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1. BEVEZETES

1.1. A cardiovascularis betegségek epidemiolégiaja spondylitis ankylopoeticaban

Az akceleralt atherosclerosis és a megndvekedett cardiovascularis (CV) morbiditas ¢és
mortalitds szamos gyulladasos reumatologiai korkép esetén megfigyelhetd. A legtobb adatot
rheumatoid arthritisszel (RA) kapcsolatosan kozolték. Sokkal kevesebb informacio all
rendelkezésre a felgyorsult érelmeszesedés és a korai sziv- és érrendszeri betegségek kozotti
Osszefiiggések vonatkozasaban spondyloarthritisek (SpA-ek), ezen beliill spondylitis
ankylopoetica (SPA) esetén. Klinikailag jelentds emelkedés figyelheté meg a cardiovascularis
betegségek (CVB-ek) prevalencidjaban és a CV mortalitasban SPA-ban. Egy dsszehasonlitd
vizsgalatban az ischaemias szivbetegségek, az atherosclerosis és a cerebrovascularis
betegségek prevalencia ardnya sorrendben 1.2, 1.5 ¢és 1.7 volt SPA-ban egészséges
kontrollokkal Gsszehasonlitva. SPA-ban akar 4.4-szer nagyobb is lehet a myocardialis

infarktus rizikoja, ami magyarazza az emelkedett CV mortalitast.

1.2. Az akceleralt atherosclerosis mechanizmusa spondyloarthritisekben

SPA-ban az akceleralt atherosclerosis és a CV betegség pathomechanizmusa hasonldé mas
gyulladdsos reumatologiai korképekben, igy a RA-ben leirtakhoz. Az elmult évek kutatasai
alapjan nyilvanvald, hogy a hattérben allo betegséghez tarsuld szisztémas gyulladas az
akceleralt atherosclerosis f6 okozoja. Azok azautoimmun-gyulladasos mechanizmusok, amely
az arthritis és az atherosclerotikus plakkok kialakulasaban kozos elemként szerepelnek,
magukban foglaljak a T- és B-sejteket, a makrofagokat, a pro-inflammatorikus citokineket
(TNF-a, IL-1, IL-6, interferon-y), a kemokineket és a cellularis adhézios molekulakat (ICAM-
1, VCAM-1, E-selectin). Az adipokinek, elsGsorban a leptin és a resistin, szintén szerepet
jatszanak az SPA-hoz tarsuld atherosclerosis patogenezisében. Szamos gén van, melynek
fogékonysagot okozd szerepét felvetették mind az arthritis, mind az atherosclerosis
vonatkozasaban. Annak ellenére, hogy a hagyomanyos framinghami rizikéfaktorok koziil a

SPA a dyslipidaemiat, magas LDL-c/HDL-C aranyt és hyperhomocysteinaemiat magaba



foglal6 metabolikus szindréma magas prevalenciajaval tarsul, mégis a hatterében allo
gyulladasos mechanizmusok lehetnek az atherosclerosishoz és a vascularis betegségekhez
vezetd kulcsfontossagi tényezék. A pro-inflammatorikus citokineken beliil a TNF-a
dominans szerepet jatszik ebben a folyamatban, s a gyulladasos és framinghami riziéfaktorok
Osszefiiggésére utal az a tény is, hogy a TNF blokkolas a lipid profil javulasahoz vezet
SPA-ban.

1.3. A vascularis patofiziologia meghatarozasa

Az endothelialis és vascularis funkciok meghatarozasara nem-invaziv angiologiai moédszerek
keriiltek kidolgozasra reumatoldgiai és autoimmun betegségekben. Az aramlas-medialt
vazodilatacié (,,flow-mediated vasodilatation”, FMD), az arteria carotis communis intima-
media vastagsdg (,common carotid intima-media thickness”, ccIMT) és a pulzushulldm
sebesség (,,pulse-wave velocity”, PWV) meghatarozasa ultrahangon alapul6é technikakkal
torténik, s a vizsgalatok az endothelium dependens vascularis funkcio, az atherosclerosis €s az

artéria merevség megbizhat6 indikatorainak tekinthetdk.

Az 1. vizsgalatban komplexen kivantuk meghatarozni az endothelialis funkciot (FMD), a
carotis atherosclerosist (ccIMT) és az artérias merevséget (PWV) ugyanazon, ismert CVB
nélkiili SPA-s betegeken. Emellett a vascularis funkciot korrelaltattuk szamos mas klinikai és
laboratoriumi paraméterrel, mint az életkorral, a betegségfennallasi id6vel, a dohanyzassal, a
testtomeg index-szel (BMI), a betegségaktivitassal, a betegség okozta fajdalomintenzitassal, a
lumbalis gerinc mobilitasaval, a mellkas 1égzési kitérésével, a fal-occiput tavolsaggal, a
betegek funkcionalis allapotaval, a CRP, We, és HLA-B27 statusszal. Ez volt az elsd
vizsgalat, amely elemezte az endothelialis funkciot, az atherosclerosist és az artéria
merevséget azonos betegcsoporton ¢és korreladltatta ezeket a markereket szamos mas

indikatorral.



1.4. Az arginin szarmazékok szerepe a vascularis patolégiaban

Az aszimmetrikus dimethylarginine-t (ADMA-t) az inzulin rezisztencia, az atherosclerosis és
a vascularis betegségek kozos kapcsoloelemeként azonositottak. Az ADMA a solubilis
nitrogén oxid (NO) szintetaz f6 inhibitora, amely tulajdonsagat a carotis atherosclerosissal, az
akut coronaria szindromaval és a cerebrovascularis betegségekkel tarsitottak. Mivel a NO
elosegiti a vasodilatatiot, az ADMA artalmas hatasa ennek a blokkolasaval is magyarazhato.
A homocystein és az LDL-C, mint az atherosclerosis és a CVB-ek két o rizikofaktora,
emelkedett ADMA termelddést és felhalmozodast eredményez tovabbi bizonyitékot szolgalva

az ADMA mediator szerepéhez CVB-ekben.

A 2. vizsgalatban SPA-s betegekben meghataroztuk a szérum ADMA, illetve ezzel egyiitt az
arginin, SDMA szinteket, szamos klinikai és laboratoriumi markert, és Osszehasonlitottuk
ezeket OA-es kontrollokban mértekkel. Emellett korrelaltattuk a SPA-s betegek ADMA
szintjeit szamos klinikai, képalkotd ¢€s laboratoriumi markerrel, melyek az 1. vizsgalat

bemutatisakor leirasra keriiltek.

1.5. Anti-MCYV és anti-hsp65 antitestek spondylitis ankylopoeticaban

Az anti-citrullinalt protein antitestek (ACPA-k), beleértve az anti-ciklikus citrullinalt peptidet
(anti-CCP-t), az anti-mutalt citrullinalt vimentint (anti-MCV-t), az anti-citrullinalt fibrinogént
(anti-CF-t), az anti-citrullinalt a-enolase peptidet (anti-CEP-t) és néhany egyéb antitestet,
szerepet jatszanak a RA patogenezisében és a betegség kimenetelében. Osszefiiggést talaltak
az ACPA termelddése és a HLA-DRBI allélek jelenléte, a dohanyzas és a sulyosabb
csontdestrukciokkal jard iziileti elvaltozasok kozott. Rdadasul a proteinek citrullindcidja az
érfalban szintén szerepet jatszik az arthritis-asszocialt atherosclerosis és a CVB-ek

patogenezisében.

Az anti-Savoie (SA) antitestet régen leirtak, mint a RA diagnosztikai és prognosztikai
markerét. Késébb igazoltak, hogy az anti-Sa képes specifikusan felismerni a citrullinalt

vimentint. A citrullindlt vimentin elleni antitestek detektalasahoz egy ELISA rendszert



fejlesztettek ki, ami genetikailag modositott MCV-t tartalmaz autoantigénként az eljarés
hatékonysaganak javitasa céljabol. Masok mellett mi is kimutattuk, hogy az anti-MCV ELISA
egy nagyon ¢érzékeny és specifikus diagnosztikus eszkdz RA-ben. Emellett szintje

Osszefiiggést mutat a HLA-DRB1-¢l és a radiologiai progresszioval.

Kevés adat all rendelkezésre az ACPA és a SpA-ek, ezen beliil az SPA lehetséges
kapcsolatarél. SPA-ban néhany HLA-B27 all¢l varians, specifikusan a HLA-B*2705 és a

HLA-B*2709 atmehet citrullindcion, amely megvaltoztatja antigen bemutato képességiiket.

Korabbi kutatasok alapjan a hdsokk proteinek (hsp-k) elleni autoantitestek Osszefiiggését
valoszintsitették a gyulladassal, az autoimmunitassal és az atherosclerosissal. Gyulladasos
iziileti betegségek koziil anti-hsp65 antitesteket RA-es betegek szérumaban mutattak ki. SPA
vonatkozasdban a Mycobacteriumok koroki szerepe meriilt fel a betegség patogenezisében, de

nem vizsgaltak az anti-hsp65-t mas klinikai és laboratoriumi markerekkel 6sszefliggésben.

Az anti-hsp65 szintén szerepet jatszik az atherosclerosis és a CVB-ek pathogenesisében. Az
anti-hsp65 képes elkiiloniteni az atherosclerosist RA-s betegekben és az egyébként egészséges

egyéneket.

Ezidaig nem tortént vizsgalat mely meghatarozta volna az anti-MCV ¢és anti-Mycobacterialis
hsp65 termelddést SPA-ban mas klinikai és laboratériumi paraméterekkel osszefiiggésben. A
citrullinaci6 és a Mycobacterialis infekcido lehetséges koroki szerepébdl kiindulva
feltételeztiik, hogy SPA-ban —éppugy, mint RA-ben— a citrullinalt fehérjék ¢és a hsp elleni
antitestek kapcsolatban lehetnek.

A 3. vizsgalatban meghataroztuk az anti-MCV és anti-hsp65 szinteket SPA-s betegek és
egészséges kontrollok szérumaban. SPA-ban korrelaltattuk az anti-MCV-t és az anti-hsp65-6t
egymassal, illetve kiilonbozé klinikai és laboratoriumi biomarkerekkel, melyek az 1.
vizsgélatban keriiltek leirasra. Mivel az ACPA termelddés kapcsolatban van a dohanyzéssal
RA-ben, szintén vizsgaltuk a korrelaciot az antitest termelés és a SPA-s betegek dohanyzasi

szokasa kozott.



2. CELKITUZESEK

Elvégeztiikk az endothelialis funkcié (FMD), a carotis atherosclerosis (ccIMT) és az artérias
merevség (PWV) complex meghatarozasat SPA-S betegek ugyanazon csoportjan
(1. vizsgalat). Megvizsgaltuk az ADMA, mint ismert pro-atherogen biomarker szintjét
SPA-ban (2. vizsgdlat). Mivel az autoimmunitas szintén szerepet jatszhat az SPA-asszocialt
CVB-ekben, elemeztiik az anti-MCV ¢és anti-hsp65 termelédését ebben a betegségben
(3. vizsgdlat).

Specifikus célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

1. vizsgalat. A vascularis patofiziolégia nem-invaziv meghatarozasa SPA-ban

e FMD, ccIMT és PWV meghatarozasa SPA-s betegekben és kontrollokban

e a vascularis funkciok ¢és a klinikai paraméterek, ezen belil az életkor,
betegségfennallasi 1d0, dohdnyzés, testtomeg index (BMI), betegség aktivitds, €s
fajdalomintenzitas (beteg altal meghatarozva VAS-n), BASDAI, lumbalis gerinc

mobilitas, mellkaskitérés, fal-occiput tavolsag, BASFI kozotti korrelaciok vizsgalata

e a vascularis funkciok és a laboratoriumi markerek, mint a CRP, a We és a HLA-B27

statusz kozotti korrelacid vizsgalata



vizsgalat. Az ADMA lehetséges szerepének meghatarozasa SPA-ban

Az ADMA, illetve az arginin és SDMA szintek meghatarozasa SPA-S betegekben és
OA-es kontrollokban

Az ADMA termelés és a klinikai, képalkotd és laboratoriumi paraméterek (Isd. 1.

vizsgalatnal) k6zotti korrelaciok vizsgalata

vizsgalat. Anti-MCV és anti-hsp65 antitestek meghatarozasa SPA-s betegekben

és kontrollokban

anti-MCV és anti-hsp65 antitestek meghatarozasa SPA-s betegekben és kontrollokban

Az anti-MCV ¢és az anti-hsp65 egymassal, illetve mas klinikai és laboratoriumi

crer



3. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. 1. vizsgalat: A vascularis patofiziologia nem-invaziv meghatarozasaSPA-ban

3.1.1. Betegek

Osszesen 43 SPA-s beteg (31 férfi - 72% és 12 né -28%, atlagéletkoruk 45.4+ 11.8 év,
tartomany: 26-75 év) kerilt a vizsgalatba bevonasra. A SPA diagndzisa a mddositott New
York-i kritériumrendszeren alapult. A 43 beteg koziil 33-nak (76.7%) volt csak axialis
érintettsége, mig 10-nek (23.3%) periférias arthritise is.

Osszesen 36 beteg (83.7%) volt HLA-B27 pozitiv. A 43 SPA-s beteg koziil 14 (32.6%)
betegsége volt aktiv (BASDAI >40). A legtobb beteg (37 a 43-bdl, 86%) NSAID kezelésben
részesiilt. A NSAID-ok lehetséges CV hatasa nem volt kizarhatd, azonban a SPA-s betegek
egyikének sem volt klinikai tiinetekkel jar6 CVB-e (1. alabb). A 10 periférias arthritises SPA-s
beteg koziil 6 részesiilt hagyomanyos bazisterapias (methotrexat vagy sulfasalazin)
kezelésben. Osszesen 28 beteg (65.1%) kapott a vizsgalat idején anti-TNF biolégiai kezelést.
A kontroll egyének csoportjat 40, korban és nemben illesztett egészséges egyén alkotta, akik a
korhazban dolgozo onkéntesek, latogatok és rokonok koziil kertiltek ki (27 férfi -67.5% és 13
no - 32.5%, atlagé€letkor 48.2 £13.2 €v, tartomany: 24-80 év).

3.1.2 Klinikai és laboratoriumi paraméterek

Az ¢letkort, a betegségfennallasi 1d6t és a BMI-t valamennyi beteg esetén rogzitettilk. A
fajdalom intenzitasdnak ¢és a betegség aktivitadsanak (a beteg altal meghatarozott egy
komponensil) mértékét egy 10 cm-es vizszintes, vizualis analdég skalan (VAS) hataroztuk
meg. A Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI) és a Bath Ankylosing
Spondylitis Functional Index (BASFI) segitségével a SPA-s betegek betegségaktivitasat és
funkcionalis allapotat mértiik fel. A metrikus értékeket, ezen beliil a lumbalis gerinc Schober
modszerrel mért mobilitasat, a mellkas kitérést és a fal-occiput tavolsagot fizikalis vizsgalat

soran rogzitettiik. A laboratoriumi indikatorok koziil a vérsejtsiillyedést a Westergren



modszerrel hataroztuk meg. A szérum C-reaktiv protein szintet (CRP; mg/l) quantitativ
nephelometriaval mértilk (Cobas Mira Plus-Roche), CRP reagenst hasznédlva (Dialab,
Ausztria). Ejszakai éhezést kovetéen vérmintat vettiink a betegektdl és a kontrolloktol szérum
gliikoz, teljes koleszterin, LDL-C, HDL-C, triglicerid, vese- és majfunkcios tesztekre, és teljes
vérképre. A vizeletmintadkat Uricont-S-sel elemeztiik. A HLA-B27 genotipizalas polimeraz-
lancreakcid specifikus ,,primer” (PCR-SSP) technikéval (HISTO TYPE B27 High resolution
kit, BAG, Lich, Germany) tortént.

3.1.3 A4 cardiovascularis manifesztaciok klinikai meghatdarozasa

Egyetlen SPA-s beteg vagy egészséges kontroll anamnézisében sem szerepelt korabbi CV,
cerebrovascularis vagy periférias artérids betegség. A SPA-s és kontroll csoport hasonlo lipid
szintekkel, BMI-vel, vérnyomasértékkel és mas tradicionalis rizikofaktorokkal rendelkezett. A
43 SPA-s betegbdl 13 (30.2%) és a 40 kontrollbdl 14 (35.0%) volt a vizsgalat idépontjaban
dohanyos. Azokat a betegeket kizartuk a vizsgalatbol, akik a dohanyzasok kiviili mas
hagyomanyos rizikofaktorokkal rendelkeztek, mint hypertonia (vérnyomas >140/90 Hgmm),
diabetes mellitus, barmely formé4ju vasculitis, jelenlegi fert6z6 betegség, vagy
veseelégtelenség (szérum creatinin > 117 mmol/l). A CV érintettséget EKG vizsgalattal is
meghataroztuk, valamennyi SPA-s beteg ¢s kontroll személy esetén. Ezen adatok alapjan
minden SPA-s beteg és kontroll klinikailag jelentds vascularis betegségtél mentesnek volt
tarthato.

crer

Az FMD alapértékének meghatarozasahoz ugyanazon tapasztalt ultrahangos szakember 10
MHz-es ,linear array” transzducer alkalmazasaval (ultrahang rendszer: HP Sonos 5500), a
vizsgalt egyén 30 perces pihenését kovetden, annak jobb karjan egy kontrollalt hdmérsékleti
szobaban ultrahang vizsgalatokat végzett. A brachialis arteria B m6da hosszanti metszetét az
eliils6 konyokhajlat felett nyertiik. Az FMD vizsgalatahoz a reaktiv hyperaemiat a 4.5 percig a
szupraszisztolés nyomasra fjt vérnyomasméréd mandzsetta leengedésével valtottuk ki. A

leengedést kovetéen a maximalis aramlasi sebességet és az artéria atmérdjét 90 percig



folyamatosan rogzitettiilk. Az aramléasi sebesség, a kiinduldsi atméré és az FMD EKG
kapuzott moddon, ,,offline” keriilt rogzitésre. Harom ismételt FMD mérést végeztiink
valamennyi betegen és kontroll egyénen. Az atlagos FMD értéket a kiinduldsi (nyugalmi)

értékkel Osszevetett szazalékos valtozassal fejeztiik ki.

3.1.5. Az arteria carotis communis intima-média vastagsaganak meghatdarozdsa

Ugyanazon vizsgalé duplex ultrahang rendszert (HP Sonos 5500, 10 MHz linear array
transzducer) haszndlt az arteria carotis communis vizsgélatdra. Hosszanti, magas felbontasu,
B-modu ultrahang metszet késziilt a jobb és bal artera carotis communisokrdl, melyek R
hullam szinkronizalassal keriiltek rogzitésre. Az offline mérés a carotis bulbustél 1 cm-re
proximalisan, az esetleges carotis plakkok teriiletét keriilve, a tavolabbi falon tortént. A
ccIMT definicid szerint a lumen feldli elsé és masodik echogen vonal kozotti tavolsag, mely

mindkét oldalon 10-10 méréssel keriilt meghatarozasra, és mm-ben keriilt kifejezésre.

3.1.6 A pulzus hullam sebességnek, mint érfalmerevségi paraméternek vizsgalata

Az artérias érfalmerevség meghatarozdsa az altalunk kordbban kidolgozott és validalt
modszer modositasaval tortént. A PWV mérése azon a tényen alapul, hogy a szivizom
Osszehtizodésa pulzushullamot indit az aortdban. Suprasternalis és femoralis képeket, illetve
pulzus hullam Doppler szignalokat nyertiink (HP Sonos 5500, 2-4 MHz phased array és 5-10
MHz linear array transducer). Parhuzamosan EKG rogzités tortént. EKG kapuzott doppler
elemzést végeztiink a leszallo aorta kezdeti szakaszardl és a ligamentum inguinale szintjében
az arteria femoralis communisr6l. A pulzus hulldim Doppler vizsgalatot 10 szivcikluson
keresztiil rogzitettik 150 mm/sec sebességgel. A suprasternalis bemélyedés, illetve a két
mintavételi hely tavolsagat megmértiik és a pulzus tranzit id6t rogzitettiik. Az idébeli késés a
két tranzitido kozotti kiillonbségbdl adddott és a PWV-t a tavolsag és az idébeli késés
hanyadosabdl szamitottuk ki. A reprodukalhatdo eredmények érdekében valamennyi egyén

legalabb 5 percig nyugalomban volt a FMD ¢és a PWV meghatarozasok eldtt.



3.1.7 Statisztikai analizis és reprodukalhatosag

Az FMD, ccIMT ¢és PWV mérések elemzésére a Kolmogorow-Smirnov ¢és a Liliefors
teszteket hasznaltuk. Ezt kovetden végeztiik a korreldcios analiziseket. Normal eloszlds esetén
(parametrikus) Pearson tesztet, mig nem normal eloszlas esetén Spearman tesztet végeztiink.
Ezen korrelaciok esetén az R értékek meghatarozasra keriiltek, és a megfeleld P értékeket

<0.05 esetben tekintettiik szignifikansnak.

A reprodukalhatosdg érdekében valamennyi meghatarozast egyetlen vizsgald (Kerekes
Gyorgy) végzett. Az intraobserver variabilitdas a FMD, cIMT ¢és PWV vonatkozasaban
sorrendben 5%, 4.2% ¢és 3.3% volt. A mérések ,,stabilitdsat” jelezte a hoénaprol-honapra
ismételt FMD, ccIMT és PWV vizsgélatok reprodukalhatosaga is. A Brand-Altman elemzés
vonatkozasaban az egyezés 95%-0s szintje -1.6% és +1.9% kozott volt valamennyi

meghatarozas esetén.

3.2. 2. vizsgalat: Az ADMA lehetséges szerepének meghatirozasa spondylitis
ankylopoeticaban

3.2.1. Betegcsoportok

Ebben a vizsgalatban 61, a Reumatologiai Tanszéken rendszeresen gondozott és egymast
kovetden megjelent SPA-s beteg (46 férfi és 15 n6; atlagéletkor: 44.5+£10.6 év, tartomany: 19-
76 év) és 26, csip6- vagy térd osteoarthritisben szenvedé beteg (OA; 22 né és 4 férfi;
atlagéletkor: 54.2+11.5 év, tartomany: 30-76 év) vett részt. A SPA diagnozisa a modositott
New York-i kritériumok szerint, mig a csipd- és térd OA diagndzisa az Amerikai
Reumatologiai Kollégium klasszifikacios kritériuma szerint kertlt felallitasra. A SPA-sok

atlagos betegségfennallasi ideje 12.6+£6.4 év volt.

A gyogyszeres terapia vonatkozasaban a 61 SPA-s betegbdl 31-en részesiiltek TNF blokkold

kezelésben (infliximab, adalimumab vagy etanercept) a vizsgalatot megel6z6é 3 hoénapon beliil



a rutin protokollnak megfeleléen. A SPA-s beteg egyike sem kapott hagyomanyos
bazisterapias vagy szisztémas kortikoszteroid kezelést. Osszesen 16 SPA-s és 10 OA-es beteg
részesiilt NSAID kezelésben a vizsgalat idején. Az OA-es betegek koziil senki nem kapott a

NSAID-on kiviil egyéb iziiletspecifikus terapiat.

3.2.2 Klinikai és laboratoriumi paraméterek

Valamennyi klinikai és laboratoriumi vizsgalatot a 3.1.2 pontban leirtak szerint végeztiink.

3.2.3 A cardiovascularis érintettség meghatarozasa

Egyetlen SPA-s vagy OA-es beteg anamnézisében sem szerepelt hagyomanyos CV
rizikofaktor, mint dohanyzas, korabbi CV, cerebrovascularis vagy periférias artérids betegség.
A SPA-s és OA-es csoport lipid szintjei, BMI-jiik, vérnyomasuk és mas hagyomanyos CV
rizikofaktorai hasonldak voltak. Kizarasra keriiltek a vizsgalatbol azok a betegek, akiknek
ismert vascularis betegsége, hypertoniaja (vérnyomas >140/90 Hgmm), diabetes mellitusa,
obezitasa (BMI > 30 kg/mz), vasculitise, fenndlld fert6zd betegsége vagy veseelégtelensége
(szérum kreatinin > 117 mmol/l) volt, vagy dohanyzott. Osszesen 77 SPA-s és 39 OA-es

beteg sziirését kovetden 16 SPA-s és 13 OA-es esett ki a kizarasi kritériumok alapjan.

A CV érintettség valamennyi SPA-s és OA-es beteg EKG ¢és echocardiographias
vizsgalata alapjan is felmérésre keriilt. Az endothelialis funkcidé ¢és a nyilvanvalo
atherosclerosis tisztdzdsara a SPA-s betegekben standard ultrahangos technikéat alkalmazva
megmértiik az arteria brachialis FMD-jét €s a ccIMT-t, ahogy ez fentebb (3.1.4 és 3.1.5), és

korabban leirasra kerlt.



3.2.4. Az arginin szarmazékok meghatarozasa

Az arginin, ADMA ¢és szimmetrikus dimethylarginin (SDMA; az ADMA inaktiv formaja)
mérését a korabban Zsuga és munkatarsai altal részletesen leirt médon végeztiik. A szilard
fazisu extrakciot (SPE) Nonaka ¢és munkatarsai modszerével hajtottuk végre. A
szérummintakhoz (250 ul) belsé standardként 50 pL 1000 umol/L-es L-homoarginin
hydrochloridot (Sigma, HArg) adtunk, majd 700 pL borat pufferrel (pH 9.00) 6sszekevertiik.
Ezt kovetden az oldatot keresztiilfuttattuk az SPE betéten (OASIS® MCX 3cc, 12 kolonnas
manifold (J. T. Baker)). A mosasi eljaras utan az arginin szarmazékokat elualtuk koncentralt
ammonia/viz/methanol oldattal (10/40/50, v/v/v), ammonia oldatot (Reanal) és methanolt
(Scharlau) hasznélva. Az igy kapott oldatot nitrogén atmoszféra alatt kiszaradasig paroltuk 60
°C-os vakumban, ezt kdvetden a szaraz extraktumot visszaoldottuk 200 pL ionmentes vizbe,
és ezt hasznaltuk a szarmazékok meghatdrozasara Vasanits és munkatarsainak leirasa alapjan.
200 pL mintat Osszekevertink 63 pL OPA/MPA (ortho-phthaldialdehyde [Fluka]/3-
mercaptopropionic acid [Aldrich]) reagens oldalttal. Ezt kdvetéen a mintakat 22 °C-on
inkubaltuk 10 percig, majd 5 °C-ra hiitottiik. A kromatografidhoz 20 pL mintat
fecskendeztiink a kromatografids rendszerbe, mely egy Waters 2695 Deparacios Modult
tartalmazott, mely termostabil ,,autosamplerrel” (5 °C) és oszlop modullal (35 °C), Waters
Symmetry C-18 (4.6 x 150 mm, 3.5 pum) oszlopos Waters 2745 Fluorescens detektorral volt
kiegészitve (valamennyi Waters, Milford, MA, USA). A gradiens eluci6 1 mL/min aramlasi
sebesseggel tortént mobil Fazis A (20 mM (NH4)2CO3 vizben, pH modositott 7.50 + 0.05) €s
mobil fazis B (acetonitrile). A gradiens koriilmények a kovetkezok voltak: els6 0-13 perc min.
90% A ¢és 10% B, 13-15 perc linedris valtozas 70% A és 30% B fenntartva ezt a bedllitast
tovabbi 5 percig (vagyis 15-20 perc). Ezt kovetden a 20-22 percben linearis valtozas 90% A
és 10% B-re és fenntartva ezt 30 percig. Az analizis soran a detektor gerjesztési hulldmhossza,
Aex =337 nm, emisszids hullimhossza arginin és homoarginin detektdlasa esetén Aem=520

nm, az ADMA és SDMA esetén Aem=454 nm volt.



3.2.5. Statisztikai analizis

A normal valtozok leird jellegli adatai atlag£SD. értékekkel keriilnek bemutatdsra. A
statisztikai analizist paros, két-végli t-teszttel végeztik. Az egyes valtozok kozotti
Osszefliggések vizsgalatara normal eloszlas esetén Pearson korrelacios analizist végeztiink,
mig a Spearman korrelacids analizist nem-parametrikus tesztre hasznaltuk. Az Osszefiiggések

R értékeit hataroztuk meg, és a megfeleld P értéket < 0.05 esetben tekintettiik szignifikdnsnak.

3.3. 3. vizsgalat: Anti-MCV és anti-hsp65S antitestek meghatarozasa spondylitis

ankylopoeticaban és 6sszehasonlitasa kontroll egyénekkel

3.3.1. Betegek és kontrollok

A 3. vizsgalatba ugyanaz a 43 SPA-s beteg keriilt bevonasra, akik az 1. vizsgalat bemutatasa

soran ismertetésre kertiltek.

Az 0Osszehasonlitas érdekében szintén meghataroztuk az anti-MCV szintet 44 egészséges
onkéntesben (28 férfi — 64% és 16 n6 - 36%; atlag életkor: 42.7 £ 9.2 év) és az anti-hsp65-6t
11 deréktdji fajdalomban szenvedd, de nem SPA-s egyénben (7 férfi — 64% és 4 nd — 36%;
atlag életkor: 46.3 + 11.4 év).

Egyetlen SPA-s beteg kortorténetében sem szerepelt CV, cerebrovascularis vagy periférias
artérias betegség. A 43 SPA-s betegb6l 13 (30.2%), mig a 44 kontrollbol 15 (34.0%)

dohanyzott a vizsgalat idején.



3.3.2. Klinikai és laboratoriumi paraméterek

Valamennyi klinikai és laboratoriumi vizsgalatot a 3.1.2 pontban leirtak szerint végeztiink.

3.3.3. Anti-MCV és anti-hsp65 antitest szintek meghatdarozdsa

Az anti-MCV IgG antitestek meghatarozasa ELISA (OrgenTec Diagnostika GmbH, Mainz,
Germany) modszerrel tortént. A rendszer rekombinans MCV-t tartalmazott antigénként. A
vizsgélatot a gyart6 elbirasai szerint végeztilk. Az anti-MCV antitestek hatarértéke 20U/ml

volt.

A rekombinans M. bovis hsp65-tel (Lionex, Braunschweig, Germany) reagalod IgG antitestek
mennyiségének meghatarozdsa ELISA technikaval tortént. Az optikai denzitds értékekek

adataibol a standardhoz viszonyitva arbitralis egység per ml (AU/ml) keriilt kiszamitasra.

3.3.4. Statisztikai analizis

Az egyes csoportok antitest szintjeinek 0sszehasonlitasara non-parametrikus Mann Whitney U
tesztet hasznaltunk. Spearman rank korrelaciot alkalmaztunk az anti-MCV, anti-hsp65 szintek
és egyéb paraméterek kozotti Osszefliggés meghatdrozasara. P < 0.05 értéket tekintettiik
szignifikansnak. Valamennyi statisztikai analizist a SPSS for Windows 11. statisztikai

csomaggal végeztiik.



4. EREDMENYEK

4.1. 1. vizsgalat: A vascularis patofiziolégia nem-invaziv meghatarozasa

spondylitis ankylopoeticaban

4.11. A FMD, ccIMT és PWV meghatarozasa spondylitis ankylopoeticaban és

egészseges egyénekben

Az endothelialis funkci6 meghatarozasara a brachialis artéria FMD értékét nagy felbontasu B-
mod ultrahanggal mértiikk meg. Az alapértékhez viszonyitott szazalékban kifejezett FMD érték
SPA-s betegek esetén szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult (6.85+2.98 %) a kontrollokkal
Osszehasonlitva (8.30+3.96 %) (p=0.005).

A ccIMT duplex ultrahang moédszerrel keriilt meghatdrozasra. A ccIMT szignifikansan
magasabb volt SPA-s betegekben (0.65+0.15 mm), a kontrollokkal 0Osszehasonlitva
(0.54£0.15 mm) (p=0.01).

PWYV, mint az artérias merevség indikatora szignifikansan emelkedett volt SPA-s betegekben
(8.64+ 2.44 m/s) 0sszehasonlitva az egészséges egyénekkel (8.00+1.46 m/s; p=0.03).

41.2. A FMD, ccIMT, PWV es a klinikai, laboratoriumi markerek kozotti
korreldcio SPA-s betegekben

A SPA-s betegcsoporton beliil a FMD, ccIMT és PWV értékek korrelaltak egymassal, illetve
a fentiekben leirt klinikai és laboratoriumi indikatorokkal. A ccIMT és FMD forditottan
korrelaltak egymassal (r=-0.563; p=0.0001). A PWV szintén korrelalt a ccIMT-vel (r=0.374;
p=0.018).



Mind a ccIMT, mind a PWV pozitiv korrelaciét mutatott a betegségfennallasi iddvel
(sorrendben r=0.559; p=0.013 és r=0.520; p=0.022), de a FMD nem. A PWYV szintén korrelalt
az életkorral (r=0.382; p=0.016). A nagyobb ccIMT vagy PWV szintén emelkedett BASFI
értékkel tarsult (sorrendben r=0.691; p=0.003 és r=0.654; p=0.006), negativan korrelaltak a
lumbalis gerinc mobilitdsaval (sorrendben r=-0.656; p=0.006 és r=-0.604; p=0.013) ¢és a
mellkasi kitéréssel (sorrendben r=-0.502; p=0.047 és r=-0.613; p=0.012), illetéleg pozitiv
Osszefliggést mutattak a fal-occiput tavolsaggal (sorrendben r=0.509; p=0.044 ¢és r=0.614;
p=0.011). A FMD nem korrelalt egyik funkcionalis vagy metrikus paraméterrel sem.

Mint belsé kontroll, a széles korben hasznalt betegségaktivitasi index, a BASDAI erdsen
korrelalt a beteg altal VAS-n megadott betegségaktivitassal (r=0.922; p=0.0001), jelezve,
hogy a beteg VAS-ja egyszerii és hasznos eszkoz lehet ilyen vonatkozasban. Azonban egyik
vascularis paraméter sem mutatott korrelaciot a betegségaktivitasi markerekkel, mint a
BASDAI-al, We-nel, CRP-vel vagy a beteg altal VAS-n megadott betegség aktivitassal.
Tovabba nem volt szignifikans korrelacio észlelheté SPA-s betegekben a FMD, ccIMT, PWV
értékek és a nemi megoszlas, a gyogyszeres kezelési eljarasok, a BMI, HLA-B27 statusz, a

dohanyzas ¢és a beteg altal VAS-n jelzett fajdalom vonatkozasaban.

4.2. 2. vizsgalat: Az ADMA lehetséges szerepének meghatirozasa spondylitis
ankylopoeticaban

4.2.1. Arginin és szarmazékai SPA-ban és kontrollokban

A szérum ADMA szintek szignifikansan emelkedettek voltak SPA-s betegekben (0.95+0.17
uM) osszehasonlitva OA-es betegekkel (0.70+0.25 uM) (p<0.001). Ezzel szemben nem volt
kiilonbség az SPA-s és OA-es betegek szérum arginin (116.1+32.0 uM versus 111.7+25.6
uM; p=0.53) és SDMA szintében (0.52+0.12 uM versus 0.5440.20 uM; p=0.71).

Osszehasonlitva a vizsgalat idején TNF gitld kezelésben részesiilé (n=31) és nem részesiild
(n=30) SPA-s betegek adatait, nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kdzott az
ADMA szintekben (0.95+0.22 versus 0.94+0.20 uM).



4.2.2. A klinikai, képalkoto, laboratoriumi markerek és az ADMA szintek kozotti
korrelacio SPA-ban

A szérum ADMA szintek pozitivan korrelaltak az életkorral (r=0.258; p=0.043), a BMI-vel
(r=0.368; p=0.003), a We-nel (r=0.329; p=0.009). Az ADMA szintek negativ korrelaciot
mutattak a mellkaskitéréssel (r=-0.251; p=0.04) és a lumbalis gerinc mobilitasaval (r=-0.256;
p=0.04). Nem talaltunk Osszefiiggést az ADMA szintek ¢és a betegségfennallasi id6, a VAS-n
jelzett fajdalomintenzitds, a NSAID hasznalat, CRP, BASDAI, BASMI értékek, HLA-B27
pozitivitas, FMD és ccIMT kozott.

4.3. 3. vizsgalat: Anti-MCV és anti-hsp6S antitestek meghatirozasa spondylitis

ankylopoeticaban és dsszehasonlitasa kontroll egyénekkel

4.3.1. Anti-MCV porzitivitas és abszolut szintjei a vizsgalt csoportban

SPA-s betegek atlagos anti-MCV szérumszintje szignifikdnsan magasabb volt (17.3 U/ml,
tartomany: 8.3-31.5 U/ml), mint az egészséges Onkénteseké (8.9 U/ml, tartomany: 5.4-13.3
U/ml) (p<0.01).

A 43 SPA-s betegbdl 16 (37%), mig a 44 kontrollbol 0 (0%) bizonyult anti-MCV pozitivnak,
ha a gyarté altal javasolt hatarértéket (>20U/ml) vettiik figyelembe. Nem taldltunk
kiilonbséget a gerinc vagy periférias érintettségii betegek anti MCV szintjében, mint ahogy a
psoriasis, uveitis vagy gyulladdsos bélbetegség (IBD) tarsuldsa sem befolydsolta az

ellenanyag szérumszintjét.



4.3.2. Anti-hsp65 szintek SPA-ban és kontrollokban

Az atlagos anti-hsp65 szérumkoncentracio SPA-s betegekben 148.8 AU/ml (tartomany: 27.2-
1000 AU/ml) volt, mig derékfajos, nem SPA-s betegekben szignifikansan alacsonyabb
szérumszint (atlag: 51.8 AU/ml; tartomany: 22.5-88.5 AU/ml) (p<0.001) volt észlelhetd.

Hasonlon az anti-MCV koncentraciohoz, a betegség axidlis vagy periférias formajaban
szenvedOkon, a tarsuld psoriasis, uveitis vagy IBD esetén nem kiilonbozott a betegek anti-

hsp65 szérumszintje egymastol.

4.3.3. Az anti-MCV, anti-hsp65 ellenanyag szintek és egyéb paraméterek kozotti

osszefiigges

Erdekes modon, az anti-hsp65 szintekkel mind az anti-MCV pozitivitas (r=0.613; p=0.012),
mind pedig az abszolut anti-MCV szintek (r=0,553; p=0.021) pozitivan korrelaltak.
Az anti-MCV pozitivitas szintén dsszefiiggést mutatott a We-nel (r= 0.437; p=0.03).

Sem az anti-MCV, sem az anti-hsp-65 nem mutatott korrelaciét az életkorral, a
betegségfennallasi idovel, a CRP-vel, a HLA-B27 statusszal, a dohanyzassal, a fajdalom
intenzitasal (VAS), a BASDAI, BASFI és BASMI értékekkel.



5. MEGBESZELES

A CV ¢s cerebrovascularis betegségek képezik a morbiditas és mortalitas f6 okat az altalanos
populacidban, és méginkabb az autoimmun-autoinflammatorikus betegségekben. A vascularis
korképek szempontjabdl magasabb rizikofaktorokkal rendelkezék korai azonositasa lehetévé
teszi az elsOdleges prevenciot és a hatékony gydgyszeres kezelés elinditasat. A késobbi
vascularis események rizikdjanak megbecsiilése magaban foglalja az endothelialis funkcio
(FMD), a nyilvanvalé atherosclerosis (ccIMT) és artéria merevség (PWV) nem-invaziv
megitélését éppugy, mint szamos, a gyulladasra és atherosclerosisra utalé biomarker
maghatarozasat. Az utobbi id6ben szamos vizsgalat igazolt emelkedett ccIMT és PWV
értékeket és karosodott FMD-t RA-ben.

SPA-ban meglehetdésen kevés és tobbé-kevésbé ellentmondasos adat all rendelkezésre a
vascularis funkciéo szempontjabol. Ebben a betegségben a legtobb tanulmany onmagaban
vizsgalta a FMD-t, a ccIMT-t vagy a PWV-t. Az 1. vizsgalatunkban elsdként kozoltiink
adatokat a PWV-r6l a ccIMT-vel és az FMD-vel egyiitt. A FMD vonatkozasaban karosodott
értékeket észleltink 43, CVB szempontjabol negativ anamnézisi SPA-s beteg esetén
kontrollokkal &sszehasonlitva. Rédadasul SPA-ban a csokkent FMD korrelalt az emelkedett
ccIMT-vel. Nem talaltunk ugyanakkor Osszefiiggést az FMD ¢és a SPA funkcionalis vagy
metrikus paraméterei kozott, sugallva, hogy az FMD csupan az endothelialis funkcio
»pillanatfelvétele”, mikozben a mozgasszervek strukturalis és funkcionalis karosodasanak

kialakulasa akar éveket is igénybe vehet.

A ccIMT esetén az Osszefiiggéseket megvizsgalva azt talaltuk, hogy értékekorrelalt az FMD
romlasaval, az emelkedett aortamerevséggel, a betegségfennallasi idével, a BASFI-val, és a
lumbalis gerinc mobilitast, mellkasi kitérést és fal-occiput tavolsagot magaba foglald metrikus
paraméterekkel. Adataink azt mutatjak, hogy az atherosclerosis kialakuldsa hosszabb i1ddt
vesz igénybe és hosszabb betegségfennallasi idével, strukturdlis és funkciondlis kdrosodasok

1étrejottével tarsul.



. A PWYV Ilehet a legszélesebb korben meghatarozott és a legmegbizhatobb indikéatora az
artérids merevségnek. SPA-ban emelkedett PWV altal jelzett fokozott aorta merevséget
talaltunk egészséges Onkéntesekkel Osszehasonlitva. Raadasul az aortamerevség korrelalt a
ccIMT-vel, éppigy mint az életkorral, a betegségfennallasi idével, a BASFI-val és
valamennyi fent emlitett metrikus paraméterrel. Vagyis az aorta merevség, hasonldan a carotis
atherosclerosishoz, az SPA progressziojaval parhuzamosan alakul ki. Tovabba mivel a PWV

korrelal a ccIMT-vel, az emelkedett merevség az atherosclerosis kovetkezménye lehet.

Az ADMA-t, mint a NO szintézis fO inhibitorat, az atherosclerosissal, az inzulin
rezisztenciaval és a vascularis betegségekkel hoztak Osszefliggésbe. Magasabb plazma
ADMA szinteket észleltek RA-es betegekben, és a megnovekedett ADMA termelést a RA-
ban észlelt felgyorsult atherosclerosissal kapcsoltak 6ssze. Ezidaig nagyon kevés kozlemény

kertiilt publikalasra SPA-ban észlelheté ADMA termelésrol.

A 2. vizsgalatunkban meghataroztuk az ADMA termel6dését 61 SPA-s betegben 26 OA-es
beteggel Osszevetve. Jelentésen emelkedett szérum ADMA szintet észleltiink SPA-ban OA-
szel 6sszehasonlitva, mikozben a szérum arginin és SDMA szintekben nem volt kiilonbség.
Ez az Osszehasonlitds azért lehet fontos, mivel megmutatta, hogy az emelkedett ADMA
termelddés SPA-val vagy RA-val, de nem OA-szel tarsul. Raadasul az ADMA szint korrelalt
az ¢letkorral és a BMI-vel, sugallva a lehetséges kapcsolatot a korfliggd atherosclerosissal és
az obezitassal. Erdekes modon az ADMA szintén korrelalt a We-nel, utalva arra, hogy a
szérum ADMA a szisztémas gyulladds markere is lehet. A szérum ADMA szintek forditott
Osszefliggést mutattak a mellkaskitéréssel és a lumbalis gerinc mobilitassal, ami sugallja az

Osszefliggését a romlod funkcionalis kapacitassal.

Nem vizsgaltuk az ADMA 0Osszefiiggését a lipidekkel, azonban korrelaciot talaltunk az
ADMA ¢és a We kozott. Bar magunk nem észleltiink dsszefiiggést az ADMA ¢s CRP kozott, a

We szintén szisztémas gyulladast tiikkrozhet.



SPA-ban, mint ez az 1. vizsgalatunkban lathato volt, nem talaltunk osszefiiggést a FMD altal
jelzett endothelialis diszfunkci6 és a carotis atherosclerosis kozott. Eziddig nem tortént kozlés
az ADMA ¢és a FMD vagy ccIMT lehetséges kapcsolatarél SPA-ban. Egy korabbi RA-es
tanulmanyban az ADMA karosodott coronaria dramlasi tartalékkal tarsult, de nem mutatott
Osszefiiggést ccIMT-vel. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak meghatarozasara, hogy van-
e Osszefliggés az ADMA termelddés és a SPA klinikai aktivitasa, funkciondlis kérosodasa, az

¢letmindség, illetdleg az SPA-hoz tarsult vascularis betegségek kozott.

A 3. vizsgalatunkban az SPA-s betegek 37%-a volt anti-MCV pozitiv, mig ez az arany az
egészséges kontrolloknal 4,5% volt. Raadasul az SPA-s betegeknek szignifikdnsan magasabb
anti-MCV szintjiik volt, mint a kontrolloknak. SPA-ban az anti-MCV pozitivitas korrelalt a
We altal jelzett akut fazis reakcioval. Ezzel szemben az anti MCV nem mutatott korrelaciot a
HLA-B27 statusszal, a betegség aktivitdsaval, a funkcionalis és metrikus indexekkel vagy a

dohanyzasi szokasokkal SPA-s betegek korében.

A hdsokk proteineknek, éppugy, mint a Mycobacterium hsp65-nek szerepet tulajdonitanak a
vascularis és autoimmun betegségek patogenezisében. Minddssze egy kozlemény keriilt
publikalasra ezideig, mely az anti-hsp65 nem szignifikdns emelkedését igazolta 59 SPA-s
beteg koziil 19-ben, azonban nem vizsgaltak az anti-hsp65 Osszefliggését mas klinikai vagy
laboratoriumi paraméterrel. A 3. vizsgalatunk soran a szakirodalomban eldszor vizsgaltuk az
anti-hsp65 és az anti-MCV korrelaciojat. Ezidaig nem kozoltek direkt kapcsolatot az ACPA
¢s az anti-hsp65 termel6désérél SPA-ban. Mint korabban emlitésre keriilt a mycobacteriumok
¢és igy a mycobacterialis hsp65 szerepet jatszik a SPA patogenezisében. A citrullinalt
proteinek koziil a citrullindlt vimentint szintén kimutattdk az SpA-s és RA-s betegek
szinovialis szovetében. Igy a molekularis mimikri teérianak megfeleléen, az SPA fert6zo
agensek altal -beleértve a Mycbacteriumokat is- indukalodik, mely synovialis gyulladast €s
synovitist 1étrehozva a synovialis proteinek emelkedett citrullinaciojaval tarsuhat. Nem
tisztazott ugyanakkor, vajon van-e kozvetlen keresztreaktivitas az anti-MCV és anti-hsp65
antitestek k6zott SPA-ban. Jelen vizsgalatunkban nem elemeztiik az anti-MCV és anti-hsp65

antitestek Osszefiiggését az atherosclerosissal és a CVB-ekkel.



Osszefoglalva, az SPA-s betegek sziirhetok atherosclerosis és szubklinikus vasculopathia
iranyaba ezekkel a nem-invaziv képalkot6 eljarasokkal, és a laboratoriumi biomarkerek kozé

tartozo6 ADMA-val, anti-MCV és anti-hsp65 antitestekkel.



6. OSSZEFOGLALAS

Kutatocsoportunk meg kivanta vizsgalni SPA-ban a felgyorsult atherosclerosist és a
vascularis érintettséget elemezve mind a vascularis patofiziologidt, mind az arthritis és az

atherosclerosis patogenezisében szerepet jatszd medidtorokat és antitesteket.

Eredményeink a kovetkezdkben foglalhatok ossze:

1. Az FMD, ccIMT és PWV meghatarozasa révén karosodott endothelialis funkciot,

megndvekedett carotis atherosclerosist és artérias merevséget talaltunk SPA-ban.

2. A ccIMT negativan korrelalt az FMD-el és pozitivan a PWV-vel. Raadasul mind a
carotis atherosclerosis, mind az artérids merevség Oszefliggést mutatott a
betegségfennallasi idovel, a BASFI-val és kiilonb6z6é funkcionalis paraméterekkel,

melyek karosodnak SPA-ban.

3. Az ADMA, mint az atherosclerosis és a CVB-ek biomarkere, fokozott termelédését

tapasztaltuk SPA-ban OA-es betegekkel 6sszehasonlitva.

4. A szérum ADMA szintek pozitivan korrelaltak az életkorral, a BMI-vel és a We-nel.

Az ADMA emellett negativan korrelalt a mellkas kitéréssel.

5. Az anti-MCV és anti-hsp65 megnovekedett termeldédése volt igazolhatdo SPA-sokban
egészséges kontrollokkal Osszehasonlitva. Ezek az eredmények a citrullinélt
autoantigének és a Mycobacterialis hdsokk proteinek szerepére utalnak az SPA

kialakulasaban.

6. Mind az anti-MCV pozitivitas, mind az abszolut szérumszintek korrelaltak az anti-

hsp65 szintekkel. Az anti-MCV pozititas szintén Gsszefliggést mutatott a We-nel.
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