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1. AZ ERTEKEZESBEN ELOFORDULO ROVIDITESEK JEGYZEKE
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VSMC: vaszkularis simaizomsejt
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2. BEVEZETES

A rheumatoid arthritis (RA) és a spondylitis ankylopoetica (SPA) kronikus, progressziv
gyulladasos reumatologiai betegségek, amelyek sulyos strukturalis és funkcionalis
karosodassal jarnak, ¢s a megfeleld kezelés és gondozas hianya esetén az életmindség
romlasdhoz vezethetnek!. Mindkét betegség diagndzisa laboratoriumi és képalkotd
vizsgalatokkal, valamint a rajuk jellemz6 klinikai tiinetek alapjan torténik. Az RA altalaban
szimmetrikus iziileti gyulladas formajaban jelentkezik, amely az iziiletek deformaciojat
okozhatja, mig az SPA-ban a gyulladas a sacroiliacalis iziileteket és a lumbosacralis gerincet
érinti, és kronikus hati illetve derékfajdalmat okoz. Az ilyen tipusi reumatologiai
megbetegedések eléfordulasa a lakossag korében 0,3-1,5% kozé teheté?. A reumatologiai
betegségben szenved6k esetén nagyobb a kockazata szamos tarsbetegség kialakulasanak,
melyek koziil a sziv- és érrendszeri, valamint csontritkulasos megbetegedések el6fordulasa a
leggyakoribb és a legnagyobb hatasu a mortalitasra®. RA betegek esetében a kardiovaszkularis
megbetegedések kockazata 1,5-2-szer magasabb?* és kétszer olyan gyakran fordulnak eld a
csipd- és csigolyatorések az altalanos populaciohoz képest®. A hagyomanyos kockazati
tényezOk, mint az ¢életkor, nem, dohanyzas, magas vérnyomas, Osztrogénhiany ¢és
cukorbetegség csak részben jarulnak hozza a morbiditas és mortalitas ilyen magas aranyahoz®.
A folyamatos kronikus gyulladas egy masik kiemelkedd tényezo lehet mindkét betegség
kimenetelében. A gyulladasos ingerek altal kivaltott adhézios molekulak fokozott expresszioja,
a proinflammatorikus citokineket kivalaszto sejtek bésége, a neovaszkularizacio folyamata és
a kollagénbontd enzimek felszabadulasa mind hozzéjarulhatnak az iziileti csont- és
porceroziohoz, valamint az ateroszklerotikus plakk destabilizalodasahoz”8. Ezek a folyamatok
az érfalban ¢s az iziiletben egyidejileg is eléfordulhatnak, vagy a szinoviumban termel6édo

mediatorok tavoli, masodlagos hatast gyakorolhatnak az artériakra. (1.abra)



Promotes inflammatory
cell infiltration during
active disease

Endothelial activation

Earliest stage of
atherosclerosis

Ir d expression of cellular
adhesion molecules

Involved in initiation,
progression and
rupture of plague

Inflammatory cell infiltration
Dominant macrophage and T,1-
cell infiltration

Synovial infiltration

Presence of
neovessels associated
with increased
rupture risk

Facilitates cellular
infiltration and
tissue hypertrophy

Neovascularization
Relative tissue hypoxia with
vascular growth factor production

Synowal joint Erosion of fibrous
cap leads to

rupture and thrombosis

Cartilage degradation

and bone erosion Collagen degradation

Mediated by matrix metallo-
proteinases

1.abra. Az ateroszklerotikus plakk és a gyulladt rheumatoid Szinovium kozés koros jellemzdi
Forras helye: Skeoch, S., & Bruce, I. N. (2015). Atherosclerosis in rheumatoid arthritis: is it

all about inflammation? Nature Reviews Rheumatology, 11(7), 390-400.

A rheumatoid arthritis (RA) és a spondylitis ankylopoetica (SPA) kezelése soran
alkalmazott TNFa-gatld célzott terapiak hatasara a gyulladas visszaszoritasa nemcsak az
alapbetegségre, hanem a tarsbetegségek kockazatara is jotékony hatast gyakorolhatnak. Az
egyes biomarkerek alkalmazasa és azok nyomon kovetése lehetové teszi a betegségek korali
felismerését és hatékony kezelését. A legigéretesebb biomarkerek azok, melyek szoros

kapcsolatban allnak a betegség patofiziologiai mechanizmusaval.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Autoimmun gyulladasos érelmeszesedés kockazata

Az Altalanos népességhez viszonyitva, a reumatologiai betegségek esetén a sziv-€s
érrendszeri megbetegedések feleldsek a haldlozasok 30-50%-aért®. A hagyomanyos kockéazati
tényezO6kon tul, szamos, a reumatoldgiai megbetegedésre jellemz6 effektor mechanizmusok,
koztiik a lokalisan érintett iziiletekben termel6dd proinflammatorikus citokinek (I1L-1, 1L-6,
TNFa), a reaktiv oxigénfajtak (ox-LDL) felhalmozodasa, a nitrogén-monoxid (NO)
megvaltozott termelése és az egyes autoantitestek (ACPA, RF) jelenléte kozvetve és
kozvetleniil is képes aktivalni az endothél sejteket, amely az endothélialis diszfunkciot, egy
korai proaterogén folyamatot indit el. Az érelmeszesedésnek ez a korai stadiuma a
kardiovaszkularis események jovébeli kockazatanak fontos markere!®l, Bar az
ateroszklerotikus elvaltozasok hosszl ideig alakulnak ki, az aktiv gyulladasos reumatologiai
betegségekben szenved6knél sokkal gyorsabb, instabilabb és torésre hajlamosabb plakk
képzédik'?. A gyulladasos érelmeszesedés kialakulasanak megértése érdekében fontos az

crer

megértése.

3.1.1. Endothél diszfunkcio és plakk-képzédés

Az endothélium az érfal homeosztazisanak f6 szabalyozoja, mely kritikus szerepet jatszik
az érrendszeri tonus, a véralvadasi allapot ¢és simaizomsejtek proliferaciojanak
szabalyozasaban®3. Az endothélialis diszfunkcié eldzménye a sejtaktivacio, amelyet altalaban
a proinflammatorikus citokinek (TNFa, IL-6) indukalnak. Ennek hatasara n6 az intracellularis
adhéziés molekula 1 (ICAM-1), vaszkularis sejtadhéziés molekula 1 (VCAM-1) és az
endothélidlis leukocita adhézios molekulak (pl. E-szelektin) fokozott expresszidjal®. Az
endothélium ezzel atjarhatobba valik, igy a lipidmolekulak és a citokinek altal vonzott
gyulladasos sejtek, foként monocitak és T-limfocitak, konnyebben bejutnak az endothélialis
térbe'®. Az alacsony siirtiségli lipoproteinek (LDL) felhalmozodnak a subendothélialis
rétegben, ahol kémiai és oxidativ modosulason mennek keresztiil. A 1étrejové oxidalt LDL
(oxLDL) aktivalja az endothél sejteket, valamint hozzajarul a kering6 leukocitak toborzasahoz
azaltal, hogy fokozza az adhézios molekulak expressziojat és az egyes kemokinek

crer

modosult LDL-t, és habsejteket vagy zsircsikot képeznek az érfalon beliil. Emellett a



makrofagok proinflammatorikus citokineket és novekedési faktorokat valasztanak ki, ami
tovabb fokozza a gyulladasos valaszt'’. A T-sejtek, melyek esetében elsésorban a limfocita T
helper 1 (Th1) sejtek dominalnak, proinflammatorikus citokinek termelésével (TNF-a, IFN-y,
és a habsejtképzodéshez'®. A folyamat elérehaladtaval a mononuklearis sejtek felhalmozodnak,
a simaizomsejtek felszaporodnak és egy rostos szovet képzodik, mely lefedi és stabilizalja a
plakkot. Az elérehaladott elvaltozasokban, a megnovekedett makrofagok szama miatt az
efferocitozis folyamata hatastalanna valik, ami hozzajarul a nekrotikus mag kialakulasahoz. Az
apoptotikus makrofagokb6l a metalloproteinazok (MMP) felszabadulasanak stimulalasa,
valamint a kollagént termelé simaizomsejtek (SMC) csokkenése tovabb roncsolja a rostos
szovetet, ami végiil a plakk szakadasahoz vezet, mely thrombus képzédést valt ki és ezaltal

artérias elzarodast okoz®®.

3.1.2. AKkorai ateroszklerozist elérejelzé szolubilis vaszkularis biomarkerek jelentésége

Korabban azt gondoltdk, hogy az érelmeszesedés azért alakul ki, mert a lipid anyagok
passzivan felhalmozodnak az érfalban. Azonban ma mar vilagossa valt, hogy az érelmeszesedés
inkabb az erek gyulladasos betegségeként tekinthet6?’. Az immunrendszer diszregulacioja és a
kronikus gyulladas fontos szerepet jatszik ebben a folyamatban. Nem meglepd, hogy a
gyulladdsos reumatologiai megbetegedések, mint példaul az RA és SPA, nagyobb kockazatot
jelentenek a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsara. Az ilyen betegségekben szenveddk
klinikai kimenetelének ¢és a reumatologiai betegek gyulladdsos markerei kozott erds
Osszefliggést tapasztaltak, mint példaul a vorosvértest-siillyedés (We), a magas érzékenységli
C-reaktiv protein (hs-CRP), a betegségaktivitds pontszamai, az érintett iziiletek szdma és a
radiografiai pontszamok 2Y2°. A tumornekrozis faktor-alfa (TNF-a) egy pleiotrop citokin,
amely eldsegiti a gyulladast és fontos szerepet jatszik az RA és SPA kialakuldsédban. Ezenkiviil
szamos Klinikai és preklinikai vizsgalat tamasztja ala a TNFo karos szerepét a sziv és
érrendszeri megbetegedésekben. A TNF-alfa aterogén hatasokkal rendelkezik, mint példaul a
nitrogén-monoxid szintaz expresszidjanak csékkentése, a nuklearis faktor-kappa B (NF-kB)
jelatviteli ttvonal aktivalasa és a reaktiv oxigénfajtak felhalmozodasanak fokozodasa, amelyek
kozvetleniil karositjak az endothélialis funkciét'®?27. Az, hogy az RA és SPA megbetegedések
soran alkalmazott anti-TNF terapianak jotékony hatasa lehet a kardiovaszkularis kockazatra,
nemcsak a gyulladas visszaszoritasa révén, hanem azaltal, hogy gatolja a TNFa karos hatasat

az érelmeszesedés folyamatara, ésszeri hipotézis. Azonban az, hogy ezek a hatasok
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fennmaradnak-e a hosszutavi kezelés soran, és hogy milyen Gsszefiiggésben allnak mas
laboratoriumi és képalkotoi paraméterekkel, egyelére még nem teljesen tisztazott. Ezért az elsd
munkankban a 12 honapos anti-TNF hatasat vizsgaltuk, olyan vaszkularis biomarkereken,

melyek részt vesznek az autoimmun medialt érgyulladas és oxidativ stressz kialakulasaban.

3.1.2.1. Oxidalt LDL (oxLDL) és B2 glikoprotein I antigének

A B2 glikoprotein | (B2-GPI) egy megkozelitéleg 50 kDa molekulatomegi plazma
fehérje, melyet az 1961-es években irtak le el6szor 28, Tulnyomorészt a hepatocitikban
szintetizalodik és a vérben valtozé mennyiségben van jelen (50-55pg/ml)?°. Szerkezetét
tekintve 326 aminosavbol felépiilé egylancu polipeptid, amely 5 (I1-V) homoldg komplement
kontroll fehérje (CCP) doménba szervezédik. Az I-IV-es domén feszesen rendezett, 2
diszulfidkotéssel, az V domén viszont egy extra diszulfidkotést tartalmaz. Az V-domén két
részbol all, egy erdsen pozitiv, 14 t6ltdtt aminosavbol allo részbdl, és egy hidrofob, flexibilis
farokbol. A flexibilis hurok klasszikus TRP-LYS szekvenciakat tartalmaz, amely a fehérje
negativ toltésii foszfolipidhez valo rogzitéséért felel6s®*3t, A B2-GPI zart (kér alaka) és nyitott
(J alakt) formaban egyarant 1étezik. A plazmaban kor alaka fehérjeként van jelen, amit az | és
V domén kozotti kolesonhatas biztosit. Ebben az esetben mind az N terminalis (DI), mind a C
terminalis (DV) tartomany részben el van rejtve. Miutan a kotédés bekovetkezik, a B2GPI
molekula kinyilik, és az | és IV domén elvalik egymastol. Ennek eredményeként az | domén
kotohelyei szabadon allnak, igy potencialis kotohelyeket hoznak létre az autoantitestek
szamara, amelyek ellen termelédnek®. A B2GPI altalaban a kiilonbozé negativ toltésii
molekulakhoz képes kotédni, ezaltal szamos biologiai folyamatban szerepet jatszik. Példaul
részt vesz az apoptotikus sejtek eltavolitasaban a vérkeringésbol, gatolja a lipopoliszacharid
(LPS) altal kivaltott szoveti faktor és IL-6 expressziot monocitakon és endothélialis sejteken,
valamint szerepe van az antifoszfolipid antitest (aPL) altal kivaltott endothélsejtek
aktivalasaban. Ugyanakkor a B2GPI funkcionalisan egyediilalld6 médon mind a komplement
aktivaciot, mind pedig a hemosztazis folyamatat képes mindkét iranyban szabalyozni®®. Az
1990-es évektol valt az érdeklodés targyava, amikor az antifoszfolipid szindroma egyik f6
antigénjeként azonositottak®®, majd 1997-ben elészor szamoltak be arrél, hogy a B2GPI
kozvetleniil képes kotddni az oxidalt LDL-hez. A kotédés specifikusan a nagy affinitastt oxLDL
lipid ligandumon, nevezetesen az ox-Ligl (7-ketocholesteryl-9-carboxynonanoate) -en és ox-
Lig2 (7-ketocholesteryl-12-carboxy(keto)dodecanoate) -n keresztiil valosul meg. A

kolcsonhatas kovetkeztében kovalens kotés alakul ki, ami egy stabil (nem disszocialhatd) és
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patogén oXLDL/ B2GPl komplexet eredményez®®3’. Habar az oxLDL és P2GPI kozotti
kolcsonhatas a f2GPI antioxidans szerepét sugallja, a 1étrejové komplex immunogénné valik,
ami autoantitestek termelését valtja ki. Az 1gG anti-p2GPI antitest jelenléte az oXLDL makrofag
altali felvételét és intracellularis felhalmozodasat felgyorsitja az Fcy receptorokon keresztiil. Ez
tovabb fokozza a habsejt képzddést, valamint a scavenger CD36 és FcyRI receptorok
upregulaciojat és  fokozott felszini  expressziojat eredményezi®®. Emellett az
oxLDL/B2GPIl/anti-B2GPI antitest komplex eldsegiti az endothélialis gyulladasos valaszt a
TLR4 altal kozvetitett NF-kB jelatviteli uton keresztiil, ami egy hipergyulladasos allapot
kialakulasahoz vezet. Ennek hatasara megnovekszik a proinflammatorikus citokinek, mint
példaul a TNFa, IL-6, és az IL-1B szekrécidja, az adhéziés molekulak koziil pedig az
intracellularis adhézios molekula 1 (ICAM-1) és vaszkularis sejt adhézios molekula 1 (VCAM-
1), valamint a monocita kemotaktikus protein 1 (MCP-1) expresszi6ja®®. Ugyanakkor a
vaszkularis simaizomsejtek (VSMC) proaterogén aktivacidjat is képes indukalni, fokozva
és apoptozisat®®, Mindezen megfigyelések utan nem meglepd, hogy a komplex jelenléte
Osszefliggésbe hozhatdé a koszortér-betegség sulyossagaval és a karos kimenetel 3,5-szer

nagyobb kockéazataval®!,

3.1.2.2. Anti-hésokk fehérie 60 (aHSP60)

A hoésokk-fehérjék (HSP) olyan molekularis chaperonok, melyek filogenetikailag
er6sen konzervaltak, és megtalalhatoak prokariota és eukariota sejtekben is. Alapvetd szerepet
jatszanak a sejtek életciklusaban és tulélésében*?. Az elnevezésiik az 1960-as évekbdl ered,
amikor a Drosophila inkubaciés hémérsékletének emelésével egy addig ismeretlen fehérje
fokozott géntranszkripciojat fedezték fel. Késobb kidertilt, hogy a stressz sok mas formaja is
ugyanezt a hatast valtja ki*®. A HSP-ket molekulatomegiik szerint nehéz (Hsp110, Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsp40) és kis molekulatomegii (sHsp) csaladokba soroljak**. Az egyik
legtobbet tanulmanyozott hésokk-fehérje a HSP60, amely altalaban chaperoninok (Cpn60)
néven ismert, az emlds Hsp60-at, a mikrobakterialis mMHSP65 homologot, az Escherichia coli
homolég GroEL-t és a chlamydia cHSP60-at tartalmazza®. A kiilénbozé baktériumfajok
HSP60-ja 95%-nal nagyobb szekvenciahomoldgiat mutat, és tobb mint 55%-0s homoldgiat
talalunk a bakterialis és human HSP60 kozott mind DNS, mind fehérje szinten. Ez a tény képezi
az autolog HSP60 és a korokozok kozotti Kiterjedt immunologiai keresztreakciok alapjat.

Minden ember védé adaptiv immunitast szerez a bakterialis HSP60 elleni fertézéssel vagy
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vakcinazassal*®. Normdl, fiziologias koriilmények kozott alacsony szinten konstitutivan
expresszalodik, és fontos szerepet jatszik mas fehérjék bioszintézisében, feltekeredésében,
szallitasaban és  Osszeallitasaban, valamint az intracellularis fehérje aggregacio

megakadalyozasaban®’

. Az expresszidjuk jelentds mértékben megndvekedhet kiilonféle
stresszhatasokra, beleértve a fizikai és kémiai stresszt (hé, dohanyzas, oxigéngyodkok),
gyulladast (gyulladasos citokinek, oxLDL, LPS) és fert6zést (Chlamydia pneumoniae). Ezek a
fehérjék transzlokalodnak a sejtmembranon, és "vészjelzésként" szolgalnak a velesziiletett és
adaptiv immunitds szamara®®, A HSP60 képes szoveti homeosztazist helyreéllitani,
finomhangolni a gyulladast a TLR4 és TLR2 aktivitasan keresztiil*®. Ezaltal eldsegiti a
gyulladast a B-sejteken, effektor T-sejteken és monocitakon keresztiil, masrészt képes
gyulladasgatlo hatast kifejteni a Treg-sejteken, antiergotipikus T-sejteken és B-sejteken. Az
immunvalaszra gyakorolt hatasa fliigg a koncentraciotol, a mikodés helyétél és a HSP60
epitoptol (bakterialis vagy sajat). Alacsony koncentracidban segiti az immunegyensuly
fenntartasat, mig fert6zés, szovetkarosodds vagy neopldzia esetén nagy koncentracioban
fokozza a monocitdk és effektor T-sejtek proinflammatorikus valaszat®™®. A HSP60
gyulladasban betoltott szerepét elészor egy adjuvans arthritis modellben mutattak ki, ahol a
gyulladt iziiletekben mikrobakterialis HSP60 ellen iranyulé infiltralo T-sejteket taldltak®:.
Azdéta HSP60-ra adott humoralis immunvalaszokat szamos kiilonb6zé autoimmun és
gyulladasos betegségben is kimutattak, beleértve a 1-es tipust cukorbetegséget, gyulladasos
bélbetegséget, sclerosis multiplexet, rheumatoid arthritist és Bechterew-kort®?°. Az elsé
megfigyelések HSP60 érelmeszesedésben betdltott proaterogén szerepére az 1990-es évekbol
szarmaznak®. Ugyancsak ezt a szerepet tamasztotta ala egy nagyszabasu longitudinalis
prospektiv randomizalt vizsgalat, a Bruneck tanulmany, mely kimutatta, hogy a mikrobialis
HSP65 elleni antitestek szintje szignifikinsan magasabb azon résztvevok esetében, akik
ateroszklerotikus elvaltozassal rendelkeztek, szemben a 1ézi6 nélkiili kontroll egyénekhez
képest®’. Azota szamos tanulmany mutatott Ki osszefiiggést a HSP60-¢elleni antitest szintek és
az ateroszklerdzis mérete/progresszidja kozott, korrelacidé volt megfigyelheté a nyaki verdér
falvastagsagaval, az ateroszklerotikus sziv és érrendszeri betegségekkel, valamint az
érelmeszesedéssel ~ Osszefliggd morbiditissal és mortalitissal®®. Az  érelmeszesedés
folyamataban valo részvételének alapja, hogy az egyes kockazati tényezok, pl. szabad gyokok
és az oXLDL kozvetleniil serkentik az artérias fal sejtjeit, ezaltal a HSP60 magas kifejezodését
eredményezik®. A magas HSP szint gyulladast el8segitd hatast fejt ki azaltal, hogy az
intracellularis térbe keriillve a TLR4/CD4 receptorokhoz kotédve indukalja az adhézids
molekulak (E-szelektin, ICAM-1, VCAM-1) expresszi6jat®®, stimulalja a VSMC-k migraciojat
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(TNFa, IL-12, IL-15) termel6dését eredményezi. Ezzel egyidejiileg a makrofagok antigéneket
mutatnak be a T-és B-sejteknek, amelyek a HSP elleni autoreaktiv sejteket és autoantitesteket
termelnek, hozzajarulva ezzel az endothél karosodashoz és érfal gyullladasos valaszahoz®®. A
HSP60-specifikus T-sejtek foként Thl fenotipustak, proaterogén citokineket, példaul IFN-y-t,
IL-12-t és TNF-a-t termelnek, és megzavarjak az egyensulyt a Thl és Th2 citokinek kozott,

hozzajarulva az intima megvastagodasahoz az ismert arterioszklerézisra hajlamos helyeken®?.

3.1.2.3.8zolubilis urokinaz plazminogén aktivator receptor (SUPAR)

Az urokinaz plazminogén aktivator receptor (UPAR) a limfocita antigén 6 (Ly-6)
fehérjék szupercsaladjanak egy tagja, amelynek molekulatomege 55-60 kDa. Erésen glikolizalt
polipeptidrél van sz6, amely egy glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) horgonyon keresztiil
kapcsolodik a sejtmembranhoz®®. A szerkezete harom doménbdl all (D1-D3), amelyeket két
rovid linker-régio kot 6ssze. A plazmamembranon torténd mobilitasat a transzmembran domén
hianya teszi lehetévé, igy elhelyezkedése a sejt funkcionélis 4llapotatol fiigg®*®. Kiilonbozd
sejteken expresszalodik, beleértve az immunolodgiailag aktiv sejteket, endothélsejteket,
simaizomsejteket és bizonyos tumorsejteket®®. Az UPAR expressziojat kiilonbozé citokinek
(TNF-a, IL-6) és novekedési faktorok (fibroblaszt és epidermalis novekedési faktorok) képesek
szabalyozni®’. Legujabb tanulmanyok kimutattak, hogy fontos szerepet jatszik az érbetegségek
patogenezisében, mivel szamos fiziologiai Utvonal szabalyozasaval befolyasolja azok

t%. Funkciojat tekintve, az UPAR egyrészt képes a plazminogén aktivacios rendszer

kialakulasé
szabalyozasara, a Szerin protedz urokinaz plazminogén aktivator (UPA) megkotése altal. A
keletkezett plazmin nélkiilozhetetlen a fibrinolizis folyamataban, bizonyos matrix
metalloproteazokat (MMP3, MMP9, MMP12 és MMP13), és novekedési faktorokat (bFGF,
VEGF, HGF, TGF-p) aktival, ami az extracellularis matrix (ECM) és a jelatviteli Gitvonalak
iranyitott atalakulasat eredményezi®®"*. Masrészt az UPAR kozvetlen kdlcsonhatasba 1ép a
vitronektinnel, szamos transzmembran receptorral, példaul az integrinekkel vagy G-protein-
kapcsolt receptorok (GPCR) csaladjaval. Az idaig leirt 42 kolcsonhatasba 1€p6 fehérjével képes
elosegiteni az sejt-ECM kolcsonhatasokat, valamint a sejten beliili jelatviteli kaszkadok
elinditasat, amelyek sejtadhéziot, sejtmigraciot, differencialodast, proliferalodast idéznek

el8857274 (2 dbra)
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2.abra. uPAR miikodése és szabalyozasa a plazminogén aktivacios rendszerben.
Forras helye: Smith, H. W., & Marshall, C. J. (2010). Regulation of cell signalling by uPAR.
Nature Reviews Molecular Cell Biology, 11(1), 23-36.

Az UPAR a gyulladasos stimulacios soran, az egyes citokinek (pl.TNFa) hatasara
felszabadul a sejtekb6l, ¢és az immunrendszer aktivacidjatol fliggéen, kiilonbozo
koncentracidban kimutathatova valik a vizeletben, plazmaban, szérumban és cerebrospinalis
folyadékban’*™ . A SUPAR hasitasért felelds enzimek, kiilonbdzd protedzok (plazmin,
metalloproteinazok, elasztazok, UPA,) és foszfolipazok (pl. GPI-specifikus foszfolipaz-C),
melyek a hasitas helyétdl fiiggden, a SUPAR harom kiilonb6z6 formajat generaljak (SUPAR D1-
D3, suPAR D2D3 és suPAR D1)®. A suPAR kiilonboz6 fragmensei befolyasoljak a SUPAR
altal indukalt jelatvitel iranyat és eltérd6 modon vesznek részt a gyulladasos sejtek
kompetitiv inhibitoraként miikodve képesek gatolni az UPAR, UuPA altal kozvetitett
proteolizist™*’""8, A sUPAR szamos betegséghez tarsul, beleértve a hepatitiszt, vesebetegséget,
bizonyos fert6z6 betegségeket (HIV, tuberkulézis), cukorbetegséget, rakot és reumatologiai
betegségeket.”®. Kimutattak, hogy erds elérejelzéje az érelmeszesedésnek és az endothél
diszfunkciojanak, valamint szignifikansan 6sszefligg a koszortaér-betegség és iszkémias stroke
kockézataval®®®2, Elénye a hagyomanyos akut fazisu fehérjékkel szemben, hogy szintje nem
fiigg a napi valtozastol, fliggetlen a testtomeg indextdl, €hgyomori allapottol, hormonszintektol,
valamint rendkiviil stabilnak bizonyul a tbbszori fagyasztasi-olvasztasi ciklus utan is®”&,

Ezért a Klinikai rutinban egyre tobbet alkalmazzak prognosztikai biomarkerként.
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3.1.2.4. B-tipusu natriuretikus peptid (BNP)

A natriuretikus peptidek (NP) olyan polipeptid mediatorok csaladjat alkotjak, amelyek
evoluciosan konzervaltak és szamos hatast fejtenek ki az egész szervezetben. Kulcsfontossaga
szerepet jatszanak az elektrolitok és vizhaztartas homeosztazisanak szabalyozasaban, valamint
ellensulyozzak a sziv- és érrendszerre gyakorolt kedvez6tlen hatasokat a szivelégtelenség soran
a szimpatikus idegrendszerre (SNS) és renin-angiotenzin-aldoszteron rendszerre (RAAS)
kifejtett ellentétes hatdsuk révén®82, A csalad harom jol jellemzett hormont foglal magaba: a
B-tipusu natriuretikus peptidet (BNP), a pitvari natriuretikus peptidet (ANP), és a C-tipusu
natriuretikus peptidet (CNP)23. Az elséként az 1988-as években izolalt BNP-t eredetileg agyi
natriuretikus peptidként nevezték el®’. A neve késdbb megvaltozott, mint kideriilt, elsésorban
a kamrai szivizomsejtek termelik térfogat-tagulas vagy nyomastualterhelés esetén a kamrai
szivizom elégtelenség soran®*®®. A B-tipusu natriuretikus peptid preprohormonként (pre-
proBNP) szintetizalodik, és tovabbi modosulasok eredményeként prohormon proBNP-re hasad.
Az endoproteazok a proBNP-t egy bioldgiailag aktiv 32 aminosavbol all6 C-terminalis
fragmentumma, BNP-v¢ és egy inaktiv 76 aminosavbol allo6 N-termindlis fragmentumma, az
NT-proBNP-vé hasitjak®®®’. A véraramba juto BNP a funkcionalis aktivitasat a szisztémas
keringésben 1év6 endopeptidazokkal és célsejtek felszinén 1év6 nagy affinitasa receptorokkal
(NPR receptor) vald kolcsonhatis révén fejti ki®®. Ennek hatasai kozé tartozik az értagulat,
diurézis, a sziv-és érizomsejtek novekedésének, valamint a renin és aldoszteron termelésének
kamratérfogat akut nvekedésre adott valaszaban®®. Az évek soran a BNP-K vérszintje hasznos
diagnosztikai és prognosztikai eszk6zz¢ valt szamos sziv és érrendszeri betegségben, beleértve
a pangasos szivelégtelenséget, szivinfarktust és a koszoruér szindromakat®. Az utobbi iddben
egyre tobb bizonyiték szolgal arra, hogy a natriuretikus peptidek hatasai nemcsak a térfogat
szabalyozasara korlatozodnak, hanem szerepet jatszanak a helyi immunitas kialakitasaban. Az
NP-receptorok lokalizacidja kiilonb6z6 immunszervekben ¢és -sejtekben (makrofagok,
dendritikus sejtek, T-limfocitak) és az, hogy az egyes immunszabalyozo szerek szabalyozzak
expressziojukat és aktivitasukat, azt mutatja, hogy szerepiik van az adaptiv és velesziiletett
immunrendszer mitkddésében®. Erre példa, a BNP plazmaszintjének jelentds emelkedése akut
kardialis allograft kilok6dés epizodja soran, valamint olyan esetekben amikor a gyulladas
jelentdsen hozzajarul a betegség patogeneziséhez, példaul akut szivizomgyulladasban vagy
szepszisben®®®®, Ma és munkatarsai egyértelmiien bebizonyitottak, hogy az njsziiltt patkany

kamrai szivsejtek tenyészeteiben az egyes proinflammatorikus citokinek, mint a TNFa és IL-
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1B felelosek a fokozott BNP szintézisért és szekrécioért. Ezt a hatast a p38 jelatvitelt hasznalo
titvonalon keresztiil szabalyozzak®. Emellett a BNP képes szabalyozni az egyes {6 gyulladasos
molekulak termelddését, igy példaul nagymértékben serkenti reaktiv oxigén- és nitrogénfajok
(ROS és RNS) termelését NADPH oxidazon keresztiil, jelentdsen névelve ezekben a sejtekben
a NO2 felszabadulasat. Hozzajarul a leukotrién B4 (LTB4) és a prosztaglandin E2 (PGE2)
ndvekedéséhez, az arachidonsav felszabadulasa altal®®. A 1étrejové PGE2 hatékonyan gatolja a
dendritikus sejtek altali IL-12, TNF-a felszabadulasat, és képes fokozni az 1L-10 makrofagok
termelését®®. A BNP hatasa ezaltal kettds, proinflammatorikus hatast fejt ki a ROS, RNS, NO2,
LTB4 termelés szabalyozasan keresztiil, mikozben az antiinflammatorikus hatast tamogatja a
PGE2 ¢s IL-10 szintjének novelésével. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
proinflammatorikus citokinek és a kering6 natriuretikus peptidek szintjei kozott er6s kapcsolat
van a kiilonb6z6 gyulladasos ingerekre adott valaszként, és hogy a gyulladas kulcsfontossagt
kozvetito lehet a sziv endokrin funkcidinak zavaraban, ami alatimasztja azt a hipotézist, hogy
az autoimmun betegek esetében jellemzé gyulladasos folyamatok osszefiiggésben allnak a
kardiovaszkularis kockazattal®’. Ezt az allitast tamasztjik ala azok a megfigyelések, melyek
emelkedett BNP-szintr6l szamoltak be szamos autoimmun megbetegedésben, gy, mint a
rheumatoid arthritisben, spondylitis ankylopoeticaban, szisztémas lupus erythematosusban és

szisztémas szkler6zisban®® 101,

3.2. Az angiogenezis folyamata, kapcsolata a kronikus gyulladassal

Az érelmeszesedés specifikus koriilményei kozott szerepel az oxidativ stressz, a gyulladas
¢és az intima megvastagodas, amelyek hipoxias allapotot idéznek el6 az artériakban. Ennek
eredményeként az oxigén diffizi6 a lumenbdl elégtelenné valik, ami fokozott
véredényképzddést (angiogenezist) valt ki a gyulladt szoveten beliil'®>1%, Az angiogén
faktorok megjelenése noveli az endothélialis feliiletet, ami az érfal megvastagodasahoz és a
1étrejové neokapillarisok torékenysége pedig instabilitast okoz ¢és thromboembolias
eseményekhez vezet'®, Az angiogenezisben szerepet jatszo faktorok koziil, a vaszkuldris
endothelialis novekedési faktor (VEGF) a gyulladdsos angiogenezis kulcsfontossaga
szabalyozoja, melynek expresszigjat elsésorban a hipoxia altal indukalhat6 faktorok (HIF) és a
gyulladasos folyamatokra jellemz6é proinflammatorikus citokinek (pl. TNFa) indukaljak. A

VEGF kozvetleniil stimuldlja az angiogenezist, és nélkiilozhetetlen az endothél sejtek

--------
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angiopoietin-1 (Ang-1) a Tie2 receptorhoz kotddik, gatolja az endothélidlis apoptozist,
indukalja az 0j erek képzddését, csokkenti az erek permeabilitasait. A VEGF-ANG-Tie2
rendszer kozotti kolecsonhatas az erek stabilizalasanak szempontjabol fontos tényezo!'%. Ezzel
szemben, gyulladas soran, az angiopoietin-2 (Ang-2) az angiopoietin-1 antagonistajaként
miikodik kozos receptorhoz valo kotddésiik révén, gatolja az ér érését és destabilizalja az
endothéliumot!*-113, A trombocita eredetii novekedési faktor BB (PDGF-BB) szintén serkenti
az angiogenezist, elésegiti a simaizomsejt proliferaciot és az extracellularis matrix (ECM)
szintézisét!4, A thrombospondin-1 (TSP-1) az extracellularis matrixban talalhato glikoprotein,
amely tobbdoménes szerkezete révén, képes kiilonboz6é ligandumokkal, pl. citokinekkel, az
ECM komponenseivel, novekedési faktorokkal, proteazokkal kolcsonhatasba 1épni, ezaltal

szabalyozni aktivitasukat. Az angiogenezis hatékony endogén inhibitoraként a TSP-1 gatolja

........
rrrrrrrr

antagonizalasahoz!*> 117,

Az angiogenezis Kritikus szerepet jatszik szamos gyulladasos autoimmun betegségben,
példaul rheumatoid arthritisben, spondylitis ankylopoeticaban, Szisztémas lupus
erythematosusban, szisztémas szklerézisban, pikkelysdmorben és az érelmeszesedésben?1®120,
Az angiogenezis és a kronikus gyulladas ugyanazon molekularis események altal valtddhatnak
Ki, igy szorosan osszefiiggenek. A hipoxia mint kozos inger, a novekedési faktorok fokozott
termelését, valamint az egyes immunsejtek és makrofagok felhalmozodasat eredményezil?t 1%,
Szamos gyulladasos allapotban a citokin és kemokin felszabadulasa az endothélsejtek
aktivalasat eredményezi, mig az immunsejtek kozvetleniil vagy kozvetve felszabadithatjak az
angiogén mediatorokat 12112413 Az angiogenezis azonban fenntartja a gyulladast, mivel

biztositja a tapanyagokat és az oxigént a sejtek metabolikus igényeihez. (3.abra)
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3.abra. A kronikus gyulladas és angiogenezis kapcsolata. Forras hely: Costa, C., Incio, J., &
Soares, R. (2007). Angiogenesis and chronic inflammation: cause or consequence?
Angiogenesis, 10(3), 149-166.

Az Osszefliggést alatamasztja, hogy a rheumatoid arthritis (RA) és az spondylitis
ankylopoetica (SPA) betegségben szerepet jatszo6 TNFo magas szintje nemcsak az endothélialis
diszfunkcio kialakulasahoz, hanem az angiogenezis folyamatiaban is részt vesz, ugyanis

-------- r

kozvetlen hatassal van az endothélsejtek migraciojara, proliferacidjara és az 0j erek

képzddésérel?6:127

3.3. A vaszkularis és csont-statusz osszefiiggései arthritises betegekben
3.3.1. A csontrikulds mint tarsbetegség RA-S és SPA-S betegekben

A csont egy dinamikus szovet, melyet a csontképzé sejtek (oszteoblasztok) altal
kozvetitett csontlerakodas és a csontlebontod sejtek (oszteoklasztok) altali csontfelszivodas
hataroz meg. Normal fiziologias koriilmények kozott a két folyamat kozotti egyensulyt a
koordinalt jelatviteli mechanizmusok szabalyozzdk'?®. A csontritkulas a csontremodellacio
gyakori rendellenesége, mely soran felborul az egyensuly a csontfelszivodas és csontképzodés
kozott. A folyamat eredménye egy csokkent asvanyianyagsiiriiségii és szilardsagu csont lesz,

mely megndvekedett torési kockéazattal jar egyiitt'?°

. A gyulladast a csontritkulas lehetséges
kockézati tényezdjeként azonositottak a reumatoldgiai iziileti megbetegedések soran.
Rheumatoid arthritisben szenved6 betegeknél gyakran jelentkezik a csontvesztés,
kiilonosen az iziilet koriil (periartikularis). Az iziileti csonterdzid 6 kivalté oka a szinovitis,
mely a gyulladast el6segit6 citokineken, elsddlegesen a TNFa-n keresztiil a f6 oszteoklaszt

differenciaciés faktor, a RANKL szintézisét indukalja, eltolva ezzel az egyensulyt a
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csontfelszivodas iranyaba®*’. Az autoantitestek, mint példaul a rheumatoid faktor (RF) és az
anti-citrullinalt fehérje (ACPA), szintén hozzajarulnak a csontritkulas kialakulasdhoz'®.
Klinikai vizsgalatok tamasztjak ala, hogy a régota fennall6 RA betegek esetében a teljes csipd-
és combnyak BMD-je csokkent az egészséges kontroll betegcsoporthoz képest, csaknem
kétszeres kockazatot jelentve a csigolya-és csipétorésekre®. Maganak a gyulladdsnak a
csontokra gyakorolt hatasat tiikrozi, hogy a felgyorsult csontvesztés Gsszefliggést mutatott a
magas betegségaktivitassal'®,

A spondylitis ankylopoetikaban (SPA) szenved6 betegeknél a gyulladas és 1j
csontképzOdés az axialis iziileteket és csigolyakozi tereket érinti, altalaban azokon a helyeken,
csontosodas egyiittesen Szerepet jatszik, j csontképz6dményeket hoz 1étre a gerinc bizonyos
teriiletein, mely a betegségre jellemz6é gyulladasos hatfajast és a gerincmozgasok
korlatozottsagat okozza'®. Az SPA betegek esetében az axidlis csontritkulas eléfordulasa
magas, még a betegség korai stadiumaban és enyhe progresszio esetén is, amely az esetek 4-
18%-aban csigolyatdrést is okozott!®. Az SPA-ban jelentkezd oszteopordzis kialakuldsahoz
hozzajarulhat a kronikus gyulladas és immobilizacio, amelyek a mozgaskorlatozottsag és

gerincfajdalom kovetkezményei lehetnek.

3.3.2. A4 gyulladasos érelmeszesedés és csontvesztés kapesolata arthritises betegekben

A sziv- és érrendszeri betegségeknek €s a csontvesztésnek szamos kozos kockazati
tényezOi léteznek, ide tartozik példaul az l6 életmdd, a dohanyzas, az oregedés, az
dsztrogénhiany, valamint a cukorbetegség®. Az artritiszes betegek esetében a kronikus
gyulladas szintén jelent6s tényezé lehet mindkét betegség kialakulasaban. A gyulladasos
folyamatokhoz kapcsolodd adhézidés molekulak fokozott expresszidja, a proinflammatorikus
citokineket kivalaszto sejtek bosége, a neovaszkularizacio folyamata, valamint a kollagénbontd
enzimek felszabadulasa, mind hozzajarulhat az iziiletek csont- és porc erdzidjahoz, valamint az
ateroszklerotikus plakkok instabilitasahoz. Ezek az 6sszefiiggések azt sugalljak, hogy a k6zos
patologias mechanizmusok &sszekapcsolhatjak ezeknek a betegségeknek a kialakulasat
arthritisben. Ezt tamasztja ala azon megfigyelés, hogy RA betegeknél az osteoporotikus torések

utan nagyobb a sziv- és érrendszeri betegségek kockazata, fiiggetleniil a hagyomanyos

kardiovaszkularis kockazati tényezSktol°.
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Atherosclerosis

disease

4.dbra A gyulladas, érelmeszesedés és csontritkulas kapcsolata. Forras hely: Szekanecz, Z.,
Raterman, H. G., Petho, Z., & Lems, W. F. (2019). Common mechanisms and holistic care in
atherosclerosis and osteoporosis. Arthritis Research & Therapy, 21(1), 15.

Az artéridk simaizomsejtjei a gyulladasos ingerek hatasara, képessé valnak
oszteoblasztokka differencialodni, és olyan csontsejtekre jellemz6 kiilonbozé fehérjéket
termelni, mint az oszteokalcin, RANKL, oszteoprotegerin és csontmorfologiai fehérje (BMP)
hozzajarulva ezzel az érelmeszesedés folyamatahoz'®. Csontszinten ugyanezek a gyulladsos
ingerek az oszteoklasztok differencialodasat serkentik, ami a csontvesztést és az egyes torések
kialakulasat eredményezi'®®.(4.abra) A C-reaktiv fehérje és a gyulladast eldsegité citokinek
fontos szerepet jatszanak a csontfelszivodas és az érelmeszesedés kialakulasaban. Az
emelkedett TNFa, IL-6 és CRP szintek osszefliggésbe hozhatok a nem traumas eredeti
osteoporotikus torésekkel és a szivinfarktussal*®’.

Habar az egyes csontritkulasos megbetegedésekre alkalmazott terapidknak kedvezo
kardiovaszkularis hatasai lehetnek és forditva, az egyes vazoaktiv szereknek jo hatasai lehetnek
acsontra, a gyulladasos iziileti megbetegedések soran, maganak az alapbetegségnek a kezelése
is javithatja a tarsbetegségek kialakulasanak kockazatat. A jelenleg alkalmazott TNFa-gatld
terapiak megel6zhetik a betegséggel 0Osszefliggd szisztémas csontvesztést, valamint

csokkenthetik a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasanak kockazatat'*81%,
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3.3.3. A csontanyagcsere markerei és szabdalyozoi, lehetséges szerepiik az érelmeszesedés
folyamataban.

A csont folyamatos megujulasa az épit6 és bonto folyamatok dinamikus egyenstlyan
alapul, amely soran az oszteoblasztok és oszteoklaszok altal termelt, valamint a csontallomany
elbomlasabol szarmazé anyagok keriilnek a vérbe. Az ilyen biomarkerek mérésével
kovetkeztetni lehet a meguajulas adott fazisanak aktivitasara. Tobb epidemiologiai tanulmany
utal arra, hogy kapcsolat van a karosodott csontanyagcsere és a vaszkularis meszesedés kozott.
A  meszesedés folyamatat olyan tényezok szabalyozhatjak, amelyek ismertek a
csontmegujulasban jatszott szerepiikr61*>1%, A tovabbiakban a vizsgalt csontmarkerek ezen

kettds szerepére fokuszalunk annak érdekében, hogy megértsiik a csontvesztés patofiziologiajat

¢és annak osszefliggését az érrendszeri karosodassal.

Csontképzd biomarkerek

A csontok legnagyobb mennyiségben el6fordulo fehérjéje az I-es tipusa kollagén, amely
a csontok 90%-at alkotja. A szérum l-es tipusu prokollagén N-termindlis propeptid (P1NP)
biomarker a kollagén szintézis soran keletkezik az oszteoblasztok altal, és koncentracioja
tiikrozi az 0j csontképz6dés mennyiségét!‘®. Az oszteokalcin (OC) az oszteoblasztok altal
szintetizalt fehérje, mely a karboxilacios folyamatokon keresztiil keriil a vérarambal#! .
Hagyomanyos marker a csontritkulasban kialakuld  csontképzédés — sebességének
értékelésére'®. Az OC nem csak a csontok altal termelédik, hanem a vaszkularis
simaizomsejtek is képesek kifejezni'®. Egy kutatas kimutatta, hogy az OC kézvetleniil
befolyasolja a Wnt altal vezérelt VSMC meszesedés folyamatat, ami hozzajarulhat az
érrendszeri betegségek kialakulasahoz!**. Az érelmeszesedésben bedltott szerepe azonban nem

ismert.

Csontreszorpcios biomarkerek

Az |. tipusu kollagén C-terminalis telopeptid (CTX-1) az I-es tipusu kollagént tartalmazo
piridinium-keresztkotések lebomlasanak terméke!. A katepszin K nevii enzim termeli, mely
az oszteoklaszt eredetii csontlebontds fontos kulcsenzime!*®. Emelkedett szintje,
megndvekedett 0szteoklaszt aktivitast és a helyi csonteréziot tikkroz!*’. Egyes tanulmanyok azt

sugalljak, hogy a szérum CTX-szintek elére jelezhetik a carotis falanak megvastagodasat az
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id6s populacioban, azonban a sziv- és érrendszeri betegségekkel vald 6sszefiiggése még nem
tisztazott'*®,

A katepszin K (CATHK) egy cisztein proteaz, mely fontos szerepet jatszik az
oszteoklasztok miikodésében és a csontmatrix fehérjekomponenseinek lebontasaban.
Hatékonyan képes lebontani az 1-es és ll-es tipusu kollagént, és az extracellularis matrix
glikoproteint, az oszteonektint!4%1>0, Az egyes proinflammatorikus citokinekre (TNFa, IL-1p)
adott valaszként felel6s az oszteoklasztok altali csontreszorpcidért és a fibroblasztok altal
kozvetitett porcpusztulasért'>:. Emelkedett expressziojat mutattak ki az SPA és RA betegségek
esetében, fokozott szérumszintje szignifikinsan korrelalt az iziileti karosodassal®™®?1%3, A
katepszin K-rol ismert, hogy a plakk képzodésben részt vevé sejtek koziil a simaizomsejtek,
makrofagok és endothélsejtek is expresszaljak®™*, emelkedett szintje Osszefiiggésben 4ll a
koszortér-betegség kialakuldsaval'®. Az instabil ateroszklerstikus plakkokban felgyorsithatja

az érelmeszesedés folyamatat és a plakk instabilitisat okozhatjal®,

A csontforgalom szabdlyozoi

A receptor aktivator nuklearis faktor kappa B ligand (RANKL) és receptora a RANK a
TNF csaladba tartoznak, a csontok atalakulasanak kulcsfontossagi szabalyozoi, melyek
nélkiilozhetetlenek az  oszteoklasztok kialakuldsidban és  aktivalasabanl®t®’, Az
oszteoprotegerin (OPG) a RANKL oldhat6 csali receptoraként miikodik, megvédi a csontot a
tulzott csontfelszivodastol a RANKL-hez valo kotddéssel. A RANKL/OPG arany a
csontreszorpcié donté meghatarozdja, aranya fontos a csonttomeg és csontvaz integritas
szempontjabol**81%°, A RANK/RANKL/OPG rendszer szabalyozisit szamos tényezd
befolyasolja, beleértve a hormonokat (D-vitamin, 6sztrogén), citokineket (TNFa, IL-1, IL6, IL-
17) és transzkripcios faktorokat'®, Ezenkiviil az OPG szabalyozasdban a Wnt/B-katenin
jelatvitel is szerepet jatszik'®t. A RANKL mind az aktivalt CD4+ és CD8+ T-sejteken
expresszalodik, amely megmagyarazza, hogy az autoimmun betegségek miért eredményeznek

t1%2. Egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra

lokalis és szisztémds csontvesztés
vonatkozoan, hogy a RANKL/OPG rendszer hozzajarulhat a vaszkularis meszesedés
kialakulasahoz az ateroszklerotikus helyeken. A RANKL elésegiti a vaszkularis simaizomsejek
(VSMC) patologias differencialodasat oszteoblaszt fenotipusu sejtekké a csont morfogenetikai

fehérje (BMP) expresszidjan keresztiil.
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A Dickkopf-1 (DKK-1) nevii molekula a Wnt jelatviteli Gtvonal természetes gatloja, ami
fontos szerepet jatszik a csontképzédésben. Emelkedett szintje RA és SPA betegek esetében
prognosztikai marker lehet!63166 A DKK-1 keresztkoti az alacsony stirtiségti lipoprotein
receptor- kapcsolt fehérje 5/6-ot (LRP5/6) a kremen transzmembranfehérjével, gatolva ezzel a
Whnt Altali aktivitdst, ami a csontképzdédést és differencidlodast blokkolja®®’. Ugyanakkor
elésegiti a csontfelszivodast azaltal, hogy felerdsiti a makrofag kolonia stimulalo faktor
expressziojat, ami az oszteoklasztok aktivitasaban jatszik szerepet'®®. A DKK-1
expressziodjanak kulcsfontossagu induktoranak a TNFa-t tartjdk szamon®®®. A kozelmultban,
szamos tanulmany kimutatta, hogy az endothélbdl és vérlemezkékbdl szarmazé DKK-1
hozzajarulhat az ateroszklerotikus 1éziok progresszidjahoz azaltal, hogy eldsegiti az endothél
aktivaciot, leukocita migraciot és a gyulladast!’®'"!, Koncentracioja szignifikdnsan korrelalt a
carotis plakkok jelenlétével és a koszoruér meszesedéssell’2. Emiatt magas szérum szintje
dsszefliggést mutathat szivinfarktusban'’3, iszkémias strokeban!™ és stabil angin pectoris!™
betegségben.

A szklerosztin (SOST) egy glikoprotein, amelyet féként oszteocitak szekretalnak 176, Az
SOST azonos funkciot tolt be, mint a DKK-1, mivel gatolja a Wnt/B-katenin jelatvitelt, amely
fontos a csontképzédés szempontjabol'’’. Szerepe van az oszteoklasztok altal kozvetitett
oszteoblaszt csontképzddés gatlasaban, valamint a RANKL szekrécidjanak serkentésében, ami
egy fokozott csontreszorpciot general’’®. Expressziojat kiilonbozo tényezok befolyasoljik,
beleértve az Osztrogénhianyt, mechanikai ingereket, D-vitamint, mellékpajzsmirigy hormont
(PTH) és a prosztaglandin E2-t}"°. Kimutattak, hogy gyulladasos allapot soran az egyes
proinflammatorikus citokinek szabalyozzak a szklerosztin expressziojat'®®, ugyanakkor a
DKK-1 is képes kozvetleniil stimuldlni az oszteocitik SOST termelését!®l, Magasabb
szérumszintjét RA esetében szamos tanulmany igazolta'®®1®2  Szerepe az érrendszeri
homeosztazisban nem egyértelmii, de korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az SOST artérias

merevségének fiiggetlen prediktora lehet egészséges felnStteknél 182

, pozitiv korrelaciot mutat
a koszorur meszesedésével a nem dializalt vesebetegeknél'®, valamint a carotis-femoralis
pulzushullam terjedési sebességgel (PWV) a posztmenopauzalis csontritkuldsban'®®.

A mellékpajzsmirigy altal termelt parathormon (PTH) egy 84 aminosavbol allo fehérje,
mely a vérben 1év6 alacsony kalcium szint hatasara szabadul fel. A PTH egy G-protein-
kapcsolt receptoron, az 1-es tipusi PTH receptoron (PTHR1) keresztiil hat'®. A kalcium
homeosztazis f6 szabalyozoja, ezaltal fontos szerepet jatszik a csontanyagcserében. A PTH
aktivalja a csontréteg sejtjeit, csokkenti az oszteoblasztok apoptozisat és serkenti az

oszteoblasztok aktivitasat a novekedési faktorok fokozasa révén'®’. A PTHR1 receptort az
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oszteoblasztok, oszteocitak mellett a T-limfocitak is expresszaljak. Kimutattak, hogy a
csontvel6i CD8+ T-sejteken keresztiil noveli a Wnt-jelatviteli aktivitast, ezaltal serkentve az
oszteoblasztok differencialodasat’®®. A PTH-receptorok jelenléte kimutathaté a sziv- és
Szamos klinikai vizsgalat mutatott ki 6sszefiiggést a szérum PTH és a besziikiilt koszortaerek
szama, a magasvérnyomds, a nyaki verdér (carotis) merevség kozott'®, azonban a PTH pontos
szerepe az érelmeszesedésben tovabbi kutatasokkal kell tisztazni.

A 25-OH-D3-vitamin (D3-vitamin) egy szteroid hormon, fontos szerepet jatszik a csont- és
kalcium-anyagcserében. Szintézisét elsésorban a PTH szabdlyozza'®®. D-vitamin hiany esetén
csokkent asvanyianyag-siiriiség, nagyobb csontforgalom és a torések szamanak novekedése
figyelheté meg!®. Emellett a 25-OH-D3-vitamin immunmodulalé hatassal rendelkezik,
elnyomja az adaptiv immunitast azaltal, hogy gatolja szamos proinflammatorikus citokin
termel6dését, serkenti a Th2 limfocitak hatasat, szabalyozza az anigénprezentald sejteket,
csokkenti a B-sejtek proliferaciojat és differencidlodasat'®?. Hianyat dsszefiiggésbe hoztdk az
RA ¢és SPA kialakulasanak fokozott kockazataval'®1% A D-vitamin érvédé hatassal is
rendelkezik, csokkenti a gyulladasos folyamatokat, javitja az endothél diszfunkciot és gatolja a
vaszkularis simaizomsejtek proliferaciojat. Alacsony szintje az érelmeszesedésben

megfigyelheté koszoruér-meszesedések kialakulasanak fokozott kockazataval jart®®.
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4. CELKITUZES

Els6 vizsgalat

RA és SPA betegek bevonasaval, olyan vaszkularis biomarkereket vizsgaltunk
(oxLDL/B2GPI komplex, aHsp60, suPAR, BNP fragmens), melyek részt vehetnek az

autoimmun-medialt érgyulladas és oxidativ stressz kialakulasaban.

- Meghataroztuk az anti-TNF terapia hatasat a biomarkerek szérumszinjére 6 és 12
honappal a kezelés megkezdése utan

- Osszefiiggéseket kerestiink a vaszkularis biomarkerek, valamint a betegségaktivitas
(DAS28/BASDAL), a szisztémas gyulladas markerei (CRP, We), a lipidparaméterek
(TC, TG, HDL-C, LDL-C), az egyes autoantitestek (RF, ACPA) és a vaszkularis
fiziologiai ultrahang vizsgalat (IMT, FMD, PWV) értékei kozott.

Masodik vizsgalat

A masodik vizsgalat soran munkacsoportunk két korabbi tanulmanyanak adatait vettiik
alapul. Az adatok ugyanazon betegcsoport, ugyanabban az idépontban mért érrendszeri 19197,
csont statusz 1%19 eredményeit tartalmaztdk, amelyeket j szempontok szerint elemeztiink A
célunk az volt, hogy meghatarozzuk a csont és vaszkularis markerek kozotti osszefliggéseket,
valamint, hogy az anti-TNF terapia hatasanak vizsgalataval 6sszehasonlitsuk a kezelés elotti és
utani adatokat, hogy meghatarozzuk a csont és érrendszeri allapotok kozotti kapcsolatot. Az

altalunk alkalmazott statisztikai analizisek a kovetkezdk voltak:

- Keresztmetszeti vizsgalat soran az értékek kozotti linearis kapcsolat nagysagat és
iranyat elemeztiik

- Egyvaltozos- és tobbvaltozos regressziods analizissel az egyes értékek kozotti ok-okozati
Osszefiiggéseket értékeltiik

- Altalénos linearis modell (GLM) ismételt méréses varianciaanalizissel (RM-ANOVA)
- két fiiggetlen tényez6 hatasat vizsgaltuk a folyamatosan fiiggd valtozora

- Ismételt méréses multifaktorialis varianciaanalizis (MANOVA) segitségével egy vagy

tobb fliggetlen valtozo két vagy tobb fliggd valtozora gyakorolt hatasat vizsgaltuk.
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5. BETEGEK ES MODSZEREK

5.1. A vizsgalt betegcsoport

A vizsgalatba bevont betegek a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont, Reumatologiai
Klinika szakrendeléseir6l keriiltek bevonasra. Bevalasztasi kritérium volt az RA betegek ACR
(American College of Rheumatology) illetve SPA betegek ASAS (Assessment of
Spondyloarthritis International Society) kritériumok alapjan torténd diagnosztizalasa. A
bevonas elofeltétele volt a korabbi DMARD, illetve biologiai terapia hatastalansaga vagy olyan
mellékhatasa, ami a terapia megvaltoztatasat indokolta, valamint a folyamatosan fennall6
iziileti gyulladas, amit az RA betegek esetében a DAS28>5,2 feletti, SPA betegek esetében a
BASDAI>4 feletti betegségaktivitasi index értéke is igazolt.

Kizarasi kritériumok kozé a kezeletlen magasvérnyomas (>140/90 Hgmm), pangasos
szivelégtelenség, cukorbetegség, az RA és SPA-n kiviili egyéb gyulladasos betegség, infekcio,
illetve vesebetegség megléte tartozott. Egyik beteg sem részesiilt aszpirin, klopidogrel, heparin,
warfarin vagy vazoaktiv gyogyszeres kezelésben. A betegek nem szenvedtek elsédleges
csontritkulasban az RA vagy SPA diagnosztizalasuk el6tt. Azon betegek, akik korabban D-
vitamint, illetve kalciumot kaptak, legalabb 3 honappal a terapia megkezdése elétt mar nem
kaptak tovabbi gyogyszeres kiegészitést. A magasvérnyomassal rendelkez6 betegek legalabb 6
honappal a vizsgalat megkezdése el6tt stabilizalodott betegséggel, ennek megfeleld
gyogyszeres kezelésben részesiiltek, melyek esetében az anti-TNF terapias kezelés soran nem
tortént valtoztatas.

A vizsgalatba 6sszesen 53 beteg keriilt bevonasra, 34 n6 és 19 férfi, akiknek atlag életkoruk
52,0+12,1 (tartomany: 24-83) év, a diagnozis felallitasakor az atlagéletkor 43,5+12,1
(tartomany: 23-62) év, a betegség atlag idétartama pedig 8,5+7,9 (tartomany: 1-44) év volt.
Kiindulaskor az RA és SPA betegek atlag DAS28 értéke 5,00+0,86, az atlag BASDAI értéke
pedig 5,79+1,19 volt. A rajuk vonatkozoé fobb jellemzoket az 1. tabldzat foglalja 6ssze.

A 36 RA beteg koziil 20 beteg etanercept (ETN) terapiaban (50mg/hét), 16 beteg
certolizumab pegol (CZP) terapiaban (400 mg a 0., 2. és 4. héten majd 2 hetente 200mg)
részesiilt. Koziilik 18 ETN terapiaban, 13 CZP terapiaban részesiilé6 RA beteg methotrexattal
kombinacioban, a tobbi beteg monoterapiaként kapta a biologiai terapiat. A 17 SPA beteg
50mg/hét ETN monoterapiaban részesiilt. Kiegészité alacsony dozisu metilprednizol kezelést
(<6mg/nap)12 RA és 2 SPA beteg kapott. A kezeléseket minden esetben a korabbi terapia
kimosasi idejét figyelembe véve, az eldirt sziirdvizsgalatok utan kezdtilk meg. A vizsgalatokat

a terapia megkezdése elott, valamint a kezelés utani 6. és 12. honapban végeztiik el. A Helsinki
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Deklaracionak megfeleléen a betegek a megfeleld irasbeli és szobeli tajékoztatast kovetden a
beleegyez6 nyilatkozat alairasaval hozzajarulasukat adtak a vizsgalatban valo részvételhez. A
tanulmanyt a Magyar Tudomanyos Akadémia Tudoményetikai Bizottsaga jovahagyta
(jovahagyasi szam: 14804-2/2011/EKU)

1.tablazat. A vizsgalatba bevont betegek jellemzdi

RA SPA Teljes
Esetszdm 36 17 53
Né: férfi 315 3:14 34:19
Eletkor (4tlag+SD) (tartomany), év 55.9+9.8 (35-83) | 43.6+12.4 (24-72) | 52.0+12.1 (24-83)
Betegség fenallasa (atlag+SD) (tartomany), év 9.1+8.3 (1-44) 7.2+7.0 (1-26) 8.5+7.9 (1-44)
Menopauza allapot (nék szama) 25 1 26
Menopauza fenallasa, év 11,0+£7,6 23,0 12,0+7,8
Menopauza hormonpdtlas (nék szama) 7 1 8
BMI (atlag+SD), kg/m? 29,3+3.,6 31,143,8 29,9+3,7
Elhizas (BMI>30 kg/m? 17 11 28
Dohanyzas (jelenlegi) 7 7 14
Pozitiv kardiovaszkularis el6zmény 8 1 9
Cukorbetegség 3 1 4
Magas vérnyomas betegség 17 4 21
Osteoporoticus eredetii torés 10 7 17
Kortikoszteroid hasznalat (atlag+SD) 3,8+5,9 0,6+0,9 2,8+5,1
RF pozitivitas, darabszam (%) 26 (72) - -
ACPA pozitivitas, darabszam (%) 21 (58) - -
DAS28 (kezddérték) (atlag£SD) 5.00+£0.86 - -
BASDAI (kezdéérték) (atlag+SD) - 5.79+1.19 -
Kezelés (ETN, CZP) 20 ETN, 16 CZP 17ETN 37 ETN, 16 CZP

Roviditések. ACPA: anti-citrullinalt protein antitest; BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index; BMI: testtomeg-index; CZP: certolizumab-pegol; DAS28: 28-joint
disease activity score; ETN: etanercept; RF: rheumatoid faktor; RA: reumatoid arthritis; SD:

szordas; SPA: spondylitis ankylopoetica.

5.2. Laboratoériumi vizsgalatok

Az egyes vizitek alkalmaval a rutin laborvizsgalatok részeként éhgyomri vérvétel soran
meghatarozott 6sszkoleszterin (TC), triglicerid (TG), alacsony siirtiségii lipoprotein koleszterin

(LDL-C), magas stirtiségii lipoprotein koleszterin (HDL-C) értékeket rogzitettiik. A magas
szenzitivitasi CRP (hsCRP; normal<5mg/l) és IgM tipust rheumatoid faktor (RF; normal<50
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IU/ml) szinteket, CRP és RF reagenseket hasznalva (Dialab) kvantitativ nephelometriaval
(Cobas Mira Plus-Roche), az anticiklikus citrullinalt peptid antitest (ACPA/aCCP)
szérumszintjét egy masodik generacios RA-immunoszken CCP2 ELISA teszt segitségével

(Euro Diagnostica; normal<25 1U/ml) hataroztuk meg.

5.3. A vaszkularis patofiziolégia ultrahangos vizsgalat

Az arteria branchialis dramlas medialt dilaticio (FMD) meghatarozasa az endothélialis
diszfunkcido non-invaziv értékelésének hatékony eszkdze. Mérését képzett szonografus
segitségével, egy 30 perces pihendt kovetéen a jobb karon 10 MHz-es linearis transzducerrel
(ultrahangos rendszer: HP Sonos 5500), EKG-kapuzas mellett végeztiik el. A brachialis artéria
hosszanti B-modban készitett metszetét a konyokhajlat felett nyertiik. Az alkaron elhelyezett
vérnyomasmérd mandzsetta segitségével reaktiv hyperaemiat idéztiink el6 tgy, hogy egy 4,5
perces id6tartamra szupraszisztolés nyomast hoztunk Iétre, majd hirtelen felengedtik. A
deflaciot kovetéen a maximalis aramlasnovekedés kovetkeztében kialakult atmérévaltozast 90
masodpercig folyamatosan digitalisan rogzitettiik. Az aramlasi sebességet, a kiindulasi atmérét,
valamint az FMD-t offline moédban detektaltuk. Az FMD értéket a kiindulasi (nyugalmi)
allapottol valo eltérés szazalékaban fejeztiik Ki.

A kétoldali arteria carotis communis intima-média vastagsag (IMT) az érelmeszesedés
megbizhatd markere korai stadiumban. A ccIMT meghatarozasa soran, duplex ultrahangos
vizsgalattal (HP Sonos 5500, 10 MHz linearis transzducer) a jobb és bal oldali arteria carotis
communisrol rogzitett, hosszanti, nagy felbontasu B-modu ultrahangmetszet késziilt, melyek R
hullam szinkronizalassal keriiltek rogzitésre. Az offline méréseket 10 mm-re proximalisan a
carotis bulbustol a transzducert6l tavolabb esd érfalon végeztiik el. Az IMT meghatarozasahoz
a lument hatarolo elsé (lumen-intima hatar) és a masodik (média-adventitia hatar) echogén
vonalak kozotti tavolsagot mértiik és 10 mérés atlagat vettiik mindkét oldalon. A ccIMT értékeit
mm-ben adtuk meg.

A pulzushullam terjedési sebességgel (PWV) az artérias érfali merevséget jellemezhetjiik.
Méréséhez a TensioClinic arteriograf rendszert (Tensiomed Ltd, Budapest, Magyarorszag)
alkalmaztuk. Az arteriograf a kezdeti vérnyomasmérés utan a felkarra helyezett mandzsettat 35
Hgmm-es szisztolés nyomasérték folé fijta. A mikodési elve azon alapszik, hogy a szivbol
kilépé pulzushullam visszaverddik az aorta falarél minden diszkontinuitasnal, ezért egy
masodik visszavert hullam keletkezik, ami kés6i szisztolés csucsként jelenik meg. A masodik

hullam a periférialis erek tonusatol és az aorta rugalmassagatol fiiggd ido elteltével az elsd
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hullamra rakodik. A pulzushullam analizise soran az elsédleges és visszavert nyomashullam
rogzitésre keriil. A két nyomashullam iddbeli kiilonbségébdl, valamint a szeméremcsont felsd
része (symphysis) és a szegycsont (fossa jugularis) kozotti tavolsagbol szamoltuk ki a PWV

értéket, melyet m/s-ben fejeztiink Ki.

5.4. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést az SPSS 22.0 verzio (IBM) szoftverrel végeztiik el. Az egyes
csoportok kozotti nominalis valtozokat a Pearson-féle khi-négyzet probaval vagy Fisher teszttel
értékeltiik, és a valtozok szazalékos megoszlasat adtuk meg. A folytonos valtozokat kétmintas
t-probaval és Wilcoxon probaval hasonlitottuk 0ssze, az értékeket atlag+SD-ként jellemeztiik.
Az egyes Osszefiiggéseket a Pearson-féle vagy Spearman-féle korrelacids elemzés hatarozta
meg.

Az egyvaltozds és tobbvaltozos regresszidanalizis soran a fiiggd ¢€s fiiggetlen valtozok
kozotti  ok-okozati  kapcsolatot modelleztiik, mely soran a fliggé valtozonak a
kardiovaszkularis- vagy csont biomarkereket, fiiggetlen valtozonak az egyéb klinikali,
laboratoriumi és képalkotoi paramétereket vettiik. A kapott tablazatban szerepld standardizalt
B koefficiens (B) a kapcsolat szorossagat 0 és 1/0 és -1 kozotti értékkel hatarozza meg. A
leger6sebb kapcsolatot a fiiggd valtozoval az 1/-1-hez legkozelebbi érték adja meg. A nem
standardizalt B (B) érték megadja a fiiggd valtozo egy egységnyi valtozasa soran bekovetkezett
valtozast a fiiggetlen valtozoban. Az OR95%-0s konfidencia (95%CI) intervallum az a
tartomanyt, amely 95% valoszintiséggel tartalmazza az ismeretlen adatra jellemz6 értéket. A
valoszinliségi  szintet p <0,05 értéktdl tekintjiik szignifikansnak. A  tobbvaltozos
regresszidanalizis soran a lépcsbézetes modszert alkalmaztuk, mellyel megvizsgaltuk, hogy
mely fiiggetlen valtozok gyakorolnak tényleges hatast a fiiggd valtozora. A modszer 1ényege,
hogy a program egyszerre csak egy valtozot helyez a képletbe, azt, amelynek a legnagyobb a
standard regresszios koefficiense, majd megvizsgalja, hogy a mar beépitett valtozok koziil,
melyik eliminalhaté 0gy, hogy a determinacids egylitthatd értéke ne csokkenjen

Altalanos linearis modell (GLM) ismételt méréses varianciaanalizis (RM-ANOVA)
soran két fliggetlen tényezé hatasat vizsgaltuk a folyamatosan fiiggé valtozora. A teszt
részletezi a fiiggetlen valtozo hatasait a fiiggd valtozora, a fliggetlen és fliggd valtozok kozotti
kolcsonhatasokat, valamint a fiiggetlen valtozok kozotti kolesonhatasokat. A tablazatban
szerepld F-aranyszam (F) és szignifikancia érték (p), a fliggetlen valtozok hatasat mutatja meg

a figgd valtozora. Az F-aranyszam ebben az esetben nem informativ, de a p érték
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meghatdrozasahoz sziikséges. A p érték<0,05 értékét tekintjiik szignifikansnak. A parcialis eta-
négyzet (n?) megmutatja, hogy az egyes hatasokban hany szazalékos a szoras, és az milyen
hatast képes kifejteni. Ertéke 0,01 esetén gyenge, 0,06-nal kozepes, 0,14-nél pedig erds hatést

bizonyit.

5.5. Elsé6 vizsgalat

Szolubilis vaszkularis biomarker szint mérések

A Klinikai vizitek soran, reggel 8-10 ora kozotti éhgyomori vérvétel alkalmaval egy
vakuumos vérvételi cs6 (piros, nativ, gélmentes BD#367815) keriilt levételre. Egy oras
szobahOmérsékleten torténd alvadas utan, 1200g-on 20 percig centrifugaltuk. A keletkezett

feliiluszot eppendorf csdvekbe pipettazva felhasznalasig — 70C°-on taroltuk.

5.5.1. oxLDL/B2GPI antigén komplex detektaldsa

Az egyes mintak oxLDL/ B2GPI komplex mennyisége meghatarozasat a Corgenix
AtherOx® ELISA teszt kit (Corgenix, Broomfield, CO, USA) segitségével végeztiik el a gyarto
altal meghatarozott protokoll alapjan. A meghatarozas az indirekt enzimhez kotott
immunszorbiens proba (ELISA) moddszerén alapszik. A pozitiv és negativ kontrollokat,
valamint a betegek szérummintainak 1:100-as higitasat olyan anti-human monoklonalis
antitesttel bevont mikrolemezen inkubaltuk 60 percig, szobahdmérsékleten (18-26 C°) melyek
kozvetleniil csak a komplexet képezé B2GPI ellen iranyulnak. Az inkubalas altal lehetévé valt,
hogy a mintakban 1évé oxLDL/B2GPI komplex reakcioba Iépjen az immobilizalt antitesttel. A
meg nem kotott szérum fehérjéket mosassal tavolitottuk el, majd biotinnal konjugalt anti-
human apoB100 monoklonalis antitestet adtunk minden egyes mintahoz, amely komplexet
képzett a mar megkotott antigénnel. Ujabb inkubalas és mosasi 1épést kovetSen, torma-
peroxidazzal (HRP) konjugalt streptavidin (SA) jelz6enzimet adtunk a rendszerhez, amely
komplexet képzett a megkotott biotinnal konjugalt antitesttel. Inkubalas és mosast kovetden a
kotott HRP-SA konjugatumot tetrametil-benzidin és hidrogén-peroxid kromogén szubsztrat
hozzdadasaval vizsgaltuk. A szubsztrat bontdsa soran kialakul6 szin az oxLDL/B2GPI antigén

crer

spektofotométer (ELISA-reader) segitségével 450 nm-en hataroztuk meg.
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5.5.2. Anti-human Hsp60 immunoglobulin G (IgG) szint meghatdrozasa

A HSP-60 csalad fehérjéivel reagalo 1gG-tipust antitesteket ELISA modszer segitségével
hataroztuk meg. Els6 1épésként az ELISA mikrotiter lemezeket 0,1 pg/mélyedés mennyiségii
rekombinans human HSP60-val [rekombinans human hsp60 (StressGen, SPP-740, Victoria,
Kanada)] vontuk be. A mosast és blokkolast (PBS, 0,5% zselatin) kovetéen, az egyes
mikrolemez mélyedéseket 100ul szérum mintaval inkubaltuk 1:500-as aranyban higitva PBS-
vel, amely 0,5% zselatint és 0,05% Tween 20-at tartalmazott. Az anti-HSP60 antitestek
megkotését y-lanc specifikus anti-human IgG-peroxidaz jelzett antitestek (Sigma, St. Louis,
MO, USA) és o-fenilén-diamin (Sigma) segitségével hataroztuk meg. Az optikai denzitast
490nm-en mértiik (referencia 620nm). Ez alapjan kapott értékeket kapott adatokat az ehhez a

standardhoz tartozé6 AU/ml értékre szamoltuk.

5.5.3. Szolubilis uPAR szint mérése

A SUPAR szint méréséhez a suPARnostic® Quick Triage tesztet (Virogates A/s, Birkered,
Denmark) alkalmaztuk, amely az oldaliranyt aramlast immunoassay elvén alapszik. A
rendszer 2 immobilizalt antitest zonaval rendelkezik, egy monoklonalis patkany és arany-
konjugalt egér antitesteket tartalmazoval, amelyek egy nitrocelluléz membranra vannak
kikotve. Az egyes betegektdl szarmazo 10 pl szérummintat 100u]l mennyiségli a gyarto altal
eloallitott futtatd pufferrel (PBS puffer, ph 7.2 sajat adalékkel és 0,05%-0s Bronidox® tartalmu)
elegyitettiik. Alapos vortex és keverést kovetéen 60 ul mennyiségii higitott mintat helyeztiink
a teszt eszkozre. A 20 perces inkubalas soran a minta reakcioba 1ép az arany-konjugalt anti-
SUPAR anitestekkel és a nitrocelluléz membranon keresztiil vandorol. Az arany-konjugatumot
tartalmazo SUPAR minta a tesztvonalon kotédik, a nem suPAR-hoz kotott antitest a kontroll
vonalon. Az eredményeket a suPARnostic® Quick Test Reader (Virogates) segitségével
hataroztuk meg amely a kvantitativ eredményeket 2-15 ng/ml suPAR kimutatasi intervallumba

hatarozta meg.

5.5.4. BNP fragmens szint meghatdrozasa

A meghatarozashoz az enzimhez kotott immunszorbiens proba (ELISA) modszert
alkalmaztuk, a BNP fragmens ELISA teszt kit segitségével (Biomedica, Bécs), a gyarto altal
meghatarozott protokollt kovetve. Elsé 1épésként a 150 ul futatto puffer, 30 pl
szérum/konroll/standard minta, valamint 50ul konjugatum (szintetikus BNP fragmens- torma-

peroxidaz) elegyét vittiink fel poliklonalis anti-BNP antitest fragmens bevonata mikrotiter
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lemezre. Szorosan lefedve egy éjszakan keresztiil (16-25 6ra) inkubaltuk 4C °-on sotétben. A
mosopufferrel torténd atmosas utan, 200ul TMB (tetrametil-benzidin) szubsztratot adtunk
minden egyes mélyedésbe. A TMB-szubsztrat hozzaadasat kovetéen 20 percig inkubaltuk,
szobah6mérsékleten (18-26 C°) sotétben tartva, mely soran a peroxidaz lebontotta a
szubsztratot, aminek eredményeként a hasitott szubsztratbol kék szinti oldatot kaptunk. A
leallitdé 50 pl STOP oldat (kénsav) hozzaadasa utan a mikrotiter lemezen talalhatdé mintak

értékeit ELISA reader segitségével 450 nm-en (referencia 630nm-en) hataroztuk meg.

5.6. Masodik vizsgalat

A masodik vizsgalatban ugyanezen betegcsoport korabbi vizsgalatainak mar publikalt

eredményeit elemeztiik uj Szempontok alapjan.

5.6.1. Csontsiiriiség mérése DEXA és qCT altal

A munkacsoportunk egy korabbi tanulméanya soran'®, az 53 arthritiszes beteg esetében,
kettds energiaju rontgenabszorpciometria (DEXA) segitségével megtortént az agyéki gerinc
(L1-L4) ¢és combcsont teriiletének asvanyanyag strliség (BMD) mérése. A méréseket a
LUNAR Prodigy (GE-Lunar Corp., Madison, WI, USA) denzitométerrel, ugyanaz a két
tapasztalt technikus végezte el a betegeken, a vizsgalat 3 kiilonb6z6 idépontjaban. Az
eredmények g/cm? szamolva, az azonos nemi fiatal ember csontjanak atlag dsvanyianyag
tartalmahoz viszonyitott, T-score értékkel kertiltek kifejezésre. A kapott érték alapjan, a WHO
megallapitott kritériuma szerint a csontritkulas T-score <2,5 SD értéknél lett meghatarozva.

A térfogati csontok asvanyianyag-siiriségének meghatarozasa a teljes teriileten, valamint a
kortikalis ¢és trabekularis régioban a periférias kvantitativ komputer-tomografia (pQCT)
(Stratec XCT-2000. Stratec Medizintechnik Gmb H, Pforzheim, Németorszag) alkalmazasaval,
XCT 6.00 szoftver (Stratec) végezte el. A mérémaszk sugara és kiiszobstriisége 269 mg/mm3

volt. A BMD értékek mg/mm? értékben lettek kifejezve.

5.6.2. Csontanyagcsere biomarkerek

Az egyes vizitek soran, a reggeli ¢éhgyomori vérvétel alkalmaval levett mintakbol, az
ELISA modszer segitségével, a kovetkezd biomarkerek meghatarozasa tortént meg: szérum
kalcium (Ca; Roche Diagnostics; normal, 2,1-2,6 mmol/l); foszfat (P; Roche Diagnostics;
normal, 0,8-1,45 mmol/l); parathyreoid hormon (PTH; Roche Diagnostics; normal, 1,6-6,9

33



pmol/l); 25-OH-D3 vitamin (DiaSorin; normal, > 75 nmol/l); oszteokalcin (OC; Roche
Diagnostics; normal, < 41 ug/l), I.-es tipusu prokollagén N-terminalis propeptid (PLNP;Roche
Diagnostics; normal, < 75 ug/l), I.-es tipusu kollagén C-terminalis telopeptid (CTX-1; Roche
Diagnostics; normal, < 0.57 ug/l), oszteoprotegerin (OPG; Biomedica; median, 2,7 pmol/l),
szklerosztin (SOST; Biomedica; median, 24,14 pmol/l), Dickkopf-1 fehérje (DKK-1;
Biomedica; median, 36 pmol/l), szolubilis receptor aktivator nuklearis faktor kappa B ligand
(SRANKL,; Biomedica; median, 0,14 pmol/l), and katepszin-K (cathK; Biomedica; median, 8,7

pmol/l). Ezen értékek munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban publikaciora keriiltek*®®

5.6.3. Kardiovaszkularis biomarkerek

Munkacsoportunk korabbi tanulmany soran, a kovetkez6 vaszkularis szérum biomarkerek
keriiltek meghatarozasra az ELISA modszer segitségével, az anti-TNF kezelés megkezdése
el6tt, majd 6 és 12 honappal azt kovetden: vaszkularis endothélialis novekedési faktor (VEGF;
V-Plex, Meso Scale Diagnostics; pg/ml), vérlemezke eredetli ndvekedési faktor (PDGF-BB;
DuoSet ELISA, R&D Systems; pg/ml), angiopoietin-1(Ang-1; DuoSet ELISA, R&D Systems;
pg/ml), angiopoietin-2 (Ang-2; QuantiKine ELISA, R&D Systems; pg/ml) és thrombospondin-
1 (TSP-1;DuoSet ELISA, R&D Systems; ng/ml). 1%

5.6.4. Statisztikai elemzes

Ismételt méréses multifaktorialis varianciaanalizis (MANOVA), egy vagy két, vagy tobb
fliggd valtozora gyakorolt hatasanak statisztikai szignifikanciajanak tesztelésére alkalmazott
modszer. A vizsgalat soran a fliggd valtozoknak, az egymassal korrelacidban 1évé csont és
vaszkularis biomarkereket vettik. Az RM-ANOVA-hoz hasonldéan a F-aranyszam (F) és
szignifikancia érték (p), a fliggetlen valtozok hatasat mutatja meg a fiiggdé valtozora. A p
érték<0,05 értékét tekintjiik szignifikansnak. A parcialis eta-négyzet (n?) értéke 0,01 esetén
gyenge, 0,06-nal kozepes, 0,14-nél pedig erés hatast bizonyit.

34



6. EREDMENYEK

6.1. Els6 vizsgalat

A vizsgalat soran bevont 53 beteg (36 RA, 17 SPA) 12 hoénapos etanercept (ETN)/
certolizumab pegol (CZP) terapiaban részesiilt. A vizsgalatokat a terapia megkezdése elott,
valamint a kezelés utani 6. és 12. honapban végeztik el. A TNFa gatlo terapia a
betegségaktivitast jelentésen csokkentette mindkét betegcsoportban. Az RA betegek (n=36)
esetén az ETN és CZP terapia a DAS28 kezd6 értékéhez (5,00+0,86) képest szignifikans
aktivitas csokkenést eredményezett a 6. honap (3,13+0,84; p<0,001) és a 12. honap (3,02+0,96;
p<0,001) utan. Az SPA betegek (n=17) BASDAI alapértéke (5,79+1,19) szintén szignifikdnsan
csokkent a 6 honapos (2,00+1,03; p<0,001) és a 12.honapos (1,86+1,04; p<0,001) kezelés

hatasara.

6.1.1. A vaszkularis biomarkerek és egyéb paraméterek kozotti osszefiiggések

A vaszkularis biomarkerek 2 idépontban (0 és 12. honap) mért értékeit a Pearson-féle
korrelacids elemzéssel vetettiik 6ssze az egyes vizitek soran kapott lipidparaméterek (TC, TG,
LDL-C, HDL-C), autoantitestek (ACPA, RF), gyulladasos paraméterek (CRP, We) értékeivel,
képalkotd paraméterekkel (FMD, IMT, PWV), valamint a bevonas idépontjaban rogzitett
betegek kortorténetével.

Ez alapjan a lipidparaméterek koziil, a kezelés megkezdése eldtti értékek esetében, az
oxLDL/B2GPI komplex er6s korrelaciot mutatott a teljes koleszterinnel (TC-0) (R=0,532;
p<0,001) és az LDL koleszterinnel (LDL-C-0) (R= 0,648; p<0,001). Az aHSP60, a SUPAR és
a BNP szintjének a terapia megkezdése el6tt mért értéke ugyancsak erés korrelaciot mutatott a
kezdeti triglicerid (TG-0) (R=0,462, p=0,040; R=0,382, p=0,028; R=0,303, p=0,041)
értékekkel. (2.tabldzat)
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2. tablazat. Pearson-féle korrelacios analizis eredményei a vaszkularis biomarkerek és a

lipidparaméterek kozott.

TG-0 TG-12 | LDL-CO | LDL-C12 | HDL-CO | HDL-C 12 TC-0 TC-12
oxLDL/p2 R=0,648 R=0,532
NS NS NS NS NS
GPI-0 p<0,001 p<0,001
R=0,462
aHsp60-0 NS NS NS NS NS NS NS
p=0,040
R=0,382
SUPAR-0 NS NS NS NS NS NS NS
p=0,028
R=0,303
BNP-0 NS NS NS NS NS NS NS
p=0,041
Roviditéesek. aHSP60. anti-hdsokkfehérje 60; BNP: B-tipusu natriuretikus pepid;, LDL-C:

alacsony stiriiségii lipoprotein koleszterin, HDL-C: magyas stiriiségii lipoprotein koleszterin;
NS: nem szignifikans, oxLDL/B2GPI: oxidalt LDL/ B2 glikoprotein I, p: szignifikancia értéke;
R: korrelacios egyiitthato, suPAR: szolubilis urokindz plazminogén akivator receptor; TC:

osszkoleszterin, TG: triglicerid.

Az RA specifikus autoantitestek elemzése soran, két esetben talalunk Osszefliggést.
Egyrészt a SUPAR kezdeti értéke korrelalt az ACPA (R=0,613; p<0,001) és RF (R=0,413;
p=0,024) kezdeti értékekkel, valamint a BNP kezd6 szintje mutatott szignifikanciat az ACPA
(R=0,591; p<0,001) és RF (R=0,479;p=0,004) kezdeti szintje kozott. Tovabba, a 12.honapban
mért BNP értékek esetében korrelacios Osszefiiggést talaltunk a CRP kezdeti (R=0,372;
p=0,010) és 12 honapban (R=0,356; p=0,014) mért értéke kozott (3.tdabldazat).

Az egy éves terapia utan mért BNP értéke szignifikans 0sszefiiggést mutatott a betegek
¢letkoraval a diagnoézis felallitasakor (R=0,330; p=0,023). (nem dbrdzolt)

Egyik vaszkularis biomarker sem korrelalt a betegségaktivitassal (DAS28, BASDAI),

valamint a vorosvértest-siillyedés (We) értékeivel. (nem dabrdzolt)
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3. tablazat. Pearson-féle korrelacios analizis eredményei a vaszkularis biomarkerek és az egyes

laboratoriumi értékek kozott.

CRP-0 CRP-12 RF-0 RF-12 ACPA-0 ACPA-12
oxLDL/B2GPI-0 NS NS NS NS NS NS
oxLDL/B2GPI-12 NS NS NS NS NS NS
aHsp60-0 NS NS NS NS NS NS
aHsp60-12 NS NS NS NS NS NS
R=0,413 R=0,613
SUPAR-0 NS NS NS NS
p=0,024 p<0,001
SUPAR-12 NS NS NS NS NS NS
R=0,479 R=0,591
BNP-0 NS NS NS NS
p=0,004 p<0,001
R=0,372 | R=0,356
BNP-12 NS NS NS NS
p=0,010 p=0,014

Roviditések. ACPA: anti-citrullinalt protein antitest;, aHSP60: anti-hésokkfehérje 60; BNP: B-
tipusu natriuretikus pepid; CRP: C reaktiv-protein; NS: nem szignifikans, oxLDL/B2GPI:
oxidalt LDL/ B2 glikoprotein I; p: szignifikancia értéke; R: korreldacios egyiitthato, RF:

rheumatoid faktor; suPAR: szolubilis urokinaz plazminogén akivator receptor;,

A képalkoto paraméterek koziil, a kezdeti aHSP60 értéke korrelalt a 12. honapban mért
FMD (R=-0,380, p=0,022) ¢s kezdeti PWV (R=0,564, p=0,040) értékeivel. A kezdd SUPAR és
12.hénapban mért SUPAR a PWV-12 (R=0,390, p=0,045; R=0,393, p=0,042) értékeivel, mig a
kezdeti BNP szintje a terapia megkezdése el6tti IMT (R=0,375, p=0,016) értékeivel mutatott
szignifikans Osszefliggést. (4.tabldzat)

4.tabldazat. Pearson-féle korrelacios analizis eredményei a vaszkularis biomarkerek és a

képalkotoi paraméterek kozott.

FMD-0 FMD-12 IMT-0 IMT-12 PWV-0 PWV-12
oxLDL/B2GPI-0 NS NS NS NS NS NS
oxLDL/B2GPI-12 NS NS NS NS NS NS
aHsp60-0 NS R=-0,380 NS NS R=0,564 NS
p=0,022 p=0,040
aHsp60-12 NS NS NS NS NS NS
SUPAR-0 NS NS NS NS NS R=0,390
p=0,045
SUPAR-12 NS NS NS NS NS R=0,393
p=0,042
BNP-0 NS NS R=0,375 NS NS NS
p=0,016
BNP-12 NS NS NS NS NS NS
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Roviditések. aHSP60: anti-hdsokkfehérje 60; BNP: B-tipusu natriuretikus pepid; FMD: arteria
branchialis aramlas medialt dilatacio; IMT: arteria carotis communis intima-média vastagsag;
NS: nem szignifikans, oxLDL/B2GPI: oxidalt LDL/ B2 glikoprotein I; p: szignifikancia értéke;
R: korrelacios egyiitthato, suPAR: szolubilis urokindz plazminogén akivator receptor, PWV:

pulzushullam terjedési sebesség.

Végiil az egyes vaszkularis biomarkereket is korrelaltattuk egymassal. Eredményként
egy esetben talaltunk pozitiv korrelaciot, a BNP kezdeti szintje (BNP-0) és a SUPAR kezdeti
(SUPAR-0) szintje kozott (R=0,427, p=0,013). (5.tdbldzat)

S5.tablazat. Pearson-féle korrelacios analizis eredményei a kiinduldsi vaszkularis biomarkerek

értékei kozott.

oxLDL/B2GPI-0 aHsp60-0 SuPAR-0 BNP-0
oxLDL/B2GPI-0 NS NS NS NS
aHsp60-0 NS NS NS NS
R=0,427
SUPAR-0 NS NS NS
p=0,013
R=0,427
BNP-0 NS NS NS
p=0,013

Roviditések. aHSPO60: anti-hosokkfehérje 60; BNP: B-tipusu natriuretikus pepid;, NS: nem
szignifikans; oxLDL/B2GPI: oxidalt LDL/ p2 glikoprotein I; p: szignifikancia értéke; R:

korrelacios egyiitthato; suPAR: szolubilis urokinaz plazminogén akivator receptor.

Az egyvaltozos és tobbvaltozos regressziodanalizis eredményét a 6.tdblazat foglalja
Ossze. Az értékelések soran a kezdeti és 12. honapban mért értékeket vetettiik Ossze. Az
egyvaltozos analizis esetében a suPAR kezdeti értéke (SUPAR-0) a triglicerid kezdeti értékével
(TG-0), mig a suPAR 12. honapban mért értéke (SUPAR-12) a CRP 12. honapban mért értékével
(CRP-12) mutatott sszefliggést. A BNP kezdeti értékét (BNP-0) a triglicerid kezdeti értéke
(TG-0), mig a BNP 12. hénapban mért értékét a betegségkezdeti életkor, a CRP kezdeti (CRP-
0) és 12. honapban mért értéke (CRP-12) hatarozta meg (p<0,05). Az oxLDL/B2GPI komplex

¢és a HSP60 esetében szignifikans hatds nem volt kimutathat6 a fiiggetlen valtozokkal.
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6. tablazat. Az egyvaltozos és tobbvaltozos regresszioanalizis eredményei

Fiiggo Fiiggetlen Egyvaltozos analizis Tobbvaltozés analizis
valtozé valtozo
B p B 95%ClI B p B 95%ClI
SUPAR-0 TG-0 0,382 | 0,028 | 8,314 | 0,948-15,680 NS
SUPAR-12 CRP-12 0,525 | 0,002 | 0,991 | 0,402-1,580 NS
TG-0 0,303 | 0,041 | 1855 | 8,242-362,788 NS
BNP-0
59
Kezdé 0,330 | 0,023 | 14,16 | 2,007-26,316 NS
életkor 1
CRP-0 0,372 | 0,010 | 8,995 | 2,263-15,728 | 0,316 | 0,028 | 7,46 0,843-
BNP-12
14,077
CRP-12 0,356 | 0,014 | 19,01 | 4,020-34,018 NS
9

Roviditések. BNP: B-tipusu natriuretikus pepid; CRP: C reaktiv protein; SUPAR: szolubilis
urokinaz plazminogén akivator receptor; TG: triglicerid; [: standardizalt f koefficiens; p:
szignifikancia; B: nem standardizalt f érték; 95%CIl: OR95%-0s konfidencia; NS: nem

szignifikans.

A tobbvaltozos regresszio analizis soran, a 1épcsézetes tobbszords analizist alkalmazva
azt vizsgaltuk, hogy mely fliggetlen valtozok gyakorolnak tényleges hatast a fliggé valtozora.
Eredményként egyetlen esetben talaltunk szignifikanciat, a BNP 12 honapban mért értéke
(BNP-12) és a CRP kezdeti értéke (CRP-0) kozott (p=0,028). Ennek egyik magyarazata lehet a
multikollinearitas, mely soran a fiiggetlen valtozok egymassal szoros korrelacioban vannak,
nem filiggetlenek egymastol, ezért onalléan nem magyardzzak a fliggd valtozo valtozasait.
(6.tablazat)

Az 7.tabldzat az altalanos linearis modell ismételt méréses varianciaanalizis (GLM RM-
ANOVA) szignifikanciat (p<0,05) mutatd eredményeit foglalja 6ssze, mely soran egyszerre két
fliggetlen tényezd hatasat vizsgaltuk a folyamatosan fiiggé valtozora. A statisztikai elemzés
eredményeként az oXLDL/B2GPI komplex szintjének 12 honapos valtozasa (0XLDL/B2GPI0-
12) Osszefiiggés mutatott az anti-TNF terapia és a DAS28/BASDAI kezd6 értékének
(DAS28/BASDAII-0) egyiittes hatasaval. Az aHSP60 (aHSP60 0-12) és a SUPAR (suPAR 0-12)
szintjének egy éves kezelés soran bekovetkezd valtozasat pedig a kezelés és az IMT kezdeti
értéke (IMT-0) hatarozta meg. A parcialis éta négyzet (parcialis n” mind a harom esetben 0,14
feletti érték, mely bizonyitja, hogy a valtozok kozotti erds hatas all fenn. (7.zablazat)
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7. tabldzat. Altaldnos linedris modell ismételt méréses varianciaanalizis (GLM RM-ANOVA)

eredményei
Fiiggé valtozé Hatas F P Parcialis n°
oxLDL/B2GPI 0-12 Kezelés* 6,617 0,14 0,155
DAS28/BASDAI-0
aHsp60 0-12 Kezelés * IMT-0 6,533 0,015 0,161
SUPAR 0-12 Kezelés * IMT-0 4,294 0,041 0,177

Roviditések. oxLDL/B2GPI: oxidalt LDL/ B2 glikoprotein I; aHSP60: anti-60 kilodalton
molekulatomegii hosokkfehérje 60; suPAR: szolubilis urokinaz plazminogeén akivator receptor;
DAS28:28-joint disease activity score; BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity

Index; IMT: arteria carotis communis intima-média vastagsag.

6.1.2. A TNFa gatlok hatasa a vaszkularis biomarkerekre

Az egylittes betegcsoportot (RA+SPA) vizsgalva, az oXLDL/B2GPI keringé szintjének
alapértéke (0,24+0,10 U/ml) szignifikansan csokkent a 12 honapos anti-TNF terapia hatasara
(0,20+0,11 U/ml; p=0,014). Az anti-HSP60 antitest szint nem valtozott 6 honappal
(158,6+138,6 AU/ml), valamint 12 hoénappal (167,3+143,3 AU/ml) a kezelés utan
Osszehasonlitva a kezdeti értékkel (170,3+140,4 AU/ml). A suPAR kezdeti szintje (11,5+16,4
ng/ml) nem valtozott szignifikansan 6 honappal (11,3+£17,7 ng/ml) illetve 12 hoénappal
(10,3+15,3 ng/ml) a kezelés utan, ahogy a BNP fragmens kezd¢6 értéke (530,8+441,8 pmol/l)
sem mutatott jelentés valtozast 6. honappal (518,2+422,4 pmol/l) illetve 12.hénappal
(484,1+418,2 pmol/l) késobb. (5.dbra)
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S.dbra. A vaszkuldris biomarkerek valtozasa 12 honapos anti-TNF terdapia hatdsdra.
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Az egyes biomarkerek tovabbi elemzése soran, a SUPAR szint esetében, a betegeket 4
kiilonb6z6 csoportba osztottuk, a gyartdo altal meghatarozott szérummintakra vonatkozo
referenciatartomanyok szerint. Ezek alapjan, kezdeti SUPAR szintekre vonatkozoan, a betegek
21,1% (11 beteg) alacsony (<4 ng/ml), 36,4% (20 beteg) megfelel6 (4-5,5 ng/ml), 9,1% (5
beteg) magas (5,5-9 ng/ml), 33,3% (17 beteg) kritikus (>9 ng/ml) csoportba keriilt. A
kategoriakat egyesével vizsgalva, azon RA betegek esetében, akiknek a kezdeti SUPAR értéke

kritikus volt, szignifikans csokkenés volt megfigyelhet6 az egy éves kezelés soran. (>9 ng/ml)
(p=0,04) (6.abra)

o

Atlag valtozasa a suPAR szintben (ng/ml)

alacsony: <4 megfeleld: 4-5.5 magas: 5,5-9 kritikus: =9

suPAR szint kategériak (ng/ml)

6.abra. Az egyes suPAR kategoridak szintjének valtozasa az egy éves kezeles hatasara.

A szérum BNP szint, a betegcsoport egészét nézve, nem valtozott jelentésen az egy
éves anti-TNF kezelés a hatasara. Azonban a szeropozitivitas 6sszehasonlitasa soran, a
kovetkez6 Osszefiigéseket talaltuk mind a kezdeti mind a kezelés utani értékekben. Az ACPA
pozitiv betegekben, szemben az ACPA negativ betegekkel, szignifikansan emelkedett BNP
szint volt megfigyelhet6 (kezd6 érték: 670,6+323,0 versus 138,0+436,4 pmol/l; p=0,030 és a
12. honap: 652,9+283,2 versus 456,5+423,1 pmol/l; p=0,021) mindkét idépont esetén.
Ugyanez az osszefliggés kimutathato volt RF pozitiv betegek esetében is, ahol BNP szint
szignifikans emelkedett volt az RF negativ betegekéhez képest (kezd6 érték: 680,6+381,6
szemben 292,9+198,3 pmol/l; p=0,007 és a 12. honap: 668,9+346,5 szemben 312,2+207,0
pmol/l; p= 0,001) a kezdeti és az egy éves kezelés utan. (7.abra)
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7.abra. A BNP szint valtozasa a kiilonbozo ACPA és RF szerotipusii RA betegek esetében.

6.2. Masodik vizsgalat

Az elsé vizsgalatban is szerepld, ugyanazon betegcsoport vaszkularis'®®1% és
csontanyagcsere®®1% | képalkoto- valamint laboratoriumi paraméterei a munkacsoportunk
korabbi munkainak eredményeként publikaciora keriiltek. Jelen tanulmany soran ezen adatokat
uj szempontok alapjan elemeztiik Gjra, mely soran a csont-és érrendszeri allapot kozotti

kapcsolatok felmérésére Gsszpontositottunk.

6.2.1. Vaszkularis, csontanyagcsere biomarkerek és képalkoto paraméterek kozotti
osszefiiggések

A vaszkularis és csont képalkotd paraméterek eredményeinek Osszevetése soran, a
kovetkezd Osszefiiggéseket talaltuk. Az IMT értéke valtozoan és forditottan korrelalt a QCT

mérések altal meghatarozott teljes és trabekularis BMD-vel a kiilonb6zé idépontokban

alkalmaval mért teljes BMD értékével (R=- 0,333, p=0,033).
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A vaszkularis képalkoto- €s csont laboratoriumi biomarkerek esetében az FMD és az
oszteoprotegerin (OPG) a kiilonb6z6 idépontokban pozitiv Osszefliggést mutatott. Az IMT
esetében pozitiv korrelaciot a szklerosztinnal (SOST), mig forditott Osszefiiggést az
oszteokalcin (OC), I-es tipusu prokollagén N-terminalis polipeptid (PLNP) és a D3-vitamin
(VITD3) esetében talaltunk. (p<0,05)

A vaszkularis laboratoriumi biomarkerek a kovetkezé csont képalkoto- illetve
laboratoriumi paraméterekkel mutatott 6sszefiiggést. A vérlemezke eredetii novekedési faktor
BB (PDGF-BB) a DEXA combnyaki BMD értékével pozitivan korrelalt kiilonbozo
idépontokban. Az angiopoietin 1 (Angl), angiopoietin 2 (Ang2) ¢s PDGF-BB pozitiv
Osszefliggés mutatott a dickkopf-1 fehérjével (DKK-1). Ezenkiviil az Ang2 pozitiv korrelaciot
mutatott az OPG szintjével és forditottan a receptor aktivator nuklearis faktor kappa ligand
(RANKL) szintjével. A thrombospondin-1 (TSP1) az OPG és SOST szintjével, mig a BNP a
C-terminalis telopeptid (CTX) és OC értékével mutatott osszefiiggést. A korrelacios elemzés

eredményeit a 8.tdbldzat foglalja 6ssze.

8.tablazat. Szignifikans osszefiiggések a vaszkularis és csont biomarkerek, valamint a kepalkoto

paraméterek kozott

Vaszkularis Csont biomarkerek R-érték p-érték
biomarkerek
Vaszkularis képalkotoi vs csont képalkotoi médszerek paraméterei
IMT-0 QCTTOTBMD-12 -0.314 0.046
IMT-0 QCTTRABBMD-0 —0.355 0.023
IMT-6 QCTTOTBMD-0 —0.395 0.011
IMT-6 QCTTOTBMD-12 —0.387 0.012
IMT-6 QCTTRABBMD-0 —0.496 0.001
IMT-6 QCTTRABBMD-12 —0.339 0.030
IMT-12 QCTTOTBMD-0 —0.437 0.004
IMT-12 QCTTOTBMD-12 —0.543 <0.001
IMT-12 QCTTRABBMD-0 —0.366 0.019
IMT-12 QCTTRABBMD-12 —0.442 0.004
PWV-12 QCTTOTBMD-12 —0.333 0.033
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Vaszkularis Csont biomarkerek R-érték p-érték
biomarkerek
Vaszkularis képalkotéi paraméterek vs csont laboratériumi biomarkerek
FMD-0 OPG-0 0.343 0.041
FMD-6 OPG-6 0.460 0.002
FMD-6 OPG-0 0.503 0.001
IMT-0 SOST-0 0.346 0.039
IMT-12 SOST-12 0.347 0.023
IMT-12 0C-12 —0.307 0.032
Vaszkularis képalkotdoi paraméterek vs csont laboratériumi biomarkerek-folytatas
IMT-12 P1INP-12 —0.293 0.041
IMT-12 VITD3-0 —0.337 0.018
PWV-6 PTH-6 0.306 0.036
PWV-12 CATHK-0 0.376 0.013
PWV-12 CATHK-12 0.352 0.021
Vaszkuléaris laboratériumi biomarkerek vs csont képalkotéi paraméterek
PDGF-BB-0 DEXFEMBMD-0 0.385 0.043
PDGF-BB-0 DEXFEMBMD-12 0.434 0.021
Vaszkuldris laboratériumi biomarkerek vs csont laboratériumi paraméterek
ANG1-0 DKK1-0 0.669 <0.001
ANG1-6 DKK1-6 0.513 0.039
ANG2-0 DKK1-0 0.467 0.018
ANG2-0 OPG-0 0.486 0.014
ANG2-6 OPG-6 0.486 0.014
ANG2-6 RANKL-6 —0.440 0.028
ANG2-12 OPG-12 0.698 <0.001
PDGF-BB-0 DKK1-0 0.545 0.005
PDGF-BB-12 DKK1-12 0.516 0.008
TSP1-0 OPG-0 0.589 0.002
TSP1-0 SOST-0 0.466 0.019
TSP1-0 SOST-12 0.457 0.022
BNP-0 CTX-0 0.289 0.048
BNP-12 CTX-0 0.374 0.010
BNP-12 0C-12 0.321 0.028

Roviditések. Angl: angiopoietinl, Ang2: angiopoietin2, BMD: csont dsvanyianyag-siiriiség,
BNP: B-tipusu natriuretikus peptid, CATHK: katepszin K, CTX. C-terminalis telopepid,
DEXFEMBMD: DEXA combnyaki BMD, DKK1: dickkopf-/ fehérje, FMD: arteria branchialis
aramlas medialt dilatacio, IMT: arteria carotis communis intima-média vastagsag, OC:
oszteokalcin, OPG: oszteoprotegerin, PDGF-BB: vérlemezke eredetii névekedési faktor BB,
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PINP: l.-es tipusu prokollagén N-termindlis propeptid, PTH: parahyreoid hormon, PWV:
pulzushullam terjedési sebesség, QCTTOTBMD: QCT teljes BMD, QCTTRABBMD: QCT
trabekularis BMD, RANKL: receptor aktivator nukledris faktor kappa B ligand, SOST:
szklerosztin, TSP1: thrombospondin-1, VITD3: D3-vitamin

Az egyvaltozos és tobbvaltozos regresszidanalizis soran a vaszkularis és csont allapot
kozotti  ok-okozati kapcsolatot modelleztiik. Az osszefiiggések koziil a tobbvaltozos
regresszidanalizis altal is megerdsitett eredményeket a 9.7dbldazat foglalja 6ssze. Ezek alapjan
az FMD kezdeti értéke és az OPG kezdeti értéke kozott (p=0,026), az IMT és SOST
12.hénapban mért értékei kozott pozitiv dsszefiiggést (p=0,014), mig az IMT6 és kezdeti OC
értéke kozott forditott Osszefiiggést talaltunk (p=0,032). A PWV esetében mindharom
idépontban meghatarozo fliggetlen valtozot igazolt. A kezdeti PWV értéke a kezdeti VITD3-
mal (p=0,042), a 6.hénapban mért PWV a PTH-6-tal (p=0,047) mig a 12.honapban mért PWV
a kezdeti katepszinnal (CATHK-0) mutatott 6sszefliggést (p=0,013). Ezenkiviil a kezdeti QCT
trabekularis BMD forditottan kapcsolodott az IMT kezdeti (p=0,023) és 6-hdénapban mért
értékéhez (p=0,002), mig a QCT teljes BMD szintén forditottan az IMT értékéhez a
12.hénapban (p=0,011). Masrészt, amikor a csont statusz vaszkularis paraméterek szerinti
meghatarozoit elemeztiik, mind az egyvaltozdos, mind a tobbvaltozds elemzések arra utaltak,
hogy a PDGF-BB pozitivan asszocialt a DEXA femoralis BMD-hez (p=0,036), mig az IMT
forditottan korrelalt a QCT teljes BMD-vel (p<0,001) (9.tdbldzat).
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O.tablazat. A vaszkularis és csont allapot meghatdrozasa tobbvaltozos regresszioanalizissel

Fiiggo Fiiggetlen Egyvaltozos analizis Tobbvaltozés analizis
valtoz6 valtozo B p B 95%ClI B p B 95%ClI
Vaszkularis allapot meghatirozasa a csont biomarkereivel
FMD-0 OPG-0 0.343 | 0.041 | 0.620 | 0.027— | 0.356 | 0.026 | 0.674 | 0.088-
1.213 1.259
QCTTRABBM | —0.35 | 0.023 | —0.01 | —0.022 | —0.35 | 0.023 | —0.01 | —0.022
IMT-0 D-0 5 2 - 5 2 -
—0.002 —0.002
IMT-6 0C-0 —0.40 | 0.005 | —0.00 | —0.009 | —0.30 | 0.032 | —0.00 | —0.006
0 5 - 0 3 -0
—0.002
QCTTRABBM | —0.49 | 0.001 | -0.01 | —0.027 | —0.44 | 0.002 | —0.01 | —0.025
IMT-6 D-0 6 7 - 0 5 -
—0.007 —0.006
IMT-12 SOST-12 0.347 | 0.023 | 0.001 | 0-0.001 | 0.379 | 0.014 | —0.00 | 0-0.002
1
QCTTOTBMD | —0.54 | <0.00 | —0.08 | —0.055 | —0.39 | 0.011 | —0.02 | —0.041
IMT-12 -12 3 1 6 - 0 4 -
—0.018 —0.006
PWV-0 VITD3-0 —0.31 | 0.042 | 0.016 | 0.001- | —0.31 | 0.042 | 0.016 | 0.001-
6 0.032 6 0.032
PWV-6 PTH-6 0.306 | 0.036 | 0.310 | 0.021- | 0.275 | 0.047 | 0.278 | 0.004-
0.599 0.553
PWV-12 CATHK-0 0.376 | 0.013 | 0.103 | 0.023- | 0.376 | 0.013 | 0.103 | 0.023-
0.182 0.182
Csont allapot meghatarozasa a vaszkularis biomarkerekkel
DEXFEMBM PDGF-BB-0 0.434 | 0.021 0 NS 0.357 | 0.036 0 NS
D-12
QCTTOTBM IMT-12 —054 | <0.00 | -8.09 | —12.14 | - 054 | <0.00 | —8.09 | —12.14
D-12 3 1 3 9- 3 1 3 9-
—4.037 —4.037

Roviditések. BMD: csont asvanyianyag-siirtiség, CATHK: katepszin K, CTX: C-terminalis
telopepid, DEXFEMBMD: DEXA combnyaki BMD, FMD: arteria branchialis aramlds medialt

dilatacio, IMT: arteria carotis communis intima-média vastagsag, OC: oszteokalcin, OPG:

oszteoprotegerin PDGF-BB.: vérlemezke eredetii névekedési faktor BB, PINP: Il.-es tipusu

prokollagén N-termindlis propeptid, PTH: parahyreoid hormon, PWV: pulzushullam terjedési
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sebesség, QCTTOTBMD: QCT teljes BMD, QCTTRABBMD: QCT trabekularis BMD SOST:
szklerosztin, VITD3: D3-vitamin

A 10.tablazat az altalanos linearis modell ismételt méréses varianciaanalizis (GLM RM-
ANOVA) eredményeit foglalja dssze, mely soran az ér- és csontmarkerek laboratoriumi- és
képalkotd paraméterei, mint fiiggd valtozok, két fiiggetlen determinans altali 12 honapos
valtozasat vizsgaltuk. Az elemzés soran csak az IMT, mint fiiggd valtoz6 hozott eredményeket.
Ebben a vonatkozasban az IMT szintjének 12 honapos (IMT 0-6-12) illetve a 6. és 12. honap
kozotti (IMT 6-12) valtozasara az anti-TNF terapia kombinalt hatast fejt ki a kezdeti
oszteokalcinnal (p=0,045 és p=0,038). Az IMT teljes (0-6-12) és IMT 0-6. honap kozott a
P1NP-vel (p=0,036 ¢s p=0,024), valamint az IMT szintjének 6 és 12 honapos valtozasara a D3-

vitaminnal (p=0,041). Ez mindharom esetben forditott Gsszefiiggést mutatott.

10.tablézat. Altaldnos linedris modell (GLM) ismételt mérésii varianciaanalizis (RM-ANOVA)
teszt szignifikans eredményei, amely meghatarozza a kezelés és mas fiiggetlen valtozok hatasat

az IMT-re, mint fiiggo valtozora

Fiiggé valtozé Hatas F p Parcialis n°
IMT 0-6-12 ) 3.357 0.045 0.147
kezelés * OC-0(inv)
IMT 6-12 4,598 0.038 0.103
IMT 0-6-12 ] 3.623 0.036 0.157
kezelés * PINP-0(inv)
IMT 0-6 5.471 0.024 0.120
IMT 6-12 | Kezelés * VITD3-0(inv) 4.450 0.041 0.100

Roviditések. IMT: arteria carotis communis intima-média vastagsag, OC: oszteokalcin, PINP:

|.-es tipusii prokollagén N-termindlis propeptid, VITD3: D3-vitamin

Két egymassal korrelalé vaszkularis és csontmarker kovarians determinansainak
értékelésére a MANOVA modszert alkalmaztuk. Eredményeink alapjan a kiindulasi
betegségaktivitas (DAS28/BASDAI) szignifikans hatast gyakorolt a 12.honapban mért IMT és
QCT trabekularis BMD (p=0,028), a PWV ¢s QCT trabekularis BMD kozott (p=0,042),
valamint a 6.hénapban mért Ang2 és RANKL kozotti forditott osszefiiggésekre. Az OC és a
BNP kozotti pozitiv korrelaciora a 12.honapban a kezdeti CRP gyakorolt szignifikans hatast
(p=0,031). A betegségaktivitas anti-TNF terapiaval 6sszefliggd valtozasainak hatasait vizsgalva
a kiilonboz6 biomarkereken azt talaltuk, hogy a kiindulasi allapot és a 12 honap kozotti DAS28
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(0-12) vagy BASDAI (0-12) szignifikans hatast gyakorolt az IMT és szklerosztin (p=0,021),
valamint a PWV és katepszin K kozotti pozitiv 6sszefiiggésekre (p=0,021) (11.tablazat).

11. tablazat. Az daltalanos linearis modell (GLM) tobbvaltozos varianciaanalizis (MANOVA)

teszt szignifikans eredményei

Fiiggé valtozo Hatas F p Parcialis n°
IMT-12 és QCTTRABBMD-12 (inv) DAS28-0/ 3.962 0.028 0.185
BASDAI-0
PWV-12 és QCTTRABBMD-12 (inv) DAS28-0/ 3.482 0.042 0.166
BASDAI-0
ANG2-6 és RANKL-6 (inv) DAS28-0/ 4,748 0.021 0.322
BASDAI-0
OC-12 és BNP-12 (poz) CRP-0 3.764 0.031 0.146
IMT-12 és SOST-12 ADAS28 0-12/ 4271 0.021 0.176
ABASDAI 0-12
PWV-12 és CATHK-12 ADAS28 0-12/ 4.243 0.021 0.175
ABASDAI 0-12

Roviditések. ANG2: angiopoietin2, BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Index, BNP: B-tipusu natriuretikus peptid, CRP. C reaktiv-protein, DAS28: 28-joint disease
activity score, IMT: arteria carotis communis intima-média vastagsag, inv: forditott, OC:
oszteokalcin, poz: pozitiv, PWV: pulzushullim terjedési sebesség, QCTTRABBMD: QCT
trabekularis BMD, RANKL: receptor aktivator nuklearis faktor kappa B ligand

6.2.2. TNF-gdtlok hatasa a vaszkularis és csont biomarkerek osszefiiggéseire

Végezetiil az anti-TNF terapia hatasat vizsgaltuk a gyulladasos érrendszeri és csont
interakciokra. Ezen célbol Gsszevetettiik a kezdeti és 12 honap utan mért érrendszeri és csont
biomarkerek osszefiiggéseinek mintazatait. Az egy- és tobbvaltozos elemzések soran a kezdeti
oszteoprotegerin az FMD-vel, a D3-vitamin a PWV-vel, valamint a PDGF-BB a DEXA
femoralis BMD-vel mutatott korrelaciot. Ezen 6sszefiiggések a 12 honapos kezelés utan nem
voltak kimutathatoak (9.7dbldzat). Ezzel ellentétben az egy éves kezelés utan, szemben az
alapvonal értékeivel, a kovetkezd Osszefiiggéseket talaltuk. Az osteocalcin, CTX, PINP és az
IMT, valamint a katepszin K (CATHK) és PWV 12 honapos értékei kozott talaltunk
szignifikans korrelaciot az egy éves kezelést kovetden. A képalkotodi paraméterek estében pedig
az IMT vagy PWV és a QCT teljes BMD kozott talaltunk szignifikans Osszefiiggéseket
(9.tablazat).
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Szamos esetben talalunk olyan korrelaciokat, mely soran az egyes kiindulasi vaszkularis
biomarkerek képesek voltak meghatarozni az egy éves terapia utani csont allapotat, valamint
ugyanez volt érvényes visszafelé is (9.tdbldzatr). A MANOVA analizisben, a betegség aktivitasa
vagy a betegség aktivitasban bekovetkezett valtozasok, valamint a kiindulasi CRP értékei tobb
korrelaciot hataroztak meg a 12 honap utan kezelt betegek érrendszeri- és csont biomarkerei
kozott (11.tabldzat). Ezen megfigyelések alatamasztjak azt a hipotézist, miszerint az anti-TNF

kezelés képes befolyasolni a vaszkularis-csont kolcsonhatasokat.
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7. MEGBESZELES

Az elsé vizsgalatunk célja az volt, hogy olyan vaszkularis biomarkereket vizsgaljunk,
melyek kapcsolatban allnak a gyulladasos folyamatokkal, és szerepet jatszanak az endothélialis
diszfunkcio és a plakk kialakulasaban. Emelkedett szintjiikk igazolt az egyes arthritises
megbetegedésben. Egy masik célpontunk az volt, hogy megvizsgaljuk az anti-TNF terapia
hatasat a biomarkerek szérumszintjére 6 és 12 honappal a kezelés megkezdése utan. Emellett,
Osszefiiggéseket kerestiink a szisztémas gyulladas markerei, a betegségaktivitasi indexek, a
lipidparaméterek, az autoantitestek és a vaszkularis képalkotoi vizsgalat értékei kozott, RA és
SPA betegek esetében. A munkacsoportunk korabban publikalta azon eredményeit, amelyek az
IMT, FMD, és PWV ultrahangos vizsgalatok értékeinek TNFa-gatld kezelés hatasara
bekovetkezé valtozasait mutattak bel® .

Az oxLDL/B2GPI komplexum emelkedett szintjét elészor az antifoszfolipid szindroma
(APS) és a szisztémas lupus erythematosus (SLE) betegségekben irtak 162%°, Késébb kimutattak
betegségekben is?°L. Jelen vizsgalatunkban a RA és SPA betegekben az oxLDL/B2GPI komplex
szintjének egy éves anti-TNF terapia utani valtozasat vizsgaltuk. Eredményeink azt mutattak,
hogy a 12 honapos kezelés szignifikansan csokkentette a komplex szérum szintjét a teljes
betegcsoportban. Ez az elsé olyan tanulmany, amely a oxLDL/B2GPI komplex valtozasat
vizsgalja az anti-TNF terapia hatasara RA és SPA betegekben. Ugyanakkor szamos tanulmany
bizonyitotta, hogy a komplex nemcsak az egyes reumatologiai megbetegedések esetében
magasabb, hanem emelkedett szintjiik 6sszefiiggésbe hozhatd a megnovekedett akut koronaria
megbetegedések és egyéb vaszkularis karosodasok kialakulasanak kockéazataval®h202-206. A
jelen tanulmanyban vizsgalt Osszefliggés alapjan feltételezhet6, hogy a terapia hatasara
bekovetkezd szignifikdns csokkenés, nagy valdszinliséggel vezet az egyes kardiovaszkularis
szovédmények kockazatanak csokkenéséhez is. Ennek érdekében hosszabb tavi kovetést
terveziink végezni. Emellett 6sszefiiggéseket talaltunk a komplex kezdeti értékei és az egyes
lipidek (TC, LDL) kezdeti értékei kozott. Bar a gyulladasos paraméterek, a betegségaktivitas
és a képalkoto értékek kozott nem sikeriilt 6sszefiiggést Kimutatni, a statisztikai elemzés (RM-
ANOVA) eredményei alapjan az 1 éves kezelés hatasara bekdvetkezé oxLDL/B2GPI komplex
12 honapos valtozasat a betegségaktivitas (DAS28/BASDAI) kezdeti értékei hatarozzak meg.
Ennek kovetkeztében az egyes betegek kezdeti betegségaktivitas értéke alapjan elére jelezhetd

az anti-TNF terapia hatasara bekovetkezé oxLDL/B2GPI komplex valtozasa egy éves idotavon.
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Az autoimmun betegségekben megemelkedett anti-HSP (aHSP) antitestek szintjével
kapcsolatban az elsé jelentések 1991-ben jelentek meg, amikor Jarjour és munkatarsai a
kiilonb6z6 reumatologiai és egyéb gyulladasos betegek szérumaban magasabb aHSP60 antitest
szinteket talaltak a normal kontroll csoporthoz képest?®’. Habar az antitestek magasabb szintje
az érelmeszesedés soran a rosszabb kimenetel eldjelzdjeként szolgal, a RA és SPA betegek
esetében mégsem Vvolt kimutathatd Osszefliggés a betegség aktivitasaval vagy
progressziojaval®>?%, Ezzel szemben az eddigi tanulmanyok azt mutatjak, hogy az aHSP-k
potencialisan képesek csillapitani vagy szabalyozni a gyulladdsos valaszokat, igy az
autoimmunitas szabalyozé homeosztazisanak fontos résztvevdinek tekinthetdk. Ezt tamasztjak
ala azon megfigyelések, melyek soran az adjuvans iziileti gyulladasos patkany modellekben a
HSP60-nal térténé immunizalas nem valtott Ki iziileti gyulladast, ami mellett a szérum TNFa
szint csokkenése és fokozott 1L-4 termelés volt megfigyelhetd®2%210 Juvenilis idiopatias
iziileti gyulladasban szenved6 gyermekek esetében, a betegség kezdetén mért HSP60 elleni T-
sejt reaktivitas szignifikansan emelkedett volt, és ez pozitivan korrelalt a betegség
remisszidjaval?*. Jelen tanulmanyunkban az anti-TNF gatlo kezelés egy éves hatasat vizsgaltuk
az anti-HSP60 koncentracio szintjére. Tudomasunk szerint nem volt korabbi vizsgalat, amely a
biologiai terapia altal bekovetkezett valtozast vizsgalta volna RA vagy SPA betegeknél. Habar
jelen eredményeink szerint a biologiai terapia nem valtoztatta meg szignifikdnsan az anti-
HSP60 szintjét a 12 honapos kezelés utan, a kezdeti anti-HSP60 szintjének egy éves kezelés
soran bekovetkez6 valtozasat a kezelés és az IMT kezdeti értéke képes volt meghatarozni. A
kezdeti anti-HSP60 szinteket Osszevetve a kezdeti betegségaktivitasi index értékeivel
(DAS28/BASDAI), a kezdeti CRP vagy We értékeivel nem talaltunk Osszefiiggést. Ezen
eredmények 6sszhangban allnak az eddigi tanulmanyokkal, miszerint az aHSP60 antitest szintje
nem tiikr6zi a gyulladasos allapotot autoimmun reumatoldgiai betegek esetében.®%2%
Ugyanakkor a kezdeti értékek korrelaltak az endothélsejtek koros miikodését tiikrozé kezdeti
PWV, FMD ¢és triglicerid szintekkel.

Az immunrendszer aktivalddasa és a gyulladasos valasz kialakulasa a SUPAR (szolubilis
urokinaz aktivator receptor) koncentracidjanak emelkedéséhez vezet, melyet értékes
indikatorként irtak le szamos gyulladasos reumatologiai megbetegedésben, koztiik rheumatoid
arhritisben, szisztémas szklerozisban és a szisztémas lupus erythematosusban®®212-214 A fent
emlitett betegségek patogenezisében az UPA/UPAR koélcsonhatasa elsegiti a betegség
progressziojat, mivel serkenti a citokinek, kemokinek, novekedési faktorok és MMP-k

crer

eredményez, ami fontos tényez6je a csont- és porcdegradacionak. Emellett a gyulladasos
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immunsejtek infiltracidja és az iziileti szovetek proliferacidja is szerepet jatszik az iziiletek
patofiziologias elvaltozasaiban?'>2. Jelen tanulméanyban sszehasonlitottuk a kezdeti SUPAR
szinteket a kezdeti betegségaktivitasi index értékeivel (DAS28/BASDALI), valamint a kezdeti
CRP vagy We értékeivel, és nem talaltunk dsszefliggést a SUPAR szintje és a kezdeti gyulladas
mértéke kozott. Szeropozitiv rheumatoid arthritis (RA) betegeknél a SUPAR érték és az RF és
ACPA értékek kozotti korrelacio kimutathato volt a terapia megkezdése el6tt, ami a SUPAR
prognosztikai biomarkerként valé szerepére utal. A sSUPAR magasabb eroziv aktivitasat tiikrozi
az atanulmany is, amely RA betegek esetében szignifikansan magasabb SUPAR értéket mutatott
ki azon betegeknél, akiknél legaldbb 4 iziilet érzékenysége/duzzanata volt.?'®. Az anti-TNF
terapiak hatasat a SUPAR értékre csak kevés tanulmany vizsgalta. Egy 8 hetes adalimumab
kezelés soran, a terapiara jol reagaldo RA betegek esetében a SUPAR szint szignifikansan
csokkent a kezelés hatasara®'®, Egy masik tanulmanyban az infliximab kezelés nem hozott
szignifikans valtozast a SUPAR szintekben azoknal a betegeknél, akik gyermekkori gyulladasos
bélbetegségben (IBD) szenvedtek?'®. Az anti-TNF terdpia esetiinkben nem csokkentette a
SUPAR szintet a 12 honapos kezelés mellett, amikor a teljes betegcsoportot vizsgaltuk. A
betegek SUPAR szintjiikk alapjan torténd kategorizalas utan viszont szignifikans csokkenést
figyeltiink meg azon betegek esetében, akiknél a kiindulasi SUPAR szint kritikusan magas volt.
A Kkorrelacios- és regressziodanalizis azt mutatta, hogy a 12 honapban mért SUPAR és CRP
értékek kozott 6sszefliggés van, ami arra utal, hogy azon esetekben, amikor az egy éves terapia
ellenére a CRP értéke magas marad, a SUPAR értéke ugyancsak magasnak bizonyul. A suPAR
egyre tobb figyelmet kap, mint az 0j igéretes biomarker a kardiovaszkularis
megbetegedésekhez kapcsoloddan, emelkedett szintje 6sszefliggést mutat a koszortaér-betegség
és iszkémias stroke kockazataval??®. A vizsgalatunk sordn korrelaciot taldltunk a pangasos
szivelégtelenség egyik fontos biomarkere, a kezdeti BNP és kezdeti SUPAR szintek kozott.
Ugyanakkor arteria carotis communis intima-média vastagsag (CIMT) kezdeti értéke a kezelés
hatasaval képes volt meghatarozni a SUPAR 12 honapos valtozasat a kezelés hatasara.

A B-tipusu natriuretikus peptid (BNP) és N-terminalis pro B-tipusu natriuretikus peptid
(NT-proBNP) olyan prognosztikai biomarkerek, amelyeket rutinszertien alkalmaznak a
szivelégtelenség, koszoruér megbetegedések és az aortabillentyli szlikiiletének diagnosztizalasa
soran. Az NT-proBNP inaktiv és passzivan tdvozik a szervezetbdl, mig a BNP bioldgiai
aktivitasa aktiv. Azonban diagnosztikai értékiik hasonlo, ezért mindkét markert relevansnak
tekintjik a korabbi kutatasi eredmények tekintetében. A szivizom fokozott fesziilése a
szintézisiik és felszabadulasuk f6 kivalté oka, azonban egyre tobb adat timasztja ala, hogy a

gyulladas soran is fokozodik a termelésiik®’. A magasabb NT-proBNP szint kimutathaté egyes
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autoimmun betegségekben, valamint a RA betegség esetében az aktiv betegeknél magasabb
BNP szintet figyeltek meg, mint a kdzepesen aktiv vagy jol kontrollalt betegeknél®®?2!, Emellett
a betegség idotartama, a gyulladasos markerek (TNFa, IL-6, CRP, We), valamint a betegség
aktivitasi pontszama mind Osszefliggésben allt az NT-proBNP szintjével, ami ugyancsak a
gyulladas és szivizomstressz kozotti kapcsolatra utal??2224, Ebben a tanulmanyban arra
fokuszaltunk, hogy meghatarozzuk az anti-TNF terapia hatasat a BNP szintre egy éves kezelés
soran RA és SPA betegeknél. Az eddigi kutatisok eredményei nem egységesek. Egyes
tanulmanyok azt mutattak, hogy a TNF gatlok hatékonyan csokkentették az NT-proBNP
szintjét RA és SPA betegeknél??>?% mig masok nem tapasztaltak szignifikans valtozast a TNF
terapia hatasara??!. Azonban, a BNP fragmensek vizsgéalatit még nem végezték el ezekben a
betegségekben. Sajat vizsgalatunkban megallapitottuk, hogy az anti-TNF terapia nem mutatott
szignifikans valtozast a BNP értékek vonatkozasaban a teljes csoportot nézve. Eredményeink
nem tamasztjak ala, hogy ezek a célzott terapiak védelmet nytjtananak a szivelégtelenséggel
szemben. Azonban, szeropozitiv betegeknél magasabb BNP szintet tapasztaltunk a
szeronegativ betegekhez képest. Az NT-proBNP ¢és a CRP kozotti kapcsolatot szamos esetben
tanulmanyoztak. EQy norvég longitudinalis vizsgalat 6sszefliggést mutatott ki az NT-proBNP
és CRP kozott mind kiindulaskor, mind 10 év utan.??” Jelen tanulmanyban a korrelacios- és
regresszidanalizis Kimutatta a BNP kezdeti szintje és a CRP kezdeti és 12.honapban mért szintje
kozotti osszefliggést. A tobbszoros regresszidanalizis eredményei azt sugalljak, hogy a kezdeti
gyulladas mértéke eldre jelezheti, hogy a BNP szint hogyan valtozik majd az egy éves kezelés
utan. Szamos tanulmany vizsgalta a natriuretikus peptidek és az érelmeszesedés kozotti
kapcsolatot. Kimutattak példaul, hogy az NT-proBNP szintje emelkedett azon normal bal
kamrai funkcioju betegekben, akik koszoruér elmeszesedésben szenvednek, valamint a BNP
expresszidjat human koszoraér-explantatumokban, ami arra utal, hogy képes lokalisan
felszabadulni a koszorterekbdl.22822° Jelen vizsgalat soran, szignifikins Osszefliggéseket
talalunk a lipidparaméterek koziil a triglicerid, a vaszkularis képalkotd paraméterek koziil az
IMT-vel, valamint a betegek életkora és a BNP kezdeti szintje kozott. Ezek az eredmények
felvetik annak a lehetdségét, hogy a BNP és az akut fazis markerek kozotti kapcsolat kozvetlen

lehet az érelmeszesedés és gyulladas kapcsolatan keresztiil.

A masodik vizsgalat soran munkacsoportunk két korabbi tanulmanyanak adatait vettiik
alapul. Az adatok ugyanazon betegcsoport, ugyanabban az idépontban mért érrendszeri 1%61%7,
csont statusz 1% eredményeit tartalmaztik, amelyeket ij szempontok szerint elemeztiink. A

célunk az volt, hogy meghatarozzuk a csont és vaszkularis markerek kozotti osszefliggéseket,
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valamint, hogy az anti-TNF terapia hatasanak vizsgalataval dsszehasonlitsuk a kezelés elotti és
utani adatokat, hogy meghatarozzuk a csont és érrendszeri allapotok kozotti kapcsolatot.

Az arthritisben megfigyelhetd kardiovaszkularis és csont betegségek magasabb
eléfordulasa sszefiiggésbe hozhaté a kronikus szisztémas gyulladasos folyamatokkal 101122~
25118-120.230-234 ° A7 ezen megfigyelések alapjan végzett szamos tanulmény vizsgalta az RA és
SPA betegségek soran alkalmazott célzott terapiak hatasat az egyes érrendszeri és csont
biomarkerekre 196198235237 - Azonban csak nagyon kevés esetben vizsgaltdk ezen markerek
egyiittes valtozasat egy utankovetéses vizsgalat keretein beliil. Néhany példa koz¢ tartozik egy
RA-s betegeket vizsgalo longitudinalis vizsgalat, mely kimutatta, hogy azok a betegek, akiknél
osteoporotikus torés alakult ki, nagyobb volt a kockazata a késObbi sziv-és érrendszeri
betegségek kialakulasanak 23,

Az arthritisben szenveddk érelmeszesedésének ¢és csontvesztésének kimutatasara
szamos képalkoto vizsgalat és laboratoriumi marker all rendelkezésre. A kvantitativ komputer-
tomografia (qCT) ¢és a kettdés energiaju rontgenabszorpciometria (DEXA) segitségével
hatarozhaté meg az egyes csontok asvanyianyag-siirtisége (BMD). A vaszkularis fiziologias
ultrahangos vizsgalatok soran kapott IMT érték az érelmeszesedés, az FMD az endothelialis
diszfunkcio és a PWV az artérias érfali merevség megbizhatd markere. Az érelmeszesedés és a
csontritkulas gyulladassal 6sszefiiggd folyamatait szamos molekularis marker kapcsolja 6ssze,
mint példaul a szisztémas gyulladas biomarkerei (CRP, We), a proinflammatorikus citokinek,
az egyes csontanyagcsere biomarkerek (PTH, VITD3, OC, PINP, CTX-Il, SOST, DKK-1,
SRANKL, CATHK) és a vaszkularis mediatorok (VEGF, PDGF-BB, Ang-1, Ang-2, TSP-
1)111.114,120,158,167,178,187,238,239

Az RA ¢és SPA betegségek esetében a gyulladast eldsegité molekulak, példaul a CRP,
a proinflammatorikus citokinek (IL-6, IL-1, TNFa) emelkedett szintje kulcsszerepet jatszik a
sziv- és érrendszeri, valamint a csontritkuldsos megbetegedések patogenezisében.?* A TNFa

képes befolyasolni a csontok szerkezetét és atépiilését, kedvezdtleniil hat a csonthaztartasra az

crer

--------

az ateroszklerotikus plakkok novekedéséhez vezetnek.!3?6%" Ezek alapjan az RA és SPA
kezelésére alkalmazott célzott terapiak, mint példaul a TNFa-gatlo etanercept és certolizumab
pegol a kronikus gyulladas csokkentése altal, elonyds hatasuak lehetnek ezen tarsbetegségek
kialakulasara. Korabbi tanulmanyokban munkacsoportunk publikalta az egyéves anti-TNF

terapia kiilon érrendszerre és csontallapotra gyakorolt hatasat'®"1%, Azonban nagyon kevés
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tanulmanyt talaltunk a szakirodalomban, amely egyszerre vizsgalta volna az RA és SPA
betegek kezelésére alkalmazott anti-TNF terapia hatasat a csont- és vaszkularis laboratériumi
biomarkerekre és képalkoto paraméterekre.

Statisztikai elemzésiink soran, a legrelevansabb szignifikans korrelacio, melyek
egymashoz viszonyitva forditott 6sszefiiggés mutattak, a kiilonb6z6 idépontokban mért IMT és
QCT, valamint a PWV ¢és combnyak BMD paraméterek kozott volt kimutathatd. Ezek az
eredmények azt sugalljak, hogy a tartos szisztémas gyulladas egyszerre hat a csontokra és az
erekre, és az egy éves terapia nemcsak a gyorsan valtozo gyulladasos markerek, hanem a
strukturalis paraméterek esetében iS egymassal Osszefiiggd valtozast hozhat. Az FMD és
oszteoprotegerin (OPG) kozotti pozitiv Osszefiiggést a korrelacios és regresszid analizis
eredményeink is megerdsitették. Emellett a PWV és IMT szamos csontmarkerrel mutatott
Osszefiiggést. Az angiogén biomarkerek esetében is szamos korrelacio volt kimutathato a csont
markerekkel, igy példaul a trombocita eredetii novekedési faktor BB (PDGF-BB) pozitiv
Osszefliggés mutatott a combnyak BMD értékével.

A regresszios analizis soran az ok-okozati Osszefliggéseket vizsgaltuk az egyes
képalkoté és laboratoriumi markerek kozott. A korrelacios analizis soran kimutatott kiindulasi
FMD ¢és OPG értékek kozotti Osszefiiggést megerdsitettiik regresszids analizislinkkel. Az
oszteoprotegerin melyrdl ismert, hogy a csontokban a RANKL-hoz kétédve fontos szerepe van
az oszteoklasztogenezis gatlasaban 178 osszefiiggésbe hoztak a vaszkularis meszesedés
mértékével is. Az endothélsejtek és vaszkularis simaizomsejtek is képesek az OPG termelésére,
amely hozzajarul a szubklinikai érelmeszesedés kialakulasahoz azaltal, hogy endothélialis
diszfunkciét, kéros endothél aktivaciot és simaizom proliferaciot indukal. 4224 Az
oszteoprotegerin magas szintje tehat egy magasabb vaszkularis kockazatot jelezhet elére RA és
SPA betegségben.

A szklerosztin (SOST) és IMT értékek kozott a 12. honapban pozitiv Osszefiiggést
talaltunk. A legujabb tanulmanyok szerint arterioszklerotikus koriilmények kozott a vaszkularis
simaizomsejtek olyan fenotipusos atmenetet hozhatnak létre az oszteoblasztok iranyaba,
amelyek képesek bizonyos csontmarkerek, igy példaul a szklerosztin kifejezésére®*. Egyes
vizsgalatok az SOST emelkedett szintjét mutattak ki szdveti szinten érelmeszesedésben,
azonban egyelére nem vilagos, hogy védé szerepe van-e ebben a folyamatban vagy egy

245 A MANOVA elemzésiink eredménye alapjan, a

rosszabb prognézis kimenetelét jelzi elore
betegségaktivitas egy éves szintjének valtozasa képes volt befolyasolni az IMT és szklerosztin
kozotti osszefliggést a 12. honapban. Ez arra utal, hogy a gyulladasnak kulcsfontossagt szerepe

lehet a két marker 6sszefiiggésében.
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A kutatasunk soran vizsgaltuk az angiogenezisre jellemzé markerek ¢és a csontszovet
valtozasai kozotti 0sszefiiggést. Megallapitottuk, hogy a kezdeti PDGF-BB szint és a 12 honap
utani DEXA combnyak BMD pozitiv 6sszefliggést mutatnak egymassal. A PDGF-BB jelent6s

114

szerepet jatszik az angiogenezis eldsegitésében érelmeszesedés soran ", emellett szabalyozo

crer

crer

hozzajarulva az érelmeszesedés kialakulasadhoz.

A regresszios analizisiink tovabbi Osszefiiggéseket tart fel a csont- és érrendszeri
képalkoto paraméterek kozott. Megallapitottuk, hogy a qCT trabekularis BMD kiindulaskor és
a teljes BMD 12 honap utan forditottan korrelalt a kiindulasi, illetve 12 honapos IMT-vel.
Emellett a 12 honapos IMT forditott dsszefiiggést mutatott a QCT teljes BMD-vel 12 honap
utan. Ezek az eredmények tovabbi bizonyitékként szolgalnak arra, hogy a gyulladasos
csontvesztés és érelmeszesedés kialakulasa kdzott szoros kapcsolat all fenn.

A vaszkularis képalkotdi paraméterek koziil a PWV az artérids merevség mérdszama,
az egyik legkorabbi markere az artériak falaban bekovetkezd szerkezeti és funkcionalis
valtozasoknak.?*” FErtéke Osszefiiggést mutat az artéria plakk altali beszikiilésével.
Vizsgalatunk soran a 12. honapban mért PWV a kezdeti katepszin K (CATHK) értékét
hatdrozta meg. A katepszin K az instabil plakkokban magas szinten expresszalodik,?*® és
termelése Szorosan Osszefiigg az érfalon beliili gyulladasos folyamatokkal. Az elasztin és
kollagén bontasa révén fontos szerepet jatszik az artéridk extracellularis matrixanak
atalakitasdban és az ateroszklerotikus plakkok destabilizalasaban.?*®2 Ezen kapcsolatot a
MANOVA elemzésiink IS megerdsitette, mely soran a betegségaktivitasi indexek
(DAS28/BASDAI) értékeinek egy éves valtozasa befolyasolta a 12. honapban mért PWV és
CATHK kozotti kapcsolatot.

A D3-vitamin szamos fiziologiai és koros folyamatot szabalyoz, és érvédd hatasa révén
fontos szerepet jatszik a korai endothél aktivacié szakaszatol a plakk kialakulasaig. Alacsony
szintje osszefiigg a koszoruér meszesedések fokozott kockazataval'®. Tanulmanyunkban
megerdsitette, hogy a kezdeti PWV és D3-vitamin kozott szignifikansan forditott ok-okozati
kapcsolat all fenn.

Az RM-ANOVA elemzés soran megallapitottuk, hogy az egyéves bioldgiai kezelés
Osszefiigg az IMT valtozasaival a terapia soran, amelyet a kiilonboz6 csont biomarkerek
kiindulasi szintjeivel (OC, P1NP, VITD3) kombinalva értiink el. Az Gsszefiiggés mindig
forditott volt. Az alacsony OC, P1NP és VITD3 szintek ismertek a csokkent csontforgalom és

a torések szamanak novekedése elorejelzésében. Ezek a megfigyelések tovabbi bizonyitékok
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arra, hogy a csokkent csontstirliség 0sszefligg a megnovekedett ateroszklerotikus érrendszeri
rendellenességek eléfordulasaval 2L,

A MANOVA clemzés feltarta, hogy a betegség aktivitasa vagy a szisztémas gyulladas
(CRP), valamint ezek anti-TNF gatlohoz kapcsolodo valtozasai a kezdeti allapot és az egy éves
kezelés kozott befolyasolhatjak bizonyos csont-és érrendszeri biomarkerek kozotti kapcsolatot.
Eredményeink alapjan a kezdeti DAS28/BASDAI értékek az egyes csont és érrendszeri
képalkotd paraméterek koziil forditottan befolyasolta a 12 honapban mért IMT, valamint PWV
¢és a QCT trabekularis BMD kozotti osszefiiggéseket. Ugyancsak forditottan befolyasolta az
angiogenezis folyamataban szerepet jatszo angiopoietin 2 és RANKL csontmarker kozotti
kapcsolatot a 6 honapban. A betegségaktivitasi indexek 1 éves valtozasa az elézéekben leirt 12
hénapban mért IMT és szklerosztin, valamint a PWV és katepszik-K kozotti kapcsolatot
befolyasolta. A CRP kezdeti szintje a csontképzddésre jellemz6 oszteokalcin és az egyes sziv-
¢és érrendszeri betegségek prognosztikai markereként hasznalt BNP kozotti Osszefliggést
befolyasolta a 12.honapban. Ezen 6sszefiiggések alapjan, az egy éves terapia jelentds hatassal
lehet az érrendszeri és csont kdlcsonhatasokra

Eredményeink alapjan a TNF gatloval kezelt RA és SPA betegek esetében szamos olyan
csontmarkert talaltunk, amely képes volt meghatarozni a vaszkularis allapotot a 12 honapos
kezelés utan, és ugyanez forditva is igaz volt. Emellett a szisztémas gyulladas és az arthritises
betegségaktivitas is képes Vvolt befolyasolni az érrendszeri és csont markerek kozotti
kapcsolatot. Az RA-ANOVA és MANOVA elemzések soran leirt egyes hatasok alapjan, a
kezdeti magas gyulladasos statusz szamos kapcsolatot teremthet az érrendszeri és csont
markerek kozott, ezek gyakrabban észlelhetok kiindulaskor, mint az egy éves kezelést
kovetéen. Ennek egyik magyarazata lehet, hogy az egy éves terapiat kovetéen a gyulladasos
alapfolyamat mértéke csokken, ami a gyulladasban szereplé molekulak, sejtek aktivitasanak a
megvaltozasaval jar, ami befolyasolja ezen gyulladasos szereplok hatasat a vaszkularis és

csontrendszerre is.

Az RA és SPA betegek vizsgalata soran mindkét vizsgéalatnak szamos erdssége mellett
bizonyos korlatai is vannak. Az alacsony betegszam miatt a legtobb esetben a vegyes kohorsz
csoportot kellett alapul venni az értékelések sordn, ami azt jelentette, hogy nem volt lehetdség
az RA és SPA betegcsoportok kozotti dsszehasonlitasra. Hasonloképpen, az etanercept és
certolizumab pegol biologiai terapidk hatékonysaganak Osszehasonlitisara sem volt

lehetdséglink az alacsony betegszam miatt. A vizsgalat soran hianyzott a kontrollcsoport is, ami
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tovabbi nehézségeket okozott az eredmények értelmezésében. Raadasul, a vizsgalt markerek
tobbsége klinikailag nem validalt, ami megnehezitette az eredmények mindennapi gyakorlati

relevanciajanak értékelését.
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8. OSSZEFOGLALAS

A reumatologiai megbetegedések esetében nagyobb a kockazata szamos tarsbetegség

kialakulasanak®. A jelenleg alkalmazott TNFa-gatlo terapidk segithetnek megelézni a

betegséggel kapcsolatos szisztémas csontvesztést, valamint csokkenthetik a sziv- és érrendszeri

betegségek kialakulasanak kockazatat.

Az elsé vizsgalat soran az RA és SPA betegségek etanercept/ certolizumab pegol

terapidinak egy éves hatasat vizsgaltuk olyan szolubilis vaszkularis biomarkereken
(oxLDL/B2GPI komplex, suPAR, aHSP60, BNP fragmens), amelyek magas szintje a

gyulladassal Osszefiiggd érelmeszesedés kialakulasaval kapcsolatosak. Ez az els6 olyan

vizsgalat, amely hosszutavon vizsgalta ezen biomarkerek anti-TNF terapia hatasara torténd

valtozasat ezen betegségekben.

Eredményeink a kovetkezOkben foglalhatoak dssze:

1.

Az RA és SPA betegek teljes csoportjaban megfigyelhet6 volt a szignifikans
csokkenés az oxLDL/B2GPI komplex szintjében az egy éves anti-TNF terapia
hatasara. Emellett a kritikusan magas suPAR szinttel rendelkez6 betegeknél is hasonld
hatast tapasztalunk. A bekdvetkez6 csokkenés nagy valdszintiséggel vezet az egyes
kardiovaszkularis sz6védmények kockazatanak csokkenéséhez.

RF és ACPA szeropozitivitas magasabb SUPAR és BNP szinttel tarsult, ami egy
rosszabb prognozis kimenetelét jelezheti eldre.

Megerdsitettiik az egyes biomarkerek az érrendszer patofiziologiai elvaltozasaival valod
Osszefiiggését. Eredmények alapjan, mind a 4 biomarker korrelaciét mutatott
valamelyik kiindulédsi lipidparaméterrel, valamint a vaszkularis ulrahang vizsgalat
szamos esetben mutatott Osszefiiggést az altalunk vizsgalt biomarkerekkel.

A regresszids analizis eredménye alapjan, a CRP és triglicerid fontos elérejelzék
lehetnek a BNP és suPAR szintekre vonatkozoan a kezelés el6tt vagy utan 12
hénappal.

A varianciaanalizis eredményei alapjan, a betegségaktivitas vagy IMT jelentésen
befolyésolhatja az anti-TNF kezelés hatdsait az oxLDL/B2GPI komplex, aHsp60 és

suPAR valtozasaira.

A masodik vizsgalat soran munkacsoportunk két korabbi tanulmanyanak eredményeit

hasznaltuk fel. Mindkét tanulmany ugyanabban a klinikai vizsgalatban értékelte a

59



vaszkularis'®®19 és csont biomarkerek!%1%° egy éves anti-TNF-terdpia hatasat RA és SPA

betegekben. Ez az els6 olyan vizsgalat, amely egyszerre vizsgalta az érrendszeri- és csontok

allapotat biologiai szerekkel kezelt iziileti gyulladasos betegeknél.

Eredményeink a kovetkezokben foglalhatoak Gssze:

1.

A csont- és érrendszeri paraméterek kozotti kapcsolatot elemz0 korrelacios elemzése
soran megfigyeltiik, hogy az IMT és qCT paraméterek, valamint a PWV és combnyaki
BMD ¢értékei kozott szignifikdnsan forditott 6sszefliggések allnak fenn kiillonb6zo
idépontokban. Lényeges ezaltal, hogy nemcsak a gyulladdsos biomarkerek kozotti
Osszefliggéseket figyeltiik meg, hanem a strukturdlis markerek kozott is.

Az FMD ¢és OPG kozott pozitiv dsszefiiggést mutattunk ki. Az eredményeink azt
mutatjak, hogy az OPG és FMD kozotti kapcsolat az anti-TNF terapia el6tt és utan is
fennall, ami tovabb bizonyitja az OPG biomarkerként betdltott szerepét a vaszkularis
kockazat és prognodzis meghatarozasaban.

Az IMT és PWV szamos csontmarkerrel 6sszefiiggott. A vaszkularis biomarkerek
koziil a PDGF-BB pozitivan Korrelaciot mutatott a combnyaki BMD-vel, valamint
tobb angiogén marker kapcsolodott szamos csont biomarkerhez.

A regresszids analizisiink soran szamos olyan csontmarkert talaltunk, amelyek képes
volt megjdsolni az érrendszeri allapotot a 12 honapos kezelés utan, és ugyanez forditva
is igaz volt. Emellett 6sszefliggést talaltunk a DEXA altal értékelt femoralis BMD és a
PDGF-BB kozott, valamin a qCT altal meghatarozott egyes BMD értékek és az IMT
kozott.

Az RM-ANOVA elemzésiink eredményei alapjan, az egyéves bioldgiai kezelés a
kiilonb6z6 csont biomarkerek kiindulési szintjeivel (OC, PINP, VITD3) kombinalva,
képes volt eldre jelezni az IMT valtozésait a terdpia soran. Az elemzés megerdsitette,
hogy a kezdeti csokkent csontsiirliség az érrendszeri rendelleneségek megnovekedett
eléfordulasat okozhatjak

A MANOVA elemzés feltarta, hogy a betegség aktivitasa (DAS28/BASDAI) vagy a
szisztémas gyulladas (CRP), valamint ezek anti-TNF gatlohoz kapcsolodé valtozasai a
kezdeti allapot és az egy éves kezelés kozott befolyasolhatjak bizonyos csont-és
érrendszeri biomarkerek kozotti kapcsolatot. Ez alapjan az iziileti gyulladds mind a
kardiovaszkularis mind a csontritkuldsos megbetegedéseket mar a betegség korai

szakaszaban fokozza.
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9. SUMMARY

Rheumatological diseases are associated with a higher risk of developing a number of
co-morbidities. 3 Current TNFa inhibitor therapies may help prevent systemic bone loss
associated with the disease and reduce the risk of developing cardiovascular disease.

In the first study, we investigated the effect of one year of etanercept/certolizumab pegol
therapies for RA and SPA diseases on soluble vascular biomarkers (oxLDL/B2GPI complex,
SUPAR, aHSP60, BNP fragments), whose elevated levels are associated with the development
of inflammation-related atherosclerosis. This is the first study to investigate the long-term
changes of these biomarkers in response to anti-TNF therapy in these diseases.

Our results are summarised below:

1. Asignificant reduction in oxLDL/B2GPI complex levels was observed in the whole
group of RA and SPA patients after one year of anti-TNF therapy. In addition, a
similar effect was observed in patients with critically high suPAR levels. The resulting
reduction is likely to lead to a reduction in the risk of certain cardiovascular
complications.

2. RF and ACPA seropositivity were associated with higher sUPAR and BNP levels,
which may predict a worse prognosis.

3. We confirmed the association of certain biomarkers with pathophysiological changes
in the vasculature. According to these results, all 4 biomarkers showed correlation
with one of the baseline lipid parameters, and vascular ultrasound examination showed
correlation with several of the biomarkers we investigated.

4. Based on the results of the regression analysis, CRP and triglyceride may be important
predictors of BNP and suPAR levels 12 months before or 12 months after treatment.

5. Based on the results of analysis of variance, disease activity or IMT may significantly
influence the effects of anti-TNF treatment on changes in oxLDL/B2GPI complex,
aHsp60 and suPAR.

In the second study, we used the results of two previous studies of our working group.
Both of them evaluated the vascular!®®% and bone biomarkers'®®1% in a one-year anti-TNF
therapy of RA and SPA patients. This is the first study to simultaneously assess vascular and
bone status in patients with arthritis treated with biological agents. Several vascular and bone

imaging and laboratory parameters were evaluated to better understand possible interactions.

61



Our results are summarised below:

1.

In a correlation analysis of the relationship between bone and vascular parameters, we
observed significant inverse correlations between IMT and qCT parameters and PWV
and femoral neck BMD at different time points. Crucially, we observed correlations not
only between inflammatory biomarkers but also between structural markers.

We found a positive correlation between FMD and OPG. Our results show that the
association between OPG and FMD persists before and after anti-TNF therapy, further
demonstrating the role of OPG as a biomarker in determining vascular risk and
prognosis.

IMT and PWV were associated with a number of bone markers. Among the vascular
biomarkers, PDGF-BB showed a positive correlation with femoral neck BMD, and
several angiogenic markers were associated with several bone biomarkers.

Our regression analysis found a number of bone markers that were able to predict
vascular status after 12 months of treatment, and the reverse was also true. In addition,
we found a correlation between femoral BMD assessed by DXA and PDGF-BB, as well
as between some BMD values assessed by qCT and IMT.

Based on the results of our RM-ANOVA analysis, the one-year biological treatment
combined with baseline levels of different bone biomarkers (OC, PINP, VITD3) was
able to predict changes in IMT during therapy. The analysis confirmed that initial
reduced bone density may be associated with an increased incidence of vascular
abnormalities.

The MANOVA analysis revealed that disease activity (DAS28/BASDALI) or systemic
inflammation (CRP) and their changes associated with anti-TNF inhibitor between
baseline and after one year of treatment may influence the relationship between certain
bone and vascular biomarkers. This suggests that arthritis increases both cardiovascular

and osteoporotic disease early in the course of the disease.
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