Aus der Klinik fir Gastroenterologie, Infektiologie und Rheumatologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitadtsmedizin Berlin

DISSERTATION

Untersuchungen zur Bedeutung von Biomarkern des Knochen-
und
Knorpelstoffwechsels und der Angiogenese bei Patienten mit
Spondyloarthritiden

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Louise Janf3en

aus Darmstadt

Datum der Promotion: 25.10.2013



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
[ B A VAT =T o1 o1 o L E TR 2
ADKUIZUNGSVEIZEICHNIS ...ttt e e e e st e e e e e e e e e be e e e e e e e e e e annrreeeeas 4
1 L =T (U T o PRSPPI 5
1.1 Die axiale SpondYloarthritis............c.eeieiiiiio e 5
1.1.1 Epidemiologie der SpA und der axialen SPA..........ccciiiiiie e 6
7 Q111 e (=T B V= 11T T oY SR 6
1.1.3 Pathologische Prozesse der axialen SpA auf histologischer Ebene .............ccccooeiiiiiiinn 7
1.1.4 Pathogenese der axialen SPA .. ... 7
1.1.5 Diagnostik der axialen SPA... ... 8
1.1.6  Therapie der axialen SPA ...ttt e e e 10
1.1.7  TUMOI-NEKIOSE-FaKION 0l 1uuuuiiieiieiiiici e e e e e e e et e e e e e e s eeabaaeaeeaaees 11
1.2 SEIUM BIOMATKET .. .ciiiiiiiei et e et e e e e ettt e e e e e e e eeta et e e e e eeeestaa e seeeeeessstanaeeeeesensrnns 12
1.2.1 Biomarker flr KNOChENAUDAU ..........uuiiiiiiei et e e 13
1.2.2 Biomarker fir Kochen- und Knorpelabbau ..........ccoooooiiiiiiiiiiiiiiecceeeecscseecees e 14
1.2.3 Biomarker flr GefaBproliferation ... 15
1.3 FrageStEIUNG. ....eei ettt e e st e e e st e e e e bb e e e e e bbe e e e aabbeeeeane 16
2 Patienten UNA MeETNOOEN .. ...eeieeeeee et e e et e e et e e et e e e et e e e eaa e eseaeeeeaanss 17
2.1 Lo L[S 1 (=] o NPT 17
2.1.1  TNFa-BloCKEr NAIVE AS PalI@NTEN.....cccveieeiee et e e e e et e e e e e e e et e e e eeaaees 17
2.1.2 Axiale SpA Patienten unter TNFo-Blocker-Therapie........ccccceviiiiiiiiiieei i 17
2.2 LY/ [=] (Lo o (<Y o IR 18
2.2.1 Verwendete Materialien UNd GEIALE ...........uuiiiiiiiiiiiiiee et e e e e ee e eeeaees 18
2.2.2 Klinische und [aborchemische ParameEter .........oouo oo i 19
e B S 1= (0] 0 1] e 1] o= o PP UOUPP PP 19
2.2.4  Enzyme-linked immunoSOrDENt @SSAYS .......cuvueiiiieeeiiiiiiie e 19
P ] - 1 1) 1] TR 26
3 BN S S O e ———————————————————— 28
3.1 TNFQa-BIOCKEr NAIVE AS PAIENEEN . .ceeeiiieee ettt e e et e e et e e et e e e st e e e e s 28
3.1.1 Klinische und laborchemische Parameter ............ooouuiiiiiiiiiiiiiicce e 28
3.1.2 Serumbiomarker im Verlauf vOn 2 JANrEN ..........ooooiiiiiiii e 28
3.1.3 Korrelationen der Biomarkerkonzentrationen untereinander und mit CRP, BSG, BASDAI,
Ul lo Il oV A (=T a1 (=T = 1L (=] GO PTPOPRRRRUPPPN: 32
3.1.4 Unterschiede der Biomarkerkonzentrationen von HLA-B27 positiven und negativen AS
(o L[] L (=] 0 TR 33
3.2 TNF a-Blocker behandelte axiale SPA PatiENteN .........c..oooviiiiiiiiiiiie e 34
3.2.1 Klinische und laborchemische Parameter im Verlauf unter TNFa-Blocker-Therapie........... 34
3.2.2  Serumbiomarker im Verlauf unter TNFo-Blocker-Therapie..........ccccccovveveinieieiniiiee e, 35
3.2.3 Korrelationen der Biomarkerkonzentrationen untereinander und mit klinischen und
(= oYo) (od gt 0 Il 1= A = V= L A1) =1 1 0 (TR 39
3.2.4 Unterschiede zwischen HLA-B27 positiven und negativen axialen SpA Patienten unter
TNFO-BIOCKEI-TREIAPIE ...ttt a e e e e 41
3.2.5 Vergleich der Biomarkerkonzentrationen in den Untergruppen AS und nr-axSpA .............. 42
4 (D TESY (U ET-Y 1] o 43
4.1 VEGF als Biomarker fur Krankheitsaktivitat bei axialen SpA-Patienten ...........ccccccceeevevicvvnnnn. 43
4.2 Katabole und anabole Knochen- und Knorpelstoffwechselparameter unter TNF o-Blocker-
I 41T = oL PP OPPPPTPPRRN 45



Inhaltsverzeichnis

4.3 Unterschiede zwischen Patienten mit AS und nr-axSpA unter TNF a-Blocker-Therapie.......... 46
4.4 Vergleich zwischen Respondern und Non-Respondern der TNF a-Blocker-Therapie.............. 48
4.5 Einfluss von HLA-B27 auf Knochen- und Knorpelstoffwechsel und Entziindungsaktivitat...... 48
4.6 TNF a-Blocker NAIVE Pati@NTEN .......coiiiiiiieiiiii ettt 49
5 ZUSAMIMENTASSUINQY ..eeeiiieieiitieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeaeaeseeesssesesssssesssssssssssnsnsnsnsnnnsnnssnnnnnnes 52
6 (O] AU V=] =Tl o] o1 L PR PR 54



Abklrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

AS
ASAS

axSpA
BAP
BASDAI
BSG
CD
CRP
d_BAP

d_BASDAI
d_CRP
d_MMP-3
d_PYD
d_sICAM-1
d_VEGF

DKK-1
DMARD
ELISA
GESPIC
H2 S04
HLA-B27
MHC
MMP-3
MRT
NaOH
nr-axSpA
NSAR
oC

p

pNPP
PYD
RANK
RANKL
SICAM-1
SpA
TNFa
VEGF
Wnt

Ankylosierende Spondylitis

Assessment of SpondyloArthritis international
Society

axiale Spondyloarthritis

knochenspezifischen Alkalischen Phosphatase
Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index
Blutsenkungsgeschwindigkeit

Cluster of Differentiation

C-reaktives Protein

Differenz der BAP-Konzentrationen zwischen 0 und
36-52 Wochen

Differenz der BASDAI-Werte zwischen 0 und 36-52
Wochen

Differenz der CRP-Konzentrationen zwischen 0 und
36-52 Wochen

Differenz der MMP-3-Konzentrationen zwischen 0
und 36-52 Wochen

Differenz der PYD-Konzentrationen zwischen 0 und
36-52 Wochen

Differenz der sSICAM1-Konzentrationen zwischen 0
und 36-52 Wochen

Differenz der VEGF-Konzentrationen zwischen 0 und
36-52 Wochen

Dickkopf-1

disease-modifying anti-rheumatic drugs
Enzyme-linked immunosorbent assay

German Spondyloarthritis Inception Cohort
Schwefelsaure

Human Leukocyte Antigen-B27

Major histocompatibility complex
Matrix-Metalloproteinase-3
Magnetresonanztomographie

Natronlauge

nicht-rontgenologische axiale Spondyloarthritis
nicht-steroidale Antirheumatika

Osteocalcin

Wahrscheinlichkeit

p-Nitrophenylphosphat

Pyridinolin Crosslink

Receptor Activator Nuclear Factor-kB

Rezeptor Antagonist of NF-kB-Ligand

soluble Intercellular Adhesion Molecule-1
Spondyloarthritis

Tumor Nekrose Faktor-o

Vascular Endothelial Growth Factor

Wingless



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die axiale Spondyloarthritis

Die Spondyloarthritiden (SpA) sind eine grofRe Gruppe von entzindlich-rheumatischen
Erkrankungen, welche gemeinsame klinische Symptome und genetische Merkmale
aufweisen. Der klassische und haufigste Vertreter dieser Gruppe ist die Ankylosierende
Spondylitis (AS) *. Neuerdings wird die AS als das spatere Stadium, der als
Krankheitskonzept neu eingefiihrten, axialen SpA aufgefasst. Das vorausgehende frihe
Stadium der axialen SpA ist die nicht-rontgenologische axiale Spondyloarthritis (nr-
axSpA)***. Neben der axialen SpA zahlen zu der Gruppe der Spondyloarthritiden die
Psoriasis-Arthritis, die reaktive Arthritis und die enteropathischen Arthritiden assoziiert

mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (s. Abbildung 1)*.

[ Spondyloarthritiden ]

_[ Axiale Spondyloarthritis ]

( Frihes Stadium )

nicht-réntgenologische axiale
L Spondyloarthritis )

Spétes Stadium
Ankylosierende Spondylitis

& J

Psoriasis-Arthritis

Reaktive Arthritis

Enteropathische Arthritiden

Abbildung 1 Die Familie der Spondyloarthritiden

Die wesentlichen Kklinischen Charakteristika der Spondyloarthritiden sind der
entzindliche Riuckenschmerz, asymmetrische periphere Oligoarthritis, Enthesitis sowie

extraartikulire Manifestationen (z.B. Uveitis anterior)!. Allen Spondyloarthritiden
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gemeinsam ist eine genetische Disposition bei einer starken Assoziation mit Human
Leukocyte Antigen-B27 (HLA-B27)>°.

1.1.1 Epidemiologie der SpA und der axialen SpA
In Europa variiert die Pravalenz der AS zwischen 0,24-1,4% und die der SpA insgesamt

zwischen 0,30-1,6%"%%1°. Manner sind mit einem Verhaltnis von 2:1 haufiger von der
AS betroffen als Frauen'’. Die ersten Symptome manifestieren sich durchschnittlich um
das 26. und bei ca. 80% der Patienten vor dem 30. Lebensjahr'!. Da die nr-axSpA ein
relativ. neues Krankheitskonzept ist, liegen noch Kkeine aussagekraftigen
epidemiologischen Daten vor. Es ist jedoch von einer weitgehenden Ubereinstimmung

mit denen der AS auszugehen.

1.1.2 Klinik der axialen SpA
Die beiden vorherrschenden Prozesse der axialen SpA sind Entzindung und

Knochenneubildung an den Sakroiliakal-, Intervertebral- und Facettengelenken der
Wirbelsaule ** . Die Entziindung verursacht den charakteristischen entziindlichen
Ruckenschmerz. Dieser ist abzugrenzen von dem weitaus h&ufigeren mechanischen
Ruckenschmerz. Im Gegensatz zum mechanischen Rulckenschmerz tritt der
entziindliche Rickenschmerz bei Ruhe auf und bessert sich durch Bewegung. Dies
fuhrt zu n&chtlichen bzw. morgendlichen schmerzhaften Beschwerden. Des Weiteren
kommt es zu Morgensteifigkeit, welche 30 min oder langer nach dem Aufstehen
anhalten kann. Die haufige Beteiligung der Sakroiliakalgelenke &aufert sich als
GesaRschmerz'. Im weiteren Verlauf der Krankheit kommt es lokal zur
Knochenneubildung. Diese kann zu zunehmender Bewegungseinschrankung bis hin zur
Ankylosierung fuhren, bei der die Wirbelkérper kndchern fusioniert sind und bei
fortschreitendem Verlauf keine Bewegung in der Wirbelsaule mehr méglich ist'. Folge
ist die Ausbildung der charakteristischen Hyperkyphose®®. Auf der anderen Seite ist

% Zusatzlich zu den

haufig eine systemische Osteoporose zu beobachten
Verdnderungen am Achsenskelett kommt es hé&ufig zu Enthesitiden und einer
peripheren Mono- oder asymmetrischen Oligoarthritis, bevorzugt der unteren
Extremitaten®.

Der Beginn der Symptomatik ist meist schleichend. Sie kann schubweise oder
chronisch persistierend verlaufen. Die Diagnose einer axialen SpA und die Abgrenzung

zum mechanischen Rickenschmerz stellt immer noch eine Herausforderung dar. Aus
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diesem Grund kommt es zu einer durchschnittlichen Diagnoseverzogerung von 5-7

Jahren®?.

1.1.3 Pathologische Prozesse der axialen SpA auf histologischer Ebene
Histomorphologisch kann die axiale SpA grob in zwei Stadien unterteilt werden. Das

erste Stadium ist von einer akuten Entzindung gepragt, welche vermutlich im
subchondralen Knochenmark beginnt®®. Es kommt zu einem Knochenmarksddem,
lymphozytéren Infiltraten'®, erhohter Osteoklastendichte® und steigender GefaRdichte®®.
Dieser Prozess ist sowohl an der Knorpel-Knochen-Grenze als auch an den Enthesien
zu beobachten. Im zweiten Stadium kommt es zu Reparaturvorgangen durch
Ausbildung von fibrésem Bindegewebe und Neubildung von Knorpel. Es kommt zu
einer partiellen Knorpelfusion iiber den Gelenkspalt hinweg'’. Dabei wird vermutet,
dass durch den Ruckgang der Entziindung eine vermehrte Osteoblastenaktivitat eintritt,
die zur Verknocherung z.T. durch enchondrale Ossifikation des entstandenen
Reparaturgewebes fiihren kann'’. Bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf ist der
Gelenkspalt meist durch reifen Knochen vollstandig Uberbrickt und nur einzelne

Knorpelinseln weisen noch auf seine frithere Lokalisation hin®®.

1.1.4 Pathogenese der axialen SpA
Der grundlegende Pathomechanismus der axialen SpA ist nach wie vor unzureichend

erklart. Der auslosende Faktor fur Entziindung und Knochenneubildung sowie der
Zusammenhang zwischen beiden Prozessen ist Thema der aktuellen Forschung. Es ist
eine eindeutige genetische Pradisposition vorhanden. Das wichtigste bekannte
Genprodukt in diesem Zusammenhang ist HLA-B27°®. Neben HLA-B27 spielen auch
weitere MHC Molekiile wie HLA-B60'° und HLA-DR1% sowie Genprodukte auferhalb
der MHC-Gruppe eine Rolle?.

1.1.4.1 Human Leukocyte Antigen-B27
HLA-B27 ist ein Allel des hoch polymorphen MHC Klasse | Molekils. Das MHC Klasse |
Molekil befindet sich auf der Oberflache aller kernhaltigen menschlichen Zellen. Es
prasentiert zytotoxischen CD8+T-Zellen Antigene und sorgt so fur eine T-
Zellstimulation®?. HLA-B27 ist bei ca. 90% der europaischen AS Patienten positiv®'®.
Bei der europaischen Normalbevdlkerung variiert hingegen der Anteil der HLA-B27

positiven Personen zwischen 5,4% -9%"23,
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Eine Hypothese zur Bedeutung von HLA-B27 bei der Entstehung der axialen SpA ist die
arthritogene Peptid-Theorie. Hier wird vermutet, dass HLA-B27 eine hohere Affinitat zu
arthritogenen Peptiden besitzt als andere MHC Klasse | Molekile. Dies kénnen u.a.
bakterielle Peptide sein, die eine Kreuzreaktivitdt mit z.B. Knorpelantigenen besitzen.
Durch die Bindung der arthritogenen Peptide kommt es zu einer Stimulation von
autoreaktiven zytotoxischen T-Zellen, die eine Entzindung des Kkorpereigenen

Gewebes induzieren?.

1.1.5 Diagnostik der axialen SpA
Die Diagnose der axialen SpA wird neuerdings auf der Grundlage der ,Assessment of

Spondyloarthritis International Society* (ASAS)-Klassifikationskriterien gestellt®=.

ASAS-Klassifikationskriterien fur axiale Spondyloarthritis

Fur Patienten mit Riickenschmerzen = 3 Monate und Alter bei Begin < 45 Jahre

Sakroiliitis in der Bildgebung* HLA-B27
plus oder | plus
2 1 SpA-Parameter** 2 2 SpA-Parameter**

* Sakroiliitis in der Bildgebung
e  Aktive (akute) Entziindung in der MRT, gute vereinbar mit SpA-assoziierten Sakroiliitis
oder
e Definitive réntgenologische Sakroiliitis (Strukturveranderungen) gemaR den modifizierten
New-York-Kriterien**

** SpA-Parameter

e Entziindlicher Riickenschmerz
Arthritis
Enthesitis (Ferse)
Uveitis
Daktylitis
Psoriasis
M. Crohn / Colitis ulcerosa
Gutes Ansprechen auf NSAR
Positive Familienanamnese fur SpA
HLA-B27
Erhdhtes CRP

2,34

Abbildung 2 Die ASAS-Klassifikationskriterien flir axiale Spondyloarthritis

Die Diagnose der AS wird auf der Grundlage der modifizierten New York Kriterien von
1984 gestellt**.
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Die modifizierten New-York-Kriterien von 1984

Eine definitive AS wird bei Vorhandensein des radiologischen Kriteriums und eines klinischen
Kriteriums diagnostiziert.

1. Klinische Kriterien

o Tiefsitzender Rickenschmerz und Steifigkeit fir mehr als 3 Monate mit
Besserung durch Bewegung, aber nicht in Ruhe

e Bewegungseinschrankung der Lendenwirbelséule in sagittaler und in

frontaler Ebene

e Einschrankung der Thoraxexkursion (alters- und geschlechtsabhangig)

2. Radiologisches Kriterium

e Sakroiliitis mindestens Grad 2 beidseits oder Grad 3-4 einseitig

Abbildung 3 Die modifizierten New-York-Kriterien™*

Anhand der ASAS-Klassifikationskriterien kann nicht zwischen der AS und der nr-
axSpA unterschieden werden. Zur Gruppe der nr-axSpA zahlen folglich alle Patienten,
fur welche die ASAS- Klassifikationskriterien, jedoch nicht die modifizierten New York
Kriterien, zutreffen.
Zur Bestimmung der klinischen Krankheitsaktivitat wurde der Bath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI) entwickelt. Mit Hilfe einer Analogskala von
1-10 muss der Patient folgende Beschwerden quantifizieren:

e allgemeine Mudigkeit und Erschopfung

e Schmerzstarke in Nacken, Ricken oder Hufte

e Schmerzstarke oder Schwellungen in anderen Gelenken

e Beruhrungs- oder Druckempfindlichkeit

e Auspragung der Morgensteifigkeit

e Dauer der Morgensteifigkeit
Aus diesen Angaben wird ein Punktwert zwischen O und 10 errechnet. Bei einem
BASDAI = 4 geht man von einer aktiven AS aus?.
Einen weiteren Hinweis auf die Aktivitdt der Krankheit geben die laborchemischen
Parameter Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und C-Reaktives-Protein (CRP).
Erhohte BSG bzw. CRP deuten auf inflammatorische Prozesse hin und sind héufig bei

Patienten mit einer aktiven axialen SpA erh6ht®.
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1.1.5.1 Bildgebende Verfahren
Fur die Diagnosestellung der axialen SpA kommt sowohl konventionelles Rontgen als

auch  Magnetresonanztomographie zum  Einsatz.  Chronische  hdhergradige
Veranderungen im Rontgenbild der Sakroiliakalgelenke sind, wie oben aufgefuhrt,
obligatorisch fiir die Diagnosestellung der AS?. Dazu gehoren Erosion oder
Sklerosierung des gelenknahen Knochens und Verschmaélerung des Gelenkspaltes bis
zu dessen Aufhebung®®. Im Réntgenbild der Wirbelsdule lassen sich ebenfalls
chronische, strukturelle Veranderungen feststellen. Es kommt lokal zu kndchernen
Anbauten, die von einem Wirbelkdrper in die Richtung des benachbarten Wirbelkdrpers
ausgerichtet sind. Diese so genannten Syndesmophyten sind fiir die AS spezifisch'.

Zur Diagnosestellung der nr-axSpA ist die MRT von besonderer Bedeutung. Der
Nachweis von frihen Veranderungen im Sakroiliakalgelenk und insbesondere an der
Wirbelsaule, ist mit der konventionellen Radiologie nicht mdéglich. Mit Hilfe der MRT
lassen sich jedoch akute entzindliche Veranderungen mit Flissigkeitsansammlungen,

die in erster Linie einem Knochenmarksédem entsprechen, gut diagnostizieren?.

1.1.6 Therapie der axialen SpA
In den letzten Jahrzehnten hat sich die Therapie der axialen SpA im Wesentlichen auf

Nicht-Steroidale Antirheumatika (NSAR) und Krankengymnastik beschrankt. Die NSAR
stellen nach wie vor die haufigste Therapieform der axialen SpA dar. Bei 70-80% der
Patienten kommt es bei einer ausreichend hoch dosierten NSAR-Therapie zu einer
zufrieden stellenden Reduktion von Riickenschmerz und Morgensteifigkeit'*?’.

Seit einigen Jahren kommt mit den TNFa-Blockern eine neue Substanzklasse zum
Einsatz, die vor allem den Patienten mit nicht ausreichendem Ansprechen auf NSAR
groRen Nutzen bringt. Die Voraussetzung fur den Beginn einer Therapie mit TNFa-
Blockern ist eine Krankheitsaktivitat mit einem BASDAI = 4 (Skala von 0-10, s.0.), ein
fehlendes Ansprechen auf mindestens 2 unterschiedliche NSAR, die insgesamt
mindestens 3 Monate eingenommen wurden und der Ausschluss von
Kontraindikationen wie einer Tuberkulose'. Unter Anti-TNFo-Therapie kommt es bei
den Patienten meist zu einer schnell einsetzenden Symptombesserung. Auch
langfristig Uber einen Zeitraum von 5 Jahren konnten gute Therapieerfolge mit wenig
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen beschrieben werden®®. Zur Einschatzung des
Therapieerfolges kann ebenfalls der BASDAI herangezogen werden. Bei einem

relativen Rickgang von 50% oder einem absoluten Rickgang von 2 von insgesamt 10

10
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Punkten nach 6-12 Wochen kann man von einem Ansprechen der Therapie ausgehen
(BASDAI50-Response)' . MRT Verlaufsbeobachtungen zeigten bei Patienten mit axialer
SpA unter TNFa-Blocker-Therapie einen deutlichen Rickgang der entzindlichen
Lasionen®. Im Gegensatz dazu wird der Einfluss auf die strukturellen Veranderungen
am Skelett, insbesondere auf die Ausbildung von Syndesmophyten, nach wie vor
diskutiert. Auch unter TNFa-Blockern ist eine leichte Progression zu beobachten®.
Jedoch zeigen Beobachtungen lber einen Zeitraum von vier Jahren ein geringeres
Fortschreiten der strukturellen Veranderungen bei therapierten Patienten im Vergleich
zu Patienten ohne TNFa-Blocker-Therapie®.

Die vier TNFa-Blocker Adalimumab, Golimumab, Infliximab und Etanercept zeigen
keine wesentlichen Wirkungsunterschiede und sind fir die Behandlung einer AS in
Deutschland zugelassen®®. Der Wirkstoff Adalimumab, welcher in der vorliegenden
Arbeit zum Einsatz kam, ist ein humaner monoklonaler Anti-TNFa-Antikorper, der alle

zwei Wochen mit einer Dosis von 40mg subkutan appliziert wird.

1.1.7 Tumor-Nekrose-Faktor-a.
Nicht zuletzt der Therapieerfolg mit TNFa-Blockern unterstreicht die Relevanz dieses

Zytokins fiir die axiale SpA?®. Auch in histologischen Praparaten der Sakroiliakalgelenke
von AS Patienten konnte vermehrt TNFa nachgewiesen werden®, insbesondere bei
Patienten in einem frihen Krankheitsstadium *>. TNFa, der Prototyp der TNF-
Superfamilie, ist ein multifunktionales Zytokin, welches u.a. eine zentrale Rolle bei
Entziindungsprozessen und Apoptose spielt. TNFo wird von einer Vielzahl von Zellen
synthetisiert und auf der Oberflache als membrangebundene Form exprimiert. Das
l6sliche TNFo Molekil entsteht durch Abspaltung von der Oberflache durch Matrix-
Metalloproteinasen>®. Zu den TNFa produzierenden Zellen gehodren unter anderem
Makrophagen®’, B-Zellen®, natirliche Killerzellen, CD4+, CD8+ T-Zellen und Zellen
mesenchymaler Herkunft®.

Wesentliche entziindungsférdernde Effekte von TNFa beruhen auf seiner Wirkung auf
die Gefal’e. Es kommt unter Einfluss von TNFa zu einer Zunahme der endothelialen
Adhésionsmolekile wie z.B. Intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 und Endothelial
leukozyte adhesion molecule (ELAM)-1. Dies fuhrt zu einer vermehrten Einwanderung
von Monozyten und Granulozyten aus dem Blut in den Ort der Entziindung®. Des

Weiteren konnte eine Steigerung der Gefal3permeabilitdt unter TNFa-Einwirkung

11
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beobachtet werden®, die zu einem vermehrten transendothelialen Durchtritt von
Flassigkeit und Makromolekulen fihrt und damit zur Schwellung des Gewebes beitragt.
Daruber hinaus fordert TNFa die Angiogenese, unter anderem durch die

Expressionssteigerung von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)*"*,

1.1.7.1 Der Einfluss von TNFa auf den Knochen- und Knorpelstoffwechsel
Am Knochenstoffwechsel sind mal3geblich zwei Zellarten beteiligt. Die Knochenmatrix

wird von den Osteoblasten synthetisiert und von den Osteoklasten resorbiert**. Beide
Zellarten werden von TNFoa beeinflusst. Ein Schlisselmolekil der osteoklastischen
Knochenresorption ist Receptor Activator Nuclear Factor-kB Ligand (RANKL), welches
durch die Bindung an Receptor Activator Nuclear Factor-kB (RANK) wirkt. RANK
befindet sich einerseits auf der Oberflache der Monozyten und ist dort verantwortlich fir
die vollstandige Ausdifferenzierung zum Osteoklasten, andererseits sitzt er auf der
Oberflache von bereits ausgereiften Osteoklasten und bewirkt dort eine Aktivierung der
Zelle**. Es konnte nachgewiesen werden, dass es unter Einwirkung von TNFa zu einer
Hochregulierung von RANKL kommt*. Dariiber hinaus filhrt TNFo auch iber RANK-
unabhangige Mechanismen zur Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten®.

Fur den Knochenaufbau sind die Proteine der Wingless-(Wnt-)Familie von
herausragender Bedeutung. Sie tragen wesentlich sowohl zur Differenzierung als auch
zur Proliferation der Osteoblasten bei, verhindern deren Apoptose und fordern die
Knochenmatrixmineralisierung ** . TNFa induziert Dickkopf-1 (DKK-1), einen sehr
potenten Antagonisten der Wnt-Familie und hemmt somit den anabolen
Knochenstoffwechsel*.

Im Knorpelgewebe konnte TNFo ebenfalls eine katabole Wirkung nachgewiesen
werden. Das Zytokin filhrt dort zum vermehrten Abbau der Knorpelmatrix*® sowie zur

Apoptose der Chondrozyten®.

1.2 Serum Biomarker
Serum Biomarker sind im Serum nachweisbare Molekiile, die Hinweise auf den Ablauf

physiologischer und pathologischer Prozesse geben. Im Rahmen der SpA-Forschung
sind Biomarker in unterschiedlichen Bereichen einsetzbar. Von besonderer Relevanz
fur die vorliegende Arbeit sind Biomarker, welche Entzlindungsaktivitat und Vorgange

des Knorpel- und Knochenstoffwechsels widerspiegeln.
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1.2.1 Biomarker fur Knochenaufbau

1.2.1.1 Knochenspezifische Alkalische Phosphatase (BAP)

Die Alkalische Phosphatase ist ein in unterschiedlichen Geweben vorkommendes
Enzym. Die Bone-specific Alkaline Phosphatase (BAP) ist das knochenspezifische
Isoenzym. BAP ist ein friher Osteoblastenmarker, der bereits bei Praosteoblasten
nachgewiesen werden kann und dessen Aktivitdt gegen Ende der Matrixmineralisation
ricklaufig ist>*. BAP wird von Osteoblasten an der Oberflache exprimiert und wahrend
der Knochenformation in die Knochenmatrix eingebaut®. BAP tragt allem Anschein
nach zur Reifung der Knochenmatrix bei. Der genaue Mechanismus ist jedoch nicht
bekannt®.

Bisherige Untersuchungen der Serumkonzentrationen von BAP bei Gesunden und AS
Patienten ergaben unterschiedliche Ergebnisse. Yilmaz et al. konnten bei der
Untersuchung von 44 AS Patienten und 41 gesunden Kontrollen keinen signifikanten
Unterschiede feststellen®®. Speden et al. verglichen 40 Frauen, die an einer AS litten
mit 74 gesunden Kontrollen. Hier ergaben sich bei den erkrankten Frauen signifikant
niedrigere BAP-Serumkonzentrationen >>. Mitra et al. stellten hingegen signifikant
hohere BAP-Serumkonzentrationen bei 56 Patienten mit einer milden AS fest,

verglichen mit 52 gesunden Kontrollen®®.

1.2.1.2 Osteocalcin (OC)
Osteocalcin ist ein peptidischer Bestandteil der Knochenmatrix mit einer hohen Affinitat

zu Hydroxyapatit und Calcium. Es wird von Osteoblasten synthetisiert und sezerniert. In
der Phase der Knochenmineralisierung erreicht die Expression ihren Hohepunkt®’. Der
grolRere Anteil des Osteocalcins wird in die Knochenmatrix eingebaut. Ein kleinerer
Anteil wird freigesetzt und kann im Serum nachgewiesen werden. Delmas et al. konnten
zeigen, dass die Serumkonzentration von Osteocalcin mit dem histologisch
nachgewiesenen Knochenaufbau korreliert®®. Die genaue Funktion von Osteocalcin fiir
den Knochenmetabolismus ist jedoch weiterhin unklar.

Beim Vergleich der OC-Serumkonzentration von AS Patienten und Gesunden gab es
widerspriichliche Ergebnisse. Im Vergleich mit gesunden Kontrollen konnten Borman et
al. eine signifikant erhéhte OC-Serumkonzentration bei 32 AS Patienten feststellen®®.
Speden et al. verglichen 40 weibliche AS Patientinnen mit 74 gesunden Kontrollen. Hier
ergaben sich bei den erkrankten Frauen signifikant niedrigere OC-

Serumkonzentrationen®®. Im Gegensatz dazu konnte in anderen Arbeiten kein
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signifikanter Unterschied zwischen AS Patienten und gesunden Kontrollen festgestellt

werden®*%°.

1.2.2 Biomarker fur Kochen- und Knorpelabbau
1.2.2.1 Matrix-Metalloproteinase-3 (MMP-3)
Matrix-Metalloproteinase-3 gehort zu einer gro3en Familie von Endopeptidasen, die
Bestandteile der Extrazellularen Matrix spalten. Sie haben eine erhebliche Bedeutung
bei der Proliferation, Wundheilung, Tumorinvasion sowie Gewebeum- und
Gewebeabbau®. MMP-3 hat ein groRBes Spektrum an Substraten. Dazu gehéren unter
anderem Kollagen Typ llI, IV, IX, X und das Proteoglykan Aggrecan, ein wichtiger
Bestandteil der Knorpelmatrix®?. Dariiber hinaus wandelt MMP-3 zahlreiche Enzyme
und Zytokine von ihrer Vorstufe in die aktive Form um, wie zum Beispiel proMMP-1 und
proTNFo®®. MMP-1 spaltet Kollagen Typ | und Il. Durch die Aktivierung von MMP-1 ist
MMP-3 folglich an der Spaltung der beiden Hauptbestandteile von Knorpel und
Knochen beteiligt®®. van Meurs et al. zeigten, dass MMP-3-knockout-Mause verglichen
mit den Wildtyp Mausen nach Arthritisinduktion keine Knorpeldestruktion aufwiesen.
Dies unterstreicht die Relevanz von MMP-3 fur Knorpeldestruktion im Rahmen einer
Arthritis®®.
Die Serumkonzentration von MMP-3 wurde bei AS Patienten in unterschiedlichen
Arbeiten untersucht. Yang et al. analysierten das Serum von 41 AS Patienten und 28
gesunden Kontrollen. Es lag kein signifikanter Unterschied vor®®. Im Gegensatz dazu
zeigen die Ergebnisse von Chen et al. signifikant hbhere MMP-3-Serumkonzentrationen
bei 42 AS Patienten verglichen mit 20 gesunden Kontrollen®’,

1.2.2.2 Pyridinolin Crosslink (PYD)
Die Quervernetzung von Kollagenfasern ist essentiell fir die Stabilitdt von Knochen-

und Knorpelgewebe. Sie erfolgt durch die so genannten Crosslinks, die die einzelnen
Kollagenfasern miteinander verbinden. Pyridinolin Crosslink ist ein wichtiger Vertreter
dieser Gruppe. Es vernetzt sowohl Kollagen Typ | als auch Kollagen Typ Il miteinander
und ist hauptsachlich im Knochen und Knorpel nachweisbar . Beim Abbau des
kollagenhaltigen Bindegewebes wird Pyridinolin freigesetzt. Es ist sowohl im Serum, als
auch spater im Urin nachweisbar und somit ein weitgehend spezifischer Marker fir den
Knochen- und Knorpelabbau®®.

Die Konzentrationsbestimmung von PYD im Urin als Marker fur Kollagenabbau ist gut

etabliert. Jedoch gibt es widersprichliche Ergebnisse beim Vergleich der PYD-
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Urinkonzentration von Patienten mit Spondyloarthritiden und gesunden Kontrollen.
Yilmaz et al. haben 44 AS Patienten mit 41 gesunden Kontrollen verglichen und bei AS
Patienten signifikant hohere Konzentrationen festgestellt®>*. Toussirot et al. konnten
keinen signifikanten Unterschied in den PYD-Urinkonzentrationen zwischen 32 AS
Patienten und 25 gesunden Kontrollen ausmachen®. Die Bestimmung von PYD im Urin
ist abhéngig von der Urin- bzw. der Kreatininkonzentration. Dies kann zur Verfalschung
der Werte fuhren. Golmia et al. haben PYD erstmalig im Serum von 25 AS Patienten
und 40 gesunden Kontrollen gemessen und signifikant niedrigere PYD-

Serumkonzentrationen bei den Patienten beobachtet.

1.2.3 Biomarker fir Gefal3proliferation

1.23.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF)
VEGEF ist einer der wichtigsten Angiogenesefaktoren. Er induziert durch Proliferation
und Migration von Endothelzellen die Bildung neuer Blutgefal3e und ist in der Lage, die
Permeabilitat bereits existierender Gefal3e zu steigern. VEGF spielt eine Schlisselrolle
bei Wundheilung, Embryonalentwicklung, Tumorwachstum und

Entziindungsprozessen '+ "2

. Die Angiogenese kann auf unterschiedliche Weise zur
Entstehung und Unterhaltung entzindlicher Prozesse beitragen. Bei einem
Arthritismodell bei Mausen konnte gezeigt werden, dass die Gabe eines VEGF-
Antikérpers zum Riickgang der Entziindung fiihrte ”®. Auch bei der enchondralen
Ossifikation ist VEGF elementar. Es konnte dargestellt werden, dass wahrend der
Ossifikation hypertrophierte Chondrozyten VEGF exprimieren, was zur Invasion von
GefalRen fuhrte. Durch die Verabreichung eines VEGF-Antikbrpers wurde die
Ossifikation stark beeintrachtigt’™.

In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur Normalbevolkerung
bei SpA Patienten erhéhte VEGF-Konzentrationen vorliegen. Goldenberg et al. konnten
erstmals 2002 signifikant erhdhte Plasmakonzentrationen von VEGF bei 16 AS
Patienten im Vergleich mit 8 gesunden Kontrollen feststellen’. Drouart et al. haben die
Serumkonzentration von VEGF bei 105 Patienten mit SpA (72 AS) und 64 gesunden
Kontrollen bestimmt. Auch dort ergab sich eine signifikant erhbhte VEGF-Konzentration

im Vergleich zur Kontrollgruppe®.

1.2.3.2 Soluble Intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1)
SICAM-1 ist die losliche Form des membranstidndigen Adhasionsmolekils ICAM-

1/CD54. Das membranstandige ICAM-1 wird unter anderem an der Oberflache von
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Endothel- und Epithelzellen exprimiert und fuhrt zu Adhasion von Leukozyten. Durch
proinflammtorische Zytokine, wie z.B. TNFo wird die Expression gesteigert*’. Dies fiihrt
bei einem lokalen Entzindungsprozess zu einer Adhasion und Migration der
Immunzellen an den Ort der Entziindung’’. Das losliche sICAM-1 entsteht durch
Spaltung aus dem membranstandigen ICAM-1. Erhohte Serumwerte findet man im
Allgemeinen bei Entziindungen. Jedoch ist nicht geklart, ob es als Blocker der ICAM-1-
Liganden dient und somit die Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel hemmt
oder ob es selber die Entziindung unterstutzt. Darliber hinaus konnte gezeigt werden,
dass sICAM-1 durch Stimulation von Endothelzellmigration Angiogenese fordert’®.

Bei 25 Patienten mit SpA konnte im Serum eine leicht erhdhte Konzentration von
sICAM-1 im Vergleich mit 20 gesunden Kontrollen festgestellt werden. Der Unterschied

war jedoch nicht signifikant™.

1.3 Fragestellung
Es wurden bereits viele Anstrengungen unternommen, um Biomarker bei entztindlich-

rheumatischen Krankheiten zu etablieren. Dies geschah einerseits mit der Absicht,
Diagnosestellung, Prognoseeinschatzung sowie Therapiemonitoring zu verbessern und
andererseits, um ein detaillierteres Verstandnis der Pathogenese zu erlangen. Die
vorliegende Arbeit wurde im Jahre 2006 mit dem Ziel unternommen, zur Beantwortung
folgender Fragen beizutragen:

1. Wie hangen bei Patienten mit axialer SpA Entzindung, Knochen- und
Knorpelabbau so wie Knochenneubildung zusammen und wie greift eine TNFa-
Blocker-Therapie in diese Prozesse ein?

2. Welche Biomarker zeigen einen Zusammenhang mit der entzundlichen
Krankheitsaktivitat der axialen SpA?

3. Welchen Einfluss hat die TNFa-Blocker-Therapie auf die
Biomarkerkonzentrationen?

4. Besteht ein Unterschied zwischen den Biomarkerkonzentrationen der Patienten
mit AS und nr-axSpA?

5. Besteht ein Zusammenhang zwischen Biomarkerkonzentrationen und einem
Ansprechen auf die TNFa-Blocker-Therapie?

6. Besteht ein Zusammenhang zwischen dem HLA-B27-Status und Biomarkern?

7. Wie andern sich die Biomarkerkonzentrationen im Krankheitsverlauf der axialen
SpA?
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2 Patienten und Methoden
2.1 Patienten

2.1.1 TNFa-Blocker naive AS Patienten
Aus der German Spondyloarthritis Inception Cohort (GESPIC) wurden 71 TNFa-Blocker

naive AS Patienten ausgewahlt. Die Patienten hatten ein Mindestalter von 18 Jahren
und erfilllten die modifizierten New York Kriterien zur Diagnosestellung der AS?*. Bei
den Patienten wurde zur Basisvisite, nach einem Jahr und nach 2 Jahren BASDAI, CRP
und BSG bestimmt sowie Serum zur Biomarkerkonzentrationsmessung entnommen.
Dies erfolgte in den Jahren 2000-2005. Die Mehrheit der Patienten erhielt NSAR jedoch
keine DMARD (disease-modifying anti-rheumatic drugs) oder Glukokortikoide. Der
Anteil der weiblichen Patienten betrug 38% und der mannlichen 62%. 82% der
Patienten waren HLA-B27 positiv und 18% HLA-B27 negativ. Das Alter betrug im
Durchschnitt 37,75+10,67 Jahre und die mittlere Krankheitsdauer lag bei 5,28+2,66
Jahren. Die lokale Ethikkomission stimmte der Studie zu und die Patienten gaben vor

Studienbeginn eine schriftliche Einverstandniserklarung ab.

2.1.2 Axiale SpA Patienten unter TNFa-Blocker-Therapie
Es wurden insgesamt 34 Patienten mit der Diagnose axiale SpA in die Untersuchung

eingeschlossen. Davon litten 22 Patienten an einer AS und 12 Patienten an einer nr-
axSpA. Die Diagnose nr-axSpA wurde im Einklang mit den ASAS-
Klassifikationskriterien gestellt>® und unter Ausschluss der Patienten mit einer AS. Die
Diagnose AS wurde gemap der New York Kriterien®* gestellt. Eingeschlossenen wurden
Patienten, die ein Alter von mindestens 18 Jahren und eine NSAR-Therapie-refraktéare
Krankheitsaktivitat mit einem BASDAI =4 hatten. Eine evtl. Antikdrper-Therapie musste
mindestens 12 Wochen vor Studienbeginn abgesetzt worden sein. Die Patienten
wurden mittels Intrakutantest nach Mendel-Mantoux und einer Réntgenthoraxaufnahme
auf Tuberkulose untersucht.

Den Patienten wurde alle zwei Wochen 40mg Adalimumab subkutan verabreicht. Vor
Therapiebeginn, nach 12 und nach 36-52 Wochen wurden als klinische und
laborchemische Outcome-Parameter BASDAI und CRP bestimmt und Serum zur
Biomarkerbestimmung entnommen. Der Untersuchungszeitraum begann im Jahr 2003
und endete 2007. Das Patientenkollektiv bestand zu 50,0% aus mannlichen und zu
50,0% weiblichen Patienten. Von ihnen waren 17,6% HLA-B27 negativ und 82,4% HLA-
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B27 positiv. Das Alter lag im Durchschnitt bei 40,12+12,2 Jahren und die mittlere

Krankheitsdauer betrug 10,63+9,9 Jahre. Die lokale Ethikkomission stimmte der

Durchfihrung der Studie zu. Die Patienten gaben vor Studienbeginn eine schriftliche

Einverstandniserklarung ab.

2.2 Methoden

2.2.1 Verwendete Materialien und Gerate
Probengewinnung

Vacutainer Systems Blood Collection Set

BD Vacutainer SST Il Advanced 8,5 ml

Megafuge 10R, Haereus Sepatech

Pipette Reference 1000, Eppendorf

Pipettenspitzen 1000ul Sarstedt

GefalRe CryoPure 1,8 ml, Sarstedt, Nurnberg

ELISA

Pipette Eppendorf Reference 10

Pipette Eppendorf Reference 100

Pipette Eppendorf Reference 1000

Pipette Eppendorf Research 300

Pipettenspitzen ep TIPS Standard 0,5-20 nl, Eppendorf
Pipettenspitzen ep TIPS Standard 20-300 pl, Eppendorf
Pipettenspitzen 200 ul, Sarstedt

Pipettenspitzen 1000 pl, Sarstedt

Pipettierhilfe Sarpette Automatic, DESAGA Sarstedt-Gruppe
Pipetten FALCON Advantage 25 ml, BD

Pipetten Costar Stripette 20 ml, Coring

Centrifuge 5415C, Eppendorf

MS1 Minishaker, IKA

Schwenkplatte Assistent 348/1, Karl Hecht AG
Reagiergefal} Safe Seal 0,5 ml, Sarstedt

GefalRe CryoPure 1,8 ml, Sarstedt

Triflill Multi Channel Pipetter Reservoir, CAMLAB
InVitro Biotainer Bottles 250, 500 und 1000 ml, Nalgene
30K MWCO Spinfilter, Quidel
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MRX Microplate Reader, DYNEX Technologies

2.2.2 Klinische und laborchemische Parameter
Zu jedem Visitenzeitpunkt wurde der BASDAI ermittelt. Die Konzentration des CRP

wurde standardmaRig am jeweiligen Standort im Routinelabor bestimmt. Die BSG

wurde standardmafiig am jeweiligen Standort bestimmit.

2.2.3 Serumproben
Den Patienten wurde mittels vendser Blutentnahme peripheres Blut entnommen. Die

Proben wurden nach mindestens 30 Min. und eingetretener Gerinnung bei 2500/min fur
10 Min. zentrifugiert. Das Serum wurde vom Blutkuchen abgenommen, alliquotiert und
bei mindestens —20°C bis zur Messung aufbewahrt.

Auf Grund von geringen Probenmengen bei einzelnen Patienten konnten einige
Serumproben nicht auf alle Biomarker untersucht werden. Bei der TNFa-Blocker naiven
Kohorte wurden die Biomarker BAP und MMP-3 bei allen 71 Patienten untersucht. Der
Biomarker PYD wurde bei 51, der Biomarker VEGF bei 50 und der Biomarker OC bei
33 Patienten bestimmt. Bei der TNFa-Blocker therapierten Kohorte wurden die
Biomarker BAP, MMP-3 und VEGF zu den Zeitpunkten Woche 0 und Woche 36-52 bei
34 Patienten und zum Zeitpunkt Woche 12 bei 33 Patienten bestimmt. Der Biomarker
PYD wurde zum Zeitpunkten Woche 0 bei 34 und zum Zeitpunkt Woche 36-52 bei 33
Patienten bestimmt. Der Biomarker sICAM-1 wurde zu den Zeitpunkten Woche 0 und
Woche 36-52 bei 33 Patienten und zum Zeitpunkt Woche 12 bei 32 Patienten

bestimmt.

2.2.4 Enzyme-linked immunosorbent assays
Samtliche fir diese Arbeit durchgefihrten Enzyme-linked immunosorbent assays

(ELISA) mussten im Labor der Rheumatologie — Charité Benjamin Franklin neu etabliert
werden. Die Immunoassays wurden in Zweifachbestimmung durchgefiihrt. Als
Qualitatskontrolle  wurden bei jedem Assay Kontrollen mit bekannter
Biomarkerkonzentration bestimmt. Bei allen Assays kamen die Anweisungen des
Herstellers zur Anwendung. Die Auswertung der Messungen wurde mit Hilfe der
Software Revelation Version G 3.2 durchgefuhrt.

Wenn nicht anders beschrieben, wurde bei der Durchfihrung der einzelnen
Immunoassays wie folgt vorgegangen:

o die gefrorenen Sera wurden schonend auf Eis aufgetaut und anschlie3end
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durchmischt

e vor Testbeginn wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht

e die Inkubation der Mikrotiterplatte erfolgte bei Raumtemperatur, ohne
Lichteinwirkung auf der Schwenkplatte

e beim Waschvorgang wurde der Inhalt der Mikrotiterplatte verworfen und alle

Vertiefungen 5 mal mit je 300 ul Waschpuffer gespult und kraftig ausgeklopft

2.2.4.1 ELISA fur Knochenspezifische Alkalische Phosphatase (BAP)
Zur Enzymaktivitatsmessung der Knochenspezifischen Alkalischen Phosphatase wurde

der kommerziell erhaltlicher Enzym Immunosorbent Assay METRA® BAP von Quidel
(McKellar Court, USA) verwendet.

2.2.4.1.1 Testprinzip
Die Mikrotiterstreifen sind mit Anti-BAP-Antikdrpern beschichtet, die die in der Probe

vorliegende BAP binden. Die Enzymaktivitdt der gebundenen BAP wird durch den
Umsatz von p-Nitrophenylphosphat-Substrat und der daraus resultierenden

Farbreaktion ermittelt.

2.24.1.2 Reagenzien:
e Mikrotiterstreifen; beschichtet mit gereinigtem monoklonalem Anti-BAP-IgG-

Antikorper
e Standards (A=0, B=2, C=20, D=50, E=80, F=140 U/I BAP)
e Kontrollen
e Testpufferlésung
e Substrat (p-Nitrophenylphosphat)
e Stopplésung (0,5 N NaOH)
e Waschpuffer

2.2.4.1.3 Testdurchfuhrung
In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 125 ul Testpuffer und 20 ul Standard,

Kontrolle oder Probe gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 3 Std. inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Dann wurden 150 ul Substratlosung in jede Vertiefung
pipettiert und je nach Farbentwicklung ca. 30 Min. inkubiert. Dann wurde die Reaktion

mit 100 pl Stopplésung angehalten. Unmittelbar im Anschluss wurde die Absorption bei
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405 nm und auf der Referenzwellenlange 630 nm gemessen. Als Standardkurve wurde

eine Regression 2. Ordnung verwendet.

2.2.4.2 ELISA fur Osteocalcin (OC)
Zur Konzentrationsbestimmung der OC wurde der kommerziell erhaltliche N-MID®

Osteocalcin ELISA von nordichioscience (Herlev, Danemark) verwendet. Dieser Assay

bestimmt sowohl das intakte OC als auch das N-terminale mid-Fragment.

2.2.4.2.1 Testprinzip
Dieser Test beruht auf dem Prinzip des Sandwich-Assays. Die Mikrotiterplatte ist

Streptavidin beschichtet. Zu der Probe werden zwei an unterschiedliche Doménen des
OC-Molekils bindende Anti-OC-Antikdrper gegeben. Ein Antikorper ist biotinyliert und
bindet OC Uber Streptavidin an die Mikrotiterplatte. Der andere Antikorper ist
Peroxidase-markiert. = Die  Peroxidase setzt das zugegebene  Substrat
Tetramethylbenzidin um. Die dabei entstehende Farbreaktion wird photometrisch

quantifiziert.

2.2.4.2.2 Reagenzien:
e Mikrotiterstreifen (beschichtet mit Streptavidin)

e Standards (lyophilisiert S1=4,2; S2=7,6; S3=19,4; S4=35,4; S5=56,1 ng/ml OC)
e Kontrollen

e Peroxidase-markierte Antikérper (monoklonaler Maus-Anti-OC-Antikdrper)

e Biotinylierter Antikdrper (monoklonaler Maus-Anti-OC-Antikorper)

e Konjugatverdinnungslosung

e Substrat (Tetramethylbenzidin)

e Stopplésung (0,18 mol/l H2S04)

e Waschpuffer

2.2.4.2.3 Testdurchfuhrung
Das Lyophilisat des OC-Standards und der Kontrolle wurden in 0,5 ml destilliertem

Wasser gelost. Der Peroxidase-markierte Antikorper und der biotinylierte Antikorper
wurden mit einer Konjugatverdinnungslosung im Verhdltnis 1:40 verdinnt und zu
gleichen Teilen gemischt. Von der so entstehenden Antikdrperlésung wurden 150 pl
zusammen mit 20 ul Standard, Kontrolle oder Probe in jede Vertiefung der

Mikrotiterplatte gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 2 Std. inkubiert und im Anschluss
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gewaschen.

Dann wurden 100 pl Substratldsung in jede Vertiefung pipettiert und je nach
Farbentwicklung ca. 15 Min. inkubiert. Dann wurde mit 100 ul Stopplésung die
Farbreaktion angehalten. Unmittelbar im Anschluss wurde die Absorption bei 450 nm
auf der Referenz-wellenlange von 630 nm gemessen und mit Hilfe einer 4-

Parameterstandardkurve ausgewertet.

2.2.4.3 ELISA fur Matrix-Metalloproteinase-3 (MMP-3)
Zur Konzentrationsbestimmung der MMP-3 wurde der kommerziell erhéltliche

Quantikine® Human MMP-3 (total) Immunoassay (R&D Systems, Germany) verwendet.
Dieser Assay ist sowohl fur die aktive MMP-3 als auch die proMMP-3 sensibel.

2.2.4.3.1 Testprinzip
Dieser Test beruht auf dem Prinzip des Sandwich-Assays. Die Mikrotiterstreifen sind mit

einem Anti-MMP-3-Antikdrper beschichtet, der die in der Probe vorliegende MMP-3
fixiert. Ein zweiter Antikdrper bindet an ein weiteres Epitop von MMP-3. An diesen
Antikdrper ist die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, welche bei Zugabe von
Tetramethylbenzidin eine Farbreaktion hervorruft, die sich photometrisch quantifizieren

|asst.

2.2.4.3.2 Reagenzien:
e Mikrotiterstreifen (beschichtet mit einem polyklonalem Anti-MMP-3-Antikérper)

e Standard (100 ng lyophiliziertes rekombinantes humanes pro-MMP-3)

e Calibrator Diluent RD5-10

e Assay Diluent RD1-52

e Konjugat (polyklonaler Anti-MMP-3-Antikbrper gekoppelt mit Meerrettich-
Peroxidase)

e Color Reagenz A (stabilisiertes Wasserstoffperoxid)

e Color Reagenz B (stabilisiertes Tetramethylbenzidin)

e Stopplésung (2N H2S0a4)

e Waschpuffer

2.2.4.3.3 Testdurchfuhrung
Das Lyophilisat des MMP-3-Standards wurde mit 1ml destilliertem Wasser aufgel6st, so

dass eine Stocklésung mit einer Konzentration von 100 ng/ml MMP-3 entstand. Aus
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dieser Stocklosung und Calibrator Diluent wurde eine Standardverdinnungsreihe
hergestellt (S7=10; S6=5; S5=2,5; S4=1,25; S3=0,625; S2=0,312; S1=0,156 ng/ml
MMP-3). Aus 4 pl Stockldsung und 396 pl Calibrator Diluent wurde eine Kontrolle von
1ng/ml angefertigt. Jede Serumprobe wurde im Verhaltnis 1:10 mit Calibrator Diluent
verdunnt.

In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 100ul Assay Diluent und 100ul Standard,
Kontrolle oder Probe gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 2 Std. inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Dann wurden 200 ul Substratlosung (Color Reagenz A +
Color Reagenz B) in jede Vertiefung pipettiert und je nach Farbentwicklung ca. 30 Min.
inkubiert. Dann wurde die Reaktion mit 50 ul Stopplésung angehalten. Unmittelbar im
Anschluss wurde die Absorption bei 450 nm auf der Referenzwellenlange 630 nm

gemessen und mit einer 4-Parameterkurve als Standardkurve ausgewertet.

2.2.4.4  ELISA fur Pyridinolin Crosslink (PYD)
Zur Konzentrationsbestimmung des PYD wurde der kommerziell erhéltiche METRA®

Serum PYD EIA Kit (Quidel, USA) verwendet.

2.2.4.41 Testprinzip
Dieser Test ist ein kompetetiver Enzymimmunoassay. Das in der Probe vorliegende

PYD konkurriert mit PYD, welches an die Mikrotiterplatte gebunden ist um einen
polyklonalen Kaninchen-Anti-PYD-Antikorper. Der an die Mikrotiterplatte gebundene
Antikdrper wird durch einen alkalische Phosphatase-markierten Ziegen-Anti-Kaninchen-
Antikdrper detektiert. Nach Zugabe von p-Nitrophenylphosphat wird die Farbintensitéat
photometrisch quantifiziert.

2.2.4.4.2 Reagenzien:
e Mikrotiterstreifen (beschichtet mit aus Rinderknochen isoliertem PYD)

e Standard (120 nmol/l PYD)

e Assaypuffer

e Enzympuffer

e Antikdrper (polyklonaler Kaninchen-Anti-PYD-Antikorper.)
e Konjugat (lyophilisierter Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikdrper)
e Substrattabletten (p-Nitrophenylphosphat)

e Substratpuffer

e Kontrollen (PYD, isoliert aus humanem Urin)
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e Stopplésung (0,5N NaOH)
e Waschpuffer

2.2.4.4.3 Testdurchfihrung
Alle Reagenzien bis auf den Pyridinolinantikérper wurden vor Gebrauch auf

Raumtemperatur gebracht. Aus Standard und Assaypuffer wurde eine
Standardverdiinnungsreihe hergestellt (S5=12; S4=6; S3=3; S2=1,5; S1=0,75 nmol/l
PYD). Die Konzentrate der Kontrollen wurden im Verhdltnis 1:10 verdinnt. Jede
Serumprobe wurde einzeln in einen Spinfilter gegeben und 30 Min. bei 10000/min
zentrifugiert. War das dabei entstandene Filtrat nicht farblos wurde dieser Vorgang
wiederholt.

Im Anschluss wurde in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 50 ul Enzympuffer, 75 ul
Pyridinolinantikbrper und 25 pl Standard, Kontrolle oder Probe gegeben. Die
Mikrotiterplatte wurde 18-24 Std. bei 2-8°C und ohne Lichteinwirkung auf der
Schwenkplatte inkubiert und anschlieend gewaschen. Es wurden 150 ul
Konjugatlosung in jede Vertiefung gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 1 Std. inkubiert
und anschlieRend gewaschen. Dann wurden 150 ul Substratlésung in jede Vertiefung
pipettiert und je nach Farbentwicklung ca. 40 Min. inkubiert. Die Reaktion wurde mit
100ul Stopplosung angehalten. Unmittelbar im Anschluss wurde die Absorption bei 405
nm auf der Referenzwellenlange 630 nm gemessen und mit Hilfe einer 4-Parameter-

Standardkurve die Konzentration der Proben bestimmt.

2.2.45 ELISA fur Vascular Endothelial Growthfactor (VEGF)
Zur Konzentrationsbestimmung des VEGF wurde der kommerzielle Quantikine®

Human VEGF Immunoassay (R&D Systems, USA) verwendet.

2.245.1 Testprinzip
Dieser Test beruht auf dem Prinzip des Sandwich-Assays. Die Mikrotiterstreifen sind mit

einem Anti-VEGF-Antikorper beschichtet, der den in der Probe vorliegende VEGF
fixiert. Ein zweiter Antikorper bindet an ein weiteres Epitop von VEGF. An diesen
Antikérper ist die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, welche bei Zugabe von
Tetramethylbenzidin eine Farbreaktion hervorruft, deren Intensitat sich photometrisch

guantifizieren lasst.

2.2.45.2 Reagenzien:
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e Mikrotiterstreifen (beschichtet mit einem monoklonalem Maus-Anti-VEGF-
Antikdrper)

e Standard (2000pg lyophilisierter rekombinanter humaner VEGF165)

e Calibrator Diluent RD6U

e Assay Diluent RDW1

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

e Color Reagenz A (stabilisiertes Wasserstoffperoxid)

e Color Reagenz B (stabilisiertes Tetramethylbenzidin)

e Stopplésung (2N H2S0a4)

e Waschpuffer

2.2.45.3 Testdurchfuhrung
Das Lyophilisat des VEGF-Standards wurde mit 1ml Calibrator Diluent aufgel6st, so

dass eine Stocklosung mit einer Konzentration von 2000 pg/ml VEGF entstand. Aus
dieser Stockldsung und Calibrator Diluent wurde eine Standardverdinnungsreihe
hergestellt (S7=2000; S6=1000; S5=500; S4=250; S3=125; S2=62,5; S1=31,2 pg/ml
VEGF). Aus 20 pl Stocklésung und 380 ul Calibrator Diluent wurde eine Kontrolle von
100 pg/ml VEGF angefertigt.

In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 100 pul Assay Diluent und 100 ul Standard,
Kontrolle oder Probe gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 2 Std. inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Dann wurden 200 ul Konjugat in jede Vertiefung gegeben.
Die Mikrotiterplatte wurde abermals 2 Std. inkubiert und anschlie3end gewaschen.
Dann wurden 200ul Substratiésung (Color Reagenz A + Color Reagenz B) in jede
Vertiefung pipettiert und je nach Farbentwicklung ca. 25 Min. inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 50ul  Stopploésung angehalten. Unmittelbar im Anschluss wurde die
Absorption bei 450 nm auf der Referenzwellenldnge 630 nm gemessen und mit einer 4-

Parameterkurve ausgewertet.

2.2.4.6  ELISA fir soluble intercellular adhesion molecule-1 (SICAM-1)
Zur Konzentrationsbestimmung der sICAM-1 wurde der kommerziell erhéltliche

Quantikine® Human soluble ICAM-1 /CD54 Immunoassay (R&D Systems, USA)

verwendet.

2.24.6.1 Testprinzip
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Dieser Test beruht auf dem Prinzip des Sandwich-Assays. Die Mikrotiterstreifen sind mit
einem Anti-sICAM-1-Antikdrper beschichtet, der das in der Probe vorliegende sICAM-1
fixiert. Ein zweiter Antikérper bindet an ein weiteres Epitop des sICAM-1-Molekils. An
diesen Antikorper ist die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, welche bei Zugabe von
Tetramethylbenzidin eine Farbreaktion hervorruft, die sich photometrisch quantifizieren

|asst.

2.2.4.6.2 Reagenzien:
e Mikrotiterstreifen (beschichtet mit einem monoklonalem Maus-Anti-sSICAM-1-

Antikorper)

e Standards (Lyophilisat mit rekombinantem humanem sSICAM-1 S5=45,26;
S4=32,49; S3=17,61; S2=9,29; S1=2,23 ng/ml sSICAM-1)

e Kontrolle (Lyophilisat von humanem Serum mit natlrlichem und rekombinantem
humanem sICAM-1)

e Sample Diluent

e Konjugat (Anti-sICAM-1-Antikdrper gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase)

e Substrat (stabilisiertes Tetramethylbenzidin)

e Stopplésung

e Waschpuffer

2.2.4.6.3 Testdurchfuhrung
Die lyophilisierten sICAM-1-Standards wurden jeweils mit 1ml und die Kontrolle mit

500ul destilliertem Wasser aufgeltst. Jede Serumprobe und die Kontrolle wurden im
Verhaltnis 1:20 mit Sample Diluent verdinnt.

In jede Vertiefung der Mikrotiterplatte wurden 100 pl Konjugat und 100 ul Standard,
Kontrolle oder Probe gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 1,5 Std. inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Dann wurden 100 ul Substratldsung in jede Vertiefung
pipettiert und je nach Farbentwicklung ca. 30 Min. inkubiert. Die Reaktion wurde mit
100 pl Stopplésung angehalten. Unmittelbar im Anschluss wurde die Absorption bei
450 nm auf der Referenzwellenlange 630 nm gemessen und mit einer 4-

Parameterkurve die Konzentration bestimmt.

2.2.5 Statistik
Die statistische Auswertung der Daten und die Erstellung der Diagramme erfolgte mit

dem Statistikprogramm SPSS 14.0 und 17.0 fir Windows. Die Serumkonzentrationen
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der Biomarker zu den unterschiedlichen Zeitpunkten wurden mit dem Wilcoxontest auf
signifikante Veranderungen untersucht. Die Korrelationsanalysen zwischen Biomarkern,
klinischen und laborchemischen Parametern wurden mit dem Spearman-Test
durchgefihrt. Die Biomarker der HLA-B27 positiven und negativen Patienten wurde mit
dem Mann-Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede untersucht. Die Unterschiede
der Biomarkerkonzentrationen zwischen AS/ nr-axSpA und Respondern/ Non-
Respondern wurden ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U-Test auf Signifikanz Uberprift.

Um die zeitlichen Veranderungen der Biomarker, der klinischen und laborchemischen
Parametern unter TNFa-Blocker-Therapie zu untersuchen, wurden Differenzen
zwischen den Zeitpunkt Basis und Zeitpunkt 36-52 Wochen ermittelt (d_BAP, d_MMP-3,
d VEGF, d_ sICAM-1, d PYD, d CRP und d_BASDAI). Diese so gebildeten Werte

wurden mit dem Spearman-Test auf eine signifikante Korrelation gepruft.
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3 Ergebnisse
3.1 TNFa-Blocker naive AS Patienten

3.1.1 Klinische und laborchemische Parameter

3.1.1.1 BASDAI
Der BASDAI wurde zum Ausgangszeitpunkt und zum Zeitpunkt 2 Jahre bei 69
Patienten und zum Zeitpunkt 1 Jahr bei 70 Patienten bestimmt. Zum Ausgangszeitpunkt
betrug der Median 3,95; zum Zeitpunkt 1 Jahr 3,16 und zum Zeitpunkt 2 Jahre 3,38. Es

bestand keine signifikante Anderung tiber den gesamten Untersuchungszeitraum.

3.1.1.2 CRP
Das CRP lag zum Ausgangszeitpunkt und zum Zeitpunkt 1 Jahr bei 46 Patienten und

zum Zeitpunkt 2 Jahre bei 44 Patienten vor. Der Median zum Zeitpunkt Basis betrug
12,50; zum Zeitpunkt 1 Jahr 10,00 und zum Zeitpunkt 2 Jahre 9,50mg/l. Die Spannweite
der CRP Messwerte war sehr grol3. Dies beruhte vor allem auf Ausreil3ern im oberen
Bereich. Der Median lag zu allen Zeitpunkten Gber 5mg/l, der oberen Grenze des
Normwerts fur Gesunde. Es bestanden keine signifikanten Anderungen der CRP-

Konzentrationen zwischen den einzelnen Zeitpunkten.

3.1.1.3 BSG
Die BSG wurde zum Ausgangszeitpunkt bei 70, nach einem Jahr bei 71 und nach zwei

Jahren bei 67 Patienten bestimmt. Der Median zum Ausgangszeitpunkt betrug 20,00;
nach einem Jahr 13,00 und nach 2 Jahren 14,00mm/h. Die BSG wies ebenfalls eine
grol3e Spannweite auf, die vor allem auf Werte im oberen Bereich zuriick zu fihren war.

Die Werte fielen zwischen dem Zeitpunkt Basis und 2 Jahre signifikant ab (p=0,032).

3.1.2 Serumbiomarker im Verlauf von 2 Jahren

3.1.21 BAP
BAP wurde zu allen drei Zeitpunkten bei allen 71 Patienten bestimmt (s. Abbildung 4).
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Abbildung 4 Boxplots der BAP-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Basis, 1 Jahr und 2 Jahre. Der
Median betrug zum Zeitpunkt Basis 14,19; zum Zeitpunkt 1 Jahr 14,08 und zum Zeitpunkt 2 Jahre
14,60U/1. Es lagen keine signifikanten Anderungen vor.

Die BAP-Konzentrationen lagen zu allen drei Zeitpunkten im gleichen Bereich. Es gab

keine signifikanten Anderungen innerhalb des Beobachtungszeitraums.

3.1.2.2 ocC
Die OC-Konzentrationen wurden zu allen Zeitpunkten bei 33 Patienten untersucht (s.

Abbildung 5).
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Abbildung 5 Boxplots der OC-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Basis, 1 Jahr und 2 Jahre. Der
Median betrug zum Zeitpunkt Basis 15,87; zum Zeitpunkt 1 Jahr 11,81 und zum Zeitpunkt 2 Jahre
11,65ng/ml. Es lag ein signifikanter Unterschied zwischen den Zeitpunkten Basis und 2 Jahre vor.
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Die OC-Konzentrationen nahmen (ber den Zeitraum von 2 Jahren signifikant ab
(p=0,018).

3.1.2.3 MMP-3
MMP-3 wurde zu allen Zeitpunkten bei allen 71 Patienten bestimmt (s. Abbildung 6).
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Abbildung 6 Boxplots der MMP-3-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Basis, 1 Jahr und 2 Jahre. Der
Median betrug zum Zeitpunkt Basis 16,26; zum Zeitpunkt 1 Jahr 14,42 und zum Zeitpunkt 2 Jahre
16,50U/I1. Es lagen keine signifikanten Anderungen vor.

Die MMP-3-Konzentrationen wiesen eine grof3e Spannweite auf, die auf Ausreil3er im
oberen Bereich zuriickzufilhren war. Es gab keine signifikante Anderung der

Konzentrationen Uber die drei Zeitpunkte.

3.1.2.4 PYD
PYD wurde zu allen Zeitpunkten bei 51 Patienten untersucht (s. Abbildung 7).

30



Ergebnisse

57 * «
4
S
. 3 @ (@] *
3 e}
1 T
2— S
1-
_o_
o
T T T
Basis 1 Jahr 2 Jahre

Abbildung 7 Boxplots der PYD-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Basis, 1 Jahr und 2 Jahre. Der
Median betrug zum Zeitpunkt Basis 1,36; zum Zeitpunkt 1 Jahr 1,22 und zum Zeitpunkt 2 Jahre
1,21nmol/l. Es lagen keine signifikanten Anderungen vor.

Die Mediane der PYD-Konzentrationen lagen zu allen drei Zeitpunkten im gleichen

Bereich. Es fanden keine signifikanten Anderungen statt.

3.1.25 VEGF
VEGF wurde zu allen Zeitpunkten bei 50 Patienten bestimmt (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8 Boxplots der VEGF-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Basis, 1 Jahr und 2 Jahre. Der
Median betrug zum Zeitpunkt Basis 293,02; zum Zeitpunkt 1 Jahr 314,89 und zum Zeitpunkt 2 Jahre
292,84pg/ml. Es lagen keine signifikanten Anderungen vor.
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Die VEGF-Konzentrationen hatten eine grol3e Spannweite. Es kam zu keiner

signifikanten Anderung innerhalb des Beobachtungszeitraums.

3.1.3 Korrelationen der Biomarkerkonzentrationen untereinander und
mit CRP, BSG, BASDAI, und Patientenalter

Die VEGF-Serumkonzentration korrelierte zu allen drei Zeitpunkten mit der CRP-
Konzentration, dem BASDAI sowie der BSG. Die OC-Serumkonzentration korrelierte zu
den Zeitpunkten 1 Jahr und 2 Jahre negativ mit dem BASDAI. Die PYD-
Serumkonzentration korrelierte zu den Zeitpunkten Basis und 1 Jahr mit der CRP-
Konzentration. Die Ubrigen Korrelationen der Biomarkerkonzentrationen mit den
klinischen und laborchemischen Parametern waren maximal zu einem der drei
Zeitpunkte signifikant (s. Tabelle 1).

Die BAP-Konzentration korrelierte zu den Zeitpunkten Basis und 1 Jahr mit der OC-
Konzentration. Die weitern Korrelationen der Biomarkerkonzentrationen untereinander

waren maximal zu einem der drei Zeitpunkte signifikant (s. Tabelle 2).

Tabelle 1 Korrelationen der Biomarkerkonzentrationen mit BASDAI, CRP, BSG, Patientenalter und
Krankheitsdauer zu den Zeitpunkten Basis, 1 Jahr und 2 Jahre. * p<0,05; **p<0,01

BASDAI CRP BSG Krankheits-
[mg/l] [mm/h] dauer
[Jahre]
BAP [U/] Basis 0,069 0,333 ** 0,176 -0,020
1 Jahr -0,261 * -0,044 -0,041 0,014
2 Jahre -0,222 0,012 -0,082 -0,050
OC [ng/ml] Basis 0,019 0,180 0,165 -0,050
1 Jahr -0,363 * 0,012 -0,196 -0,252
2 Jahre -0,416 * -0,060 -0,287 -0,129
MMP-3 [U/l] Basis -0,039 0,291 ° 0,011 -0,005
1 Jahr -0,076 0,028 0,055 0,060
2 Jahre -0,062 0,112 -0,139 0,038
PYD [nmol/l]  Basis -0,173 0,329 * 0,366 ** 0,078
1 Jahr -0,111 0,439 ** 0,074 0,168
2 Jahre -0,092 0,035 0,212 0,007
VEGF [pg/ml] Basis 0,340 * 0,307 * 0,370 ** 0,241
1 Jahr 0,452 * 0,431 * 0,491 * 0,152
2 Jahre 0,496 ** 0,361 * 0,372 * 0,275
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Tabelle 2 Korrelationen der Biomarkerkonzentrationen untereinander zu den Zeitpunkten Basis, 1 Jahr
und 2 Jahre. * p<0,05; **p<0,01

BAP ocC MMP-3 PYD VEGF
[u/] [ng/mi] (o] [nmol/l] [pa/mil]
BAP [U/1] Basis 0,483 ** 0,233 0,177 -0,028
1 Jahr 0,465 ** 0,192 0,214 -0,110
2 Jahre 0,346 0,252 * 0,110 -0,185
OC [ng/ml] Basis 0,483 ** 0,316 0,446 ** -0,191
1 Jahr 0,465 ** 0,430 * 0,043 -0,332
2 Jahre 0,346 0,231 0,216 -0,393 *
MMP-3 [U/1] Basis 0,233 0,316 0,293 * 0,105
1 Jahr 0,192 0,430 * 0,202 0,055
2 Jahre 0,252 * 0,231 0,089 0,052
PYD [nmol/l]  Basis 0,177 0,446 ** 0,293 * -0,102
1 Jahr 0,214 0,043 0,202 -0,052
2 Jahre 0,110 0,216 0,089 -0,125
VEGF [pg/ml] Basis -0,028 -0,191 0,105 -0,102
1 Jahr -0,110 -0,332 0,055 -0,052
2 Jahre | -0,185 -0,393 * 0,052 -0,125

3.1.4 Unterschiede der Biomarkerkonzentrationen von HLA-B27
positiven und negativen AS Patienten

In der Gruppe der HLA-B27 positiven Patienten betrug der Median der PYD-
Konzentration zu den Zeitpunkten Basis 1,43; 1 Jahr 1,34 und 2 Jahre 1,22nmol/l. In
der Gruppe der HLA-B27 negativen Patienten betrug der Median der PYD-
Konzentration zu den Zeitpunkten Basis 1,04; 1 Jahr 0,95 und 2 Jahre 0,98nmol/l. Zu
allen Zeitpunkten war die PYD-Konzentration bei den HLA-B27 positiven Patienten
signifikant hoher als bei den HLA-B27 negativen Patienten (s. Abbildung 9). In der
Gruppe der HLA-B27 positiven Patienten betrug der Median der BAP-Konzentration zu
den Zeitpunkten Basis 14,31; 1 Jahr 14,65 und 2 Jahre 14,75U/l. In der Gruppe der
HLA-B27 negativen Patienten betrug der Median der BAP-Konzentration zu den
Zeitpunkten Basis 11,62; 1 Jahr 10,42 und 2 Jahre 13,00U/l. Zu den Zeitpunkten Basis
und 1 Jahr war die BAP-Konzentration bei den HLA-B27 positiven Patienten signifikant
hoher als bei den HLA-B27 negativen Patienten (s. Abbildung 10). Die ubrigen
Biomarker wiesen im Vergleich der HLA-B27 positiven und negativen Patienten keinen

Unterschied auf.
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Abbildung 9 Boxplots der PYD-Konzentrationen
zu den Zeitpunkten Basis, 1 Jahr und 2 Jahre
der HLA-B27 positiven und negativen Patienten
im Vergleich. Es lagen zu allen Zeitpunkten
signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen vor (Basis: p=0,014; 1 Jahr: p=0,008
und 2 Jahre: p=0,011).
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Abbildung 10 Boxplots der BAP-
Konzentrationen zu den Zeitpunkten Basis, 1
Jahr und 2 Jahre der HLA-B27 positiven und
negativen Patienten im Vergleich. Es lagen
signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen zu den Zeitpunkten Basis (p=0,048)
und 1 Jahr (p=0,024) vor.

3.2 TNFa-Blocker behandelte axiale SpA Patienten

3.2.1 Klinische und laborchemische Parameter im Verlauf unter TNFa-
Blocker-Therapie

3.2.1.1 BASDAI

Der BASDAI wurde bei allen Patienten zu allen Zeitpunkten bestimmt. Der Median zum
Zeitpunkt Woche 0 betrug 6,39; zum Zeitpunkt Woche 12 3,60 und zum Zeitpunkt
Woche 36-52 2,13. Die BASDAI Werte fielen sowohl zwischen Woche 0 und Woche 12
(p<0,001), als auch zwischen Woche 12 und Woche 36-52 (p=0,001) signifikant ab.
Auch in den beiden Untergruppen war ein signifikanter Abfall zwischen den drei
Zeitpunkten gegeben. In der Untergruppe AS fiel der Median von 6,70 zum Zeitpunkt
Woche 0 auf 3,16 zum Zeitpunkt 36-52 Wochen ab. In der Untergruppe nr-axSpA fiel
der Median von 5,90 zum Zeitpunkt Woche 0 auf 1,40 zum Zeitpunkt Woche 36-52 ab.

Die Patienten, die einen relativen BASDAI Rickgang von 50% oder einen absoluten
Ruckgang von 2 Punkten erreichten, wurden als Responder eingestuft. Nach Woche 12
waren 18 der 34 Patienten Responder. Nach 36-52 Wochen stieg die Anzahl der

Responder auf 30 von 34 Patienten.

3.2.1.2 CRP
Das CRP lag zu den Zeitpunkten Woche 0, Woche 12 bei allen 34 Patienten und zum

Zeitpunkt Woche 36-52 bei 33 Patienten vor. Der Median zum Zeitpunkt Woche 0
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betrug 8,04; zum Zeitpunkt Woche 12 2,90 und zum Zeitpunkt Woche 36-52 1,90mg/l.
Das CRP fiel zwischen den Zeitpunkten Woche 0 und Woche 12 signifikant ab (p<0,001)
und blieb dann bis Woche 36-52 etwa auf dem gleichen Niveau. Diese Entwicklung war
in beiden Untergruppen zu beobachten. Bei getrennter Betrachtung zeigte sich keine

statistische Signifikanz.

3.2.2 Serumbiomarker im Verlauf unter TNFa-Blocker-Therapie

3.2.2.1 BAP
Die BAP-Serumkonzentration wurde zum Zeitpunkt Woche 0 bei 34 Patienten, zum

Zeitpunkt Woche 12 bei 33 Patienten und zum Zeitpunkt Woche 36-52 bei 34 Patienten
bestimmt (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11 Boxplots der BAP-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Woche 0, Woche 12 und Woche
36-52. Der Median zum Zeitpunkt Woche 0 betrug 21,02; zum Zeitpunkt Woche 12 22,00 und zum
Zeitpunkt Woche 36-52 23,44U/I. Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen Woche 0 und 36-52
(p<0,001).

Man konnte einen Anstieg der Mediane zu beiden Zeitpunkten erkennen, welcher
jedoch lediglich zwischen Woche 0 und 36-52 signifikant war. Die Mediane der
Untergruppe AS stiegen ebenfalls kontinuierlich an. Dieser Anstieg war ebenso
zwischen Woche 0 und 36-52 signifikant (p=0,001). Bei der Untergruppe nr-axSpA

konnte keine klare Tendenz ausgemacht werden.
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3.2.2.2 MMP-3

Die MMP-3-Serumkonzentration wurde zum Zeitpunkt Woche 0 bei 34 Patienten,
Woche 12 bei 33 Patienten und Woche 36-52 bei 34 Patienten bestimmt (s. Abbildung
12).
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Abbildung 12 Boxplots der MMP-3-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Woche 0, Woche 12 und Woche
36-52. Der Median zum Zeitpunkt Woche 0 betrug 14,50; zum Zeitpunkt Woche 12 13,75 und zum
Zeitpunkt Woche 36-52 12,15ng/ml. Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen Woche 0 und 12
(p=0,036) und Woche 0 und 36-52 (p=0,022).

Die Spannweite der MMP-3-Konzentrationen war auf Grund von extremen Ausrei3ern
im oberen Bereich grof3. Insgesamt war ein signifikanter Abfall von MMP-3 zu
beobachten. In der Untergruppe AS gab es eine ahnliche Entwicklung der Mediane, die
signifikant zwischen Woche 0 und 36-52 war (p=0,022). In der Untergruppe nr-axSpA
bestand keine eindeutige Entwicklung.

MMP-3 ist der einzige in dieser Arbeit untersuchte Biomarker, der einen signifikanten
Unterschied zwischen Respondern und Non-Respondern aufwies. Patienten, die zum
Zeitpunkt 36-52 Wochen zu den Non-Respondern gehorten, wiesen retrospektiv zum
Ausgangszeitpunkt eine signifikant niedrigere MMP-3-Serumkonzentration (p=0,015)
auf. Ebenfalls zum Zeitpunkt 36-52 Wochen war die MMP-3-Serumkonzentration bei

diesen Patienten signifikant niedriger (p=0,004).

3.2.2.3 PYD
Der Serumkonzentration von PYD wurde nur zu zwei Zeitpunkten gemessen. Zum

Zeitpunkt Woche 0 wurde sie bei 34 Patienten und zum Zeitpunkt Woche 36-52 bei 33
Patienten bestimmt (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13 Boxplots der PYD-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Woche 0 und Woche 36-52. Der
Median zum Zeitpunkt Woche 0 betrug 1,24 und zum Zeitpunkt Woche 36-52 1,13nmol/l. Es bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen Woche 0 und Woche 36-52(p=0,014).

Die PYD-Konzentration nahm von Woche 0 auf Woche 36-52 signifikant ab. Diese
Veranderung zeigte sich auch bei der Untergruppe der AS Patienten (p=0,007). Bei der
Untergruppe der Patienten mit nr-axSpA zeigte sich diese Entwicklung nicht.

3.2.2.4 VEGF
Die VEGF-Serumkonzentration wurde zum Zeitpunkt Woche 0 bei 34 Patienten, Woche

12 bei 33 Patienten und Woche 36-52 bei 34 Patienten bestimmt (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14 Boxplots der VEGF-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Woche 0, Woche 12 und Woche
36-52. Der Median zum Zeitpunkt Woche 0 betrug 267,59; zum Zeitpunkt Woche 12 240,29 und zum
Zeitpunkt Woche 36-52 217,43pg/ml. Es bestanden signifikante Unterschiede zwischen Woche 0 und 12
(p<0,001) und Woche 0 und 36-52 (p<0,001).

Die Spannweite der VEGF-Konzentration war zu allen Zeitpunkten sehr grol3.
Verglichen mit der Woche 0 war der Abfall der VEGF-Konzentration zu beiden
Zeitpunkten signifikant. Auch in der Untergruppe AS kam es zu beiden Zeitpunkten zu
einem signifikantem Abfall der Mediane der VEGF-Konzentrationen (pg=0,003 und
p<0,001). In der Untergruppe nr-axSpA lagen die Mediane zu beiden Folgezeitpunkten
ebenfalls unter dem Ausgangswert. Der Unterschied war jedoch nur nach Woche 12
signifikant (p=0,023).

3.2.25 sICAM-1

Die sICAM-1-Serumkonzentration wurde zum Zeitpunkt Woche 0 bei 33 Patienten,
Woche 12 bei 32 Patienten und Woche 36-52 bei 33 Patienten bestimmt (s. Abbildung
15).
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Abbildung 15 Boxplots der sICAM-1-Konzentrationen zu den Zeitpunkten Woche 0, Woche 12 und
Woche 36-52. Der Median zum Zeitpunkt Woche 0 betrug 260,71; zum Zeitpunkt Woche 12 235,84 und
zum Zeitpunkt Woche 36-52 246,59ng/ml. Es bestand ein signifikanter Unterschied zwischen Woche 0
und 12 (p=0,008).

Die sICAM-1-Konzentration fiel zwischen Woche 0 und Woche 12 signifikant ab und
blieb dann bis zur Woche 36-52 auf etwa dem gleichen Niveau. Die Untergruppe mit der
Diagnose AS zeigte eine ahnliche Entwicklung der Mediane, die sowohl signifikant war
zwischen Woche 0 und 12 (p=0,012) als auch zwischen Woche 0 und 36-52 (p=0,046).
Die Untergruppe nr-axSpA zeigte keine signifikante Entwicklung.

3.2.3 Korrelationen der Biomarkerkonzentrationen untereinander und
mit klinischen und laborchemischen Parametern

Zu den einzelnen Zeitpunkten bestand eine signifikante Korrelation der
Serumkonzentration von BAP mit der MMP-3- und PYD-Serumkonzentration. Zu den
Zeitpunkten Woche 0 und Woche 12 korreliert die BAP-Konzentration mit der MMP-3-
Serumkonzentration (r=0,36 p=0,038 und r=0,42 p=0,014). Zu den Zeitpunkten Woche
0 und 36-52 korrelierte die BAP-Konzentration mit der PYD-Serumkonzentration (r=0,41
p=0,016 und r=0,40 p=0,023). Weitere Korrelationen zu den einzelnen Zeitpunkten
zwischen den Biomarkern bestanden maximal zu einem Zeitpunkt und werden hier nicht
aufgefuhrt.

Als nachstes wurden die Veranderungen der Biomarkerkonzentrationen sowie der
klinischen und laborchemischen Parameter unter TNFa-Blocker-Therapie untersucht.
Dazu wurden die Differenzen zwischen den Ausgangs- und Endwerten des jeweiligen
Parameters gebildet (d_BAP, d_MMP-3, d_VEGF, d_ sICAM-1, d PYD, d_CRP und
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d_BASDAI) und diese untereinander und mit der Krankheitsdauer korreliert. Die
Krankheitsdauer wies eine negative Korrelation mit d_BAP auf. Das bedeutet je l&anger
die Krankheitsdauer der Patienten war, desto starker stiegen die BAP-Konzentrationen
unter Anti-TNFo-Therapie an (s. Abbildung 16).
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Abbildung 16 Dotplot der Krankheitsdauer

und der Differenzen zwischen Ausgangs- und

Endwerten von BAP (r=-0,390; p=0,033).

d_CRP korrelierte mit d_MMP-3 und d_VEGF. Das bedeutet je starker die CRP-
Konzentration unter Anti-TNFa-Therapie abfiel, desto grol3er war auch der Abfall der

MMP-3- und VEGF-Konzentrationen (s. Abbildung 17 und Abbildung 18).
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Abbildung 17 Dotplot der Differenzen Abbildung 18 Dotplot der Differenzen zwischen
zwischen Ausgangs- und Endwerten von CRP Ausgangs- und Endwerten von CRP und VEGF
und MMP-3 (r=0,454; p=0,009). (r=0,498; p=0,004).
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Es bestand kein Zusammenhang mit der Entwicklung der tbrigen Biomarker und der
Krankheitsdauer, d_CRP oder d_BASDAI.

Beim Vergleich der Differenzen der Biomarkerkonzentrationen untereinander ergaben
sich ebenfalls signifikante Korrelationen. d_MMP-3 korrelierte negativ mit d_BAP und
d_VEGEF korrelierte positiv mit d_sICAM-1 (s. Abbildung 19 und Abbildung 20).
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Abbildung 19 Dotplot der Differenzen Abbildung 20 Dotplot der Differenzen zwischen
zwischen Ausgangs- und Endwerten von Ausgangs- und Endwerten von VEGF und
MMP-3 und BAP (r=-0,398; p=0,02). SICAM-1 (r=0,445; p=0,009).

Die Differenzen der Ubrigen Biomarker wiesen keinen statistisch signifikanten

Zusammenhang auf.

3.2.4 Unterschiede zwischen HLA-B27 positiven und negativen axialen
SpA Patienten unter TNFa-Blocker-Therapie
Beim Vergleich der Patienten anhand ihres HLA-B27-Status (HLA-B27 positiv n=28;

HLA-B27 negativ n=6) fielen Unterschiede bei den CRP-Konzentration und den
Konzentration von MMP-3 auf. Die CRP-Konzentration der HLA-B27 positiven
verglichen mit der der HLA-B27 negativen Patienten war zu den Zeitpunkten Woche 0
(Median: 10,55 vs. 1,56 mg/l; p=0,001) und Woche 12 (3,1 vs. 0,72 mg/l; p=0,015)
signifikant erhoht. Nach 36-52 Wochen TNFa-Blocker-Therapie bestand kein
signifikanter Unterschied mehr. Die MMP-3-Konzentration der HLA-B27 positiven
Patienten war zum Zeitpunkt Woche 0 signifikant hoher als die der HLA-B27 negativen
Patienten (Median: 18,85 vs. 9,57 ng/l; p=0,001). Dieser signifikante Unterschied
verschwand nach Beginn der Therapie(s. Abbildung 21).
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Abbildung 21 Boxplots der MMP-3-Konzentrationen der HLA-B27 positiven und negativen Patienten zu
den Zeitpunkten Woche 0, 12 und 36-52. Es lag ein signifikanter Unterschied zum Zeitpunkt Woche 0 vor
(p=0,020).

3.2.5 Vergleich der Biomarkerkonzentrationen in den Untergruppen AS
und nr-axSpA

Im Abschnitt 3.2.2 wurden bereits beide Untergruppen getrennt betrachtet und auf
deren Biomarkerkonzentrationen im Verlauf der TNFa-Blocker-Therapie eingegangen.
Im direkten Vergleich der beiden Untergruppen zeigte sich zu den einzelnen
Zeitpunkten kein signifikanter Unterschied in den Biomarkerkonzentrationen zwischen
AS und nr-axSpA Patienten. Verglich man jedoch die Entwicklung der Biomarker unter
TNFao-Blocker-Therapie, konnte man einen Unterschied zwischen den beiden
Untergruppen bei zwei Biomarkern feststellen.

Die Differenz der BAP-Konzentrationen zwischen dem Zeitpunkt Woche 0 und Woche
36-52 war bei der Untergruppe AS signifikant grof3er als in der Untergruppe nr-axSpA
(p=0,044). Das heifl3t, unter Anti-TNFa-Therapie ist der Anstieg der BAP-Konzentration
bei den AS Patienten wesentlich hdher, als bei den nr-axSpA Patienten.

Die Differenz der PYD-Konzentrationen ist ebenfalls bei den AS Patienten signifikant
hoher als bei den nr-axSpA Patienten (p=0,040). Hier kommt es zu einem stérkeren
Abfall der PYD-Konzentration bei AS Patienten unter Anti-TNFa-Therapie im Vergleich

zu nr-axSpA Patienten.
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4 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurden Serumkonzentrationen von Biomarkern des

Knochenaufbaus, des Knochen- und Knorpelabbaus und der Angiogenese bei
Patienten mit axialer SpA untersucht. Die erste Patientenkohorte bestand aus 71 TNFa-
Blocker naiven AS Patienten, die Uber einen Zeitraum von 2 Jahren beobachtet wurden.
Es erfolgte die Bestimmung der Biomarker BAP, OC, MMP-3, PYD, COMP und VEGF.
Die zweite Kohorte setzte sich aus 34 AS und nr-axSpA Patienten zusammen, welche
fur ein Jahr eine TNFa-Blocker-Therapie erhielten. In dieser Zeit wurden die Biomarker
BAP, MMP-3, PYD, VEGF und sICAM-1 bestimmt.

4.1 VEGF als Biomarker fur Krankheitsaktivitat bei axialen SpA-
Patienten
Insbesondere die Bestimmung des Biomarker VEGF flihrte zu interessanten

Ergebnissen. Es zeigte sich ein starker Zusammenhang mit klinischen und
laborchemischen Parametern. Bei den TNFa-Blocker naiven Patienten wies der
Biomarker VEGF zu allen drei Folgezeitpunkten signifikante Korrelationen mit CRP,
BSG und BASDAI auf. Drouart et al. konnten zwar ahnliche Korrelationen bei 105 SpA
Patienten zeigen76 und Visvanathan et al. beschrieben eine Korrelation mit dem CRP#,
jedoch handelte es sich hier um punktuelle Querschnittsuntersuchungen. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich diese Korrelationen Uber einen
Beobachtungszeitraum von zwei Jahren nicht verandern. Die vorliegenden Ergebnisse
unterstutzen somit die Annahme, dass die VEGF-Serumkonzentration ein Marker fur die
Krankheitsaktivitdat und Entziindung bei AS Patienten ist und zeigen dartber hinaus,
dass dies sich Uber einen langeren Zeitraum stabil verhalt.

Die Ergebnisse der VEGF-Serumkonzentration bei der mit Adalimumab behandelten
Kohorte unterstrichen zuséatzlich die Bedeutung von VEGF als Aktivitatsparameter bei
axialen SpA Patienten. Insgesamt kam es unter Therapie zu einer signifikanten
Abnahme der VEGF-Serumkonzentration. Diese Beobachtung ist Gbereinstimmend mit

anderen Publikationen® 8! - 8.8

Folglich stellte sich die Frage, ob dies im
Zusammenhang mit Verdnderungen von klinischen und laborchemischen Parametern
stand. In der Tat konnte gezeigt werden, dass der Ruckgang von VEGF von einem
Ruckgang der CRP-Konzentration begleitet wurde und mit diesem signifikant korrelierte.

80,82

Ahnliche Ergebnisse wurden bereits in anderen Arbeiten veroffentlicht®™®°. Unsere

Daten bestatigen folglich, dass die VEGF-Serumkonzentration ein potentieller Marker
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fur den Rickgang der entzindlichen Aktivitat unter TNFa-Blocker-Therapie ist. Dem
entsprechend konnte VEGF zur Uberwachung der Entziindungsaktivitat unter TNFo-
Blocker-Therapie in Zukunft eingesetzt werden. Die oben genannten Arbeiten konnten
ferner eine Korrelation zwischen den Veranderungen von VEGF und BASDAI
zeigen®®2, Dies konnte die vorliegende Untersuchung nicht bestatigen. Jedoch zeigte
sich ein Zusammenhang mit sICAM-1, einem weiteren Biomarker fir Entziindung und
Gefal3proliferation. Die sICAM-1-Konzentration war ebenfalls rucklaufig, wie bereits von
Wagner et al. beschrieben®, und korrelierte signifikant mit dem Riickgang der VEGF-
Konzentration. Nichts desto trotz scheint VEGF der Uberlegene Biomarker in diesem
Zusammenhang zu sein, da keine Korrelation von sICAM-1 mit weiteren Parametern zu
erkennen war.

Abgesehen vom Einsatz von VEGF als Biomarker fur Diagnostik und
Therapiemonitoring, lassen der starke Zusammenhang mit Entzindung und
Krankheitsaktivitat bei axialen SpA Patienten weiter Uberlegungen zur Pathogenese
und darlber hinaus zu eventuellen Therapieoptionen zu. VEGF ist ein Marker flr
Angiogenese und Entziindung, welches zwei voneinander abhéngige Prozesse sind.
Einerseits fordern proinflammatorische Zytokine die VEGF-Produktion und damit die
Angiogenese®. Andererseits sind die VEGF-Produktion und die dadurch entstehende
Angiogenese essentiell fur die Unterhaltung der Entziindung. Bottomley et al. zeigten,
dass TNFa in vitro zu einer direkten VEGF-Expressionssteigerung fuhren kann und
dessen Blockierung per Antikorper zu einer direkten Hemmung dieses Stimulus fuhrt*.
Somit wéare denkbar, dass die TNFa-Blocker-Therapie die VEGF-Produktion direkt
vermindert und dadurch einddmmend auf die Entziindung wirkt. Dies konnte bedeuten,
dass der Einfluss von TNFa auf VEGF ein entscheidender Schritt fur den Erfolg der
TNFo-Blocker-Therapie bei axialen SpA Patienten darstellt und somit die direkte
Blockierung von VEGF mit Anti-VEGF-Antikorpern eine potentielle neue Therapieoption
eroffnet. In Arbeiten zur rheumatoiden Arthritis wurde VEGF bereits als wichtiger Faktor
zur Initierung und Unterhaltung der Entzindungsprozesse diskutiert und
Untersuchungen zur Anti-VEGF-Therapie begonnen. Im Tiermodell der rheumatoiden
Arthritis konnte fir Anti-VEGF-Antikorper ein anti-arthritischer Effekt nachgewiesen
werden’. Entsprechende Studien zu SpA Patienten liegen zurzeit nicht vor. Die
aktuelle Ergebnislage gibt jedoch durchaus Anlass, ahnliche Versuche fur die SpA

anzustreben.
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4.2 Katabole und anabole Knochen- und
Knorpelstoffwechselparameter unter TNFa-Blocker-Therapie
Der Verlauf der Serumbiomarkerkonzentrationen des Kochen- und

Knorpelstoffwechsels unter Anti-TNFa-Therapie stellte eine Kernfrage dieser Arbeit dar.
Es konnte gezeigt werden, dass es zu einer einheitlichen Verschiebung der
Stoffwechsellage kam. Die katabolen Biomarker MMP-3 und PYD zeigten einen
signifikanten Ruckgang, wobei der anabole Biomarker BAP sich dazu gegenlaufig
entwickelte.

Der Konzentrationsabfall des Biomarkers fur Knorpel- und Knochenabbau MMP-3 ging
zusatzlich mit dem Rickgang der Entzindungsaktivitdt einher. Es bestand eine
signifikante Korrelation zwischen den Konzentrationsanderungen von MMP-3 und CRP.
Diese Ergebnisse bestatigen zahlreiche friihere Arbeiten mit Untersuchungszeitraumen
von bis zu 46 Wochen bei bis zu 60 Patienten® 82858087,

Erstmalig wurde in der vorliegenden Arbeit die PYD-Serumkonzentration als Biomarker
fur Knorpel- und Knochenabbau bei SpA Patienten unter TNFa-Blocker-Therapie
eingesetzt. Hierbei stellten wir, wie bereits erwahnt, korrespondierend mit MMP-3 einen
signifikanten Abfall nach 36-52 Wochen Adalimumab-Therapie fest. Somit konnte mit
einem weiteren Biomarker der Rickgang von Knorpel- und Knochenabbau unter Anti-
TNFo-Therapie bestétigt werden. Es bestand jedoch im Gegensatz zu MMP-3 kein
Zusammenhang zur Entwicklung von andern klinischen Parametern.

Im Einzelnen resultieren daraus folgende Uberlegungen zur Beteiligung und
Beeintrachtigung des katabolen Knochen- und Knorpelstoffwechsel. Bekannt ist, dass
TNFo durch RANK-abhangigen und RANK-unabhangigen Mechanismen zur
Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten beitragt*>“®. Uber dies hinaus ruft
TNFo im Knorpelgewebe einen vermehrten Abbau der Knorpelmatrix hervor®®. Diese
Prozesse fuihren vermutlich zu einer erhéhten Aktivierung bzw. Freisetzung von MMP-3
und PYD. Es lasst sich folglich annehmen, dass unter TNFa-Blocker-Therapie es zu
einer Abnahme der Knochen- und Knorpelresorption kommt, welches eine Abnahme
der Serumkonzentrationen von MMP-3 und PYD erklart.

Wie eingehend beschrieben, stieg der Biomarker fir Knochenaufbau BAP im
Gegensatz zu MMP-3 und PYD nach 36-52 Wochen Adalimumab-Therapie signifikant
an. Ahnliche Beobachtungen konnten in anderen Arbeiten gemacht werden®"®. zwar

konnten Centrella et al. dem Zytokin TNFa eine direkte hemmende Wirkung auf BAP
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nachweisen®. Jedoch, lasst der in dieser Arbeit gezeigte signifikante Zusammenhang
zwischen der Zunahme der BAP- und der Abnahme der MMP-3-Serumkonzentration
vermuten, dass die BAP-Serumkonzentrationsanderung nicht allein auf der Hemmung
dieses spezifischen Enzyms beruht, sondern in einem gréReren Kontext zu sehen ist.
Es scheint unter TNFa-Blocker-Therapie zu einer Verlagerung des Stoffwechsels zu
kommen, bei der die Zunahme des Knochenaufbaus eng mit dem Rickgang des
Knochenabbaus verbunden ist. Abgesehen von den bereits diskutierten katabolen
Prozessen, kommt es allem Anschein nach zur Beeinflussung von anabolen
Mechanismen. TNFa konnte eine induzierende Wirkung auf den Wnt-Antagonisten
DDK-1 nachgewiesen werden®. Vermutlich kommt es durch die Blockierung von TNFa
zu einer verminderten Expression von DDK-1 und somit zu einer geringeren
Antagonisierung von Wnts. Die Proteine der Wnt-Familie tragen wesentlich zum
Knochenaufbau bei. Die resultierende Aktivitatssteigerung von Wnts wirde
dementsprechend zur Férderung des anabolen Knochenstoffwechsels fiihren*” und
somit zu einem Anstieg der BAP-Serumkonzentration.

Publikationen, die eine systemische Zunahme der Knochendichte bei TNFa-Blocker
behandelten Patienten zeigten®’, lassen dariiber hinaus vermuten, dass sich der
Einfluss auf die anabolen und katabolen Prozesse nicht nur auf das Reparaturgewebe
der entzindlichen Lé&sionen beschranken. Vielmehr lasst sich annehmen, dass die
Abnahme der katabolen und die Zunahme der anabolen Biomarker eine positive
Beeinflussung des systemischen Knochenstoffwechsels insgesamt widerspiegein.
Frihere  Untersuchungen anderer Biomarker unter TNFa-Blocker-Therapie
dokumentierten ebenfalls eine Verschiebung von einer katabolen zu einer anabolen
Stoffwechsellage. Briot et al. zeigten zum Beispiel, dass wahrend der Behandlung von
AS Patienten mit Etanercept die Serumkonzentration der Biomarker fir
Knorpeldegeneration (Typ Il Kollagenfragmente Helix-Il und C2C) signifikant abfiel,
wobei die Serumkonzentration des Biomarkers fur Knorpelbildung (C-terminale

Kollagen Typ Il Propeptid) signifikant anstieg®*.

4.3 Unterschiede zwischen Patienten mit AS und nr-axSpA unter
TNFa-Blocker-Therapie
Neuerdings wird die nr-axSpA als frihes Stadium und die AS als spétes Stadium der

axialen SpA definiert?. Die hier untersuchte TNFa-Blocker behandelte Kohorte

beinhaltete Patienten beider Stadien. Es sollte festgestellt werden, ob Unterschiede in
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Biomarkerkonzentrationen zwischen diesen beiden Untergruppen bestanden.
Interessanterweise fielen, bei der getrennten Betrachtung der beiden Untergruppen,
zwei unterschiedliche Tendenzen im Verlauf der TNFa-Blocker Therapie auf. Auf der
einen Seite zeigte sich nur bei den Patienten mit einer manifesten AS eindeutig, die im
vorhergehenden Absatz erwéhnte Verschiebung von katabolen zu anabolen
Biomarkern des Knochen- und Knorpelstoffwechsels. Bei der Untergruppe der nr-axSpA,
liel3 sich diese Beobachtung nicht machen. Auf der anderen Seite verhielten sich die
Parameter fur Entziindung und Angiogenese CRP und VEGF in beiden Untergruppen
einheitlich.

Die BAP-Serumkonzentration zeigte in der Untergruppe der AS Patienten einen
signifikanten Anstieg. Bei den Patienten mit nr-axSpA konnten wir hingegen keine
offensichtliche Bewegung ausmachen. Statistisch unterschieden sich die Anderungen
der BAP-Serumkonzentration nach 36-52 Wochen signifikant zwischen den beiden
Untergruppen. Bei den beiden Biomarkern fur Kochen- und Knorpelabbau PYD und
MMP-3 zeigte sich korrespondierend dazu nur fur die Untergruppe der manifesten AS
und nicht bei den Patienten mit nr-axSpA ein signifikanter Abfall. Die
Konzentrationsdnderung des Biomarkers PYD nach 36-52 Wochen Therapie zeigte
zusatzlich einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Untergruppen. Auf der
anderen Seite sprachen der Entziindungsparameter CRP und der Biomarker VEGF bei
beiden Untergruppen ahnlich gut auf die TNFa-Blocker-Therapie an. Folglich bestand
im Hinblick auf die Entzindung und deren Ansprechen auf die Therapie kein hier
feststellbarer Unterschied. Aufgrund der begrenzten Anzahl an Patienten in den
Untergruppen, erscheint es sinnvoll die Untersuchung mit einer groéReren
GruppengrofR3e zu wiederholen, um diese Ergebnisse eindeutig zu bestatigen.

Es ist bekannt, dass es bei Patienten mit fortschreitender Krankheit zu einem
zunehmenden systemischen Verlust der Knochendichte kommt*. Es kann folglich
angenommen werden, dass Patienten im frihen Stadium der axialen SpA (nr-axSpA)
unter einer weniger starken Beeintrachtigung des Knochen- und Knorpelstoffwechsels
leiden, als Patienten im spateren Stadium (AS). Interpretiert man unsere
Beobachtungen der Biomarkerkonzentrationen vor diesem Hintergrund, so lasst sich
vermuten, dass entziindliche Prozesse eine wesentliche Rolle sowohl im frihen, als
auch im spaten Stadium der axialen SpA spielen. Die Veranderungen des Knochen-
und Knorpelstoffwechsels scheinen jedoch vorwiegend im spéateren Stadium (AS) von

Bedeutung zu sein. Diese Uberlegung unterstreicht die Relevanz der friihzeitigen
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Therapie der Entziindung vor Eintreten von Knochen- und Knorpelveranderungen, wie
sie bereits von anderen Autoren diskutiert wurde®>. Maksymowych mutmafte dariiber
hinaus, dass eventuell nur in diesem frihen Stadium, langfristig mit einem
Therapieerfolg gerechnet werden kann. Seiner Vermutung nach konne die TNFa-
Blocker-Therapie der pathologischen lokalen Knochenneubildung keinen Einhalt mehr
gebieten, wenn einmal die durch die exzessive Entziindung eingeleitete Kaskade in
Gang gesetzt wurde®. Somit kénnte eventuell die Konstellation der Biomarker des
Knochen- und Knorpelstoffwechsels und der Entzindung Aufschluss Uber das
Fortschreiten der pathologischen Prozesse und Uber einen langfristigen Therapieerfolg

geben.

4.4 Vergleich zwischen Respondern und Non-Respondern der TNFa-
Blocker-Therapie
Im Anschluss wurde die klinisch relevante Frage gestellt, ob ein Unterschied zwischen

den Patienten bestand, die einen Therapieerfolg aufwiesen und denjenigen, die diesen
verfehlten. Tatsachlich zeigten die Responder und Non-Responder einen auffallenden
Unterschied der MMP-3-Ausgangskonzentration. Retrospektiv lag die MMP-3-
Serumkonzentration der Non-Responder zum Ausgangszeitpunkt deutlich niedriger als
die der Responder. Pedersen et al. konnten eine ahnliches Phanomen beobachten®,
wobei Romero-Sanchez et al. in ihrer Arbeit keinen derartigen Unterschied feststellen
konnten®®. Folglich kénnte MMP-3 eventuell als pradiktiver Marker des Therapieerfolges
vor Therapiebeginn eingesetzt werden. Somit konnte die Bestimmung der MMP-3-
Serumkonzentration vor Therapiebeginn eventuell helfen, Risiko und Nutzen der
Therapie fur den einzelnen Patienten besser abschéatzen zu kbénnen. Weitere
Untersuchungen mit gréperen Patientenzahlen zu dieser Fragestellung waren

winschenswert.

4.5 Einfluss von HLA-B27 auf Knochen- und Knorpelstoffwechsel
und Entzindungsaktivitat
Bekanntlich besteht eine starke Assoziation zwischen der Pravalenz von HLA-B27 und

SpA>*. Aus diesem Grund stellten wir uns die Frage, ob der HLA-B27-Status einen
Einfluss auf die untersuchten Parameter und Biomarker aufwies. Es zeigte sich, dass
sowohl in der Kohorte der TNFa-Blocker naiven als auch in der Kohorte der
therapierten Patienten signifikante Unterschiede zwischen HLA-B27-postiven und

negativen vorlagen.
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In der TNFa-Blocker behandelten Kohorte zeigten HLA-B27-positive Patienten eine
signifikant hohere CRP-Konzentration vor Therapiebeginn. Analog zu diesen
Beobachtungen stellten Marzo-Ortega et al. bei Patienten mit entzindlichem
Ruckenschmerz einen Zusammenhang zwischen positivem HLA-B27-Status und
schwerer, persistierender Entziindung im MRT fest®. Es bestehen somit sowohl
laborchemische als auch radiologische Hinweise, dass der positive HLA-B27-Status mit
einer verstarkten Entzindungsreaktion vergesellschaftet ist.

Im Hinblick auf die Biomarker zeigten die HLA-B27-positiven Patienten der
unbehandelten Kohorte signifikant hohere Serumkonzentrationen der Biomarker PYD
und BAP im Vergleich zu HLA-B27-negativen Patienten. In der TNFa-Blocker
behandelten Kohorte konnten ebenfalls vor Therapiebeginn bei HLA-B27-positiven
Patienten signifikant hohere MMP-3-Serumkonzentration beobachtet werden. Unter
Adalimumab-Therapie fiel diese stark ab, wohingegen bei den HLA-B27-negativen
Patienten ein leichter Anstieg zu verzeichnen war. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass der HLA-B27-Status einen Einfluss auf den Knochen- und Knorpelabbau bei SpA

Patienten besitzt.

4.6 TNFa-Blocker naive Patienten
Wenden wir uns nun den TNFa-Blocker naiven Patienten ausfiihrlicher zu. Die erste

interessante Frage war, ob sich die Serumkonzentrationen der Biomarker bei dieser
Patientenkohorte tber den Zeitraum von 2 Jahren veranderten. Es wurde festgestellt,
dass OC als einziger Biomarker eine signifikante Abnahme seiner Serumkonzentration
im Untersuchungszeitraum zeigte. Dies ist die erste Beschreibung einer longitudinalen
Entwicklung der OC-Serumkonzentration bei TNFa-Blocker naiven AS Patienten. Diese
Beobachtung lasst vermuten, dass bei der untersuchten Kohorte der anabole
Knochenstoffwechsel im Verlauf nachlasst. Wie bereits erwahnt, ist bekannt, dass
Patienten im Laufe der Krankheit zu einem systemischen Knochendichteverlust
neigen**. Allerdings korrelierte die OC-Serumkonzentration nicht mit der
Krankheitsdauer.

Alle weiteren untersuchten Biomarker blieben in ihrer Serumkonzentration verglichen
mit der Ausgangskonzentration unveréndert. Fir MMP-3 und VEGF liegen bereits
ahnliche Daten zu kirzeren Zeitraumen von 16 bzw. 24 Wochen vor. Es ergaben sich in
diesen Zeitraumen ubereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit keine signifikanten

Konzentrationsénderungen %%
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Die zweite wesentliche Frage in Bezug auf die TNFa-Blocker naiven AS Patienten war,
ob Korrelationen der Biomarker zu klinischen und laborchemischen Parametern
bestanden. Eingehend wurde bereits die Bedeutung des Biomarkers fir Angiogenese
und Entzindung VEGF in diesem Zusammenhang diskutiert. Im Folgenden wird auf die
Biomarker des Knochen- und Knorpelstoffwechsels eingegangen. Der Biomarker fir
Knochenaufbau OC zeigte eine negative Korrelation mit dem BASDAI zu zwei der drei
Zeitpunkte. In anderen Arbeiten konnte kein Zusammenhang zwischen der OC-
Serumkonzentration und dem BASDAI oder anderen klinischen Parametern beobachtet
werden®®’. Mitra et al. zeigten eine Korrelation zwischen OC- und CRP-Konzentration,
die wir hier nicht bestatigen konnten®®. Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit lasst
vermuten, dass sich OC als Marker fir die Krankheitsaktivitdt einsetzen lasst. Eine
niedrige OC-Konzentration spréache hiernach fur eine héhere Krankheitsaktivitat. Jedoch
misste dies von weiteren Studien mit grof3en Patientenzahlen bestatigt werden.
Pathophysiologisch spiegelt das umgekehrte Verhéltnis zwischen der OC-
Serumkonzentration und dem Krankheitsaktivitdtsindex vermutlich einen verminderten
Knochenaufbau bei aktiver Entziindung wider, was zu dem bekannten systemischen
Knochendichteverlusts bei AS Patienten beitragt**.

AulRerdem konnte eine positive Korrelation der Serumkonzentration des Knochen- und
Knorpelabbaumarkers PYD mit der CRP-Konzentration zu zwei der drei Zeitpunkte
festgestellt werden. Dies spricht dafir, dass es zusatzlich zum verminderten
Knochenaufbau zu einem vermehrten Knochen- und Knorpelabbau bei erhohter
entziindlicher Aktivitat kommt. Zurzeit liegen keine weiteren Arbeiten zum Verhaltnis der
Serumkonzentration von PYD zu anderen Parametern bei AS Patienten vor. Bisher
wurde lediglich mit der Urinkonzentration von PYD gearbeitet, was zu unterschiedlichen
Ergebnissen fihrte. Yilmaz et al. konnten keine Korrelation mit der CRP-Konzentration
oder anderen klinischen Parametern erkennen®. Andere Arbeiten hingegen stellten
eine signifikant positive Korrelation der PYD-Urinkonzentration mit CRP bei AS

Patienten fest®®*®

. Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit bringt PYD als mdglichen
neuen Serumbiomarker flr Entzindungsaktivitdt bei AS Patienten ins Spiel. Im
Gegensatz zur Bestimmung dessen Konzentration im Urin ist sie unabhangig von
Kreatinin und erfordert abgesehen von der meist routinemafigen Serumuntersuchung
keine zusatzliche Probengewinnung.

Der Kochenaufbaumarker BAP zeigte hingegen in der vorliegenden Arbeit keine klaren

Korrelationen mit den klinischen Parametern. Dies bestatigt die Ergebnisse der
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Uberwiegenden Anzahl frilherer Publikationen®®>*%’. Des Weiteren konnten die in
anderen  Arbeiten  berichteten  signifikanten  Korrelationen der MMP-3-
Serumkonzentration mit CRP-Konzentertion®®®"% BSG und BASDAI®®*®" durch die

vorliegende Arbeit nicht nachvollzogen werden.
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5 Zusammenfassung

Serumbiomarker  finden  zunehmend Verwendung, um  Krankheitsaktivitat,
Pathophysiologie und Prognose unterschiedlicher Arthritisformen inklusive der SpA
besser zu verstehen. Wesentliche Prozesse des Krankheitshilds der SpA sind
Entzindung, Knochen- und Knorpeluntergang und Knochenneubildung. Mit der
Einfihrung der TNFa-Blocker wurde die Therapie der SpA revolutioniert. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, bei axialen SpA-Patienten mit Hilfe von Biomarkern
Entzindung, Knochen- und Knorpeluntergang und Knochenneubildung und die
Beeinflussung dieser Prozesse durch die TNFa-Blocker-Therapie zu untersuchen.

Dazu erfolgte die Untersuchung von einer TNFa-Blocker naiven und einer TNFa-
Blocker therapierten Kohorte axialer SpA Patienten. Die Kohorte der TNFa-Blocker
naiven Patienten wurde zum Ausgangszeitpunkt, nach einem Jahr und nach 2 Jahren
klinisch untersucht und es erfolgte eine Blutentnahme. Es wurden der BASDAI, CRP,
BSG und die Konzentration der Biomarker BAP (n=71), OC (n=33), MMP-3 (n=71),
PYD (n=51), und VEGF (n=50) bestimmt. Die zweite Kohorte setzte sich aus 34 axialen
SpA Patienten (22 AS und 12 nr-axSpA) zusammen. Die Patienten dieser Kohorte
erhielten alle zwei Wochen 40mg Adalimumab subkutan. Zum Ausgangzeitpunkt, nach
12 und 36-52 Wochen wurden der BASDAI, CRP und die Konzentration der Biomarker
BAP, MMP-3, PYD, VEGF und sICAM-1 bestimmt.

Bei den TNFa-Blocker naiven Patienten konnte lediglich eine signifikante Abnahme der
OC-Serumkonzentration nach einem Jahr beobachtet werden (p=0,007). Die weiteren
Biomarker wiesen keine Veranderung im Untersuchungszeitraum auf. VEGF zeigte zu
allen Zeitpunkten Korrelationen mit BASDAI, CRP und BSG. Die TNFa-Blocker
behandelten Patienten zeigten eine signifikante Abnahme von MMP-3 (p=0,004), PYD
(p=0,014), VEGF (p<0,001) und sICAM-1 (p=0,046) und eine signifikante Zunahme
der BAP-Serumkonzentrationen (p<0,001). Die Abnahme von MMP-3 und VEGF
korrelierten mit der Abnahme von CRP (MMP-3: r=0,454 p=0,009 und VEGF: r=0,498
p=0,004). Die Konzentrationsanderungen der Biomarker MMP-3 und BAP korrelierten
negativ (r=-0,398 p=0,020) und die VEGF und sICAM-1 positiv (r=0,445 p=0,009)
miteinander. Bei der getrennten Betrachtung der beiden Untergruppen AS und nr-
axSpA zeigte sich unter TNFa-Blocker Therapie unterschiedliches Verhalten in Bezug
auf die Biomarker des Knochen- und Knorpelstoffwechsels, jedoch nicht bei den
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Parametern fir Entzindung und Angiogenese. Non-Responder der TNFa-Blocker-
Therapie wiesen zum  Ausgangszeitpunkt signifikant niedrigere  MMP-3-
Serumkonzentration auf (p=0,004).

Es lasst sich somit zusammenfassen, dass es unter TNFa-Blocker-Therapie zu einem
deutlichen Ruckgang der Biomarker fir Entzindung kam, sowohl bei Patienten mit
einer AS als auch bei Patienten mit einer nr-axSpA. Darlber hinaus konnte eine
Verlagerung des Knochen- und Knorpelstoffwechsels von katabolen zu anabolen
Prozessen dokumentiert werden, welcher tUberwiegend von den Patienten mit einer
manifesten AS getragen wurde. Bei den Patienten mit nr-axSpA war diese
Verschiebung nicht eindeutig nachzuvollziehen, was eventuell auf einen noch
weitgehend intakten Knochen- und Knorpelstoffwechsel vor Therapiebeginn zuriick zu
fuhren ist. Die Korrelation zwischen dem Rickgang des Abbauparameters MMP-3 und
der Zunahme des Knochenaufbauparameters BAP unter TNFa-Blocker-Therapie deutet
die Prozesse des Knochen- und Knorpelabbaus sowie des Knochenaufbaus eng
miteinander verbunden sind. VEGF und MMP-3 scheinen viel versprechend als
Biomarker fur den Entzindungsrickgang unter TNFao-Blocker-Therapie zu sein.
Zusatzlich konnte MMP-3 moglicherweise als pradiktiver Marker des Therapieerfolges
vor Therapiebeginn dienen. Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

wurden in einem Manuskript in ,Arthritis Research and Therapy* publiziert'®.
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