierte Ausschittung von IL-22 (73). Die genauen Mechanismen der
Ausschuittung von IL-23 und der weiteren Interaktion der inflammatorischen Kaskaden

sind jedoch weiterhin unklar (73).

Die Erkenntnisse uber den genauen Pathomechanismus der axSpA sind bisher nur
unzureichend verstanden, bleiben jedoch fir die Weiterentwicklung von

Therapiestrategien von wichtiger Bedeutung.

1.5 Prognosefaktoren
Zur Einschatzung des Verlaufes der AS sind eine Vielzahl an Prognosefaktoren, die mit

einem ungunstigen Verlauf assoziiert sind, untersucht worden. Dabei ist am intensivsten
die rontgenologische Progression evaluiert worden (8), da entzindliche und strukturelle
Veranderungen an der Wirbelsaule zu einer Einbul3e der Funktionsfahigkeit fuhren (92).
Fur die Progression ergaben sich folgende personenbezogene und Umweltfaktoren, die
den Krankheitsverlauf negativ beeinflussten: ménnliches Geschlecht, Syndesmophyten
und eine erhebliche Sakroiliitis in der MRT bei der Erstvorstellung, friher Beginn und
lange Krankheitsdauer, Hiftgelenksbeteiligung, erhdhtes CrP und réntgenologische SIG-

Veranderungen in den ersten 2 Jahren (8).

1.5.1 Syndesmophyten
Mehrere Studien hatten zum Ziel die radiologische Progressionsrate und deren

Pradiktoren zu bestimmen (93). Die Progressionsrate bei Patienten mit einer AS
variierten zwischen 20-45% innerhalb von 2 Jahren (93). In mehreren Studien konnte
gezeigt werden, dass das Vorhandensein von Syndesmophyten mit einer radiografischen
Progression innerhalb der nachsten 2 Jahre signifikant assoziiert ist (94-97). In einer
Studie von Baraliakos et al.(44) konnte gezeigt werden, dass die Progressionsraten
zwischen Frauen und Mannern anndhernd gleich waren. Es ergab sich jedoch hinsichtlich
der Verteilung der Syndesmophyten ein Unterschied: Frauen zeigten eher neue zervikale
und Manner eher lumbale Syndesmophytenbildung (44). In der Studie German
Spondyloarthritis Inception Cohort (GEPSIC) ergab sich fir Patienten mit einer nr-axSpA
und AS ein signifikanter Anstieg des mSASSS nach 2 Jahren, wobei sich kein
signifikanter Progressionsunterschied zwischen Patienten mit nr-axSpa und AS finden
lieR (97).
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1.5.2 C- reaktives Protein
Das C-reaktive Protein (CrP) ist ein Akute-Phase-Protein bei Entziindungsreaktionen,

welches wahrend Entzundungsreaktion vermehrt in der Leber gebildet wird. CrP wird als
homopentamerisches  Protein  (pCRP) gebildet, dass im Rahmen der
Entztindungsreaktion in finf Monomere (mCrP) zerfallt. Bisherige Forschungsergebnisse
zeigen, dass pCrP sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Wirkungen zeigt,
wohingegen mCrP proinflammatorische Reaktionen induziert. Durch Aktivierung von
beispielweise  Endothelzellen, Leukozyten oder Thrombozyten wird das
Komplementsystem in Gang gesetzt, Phagozytose und Apoptose induziert und letztlich
kommt es zur Ausschittung weiterer pro-inflammatorische Proteinen wie TNF-a und
Interleukin- 6 (IL-6) (98, 99).

Bei circa 50-70% der AS-Patienten mit aktiver Erkrankung zeigt sich ein erhéhtes CrP
(12). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass erhdhte CrP-Konzentrationen
einen pradiktiven Wert fur die mMSASSS-Progression aufwiesen und mit
Inflammationszeichen im sakroiliakalen MRT assoziiert sind (97, 100-102). Aufgrund der
geringen Kosten wird die Bestimmung von CrP in der Versorgung haufig genutzt, auch

zur Evaluation des Ansprechens auf eine medikamentdse Therapie (8).

1.5.3 Mannliches Geschlecht
Epidemiologisch betrachtet liel3 sich feststellen, dass M&nner haufiger als Frauen (Ratio

2:1) an AS erkrankt sind (8). Hinsichtlich der radiografischen Progression konnte in
Studien gezeigt werden, dass Manner im Vergleich zu Frauen eine signifikant schnellere
Progression aufwiesen (13, 44, 103). Neben der schnelleren Progression konnte in
weiteren Studien auch gezeigt werden, dass das maéannliche Geschlecht einen
unabhangigen Pradiktor fir die radiografische Progression darstellte (97, 104). In einer
Subanalyse ergab sich, dass ein erhdhtes CrP bei Mannern ein signifikanter Pradiktor fur

eine Progression war, bei Frauen hingegen ergab sich nur eine Tendenz (101).

1.5.4 Rauchen
Neben den oben beschriebenen Pradiktoren flr die mSASSS-Progression wurde ein

wichtiger und beeinflussbarer Lifestyle-Faktor identifiziert: das Rauchen. Hierflr ergab
sich eine Dosis-abhangige Assoziation (97, 105). Ebenfalls korrelierte der Raucherstatus
mit einer Verschlechterung des BASDAI und BASFI, in einem Review von Villaverde-
Garcia et al. deuteten sich ahnliche Ergebnisse an (106, 107). In einer Studie von Ramiro

et al. konnte gezeigt werden, dass Raucher im Gegensatz zu Nicht-Rauchern pro
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ASDAS-Einheit einen signifikant hdheren Anstieg der mSASSS-Progression Uber 2 Jahre
erlitten (108).

1.6 Biomarker
Unter Biomarker versteht man alle objektiv messbaren, quantifizierbaren und

reproduktiven Parameter, die einen Hinweis auf einen biologischen Vorgang liefern.
Diese Parameter kbnnen zellulare, biochemische oder molekulare Substanzen sein und

sind durch physikalische oder technische Verfahren messbar.

Des Weiteren sollten sie einen normalen oder pathologischen Vorgang oder
pharmakologischen Erfolges widerspiegeln, sodass sogar eine Prognose flir den

Patienten abgegeben werden kann (109-111).

Derzeitig im Fokus der Forschung ist die Identifikation von Biomarkern hinsichtlich ihrer
diagnostischen und prognostischen Moéglichkeiten. Dazu werden vor allem Proteine der
Inflammation und des Knochenstoffwechsels hinsichtlich ihrer Veranderungen in der

Konzentration und méglichen Aussagewertes in der AS untersucht (112-114).

1.6.1 Adiponektin und High molecular weight - Adiponektin
Adiponektin zirkuliert im Korper in drei Isoformen:

1. Als ein Trimer, genannt low-molecular-weight(LMW)-Adiponektin
2. Als ein Hexamer, genannt medium-molecular-weight (MMW)-Adiponektin

3. Als ein Multimer, genannt high-molecular- weight (HMW)-Adiponektin(115)

Ausgeschittet wird es vornehmlich von Adipozyten (116) und scheint inhibitorisch auf die
Produktion pro- inflammatorischer Zytokine zu wirken. Die bisherigen Studienergebnisse
deuten an, dass Adiponektin eine modulierende Wirkung auf die Makrophagen-Funktion
wahrnimmt. Im Mausmodell zeigte sich, dass Adiponektin die Transformation von
Makrophagen in Schaumzellen inhibiert und die Lipopolysaccharide-Stimulierte TNF-
Produktion unterdrickt. Im Kontrast dazu stehen die bisherigen Untersuchungen von
auto-immunen Erkrankungen, in denen sich eher eine Erhdhung von Adiponektin-
Konzentrationen, statt einer erwarteten niedrigeren Konzentration zeigte (115). Fir die
Adiponektin-Konzentration zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der ansteigenden
Expression und Aktivitdat  von pro-inflammatorischen Mediatoren wie
Matrixmetalloproteinasen (MMP)-3 und -9, Interleukin (IL)-6 und -8 und Chemokin-

Ligand-2. Die Diskrepanz der unterschiedlichen Konzentrationen ist noch nicht
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vollstdndig verstanden, diskutiert wird jedoch, dass die Unterformen, dabei von
Bedeutung sind (117).

Die Meta- Analyse von Yang et al. ergab, dass in den meisten Studien kein statistisch
signifikanter Unterschied der Adiponektin-Konzentrationen zwischen AS-Patienten und
Kontrollen gezeigt werden konnte (118). Eine detalllierte Subanalyse der
Konzentrationen fur die Isoformen von Adiponektin lie3 sich auf3er in der Studie von Hartl
et al.(119) nicht finden. Die Studie zeigte einen signifikanten Unterschied von HWM-
Adiponektin und Adiponektin zwischen den Patienten, die eine radiografische
Progression nach 2 Jahren zeigten zu denen die keine zeigten (119).

1.6.2 Calprotectin
Calprotectin, bestehend aus den Untereinheiten S100A8 und S100A9, ist ein Calcium

bindendes Heterodimer, von welchem angenommen wird, dass es bei der Migration,
Chemotaxis und weiteren inflammatorischen Prozessen bei Neutrophilen und aktivierten

Makrophagen eine Steuerungsfunktion einnimmt (120).

Calprotectin im Serum ist bei Patienten mit AS signifikant héher im Vergleich zu gesunden
Kontrollen (121-124). Es liel3 sich kein Unterschied der Serum-Konzentrationen zwischen
Patientin mit AS zu Patienten mit einer nr-axSpa zeigen (124). Ferner konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit peripherer Beteiligung eine hdéhere Serumkonzentration
aufwiesen, als Patienten mit einer reinen axialen Beteiligung (123). In einer
Interventionsstudie wurde festgestellt, dass sportliche Aktivitdt den Calprotectin-Level im
Serum signifikant senken kann. Unter einer TNF-a-Inhibitoren-Therapie sinkt die
Konzentration im Serum ebenfalls (122, 125). Calprotectin-Konzentrationen zeigten sich
signifikant erhoht bei Patienten mit einer mSASSS-Progression im Vergleich zu Patienten
ohne eine Verschlechterung. Das gleiche Phanomen konnte ebenso gezeigt werden bei
Patienten mit einer Bildung von Syndesmophyten im Vergleich zu Patienten ohne
Progression (126). Ebenso wurde eine positive Korrelation zu CrP und Vascular
endothelial Growth factor (VEGF) festgestellt, sowie divergierende Ergebnisse der
Korrelationen zu funktionellen Tools (124, 126). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass
die fakale Konzentration von Calprotectin im Vergleich zu gesunden Probanden erhéht
war (127).
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1.6.3 Chemerin
Chemerin wird als inaktives Proprotein sekretiert und tber proteolytische Abspaltung des

C-terminalen Endes aktiviert (128, 129). Chemerin bindet an den G-Protein-gekoppelten
Chemokine-like-receptor 1 (CMKLR1 oder ChemR23), welcher fast ausschliel3lich von
Fettgewebe exprimiert wird (129). Neben dem Fettgewebe wird der Rezeptor ebenfalls
von dendritischen Zellen, Makrophagen und Chondrozyten an der Oberflache prasentiert
(128, 129).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Chemerin eine Rolle bei der Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen und MMP’s in Chondrozyten sowie dem
Zellrecruitement unter anderem bei rheumatoider Arthritis, systemischen Lupus
erythematodes und Psoriasis einnimmt (117, 128-130). Die Konzentrationen von
Chemerin korrelieren mit der Krankheitsaktivitat und spiegeln teils die therapeutische

Antwort auf TNF-a-Blocker-Therapie bei Patienten mit rheumatoiden Arthritis wider (117).

1.6.4 Leptin
Leptin ist ein Peptid, welches eine zentrale Rolle bei der Kérpergewichtsregulierung tber

die zentralnervése Achse sowie bei der Regulierung des Immunsystem im Sinne einer
proinflammatorischen Wirkung einnimmt (115, 117, 131). Dabei erhéht Leptin die TNF-a-
und IL-6-Produktion (131). Es zeigte sich, dass die Leptin-Expression im Serum und in
der SynovialfluBigkeit bei Patienten, die an Rheumatoiden Arthritis (RA) erkrankt waren,
erhoht war (117, 131).

Yang et al.(118) berichtete im systematischen Review eine unklare Studienlage beztglich
der Konzentration von Leptin bei Patienten mit AS im Vergleich zu gesunden Kontrollen.
Die Berechnungen im Review ergaben keinen signifikanten Unterschied der Leptin-
Konzentrationen (118). In einem gleichartigen Review von Mei et al.(132) wurden die
Ergebnisse unterstitzt. In einer Studie von Park et al. konnte gezeigt werden, dass die
Leptin-Konzentration signifikant hoher waren bei Patienten mit einer mSASSS-

Progression (133).

1.6.5 Lipocalin- 2
Lipocalin-2 gehdort zu der Lipocalin-Protein-Superfamilie und transportiert verschiedene

lipophile Substanzen. Durch pro-inflammatorische Reize wie NF-kb wird es durch
Fettgewebe ausgeschiittet. Die Konzentrationen korrelieren mit dem Vorliegen von

Adipositas, Hyperglykamie, Insulin-Resistenz und CrP-Konzentrationen (131). In einer
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Studie zeigte sich, dass Lipocalin-2-Konzentrationen bei AS-Patienten im Vergleich zu

Gesunden nicht erhéht waren (134).

1.6.6 Matrix Metalloproteinasen (MMPSs)
Matrix Metalloproteinasen (MMPs) sind Proteinasen, die am Abbau von extrazellularer

Matrix beteiligt sind. Sie lassen sich in verschiedene Gruppen unterteilen, zu welchen
auch die sogenannten Stromelysine zahlen. MMP-3, auch Stromelysin 1 genannt,
zersetzt Extrazellularmatrix, aktiviert eine Reihe von Vorstufen der MMPs, sogenannten
proMMP’s, wie MMP-1 und wirkt durch eine Precursor Funktion am IL-1B
proinflammatorsich (135). MMP’s werden uber die Wachstumsfaktoren und Hormone
kontrolliert und Uber endogene Hormone wie Alpha-Makroglobuline in ihrer
proteolytischen Aktivitdt gesteuert (136). Die Inhibition der MMPs erfolgt Uber Tissue
inhibitors of metalloproteinase (TIMP’s). Die Wirkungsbereiche dehnen sich Uber viele
Prozesse aus, unter anderem in der Embryogenese, der Angiogenese und dem
Knochenremodeling. Es konnte gezeigt werde, dass MMP-3 zu einem Verlust von
Knorpelmasse, Proteoglykanabbau und einer Degradation von Matrixkollagen Il und 1X
fuhrt (137).

Bei der AS fand man eine, im Vergleich zu gesunden Kontrollen, erhéhte Konzentration
von MMP-3 im Patienten-Serum (138-141). Ebenso konnte gezeigt werde, dass Manner
im Vergleich zu Frauen mit AS eine signifikant hbhere MMP-3-Konzentration aufwiesen
(142, 143). Einen signifikanten Abfall der MMP-3-Konzentration wurde beobachtet bei
Patienten, die eine TNF-a-Blocker-Therapie erhielten (139, 141, 144). Es besteht eine
Korrelation zwischen MMP-3-Level, CrP-Konzentrationen und der BSG (144).

1.6.7 Cross linked N-Telopeptide of Type 1 Collagen (NTX)
Kollagene sind Bestandteile der Kollagenfibrillen, aus denen Knochen- und Knorpelmatrix

zusammengesetzt sind. Die Knochenmatrix besteht tberwiegend aus Kollagen Typ 1.
Der Kollagenauf- und -abbau ist ein physiologischer Prozess zur Regeneration gealterter
oder beschadigter Kollagenfasern. Im Rahmen von pathologischen Prozessen kdnnen
Marker dieses Umbaus vermehrt anfallen (85).

NTX, Cross linked N-Telopeptide of Type 1 Collagen, entstehen bei der N-terminalen
Abspaltung durch Kathepsin A vom Amino-terminalen-Ende des Kollagen-1 wéhrend der

Knochenresorptionsphase (145).
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Bei Patienten mit AS zeigte sich die NTX-Konzentration im Urin erhdht (146). Im Serum
konnte dies nicht belegt werden (147). Eine anti-TNF-a-Therapie zeigt keinen Effekt auf
die Konzentration im Serum (147, 148).

1.6.8 Omentin
Omentin wird in zwei Isoformen, Omentin-1 und Omentin-2, von verschiedenen Stroma-

vaskularen-Zellen und Adipozyten produziert und ausgeschiittet. Im menschlichen Serum
und Fettgewebe ist Omentin-1 die Uberwiegende Isoform und scheint Insulin-Glukose-
Spiegel abhéngig ausgeschittet zu werden. Eine veranderte Ausschittung ist bei
Patienten mit Ubergewicht und erhohter Insulin-Resistenz sowie bei inflammatorischen
Prozessen und Erkrankungen wie Morbus Crohn und Psoriasis-Arthritis beobachtet
worden (149, 150).

1.6.9 Osteoprotegerin (OPG)
Osteoprotegerin gehort der TNF-Rezeptor-Familie an (151). Durch eine extrazellulare

Bindung des RANK-Ligand, welcher von Osteoblasten sezerniert wird, verhindert es die
Interaktion mit RANK auf den Osteoklasten und damit die Aktivierung, welche ansonsten
zu einem Knochenabbau fuhrt (152, 153). Somit ist OPG ein Protein, dass
Knochenmassen protektiv wirkt.

OPG wurde in diversen Studien untersucht und zusammenfassend betrachtet, sind die
Ergebnisse nicht eindeutig. Ein Teil der Studien zeigte eine signifikante Erniedrigung der
OPG-Konzentrationen bei Patienten mit axSpA im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(147, 154, 155), wahrend andere Untersuchungen eine signifikante Erhdéhung im
Vergleich zu gesunden Probanden observierten (156-158). Des Weiteren wurde eine
Korrelation von BASDAI und OPG beschrieben (154, 158, 159).

1.6.10 Prokollagen Type Il N-terminal Propeptide (PIINP)
Prokollagen Type Il N-terminal Propeptide wird wahrend der Reifung von Typ 2-Pro-

Kollagens freigesetzt und dient als Marker fir die Knorpel-Neubildung. In einer Studie
konnte gezeigt werden, dass die Konzentration der Unterform PIIANP sich nicht
signifikant bei Patienten mit axialer Spondylarthritis zu gesunden Kontrollen unterschied.
Andererseits konnte die Studie zeigen, dass mannliche Patienten und Patienten mit
einem positiven HLA-B27-Befund hdhere Konzentrationen aufwiesen (160).

1.6.11 Resistin
Bei Resistin handelt es sich um ein Adipokin, das zu der Familie der Cystein-reichen-

Proteine gehdrt. Resistin wird nicht nur von Adipozyten, sondern auch von einer Anzahl
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an immunkompetenten Zellen wie Monozyten und Markophagen produziert und ist an
proinflammatorischen Prozessen beteiligt (115, 149, 161). Dabei scheint die
Ausschuittung von Resistin durch Lipopolysaccharide (LPS), IL-6 und weiteren Faktoren
stimuliert zu werden und fuhrt in Endothelzellen zur Sekretion von diversen chemotaktilen
Subtanzen, einer Ausschittung von TNF und IL-6 (115, 117, 131).

Das Review von Yang et al.(118) zeigte, dass die Serum-Konzentrationen von Resistin
bei AS-Patienten im Gegensatz zu gesunden Kontrollen signifikant héher waren. In ihrer
Subanalyse liel3en sich ebenfalls Unterschiede beziglich der ethnischen Herkunft, des
Alters und bei einem erhdhten BMI feststellen. In einer Studie von Kocabas et al.(162)
zeigte sich zusatzlich, dass erhdhte Resistin-Konzentrationen nicht mit serologischen
Biomarkern (BSG, CrP) und Krankheitsaktivitat korrelierte. Ein ahnliches Ergebnis zeigte

sich ebenfalls bei AS-Patienten, die eine Infliximab- Therapie erhielten (161).

1.6.12 Serum Amyloid A (SAA)
Serum Amyloid-A ist ein akute Phase Protein, das von Hepatozyten gebildet wird. Stimuli

fur die Bildung von SAA sind IL-1, und TNF-a aus Makrophagen. Des Weiteren induzieren
diese Modulatoren in Fibroblasten und Endothelzellen die Bildung von IL-6, welches
wiederum auch die Produktion von SAA stimuliert. Diese Entziindungsmediatoren regen
diverse weitere immunologische Zellen, unter anderem Monozyten und Makrophagen,
an, Chemokine auszuschitten. Chemokine locken wiederum weitere Leukozyten an und

unterhalten somit eine Inflammationsreaktion (163).

Patienten mit AS haben eine signifikant hohere Serumkonzentration im Vergleich zu
gesunden Kontrollen. SAA-Konzentrationen korrelierten mit der Konzentration von CrP
und der BSG, sowie Kklinischen Parametern fur Krankheitsaktivitat (164). Es konnte
gezeigt werden, dass das SAA-Level nach einer anti-TNF-a-Therapie sank, sowie in
Kombination mit der CrP-Konzentration vor Beginn der Therapie einen pradiktiven

Voraussagewert, auf das Ansprechen eben dieser hatte (165).

1.6.13 Sclerostin (SOST)
Das Produkt Sclerostin, des Gens SOST auf Chromosom 17q12-21, ist ein wichtiges

Signalmolekdl in der Knochenhomdostase. Es handelt sich um einen Wingless-
Antagonist (Wnt-Antagonist)(166, 167), der zumeist von Osteozyten und in der
Postnatalzeit auch von Chondrozyten und Cementozyten gebildet wird (166). Es inhibiert

den Canonical Pathway des Wnt-Molekils, in dem es die Bildung des

31



1.0 Einleitung

Corezeptorenkomplexes aus Wnt-LRP5/6 und frizzeld verhindert, durch eine direkte
Blockierung des LRP5/6. Dies fuhrt dazu, dass durch das Fehlen des
Corezeptorenkomplexes B-Katenin durch diverse Proteasen oder Ubiquitasen abgebaut
wird. Dadurch sinkt die zytoplasmatische Konzentration an (-Katenin, sodass die
Signalkette zum Transkriptionsfaktor unterbrochen wird. Damit kénnen die Zielproteine
des Wnt, welche vorndmlich zum Knochenabbau bestimmte Gene beinhalten, nicht

erreicht werden. Dies fuhrt letztlich zur Inhibition des Knochenabbaus (166, 167).

Bei ambivalenter Studienlage kann man zusammenfassend sagen, dass die SOST-
Konzentration im Blut bei Patienten mit axSpA signifikant niedriger ist als bei gesunden
Kontrollen (154, 168-173). Bei Patienten mit erhéhten CrP-Konzentrationen, lieRen sich
im Vergleich zu Patienten mit normalem CrP-Konzentrationen niedrigere SOST-Spiegel
finden(154), was ebenfalls zutreffend bei Patienten unter TNF-a-Blocker-Therapie ist
(169). Eine positive Korrelation liel3 sich zu den Serumkonzentrationen von Dickkopf-1
und Osteoprotegerin (OPG) finden (154).

In einer Studie von Appel et al. zeigte sich eine signifikant niedrigere Serumkonzentration
bei Patienten im Verhéltnis zu gesunden Probanden (174). Betrachtete man die
Subgruppen Patienten mit Syndesmophytenwachstum vs. kein Wachstum ergab sich,

dass die Serumlevel in der Gruppe der Progressoren deutlich niedriger waren (174).

1.6.14 Vascular endothelial Growth factor (VEGF)
VEGF zahlt zu den wichtigsten Angiogenesefaktoren. Er induziert die Proliferation von

Endothelgewebe, dadurch die Angiogenese, erhdht die Endothelpermeabilitdt und dient
in der Entzindungsphase als chemotaktiler Stoff, der Monozyten anlockt. Gebildet wird
er vor allem bei Hypoxie oder Entzindung von Muskelzellen, Endothel,
Entziindungszellen und Chondrozyten. Wenn VEGF von Chondrozyten exprimiert wird,
wirkt VEGF als Katalysator der Kalzifikation und damit der Ossifikation von enchondralem
Knorpel (175).

Studien zeigten eine erhdhte Konzentration von VEGF bei AS-Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (176, 177). VEGF korreliert mit anderen akute Phasen Proteinen
und den funktionellen Indices(113, 170) sowie mit Rauchen, CrP-Konzentration und BSG.
Bei einer Progression des mSASSS oder bei Neubildung von Syndesmophyten konnte

man zeigen, dass es zu einer Erh6hung des VEGF-Spiegels im Serum kam (177).
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Patienten mit einer TNF-a-Inhibitoren-Therapie zeigten eine Erniedrigung des Spiegels,

ebenso wie Patienten deren Entziindungszeichen im MRT rucklaufig waren (178, 179).

1.6.15 Visfatin
Visfatin ist ein Protein, welches eine Hauptaufgabe in der Regulation des

Energiestoffwechsels einnimmt und sowohl pro-inflammatorisch als auch anti-
inflammatorisch wirksam ist. Visfatin aktiviert Leukozyten und stimuliert die Produktion
von TNF-a und IL-6 und fuhrt auf der anderen Seite zur Ausschittung von anti-
inflammatorischen Zytokinen wie 1L-10 (115, 117, 161).

In einigen autoimmun-vermittelten Erkrankungen wie Psoriasis, Multiple Sklerose und
CED konnten erhthte Serumkonzentrationen nachgewiesen werden (117). Die Studie
von Syrbe et al.(180) ergab eine signifikant hohere Konzentration von Visfatin bei AS-
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen und bei erhéhten Konzentrationen liel3

sich ein pradiktiver Wert fir das Voranschreiten der mSASSS-Punkte zeigen.

1.6.2 Zusammenfassung: Biomarker als Pradiktoren flur die radiografische
Progression
Durch die weiter voranschreitenden Méglichkeiten axSpA zu therapieren, insbesondere

in Hinblick auf eine mdgliche Modulation des Krankheitsverlaufes nebst der
Symptomkontrolle, erhoht sich der Bedarf an zuverlassigen Modellen der

Risikostratifizierung von Patienten insbesondere in einem frihen Krankheitsstadium.

Die bisherigen bekannten Biomarker erreichen hierbei nur eine ungenigende
Aussagekraft beziglich des Voranschreitens und vor allem der Identifikation von
Patienten mit hohem Risiko, ein schnelles Voranschreiten der Krankheit zu erleben(112,
181, 182), sodass Biomarker, welche wichtige pathogenetische Prozesse der SpA
widerspiegeln, weiter in den Fokus ricken. Dies lasst sich in den vielen Vorarbeiten zur
Identifizierung von Biomarkern im Rahmen von unterschiedlichen Patientenkohorten mit
dem Ziel weitere Biomarker zur adaquaten Risikostratifizierung und des
Therapiemanagements zu identifizieren und fur den klinischen Alltag zu etablieren
ableiten (112, 113). Vor allem fir die Bewertung der radiografischen Progression sind
Zytokine des Knochen-, Knorpel- und Fettstoffwechsels in den Fokus geruckt (112).
Dabei ergab sich das Problem, dass einzelne Biomarker keine zuverlassige

Reproduzierbarkeit zeigten (183).
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2.0 Fragestellung der Arbeit
In der bisher nur teilweise verstandenen Pathogenese der axialen Spondylarthritis

spielen die Interaktion des Inflammations- und des Knochenstoffwechsels eine wichtige
Grunduberlegung, ndmlich ob und wie weit die akute Entziindung, welche Symptome und
Steifigkeit bedingt, nicht auch zu der langfristigen Folge der Verkndcherung fuhrt (60).
Die Hypothese der vorherigen Entziindung vor Auftreten der Knochenveranderungen im
Sinne der Ankylose wird unterstitzt durch die Korrelation des inflammatorischen Markers
CrP, dem ASDAS und des Auftretens von aktiver Entzindung im subchondralen
Knochenmark, demaskiert durch die MRT (60). Die Inflammation des Knochenmarks
fuhrt zu der Bildung von Granulationsgewebe, von welchem aus Osteoblasten stimuliert
und eine Knochenbildung initiiert (60). Gelingt es, die entzindliche Reaktion
therapeutisch frihzeitig zu inhibieren, konnte der Prozess der Verkndcherung
verlangsamt werden (60).

Fur die Identifikation von Patienten mit einer axSpA, welche ein erhdhtes Risiko fur eine
radiografische Progression zeigen, fehlen bisher geeignete Parameter, die weder zu
kompliziert noch zu kostenintensiv sind unter Erwagung eine annehmbaren Sensitivitat
und Spezifitat (7, 27). Eine frihzeitige Selektion dieser Patienten wéare jedoch
winschenswert, um eine damit verbundene friihere Therapieeinleitung durch einen

Spezialisten zu initiieren und damit die Versorgung der Patienten zu optimieren (7, 27).

Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es daher, ein Modell fur die Pradiktion der Progression
von strukturellen Verdnderungen an der Wirbelsaule bei Patienten mit axialer
Spondyloarthritis zu entwickeln. Der Schwerpunkt lag dabei vor allem auf der
Identifizierung von Biomarkern, die sowohl eine entziindliche Aktivitat als auch das
Knochenremodeling im Verlauf widerspiegeln und zuverlassig Patienten mit einem hohen
Risiko fur eine Progression von strukturellen Verdnderungen an der Wirbelsaule

differenzieren kdnnen.
Folgende Fragestellungen wurden daher in der vorliegenden Arbeit untersucht:

1. Welche Biomarker zeigen einen potenziellen pradiktiven Wert fir die mSASSS-
Progression und Syndesmophyten-/ Ankylosebildung?

2. Wie effektiv ist ein Modell aus bekannten klinischen Risikofaktoren hinsichtlich einer
Vorhersage der SASSS- Progression und der Syndesmophyten-/ Ankylosebildung und
kann dieses durch eine Kombination mit Biomarkern verbessert werden?
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3.0 Patienten, Material und Methoden
Fur die vorliegende Arbeit standen die erhobenen Daten der Patienten aus der ,The

Effects of NSAIDS on RAdiographic DAmage in Ankylosing Spondylitis (ENRADAS)*
Studie (EudraCT 2007-007637-39) zur Verfugung (62). Dabei handelt es sich um eine
prospektive randomisierte Studie, die in 19 Zentren in Deutschland zwischen Mai 2008
und Dezember 2013 durchgefihrt wurde. Die Studie untersuchte den Effekt einer
kontinuierlichen Diclofenac-Gabe (150mg/Tag per os) im Vergleich zu einer Diclofenac-
Bedarfsmedikation (75mg oder 150mg/Tag bei Bedarf per os) tUber 2 Jahre auf die
radiografische Progression. Alle Patienten erfullten die modifizierten New York
Kriterien(42) fur eine AS. Ein weiteres Einschlusskriterium war eine erhéhte
Krankheitsaktivitat, definiert iber einen Wert aus dem BASDAI-Fragebogen in Frage zwei
>4 Punkte oder auf der visuellen Analogskala (VAS) fur Rickenschmerzen >4 Punkte.
Serum-Blutentnahmen wurden in der Woche 0/Baseline (Zeitpunkt des Studieneintritts)
und 100 fur weitere Studienzwecke durchgefuhrt. Wahrend der Dauer der Studie
erhielten die Patienten Kontrolluntersuchungen alle 12 Wochen, sowie eine CrP- und
BSG-Bestimmung alle 24 Wochen. Weiterhin wurden klinische Parameter anhand von
Assessment-Fragebdgen und bekannte Risikofaktoren wie Rauchen und der Bodymass-
Index (BMI) erfasst. Ausschlusskriterien waren eine TNF-a-Blocker-Therapie oder eine
Steroidtherapie, sowie Nebenerkrankungen, die eine Langzeittherapie mit einem NSAR
nicht zulieRen. Die lokale Ethikbehdrde stimmte der Durchfiihrung der Studie zu und alle
Patienten gaben vor Studienbeginn eine schriftliche Einverstandniserklarung ab.

3.1 Bestimmung der rontgenologischen Progression in der Wirbelsaule
Die Bestimmung der réntgenologischen Progression erfolgte durch eine verblindete

Bewertung (Scoring) der Patienten-Réntgenaufnahmen zu Baseline und nach 2 Jahren.
Die Bilder wurden zentral gesammelt, digitalisiert und hinsichtlich der Identitdt des
Patienten, des Aufnahmezeitpunktes und der Studiengruppe anonymisiert und verblindet
und durch zwei unabhdngige Scorer bewertet. Die strukturellen Veranderungen der
Halswirbelsdule und der Lendenwirbelsdule wurden mittels des mMSASSS(42)
guantifiziert, sowie durch eine zusatzliche anterio-posteriore Vorderansicht der
Lendenwirbelsaule (LWS) hinsichtlich des Vorhandenseins und Neubildung von
Syndesmophyten untersucht. Eine radiografische/rontgenologische Progression wurde
als ein mSASSS-Anstieg von mindestens 2 Punkten oder der Neubildung von mindestens

einem Syndesmophyten definiert.
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3.2 Auswahl der Patienten
Von den 187 in der Studie untersuchten Patienten aus der ENRADAS-Studie (EudraCT

2007-007637-39)(62) lagen von 117 Patienten sowohl Serenproben, als auch die
Rontgenaufnahmen der HWS und LWS zur Baseline und Woche 100, die somit die

Bestimmung der der radiografischen Progression ermdglichten, vor.

3.3 Bestimmung der Adipokine
Die Konzentrationsbestimmung von Adiponektin, HMW-Adiponektin, Chemerin, Leptin,

Lipocalin-2, Omentin, Resistin und Visfatin erfolgte durch Frau Dr. med. Agnes Hartl. Die
verwendeten ELISA-Kits sind in der Publikation ,Serum levels of leptin and high molecular
weight adiponectin are inversely associated with radiographic spinal progression in
patients with ankylosing spondylitis: results from the ENRADAS trial® (119) und ihrer
Doktorarbeit ,Adipokines as predictors of radiographic spinal progression in patients with

ankylosing spondylitis“ (184) nach zu vollziehen.

3.4 Verwendete Materialen

3.4.1 Materialgewinnung

Die peripher ventse Blutentnahme erfolgte im Rahmen der ENRADAS-Studie zur Woche
0, Woche 52 und Woche 100 mittels Serummonovette. Das Blut wurde nach
eingetretener Gerinnung bei 3000/min fir maximal 10 Minuten zentrifugiert. Das Serum
wurde abgenommen und bis zum weiteren Untersuchungszeitpunkt wurde ein

Serumalliquot bei -20°C und einer bei -80°C gelagert.

3.4.2 Serumproben
Die Bestimmung der Serumkonzentrationen der Biomarker erfolgte nach jeweiligem

Protokoll. Wenn sich Biomarker unter dem Standardprotokoll unter der Nachweisgrenze
des ELISA befanden, wurden diese unverdinnt nachgemessen, lagen sie Gber dem
Maximum erfolgten weitere Verdinnungen. Dabei blieben einige Proben weiterhin im

nicht messbaren Bereich.

Zwei NTX Proben zur Baseline und drei Proben in Woche 100, eine Probe bei OPG zur
Baseline und Woche 100, zwei Seren in der Baseline und sieben Proben der Woche 100
fur den Biomarker SOST hatten Konzentrationen unterhalb des minimal messbaren
Wertes. Bei hohen Verdinnungen lagen folgende Biomarker Gber dem messbaren

Maximum: zwei Patientenseren von Calprotectin zur Baseline, eine Probe von NTX, je
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vier Seren von SAA zur Baseline und Woche 100 und vier fur VEGF in der Baseline und

ein Serum aus Woche 100.

Bei nicht mehr ausreichendem Messmaterial waren fur die Biomarker SAA und VEGF
teils keine Nachmessungen mdglich. Die Konzentrationen der Biomarker MMP-3 und
PIINP konnten vollstandig erhoben werden. Eine Zusammenstellung der Messungen ist
in Tabelle 5 abgebildet.

Biomarker Baseline Woche 100
Calprotectin | Anzahl gemessener Proben 117 117
Anzahl der nicht messbaren Proben 2 Keine
MMP-3 Anzahl gemessener Proben 117 117
Anzahl der nicht messbaren Proben Keine Keine
NTX Anzahl gemessener Proben 117 117
Anzahl der nicht messbaren Proben 2 4
PIINP Anzahl gemessener Proben 117 117
Anzahl der nicht messbaren Proben Keine Keine
OPG Anzahl gemessener Proben 117 117
Anzahl der nicht messbaren Proben 1 1
SAA Anzahl gemessener Proben 174 136
Anzahl der nicht messbaren Proben 4 4
SOST Anzahl gemessener Proben 117 117
Anzahl der nicht messbaren Proben 2 7
VEGF Anzahl gemessener Proben 117 117
Anzahl der nicht messbaren Proben 4 1

Tabelle 5: Anzahl der gemessenen und nicht messbaren Proben

3.4.3 Gerate
Assistent 348/1, Karl Hecht AG

MS2 Minishaker, IKA
MRX Microplate Reader, DYNEX Technologies, Seriennummer 1CXC1253

Brutschrank, function line, Heraeus Instruments

3.4.4 Verbrauchsgegenstande
Pipette Eppendorf Reference 10

Pipette Eppendorf Reference 100
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Pipette Eppendorf Reference 1000

Pipette Eppendorf Research 300

Pipettenspitzen ep TIPS Standard 0,5-20 pl, Eppendorf
Pipettenspitzen ep TIPS Standard 20-300 pl, Eppendorf
Pipettenspitzen ep TIPS Standard 50-1000 pl, Eppendorf
Pipettenspitzen 200 pl,Sarstedt

Pipettenspitzen 1000 pl,Sarstedt

Pipettierhilfe Sarpette Automatic, DESSAGA Sarstedt- Gruppe
Serologische Pipetten, 5 ml, FALCON

Serologische Pipetten, 10 ml, FALCON

Serologische Pipetten, 25 ml, FALCON

Trifill Multi Channel Pipetter Reservoir, CAMLAB
Reagiergefal} Safe Seal 1,5 ml, Sarstedt

Reagiergefal Safe Seal 2,0 ml, Sarstedt Schwenkplatte,

3.4.5 Chemikalien
Ampuwa Spullésung, 1000 ml Plastipur, Fresenius kabi

3.4.6 kommerzielle ELISA- Komplettsysteme
Calprotectin- Human MRP8/14 (Calprotectin), LEGEND MAX, BioLegend, Inc. USA

MMP3- Human Total MMP3, Quantikine ELISA, R&D Systems, biotechne, UK
NTX- OSTEOMARK NTx Serum, Alere Scaraborough, inc., USA

OPG- Osteoprotegerin, Biomedia Medizinprodukte GmbH &Co KG, Osterreich
PIINP- Human Procollagen II N termial Peptid, Cloud-Clone Corporation, TX, USA
SAA- Human SAA, Invitrogen Coropration, USA

SOST- Human SOST, Quantikine ELISA, R&D Systems, biotechne, UK

VEGF- Human VEGF, Quantikine ELISA, R&D Systems, biotechne, UK

3.5 Bestimmung l6slicher Proteine

3.5.1 Enzyme- Linked- Immunosorbent Assay (ELISA)
Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein immunologisches Verfahren zum

Nachweis bestimmter Molekiile aus Korperfllissigkeiten.

3.5.2 Sandwich- ELISA Prinzip
Die Grundlage des Funktionsprinzips eines ELISA ist die Interaktion eines Antikorpers

mit dem korrespondierenden Antigen. Ein ELISA-Kit besteht unter anderem aus einer

38



3.0 Patienten, Material und Methoden

Pipettierplatte. Diese Platte setzt sich aus 96 Vertiefungen, sogenannten Wells,
zusammen. Auf diesen Wells ist ein Antikérper aufgetragen, der spezifisch ein Epitop des
zu bestimmenden Molekils binden kann. Diesen nennt man auch den ,Capture®-
Antikorper. Beim Auftragen von beispielsweise Serum wird somit das Antigen spezifisch
gebunden. Mit wiederholten Waschvorgangen werden die nicht oder unspezifisch

gebundenen Antigene entfernt, um eine falsch positive Reaktion zu verhindern.

Im zweiten Schritt wird ein weiterer markierter Antikdrper gegen ein weiteres Epitop des
Antigens hinzugefligt. Dieser Antikorper ist entweder direkt markiert oder mit einem
Enzym gekoppelt. Dieses Enzym spaltet ein hinzugegebenes Substrat, so dass das
Substratprodukt photometrisch gemessen werden kann. Die Menge des Endproduktes
ist proportional zur Menge des gebundenen Zielmolekuls. Anhand einer Kalibrationskurve
ist ein Ruckschluss auf die Konzentration mdglich. In der Abbildung 3 ist das

Funktionsprinzip veranschaulicht.

Capture Anti- Biotinierter Streptavidin-
Anti- korper Detektions- HRP- ™B
korper und anti- Komplex

Antigen korper .

Abbildung 3: ELISA-Funktionsprinzip

Zur Bestimmung der Biomarkerkonzentrationen im Patientenserum wurden kommerzielle
Enzyme-linked-Immunoessay (ELISA)-Tests verwendet. Alle Tests wurden in
Doppelbestimmungen durchgefihrt. Die Immunoassays wurden erneut etabliert und
nach Anweisungen des Herstellers genutzt. Die Software des Elisa-Readers war

,Revelation Version G 3.2“.
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3.6 Testprinzip
Falls keine anderen Anweisungen zum Testerfahren verlangt waren, wurde wie folgt

vorgegangen:

- Vor Testbeginn wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht

- Die gefrorenen Seren wurden aufgetaut

- Falls nétig wurden Verdinnungen wie vom Hersteller angegeben erstellt

- Die Waschvorgange beinhalteten eine 4- malige Spulung mit je 300ul per Well
Waschpuffer

3.6.1 Bestimmung von Calprotectin (MRP8/14)
Die Konzentration von human Calprotectin (MRP8/14) wurde mit dem kommerziell
erhaltlichen ELISA von LEGEND MAX, BioLegend, Inc. USA bestimmit.

Reagenzien:

- Mikrotiterstreifen (beschichtet mit einem Anti-human MRP8/14-Antikorper)
- Standard (200ng lyophiliziertes human-MRP8/14)

- Assay Buffer A

- Human MRP8/14-Detektionsantikorper

- Avidin-Meerretich-Peroxidase B (HRP)

- Substrat Solution D

- Stopplésung (Schwefelsaure)

- Waschpuffer in 20-facher Konzentration

Der Standard wurde mit 1000ul Assay Buffer A aufgelést und ergab eine
Standardstockldsung von 200ng/ml. Fir die weiteren Verdinnungen wurde eine 1 zu 1

Verdinnung mit 200pl Assay Buffer A und der Stocksolution angefertigt. Somit ergab sich
fur den Standard folgendes:

Standard 1= 200 ng/ml
Standard 2= 100 ng/ml
Standard 3= 50 ng/mi
Standard 4= 25 ng/mi
Standard 5= 12,5 ng/ml
Standard 6= 6,25 ng/ml
Standard 7= 3,13 ng/ml
Nullprobe: Assay Buffer A

Die Proben wurden in einer 1 zu 100 Dilution verdinnt. Nachmessungen wurden mit 1 zu
150, 1 zu 200, 1 zu 400, 1 zu 1600 Dilutionen durchgefihrt.
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In jedes Well wurden 50ul Assay Diluent und 50ul Proben oder Standard aufgetragen. Es
folgte eine Stunde Inkubation auf dem Schwenkschittler bei 200rpm und bei
Raumtemperatur. Im Anschluss wurde die Platte mit 300ul vier Mal mit dem zuvor
verdunnten Waschpuffer (Verdinnung 1 zu 25, somit 50ml auf 950ml deionisiertes
Wasser) gespult. Danach wurden 100ul/Well Detection-Antibody-Solution aufgetragen
und die Platte wurde 30 Minuten auf dem Schwenkschuttler bei Raumtemperatur
inkubiert. Im nachsten Schritt folgte ein weiterer Waschgang wie oben beschrieben.
Nachfolgend wurden 100ul/Well Avidin-HRP pipettiert und eine weitere Inkubation bei
Raumtemperatur und auf dem Schwenkschittler fur 30 Minuten erfolgte. Ein dritter
Waschgang mit funf Mal 300ul/Well wurde durchgefiihrt und 100ul/Well Solution D
hineingegeben. Die Farbreaktion erfolgt in der letzten Inkubation von 25 Minuten im
Dunkeln und Raumtemperatur. Die Reaktion wurde mittels Zugabe von 100ul/Well Stopp-

Solution angehalten und bei 450nm und einer Referenz von 630nm ausgelesen.

3.6.2 Bestimmung der Matrix Metalloproteinase 3
Zur Messung der Konzentration der MMP-3 wurde das kommerzielle System von

Quantikine ® Human MMP3 (total) Immunoassay von R&D Systems, Germany

verwendet. Dieser Assay misst sowohl aktives MMP-3, als auch proMMP-3.

Reagenzien:

- Mikrotiterstreifen (beschichtet mit einem polyklonalem Anti-MMP-3-Antikdrper)

- Standard (lyophiliziertes rekombinantes humanes pro-MMP-3)

- Calibrator Diluent RD5-10

- Assay Diluent

- Assay Diluent RD1-52

- Konjugat (polyklonaler MMP-3-Antikdrper gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase)
- Color Reagenz A (stabilisiertes Wasserstoffperoxid)

- Color Reagenz B (stabilisiertes Tetramethylbenzidin)

- Stopplésung (Schwefelséaure)

- Waschpuffer

Der MMP-3-Standard wurde mittels 1 ml destillierten Wasser aufgeldst, um einen

Standardstocklésung von 100ng/ml MMP-3 zu erhalten. Eine Standardverdiinnungsreihe

erfolgte mit dem Calibrator Diluent RD5-10 1 zu 1 und ergab dann

Standard 1= 10 ng/ml
Standard 2= 5 ng/ml
Standard 3= 2,5 ng/ml
Standard 4= 1,25 ng/mi
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Standard 5= 0,625 ng/ml
Standard 6= 0,313 ng/ml
Standard 7= 0,156 ng/ml
Nullprobe: Standard Diluent DR5-10.

Die Proben wurden mit einem Verhaltnis von 1 zu 10 (2 x mit 1 zu 100) mit dem Calibrator
Diluent verdinnt. Es erfolgte das Auftragen des Assay Diluent RD1-52 mit je 100 pl pro
Mikropipetierstreifenvertiefung (Well) und im Anschluss das Auftragen des Standards,
der Kontrolle oder der Probe mit 100ul pro Vertiefung. Nach zwei Stunden Inkubation bei
Raumtemperatur auf dem Schwenkschuttler, wurde die Platte gewaschen und im
Anschluss das Human-MMP-3-Konjugat mit 200ul je Vertiefung pipettiert. Es folgte eine
weitere Inkubation von zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schwenkschttler und
ein Waschgang. Nach diesem wurde die Substrat Solution, die sich aus dem Color
Reagent A und Color Reagent B 1 zu 1 zusammensetzt, aufgetragen und es erfolgte eine
Inkubation von 30 Minuten im Dunkeln und bei Raumtemperatur. Es erfolgte die
Farbreaktion und das Stoppen der Farbung mit 50ul Stopplésung pro Well. Die
Absorption wurde unmittelbar nach Abstoppen bei 450nm mit einer Referenzlange von

630nm ausgelesen.

3.6.3 Bestimmung von Osteoprotegerin
Osteoprotegerin (OPG) wurde mit dem kommerziell erhaltlichen ELISA Kit von Biomedia

Medizinprodukte GmbH &Co KG, Osterreich ermittelt.

Reagenzien:

- Mikrotiterstreifen (beschichtet mit polyklonaler Ziegen-Anti-OPG-Antikorper)
- Standard

- Kontrolle

- Assay Buffer

- AB: Monoklonaler Maus anti-OPG-Antikdrper-biotinyliert

- Konjugat (Streptavidin- Meerrettich- Peroxidase)

- Substrat (Tetramethylbenzidin Losung)

- Stopplésung

- Waschpuffer in 20facher Konzentration

Als erstes wurde der Assaybuffer mit 150ul/Well auf die Mikropipetierplatte aufgetragen.
Danach erfolgte die Pipettierung von unverdinnter Probe und dem vorgefertigten
Standard und Kontrolle mit 20ul/Well, sowie 50ul/Well vom biotinylierter anti-OPG-
Antikorper:
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Standard 1: 20 pmol/I
Standard 2: 10pmol/l
Standard 3: 5 pmol/l
Standard 4: 2,5/pmol/l
Standard 5: 1,25 pmol/Il
Nullprobe: 0 pmol/l

Dann folgte eine Inkubation von vier Stunden bei Raumtemperatur. Anschliel3end wurden
die Wells mit 300 pl/Well funf Mal mit dem Waschbuffer gespult und 200 pl/Well Conjugat
pipettiert.

Eine erneute Inkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur schloss sich an, sowie
eine weitere Waschung. Die Farbreaktion wurde mit 200ul/Well vom Substrat eingeleitet
und nach 30 Minuten bei Raumtemperatur und im Dunkeln mit 50ul/Well Stopplésung
angehalten. Das Auslesen erfolgte mit 450nm und einem Referenzlange von 630nm.

3.6.4 Bestimmung von Procollagen Il N-terminales Peptid
Die Konzentration von humanem Procollagen Il N-terminales Peptid (PIINP) wurde mit

dem kommerziell erhaltlichen ELISA von Cloud-Clone Corporation, TX, USA bestimmt.

Reagenzien:

- Mikrotiterstreifen (beschichtet)

- Standard (60.000 pg/mL)

- Standard Diluent

- Detection Reagent A

- Detection Reagent B

- Assay Diluent A

- Assay Diluent B

- Tetramethylbenzidin Substrat

- Avidin- Meerrettich- Peroxidase B
- Substrat Solution D

- Stopplésung 12

- Waschpuffer in 30-facher Konzentration

Der Standard wurde mit 1000ul Standard Diluent aufgeldst und ergab einen
Standardstockldsung von 12000pg/ml. Fur die weiteren Verdinnungen wurde eine 1 zu

1 Verdiunnung mit 500ul Standard Diluent und der Stocksolution angefertigt. Somit ergab

sich fur den Standard folgendes:

Standard 1= 6000 pg/ml
Standard 2= 3000 pg/ml
Standard 3= 1500 pg/ml
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Standard 4= 750 pg/ml
Standard 5= 375 pg/ml
Standard 6= 187,5 pg/ml
Standard 7= 93,7 pg/mi
Nullprobe: Standard Diluent

Die Proben wurden in einer 1 zu 10 Dilution mit 20ul Probe und 180ul Phosphat-
gepufferte Salzlosung (PBS) verdinnt. In jedes Well wurden 100ul Proben und Standard
aufgetragen und anschlieRend bei 37°C fir eine Stunde inkubiert. Danach wurde der
Inhalt verworfen und ohne zu waschen 100ul vom Detection Reagent A working solution
aufgetragen. Dieser setzte sich zusammen aus dem Detection Reagent A und dem Assay
Diluent A in einer 1 zu 100 Verdunnung. Daraufhin folgte eine weitere Inkubation von
einer Stunde bei 37°C. Mit dem 20ml| Waschpufferkonzentrat auf 580ml deionisierten
Wasser verdinnten Waschpuffer folgte ein vier-maliges Spulen mit 300ul/Well. Die
Working Solution B setzt sich aus den Detection Reagent B und Assay Diluent B
zusammen. Diese wurde mit je 100ul/Well aufgetragen und fiir 30 Minuten bei 37°C warm
gestellt.

Es folgte ein weiterer funf-maliger Waschgang mit 300ul/Well. Danach wurden 90ul/Well
Substrat Solution aufgetragen und der Kit wurde 30 Minuten bei 37°C vor Licht geschutzt
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 50ul/Well Stopplésung angehalten und es folgte die
Farbung ins Gelbe. Die Platte wurde mit 450nm und einer Referenz von 630nm

ausgelesen.

3.6.5 Bestimmung von Serum Amyloid A
Um die Konzentration von SAA im Serum zu bestimmen wurde der kommerziell

erhaltliche Human SAA ELISA-Kit von invitrogen corporation (USA) verwendet.

Reagenzien:

- Mikrotiterstreifen (beschichtet mit einem monoklonalem SAA-Antikorper)

- Standard (rekombinantes humanes SAA1, 0,1 Natriumazid)

- Standard Diluent Buffer (beinhaltet 0,5%ProClin)

- Human SAA niedrig und hohe Kontrolle (rekombinantes Human SAA1 lyophilisiert)
- Assay Diluent RD1X

- Konjugat (polyklonaler SOST spezifischer-Antikorper gekoppelt mit Biotin)
- Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (Streptavidin-HRP-Diluent)

- Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase Diluent (Streptavidin-HRP-Diluent)

- stabilisiertes Tetramethylbenzidin

- Stopplésung

- Waschpufferkonzentrat
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- Destilliertes Wasser

Durchfihrung:

Im ersten Schritt wurden die Proben, zum Teil im Rahmen von Nachmessungen in 1 zu
200, 1 zu 400, 1 zu 800, 1 zu 1600, 1 zu 2000 und 1 zu 3200 und wenn nétig in zwei

Verdinnungsschritten, verdinnt.

Der Standard wurde wie auf dem Etikett vorgegeben aufgeldst und mittels 300l zu 300pl
weiterverdinnt wurde, sodass ein Standard von

Standard 1= 600 ng/ml

Standard 2= 300 ng/ml

Standard 3= 150 ng/ml

Standard 4= 75 ng/ml

Standard 5= 37,5 ng/ml

Standard 6= 18,8 ng/ml

Standard 7= 9,4 ng/ml

Nullprobe: nur Standard Diluent entstand.

Im Anschluss erfolgte das Auftragen der Proben und des Standards von 100pl/Well und
nachfolgend das Biotin-Konjugat mit 50ul/Well. Nach zwei Stunden Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Platte vier Mal gewaschen mit 300ul/Well Waschpuffer.
Dieser wurde zuvor mit 100ml auf 2500ml deionisiertes Wasser aufgeldst. Daraufhin
wurden 100ul/Well Streptavidin-HRP pipettiert. Es folgte wie zuvor eine weitere
Inkubation von 30 Minuten bei Raumtemperatur und ein weiteres Mal Waschen wie oben
beschrieben. Nach diesem wurde das stabilisierte Chromogen mit 100ul/Well
aufgetragen. Die Inkubation bei Raumtemperatur und im Dunkeln betrug 30 Minuten. Der
Farbumschlag wird durch das Auftragen der Stopplosung mit 100pl/Well induziert. Die
Absorption wurde unmittelbar nach dem Abstoppen bei 450nm mit einer Referenzlange

von 630nm ausgelesen.

3.6.6 Bestimmung von Sclerostin
Zur Konzentrationsbestimmung im Serum von Sclerostin (SOST) wurde der kommerziell

erhaltliche Enzym Immunosorbent Assay Quantikine, Human SOST von R&D Systems

(biotechne, UK) verwendet.

Reagenzien:

- Mikrotiterstreifen (beschichtet mit einem monoklonalem SOST-Antikérper)
- Standard (20ng lyophiliziertes rekombinantes humanes SOST)
- Calibrator Diluent RD5-20
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- Assay Diluent RD1X
- Konjugat (polyklonaler SOST spezifischer-Antikbrper gekoppelt mit Meerrettich-
Peroxidase)

- Color Reagent A (stabilisiertes Wasserstoffperoxid)

- Color Reagent B (stabilisiertes Tetramethylbenzidin)

- Stopplésung (Schwefelsdure)

- Waschpuffer
Der SOST Standard wurde mittels 1ml destillierten Wasser aufgelést, um einen
Standardstocklésung von 20 000pg/ml SOST zu erhalten. Zur ersten Verdinnung wurde
einer 1 zu 100 pipettiert und die weitere Verdinnung 1 zu 1 der Standardreihe erfolgte

mit dem Calibrator Diluent RD5-10 und ergab dann:

Standard 1= 2000 pg/ml

Standard 2= 1000 pg/ml

Standard 3= 500 pg/ml

Standard 4= 250 pg/mi

Standard 5= 125 pg/ml

Standard 6= 62,5 pg/ml

Standard 7= 31,3 pg/ml

Nullprobe: Standard Diluent DR5-20

Es erfolgte das Auftragen von 100ul/Well Assay Diluent RD1X und im Anschluss das
Auftragen des Standards und der unverdinnten Proben mit je 50ul/Well. Nach zwei
Stunden Inkubation bei Raumtemperatur und auf dem Schwenkschuttler wurde die Platte
gewaschen mit 300ul/Well Waschpuffer. Dieser wurde zuvor mit 20ml auf 500ml
deionisiertes Wasser aufgeldst. Im Anschluss wurden 200ul/Well Konjugat pipettiert. Es
folgte wie zuvor eine weitere Inkubation von zwei Stunden und ein Waschgang. Nach
diesem wurde die Substrat Solution mit 200ul/Well, die sich aus dem Color Reagent A
und Color Reagent B 1 zu 1 zusammensetzt, aufgetragen. Dies stand 30 Minuten im
Dunkeln und bei Raumtemperatur. Der Farbumschlag wird durch das Auftragen der
Stopplésung mit 50ul/Well induziert. Die Mikrotiterplatte wurde bei 450nm mit einer

Referenzlédnge von 630nm unmittelbar ausgelesen.

3.6.7 Bestimmung von Vascular endothelial Growth Factor
Zur Konzentrationsbestimmung des Vascular endothelial Growth Factor (VEGF) wurde

der kommerziell erhéltliche Enzym Immunosorbent Assay Quantikine, Human VEGF von

R&D Systems (biotechne, UK) verwendet.
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Reagenzien:

- Mikrotiterstreifen (beschichtet mit einem monoklonalem VEGF-Antikdrper)

- Standard (lyophiliziertes rekombinantes humanes VEGF)

- Calibrator Diluent RD6U

- Assay Diluent RD1W

- Konjugat (polyklonaler VEGF-Antikorper gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase)

- Color Reagenz A (stabilisiertes Wasserstoffperoxid)

- Color Reagenz B (stabilisiertes Tetramethylbenzidin)

- Stopplésung (Schwefelséaure)

- Waschpuffer in 25-facher Konzentration
Durchfihrung:
Der VEGF-Standard wurde mittels 1ml Calibrator Diluent RD6U aufgeldst, um eine
VEGF-Standardstockldsung von 2000pg/ml zu erhalten. Die weitere Herstellung des
Standards erfolgte mittels einer 1 zu 1 Verdunnung, in diesem Fall 500ul Calibrator
Diluent RD6U und der Standardstocklésung, und einer folgenden Verdinnungsreihe.
Daher ergab sich fir den Standard folgendes:

Standard 1= 1000 pg/ml

Standard 2= 500 pg/ml

Standard 3= 250 pg/ml

Standard 4= 125 pg/ml

Standard 5= 62,5 pg/ml

Standard 6= 31,3 pg/ml

Standard 7= 15,6 pg/ml

Nullprobe: Standard Diluent RD6U.

Der Assay Diluent RD1IW wurde mit je 50ul pro Mikropipetierstreifenvertiefung
aufgetragen. Daraufhin wurde der Standard und die unverdiinnten Proben mit je 100ul/
Well hinzugefugt. Nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte
vier Mal mit je 300ul/Well mit dem 1 zu 25 (20ml auf 500ml) verdinnten Waschpuffer
gewaschen und im Anschluss das Human-VEGF-Konjugat mit 200ul je Vertiefung
pipettiert. Es folgte eine weitere Inkubation von zwei Stunden bei Raumtemperatur und
ein identischer Waschgang. Nach diesem wurde die Substrat Solution, die sich aus dem
Color Reagent A und Color Reagent B 1 zu 1 zusammensetzt, mit 200ul aufgetragen und
es erfolgte eine Inkubation von 30 Minuten im Dunkeln und bei Raumtemperatur. Die
Farbentwicklung wurde mit 50ul Stopplosung pro Well gestoppt. Die Mikrotiterplatte

wurde bei 450nm mit einer Referenzlange von 630nm ausgelesen.
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3.6.8 Bestimmung von Cross linked N-Telopeptide of Type 1 Collagen

Die NTX-Konzentrationen wurden mit dem kommerziell erhaltlichen ELISA-Kit von
OSTEOMARK NTx Serum, Alere Scaraborough, inc., USA erhoben. Dabei handelt es
sich um einen kompetitiven ELISA. Das Prinzip beruht darauf, dass eine unbekannte
Konzentration eines Antigens mit einem markierten Antigen einer bekannten
Konzentration um Bindungsstellen konkurriert. Aus der Menge an gebundenem
markiertem Antigen, Iasst sich dann auf die gesuchte Konzentration des unbekannten
Antigens schlief3en. Im Falle dieses ELISA ist auf der Mikropipetierplatte bereits ein NTX-
Epitop aufgetragen und es folgt das Aufragen der Serumprobe sowie des markierten
Antikdrpers, welche dann um die Bindung konkurrieren und mittels einer Farbreaktion

ausgewertet werden.

Reagenzien:

- Mikropipetierplatte (beschichtet mit synthetischem NTX-Antigen)

- Specimen Diluent

- Antikdrper Konjugat Konzentrat (gereinigter monoklonaler Antikbrper gegen NTX
von der Maus konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase)

- Antikdrper Konjugat Diluent

- Waschpuffer

- Chromogen Reagenz (Tetramethylbenzidin in Dimethylsulfoxid)

- Buffer (Wasserstoffperoxid)

- Stoppreagenz (Schwefelsaure)

- Assay Calibrators

- Assay Controls (Menschliches Serum mit bekannter NTX Konzentration)

Der NTX Standard beinhaltet folgende Konzentrationen:

Standard 1= 40 nM BCE/L
Standard 2= 20 nM BCE/L
Standard 3= 10 nM BCE/L
Standard 4= 5 nM BCE/L
Standard 5= 0 nM BCE/L

Zuerst wurden die Proben 1 zu 5 mit dem Specimen Diluent verdinnt, ebenso wie die
Kontrollen und der Standard und mit 100ul/Well aufgetragen. Danach erfolgte das direkte
Auftragen der verdiinnten Konjugat-Lésung, welche 1 zu 101 nach Vorgabe des
Herstellers hergestellt wurde. Danach erfolgte eine Inkubation von 90 Minuten bei
Raumtemperatur. Es folgt ein Waschgang mit dem angefertigten Waschpuffer (1 zu 30,
30ml Waschpuffer auf 870ml destilliertes Wasser). Die Herstellung des Chromogen

Reagent mit dem Buffer angesetzt in einer 1 zu 101 Verdinnung (240ul auf 24 ml Buffer)
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und mit 200ul/Well pipettiert. Es folgte eine Inkubation vom 30 Minuten im Dunklen und
bei Raumtemperatur, dabei entwickelte sich die blaue Farbung. Das Abstoppen erfolgte
mit der Stopplosung und 100ul/Well mit folgendem Farbumschlag ins Gelb. Die Platte

wurde bei 450nm und einer Referenz von 630nm ausgelesen.

3.6.9 Bestimmung der Konzentrationen
Mittels der online verfigbaren Analysemethoden auf ,myassay.com® erfolgte die Analyse

der Konzentrationen anhand der Mittelwerte der Doppelbestimmungen mittels 4-

Parameter-Kurve.

3.7 Statistische Analyse
Zur statistischen Auswertung wurde das Programm von IBM SPSS Statistics Version 26

verwendet. Bei der Erfassung von Haufigkeiten der Patientencharakteristika wurden
deskriptive Verfahren wie Minimum, Maximum und Mittelwerte sowie die Errechnung von

% verwendet.
Fur die weiteren statistischen Analysen erfolgte die Einteilung der Patienten wie folgt:

Patienten mit einer mSASSS-Progression =2 Punkten Gber 2 Jahren wurden als
Progressoren hinsichtlich des radiografischen Voranschreitens definiert. Patienten, die
dieses Merkmal nicht zeigten, wurden im Folgenden als Non-Progressoren beschrieben.
Weiterhin wurde eine Unterteilung nach Patienten mit und ohne Bildung von
Syndesmophyten/Ankylose getroffen.

Mittels Fisher-Exakt-Test und Mann-Whitney-U-Test erfolgte der Vergleich von
Progressoren vs. Non-Progressoren und Patienten mit und ohne Bildung von
Syndesmopyhten/ Ankylose hinsichtlich der zugrunde liegenden demografischen Fakten.
Als Signifikanzniveau wurde p <0,05 angesehen. Fir die Beurteilung der mSASSS-
Progression um einen Punkt im Jahr erfolgte die lineare Regressionsanalyse erst
univariable und dann multivariable mit allen Biomarkern, die einen pradiktiven Trend
zeigten, definiert als p <0,1. Im ersten Schritt der multivariablen Analyse erfolgt die
Erstellung eines Grundmodells, auch ,klinisches Modell* genannt. Hierbei wurden die
bereits bekannten oder in der klinischen Behandlung von Patienten genutzten Parameter:
Vorhandensein von Syndesmophyten zur Baseline, eine erhdhte CrP-Konzentration zur
Baseline (>5mg/l), aktueller Raucherstatus und das mannliche Geschlecht ausgewabhlt.
Im weiteren Schritt wurde das klinische Modell um die Biomarker mit einem p <0,1 in der

univariablen Regressionsanalyse einzeln hinzugeflgt. Der gleiche Ablauf wurde fir die
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logistischen Regressionsanalysen fiir die Variablen a) mSASSS-Progression 22 Punkten

Uber 2 Jahren und b) Syndesmophyten-/ Ankylosebildung.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Frau Lien Le unter Ullrich Mansman an der
Ludwig-Maximilian-Universitat, Munchen am Institut fur Medizinische
Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie, erfolgte die weitere statistische
Analyse. Diese Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in geteilter
Erstautorenschaft mit Dr. med. Judith Rademacher verdéffentlicht im ,Rheumatology
(Oxford)“ unter dem Titel ,Added value of biomarkers compared with clinical parameters
for the predection of radigraphic spinal progression in axial spondyloarthritis® am
04.03.2019 (1). Die Datenerhebung fir die Adipokine erfolgte durch Dr. med. Agnes Hartl,
alle weiteren Biomarker wurden von mir, Lorraine M.Tietz erhoben. Frau Lien Le fihrte

die unten genannten statistischen Erhebungen (Kapitel 4.7.1 und 4.7.2) durch.

Wie bereits weiter oben beschrieben, wurde auch hier das Grundmodell (,klinisches
Modell*) fur die Analyse hinzugezogen. Fir die weiteren Analysen erfolgte die Auswabhl
der Biomarker zur Baseline: Calprotectin, HWM-APN, Leptin, MMP-3, NTX, OPG, PIINP,
SAA, SOST, VEGF.

Um den zuséatzlichen Wert der Biomarker allein oder in Kombination in Bezug auf die
Vorhersage einer radiografischen Progression im Vergleich zum klinischen Modell zu
untersuchen, wurde eine Kreuzvalidierungs-Analyse (5-fach, mit 20-facher
Wiederholung) angewandt, da kein Validierungsset verfigbar war.

Wenn es durch das Hinzufligen eines Biomarkers oder einer Biomarker-Kombination zum
Grundmodell zu einer Verbesserung in der Vorhersagekraft im Vergleich zum alleinigen
Grundmodell kam, wurde dies als zusatzlicher Vorhersagewert (added predictive value=
APV) betrachtet. Der Vorhersagewert wurde anhand des mittleren Vorhersagefehlers
bemessen. Wenn der Vorhersagefehler niedriger war, sprach dies fur eine bessere
Perfomance des Vorhersagewertes. Um die statistische Signifikanz der mdglichen APV
zu beurteilen, erfolgte ein Permutationtest (10.000 Wiederholungen). Mittels
Bootstrapping und Teilstichproben wurde eine Sensitivitatsanalyse, um Variationen in
den Ergebnissen der Stichproben des Datensets zu eruieren, vorgenommen. Die

Ergebnisvariationen wurden in 100 zuféllig ausgewéhlten Stichproben getestet.
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Im nachsten Schritt erfolgte der Vergleich des Vorhersagewertes des Grundmodells
sowie der Biomarker allein und einer Kombination aus Grundmodell und Biomarkern
mittels Receiver-Operating-Characteristics (ROC-Analyse). Zum Vergleich der Modelle
erfolgte die Berechnung der Area under the curve (AUC). Um eine weitere
Beurteilungsgrundlage fir die Modelle zu erhalten, wurden neben der AUC, die partielle
AUC (pAUC) bei einer 275% Spezifitat, errechnet. Fur die AUC-Berechnungen wurden
De-Long p-Werte kalkuliert. Die p-Werte der pAUC-Analyse erfolgte mittels Bootstrapping
(2000-Wiederholungen). Aufgrund des explorativen Charakters der Analyse wurde keine
Adjustierung fur mehrmaliges Testen der p-Werte vorgenommen. Fir alle Analysen
wurde p <0,05 als signifikant bewertet. Die Leistung der ROC-Analysen wurde

nachtraglich eruiert.
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4.0 Ergebnisse

4.1 Patientencharakterisierung

Baselinecharakteristika Alle Non- Progressoren p-
Patienten Progressoren N=28 Wert
N N=89 a
(SD) (SD) (SD)
agg;mhmttsa'ter in Janren 117 | 429(102)° | 424108 | 446(7,6)° | 0378
Ménnliches Geschlecht (%) 117 | 81(69,2) 59(66,3)° 22(78,6)° | 0,250
Positiver HLA-B27- Status (%) | 117 | 10690.60 |  82(92,1)° 24(85,7)° | 0,292
Raucher in (%) 117 | 54(46,2) 39(43,8)° 15(53,6)° | 0,515
Symptomdauer in Jahren (+SD) | 115 | 15001030 | 1500125 | 15001160 |0,7518
,\K,l?trtzﬁ,;geftv‘: inCE;’ (SJ_fSrg‘)amng' 117 | 84,7(20,4) | 84.3(20,1) 86,2(21,5) | 0,671
a'\g'[;um Screening, Mittelwert | 2 1 57 3(5,3) 27.3(5,7) 27.0(4,1) | 0784
Roans: Scree r(”insg[;)Mitte'We” " s | 2807y 2,7(0,7)° 30008 | 0,088
NRe. punpion oy eI a6 | 4205 4,0(15)° 461,20 | 0101°
ﬁég'::gfﬁlif:: i(lgS’D'\)/”ttelwe” N 16| 3420 3,0(2,1)b 4522 | 0,004
ﬁrgF;i Screening, Mittelwert in 117 | 10,4(12,2 | 10,2(13,0) 11,009,4) | 0,024
Erhohtes CrP (%) 117 | 66(56,4) 49(55,1)° 17(60,7> | 0,668
Efn% S(icgeDe)mng’ Mittelwert in 116 | 20,3(16,3) | 19,8(17,0) 222(14,0) | 0,186
Egg)s SS-PunktezurBaseline |10 | 139073p | 1140162 | 218186 | 0,001
o on sur Baccling 56y 117 | 66(56,4)° |  44(49,4) 22(78,6)> | 0,008
a=Mann-Whitney-U-Test fiir skalierte Variablen und Fisher’s exact-Test fiir kategoriale Variablen
b=veroffentlicht in Publikation (1)
N= Anzahl der ausgewerteten Proben, SD= Standard-Deviation, p-Signifikanz 0,05

Tabelle 6: Baseline- Charakteristika

Das Durchschnittsalter der 117 Patienten betrug 42,9 Jahre (SD +10,2), 81 Patienten
waren mannlich. HLA-B27 positiv waren 106 Patienten (90,6%) und 54 (46,2%) waren zu
Beginn der Studie Raucher. Bei 66 Patienten liel3 sich eine tGber 5mg/l erhdhte CrP-
Konzentration finden. In Tabelle 6 sind die demografischen Daten der Patienten
aufgefuhrt.
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4.2 Serum- Konzentration der Biomarker
In Tabelle 7 sind die Mittelwerte der Serum- Biomarkerkonzentrationen abgebildet. Fur

den Wilcoxon-Test zum Vergleich der Mittelwerte von BL zu Woche 100 ergaben sich fir
folgende Biomarker signifikante Veranderungen:

Die MMP-3-Konzentrationen zur BL und zu Woche 100 stiegen signifikant. Fur Leptin,
NTX, OPG, PIINP und SAA und ergab sich eine signifikante Absenkung der
Konzentration von BL zu Woche 100.
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(0,02-1375,00)

Deskriptive Statistik N Durchschnittliche SD Perzentilen Wilkoxon-
Serumkonzentration Test
(Minimum- 25. 50. 75. p-Wert (2-
Maximum) (Median) seitig)
Adiponektin BL (ug/ml) | 4,6 e 015)%?5109) 4,51 7,48 9,66 12,66
: : .05-35, 0,331
'(L:l‘é'fn‘]’lr)‘ek“” W100 116 e ol 22) 5,51 7,14 9,79 12,73
Calprotectin BL (mg/ml) | 47 « s o0y 54,94 6,95 13,91 52,66
: : : 0,426
g‘;"g;rz?lt)e‘:t'” W100 117 " 42_72'33 50) 49,84 5,71 12,22 58,86
Chemerin BL (ng/mi) 117 (10622235;0 10) 54,01 17750 | 22360 | 259,40
: : : 0,174
Chemerin W100 (ng/ml) | 447 (105%10?;17135 10) 57,35 172,55 | 20410 | 25385
a“gm/;d'ponek“” BL 117 0 4§_§j 89)" 4,09° 3,50 4,98 7,85
: : 49-24, 0,521
z'l'\é'yrvn'l?d'ponek““ W100 1447 0 321?23 a7) 3,76 3,19 4,73 7,21
117 86 13, 7, 10,7 18,
Leptin BL (ng/ml) o 817-‘-17%672) 3.00° 68 072 8.66
| 87-76, 0,003
Leptin W100 (ng/mi) 117 a i 10) 15,35 8,28 11,47 18,02
Lipocalin-2 BL (ug/ml) 117 o oz - 0,27 0,08 0,14 0,27
— .006-1, 0,354
Lipocalin-2 W100 (ug/ml) | 44, o e " 0,29 0,02 0,15 0,36
MMP-3 BL (ng/ml) 117 (33 41_71'3‘,35 70y 14,112 10,81 17,10 20,42
: ' 0,000
MMP-3 W100 (ng/mi) 117 3 918%11079) 12,51 11,78 17,44 23,98
NTX BL (nMBCE/)) 117 e 5;?5122)6\ 4,19° 10,59 12,85 15,46
2524, 0,004
NTX W100 (nMBCE/) 117 “ e 66) 16,70 5,81 11,85 15,52
Omentin BL (ng/ml) 117 (186‘2%?§§4 20) 14040 | 33200 | 40560 | 514,20
| , . 0,564
Omentin W100 (ng/ml) | 447 (188‘2%(?&37 i 80) 13398 | 342,65 | 40400 | 504,15
OPG BL (pmolfl) 117 o oS 80 1,75 4,10 5,16 6,46
,28-10, 0,019
OPG W100 (pmol) 117 o o 78) 1,92 4,26 5,35 6,48
PIINP BL (ng/ml) 117 o orts 22 2,278 0,71 1,22 2,30
07-12, 0,024
PIINP W100 (ng/ml) 117 o o 48) 1,06 0,65 1,17 1,85
Resistin BL (ng/ml) 117 G oo 10) 25,35 14,43 22,22 42,10
__ : : 0,783
Resistin W100 (ng/ml) 117 G o %) 183,00 13,65 23,52 45,26
SAABL (ug/mi) 116 (0_332'2630)3 319,327 24,89 59,03 158,93
: 0,000
SAA W100 (ug/ml) 115 (0_1%'35 00) 228,29 15,11 31,55 75,32
SOST BL (pg/ml) 117 @ 1:;(-)3(’35580)3 52,00° 70,09 96,01 136,95
: : 0,623
SOST W100 (pg/ml) 117 (0?35'14?0) 75,67 54,15 88,12 148,75
VEGF BL (pg/ml) 117 (58 e o 631,71° | 35385 | 64120 | 92020
: : 0,821
VEGF W100 (pg/m) 16 | oo %) 58481 | 364,70 | 684,20 | 1119,00
Visfatin BL (ng/mi) 114 © 1;?151'22 00) 187,64 8,76 42,29 125,23
— : : 0,254
Visfatin W100 (ng/ml) 117 130,20 243.25 4.96 39.96 154,80

N= Anzahl der ausgewerteten Proben; SD= Standard- Deviation, p- Signifikanz <0,05
2= ver6ffentlicht in Publikation(1)

Tabelle 7: Serum- Konzentrationen der Biomarker zur Baseline und Woche 100
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4.3 Analyse verschiedener Subgruppen

4.3.1 Vergleich zwischen Patienten mit und ohne radiografische Progression
Mittels Mann-Whitney-U-Test erfolgte eine Analyse der Biomarkerkonzentrationen
zwischen Patienten mit einer radiografischen Progression definiert als mSASSS 22

Punkten tber 2 Jahren versus Patienten ohne mSASSS-Progression.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei den Biomarker-Konzentrationen fir HWM-
Adiponektin zur BL (p= 0,034), Leptin zur BL (p=0,004) und in Woche 100 (p=0,044)
sowie fur die VEGF-Konzentrationen zur BL (p=0,032). Die Ergebnisse des Mann-

Whitney-U-Tests fir alle Biomarker sind in Tabelle 8 dargestellt.

4.3.2 Vergleich zwischen Patienten mit und ohne Syndesmophyten- oder
Ankylosebildung
Die Konzentrationen der folgenden Biomarker unterschieden sich zwischen Patienten mit

und ohne Syndesmophyten- oder Ankylosebildung Uber den Zeitraum von 2 Jahren
signifikant: HWM-Adiponektin zur BL (p= 0,029), Leptin zur BL (p=0,003) sowie Woche
100 (p=0,032). Alle Ergebnisse sind in Tabelle 8 dargestellt.

4.3.3 Geschlechterunterschied
Die Konzentrationen sowohl von Adiponektin, HWM-Adiponektin, Leptin, MMP-3 als auch

OPG unterschieden sich zu beiden gemessenen Zeitpunkten signifikant zwischen
mannlichen und weiblichen Patienten. Fir die Biomarkerkonzentrationen von NTX und
SOST zur BL und bei Lipocalin-2 fur die Woche 100 ergaben sich ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Patienten. Alle weiteren Ergebnisse

sind der Tabelle 9 zu entnehmen.
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Biomarker Durch- Durch- Mann- Durch- Durch- Mann-
schnittliche schnittliche Whitney schnittliche schnittliche Whitney
Konzen- Konzen- -U-Test Konzen- Konzen- -U-Test
trationen trationen trationen trationen
mMSASSS non- MSASSS Keine Syndes-
Progressoren Progressoren P (2- Syndesmophyt mophyten/ p-Wert
(SD+) (SDz) seitig) en/ Ankylose- Ankylose- (-
(N=89) (N=28) bildung (SD#) | bildung (SD%) | geitig)
(N=92) (N=24)
aj‘é‘fn‘]’()‘ek“” BL 10,73(4,42) 10,22(4,86) 0,474 10,87(4,67) 9,58(3,75) 0,291
'(Tl%'f’nflr)‘ek“” w100 11,03(5,90) 9,11(3,77) 0,129 11,09(5,81) 8,58(3,63) 0,029
Eﬁg‘;{r‘]’lt)ec“” BL 35,01(48,33) 52,03(71,60)° 0,182 36,56(49,83) 48,86(71,87) 0,321
(Crs‘gmt)ec“” W00 | 37 99(50,73) 36,14(47,75) 0,764 | 37,73(49,93) 36,83(50,52) 0,829
(Crgjml‘;”” BL 223,24(54,04) 213,38(54,21) 0,440 219,54(53,34) 226,07(57,42) 0,688
(an(mrm W100 212,07(56,72) | 216,15(60,31) | 0,990 | 212,62(56,41) | 218,02(61,94) | 0,893
HMW-Adiponektin
BL (ug/ml) 6,36(4,20) 4,88(3,56) 0,034 6,41(4,27) 4,43(2,87) 0,018
HMW-Adiponektin
W100 (ug/ml) 5,99(3.88) 5,06(3,31) 0,185 6,08(3,92) 4,55(2,80) 0,071
Leptin BL (ng/ml) 16,21(13,75) 10,57(9,19) 0,004 16,06(13,49) 10,21(9,79) 0,003
I(_neé)/tr:})wmo 17,48(16,00) 13,39(12,82) | 0044 | 17,74(16,29) 11,69(9,83) 0,032
(Ldg;’rﬁf;"”'z BL 0,20(0,19) 0,30(0,43) 0,339 0,21(0,24) 0,25(0,37) 0,703
(Ldg;’rﬁf;"”'z w100 0,27(0,31) 0,33(0,23) 0,350 0,28(0,32) 0,19(0,16) 0,613
MMP-3 BL (ng/ml) 17,93(15,88)° 16,82(5,76)° 0,417 17,68(15,66) 17,62(4,93) 0,177
mg‘;% w100 19,54(13,81) 18,96(7,11) 0,344 19,21(13,62) 20,16(6,86) 0,076
NTX BL ("MBCEf) 13,11(3,92)° 13,52(5,00)° 0,754° 13,08(4,01) 13,68(4,89) 0,726
NTX W100
("MBCE/) 12,84(18,80) 11,50(6,63) 0,903 12,57(18,44) 12,29(6,73) 0,414
8@;%‘” BL 428,81(131,42) | 448,54(167,59) | 0,704 | 423,83(132,69) | 471,13(164,71) | 0,221
8@;’:6‘” w100 426,39(134,56) | 444.67(133,58) | 0359 | 42529(132,63) | 452,00(139,94) | 0,268
OPG BL (pmol/l) 5,32(1,70)° 4,95(1,90)* 0,212¢ 5,28(1,74) 5,03(,83) 0,377
OPG W100 (pmolfl) 5,58(1,91) 5,20(1,95) 0,183 5,54(1,91) 5,27(1,98) 0,366
PIINP BL (ng/ml) 1,90(2,19)° 2,28(2,53)° 0,702 1,89(2,24) 2,37(2,40) 0,235
PIINP W100 (ng/ml) 1,45(1,11) 1,30(0,92) 0,646 1,41(1,07) 1,46(1,04) 0,756
Resistin BL (ng/ml) | 59 56(24,34) 36,92(28,08) 0,104 30,48(25,40) 34,60(25,44) 0,178
(F:E}S/I:]tll)n w100 62,37(204,82) | 47,35(84,28) 0332 | 61,10(20042) | 49,76(90,95) 0,500
SAA BL (ug/ml) 153,62(355,53)* | 133,02(163,27)* | 0,380° | 161,55(355,11) | 99,18(87,50) 0,935
SAAWI00 (ug/ml) | 102 91(258,99) | 68,70(73,99) 0458 | 102,69(253,44) | 63,80(75,63) 0,945
SOST BL (pg/ml) 104,15(49,32) | 114,19(60,08) | 0,561° | 100,94(46,41) | 128,28(66,34) 0,072
SOST W100 (pa/ml) | 107 09(69,65) | 112,82(93,63) | 0,831 102,76(68,55) | 130,55(97,19) 0,295
VEGF BL (pg/ml) 683,89(583,21)° | 1002,68(725,04)* | 0,0322 | 714,54(622,17) | 937,02(650,50) | 0,092
VEGFWI00 (pg/ml) | 775 50(607,41) | 847,82(513,58) | 0,348 | 805,34(617,32) | 745,50(446,41) | 0,916
Visfatin BL (ng/ml) | g7 59(159,78) | 161,17(250,49) | 0,494 | 97,78(178.45) | 135,18(220,46) | 0,829
Visfatin W100 126,10(235,87) | 143,24(269,54) | 0,745 | 127,31(234,35) | 141,42(280,32) | 0,603

(ng/ml)

N= Anzahl der Patienten; SD= Standard- Deviation; p-Signifikanz <0,05
a=vergffentlicht in Publikation(1)

Tabelle 8: Biomarkerkonzentrationen bei Progressoren und Non-Progressoren definiert durch die mSASSS-
Progression um = 2 Punkte nach 2 Jahren und Biomarkerkonzentrationen bei Patienten mit Syndesmophyten-/
Ankylosebildung und keiner Syndesmophyten-/Ankylosebildung nach 2 Jahren
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Durchschnittliche Durchschnittliche erl\ftarllnel;-u-
Biomarker Konzentration weiblich | Konzentration méannlich Test
((S:Ds?) ((358?) p-Wert (2-

seitig)
Adiponektin BL (ug/ml) 13,15(6,01) 9,5(3,15) 0,000
Adiponektin W100 (ug/ml) 13,43(7,03) 9,33(4,18) 0,000
Calprotectin BL (mg/ml) 37,23(51,00) 39,91(56,89) 0,555
Calprotectin W100 (mg/ml) 21,92(28,96) 44,49(55,46) 0,120
Chemerin BL (ng/ml) 221,33(58,94) 220,68(52,06) 0,920
Chemerin W100 (ng/ml) 230,53(66,10) 206,26(51,71) 0,051
HMW-Adiponektin BL (ug/ml) 8,13(5,19) 5,06(3,08) 0,000
HMW-Adiponektin W100 (ug/ml) 8,13(4,58) 4,71(2,77) 0,000
Leptin BL (ng/ml) 24,63(17,62) 10,52(6,87) 0,000
Leptin W100 (ng/ml) 29,33(21,46) 10,80(5,75) 0,000
Lipocalin-2 BL (ug/ml) 0,27(0,16) 0,24(0,31) 0,175
Lipocalin-2 W100 (ug/ml) 0,29(0,14) 0,31(0,33) 0,017
MMP-3 BL (ng/ml) 12,57(20,71) 19,93(9,20) 0,000
MMP-3 W100 (ng/ml) 11,16(7,95) 23,07(12,46) 0,000
NTX BL (nMBCE/l) 11,91(4,04) 13,78(4,15) 0,022
NTX W100 (nMBCE/) 9,58(5,62) 13,82(19,62) 0,072
Omentin BL (ng/ml) 413,56(124,86) 442,41(146,63) 0,293
Omentin W100 (ng/ml) 439,85(121,77) 426,73(139,60) 0,486
OPG BL (pmol/l) 5,75(1,90) 5,00(1,64) 0,024
OPG W100 (pmol/l) 6,35(2,18) 5,10(1,66) 0,001
PIINP BL (ng/ml) 1,79(1,96) 2,07(2,40) 0,639
PIINP W100 (ng/ml) 1,47(1,08) 1,39(1,06) 0,446
Resistin BL (ng/ml) 27,68(21,61) 32,95(26,82) 0,215
Resistin W100 (ng/ml) 30,74(30,49) 71,23(218,37) 0,323
SAA BL (ug/ml) 150,97(253,53) 147,60(346,33) 0,952
SAA W100 (pg/ml) 84,84(107,43) 98,84(264,91) 0,299
SOST BL (pg/ml) 85,98(38,86) 115,69(54,64) 0,008
SOST W100 (pg/ml) 101,65(70,05) 111,49(78,27) 0,497
VEGF BL (pg/ml) 720,79(542,56) 777,68(669,95) 0,862
VEGF W100 (pg/ml) 704,20(461,50) 832,90(631,10) 0,419
Visfatin BL (ng/ml) 131,87(235,12) 94,04(162,68) 0,621
Visfatin W100 (ng/ml) 158,96(286,46) 117,42(222,17) 0,734
N= Anzahl der Patienten; SD= Standard-Deviation; p-Signifikanz <0,05

Tabelle 9: Biomarker-Konzentrationen stratifiziert nach Geschlecht

4.4 Assoziation zwischen der Biomarkerkonzentration und dem Voranschreiten der
radiografischen Progression

Zu Beginn der Entwicklung eines préadiktiven Modells erfolgte eine lineare
Regressionsanalyse hinsichtlich einer Assoziation der Biomarker allein auf das Verhalten

der mSASSS-Punkte.
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Dabei zeigte sich, dass die Leptin-Konzentration zur Baseline eine negative Korrelation
auf das Voranschreiten der mSASSS-Progression hat (unstandardisiertes B= -0,036,
Konfidenzintervall (KI)= -0,069 bis -0003). Mit dem Anstieg von Leptin um eine Einheit
zeigt sich eine geringere mSASSS-Progression von 0,036. Weiterhin ergab sich ein
statistischer Trend (p=0,1) fur Lipocalin-2 (unstandardisiertes B= 1,376, Kl= -0,233 bis
2,975). Ebenso zeigte sich eine Assoziation von VEGF zur BL und der Progression mit
unstandardisiertem B= 0,001; KI= 0 bis 0,001. Alle anderen Biomarker zeigten wie in
Tabelle 10 keinen signifikanten Zusammenhang auf die mMSASSS-Progression.

Bei den bereits bekannten klinischen Faktoren ergab sich, dass mannliche Patienten eine
um 0,5 Punkte héhere mSASSS-Progression im Vergleich zu Frauen zeigten. Das
Vorhandensein von Syndesmophyten zur BL zeigte eine signifikante Assoziation
(unstandardisiertes B=1,111, KI= 0,275 bis 1,965) mit der die Progression. Zwischen dem
Raucherstatus sowie einem erhthten CrP zur BL bestand hingegen keine signifikante

Assoziation auf die radiografische Progression.

4.4.1 Assoziation der Biomarker im Modell mit den klinischen Faktoren auf die
MSASSS-Progression
Fur die nachfolgende Analyse wurde eine multivariable lineare Regressionsanalyse

genutzt. Es wurde im ersten Schritt ein Modell erstellt, welches die bereits bekannten
Risikofaktoren beinhaltete: ein zur Baseline erhdhtes CrP 25mg/l und das Vorhandensein
von Syndesmophyten sowie ein positiver Raucherstatus und mannliches Geschlecht. Im
zweiten Schritt wurde die Analyse um die Biomarker, welche in der univariablen linearen
Regression einen p-Wert < 0,1 zeigten, erweitert und die sich daraus ergebenen Modelle

verglichen.

Das Grundmodell ergab ein R? von 0,073. Durch das Hinzufiigen von Leptin zur Baseline
ergab sich eine Erh6hung von R? auf 0,102, ebenso zeigte sich in Modell 2 mit ergéanztem
Lipocalin-2 ein Anstieg des R? auf 0,084. Das Hinzufligen von VEGF zum Basismodell
zeigte eine R?-Erhohung (0,083). Alle Erhéhungen des R? waren nicht signifikant. In
Tabelle 11 sind die Modelle dargestellt.
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Biomarker Regressions- | 95% Konfidenzintervall fir B | Signifikanz
koeffizient B p-Wert
(nicht
standardisiert) Untere Obere
Adiponektin BL (ug/ml) -0,14 -0,112 0,083 0,77
Adiponektin W100 (ug/ml) -0,053 -0,133 0,026 0,19
Calprotectin BL (mg/ml) 0,044 -0,004 0,012 0,31
Calprotectin W100 (mg/ml) -0,001 -0,01 0,008 0,84
Chemerin BL (ng/ml) -0,001 -0,009 0,007 0,76
Chemerin W100 (ng/ml) 0,001 -0,007 0,008 0,20
HMW-Adiponektin BL (ug/ml) -0,082 -0,187 0,024 0,13
HMW-Adiponektin W100 (pg/ml) -0,081 -0,197 0,034 0,165
Leptin BL (ng/ml) -0,036 -0,069 -0,003 0,03
Leptin W100 (ng/ml) -0,02 -0,048 0,008 0,17
Lipocalin-2 BL (ug/ml) 1,376 -0,233 2,975 0,09
Lipocalin-2 W100 (ug/ml) -0,493 -1,983 0,997 0,51
MMP-3 BL (ng/ml) -0,006 -0,037 0,025 0,70
MMP-3 W100 (ng/ml) 0,003 -0,032 -0,038 0,85
NTX BL (nMBCE/) 0,062 -0,042 0,165 0,24
NTX W100 (nMBCE/l) 0,004 -0,023 0,03 0,79
Omentin BL (ng/ml) 0,002 -0,001 0,005 0,24
Omentin W100 (ng/ml) 0,002 -0,001 0 0,22
OPG BL (pmol/l) -0,116 -0,365 0,132 0,36
OPG W100 (pmol/l) -0,075 -0,303 0,152 0,51
PIINP BL (ng/ml) 0,154 -0,037 0,344 0,11
PIINP W100 (ng/ml) 0,073 -0,338 0,484 0,73
Resistin BL (ng/ml) 0,01 -0,007 0,027 0,26
Resistin W100 (ng/ml) 0 -0,003 0,002 0,79
SAA BL (ug/ml) 0,0000385 -0,001 0,001 0,96
SAA W100 (ug/ml) 0 -0,002 0,002 0,77
SOST BL (pg/ml) 0,01 -0,003 0,014 0,18
SOST W100 (pg/ml) 0,00 -0,004 0,008 0,46
VEGF BL (pg/ml) 0,001 0 0,001 0,07
VEGF W100 (pg/ml) 0 -0,001 0,001 0,69
Visfatin BL (ng/ml) 0,001 -0,001 0,004 0,31
Visfatin W100 (ng/ml) 0 -0,002 0,001 0,74
CrP BL mg/I -0,003 -0,039 0,033 0,88
CrP 25 mg/| 0,666 0,213 1,544 0,14
Geschlecht (mannlich) 0,557 -0,381 1,495 0,24
Raucherstatus zur BL 0,466 -0,41 1,132 0,29
Syndesmophyten zur BL 1,111 0,257 1,965 0,01

Tabelle 10: Univariable lineare Regressionsanalyse der Assoziation zwischen den Biomarkern und der mSASSS-

Progression Uber 2 Jahre
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Univariable lineare Multivariable lineare Regressionsanalyse fir mSASSS-Progression uber 2 Jahre

Regressionsanalyse fur

mSASSS-Progression uber

2 Jahre Modell 1 Modell 2 Modell 3 Modell 4
Biomarker B 95%-Konfidenz- B p- 95%-Konfidenz- B p- 95%-Konfidenz- B p- 95%-Konfidenz- B p- 95%-Konfidenz-

intervall fur B Wert intervall fur B Wert intervall fur B Wert intervall fur B Wert intervall fur B
Untere? Obere® Untere® | Obere® Untere® | Obere® Untere? Obere® Untere? Obere®

CrP 25 mgl/l 0,666 -0,213 1,544 0,452 0,320 -0,445 1,350 0,512 0,257 -0,378 1,402 0,365 0,429 -0,545 1,274 0,335 0,473 -0,588 1,258
BL
Geschlecht 0,557 -0,381 1,495 0,309 0,529 -0,661 1,279 -0,238 0,674 -1,357 0,881 0,254 0,605 -0,719 1,228 0,314 0,523 -0,656 1,283
(ménnlich)
Raucher- 0,466 -0,41 1,132 0,342 0,444 -0,540 1,224 0,120 0,793 -0,783 1,023 0,260 0,565 -0,633 1,152 0,274 0,543 -0,616 1,164
status zur BL
Syndes- 1,111 0,257 1,965 0,959 0,038 0,052 1,866 1,033 0,025 0,133 1,933 0,948 0,040 0,042 1,854 0,896 0,055 -0,018 1,810
mophyten zur
BL
Leptin BL -0,036 -0,069 -0,003 -0,038 0,063 -0,079 0,002
(ng/ml)
Lipocalin-2 1,376 -0,233 2,975 0,948 0,262 -0,718 2,613
BL (ng/ml)
VEGF BL 0,001 0 0,001 0,000 0,283 0 0,001
(pg/ml)
R? 0,073 0,102 0,084 0,083
B= Regressionskoeffizient nicht standardisiert, a=Untere Konfidenzintervallgrenze, b= obere Konfidenzintervallgrenze

Tabelle 11: Modellzusammenfassung der univariablen und multivariablen linearen Regressionsanalyse der Assoziation zwischen den Biomarkern und der mSASSS-Progression
Uber 2 Jahre
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4.5 Assoziation zwischen den Biomarkern und der radiografischen Progression
Fur die folgenden Analysen galt weiterhin, dass das Voranschreiten der radiografischen
Progression als mMSASSS-Progression 2 2 Punkte nach 2 Jahren definiert wurde. Um die
maoglichen Assoziationen zwischen den Biomarkern und der Wahrscheinlichkeit einer
radiografischen Progression zu untersuchen, erfolgte eine univariante logistische
Regression fur alle Biomarker. Fir die weitere statische Auswertung in der multivariablen
Regressionsanalyse schlossen wir alle Ergebnisse mit einem p-Signifikanz-Niveau von
<0,1 ein, mutmalend, dass diese Biomarker zu einer Verbesserung des
Vorhersagewertes auf das Outcome flihren kdnnten, mit ein. Als signifikant galten alle p-
Werte <0,05.

Leptin zeigte zur BL in eine negative Korrelation mit der radiografischen Progression
(Odds Ratio(OR)=0,946, Konfidenzintervall(Kl)= 0,895 bis 1,001) stand. Fur VEGF zur
BL ergab sich eine signifikante Assoziation (OR= 2,060, Kl= 1,063 bis 3,994). Weiterhin
zeigten folgende Biomarker einen statistischen positiven Trend fur einen Einfluss auf das
Outcome: Lipocalin-2 (OR=3,527, Kl= 0,118 bis 3,129) und Visfatin zur BL (OR=5,937,
KI= 0,750 bis 47,022).

Bei den bekannten Risikofaktoren ergab das Vorhandensein von Syndesmophyten eine
signifikante Assoziation zur radiografischen Progression mit OR= 3,75 und KI= 1,388 bis
10,13. Alle Werte sind in Tabelle 12 dargestellt.

4.5.1 Assoziation der Biomarker mit statistischem Trend im Modell mit den
klinischen Faktoren auf die mSASSS-Progression

Wie bereits in der linearen Analyse angeflhrt, wurde ein Grundmodell, welches die
bereits bekannten Risikofaktoren (erhdhtes CrP =5mg/l, positiver Raucherstatus und
Syndesmophyten zur Baseline und mannliches Geschlecht) beinhaltet, erstellt. Dieses
Modell wurde nachfolgend um die Biomarker erweitert, welche in der univariablen
logistischen Regression einen p- Wert < 0,1 zeigten. Die sich hieraus ergebenen
Modellen wurden mittels multivariabler logistischer Regressionsanalyse analysiert und

verglichen. Tabelle 13 und Tabelle 14 zeigen die Ergebnisse.

Im Modell mit den bekannten Risikofaktoren (Modell 1 in Tabelle 13) zeigte sich ein
Nagelkerkes R?von 0,102. Durch das Hinzufligen von Leptin stieg Nagelkerkes R? auf
0,154. Wurde das Grundmodell um den Biomarker Lipocalin-2 erweitert, ergab sich
0,122; fur die Kombination mit VEGF 0,137. Den hochsten Nagelkerkes R2-Wert von
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0,167 zeigte sich durch die Hinzunahme von Visfatin. Alle Erhéhungen des Nagelkerkes

R? waren nicht signifikant.

Biomarker OR 95%-Konfidenzintervall fur OR Signifikanz p-

Wert
Untergrenze Obergrenze
Adiponektin BL (ug/ml) 0,974 0,88 1,078 0,607
Adiponektin W100 (pg/ml) 0,918 0,826 1,02 0,11
Calprotectin BL (mg/l) 1,005 0,998 1,012 0,16
Calprotectin W100 (mg/l) 0,999 0,991 1,008 0,864
Chemerin BL (ng/ml) 0,997 0,989 1,005 0,399
Chemerin W100 (ng/ml) 1,001 0,994 1,008 0,797
HMW-Adiponektin BL (ug/ml) 0,892 0,778 1,022 0,1
HMW-Adiponektin W100 (ug/ml) 0,927 0,814 1,056 0,256
Leptin BL (ng/ml) 0,946 0,895 1,001 0,053
Leptin W100 (ng/ml) 0,978 0,944 1,014 0,229
Lipocalin-2 BL (ug/ml) 3,527 0,821 15,164 0,09
Lipocalin-2 W100 (pg/ml) 0,607 0,118 3,129 0,551
MMP-3 BL (ng/ml) 0,99 0,959 1,029 0,716
MMP-3 W100 (ng/ml) 0,996 0,962 1,032 0,83
NTX BL (nMBCE/) 1,024 0,925 1,133 0,651
NTX W100 (nMBCE/I) 0,994 0,96 1,028 0,718
Omentin BL (ng/ml) 1,001 0,998 1,004 0,516
Omentin W100 (ng/ml) 1,001 0,998 1,004 0,528
OPG BL (pmol/L) 0,885 0,69 1,135 0,337
OPG W100 (pmol/L) 0,896 0,709 1,133 0,36
PIINP BL (ng/ml) 1,071 0,9 1,274 0,438
PIINP W100 (ng/ml) 0,868 0,566 1,33 0,515
Resistin BL (ng/ml) 1,011 0,995 1,027 0,86
Resistin W100 (ng/ml) 0,999 0,996 1,002 0,71
SAA BL (ug/ml) 1 0,998 1,001 0,767
SAA W100 (pg/ml) 0,999 0,996 1,002 0,512
SOST BL (pg/ml) 1,004 0,996 1,012 0,374
SOST W100 (pg/ml) 1,001 0,995 1,007 0,726
VEGF BL (ng/ml) 2,060 1,063 3,994 0,032
VEGF W100 (ng/ml) 1,227 0,608 2,475 0,568
Visfatin BL (ug/ml) 5,937 0,750 47,022 0,092
Visfatin W100 (ug/ml) 1,319 0,249 6,987 0,745
CrP BL mg/I 1,006 0,973 1,04 0,735
CrP 25 mg/l 1,23 0,517 2,928 0,64
Geschlecht (mannlich) 1,864 0,683 5,088 0,224
Raucherstatus zur BL 1,45 0,617 3,404 0,394
Syndesmophyten zur BL 3,75 1,388 10,13 0,009
OR-= odds ratio

Tabelle 12: Univariable logistische Regressionsanalyse der Assoziation zwischen den Biomarkern und der mSASSS-

Progression =2 Punkte tber 2 Jahre
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Univariable logistische Multivariable logistische Regressionsanalyse fiir 22 mSASSS-Punkte Uber 2 Jahre
Regressionsanalyse fiir 22
MSASSS-Punkte Uber 2 Jahre Modell 1 Modell 2
OR 95% Konfidenz- OR p- 95% Konfidenz- OR p- 95% Konfidenz-
intervall fur OR Wert intervall fur OR Wert intervall fur OR
Biomarker b 5 b
Untere? Obere Untere? Obere Untere? Obere
CrP 25 mg/l BL 1,23 0,517 2,928 0,954 0,922 0,375 2,429 1,000 0,999 0,384 2,608
Geschlecht (méannlich) 1,864 0,683 5,088 1,364 0,564 0,475 3,912 0,685 0,550 0,199 2,364
Raucher-Status zur BL 1,45 0,617 3,404 1,441 0,429 0,582 3,566 1,059 0,908 0,404 2,776
Syndesmophyten zur BL 3,75 1,388 10,13 3,363 0,021 1,204 9,393 3,953 0,011 1,363 11,462
Leptin BL (ng/ml) 0,946 0,895 1,001 0,936 0,076 0,871 1,007
Lipocalin-2 BL (ug/ml) 3,527 0,821 15,164
VEGF BL (ng/ml) 2,060 1,063 3,994
Visfatin BL (ug/ml) 1,319 0,249 6,987
Nagelkerkes R? 0,102 0,154
OR= odds ratio; a=Untere Konfidenzintervallgrenze, b= obere Konfidenzintervallgrenze

Tabelle 13: Modellzusammenfassung der univariablen und multivariablen logistischen Regressionsanalyse der Assoziation zwischen den Biomarkern und der mSASSS-
Progression Uber 2 Jahre- Teil 1
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Fortsetzung: Multivariable logistische Regressionsanalyse fiir 22 mSASSS-Punkte tber 2 Jahre
Modell 3 Modell 4 Modell 5
Biomarker OR p- 95% Konfidenz- OR p- 95% Konfidenz- OR p- 95% Konfidenz-
Wert intervall fur OR Wert intervall fur OR Wert intervall fur OR

Untere? Obere® Untere? ObereP Untere? ObereP
CrP 25 mg/l BL 0,867 0,768 0,335 2,241 0,780 0,618 0,294 2,070 0,751 0,576 0,282 1,998
Geschlecht (ménnlich) 1,250 0,681 0,431 3,626 1,348 0,583 0,464 3,921 1,467 0,495 0,488 4,404
Raucher-status zur BL 1,309 0,569 0,519 3,298 1,305 0,574 0,517 3,294 1,741 0,253 0,672 4,512
Syndesmophyten zur BL 3,340 0,022 1,187 9,399 3,099 0,034 1,088 8,822 4,075 0,011 1,381 12,023
Leptin BL (ng/ml)
Lipocalin-2 BL (ug/ml) 2,706 0,216 0,560 13,084
VEGF BL (ng/ml) 1,080 0,103 0,888 3,683
Visfatin BL (ug/ml) 11,591 | 0,036 | 1,174 114,481
Nagelkerkes R? 0,122 0,137 0,167
OR= odds ratio; a=Untere Konfidenzintervallgrenze, b= obere Konfidenzintervallgrenze

Tabelle 14: Modellzusammenfassung der univariablen und multivariablen logistischen Regressionsanalyse der Assoziation zwischen den Biomarkern und der mSASSS-
Progression Uber 2 Jahre- Teil 2

64



4.0 Ergebnisse

4.6 Assoziation zwischen den Biomarkern und Bildung von Syndesmophyten
und/oder Ankylose
Zur Berechnung des Vorhersagewertes der Biomarker hinsichtlich der Syndesmophyten-

/Ankylosebildung dber 2 Jahre erfolgte eine logistische Regression. Wie in der
vorangegangenen Analysewurden ebenfalls jene p-Werte mit p <0,1 fur die weitere
Analyse mit der Annahme eines positiven Trends betrachtet und als statistisch signifikant
gedeutet, wenn p <0,05 betrug. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Wert fiur HMW-
Adiponektin (BL) mit einem negativen Einfluss OR= 0,837 95%KI= 0,709 bis 0,989 und
ein negativer Trend fur Leptin mit OR=0,94 KI= 0,881 bis 1,001. Fur den Biomarker SOST
ergab sich ein signifikanter positiver Vorhersagewert OR= 1,009 und Kl= 1,001 bis 1,018.
Bei den bekannten Biomarkern zeigte das mannliche Geschlecht einen starken
pradiktiven Vorhersagewert (OR= 3,85; Kl= 1,068 bis 13,877). Alle weiteren Biomarker
sind in Tabelle 15 abgebildet.

4.6.1 Assoziation der Biomarker im Modell mit den klinischen Faktoren auf die
Syndesmophyten- / Ankylosebildung tber 2 Jahre im Modell
Wie bereits zuvor in der logistischen Regression mit dem Outcome fir mSASSS-

Progression wurde erneut ein Grundmodell gebildet, welches die bereits bekannten
Progressionsfaktoren beinhaltete: erhdéhtes CrP =25mg/l, Rauchen, das Vorhandensein
von Syndesmophyten zur Baseline und mannliches Geschlecht. Die erweiterte Analyse
erfolgte mit den Biomarkern, die in der univariablen logistischen Regression einen p-Wert

< 0,1 zeigten.

Im klinischen Modell mit den bekannten Risikofaktoren (Modell 1 in Tabelle 16) zeigte
sich ein Nagelkerkes R? von 0,13. Durch die Kombination mit HMW-Adiponektin stieg
Nagelkerkes R? auf 0,178, durch das Hinzufligen von Leptin ergab sich ein R?von 0,161.
Durch eine Erweiterung des Grundmodells um den Biomarker SOST betrug Nagelkerkes
R20,122. Alle Erhohungen des Nagelkerkes R? waren nicht signifikant. Die Modelle sind
in Tabelle 16 abgebildet.
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Biomarker OR 95% Konfidenzintervall fur Signifikanz
OR p- Wert
Untergrenze Obergrenze

Adiponektin BL (ug/ml) 0,924 0,815 1,046 0,212
Adiponektin W100 (ug/ml) 0,879 0,776 0,996 0,043
Calprotectin BL (mg/ml) 1,004 0,996 1,011 0,332
Calprotectin W100 (mg/ml) 1 0,991 1,009 0,937
Chemerin BL (ng/ml) 1,002 0,994 1,011 0,597
Chemerin W100 (ng/ml) 1,002 0,994 1,009 0,68
HMW-Adiponektin BL (ug/ml) 0,837 0,709 0,989 0,037
HMW-Adiponektin W100 (ug/ml) 0,868 0,741 1,016 0,079
Leptin BL (ng/ml) 0,94 0,883 1,001 0,055
Leptin W100 (ng/ml) 0,96 0,914 1,009 0,105
Lipocalin-2 BL (ng/ml) 1,555 0,345 7,015 0,566
Lipocalin-2 W100 (ug/ml) 0,231 0,024 2,189 0,202
MMP-3 BL (ng/ml) 1 0,968 1,032 0,987
MMP-3 W100 (ng/ml) 1,006 0,972 1,041 0,739
NTX BL (nMBCE/l) 1,035 0,93 1,152 0,531
NTX W100 (nMBCE/) 0,999 0,971 1,028 0,941
Omentin BL (ng/ml) 1,002 0,999 1,005 0,145
Omentin W100 (ng/ml) 1,001 0,998 1,005 0,384
OPG BL (pmol/l) 0,919 0,709 1,193 0,527
OPG W100 (pmol/l) 0,927 0,727 1,183 0,542
PIINP BL (ng/ml) 1,087 0,91 1,299 0,358
PIINP W100 (ng/ml) 1,048 0,691 1,589 0,825
Resistin BL (ng/ml) 1,006 0,989 1,023 0,478
Resistin W100 (ng/ml) 1 0,997 1,003 0,788
SAA BL (ng/ml) 0,999 0,996 1,002 0,407
SAA W100 (ng/ml) 0,999 0,995 1,002 0,489
SOST BL (pg/ml) 1,009 1,001 1,018 0,028
SOST W100 (pg/ml) 1,005 0,999 1,01 0,113
VEGF BL (ng/ml) 1,624 0,854 3,001 0,14
VEGF W100 (ng/ml) 0,830 0,368 1,874 0,655
Visfatin BL (ug/ml) 2,522 0,302 21,028 0,393
Visfatin W100 (ug/ml) 1,257 0,215 7,334 0,799
CrP BL mg/l 1,013 0,979 1,047 0,462
CrP 25 mg/l 1,68 0,655 4,312 0,281
Geschlecht (mannlich) 3,85 1,068 13,877 0,039
Raucherstatus zur BL 1,19 0,484 2,926 0,704
Syndesmophyten zur BL 3,75 1,388 10,13 0,009
OR= odds ratio, p-Signifikanz <0,05

Tabelle 15: Univariable logistische Regressionsanalyse der Assoziation zwischen den Biomarkern und der
Syndesmophyten-/ Ankylosebildung tUber 2 Jahre
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Univariable logistische Multivariable logistische Regressionsanalyse fiir Syndesmophyten-/ Ankylosebildung tiber 2 Jahre
Regressionsanalyse fur
Syndesmophyten-/

Ankylosebildung tber 2 Modell 1 Modell 2 Modell 3 Modell 4
Biomarker JaOhI;e 95% Konfidenz- OR p- 95% Konfidenz- OR p- 95% Konfidenz- OR p- 95% Konfidenz- OR p- 95% Konfidenz-
intervall fur OR Wert | intervall fir OR Wert | intervall fur OR Wert | intervall fir OR Wert intervall fur OR
Untere® Obere® Untere® Obere® Untere? Obere® Untere® Obere® Untere® | Obere®
CrP 25 mg/l BL 1,68 0,655 4,312 | 1,442 | 0,479 | 0,524 3,968 | 1,542 | 0,412 | 0,547 | 4,348 | 1,455 | 0,474 | 0521 | 4,064 | 1,546 | 0,405 | 0,555 | 4,311
Geschlecht 3,85 1,068 | 13,877 | 2,961 | 0,105 | 0,796 | 11,013 | 1,881 | 0,374 | 0,467 | 7,576 | 1,626 | 0,518 | 0,372 7,103 | 2,555 | 0,169 | 0,672 | 9,715

(mannlich)

Raucherstatus zur 1,19 0,484 2,926 1,060 | 0,906 | 0,402 2,792 1,149 | 0,783 | 0,428 3,085 | 0,815 | 0,697 | 0,291 2,285 1,137 | 0,799 0,425 3,039
BL

Syndesmophyten 3,75 1,388 10,13 2,890 | 0,058 | 0,965 8,651 2,972 | 0,056 | 0,970 9,103 3,280 | 0,038 | 1,069 10,063 | 2,639 0,087 0,869 8,011
zur BL

HWM-Adiponektin 0,837 | 0,709 0,989 0,840 | 0,074 | 0,695 1,017

zur BL (pug/ml)

Leptin BL (ng/ml) 0,94 0,883 1,001 0,946 | 0,164 | 0,876 1,023

Sclerostin BL 1,009 1,001 1,018 1,007 | 0,122 | 0,998 | 1,016
(pg/ml)

Nagelkerkes R? 0,13 0,178 0,161 0,160

OR= odds ratio; a=Untere Konfidenzintervallgrenze, b= obere Konfidenzintervallgrenze

Tabelle 16: Modellzusammenfassung der univariablen und multivariablen logistischen Regressionsanalyse der Assoziation zwischen den Biomarkern und der
Syndesmophyten-/ Ankylosebildung tber 2 Jahre
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4.7 Assoziation von Biomarkerkombinationen im Modell mit den klinischen
Faktoren auf die mSASSS-Progression mittels Kreuzvalidierung

4.7.1 Ergebnisse der Kreuzvalidierung: Vergleich des APV zum Grundmodell
Fur die Analyse ergaben sich aus den zehn Biomarkern 1023 mdgliche Kombinationen,

welche auf einen méglichen Vorhersagewert untersucht wurden.

Fur das klinische Modell mit dem Outcome einer mMSASSS-Progression =22 Punkte ergab
sich mittels ROC-Analyse eine Area-Under-the-Curve AUC Grundmodel= 0,665 (95%KI =
0,553 bis 0,776)(1). Durch das Hinzugeben der einzelnen Biomarker zum Grundmodell

entstand kein Mehrwert fur die Pradiktion der radiologischen Progressio.

Wurden die Biomarker miteinander kombiniert, ergab alleinig ein Modell aus den
Biomarkern Leptin, HMW-Adiponektin und VEGF einen hdheren Vorhersagewert mit
einer AUC von 0,731 (KI95%= 0,614 bis 0,848) im Vergleich zum klinischen Modell. Beim
Hinzufigen der Biomarkerkombination zum klinischen Modell zeigte sich eine
Verbesserung des Vorhersagewertes im AUC Kiinische Modell+ Biomarker= 0,768 (95%KI= 0,666
bis 0,871) im Vergleich zur AUC Grundmodeli= 0,665 (95%KI= 0,553 bis 0,776), jedoch ohne
statistische Signifikanz im Permutationstest (p= 0,05) (1). Fur die Differenz von 0,103
zwischen den zwei AUC-Werten lag die statistische Aussagekraft bei 65%.

Betrachtet man die ROC-Kurven der genannten Kombination bei einer Spezifitat von 275
(PAUC) im Vergleich zum klinischen Modell, ergab sich eine signifikante Verbesserung
des Vorhersagewertes (p=0,01; AUC Grundmodeli+ Biomarker= 0,119 gegen AUC Grundmodell=
0,053) (1). Fur die pAUC-Differenz von 0,066, ergab sich eine 93% Aussagekraft.
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p = 0.05 : i p=0.01"

dens ity
dens ity

AUC improved PAUC improvied

Figure 2: Analysis of the added predictive value of the biomarkers combination compared to the
clinical model alone: Permutation test of the areas under the curve (AUC; A) and the partial AUC (pAUC;
B; specificity = 75%), respectively. The distribution of the permutated difference between both receiver
operating characteristic (ROC) curves is represented by the blue curves, its 95th percentile indicated by the
blue dotted line. The red dotted line represents the calculated difference.
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Abbildung 4: Mit Genehmigung, Permutationstest der Biomarker-Kombination zum klinischen Modell(1)
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Abbildung 5: Mit Genehmigung, Area-Under-the-Curve- Analyse der drei Modelle(1)
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4.7.2 Ergebnisse beim Outcome Syndesmophyten-/ Ankylosebildung Gber 2 Jahre
Betrachtete man die Analyse fur das Endergebnis Syndesmophyten-/ Ankylosebildung

Uber 2 Jahre zeigte hier die Kombination der Biomarker Leptin und SOST den kleinsten
Vorhersagefehler (0,192 vs. 0,211 Grundmodell). Die Permutationsanalyse von AUC und
pAUC des Grundmodells und der
Grundmodell ergab keine signifikanten p-Werte (Differenz 0,028; p=0,44, 16%

Biomarker-Kombination verglichen mit dem

Aussagekraft fir AUC, pAUC ergab eine Differenz von 0,020, p=0,19, Aussagekraft von
23%).

Variablen 1) Vorhandensein von Syndesmophyten zur
Baseline
2) erhohtes CrP (>5mg/l) zur Baseline
3) mannliches Geschlecht
4) aktueller Raucherstatus
Outcome MSASSS-Progression | Syndesmophyten-/
=22 Punkte Ankylosebildung
Mittlerer 0.248 0.211
Pradiktionsfehler des
klinischen Modells
Biomarkerkombination Leptin+tHMW- Leptin+Sclerostin

mit potentiellen
zusatzlichen

Adiponektin+VEGF

repetitions; power)

Vorhersagewert

Mittlerer 0.225 0.192
Pradiktionsfehler des

klinischen Modells in

Kombination mit den

Biomarkern

AUC-Verbesserung 0.103 0.028
(Permutation p-Wert; (0.05; 0.65) (0.44; 0.16)
power)

pAUC-Verbesserung 0.066 0.020
(Bootstrap p-Wert, 2000 | (0.01; 0.93) (0.19; 0.23)

Tabelle 17: Zusatzlicher Pradiktionswert der Biomarkerkombinationen im Vergleich zum klinischen Modell fur die
Vorhersage der mSASSS-Progression und Syndesmophyten-/ Ankylosebildung, modifizierte Darstellung aus der

Publikation (1)
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5.0 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Modellergebnisse

In der hier prasentierten Studie erfolgte die Entwicklung eines pradiktiven Modells fur die
radiografische Progression. Hierflir wurden klinische Pradiktoren zu einem Kklinischen
Modell zusammengefasst und Biomarker allein sowie miteinander kombiniert.

Abschliel3end wurden beide Modelle zusammengefihrt.

Aus der Kombination der 10 getesteten Biomarker mit dem klinischen Modell ergaben
sich 1023 unterschiedliche Kombinationsmoglichkeiten. Mittels Bewertung des
Vorhersagefehlers und dem daraus abgeleiteten zusatzlichen Vorhersagewertes konnten
wir fur die alleinige Biomarker-Kombination von Leptin, HMW-Adiponektin und VEGF
einen besseren pradiktiven Wert fur die mSASSS-Progression 22 Punkte Uber 2 Jahre
als fur das klinische Modell zeigen. Weiterhin ergab sich in der angeschlossenen ROC-
Analyse durch das Hinzufligen der Biomarker daher ein zusétzlicher Nutzen im Vergleich
zum klinischen Modell (AUCgrundmodeli+ Biomarker= 0,768 vS. AUCGgrundmodeli= 0,665), auch
wenn dieser nicht statistisch signifikant war. In der Subanalyse fir eine Spezifitat von
275% erwies sich die Biomarker-Konstellation mit dem Grundmodell als statistisch
signifikant (p=0,01; AUCGrundmodell+ Biomarker= 0,119 vS. AUCgrundmodei= 0,053). Erfolgte die
gleiche Analyse fir das Outcome Syndesmophyten-/ Ankylosebildung tber 2 Jahre
zeigte die Biomarker-Kombination von Leptin und SOST den kleinsten verbesserten
Vorhersagefehler im Vergleich zum Grundmodell.

5.2 Ergebnisse fur Unterschiede in den Subgruppen im Vergleich zu bisherigen
Analysen
Die differenzierte Betrachtung von Subgruppen hinsichtlich der radiografischen

Progression kdnnte es ermdglichen, Risikoprofile flr eine radiografische Progression
anhand von Biomarkerkonstellationen zu erkennen und in der klinischen Evaluation der
Therapiemoglichkeiten zu bertcksichtigen. Die hier betrachtete Einteilung in Subgruppen
beruht auf den vorherigen Studienergebnissen, welche das mannliche Geschlecht (13,
44, 97, 103, 104) und das Vorhandensein von Syndesmophyten(44, 94) als ungunstige

Prognosefaktoren identifizierten.
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5.2.1 Unterschiede zwischen Progressoren vs. Non- Progressoren
Im Rahmen dieser Studie ergeben sich signifikante Unterschiede in den Biomarker-

Konzentrationen zwischen Progressoren und Non-Progressoren fir Leptin zur Baseline
und Woche 100, HMW-Adiponektin zur Baseline und VEGF zur Baseline. Die
Studienlage zu Leptin-Konzentrationen bei Patienten mit axSpA im Vergleich zu
gesunden Kontrollen ist derzeitig nicht eindeutig. Sowohl im Review von Mei et al.(132),
als auch von Yang et al.(118) ergab sich kein signifikanter Unterschied der Leptin-
Serumkonzentrationen bei Patienten mit axSpA im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(118, 132). Die Subgruppenanalyse der Arbeitsgruppe um Yang et al.(118) zeigte jedoch,
dass bei asiatischen und afrikanischen AS-Patienten sowie Patienten unter 40
Lebensjahren hohere Leptin-Werte im Vergleich zu den gesunden Kontrollen messbar
waren (118). Als Ursache hierfur diskutierte die Arbeitsgruppe tber mogliche regionale
Populationsunterschiede hinsichtlich der physischen Aktivitéat, Erndhrungsgewohnheiten,

genetischer Variabilitat und andere Umwelteinflisse (118).

Die signifikante inverse Assoziation von Leptin zur mMmSASSS-Progression der
vorliegenden Studienpopulation wurde von Hartl et al. bereits fur die hier untersuchte
Patientengruppe beschrieben (119). Die Beteiligung von Adipokinen in der Regulation
der Immunreaktion und des Knochenstoffwechsels ist bereits bekannt, dabei nehmen sie
sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte wahr (116, 131). Die signifikant
niedrigeren Serumkonzentrationen von Leptin in der Gruppe der Progressoren lassen
darauf schlieRen, dass eine Leptin-Erhéhung einen protektiven Faktor fir die mSASSS-
Progression darstellt. Die Wirkung von Leptin auf den Knochenstoffwechsel ist dabei
komplex und erfolgt Uber zwei Wege (185). Ersterer oder auch zentraler
Wirkmechanismus ist gekennzeichnet durch die Bindung an den hypothalamischen
Leptin-Rezeptor und Aktivierung der sympathikotonen Aktivitat (185). Dies fuhrt zu einer
Inhibition der Osteoblastenaktivitdt und einer gesteigerten Osteoklastenaktivitat Uber
RANK-L (185). Andererseits bewirkt Leptin Uber den peripheren Wirkungsmechanismus
eine  Erhohung der Knochenbildung durch Stimulation der mesenchymalen
Knochenmarkstammzellen und inhibiert die Resorption der Knochenmasse durch direkte
Interaktion mit Osteoblasten, welche zu einer Inhibierung der RANK-L-Expression
fuhrt(185). Hartl et al. stellten die Hypothese auf, dass Leptin bei AS-Patienten tber den
zentralen Wirkungsmechanismus eine Inhibition von Knochenneubildung auslést (119).

Park et al.(133) zeigten in einer Studie mit koreanischen Patienten einen Anstieg der
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Leptin-Konzentrationen bei AS-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden innerhalb
einer 2-jahrigen Studie. Dabei korrelierten die ansteigenden Konzentrationen positiv mit
der Zunahme von mSASSS-Punkten und legten Nahe, dass ein Anstieg von Leptin mit
einer schnelleren Progression assoziiert ist (133). Die sich widersprechenden Ergebnisse
konnten auf die Beobachtung aus dem Review von Yang et al.(118) zurtickzufihren sein
mit Bezug auf die divergenten regionalen Patientenpopulationen (deutsch vs.
koreanisch). Somit bleibt die weitere Bedeutung von Leptin als maoglicher pradiktiver
Faktor weiterhin unklar, insbesondere mit Hinblick auf die Pathogenese der axSpA.

Weiterhin unterstitzen die hier prasentierten Ergebnisse die bisherigen Untersuchungen
zu VEGF, die einen signifikanten Konzentrationsunterscheid zwischen mSASSS-
Progressoren und Non-Progressoren und bei Patienten, die eine Neubildung von
Syndesmophyten zeigten, zu denen die keine Neubildung aufwiesen (177). Weiterhin
zeigten Studien, dass VEGF mit anderen Prognosefaktoren fir die radiografische
Progression wie Rauchen, Serumkonzentrationen von CrP und BSG sowie funktionellen
Indices wie dem BASDAI signifikant assoziiert war und die Konzentrationen korrelierten
negativ mit einer TNF-a-Inhibition (113, 170, 178, 179). Betrachtet man dies in
Zusammenhang mit dem Modell der radiografischen Progression, dass Entziindungen
im Knochen dem Remodeling vorausgehen und durch MRT sichtbar gemacht werden
kann, ergibt sich fiur VEGF eine moglicherweise wichtige Rolle als Biomarker fir die

Diagnostik und das therapeutische Monitoring.

Wiederum lieRen sich fur die folgenden Biomarker keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Subgruppen Progressoren und Non- Progressoren finden, obwohl dies in
einigen Studien zuvor beschrieben war: Calprotectin(126) und Visfatin (180). Fur Visfatin
liegen bisher weitestgehend unklare  Studienergebnisse zur Rolle im
Knochenstoffwechsel vor(116), sodass eine Abweichung zu den Voruntersuchungen bei
rarer Studienlage sich in die bisherigen kontroversen Ergebnisse einfugt. Die hier
prasentierten Ergebnisse von Calprotectin unterschieden sich von der Studie von Turina
et al.(126), in der Calprotectin als pradiktiver Biomarker fur die radiografische Progression
gezeigt wurde. Dies konnte an der differierenden Patientenkohorte liegen, die Patienten
in unserer Studie waren alter und wiesen eine langere Erkrankungsdauer auf (126). Die
Biomarkerkonzentration von PIINP zeigte in unserer Studie keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Progressoren und Non-Progressoren an und wurde bisher
nicht fir axiale Spondyloarthritiden beschrieben.
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Fur die Serumkonzentrationen von Lipocalin-2 in der hier prasentierten Arbeit konnte wie
in einer anderen Studie bereits beschrieben, kein signifikanter Konzentrationsunterschied
zwischen Progressoren und Non-Progressoren gefunden werden (134). Inwieweit
Lipocalin-2 eine Rolle in der Pathogenese der axialen Spondyloarthritis spielt, lasst sich
bei sehr rarer Studienlage nur hypothetisch diskutieren. Die bisherigen
Studienergebnisse zeigten keine signifikante Erhdéhung im Serum im Vergleich zu
Gesunden (134).

5.2.2 Unterschiede zwischen Patienten mit Syndesmophytenwachstum vs. kein
Syndesmopyhtenwachstum
Signifikante Unterschiede zwischen den Serumkonzentrationen ergaben sich fir die

Biomarker Adiponektin zur Woche 100, sowie fur HMW-Adiponektin zur Baseline und zu

beiden Zeitpunkten fur Leptin.

Fur Adiponektin und die Isoform HMW-Adiponektin wurden bisher keine Unterschiede in
der Konzentration im Vergleich zu Gesunden identifiziert (180, 186, 187). Fir den
Biomarker Leptin zeigte eine Studie, eine signifikante Assoziation zum Vorhandensein
von Syndesmophyten(186), Uber bisherige Verlaufe und Pradiktoren ist die weitere

Studienlage rar.

In der hier gezeigten Studie konnte wir fur Calprotectin, SOST und VEGF bereits gezeigte
Assoziationen zu der Neubildung von Syndesmophyten nicht reproduzieren (126, 174,
177).

5.2.3 Biomarkerkonzentrationen in Abhangigkeit des Geschlechts
In  der geschlechterdifferenzierten Betrachtung ergaben  sich hohere

Serumkonzentrationen von Adiponektin, HMW-Adiponektin, Leptin und OPG sowie
niedrigere bei MMP-3 fir Frauen zu beiden gemessenen Zeitpunkten. Die
Serumkonzentrationen von NTX und SOST zur Baseline waren bei den Frauen signifikant
niedriger und bei Lipocalin-2 fir die Woche 100 hoher. Hierbei reihen sich unsere
Ergebnisse fur MMP-3 in die bisherigen Untersuchungen ein (142, 143). Ein Unterschied
in Abhangigkeit des Geschlechts fiir NTX wurde bisher noch nicht festgestellt. Weiterhin
liel3 sich bisher kein Nachweis fur eine Erhdhung von NTX im Serum(147), jedoch im
Urin(146), im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigen. Dabei ware pathophysiologisch
bei der Grundannahme eines erhéhten Knochenumsatzes bei Patienten mit einer axialen

Spondyloarthritis, im Sinne einer Knochenerosion, eine Erh6hung der Werte zu erwarten.
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Fur die beiden Adipokine Adiponektin und Leptin konnte bereits gezeigt werden, dass die
Serumkonzentrationen zwischen Mannern und Frauen differieren, dies ist von Interesse,
da Manner haufiger an der AS erkranken(2) und eine schnellere Krankheitsprogression
im Vergleich zu Frauen zeigen(13) und sich somit die Frage stellt, welche
pathophysiologischen Prozesse hierzu fihren (188). Dabei ist der Unterschied fur Leptin
durch den unterschiedlichen Gesamtkorperfettanteil erklarbar (188). Bei Adiponektin
konnte eine Assoziation zum viszeralen Fettanteil gesehen werden, dieser erklart bisher
jedoch nur unvollstandig den Konzentrationsunterschied von Adiponektin zwischen
Mannern und Frauen(188). Eine Limitation unserer Studie ist, dass sich keine weiteren
Analysen bei fehlender Bestimmung von Fettmessung durchfihren lassen und damit nur
eine Beschreibung im Rahmen der deskriptiven Analyse gegeben werden kann. Somit
bliebt es ungeklart, ob die hier prasentierten  Ergebnisse  einen
geschlechterdifferenzierten Unterschied oder einen pathophysiologischen Hintergrund
widerspiegeln. Auch in der prasentierten Studie zeigten die Frauen einen signifikant
niedrigeren MSASSS-Score im Vergleich zu den Maé&nnern, was letztlich die
unterschiedliche  Progressionsgeschwindigkeit  beider = Geschlechter in  der

pathophysiologischen Theorie unterstitzt (119).

5.3 Zusammenhang der Biomarkerkonzentration mit dem Voranschreiten der
radiografischen Progression
In der linearen Regressionsanalyse ergab sich fir den Biomarker Leptin eine statistisch

signifikante Korrelation zur mSASSS-Progression. Bei Lipocalin-2 und VEGF als
Pradiktoren konnten wir einen statistischen Trend zeigen. Die lineare multivariable
Regressionsanalyse zeigte, dass alle drei Biomarker kombiniert mit dem klinischen
Modell eine nicht signifikante jedoch eine numerische Verbesserung des
Regressionskoeffizienten erreichten. Hinsichtlich der mSASSS-Progression = 2 Punkte
Uber 2 Jahre, zeigte VEGF eine statistisch signifikante Assoziation, ein Trend ergab sich
fur die Biomarker Leptin, Lipocalin-2 und Visfatin. Auch hier ergab sich in der
multivariablen Regressionsanalyse in der Kombination mit dem klinischen Modell eine
Verbesserung des Regressionskoeffizienten. Weiterhin zeigten SOST und HMW-
Adiponektin  eine signifikante Assoziation bezlglich der Syndesmophyten-/
Ankylosebildung tber 2 Jahre. Ein statistischer Trend ergab sich hierbei fir Leptin. Die
multivariable Regressionsanalyse der Biomarker mit dem Kklinischen Modell fihrte
ebenfalls zu einer numerischen Erhéhung des Koeffizienten.
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Unsere Resultate unterstitzen und erweitern bekannte Ergebnisse zum Biomarker
Leptin. FUr Leptin konnte bereits gezeigt werden, dass Patienten mit Syndesmophyten
im Gegensatz zu Patienten ohne Syndesmophyten eine signifikant hohere Konzentration
aufwiesen (186). Wie bereits oben diskutiert, sind die unterschiedlichen

Wirkmechanismen von Leptin zu diskutieren und in weiteren Studien zu evaluieren.

Die signifikante Assoziation von VEGF zur mSASSS-Progression = 2 Punkte liel3 sich
bereits in einer vorangegangenen Studie darstellen (177). In einer Studie von Braun et
al.(179) konnte andererseits kein Zusammenhang zwischen der radiografischen
Progression und der VEGF-Konzentration gesehen werden. Allerdings handelte es sich
in der Studie um Patienten, die mit Golimumab, einem TNF-a-Inhibitor, behandelt
wurden(179). Golimumab ist bekannt fur eine starke VEGF-Suppression und in den
bisherigen Studien war nur ein kleiner Teil der Patienten mit TNF-a-Inhibitoren behandelt
und wiurden somit das abweichende Ergebnis erklaren (179). Das ein signifikanter
Konzentrationsunterschied von TNF-a-Inhibitoren  behandelten Patienten zu
unbehandelten Patienten besteht und ein Abfall unter Beginn der Therapie zu sehen war,
konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden (178). Die unterschiedlichen Ergebnisse
der Studien konnte neben der therapeutischen Intervention auch auf unserer eher kleine
Studienpopulation mit  mSASSS-Progression, das eher  fortgeschrittene
Krankheitsstadium bereits zum Studieneinschluss und einer kurzen Beobachtungsdauer
von 2 Jahren beruhen. Trotz allem ist die Korrelation und der gezeigte statistische Trend
von Interesse, da VEGF von Chondrozyten exprimiert als Katalysator der enchrondralen
Ossifikation wirkt (175) und nachweislich bei Patienten mit AS im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhoht ist (177). Weiterhin spricht fir eine Beteiligung an der Pathogenese,
dass die VEGF-Konzentrationen unter TNF-a-Inhibitoren-Therapie und rucklaufigen
Entztindungszeichen im MRT erniedrigt waren (178, 179). In Anbetracht der bisherigen
Ergebnisse ware VEGF in weiteren Modellen der Pathogenese der axialen
Spondyloarthritis somit durchaus zu bertcksichtigen, wobei die genauen Interaktionen

von besonderem Interesse waren.

Fur Lipocalin-2 sind unsere Ergebnisse zur Assoziation des mSASSS-Verlaufs oder der
Syndesmopyhtenbildung bisher nicht beschrieben worden. Lipocalin-2 wird durch
Fettgewebe bei proinflammatorischen Reizen als Transportmolekil ausgeschuttet. Bei
der physiopathologischen Hypothese, dass eine vorausgehenden Inflammation des
Knochens eine Verfettung folgt, wirde eine Assoziation zum MSASSS-Verlauf eine
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Verbindung zwischen diesen Entitaten hinweisen. Fur das inflammatorische Geschehen
konnte eine Korrelation von Lipocalin-2 mit CrP-Konzentrationen im Serum gezeigt
werden (131).Andererseits zeigte Turina et al. in einer Studie keine signifikante Erh6hung
der Serumkonzentrationen bei Patienten mit AS gegenuber Gesunden (134). Eine
abschlieRende Beurteilung ist somit bei unzureichender Studienlage kaum maéglich, auch

unter dem Aspekt, dass unsere Ergebnisse nur einen statistischen Trend zeigten.

Der statistische Trend fiur die Assoziation von Visfatin zur mSASSS-Progression in
unserer Arbeit unterstitzt die bisherige Untersuchung von Syrbe et al.(180), welche einen
pradiktiven Wert fur die radiografische Progression bei erh6hten Konzentrationen bereits
gezeigt hat. Pathophysiologisch kénnte Visfatin dahingehend von Bedeutung sein, dass
es unter anderem eine proinflammatorische Wirkung mit Stimulation der Ausschiittung
von TNF-a und IL-6 und eine inflammatorische Reaktion bei axialer Spondyloarthritis
unterhalten konnte (115, 117, 161). Fur das Adipokin HMW-Adiponektin wurde die
inverse Assoziation zur Bildung der Syndesmopyhten fir diese Studienpopulation bereits
gezeigt (119). Wie bereits diskutiert, ist sie Studienlage beztiglich geschlechtertypischen
Unterschiede der HMW-Adiponektin-Serumkonzentrationen ambivalent, so dass fir
HMW-Adiponektin ebenfalls zu diskutieren bleibt, ob die gezeigten Unterschiede
pathophysiologischer Natur sind (119).

Die Ergebnisse zu SOST zeigten keine signifikant niedrigere Konzentration bei Patienten
mit einer Progression der Syndesmophyten, wie es bisher gezeigt werden konnte (189).
Zum anderen fanden wir eine signifikante Assoziation von SOST zur
Syndesmopyhtenprogression in der logistischen Regression, die bisher nicht
beschrieben wurde. SOST wirkt als Inhibitor des Knochenabbaus (166, 167). Mit der hier
dargestellten Assoziation der Serumkonzentration mit dem Syndesmophytenwachstum
lieRe sich die pathophysiologische Uberlegung, das SOST insbesondere beim Knochen-
Remodeling eine Rolle spielt, bestarken. Andererseits ergibt sich fir die SOST-
Konzentrationen im Vergleich zu Gesunden bisher eine ambivalente Studienlage, die
eine Tendenz zu niedrigeren Konzentrationen bei Patienten mit axialer Spondyloarthritis
aufweist (154, 168-171, 173). Lage eine erniedrigte SOST-Konzentration vor, wére der
Knochenverlust im Sinne der Osteoporose ebenfalls erklarbar. Weiterhin zu tberlegen
ware, ob es sich bei der axialen Spondyloarthritis um einen undulierenden
Krankheitsprozess handelt, in denen sich Phasen der Inflammation und des
Knochenverlustes mit Phasen der Regeneration und Uberschiel3endem
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Knochenwachstum abwechseln. Dies wirde Studien erschweren, da mehrere Zyklen
innerhalb eines beobachteten Zeitraums auftreten kénnten, diese jedoch bisher nicht
adaquat differenziert werden konnten, um daraus weitere pathophysiologische
Erkenntnisse und Modelle zu erarbeiten.

Einige bereits bekannte Assoziationen lie3en sich in unserer Kohorte hingegen nicht
reproduzieren. Calprotectin und MMP-3 zeigten keine statistischen Differenzen oder
einen Vorhersagewert fur die radiografische Progression an, obwohl dies bereits gezeigt
werden konnte (126, 174, 190). MMP-3 als Induktor eines Knorpelmasseverlustes und
des Proteoglykanabbaus (137), erscheint unter den bisherigen Studienergebnissen wie
der Erh6hung bei Patienten mit axSpA im Vergleich zu gesunden Kontrollen (138-141),
der Widerspiegelung der Geschlechterdifferenz, Korrelationen mit Biomarkern der
Inflammation und eines Abfalls unter der TNF-a-Inhibitor-Therapie erhielten (139, 141,
144) als vielversprechender Pradiktor. Auch wenn in dieser Studie kein Zusammenhang
von Calprotectin und der mSASSS-Progression gezeigt werden konnte, legen bisherigen
Studienergebnisse zu Calprotectin die Vermutung eine Beteiligung an der Pathogenese
nahe. Bei Patienten mit einer CED wird eine Bestimmung von Calprotectin bereits im
klinischen Alltag genutzt. Fékal gemessenes Calprotectin korreliert bei Morbus Crohn mit
der Krankheitsaktivitat und wird zur Abgrenzung zu funktionellen Ursachen fir
Darmerkrankungen bestimmt (191). Von besonderem Interesse ware daher eine
Verlinkung im Sinne des Biomarkers Calprotectin als eine gemeinsame pathologischen
Entitdt zwischen der axSpA und den assoziierten CED, da sie das Modell der

Pathogenese unterstitzen wiirde.
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5.3.1 Pradiktives Modell
Der Bedarf eines Modells zur Risikobewertung hinsichtlich der radiografischen

Progression bei AS-Patienten nimmt immer weiter an Bedeutung zu. Nach derzeitiger
Studienlage ist anzunehmen, dass mittels TNF-a- sowie IL-17-Inhibition eine
Verlangsamung der radiografischen Progression mdglich ist (183). Dies wirde bedeuten,
dass statt einer reinen Symptomkontrolle durchaus auch eine Modulation des
Krankheitsverlaufes mdglich ist. Daher wére eine frilhe und sichere Identifikation von
Patienten mit einem hohen Risiko fur eine radiografische Progression winschenswert,
um diese Patienten frihzeitig aggressiv zu therapieren und um somit strukturelle

Veranderungen zu verlangsamen oder gar zu verhindern (7, 27, 93).

Die hier dargestellte Studie ist hinsichtlich des Ansatzpunktes zur Risikostratifizierung
von Patienten mit hohem Risiko einzigartig, da sowohl Biomarker untereinander als auch

mit einem klinischen Modell kombiniert wurden.

Fir das klinische Modell wurden potentielle Pradiktoren, die in longitudinalen Studien
bisher identifiziert wurden, ausgewahlt (93). In unserer Studie handelte es sich dabei um
Marker fur strukturelle Verdnderungen (Syndesmophyten)(96, 97), die systemische
Inflammation (CrP)(97, 112), des Lifestyles (Raucherstatus)(97, 105) und das mannliche
Geschlecht (13)(95). Dabei zeigt diese Studie erstmalig, dass das Modell aus diesen
Faktoren, nur einen moderaten pradiktiven Wert hat (AUC= 0,665; KI=0,553 bis 0,776)
und unterstutzt somit die Notwendigkeit der Identifizierung weiterer Risikofaktoren- oder

-konstellationen.

In der erweitert durchgefuhrten Analyse mittels Kombination der Biomarker Leptin, HMW-
Adiponektin und VEGF ohne Einbeziehung des klinischen Modells ergab sich ein
besserer, jedoch nicht signifikanter, Vorhersagewert, als fur das klinische Modell. Dabei
spiegeln die Biomarker, die oft diskutierten Doméanen des bisherigen Verstandnisses der
Pathogenese der axialen Spondyloarthritis dar. Knochenumbau, Angiogenese und
Inflammation. Pathophysiologisch betrachtet, spielt VEGF mutmalilich eine tragende
Rolle bei der enchondralen Ossifikation durch Expression in den proliferativen
Knorpelzonen und angrenzender immunologischen Zellen (175). Durch die induzierte
Gefal3proliferation aus initial avaskularen Knorpel erfolgt durch Einsprossung der Gefal3e
eine Verkndcherung des Knorpelgewebes und flhrt letztlich zu einer Umstrukturierung in

vaskularisiertes Knochengewebe (175). Nach der aktuellen Studienlage scheint Leptin
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den JAK-STAT-NFkB-Signalweg zu aktivieren, was darauf hindeutet, dass Leptin in

Immun-/Autoimmunen Reaktionen eine Rolle zu spielen scheint (118).

In der Zusammenfihrung des Biomarker-Modells und des klinischen Modells zeigte sich
fur eine 100%ige-Spezifitat der potentielle Vorhersagewert fur die radiografische
Progression gegenuber dem alleinigen klinischen Modell verbessert. Nahm man die
Spezifitat von 75% als Mal3stab, waren die Vorhersagewerte des kombinierten Modells
statistisch signifikant. Zu evaluieren ware hierbei, inwieweit eine Absenkung der Spezifitat
zur ldentifizierung von Patienten mit einer hoheren Progressionswahrscheinlichkeit
gegenuber des moglichen Nutzens oder auch Auftreten von Nebenwirkungen einer
intensivierten Therapie und die damit moglicherweise Verhinderung der radiographischen

Progression zu vertreten ist.

In der Sensitivitatsanalyse zeigte sich eine fehlende Robustheit der Ergebnisse und
ergab weitere mdgliche Biomarkerkombinationen. Dies kénnte zurtickzufihren sein auf
die recht Kkleine Studienpopulation und dem daraus resultierenden Fehlen der
statistischen Aussagekraft. Fur den klinischen Alltag lasst sich festhalten, dass es weitere
Untersuchungen bedarf und das aufgrund der Kosten-Nutzen-Effektivitat zum
gegenwartigen Zeitpunkt eine flachendeckende Testung auf die genannten Biomarker

nicht sinnvoll erschient und vorerst im Rahmen von Studien weiterzuentwickeln ist.

Dabei ist diese Studie ein erster Schritt, da gezeigt werden konnte, dass Biomarker einen
potentiellen zusatzlichen, wenn auch eher kleinen, Wert kombiniert, auch mit dem
klinischen Modell in der Pradiktion der spinalen radiografischen Progression bei AS-

Patienten haben kénnen.
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5.4 Starken und Limitationen
Eine wesentliche Starke unserer Studie ist die homogene Patientenverteilung innerhalb

der Studie. Bei der vorliegenden Patientengruppe handelt es sich um Patienten aus der
randomisiert-kontrollierten Studie ,The Effects of NSAIDS on RAdiographic DAmage in
Ankylosing Spondylitis (ENRADAS)" (EudraCT 2007-007637-39) (62). Im Rahmen der
,ENRADAS"-Studie ergaben sich zwischen den Patienten der beiden Studienarmen
(Diclofenac-Einnahme mindestens 75mg p.o. 1x tgl. regelmaflig bzw. nach Bedarf)
hinsichtlich der radiografischen Progression und der Baseline-Charakteristika keine
Differenzen, sodass dies eine gemeinsame Betrachtung der Studienkohorte erlaubt.
Andererseits handelt es sich bei der Auswahl der Patientenkohorte auch um eine
Limitation unserer Studie, da nur AS-Patienten in die Studie eingeschlossen wurden. Im
Rahmen dieser Arbeit lasst sich daher keine Aussage zu einem pradiktiven Wert in einem
friheren Stadium der Erkrankung treffen. Fur die Subanalyse der Adipokine ergab sich
als Einschrankung die inkomplette Fettmassenmessung, abgesehen von der BMI-
Bestimmung.

Ebenso lasst das Studiendesign keine Ruckschliisse auf Biomarkerverlaufe und deren
pradiktiven Wert flr die radiografische Progression unter Biologika-Therapie zu, was in
Anbetracht der aktuellen Therapiemdglichkeiten ebenso spannend zu untersuchen ware.
Weiterhin bleibt zu bericksichtigen, dass der Anteil an Patienten mit einer
radiografischen Progression klein ist und ein grof3erer Anteil wiinschenswert fir weitere
Analysen ware. Ebenfalls winschenswert wére ein langerer Beobachtungszeitraum im
Hinblick auf die radiografische Progression, da ein zweijahriger Zeitraum der
kurzmdoglichste in Fachkreisen diskutierteste Zeitraum darstellt. Unsere Studie zeigte ein
grol3es Potential bei der grol3en Bandbreite der getesteten Biomarker. Diese spiegeln
sowohl die Entztiindungsaktivitat als auch das Knochenremodeling wider. Mit Hinblick auf
eine  Vergleichbarkeit mit anderen  Studien, die sich ebenfalls mit
Biomarkerbestimmungen bei axialer Spondyloarthritis befassten, ist eine differenzierte
Betrachtung bezuglich der Auswahl der Patienten-Subpopulationen und genutzten
Biomarkertests zu beachten.

Weiterhin bleibt zu vermerken, dass die statistische Analyse mittels Kreuzvalidierung

trotz experimentellen Charakters robust erscheint und ohne Overfitting auskommit.
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5.5 Ausblick
Im Rahmen dieser Studie ist es gelungen, eine Biomarker-Kombination fur die Pradiktion

der radiografischen Progression in axSpa zu identifizieren, die hinzugefugt zu klinischen
Parametern zu einer Verbesserung des potentiellen Vorhersagewertes fihrte. Die
Uberlegungen zu einer Verbesserung der Vorhersage der radiografischen Progression
mit einem Modell aus Biomarkern und bereits bekannten beeinflussenden Erkrankungen
konnten somit bestétigt werden und sind fur die weitere Risikostratifizierung von

Patienten von besonderem Interesse.

Sowohl die experimentelle Grundlage der mathematischen Analyse und der bisher
untersuchten Biomarker des hier dargestellten Modells erfordern jedoch weiterreichende
Untersuchungen. Dabei gilt es weitere Faktoren wie die weitere Identifizierung moglicher
Biomarker, die ausreichende Patientenanzahl zur Starkung der Robustheit der
Ergebnisse, die Patientenauswahl stratifiziert nach der Schwere der Erkrankung oder
auch Erkrankungsdauer sowie das Therapiemanagement insbesondere unter
Einbeziehung einer Biologika-Therapie zu beriicksichtigen, um letztlich ein mdglichst
robustes, sensitives und spezifisches, pradiktives Modell fur den klinischen Alltag zu
entwerfen. Die hier dargestellte Untersuchung konnte einen ersten Schritt dazu

beitragen, weitere Studien mit diesem Ziel zu planen und anzupassen.
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