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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Medizinhistorischer Uberblick

Eine erste pathologisch-anatomische Beschreibung der ankylosierenden Spondylitis (AS)
verfasste der Anatom Realdo Colombo im Jahre 1559 in seinem Buch ,,De Re Anatomica“
(Colombo et al., 1559). Erst 130 Jahre nach der Schrift Colombos beschreibt Bernard Connor,
ein irischer Arzt, ein humanes Skelett, welches er aufgrund seiner pathologischen
Veranderungen fiir unbeweglich hielt: ,,I have lately seen in France part of an humane
skeleton consisting of the os ilium, the os sacrum, the five vertebrae of the loins, ten of the
back, five entire ribs on the right side and three on the left. From this construction of the parts,
the body of this person must have been immovable, that could neither bend or stretch himself
out, rise up, nor lie down, nor turn upon his side..... and his breathing must have been short”
(Connor et al., 1695). Es folgten Mitte des 19.Jahrhunderts mehrere Kasuistiken, ehe Ende
des 19.Jahrhunderts wissenschaftliche Publikationen von Wladimir von Bechterew (1857-
1927) (Bechterew, 1893), Adolf Strimpell (1853-1925) (Strimpell, 1897) und Pierre Marie
(1853-1940) (Marie, 1898) uber die Ankylose der Wirbelsaule verdffentlicht wurden. Den
Terminus der ankylosierenden Spondylitis wurde von Simonds (1863-1903) geprégt.

Trotz Entdeckung der Rontgenstrahlung durch Wilhelm Conrad Roentgen im Jahre 1895
dauerte es fast 30 Jahre, ehe diese Neuentdeckung Eingang in die Diagnosestellung der
ankylosierenden Spondylitis gefunden hat. Beschreibungen Uber eine Sakroiliitis in friihen
Krankheitsstadien und Ausbildung von Syndesmophyten in spaten Krankheitsstadien wurden
von Krebs, Forestier, Scott und Robert verfasst (Forestier et al., 1964, Forestier et al., 1956).
Mitte des 20.Jahrhunderts wurden Zusammenhénge zwischen der ankylosierenden Spondylitis
und anderen Arthritisformen wie der Morbus Reiter, der Psoriasisarthritis und den reaktiven
gastrointestinalen Arthritiden erkannt und fortan zur Gruppe der Spondylarthropathien

zusammengefasst (Forestier et al., 1964, Forestier et al., 1956, Moll et al., 1974)

1.2 Das Krankheitsbild der ankylosierenden Spondylitis

1.2.1 Definition und Diagnosekriterien

Die Spondylitis ankylosans ist eine haufige chronisch entziindliche rheumatische Erkrankung

unklarer Atiologie mit sowohl destruktiven als auch proliferativen Veranderungen an den
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Iliosakralgelenken und der Wirbelsdule. Der Befall der Sakroiliakalgelenke, als Sakroiliitis
bezeichnet, gilt als das Markenzeichen der Erkrankung. Die ankylosierende Spondylitis kann
zu ausgepragten Storungen der Wirbelsdulenbeweglichkeit, einer Verschlechterung der
Gesamtfunktion des muskuloskelettalen Systems, ausgeprégten Behinderungen sowie
Beeintrachtigung der Lebensqualitat filhren. Ein Ubergang zu einer vollstandigen Ankylose
der Wirbelsdule ist moglich. Charakteristisches Frihsymptom ist bei 75% der Erkrankten ein
Ruckenschmerz vom entzundlichen Typ mit Schmerzmaximum in der zweiten Nachthélfte
und in den frihen Morgenstunden und einer zum Teil mehrere Stunden anhaltende
Morgensteifheit. Bewegung lindert den Schmerz und die Steifigkeit.

Arthritiden stammnaher und peripherer Gelenke sowie Neigungen zu entzlndlichen
Enthesiopathien werden bei 20-50% der Patienten beobachtet. In 20% der Félle treten
periphere Arthritiden als Erstsymptom vor den typischen Rickenschmerzen auf.
Interessanterweise kommt es haufiger zu einer peripheren Gelenkbeteiligung bei
Frihmanifestationen der ankylosierenden Spondylitis im Vergleich zu Spatmanifestationen
(Braun et al., 2000). Neigungen zu multilokuldren Enthesitiden, vorzugsweise an den
Achillessehneninsertionen und dem Plantaraponeurosenursprung am Calcaneus, aber auch an
den Darmbeinschaufeln, dem pes anserinus oder beispielsweise den Hiftgelenken (Trochanter
major) kommen geh&uft vor. Extraartikulare Manifestationen der Augen, des
kardiovaskuldren Systems, der Nieren und der Lunge sind moglich. Der Verlauf der
ankylosierenden Spondylitis ist variabel und zeichnet sich durch Spontanremissionen und
Exazerbationen aus. Die Krankheitsaktivitat Gberdauert in der Regel mehrere Jahrzehnte, eine
langere Remission ist selten. Die Erkrankung kann bei einigen Patienten einen milden Verlauf
zeigen. Ausschliel3liche Beteiligungen der Sakroiliakalgelenke oder der Lendenwirbelsdule
sind moglich.

Die ankylosierende Spondylitis gehdrt zu der Erkrankungsgruppe der Spondyloarthritiden, die
die Gemeinsamkeiten Becken-Wirbelsaulen-Syndrom, periphere Gelenkbeteiligung, familidare
Hé&ufung, Enthesitiden sowie Assoziationen mit dem Humanen Leukozytenantigen (HLA)-
B27 auf sich vereinen. Der Begriff der ,seronegativen Spondarthritiden wurde durch
Arbeiten von Wright und Reed (1964) sowie Moll et al. (1974) geprégt und grenzt die
Erkrankungsgruppe durch das Fehlen von Rheumafaktoren und Rheumaknoten sowie der
fehlenden Symmetrie des Gelenkbefalls von der rheumatoiden Arthritis ab (Moll et al. 1973).
Erstmalige klinische Kriterien zur Diagnosestellung der Spondylarthritiden wurden 1961 in
Rom aufgestellt (Tab.1) (Kellgren et al., 1963) und bereits 1966 in New York modifiziert
(Tab.2) (Bennet et al., 1968).
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Tabelle 1: Klinische Diagnosekriterien der AS nach den Rom-Kriterien

Klinische Kriterien

1. | Tiefsitzender Riickenschmerz und Steifigkeit fiir mehr als 3 Monate, nicht erleichtert
durch Ruhe

Schmerz und Steifigkeit in der Thoraxregion

Limitierte Beweglichkeit der LWS

Limitierte Thoraxexkursion

Anamnese oder Présenz von Iritis oder deren Folgeerscheinungen

iologische Kriterien

RISIESIYS
o

Rdntgenbild mit bilateralen Verdnderungen der Sakroiliakalgelenke, die fiir eine
spondylitis ankylosans charakteristisch sind

Sichere Diagnosestellung Spondylitis ankylosans, wenn:

a) Grad 3-4 einer bilateralen Sakroiliitis mit wenigstens einem klinischen Kriterium
b) Mindestens 4 klinische Kriterien

Tabelle 2: Klinische Diagnosekriterien der AS nach den New York-Kriterien

Klinische Kriterien

1. | Limitierte Beweglichkeit in der LWS in allen 3 Ebenen: anteriore Flexion, laterale
Flexion und Extension

2. | Rickenschmerz im dorsolumbalen Ubergang oder in der LWS

3. | Limitierte Thoraxexkursion <2,5cm oder weniger, gemessen im 4. Interkostalraum

Graduierung der Rontgenbilder:
Normal=0; Verdachtig=1, Minimale Sakroiliitis=2, Moderate Sakroiliitis=3; Ankylosis=4

Sichere Diagnosestellung Spondylitis ankylosans, wenn:
a) Grad 3-4 einer bilateralen Sakroiliitis mit wenigstens einem klinischen Kriterium
b) Mindestens Grade 3-4 einer unilateralen oder Grad 2 einer bilateralen Sakroiliitis
mit klinischem Kriterium 1 oder Kriterium 2 und 3

Wahrscheinliche Diagnosestellung Spondylitis ankylosans, wenn:

a) Grad 3-4 einer bilateralen Sakroiliitis ohne klinische Kriterien
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Mangelnde Sensitivitat und Spezifitat der New York-Kriterien fiihrten zu einer Modifikation
der New York-Kriterien im Jahre 1984 (Van der Linden et al., 1984) nach welchen zur
Diagnosestellung neben einer unilateralen Sakroiliitis Grad 3-4 oder einer bilateralen
Sakroiliitis Grad 2-4 ein zusétzliches klinisches Kriterium zur Diagnosesicherung erfillt sein

muss. Die Kriterien im Einzelnen zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3: Klinische Diagnosekriterien der AS nach den modifizierten New York-
Kriterien

Klinische Kriterien

1. | Tiefsitzender Riickenschmerz und Steifigkeit fir mindestens 3 Monate, nicht

erleichtert durch Ruhe, verbessert durch Ubungen
Limitierte Beweglichkeit in der LWS in sagittaler und frontaler Ebene
Limitierte Thoraxexkursionen nach Adaption fur Alter und Geschlecht
Bilaterale Sakroiliitis Grad 2-4
Unilaterale Sakroiliitis Grad 3-4

S ESI RN

Sichere Diagnosestellung Spondylitis ankylosans, wenn:

a) Unilaterale Sakroiliitis Grad 3-4 oder bilaterale Sakroiliitis Grad 2-4 mit jedem
Klinischem Kriterium

Trotz der Anwendung der modifizierten New York-Kriterien wurden einige Subgruppen der
Spondylarthropathien, insbesondere bei noch fehlenden radiologischen Zeichen der
Sakroiliitis, nicht oder zu spat diagnostiziert. Daher kam es 1991 zur Festlegung der
Klassifikationskriterien der Spondylarthropathien der European Spondylarthropathy Study
Group (ESSG), welches zur Diagnosestellung neben einem entziindlichen Rickenschmerz
oder einer asymmetrischen Synovitis vornehmlich der unteren Extremitaten mindestens eines
der in Tabelle 4 dargestellten Kriterien erfullen muss: Beidseits wechselnder Gesalschmerz,
Sakroiliitis, Enthesiopathie, positive Familienanamnese beziglich einer ankylosierenden
Spondylitis, reaktive Arthritis, Befund oder Anamnese einer Psoriasis, chronische
entziindliche Darmerkrankung (Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa) oder Urethritis oder
Cervizitis oder akute Diarrhoe auftretend innerhalb eines Monats vor dem Beginn der
Arthritis (Dougados et al., 1991).
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Tabelle 4: ESSG Klassifikationskriterien fiir Spondylarthritiden

Kriterien
1. | Entzindlicher Ruckenschmerz oder Synovitis (asymmetrisch, vor allem der unteren
Extremitat)
Positive Familienanamnese
Psoriasis
Chronisch entzundliche Darmerkrankung
Alterierender GesalRschmerz
Enthesiopathie

SRR Eal RN

Diagnosestellung Spondylarthritiden, wenn:

a) Vorliegen von Kriterium 1 und zusétzlich einem Kriterium der Gruppe 2-6

Somit konnten auch Friihformen wie die seronegative Oligoarthritis, die Daktylitis sowie

insbesondere die undifferenzierte Spondylarthropathie diagnostisch erfasst werden.

1.2.2 Synonyme

Als Synonyme der ankylosierenden Spondylitis sind neben dem Morbus Bechterew noch die
Spondylitis ankylosans, Spondylitis ankylopoetica, primare oder idiopathische seronegative
Spondylarthritis und die Striimpell-Marie-Bechterew-Krankheit im Sprachgebrauch.

1.2.3 Atiologie, Pathogenese und pathologische Anatomie

Die Atiologie und Pathogenese der ankylosierenden Spondylitis ist bislang nicht vollstandig
geklart. Bislang konnte kein singuldres Agens als Ausloser der Erkrankung entdeckt werden.
Es existieren allerdings Hinweise auf exogene Faktoren gepaart mit genetischer Disposition.
Bekannt ist eine Assoziation mit dem humanen Histokompatibilitdtsantigen B27, 90% der
Patienten mit AS sind HLA-B27 positiv (Brewerton et al., 1973, Schlossstein et al., 1973). Es
zeigt sich dass vorwiegend Trager von HLA-B27 mit einer reaktiven Arthritis, einer chronisch
entzundlichen Darmerkrankung sowie einer Psoriasis im weiteren Verlauf lhrer Erkrankung
das Vollbild einer ankylosierenden Spondylitis entwickeln. Dies konnte fiir 20-40% der HLA-
B27 positiven Patienten mit reaktiver Arthritis (Leirisalo-Repo, 1998), 50% der Patienten mit
chronisch entziindlicher Darmerkrankung (Purrmann et al., 1988) und 10-20% der Patienten
mit Psoriasis-Arthritis gezeigt werden (Suarez Almazor et al., 1990). Weitaus weniger kommt

es zum Vollbild der AS bei HLA-B27 negativen Patienten mit der gleichen Erkrankung, hier
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ist eine Inzidenz unterhalb von 5% beschrieben. Die enge Beziehung zwischen der AS, den
reaktiven Arthritiden und den chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, bei der eine
Stimulation des Immunsystems durch Bakterien bei gestOrter Barriere der Darmmukosa
diskutiert wird, lasst eine pathogenetische Rolle von Bakterien vermuten. Unterstutzt wird die
Hypothese durch ein Tiermodell, in welchem HLA-B27 transgene Mause, welche in einer
keimfreien Umgebung aufgewachsen sind, nicht an einer ankylosierenden Spondylitis
erkrankten (Taurog et al., 1994). Vermutet wird eine Préasentation von sog. arthritogenen
Peptiden durch HLA-Molekiile gegeniiber den T-Zellen und eine dadurch ausgeldste
Immunantwort im Sinne einer Kreuzreaktivitdt gegeniiber Autoantigenen. Unterstiitzung
erhélt diese These durch die Tatsache, dass bei Trégern der HLA-Subtypen B27-06 und B27-
09 keine oder nur geringere Krankheitserscheinungen auftreten (Khan et al., 2000). Dies wird
mit einer veranderten Aminosauresequenz am proteinbindenden Bestandteil des Molekiils und
damit in einer verminderten Prasentationsmoglichkeit der arthritogenen Peptide in
Verbindung gebracht. Kommende Forschungsarbeiten mussen diesbeziiglich abgewartet
werden.

In den letzten Jahren kam es zu einem Beginn der systematischen Erforschung der
pathologischen Anatomie der ankylosierenden Spondylitis. Friheste Verdnderungen scheinen
eine Synovitis und eine Entziindung im subchondralen Knochenmark zu sein. Eine Infiltration
des subintimalen Bindegewebes durch Lymphozyten, Plasmozyten und Makrophagen konnte
in Frihstadien der Erkrankung aufgezeigt werden (Robert et al., 2000). Im spéteren
Krankheitsverlauf — der mit in Rontgenbildern jetzt auch sichtbaren Sklerosierungen
einhergeht — kommt es zur Erosion des Gelenkknorpels durch Granulationsgewebe, welches
am ehesten vom Synovium und dem subchondralen Knochenmark ausgeht. Es kommt zur
Uberdeckung der Gelenkknorpeloberflache und zu einem Teil auch der tieferen Schichten
durch ein Pannusgewebe. Der subchondrale Knochen wird durch Osteoklasten, die neben dem
Granulationsgewebe zu finden sind, lysiert. Neben destruierenden Vorgédngen kommt es
parallel zu Reparaturvorgangen: Es kommt zur Proliferation von Fibroblasten, Formation von
Geflechtknochen sowie zu einer chondroiden Metaplasie mit enchondraler Ossifikation. In
Spatstadien kommt es zur Gelenkankylose infolge von Synchondrosen. Auch der
Gelenkknorpel sowie der metaplastische Knorpel werden durch Knochengewebe ersetzt.
Auch kommt es zur Ossifikation interossarer Bé&nder, die ebenfalls entziindliche
Veranderungen aufweisen (Francois et al., 2000). An den disco-vertebralen Ubergangszonen
kommt es ebenfalls zu einer Einwanderung von Granulationsgewebe und destruktiven

Vorgéangen, auch hier kommt es im Rahmen von Reparaturvorgédngen zu Ossifikationen. Es
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entsteht neben Geflechtknochen auch enchondral gebildeter Knochen und damit kommt es zur
Ausbildung von Syndesmophyten an den Bandscheibenrdndern. Im Rahmen des
ubergreifenden inflammatorischen Gewebewachstums auf die Wirbelkdrper und die
Bandscheiben kommt es zu einer Spondylitis und einer Diszitis. Weiterhin kommt es
Ausbildung der typischen Tonnenwirbel im Rahmen der knéchernen Destruktionen und durch

die Verschmélerung des Gelenkspaltes im zeitlichen Verlauf.

1.2.4 Epidemiologie

Die Erkrankung manifestiert sich fur gewohnlich im zweiten oder dritten Lebensjahrzehnt
(Braun et al., 2000, Zink et al., 2000), der Manifestationsgipfel liegt um das 26.Lebensjahr.
Der Erkrankungsbeginn liegt — ermittelt an einem Kollektiv von 3000 an AS erkrankten
Patienten in Deutschland - in 90% der Falle zwischen dem 15. und dem 40.Lebensjahr sowie
bei 4% als juvenile ankylosierende Spondylitis mit einem Erkrankungsalter unterhalb von 15
Lebensjahren. 6% der Erkrankten waren in dieser Studie bei der Erstmanifestation alter als 40
Jahre (Feldtkeller, 1999). Eine neuerliche Studie an einem grofRen deutschen Kollektiv
bestehend aus 8776 AS-Patienten erbrachte ein mittleres Manifestationsalter der AS von 28,7
Jahren. (Brophy et al., 2001). Auffallend ist eine erhdhte Inzidenz peripherer Arthritiden, und
hier insbesondere die Beteiligung der Hiiftgelenke, bei juveniler ankylosierender Spondylitis.

Die Angaben Uber die Pravalenz der Gruppe der Spondylarthropathien schwanken. In einer
Untersuchung an Berliner Blutspendern lag die Gesamtpravalenz der Spondylarthropathien
bei 1,9%. (Braun et al., 1998), wobei ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Pravalenz
und den Merkmalstrdgern von HLA-B27 besteht. Méanner erkranken nach derzeitiger
Studienlage zwei bis dreimal haufiger als Frauen, wobei die Angaben je nach geographischer
Region zwischen 65% und 80% schwanken. Eine Studie an einem deutschen Kollektiv
berichtet iber 68,9% mannlicher Erkrankter (Zink et al., 2000), wahrend eine franzdsische
Studie eine Verteilung zu Gunsten der mannlichen Erkrankten von 78,3% errechnete
(Dougados et al., 1999). Frihere Angaben, wonach die quantitative Geschlechtsverteilung mit
Bevorzugung des ménnlichen Geschlechts im Verhaltnis 10:1 l&ge, sind in den letzten Jahren
widerlegt worden. Als Ursache dieser Verhéltnisverschiebung in Richtung des weiblichen
Geschlechts sind mehrere Griunde zu nennen: Die Wirbelsaule und das Becken sind bei
Ménnern haufiger betroffen, Frauen hingegen haben oft eine geringere Schmerzintensitat im
Bereich der Wirbelsaule, jedoch haufiger eine Beteiligung von Thorax, Huften, Schultern und
FuBen (Braunstein et al., 1982, Jimenez-Balderas et al., 1993, Resnick et al., 1976).



Einleitung 8

Krankheitsspezifische Befunde sind zweifellos bei Mannern eher nachweisbar und fiihren
h&aufiger zur Ankylose (Gran et al., 1985, Gran et al., 1984). Daher ist anzunehmen, dass die
Erkrankung bei Frauen aufgrund weniger deutlich ausgepréagter radiomorphologischer
Verdnderungen bislang unterdiagnostiziert wurde — und womdglich auch heute noch

unterdiagnostiziert wird.

1.25 Kilinik

Die ersten Symptome manifestieren sich gewoéhnlich im spaten Jugendalter oder im friihen
Erwachsenenalter. Der Befall der Wirbelsdule, insbesondere der Sakroiliakalgelenke, ist
charakteristisch fur die AS. H&ufiges Erstsymptom ist daher ein dumpfer Schmerz in der
Gesalregion oder an der tiefsitzenden Lendenwirbelsaule. Der Schmerz ist haufig
vergesellschaftet mit einer Uber Stunden anhaltenden Morgensteifheit in dieser Region, die
unter Bewegung eine deutliche Besserung erféhrt. Bei Inaktivitdt kommt es haufig zu einer
erneuten Schmerzsymptomatik. Neurologische Ausfallerscheinungen fehlen. Im Verlauf
kommt es zu bilateralen Schmerzangaben. Gewohnlich besitzt der Schmerz wahrend der
zweiten Nachthalfte und in den frihen Morgenstunden die gréRte Intensitat. Typisch sind
anhaltende Beschwerden uber drei Monate. Im Falle einer Ankylosierung kommt es uber
Jahre zu einer Versteifung der Wirbelsdule, die Schmerzintensitdt und die Morgensteifheit
nehmen mit zunehmender Fusion der Wirbelkérper ab. Durch eine Abflachung der
Lendenwirbelsaule und der Entwicklung einer BWS-Kyphose wird die normale Haltung der
Wirbelséule aufgehoben. Die verminderte Entfaltbarkeit der Lendenwirbelséule lasst sich
klinisch anhand des Schober-Mafes dokumentieren. Die Beweglichkeit der BWS kann mittels
Ott-Mal beurteilt werden. Bei Beteiligung der HWS kommt es zu einem Verlust der
Halsbeweglichkeit mit Vorwartsneigung des Halses (Braun et al., 2002). Das Versteifungs-
und Fehlhaltungsmal kann durch den Kinn-Sternum-Abstand und durch den Hinterhaupt-
Wand-Abstand nach Fléche bestimmt werden. Bei einem Befall der Costovertebral-,
Costosternal- und Sternoclaviculargelenke lasst sich eine Verminderung der Atembreite
objektivieren, wobei der beste von zwei Versuchen gewertet wird. Gemessen wird in Hohe
des 4. Interkostalraums.

Der Verlauf der Erkrankung kann nach Schmidt wie folgt graduiert werden: Grad 0 entspricht
einem klinischen und réntgennegativem Prodromal- und Verdachtsstadium. Grad | entspricht
der nicht fixierten Wirbelséulenversteifung, radiologisch zeigen sich Zeichen der Sakroiliitis.

Grad 1l beschreibt eine irreversible Wirbelsaulenversteifung in einem Abschnitt der
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Wirbelsaule mit nachweisbaren Syndesmophyten. Grad Il entspricht knéchernen Ankylosen
in mindestens zwei Abschnitten der Wirbelséule, wéhrend Grad IV nach Schmidt einer
Verkndcherung in drei Abschnitten der Wirbelsdule und dementsprechend dem Spat- oder
Endstadium gleichkommt (Schmidt et al., 1991). Im Stadium IlI-1V fallt eine verminderte
Lateralflexion und Rotation der Wirbelsaule auf. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht der

Graduierung nach Schmidt.

Tabelle 5: Graduierung der AS nach Schmidt (1991)
Grad | Krankheitszeichen
0 Klinisches, rontgenologisches Prodromal- oder Verdachtsstadium
I Nicht fixierte Wirbelsaulenversteifung, radiologisch Sakroiliitis
I Irreversible Wirbelsaulenversteifung in einem Abschnitt der Wirbelséule mit
nachweisbaren Syndesmophyten
I11 | Verkndcherungen in mindestens 2 Abschnitten der Wirbelséule
IV | Spat-, Endstadium. Verkntcherungen in 3 Abschnitten der Wirbelsaule

20-50% der Erkrankten leiden an einer peripheren asymmetrischen, meist die untere
Extremitat betreffende Mon- oder Oligoarthritis, die in 30% der Falle auch Erstsymptom ist
(Smuker et al., 1982). Die Arthritis ist Ublicherweise voribergehender Dauer, selten chronisch
und in aller Regel nicht-erosiv. Es kommt dartber hinaus haufig zu Enthesitiden, hier mit
Bevorzugung des Ursprungs der Plantaraponeurose am calcaneus sowie des Ansatzes der
Achillessehne. Extraartikuldre Manifestationen sind maoglich, im Vordergrund steht die uveitis
anterior, die sich in 10-50% der Fé&lle manifestiert (Mylius, 1955). Weitere viszerale
Krankheitsmanifestationen sind die Amyloidose in 3,6-8% der Félle (Villiaumy, 1983) mit
Ausbildung eines nephrotischen Syndroms und Unterschenkelédemen, Assoziationen mit
einer  Aorteninsuffizienz,  Auftreten einer  Aortitis  (Bulkley et al., 1973),
Reizleitungsstérungen und Auftreten hohergradiger AV-Blockierungen (Weed, 1966, Harvey
et al., 1976), Perikarditis (Baites et al., 1980) sowie einer zystischen pulmonalen Fibrose
(Hamilton, 1949). Gehduft kommt es zu Frakturen der Wirbelsdule, auf die im spateren Teil
der vorliegenden Arbeit noch né&her eingegangen wird. Ein grol3es Problem ist die Latenzzeit
vom Auftreten erster Krankheitserscheinungen bis zu Diagnosestellung. Ursache ist neben
einem h&ufigen Verschwinden der klinischen Initialsymptomatik die Latenzzeit bis zur
radiologischen Manifestation einer Sakroiliitis, weiterhin die Ahnlichkeit zu anderen
rheumatischen Erkrankungen, die eine exakte Diagnosestellung in Frihphasen der

Erkrankung erschwert.
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1.2.6 Laborchemische Befunde

Fur die Diagnose, den Krankheitsverlauf sowie der Ermittlung der Aktivitdt der
ankylosierenden Spondylitis sind Laborparameter derzeit von untergeordneter Bedeutung, da
die Diagnose klinisch sowie radiomorphologisch gestellt wird. Lediglich zur Erhartung der
Verdachtsdiagnose einer ankylosierenden Spondylitis konnen Laborbefunde herangezogen
werden. HLA-B27 ist bei 90% der an AS erkrankten weilRen Bevolkerung nachweisbar und
stellt somit eine wichtige zusatzliche Laborbestimmung bei einer Frihdiagnose der AS dar.
Der Nachweis von HLA-B27 darf jedoch nur im Zusammenhang mit der entsprechenden
Klinik bewertet werden, da 6-9% der weiRen Gesamtbevolkerung Tréger dieses Merkmals der
MHC-Klasse I sind. Das C-reaktive Protein (CRP) sowie die
Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) kénnen als Verlaufsparameter herangezogen
werden, wobei sowohl fur die Blutsenkungsgeschwindigkeit in 20-30% der Féalle bekannt ist
dass trotz erhohter Krankheitsaktivitat eine Erhohung der BSG nahezu ausbleibt (Fellmann et
al., 1962, Ogryzlo, 1974), auch fir das CRP ist dies beschrieben. Andere Akut-Phase-
Parameter konnen ebenfalls erhdht sein. Erhohte IgA-Spiegel Kkorrelieren mit
laborchemischen und klinischen Parametern (Trull et al., 1984). Eine erhohte
Gammaglobulinfraktion in der EiweiRelektrophorese ist mit einer peripheren
Gelenkbeteiligung sowie einer erhdhten Krankheitsaktivitat assoziiert (Sturrock et al. 1976).

1.2.7 Radiomorphologische Befunde

Die ersten radiomorphologischen fassbaren Befunde betreffen ublicherweise die
Iliosakralgelenke. Typischerweise zeigen sich Zeichen von Destruktionen, Sklerose und
Ankylose, was auch als ,,buntes Bild“ bezeichnet wird (Dihlmann, 1982). Nach Bennett und
Wood (Bennet und Wood, 1968) werden die radiologischen Veranderungen der
Iliosakralgelenke in Stadien eingeteilt, eine Ubersicht tber die Stadieneinteilung gibt Tabelle
6.



Einleitung 11

Tabelle 6: Beurteilung der Iliosakralgelenke im Réntgenbild nach Bennett und Wood
(1968)

Grad | Befund

0 Normalbefund

I Verdachtige Veranderungen

] Sklerose, wenige Erosionen

Il | Starke Erosionen, Erweiterung des Gelenkspaltes, geringe Ankylose

IV | Weitgehende Ankylose

In fortgeschrittenen Stadien kommt es in 60% der Falle zu Veranderungen im dorsolumbalen
Ubergangsbereich mit Ausbildung von Syndesmophyten, die Verkndcherungen am Anulus
fibrosus sowie Verkndcherungen subligamentérer Anteile entsprechen. Weiterhin finden sich
héaufig radiologische Zeichen einer Osteoporose, dies sowohl in friihen als auch in spaten
Stadien der Erkrankung. Die Atiologie der Osteoporose ist umstritten. Im Endstadium der AS
imponiert eine komplette Ankylose der Wirbelsaule, die wegen der Ahnlichkeit als
,,Bambusstab-Wirbelsaule* beschrieben wird.

Weitere radiologische Befunde sind Defekte der vorderen Wirbelkorperkante durch
Arrosionen der Randleiste, auch als ,,Romanus-Lésion beschrieben (Dihlmann et al., 1982),
eine ventralseitige konvexe Kontur der Wirbelkdrper im Sinne von ,,Tonnenwirbeln®
(Dihlmann, 1968) und das Auftreten von Kastenwirbeln als Folge von Begradigungen der
Wirbelkdrpervorderkante durch periostale Knochenneubildung auf der Konkavseite sowie
Abbauvorgangen bei partieller vorderer Randleistenosteolyse (Fellmann, 1989). In
Spétstadien kann es zu einer Diszitis/Spondylodiszitis mit Bandscheiben- und
Wirbelkorperzerstorungen (Fellmann, 1989) sowie in sehr seltenen Féllen zu einer atlanto-
axialen Dislokation als Folge von Entziindungsprozessen am Ligamentum transversum und
anulare kommen (Sharp et al., 1961).

Die Enthesitiden koénnen radiologisch als unscharfe, verwaschene Knochenbegrenzung
imponieren, teilweise fallen dornartige Exostosen und Ansatzverkalkungen auf.
Verknocherungen der Ligamente im Wirbelséulenbereich sind in der Regel erst im

Endstadium sichtbar.
1.2.8 Differentialdiagnosen
Im Rahmen der Abklarung tiefsitzender Rlckenschmerzen mussen degenerative

Wirbelsaulenleiden, Bandscheibenerkrankungen und auch urologische Erkrankungen in die

Uberlegungen mit einbezogen werden. Bei nachgewiesener Sakroiliitis kommen ursachlich



Einleitung 12

alle Erkrankungen der Gruppe der Spondylarthritiden in Betracht, bei einseitigem Befall muss
eine bakterielle - und hier insbesondere die tuberkuldse - Sakroiliitis ausgeschlossen werden.
Bei Spondylitis sollte eine bakterielle Spondylitis, eine Spondylitis hyperostotica, eine
Ochronose, eine Chondrocalcinose sowie juvenile chronische Polyarthritiden in die

Differentialdiagnose miteinbezogen und dementsprechend ausgeschlossen werden.

1.2.9 Therapie und Prognose

Bis heute steht eine kausale Therapie der AS nicht zur Verfugung. Daher ist das primére
Therapieziel die Reduktion des Schmerzes, um eine konsequente physikalische Therapie mit
dem Ziel der Erhalt der Beweglichkeit zu ermdglichen. Ein Therapiekonzept der AS
beinhaltet immer ein Gesamtkonzept aus medikamentdsen, physikalischen, lokalen,
konservativ orthopadischen und ggf. operativen Maltnahmen (Kohler et al., 2000). Derzeit an
erster Stelle der medikamentdsen Therapie stehen nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR),
die sich in mehreren Studien als wirksam erwiesen haben (Dougados et al., 1999, Dougados et
al., 2001, Toussirot et al., 1998). Von therapierefraktarer AS wird gesprochen wenn trotz
adaquaten Einsatzes von zwei verschiedenen NSAID in der zugelassenen Hochstdosis der
Wirbelsaulenschmerz nur unzureichend supprimiert wird (Amor et al., 1995). In Abhangigkeit
der Schmerzlokalisation erfolgen weitere TherapiemalRnahmen: Intraartikuldre und
periartikulare Injektionen von Glukokortikoiden fuihren bei Sakroiliitis zu einer signifikanten
Schmerzreduktion (Braun et al., 1996, Luukkainen et al., 1999, Maugars et al., 1996). Im
Falle der Entziindung mehrerer Wirbelséulenabschnitte muss jedoch systemisch therapiert
werden. Orale Glukokortikoidgaben sind in der Regel wirkungslos, allerdings zeigten sich
hohe intravends verabreichte Dosierungen von 500mg Methylprednisolon - (ber die Dauer
von drei bis funf Tagen verabreicht - auch bei therapierefraktaren Verlaufen Uber einen
Zeitraum von 3-21 Monaten als wirksam (Peters et al., 1992, Richter et al., 1983). Eine
hervorragende Wirkung auf Wirbelsdulenschmerzen, Wirbelsdulenbeweglichkeit und
Wirbelséulenentziindung konnte sowohl fir Infliximab (Braun et al., 2003, VVan den Bosch et
al., 2002) als auch fir Etanercept (Brandt et al., 2003, Gormon et al., 2002) nachgewiesen
werden. Zum Einsatz dieser Therapeutika kam es nachdem 1995 der Nachweis des
proinflammatorischen ~ Zytokins ~ Tumornekrosefaktor ~ (TNF) in  Biopsien  aus
Iliosakralgelenken gelang (Braun et al., 1995). Mit dem Einsatz der Tumornekrosefaktor-a-
Inhibitoren Infliximab und Etanercept konnte im Mittel bei mehr als 50% der Patienten die

Krankheitsaktivitit um mindestens 50% gesenkt werden. Auch nach einjahriger
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Therapiedauer konnte in einer kirzlich verdffentlichten Studie ein anhaltender Effekt fir
Infliximab nachgewiesen werden (Braun et al., 2003). Ein Einsatz der TNF-a-Inhibitoren bei
ankylosierender Spondylitis sollte nach den Empfehlungen der Arbeitsgruppe ,,Assessments
in Ankylosing Spondylitis“ (ASAS) nach folgenden Kriterien erfolgen: Vorraussetzung zum
Einsatz von TNF-a-Inhibitoren ist neben einer gesicherten Diagnose das Vorliegen einer
Erkrankung tber vier Wochen, das Vorliegen einer therapierefraktdren Erkrankung (siehe
oben) sowie die Beachtung entsprechender Vorsichtmalnahmen und Kontraindikationen fir
die Anwendung von Biologika (Braun et al., 2003).

Ein grol3es diagnostisches Problem ist eine Latenzzeit von in der Regel mehreren Jahren vom
Beginn der klinischen Symptomatik bis zur Ausbildung einer rontgenologisch
klassifizierbaren Sakroiliitis, so dass die modifizierten New-York-Kriterien zur Diagnose
einer Frihform einer Spondylarthropathie ungeeignet erscheinen. Eine Untersuchung von
3000 an ankylosierender Spondylitis erkrankter deutscher Patienten aus dem Jahre 1996
mittels Fragebdgen dokumentierte eine mittlere Diagnoseverzégerung von 9,8 Jahren bei
weiblichen und von 8,4 Jahren bei méannlichen Erkrankten, wobei der Mittelwert der
Diagnoseverzogerung in Jahren im Zeitverlauf von durchschnittlich 15 (in den 50er Jahre
erkrankten Patienten) auf 7,5 der in den Jahren 1975-1979 erkrankten Patienten gesunken ist
(Feldtkeller, 1999). Die Tatsache, dass viele Patienten zu Beginn der klinischen Symptomatik
keine &rztliche Hilfe in Anspruch nehmen, verhindert zusétzlich eine friihe Diagnosestellung.
Neuere Daten sprechen dafir dass der grofite Verlust an Funktion und Schaden innerhalb der
ersten 10 Krankheitsjahre voranschreitet (Gran et al., 1997, Carette et al., 1983). Es ist daher
anzunehmen dass etwa ein Drittel der gesamten AS-Erkrankten bereits bei Diagnosestellung
deutliche Schaden aufweisen (Braun et al., 2002). Eine norwegische Studie an 100 Patienten
zeigte dass nach 16 Jahren 50% der Patienten nicht mehr Vollzeitarbeiten konnten. Nach einer
mittleren Krankheitsdauer von 15,6 Jahren waren die Patienten arbeitsunfahig (Gran et al.,
1997). Von prognostischer Bedeutung zeigt sich eine Huftgelenksbeteiligung, die mit der
Schwere der Erkrankung assoziiert ist (Brophy et al., 2002). Eine 1994 durchgefihrte
franzosische Studie verweist auf sieben Risikofaktoren, die mit einem schweren Verlauf der
AS einhergehen: Huftgelenksbeteiligung, Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit >30mm in
der ersten Stunde, geringe Wirksamkeit nichtsteroidaler Antirheumatika, eine Einschrénkung
der Lendenwirbelsédulenbeweglichkeit, eine Daktylitis der Finger oder der Zehen, eine
Oligoarthritis und ein Beginn der Erkrankung vor dem 16.Lebensjahr (Amor et al., 1994).
Erstmals Uber eine erh6hte Mortalitat der AS-Erkrankten gegenuber der Normalbevolkerung

berichtete eine norwegische Studie bereits im Jahre 1977, wobei ein vierfach erhéhtes Risiko
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fir alle gastrointestinalen Erkrankungen, ein zweifach erhohtes Risiko fir Unfalle,
Selbstmord und cerebrovaskulare Erkrankungen und 40% mehr Herzkreislauferkrankungen
erwéhnt werden (Radford et al., 1977). Insgesamt ist eine erhdhte Mortalitat derzeit jedoch

weiterhin umstritten.

1.3 Osteoporose

1.3.1 Definition Osteoporose/Osteopenie

Bei der Osteoporose handelt es sich um eine Erkrankung mit einer Neigung zu
Knochenfrakturen. Nach Definition der Weltgesundheitsorganisation WHO spricht man von
einer Osteoporose wenn die Verminderung der Knochenmineraldichte verglichen mit einem
jungen gesunden geschlechtsgleichen Organismus um mehr als 2,5 Standardabweichungen
abweicht. DefinitionsgemaR besteht eine Osteopenie bei Abweichen der Standardabweichung
um -1 und -1,5. Es liegt neben einer Verminderung der Knochenqualitat auch eine
Verminderung der Knochenmasse vor. Derzeit geht man in Deutschland von einer Pravalenz
der Osteoporose von 4-8% aus. Die Ursache der reduzierten Knochensubstanz ist entweder
eine negative Knochenbilanz (Verhéltnis der Knochenformation zur Knochenresorption) oder
eine wachstumsbedingte Unterentwicklung der physiologischen Knochensubstanz. Das
Leitsymptom der Osteoporose ist die Fraktur. Akute Frakturen entstehen bevorzugt am
distalen Radius, am proximalen Femur, an den Wirbelkdrpern und an den Rippen.
Chronische Frakturen fuhren zu Knochenverformungen und Weichteilschmerzen (Hoffmann,
1987). Der physiologische Knochenaufbau erreicht im Lebensalter von 18-20 Jahren bereits
sein Maximum, ab dem 35.Lebensjahr beginnt ein physiologischer Knochenabbau. Dieser
betragt pro Jahr ca. 0,5-1% der Knochensubstanz. Uberdurchschnittlich hohe Verluste an
Knochensubstanz erfahren Frauen bis zu 5-7 Jahre nach der Menopause.

Die Osteoporose lasst sich in eine lokale und eine generalisierte Form einteilen. Man
unterscheidet dabei eine primédre oder idiopathische Osteoporose, zu der auch die
idiopathische juvenile Osteoporose zu zdhlen ist, von einer sekunddren Osteoporose, die sich

auf ein bekanntes Grundleiden zurtickfuhren Iasst (Riggs et al., 1983).
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1.3.2 Idiopatische juvenile Osteoporose

Die idiopathische juvenile Osteoporose tritt bei prapubertaren Kindern auf, die Atiologie ist
bislang unklar. Es zeigt sich hierbei ein vermindertes Wachstum der langen Réhrenknochen
mit verstarkter Frakturanfélligkeit. Typischerweise kommt es nach einer Dauer von zwei bis

drei Jahren zu einer Normalisierung des Knochenwachstums.

1.3.3 Postmenopausale Osteoporose Typ |

Ursache der Entstehung einer postmenopausalen Typ-1-Osteoporose ist der Abfall der
physiologischen Ovarialfunktion bei Eintritt der Menopause. Durch Absinken des
Ostrogenspiegels entsteht bei vermehrtem Knochenabbau eine negative Knochenbilanz. Dies
fihrt zu einem erhdhten Serumcalciumspiegel (Lindsay, 1988) und konsekutiv zu einer
verminderten Parathormon-Sekretion aus der Nebenschilddrise, einer reduzierten Aufnahme
von Vitamin-D aus dem Darmlumen und eine geringere Umwandlung von Vitamin-D zu
seinem aktiven Metaboliten 1,25-Dihydroxyvitamin Ds. Durch die verminderte Parathormon-
Sekretion wird die Calcium-Reabsorption aus den Nierentubuli vermindert. Das dabei
entstehende Calciumdefizit wird durch forcierten Abbau von Knochensubstanz ausgeglichen,
es resultiert ein Ungleichgewicht mit Uberwiegen der Knochenresorption gegeniiber der
Knochenformation. (Yasumara et al., 1987). Betroffen hiervon sind vor allem aufgrund des
hohen Anteils trabekularen Knochens die Wirbelkorper sowie der distale Radius und der

proximale Femur (Riggs et al., 1986).

1.3.4 Senile Osteoporose Typ Il

Im Unterschied zum Typ | der Osteoporose betrifft die senile Osteoporose Typ Il sowohl
Frauen als auch Méanner im Alter von tiber 70 Jahren im gleichen Verhaltnis. Neben dem auch
beim Typ | betroffenen trabekuldren Knochen ist bei Typ Il auch der kortikale Knochen in
anndhernd gleichem Verhaltnis betroffen, dadurch sind auch die R6hrenknochen beteiligt. Es
resultieren die h&ufigen Oberschenkelhalsfrakturen sowie Frakturen an anderer Lokalisation.
Ursache der senilen Osteoporose Typ Il ist eine zunehmende Einschrankung der
osteoblastdaren Knochenformation. Es liegt eine verminderte renale 1a-Hydroxylase-Aktivitét

vor. Dies hat eine verminderte Synthese des 1,25-Dihydroxyvitamin D3, einen dadurch
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bedingten erniedrigten Serumcalciumspiegel mit sekundarem Hyperparathyreoidismus zur

Folge, was zur Osteoporose flhrt (Gallagher, 1990).

1.3.5 Sekundéare Osteoporose Typ IlI

Der Manifestation einer Typ-I11-Osteoporose liegen ursdchlich eine oder mehrere
Primdarerkrankungen zugrunde. Neben dem Faktor der Immobilisation gehéren hierzu
Erkrankungen endokrin-metabolischen Ursprungs wie z.B. eine Hyperthyreose, ein Morbus
Cushing, ein  Hypogonadismus, ein Diabetes mellitus oder ein  sekundérer
Hyperparathyreoidismus im Rahmen einer chronischen Niereninsuffizienz. Weitere Ursachen
sind Malabsorptionsstérungen, Hepatopathien oder tumortse Veranderungen. latrogene
Ursachen sind ebenfalls bekannt, hier sei beispielsweise die Heparintherapie wie auch die

Steroid-Langzeittherapie genannt (Ringe et al., 1985).

1.3.6 Risikofaktoren der Osteoporoseentstehung

Nach Keck und Kruse (Keck und Kruse, 1994) existieren eine Reihe von Risikofaktoren, die
zwar nicht obligat zu einer Osteoporose fuhren, die das Risiko einer Osteoporose-
Entwicklung allerdings deutlich erhthen. Hierzu zahlen genetische Faktoren wie das
weibliche Geschlecht, kaukasische oder asiatische Rasse, graziler Habitus oder eine positive
Familienanamnese hinsichtlich der Osteoporose. Weiter gelten bestimmte hormonelle
Faktoren als Risikofaktor, hier insbesondere der Ostrogenmangel. Ernahrungsbedingte
Problematiken wie eine calciumarme Kost, eine ausgepragte Phosphatzufuhr, eine vermehrte
Eiweisszufuhr und eine faserreiche Kost werden ebenso zu den Risikofaktoren gezéhlt wie
der Bewegungsmangel, ein Mangel an UV-Exposition, ein Alkoholabusus und die Einnahme

bestimmter Medikamente (Heparin, Glukokortikoide, Laxantien etc.).

1.3.7 Ursachen und Formen sekundérer Osteoporosen

Eine Reihe weiterer Ursachen, die zur sekundaren Ausbildung einer Osteoporose fiihren, sind
bekannt. So fiihren ein Hyperthyreoidismus und ein Hyperparathyreoidismus zu einer
Steigerung des Knochenabbaus. Ein Hyperkortisolismus fiihrt Gber eine verminderte Calcium-
Aufnahme zur Osteoporose. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie der Morbus

Crohn und die Colitis ulcerosa fulhren durch eine erhdhte entziindliche Aktivitat und eine
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verminderte Aufnahme von Calcium und Vitamin-D zu einer Osteoporose. Eine
Niereninsuffizienz fuhrt Gber die Ausbildung eines sekunddren Hyperparathyreoidismus zu
einer Vitamin-D-Hypovitaminose. Weitere Ursachen sind maligne Erkrankungen durch
Produktion osteolytischer Faktoren. Die Immobilisation flhrt Uber einen verminderten
physikalischen Anreiz zur verminderten Knochenneubildung. BekanntermaRen kann eine
immunsuppressive Therapie ebenfalls zu einer sekundaren Osteoporose flhren, weshalb
Patienten nach Organtransplantation erhéht gefahrdet sind.

1.3.8 Pathophysiologie der Osteoporose

Die beiden Hauptzellen des Knochens sind die Osteoblasten und die Osteoklasten. Die
Osteoblasten liegen auf trabekuldren Oberflichen und synthetisieren organische
Knochensubstanz. Osteoblasten sind in der Lage auf knochenresorbierende Hormone zu
reagieren. Sie konnen Osteoklasten aktivieren und nehmen daher eine zentrale Stellung im
Knochenmetabolismus ein. Osteoblasten reagieren mit einer Knochenneubildung, wenn durch
Osteoklasten eine Knochenresorption erfolgte. Nach Abschluss des Langenwachstums des
Knochens besteht normalerweise ein geregeltes Wechselspiel zwischen Osteoblasten und
Osteoklasten. Dieses wird als ,,Remodeling™ bezeichnet und ist aneinander gekoppelt
(Delling et al., 1992). Eine Steuerung des Remodelingprozesses erfolgt neben vielen, bislang
noch nicht bekannten Faktoren durch Calcium, Vitamin-D-Metabolite, Prostaglandine,
Parathormon, Calcitonin und Prostaglandine. Im Erwachsenenalter kommt es zu einem
leichten Ungleichgewicht zugunsten des Knochenabbaus bedingt durch eine leicht negative
Knochenbilanz, es wird demnach etwas mehr Knochen pro Jahr ab- als aufgebaut. Dies
bezeichnet man auch als altersassoziierte Osteopenie.

Betroffen von der Osteopenie ist zunéchst der spongiése Knochen. Zum einen liegt dies am
vermehrten Knochenmetabolismus innerhalb des spongiésen Knochens gegentiber der
Kortikalis, zum anderen liegt dies am groRen Oberflachen-Volumen-Verhaltnis, da sowohl
Osteoblasten als auch Osteoklasten nur an Oberflachen aktiv werden kénnen.

Ein Knochenmasseverlust kann zwei Ursachen haben: Entweder erklért er sich Uber eine
verminderte Knochenneubildung oder durch eine vermehrte Knochenresorption (Albright et
al., 1941). Entsprechend dem Knochenumbau unterscheidet man eine Low-turn-over
Osteoporose mit normalem Knochenabbau und vermindertem Knochenanbau von der High-

turn-over Osteoporose mit verstarktem Knochenabbau bei vermindertem Knochenanbau.
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1.3.9 Knochenstoffwechsel bei Spondylitis ankylosans

Die Spondylitis ankylosans ist innerhalb der Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises
neben der rheumatoiden Arthritis vermehrt mit einem erhéhtem Osteoporoserisiko
vergesellschaftet (Bessant et al., 2003, Bessant et al., 2002). Es zeigt sich eine erhohte
Inzidenz vor allem vertebraler Frakturen (Ralston et al., 1990). Vertebrale Frakturen stellen
haufig eine Komplikation der Spondylitis ankylosans dar und tragen zur Deformation der
Wirbelsaule und zur Ausbildung von Knochenschmerzen bei der Spondylitis ankylosans mit
bei (Sivri et al., 1996). Die genaue Ursache der Osteoporose bei Spondylitis ankylosans ist bis
heute unklar (Bolzner et al., 2003, Bronson et al., 1998, Gran et al., 1998). Eine genetische
Ursache erscheint ebenfalls verantwortlich fur die Entstehung der Osteoporose zu sein
(Obermayer-Pietsch et al., 2003, Obermayer-Pietsch et al., 1999). Weitere Faktoren, die die
Ausbildung einer Osteoporose bei Spondylitis ankylosans beginstigen, sind neben
genetischen Faktoren auch Nebenwirkungen einer medikamentdsen Therapie wie
beispielsweise die Steroidtherapie, weiter spielen auch Faktoren wie Erndhrung und
Bewegung sowie letztlich die durch erhdhte inflammatorische Aktivitat bedingte vermehrte

Zytokinausschuttung eine groRe Rolle.

1.4 Vitamin-D;

1.4.1 Physiologie des Vitamin-D-Metabolismus

Vitamin-D ist neben Parathormon und Calcitonin einer der wichtigsten Regulatoren der
Calciumhomeostase und des Knochenstoffwechsels. Das aktive Hormon 1la, 25-
Dihydroxyvitamin-D [1,25(OH),D] entsteht durch Hydroxylierung des Vitamin-D in der
Leber (25-Hydroxylierung) und in den Nieren (la-Hydroxylierung). Vitamin-D entfaltet
ahnlich den Steroidrezeptoren seine Wirkung am Vitamin-D-Rezeptor (VDR) und reguliert
dort die Transkription verschiedener Gene. Hauptaufgabe des Vitamin-D ist die Forderung
der intestinalen Calcium- und Phosphataufnahme, um einen ausreichenden Calcium-
Serumspiegel zu gewahrleisten und somit geniigend Calcium zur Knochenformation
bereitzustellen.

Vitamin-D existiert in zwei Varianten: Zum einen als Vitamin-D3 (Cholecalciferol), zum

anderen als Vitamin-D, (Ergocalciferol). Beide Varianten kénnen im Kdérper zu den aktiven
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Hormonen 1,25(0OH),D; (Calcitriol) umgewandelt werden (Issa et al., 1998). Mittels UV-B-
Strahlung aus dem Sonnenlicht erfolgt eine Umwandlung des Provitamin-Ds (7-
Dehydrocholesterin) in Cholecalciferol (Vitamin-D3). Hierdurch entstehen ca. 80% des
taglichen Bedarfs an Vitamin-Ds, der Rest (ca.20%) wird tber die Nahrung bereitgestellt. Es
erfolgt der Transport von Cholecalciferol tiber ein Vitamin-D-bindendes Transportprotein zur
Leber (Daigner et al., 1975). Hier erfolgt die Bildung von 25-Hydroxycholecalciferol
[25(OH)Ds] durch die 25-Hydroxylase. Das 25-Hydroxycholecalciferol wird nach Transport
in die Nieren durch die la-Hydroxylase unter dem Einfluss von Parathormon, Phosphat,
1,25(0OH),Ds, Calcitonin und auch Ostrogenen in das biologisch aktive Hormon 1,25-(OH),D3
hydroxyliert (Slatopolsky et al., 1997). Insbesondere das Parathormon als Aktivator der la-
Hydroxylase nimmt hierbei eine zentrale Stellung ein (Bell et al., 1985, Beckerman et al.,
1999). 1,25-Dihydroxycholecalciferol ist in der Lage die Bildung des weniger wirksamen
Metaboliten 24,25(0OH),D3; zu foérdern. Eine negative Produkthemmung verhindert eine
Uberproduktion von biologisch aktivem 1,25(0OH),Ds.

1.4.2 Wirkungen des Vitamin-D

Der Knochen unterliegt einem standigen Remodelingprozess durch osteoklastenvermittelte
Knochenresorption und osteoblastenvermittelte Knochenneubildung. 1,25(0OH),;D; spielt
hierbei als Regulator eine wichtige Rolle. Vitamin-D ist unabdingbar flr die normale
Skelettentwicklung. Ein Mangel an Vitamin-D resultiert in einem Mineralisationsdefekt, was
bei Kindern zum Erkrankungsbild der Rachitis und bei Erwachsenen zum Erkrankungsbild
der Osteomalazie fuhrt (Parfitt, 1997). Vitamin-D-Rezeptoren werden in Osteoblasten
exprimiert, hierbei bewirkt 1,25(0OH),D3 eine Stimulation des Zellwachstums sowie eine
Stimulation der Zelldifferenzierung hin zu matrix-protein-synthetisierenden  und
knochenformierenden Zellen (Aubin, 1997). Weiterhin hat 1,25(OH),D3 einen Einfluss auf
die osteoklastidre Differenzierungskaskade durch Stimulation der frihen zum spéten
Préosteoklasten. Am Darm kommt es zu einer vermehrten Stimulation des calciumbindenden
Proteins, an der Niere ist 1,25(0OH),D3 an der parathormonabhangigen Calciumriickresorption

beteiligt und stimuliert bei Hyperphosphatdmie die Elimination von Phosphat.
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1.4.3 Knochenstoffwechsel und Vitamin-D;

Vitamin-D3 ist ein wichtiger Metabolit zur Regulation der Calcium-Homgostase. Der
Organismus ist auf einen konstanten Calcium-Plasmaspiegel angewiesen. Gemeinsam mit
dem Parathormon reguliert es die intestinale Resorption, die renale Exkretion sowie die
Mobilisation des Calciums aus dem Knochen. Physiologischerweise liegt die Hauptfunktion
des 1,25-Dihydroxyvitamin-Ds in der Bereitstellung von Calcium. Am Dinndarm bewirkt
1,25-Dihydroxyvitamin-D; durch Bindung an den Vitamin-D-Rezeptor eine vermehrte
Calciumabsorption. Weiterhin kommt es bei Calciummangel zu einer vermehrten Sekretion
von Parathormon, welche eine vermehrte Synthese von 1,25-Dihydroxyvitamin-D3 in Gang
setzt und zu einer vermehrten Calciumabsorption fuhrt. Weiterhin beeinflusst Parathormon
die Calcium-Homdoostase durch Bindung an Rezeptoren innerhalb der Nephrone der Niere
sowie innerhalb von Osteoblasten (Brown et al., 1993). Parathormon aktiviert an den
proximalen Tubuluszellen der Niere eine vermehrte 1a-Hydroxylase-Transkription, hierdurch
kommt es zu einer vermehrten Bildung von 1,25-Dihydroxyvitamin-D; (Garabedian et al.,
1974). Weiterhin wird durch eine verminderte 24-Hydroxylase-Synthese weniger 1,25-
Dihydroxyvitamin-D3 abgebaut. 1,25-Dihydroxyvitamin-D3 selbst hemmt in hohen Spiegeln
die Sekretion von Parathormon aus der Nebenschilddrise.

Weiterhin kann unter dem Einfluss von 1,25-Dihydroxyvitamin-D3 und Parathormon Calcium
aus dem Knochen mobilisiert werden. Osteoklasten verfiigen zwar tber keinen Rezeptor flr
Parathormon oder 1,25-Dihydroxyvitamin-Dg3, eine Calciumresorption kann jedoch ber eine
Bindung des 1,25-Dihydroxyvitamin-D3 an Rezeptoren der Osteoblasten, welche dann
Osteoklasten-Vorlauferzellen stimulieren, aktiviert werden (Tanaka et al., 1982, Boivin et al.,
1987). Uber die Bindung von 1,25-Dihydroxyvitamin-Dz an den Vitamin-D-Rezeptor der
Osteoblasten wird die Synthese der Matrixproteine Osteocalcin, Osteopontin, Bone
Sialoprotein und Kollagen Typ | reguliert. Dies ist offensichtlich die Ursache eines
knochenanabolen Effektes des 1,25 Hydroxyvitamin-D3 (Lian et al., 1993). Allerdings kommt
es durch die oben genannte Osteoklastenaktivierung auch zu einem knochenkatabolen Effekt.
1,25-Dihydroxyvitamin-D3 besitzt daher offensichtlich eine groRe Rolle auf das Knochen-

Remodeling.
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1.4.4 Der Vitamin-D-Rezeptor

Die Wirkung des 1,25(0OH),D; erfolgt Uber einen Vitamin-D-Rezeptor-vermittelten
Mechanismus, der den Steroidhormonen &hnelt. Der Vitamin-D-Rezeptor (VDR) wurde
erstmals 1969 entdeckt (Haussler et al., 1969), ist intrazellulér lokalisiert und wurde erstmals
von der Arbeitsgruppe Baker geklont und beschrieben (Baker AR et al., 1988).

Das Vitamin-D-Rezeptor-Gen ist auf dem Chromosom 12g13-14 lokalisiert (Labuda et al.,
1992) und zeigt eine Lange von 1281 Nukleotiden, welches das aus 427 Aminosauren
bestehende VDR-Protein der Molekilmasse 48.000Da kodiert. Dem VDR-Gen geht eine
nichtkodierende Sequenz aus 115 Basenpaaren voraus, weiterhin befindet sich am 3"-Ende
eine 3,2kb grolie Region, welche nicht translatiert wird. Das Vitamin-D-Rezeptor-Gen verflgt
Uber insgesamt 11 Exons, welche mit den dazwischenliegenden Introns eine Lange von mehr
als 75kb umspannen. Die nichtkodierende Region am 5" -Ende beherbergt drei Exons 1A, 1B

und 1C, die verbleibenden Exons codieren das Translationsprodukt (Issa et al., 1998).

1.4.5 Vitamin-D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen

Innerhalb des Bereichs der Introns am 3°-Ende des Vitamin-D-Rezeptor-Gens sind
polymorphe Abschnitte gelegen, die durch die Restriktionsenzyme Bsml und Taql gespalten
werden. Die Restriktionsstelle fir Bsml befindet sich in Intron 8 wéhrend die
Restriktionsstelle Taqgl in Exon 9 lokalisiert ist (Morrison NA et al. 1992, Hustmyer FG et al.
1993). Ein weiterer Polymorphismus befindet sich am 5 -Ende im Bereich der Translations-
Initiationsstelle, dem sog. Startcodon. Dieser wird durch das Restriktionsenzym Fokl
gespalten. Aufgrund der Lage des Polymorphismus bezeichnet man diesen auch als
Startcodon-Polymorphismus (Baker et al., 1988, Arai et al., 1997, Gross et al., 1998, Harris et
al., 1997).

1.4.6 VDR-Gen-Polymorphismen und Knochendichte

In der Literatur finden sich viele Studien, die sich mit dem Zusammenhang von VDR-
Polymorphismen und Knochendichte auseinandersetzten. Studien an monozygoten und
dizygoten Zwillingen kamen zu dem Ergebnis dass Unterschiede bei der Knochendichte bei
monozygoten Zwillingen alleine auf umweltbedingte Faktoren zurlickzufiihren sind. Bei

dizygoten Zwillingen hingegen kdnnen Unterschiede in der Knochendichte sowohl genetisch
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als auch durch Umweltfaktoren bedingt sein (Kelly et al., 1995). Die Beobachtung dass die
Osteocalcinausschittung sowie die Kollagensynthese durch 1,25-Dihydroxyvitamin-Ds
reguliert werden fiihrte zu der Hypothese eines Zusammenhangs zwischen Vitamin-D-
Rezeptorpolymorphismen und der Knochendichte (Kelly et al., 1995). Morrison et al. zeigten
eine signifikant erniedrigte Knochendichte bei Abwesenheit der Schnittstellen fur die
Restriktionsendonuklease Bsml (Genotyp BB) bei dizygoten Zwillingspaaren (Morrison et al.,
1994). Ahnliche Ergebnisse wurden von Fleet et al. publiziert (Fleet et al., 1995). Es folgten
im Verlauf weitere, allerdings widerspriichliche Studiendaten: Looney et al. sahen keinen
Zusammenhang des BB-Genotyps mit schwerer Osteoporose (Looney et al., 1995). Salamone
et al. hingegen zeigten einen signifikanten Zusammenhang des bb-Genotyps (Anwesenheit
von Bsml-Restriktionsschnittstellen auf beiden Allelen) mit verminderter Knochendichte.
Hier zeigte sich eine hohere Knochendichte bei Vorhandensein des BB- und des Bb-Genotyps
(Salamone et al., 1996). Weitere Studien mit dem Ergebnis einer erniedrigten Knochendichte
bei prapubertdren und adoleszenten Madchen bei Vorhandensein des Genotyps BB gegeniiber
den Genotypen Bb und bb folgten (Ferrari SL, 1998). Es wurden in weiteren Untersuchungen
altersabhéngige Assoziationen der Knochendichte mit dem VDR-Genpolymorphismus
diskutiert (Riggs et al., 1995). Ahnlich den Ergebnissen von Morrison et al. aus dem Jahre
1994 (Morrison, 1994) zeigten Spector et al. 1995 bei der Untersuchung des Tagl-
Polymorphismus eine Assoziation niedriger Knochendichte mit dem Genotyp tt
(Vorhandensein der Schnittstelle der Restriktionsendonuklease Taq | auf beiden Allelen) bei
postmenopausalen Zwillingen (Spector et al., 1995). In einem nordamerikanischen Kollektiv
konnten diese Ergebnisse allerdings nicht bestatigt werden, hier zeigte sich keine signifikante
Assoziation mit den Genpolymorphismen Bsml, Apal und Taql (Hustmeyer et al., 1994), zu
ahnlichen Ergebnissen kam auch die Gruppe Garnero at al. (Garnero et al., 1995). Hinweise
auf einen Zusammenhang der Knochendichte mit dem Fokl-Genotyp wurden von Harris et al.
beschrieben (Harris et al., 1997), auch hier zeigten sich jedoch weitere widerspriichliche
Studienergebnisse (Eccleshall et al., 1998, Ferrari et al., 1998). Zusammenfassend sind
aufgrund der derzeit vorliegenden Datenblage keine Aussagen tber den Einfluss von Vitamin-

D-Polymorphismen und der Knochendichte moglich.
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2 Fragestellung

Die Gruppe der Spondylarthritiden ist eine Gruppe rheumatischer Erkrankungen mit
Beteiligung der Wirbelsaule oder der Iliosakralgelenke. Bei Patienten mit Spondylitis
ankylosans findet man gehauft eine verminderte Knochendichte (Will et al., 1989, Ralston et
al.,, 1990, Sivri et al., 1996). Vertebrale Frakturen stellen eine haufig unerkannte
Komplikation der Spondylitis ankylosans dar und tragen zur Entstehung der spinalen
Deformierungen sowie von Kreuzschmerzen bei (Sivri et al.,, 1996). Die vertebrale
Osteoporose zeigt sich vornehmlich bei Patienten mit fortgeschrittener Spondylitis ankylosans
(Ralston et al., 1990, Donnelly et al., 1994), wurde allerdings auch bereits in friiheren Stadien
der Erkrankung beobachtet (Ralston et al., 1990, EI Maghraoui et al., 1994). Mittels der Dual-
Energy-Rontgen-Absorptiometrie (DEXA) werden im Bereich der Lendenwirbelsdule haufig
falsch-normale oder sogar erhéhte Knochendichten aufgrund paravertebraler Kalzifikationen
und Ossifikationen gemessen (Donnelly et al., 1994), wahrend Messungen am proximalen
Femur aufgrund nahezu fehlender Artefakte gehduft eine Osteopenie oder eine Osteoporose
zeigten (Aglas et al., 2004, Meirelles et al., 1999).

Die genaue Genese der Osteoporose bei Spondylitis ankylosans ist bis heute nicht geklért,
stellt bei Auftreten von Frakturen, insbesondere der Wirbelkorper, jedoch eine nicht zu
unterschatzende klinische Bedeutung dar (Bessant et al., 2003, Bolzner et al., 2003, Bronson
et al., 1998, Gran et al., 1998). Mehrere Faktoren zur Genese der Osteoporose bei Spondylitis
ankylosans wurden in der Vergangenheit diskutiert, so der Einfluss mehrerer Zytokine wie
Prostaglandine, Interleukine und Wachstumsfaktoren (Gowne et al., 1986, Gratacds et al.,
1994). Eine vermehrte Immobilitat aufgrund vermehrter Gelenkschmerzen, Steifigkeit und
mangelnder Beweglichkeit (Szesnfeld et al., 1997) wird pathogenetisch ebenso diskutiert wie
eine Muskelschwache und eine Muskelatrophie im Zuge der Spondylitis ankylosans
(Simmons et al.,, 1991). Bei Patienten mit Spondylitis ankylosans und erniedrigter
Knochendichte finden sich erhéhte Entziindungsparameter (EI Maghraoui et al., 1994), hier
ist eine entziindungsbedingte Funktionseinschrankung der Osteoblasten angenommen worden.
Die Analyse biochemischer Marker erbrachte hierbei jedoch hé&ufig widersprichliche
Ergebnisse.

Beztiglich der Pathogenese der Osteoporose wurde in der Vergangenheit die Rolle diverser
Gene diskutiert, so auch das des Vitamin-D-Rezeptors (VDR). Erstmals wurde 1994 von
Morrison et al. tber eine Korrelation der Knochendichte mit einem Polymorphismus des auf
Chromosom 12 kodierten VDR-Rezeptors berichtet (Morrison et al., 1994). Neben diesem

sog. Bsml-Polymorphismus existiert mit Fokl ein Polymorphismus an der Translations-
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Initiationsstelle im VDR-Gen, der durch das Vorhandensein zweier ATG-Startcodons
charakterisiert ist und als Fokl-Polymorphismus bezeichnet wird. Uber VDR-
Polymorphismen erfolgten in den folgenden Jahren in unterschiedlichen Populationen
mehrere Untersuchungen bezliglich der Korrelation von VDR-Polymorphismen zur
Knochendichte mit diskrepanten Resultaten.

Bei rheumatoider Arthritis (RA) im Frihstadium wurde in einer Studie ein Zusammenhang
zwischen VDR-Polymorphismen und verminderter Knochendichte nachgewiesen (Gough et
al., 1998). Hinsichtlich der Entwicklung einer Osteoporose bei Patienten mit Spondylitis
ankylosans ware ein pradiktiver Faktor von groRer Bedeutung, um frihzeitig bei
entsprechenden Patientenkollektiven der Ausbildung einer Osteoporose, der Ausbildung
klinisch bedeutender Wirbelkorperfrakturen sowie weiterer Komplikationen entgegenwirken
zu kdnnen. Somit ergeben sich, ausgehend von der Hypothese einer auch bei ankylosierender
Spondylitis (AS) vorliegenden Mutation des VDR-Gens als mdglichen genetischen Faktor
einer osteopenen/osteoporotischen Determinante, in der vorliegenden Arbeit folgende

Fragestellungen:

1) Lassen sich bei Patienten mit ankylosierender Spondylitis Mutationen des Vitamin-D-

Rezeptor-Gens (Bsml-, Fokl- und Taql- Polymorphismen) nachweisen?

2) Lassen sich aus Mutationen des Vitamin-D-Rezeptor-Gens Aussagen Uber die
Knochendichte und die Entstehung einer Osteoporose bei Patienten mit Spondylitis

ankylosans treffen?

3) Ergibt sich hieraus ein geeigneter Parameter zur Vorhersagbarkeit der Entstehung

einer Osteoporose bei Spondylitis ankylosans?

4) Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem Genotyp des VDR-Gens und der

Entzlindungsaktivitat und damit dem klinischen Verlauf der Spondylitis ankylosans?
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3 Methodik und Statistik

3.1 Auswahl der Patienten

56 Patienten(innen) aus der rheumatologischen Ambulanzsprechstunde der Kerckhoff Klinik
Bad Nauheim (Deutschland, Hessen) — Rheumatologie wurden untersucht. Das Kollektiv
beinhaltete insgesamt 18 Frauen mit einem Durchschnittsalter von 39,3 Jahren und einer
durchschnittlichen Krankheitsdauer von 15,3 Jahren sowie 38 Maénner mit einem
Durchschnittsalter von 44,5 Jahren bei einer durchschnittlichen Krankheitsdauer von 19,4
Jahren. Alle Patienten erflllten die modifizierten New York-Kriterien zur Diagnose der
ankylosierenden Spondylitis aus dem Jahre 1984. Ausschlusskriterien waren eine bestehende
Medikation mit Einfluss auf den Knochenmetabolismus, eine osteoprotektive Medikation,
eine  Steroidmedikation  oberhalb  der ,,Cushing-Schwellendosis“ von  7,5mg
Prednisolonaquivalent sowie eine bestehende Niereninsuffizienz. Neben der Anamnese und
klinischen Untersuchung erfolgte die Bestimmung der Krankheitsdauer, eine Erhebung der
NSAR-Medikation, das Ausfillen eines Fragebogens zur Erfassung einer regelmassigen
Heilgymnastik, die Einschatzung der Schmerzsymptomatik nach der visuellen Analogskala
(0-100), eine Gewichts- und GroRenbestimmung sowie eine Einteilung in die
Krankheitsstadien -1V einer ankylosierenden Spondylitis nach radiomorphologischen
Kriterien (Bennet und Wood, 1968). Genauere Informationen zum ausgewéhlten Patientengut
enthélt Tabelle 7.
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Tabelle 7: Daten zum ausgewahlten Patientengut

AS-Patientinnen AS-Patienten Gesamt

(n=18) (n=38) (n=56)

Alter (Jahre) 39,3+9,2 445+141 428+129
Alter bei Diagnose 33,487 32,8 +13,2 33+129
Krankheitsdauer (Jahre) 15,3+8,9 194+128 18+11,8
Gewicht (kg) 72,7+6,3 73,8+6,3 735+6,5
GroRe (cm) 1705+ 4 1772 +6,1 1749+ 6,3
Medianes CRP (mg/l) 125+5,8 16,2 + 10,5 15+94
Aktuelles CRP (mg/l) 11,1+83 14,4 + 14,4 133+128
BSG (mm/1h) 16,3+ 12,6 149 +135 15,4 + 13,2
BASDAI 514 5+272 52
Schmerzskala 57 +16 56,8 £ 24 56,9 + 21,7
DMARDs * 2 4 6
NSAR* 12 30 42
Steroide* 1 1 2
HLA-B27 (+) 16 36 52
AS Stadium | 9 13 22
AS Stadium 11 8 10 18
AS Stadium 111 0 5 5
AS Stadium IV 1 10 11
Gymnastik ** 18 36 54

*  Aktuelle Medikation. Steroiddosis im Cushingschwellenbereich, entsprechend 7,5mg

Prednisolonaquivalent. DMARDSs: Methotrexattherapie

**  Mindestens 1x/Woche Gymnastik von 1-2 Stunden Dauer
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3.2 Laborbestimmungen

Nach erfolgter Blutentnahme wurden die Proben einer zehnminutigen Zentrifugation bei 3600
Umdrehungen/Minute zugefthrt und, sofern nicht eine sofortige Bestimmung der
Laborparameter erfolgte, bei -20°C eingefroren. Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung

der Laborparameter.

Osteocalcin: Die Bestimmung von Osteocalcin erfolgte aufgrund einer geringen
praanalytischen Stabilitat direkt nach der Entnahme der Proben. Die Bestimmung erfolgte im
Endokrinologischen Labor der Ill. Medizinischen Klinik und Poliklinik der Universitat
Giessen (Clini Gamma Counter der Fa. LKB Wallac) mit immunradiometrischer Technik
(Osteocalcin 125 RIA KIT, Corporation, Stillwater, Minnesota, USA). Der Normbereich liegt
bei 1,8-6,6ng/ml.

Crosslinks: Die Pyridinoline wurden mittels KIT der Firma Biermann, Bad Nauheim,
Germany, radioimmunologisch bestimmt. Der Normbereich liegt bei 15-60 nMol/pyr/mMol
Crea.

Alkalische Phosphatase (AP): Die Serumaktivitat der AP stammt zu etwa gleichen Teilen
aus der Leber und dem Knochen. Bei Patienten ohne Hepatopathien kann somit die Gesamt-
AP als Parameter der Osteoblastenaktivierung recht zuverléssig herangezogen werden. Die
Bestimmung erfolgte durch Transphosphorylierung (ALK P Testpack, Du Pont de Nemours
GmbH; Bad Homburg, Germany). Der Normbereich liegt fiir Frauen bei 40-160 U/I, flr
Ménner bei 60-170 U/I.

Knochenspezifische alkalische Phosphatase: Die Bestimmung der knochenspezifischen
alkalischen Phosphatase bringt gegenliber der Bestimmung der Gesamt-Alkalischen
Phosphatase einen deutlichen Zuwachs an Spezifitdt. Die Bestimmung erfolgte mittels
Endpunktmessung bei 405nm (Enzym-Immuno-Assay, quantitative Bestimmung; DPL
Biermann GmbH, Bad Nauheim, Germany). Der Normbereich fur Frauen im Alter von 25-55
Jahren liegt bei 11,6-30,6 U/I, bei einem Alter >55 Jahren bei 14,8-43,4 U/I. Fir Manner liegt
der Normbereich zwischen 15-41,3 U/I.
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Hydroxyprolin im  24-Stunden-Urin: Die Messung erfolgte mit Hilfe der
Absorptionsphotometrie (Fa. Organon, Epson, Finnland). Zur Vermeidung einer Verfalschung
der Ausscheidungswerte durch alimentér zugefiihrtes Kollagen erfolgte ein Tag vor und
wéhrend der Sammelperiode eine hydroxyprolinfreie Erndhrung. Der Normbereich fur Frauen
liegt bei 2,5-5 nM Dpd/mM Kreatinin, fir Méanner bei 2,5-5 nM Dpd/mM Kreatinin.

Akut-Phase-Parameter: Neben der Bestimmung der
Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit BSG (Normwert Ménner bis 15 mm/1h; Frauen bis
20mm/1h) wurde immunnephelometrisch (N Latex CRP mono, Behring Diagnostics GmbH,

Marburg, Germany) das C-reaktive Protein bestimmt (Normalwert < 5mg/l).

Ostase (alkalische Skelettphosphatase): Die Bestimmung der Ostase erfolgte mittels RIA
der Firma Hybritech GmbH, Kd&ln, Germany. Das Isoenzym ist in Osteoblasten lokalisiert.
Aktive Osteoblasten weisen im Vergleich zu ruhenden Osteoblasten eine hohere spezifische
AP-Aktivitat auf. Der Normbereich fur Frauen liegt bei 7,5-15,7ug/l, fir Ménner bei 8-
16,7ugl/l.

3.3 Bath Ankylosing Spondylitis Activity Index (BASDALI)

Nach den 1994 erstmals beschriebenen Kriterien (Garrett et al., 1994) wurde bei allen
Patienten mit Spondylitis ankylosans als Mal fir die Krankheitsaktivitat der Bath Ankylosing
Disease Activity Index (BASDAI), der die Mdigkeit, die Schmerzen und die Morgensteifheit
zu einem Messwert zusammenfasst, definiert. Der Patient wird gebeten, in dem
wiedergegebenen Fragebogen auf jeder Skala die Stelle zu markieren, die nach seiner
Einschatzung die betreffende Frage am besten beantwortet. Der BASDAI-Index wird vom
Patienten unbeeinflusst ausgefullt und anschlieend in drei Schritten berechnet: Zundchst
erfolgt eine Umrechnung der Zeitskala aus Frage 6 in eine Skala von 0-10, wobei ¥4 Stunde
einer 1, ¥ Stunde einer 2,5, eine ¥ Stunde eine 3,75 usw. entspricht. Anschlielend wird ein
Mittelwert aus den Fragen finf und sechs gebildet, weiterhin ein Mittelwert aus den Fragen 1-
4. Den BASDAI-Index erhalt man nach Gesamtmittelwertbildung aus den Fragen 1-4 und 5-
6. Es ergibt sich ein Wert zwischen 0 (glnstigster Wert) und 10 (schlechtester Wert). Die

entsprechenden Fragen sind der Abbildung 1 zu entnehmen.
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Abbildung 1: Fragebogen zum BASDAI Index

Wie ist es lhnen in den letzten 7 Tagen ergangen?

Bitte kreuzen Sie auf den nachfolgenden Skalen jeweills eine Zahl an. Auch wenn die Beschwerden
(Schmerzen, Midigkeit) geschwankt haben, entscheiden Sie sich bitte fiir eine Zahl als Angabe fir die
durchschnittliche Starke der Beschwerden.

1. Wie wiirden Sie lhre allgemeine Miidigkeit und Erschépfung beschreiben?

E?;nciﬁl;u:‘?j;%keiﬂ Eﬂe[:]c;i;;aeriﬁrschﬁpfung
2. Wie stark waren lhre Schmerzen in Nacken. Riicken oder Hiifte?

S{:hnﬁ:;gzn ﬂ n ﬂ H ﬂ ﬂ IEI %i:;?;?zr;i

3. Wie stark waren lhre Schmerzen oder Schwellungen in anderen Gelenken?

keine sehr starke

Schmerzen ﬂ n ﬂ H ﬂ H m Schmerzen

4. Wie unangenehm waren fiir Sie besonders beriihrungs- oder druckempfindliche Kérperstellen?

garnicht | | n 2] n ﬂ '8 - 9 |-{10] sehrstark
5. Wie ausgepragt war lhre Morgensteifigkeit nach dem Aufwachen?

gar nicht [0 1] 4] 6] 819 10| sehrstark

6. Wie lange dauert diese Morgensteifigkeit im allgemeinen?

in Stunden

hatte keine

3.4 Knochendichtemessung

3.4.1 Dual-Photonenabsorptionsmetrie

Die Messung erfolgte mit einem Lunar DPX Gerdt (LUNAR Radiation Corporation, 313
West Beltline Highway, Madison, Wisconsin 53713, United States). Gemessen wurden die
Lendenwirbelkorperregion LWK 2-4 in anteroposteriorer Projektion, seitlich sowie das
Ward’sche Dreieck am linken Oberschenkelhals. Eine Angabe erfolgt zum einen in Prozent

als auch als T-Score. T-Score bezeichnet die Abweichung des Messwertes vom Mittelwert
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eines Referenzkollektivs von jungen geschlechtsreifen gesunden Personen im Alter um 30
Jahre. Nach der WHO-Definition der Knochendichtebeurteilung besteht eine normale
Knochendichte bei einer Abweichung von weniger als -1 Standardabweichung, bei einer
Abweichung von -1 bis -2,5 Standardabweichungen besteht eine erniedrigte Knochenmasse,
als Osteopenie bezeichnet, wéahrend eine Abweichung groRer als -2,5 Standardabweichungen

einer Osteoporose entspricht.

3.4.2 Quantitative Computertomographie

Die Single-Energy-quantitative Computertomographie (SE-QCT) bietet einen grof3en Vorteil,
da bei Querschnittsdarstellung keine Uberlagerungsmoglichkeiten auftreten. Weiterhin kann
zwischen trabekuldrem und kortikalem Knochen unterschieden werden. Hierdurch ist eine
hohe Genauigkeit der Untersuchung mit guter Reproduzierbarkeit gegeben.
Untersucherabhéngige Fehler treten bei automatisierter Auswertung nicht auf. Die gesamte
Untersuchung umfasst die Bestimmung der Untersuchungsebene, die Messung der
Knochendichte, die Auswertung, die Kalibrierung sowie die Qualitatskontrolle. Die
Untersuchungsebene umfasst die mittlere vertebrale Schicht der BWK 12 bis LWK 4 im
lateralen, digitalen Radiogramm, getrennt nach spongiésem und kortikalem Knochen. Die

Knochendichte wird dabei an einer etwa 8-10mm dicken Schicht ermittelt.

3.4.3 Statistik

Die einzelnen Messwerte wurden Patientenweise aufgelistet, anschlielend erfolgte eine
Zuordnung der einzelnen Messparameter zu den Gruppen und die Ermittlung des Mittelwertes
und der Standardabweichung. Die Auswertung erfolgte unter Anwendung von SPSS 7.5 fiir
Windows (SPSS Advanced Statistic 6.1, Inc. Chicago, 1994). Bei allen erhobenen Parametern
wurden die Mittelwerte mit dem T-Test auf Signifikanz geprift, hierbei wurde p < 0,05 als
signifikant angenommen. Die Korrelationsbestimmungen erfolgten durch die Bestimmung des

Pearson Korrelationskoeffizienten (r).
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3.5 Molekularbiologische Analysen

3.5.1 Gewinnung von Leukozyten aus Vollblut

Die fur die molekularanalytische Genotypisierung benttigte DNA wurde aus peripheren
Leukozyten von 56 Patienten(innen) mit ankylosierender Spondylitis gewonnen. Hierzu
wurde EDTA-antikoaguliertes Vollblut fir zehn Minuten bei 3000g zentrifugiert. Durch die
Zentrifugation entsteht ein dreischichtiger Aufbau der Blutséule. Diese beinhaltet eine Schicht
Leukozyten und Thrombozyten (= Buffy coat) zwischen dem Blutplasma und den

sedimentierten Erythrozyten. Das Blutplasma sowie der Buffy coat wurden abpipettiert.

3.5.2 Isolierung von Desoxyribonukleinsédure (DNS)

Zur Extraktion der DNA aus den peripheren Leukozyten wurde das QiaAmp-Blood-Kit
verwendet (Quiagen Ltd, Max-Volumer-Strasse, Hilden, Deutschland). Plasma und Buffy
coat wurden durch Abpipettieren in ein 1,5ml-Tube uberfihrt. 100ul wurden mit 20ul
Proteinase K und 180ul Puffer ATL versetzt. Unter Zuhilfenahme einer sterilen Spritze mit
20G Nadel und vier- bis finfmaligem Aufziehen wurde die Zellsuspension homogenisiert und
anschlieBend zehn Minuten bei 55°C in einem Thermocycler (Fa. Eppendorf) inkubiert.
Danach folgte eine zehnminiitige Erhitzung des Lysats in einem auf 99°C erwdrmten
Wasserbad zur Inaktivierung der Proteinase K.

Nach Zusatz von 200ul Puffer AL und 210ul Ethanol (96-100%) wurde der Ansatz fur
weitere zehn Minuten bei 70°C inkubiert. Hiernach folgten zwei Waschungen: Das Gemisch
wurde in ein mitgeliefertes Filtertube pipettiert, 500ul Puffer AW1 wurden hinzugefugt und
fiir eine Minute bei 6000g zentrifugiert. Das entstehende Ultrazentrifugat wurde verworfen.
Dem oberen Reservoir des Filtertubs wurden in einem weiteren Arbeitsschritt 500ul Puffer
AW?2 hinzugefugt und erneut fiir eine Minute bei 6000g zentrifugiert. Die DNA wurde durch
Zentrifugation bei 20.000g mit 200ul aqua dest. aus dem Filtertube eluiert und in einem

sterilen 1,5ml Tube aufgefangen.

3.5.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Aufgrund exponentieller Vermehrungsraten der DNA bezeichnet man diese Technik als

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction = PCR). Die PCR ermdglicht es,
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eine bestimmt Stelle innerhalb eines Genoms beliebig zu vervielféltigen (= amplifizieren).
Hierzu bendtigt man neben einer DNA-Matritze (=Template) noch Oligonukleotide
(=dNTP’s), zwei sog. Primer, die komplementér zu den Enden einer definierten Sequenz sind
und eine Polymerase, die den denaturierten Einzelstrang der DNA durch Verlangerung der
angelagerten Primer mittels Einbau von Nukleosiden kopiert.

Das Prinzip der PCR sei kurz dargestellt: Als Ausgangsmaterial (Template) der PCR dient
Genom-DNA, Plasmide, DNA-Fragmente etc. Der erste Schritt basiert auf der Denaturierung
eines ds-DNA Templates bei hoher Temperatur (94-96°C), an welches sich in einem zweiten
Schritt am 5° und 3°-Ende des zu amplifizierenden Bereiches spezifische
Oligonukleotidmolekile (Primer) anlagern (Annealing). Im dritten Schritt, der Elongation,
werden diese Primer von einer DNA-abhdngigen DNA-Polymerase in Anwesenheit freier
Desoxynukleotid-Triphosphate (ANTP’s) verldangert (elongiert). Dabei elongiert die DNA-
Polymerase den entstehenden DNA-Doppelstrang (ds-DNA) in 5°-3‘-Richtung solange, bis
sie von der DNA , abfillt” oder die Reaktion unterbrochen wird. Ein Abbruch kann u.a. durch
Erhohung der Inkubationstemperatur auf 95°C und dadurch bedingte Denaturierung der ds-
DNA erfolgen. Kihlt man anschlieBend in Anwesenheit freier Primer wieder auf 60-40°C ab,
so binden diese wieder in Abhangigkeit ihres mittleren Schmelzwertes (T,-Wertes) an die
komplementéren Sequenzen des Templates, so dass die Synthese eines weiteren
Doppelstranges erfolgen kann.

Die in H,O geléste DNA der peripheren Leukozyten diente als Ausgangsmaterial fur die
folgende molekularbiologische Genotypisierung. Bekanntlich befindet sich die Region des
VDR innerhalb des Genlokus 12q3. Fir die Amplifikation der drei untersuchten Regionen des
VDR wurden die Primer entsprechend den Arbeiten von Morrsion et al. (Morrison et al.,
1994) und Gross et al. (Gross et al., 1996) verwendet.

Folgende Ansétze wurden pippetiert: 4ul extrahierte DNA; 5ul 10x Puffer (Fa. Perkin Elmer);
1ul 3°Primer (20pmol/ul); 1ul 5‘Primer (20pmol/ul); 0,5ul dNTP (Eurobio); 0,3ul AmpliTaq
Gold (Fa. Perkin Elmer); ad 50ul H,O. Der jeweilige Reaktionsansatz wurde in einer PCR-
Maschine (Trio-Block, Biometra) unter den in Tabelle 8 angegebenen Bedingungen

amplifiziert:
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Tabelle 8: PCR-Bedingungen

Ansatz 1: Ansatz 2: Ansatz 3:
Bl & B2 Amplifikation T1 & T2 Amplifikation F1 & F2 Amplifikation
1x 94°C, 5 Minuten 1x 94°C, 5 Minuten 1x 94°C, 5 Minuten
40x 94°C, 1 Minute 40x 94°C, 1 Minute 40x 94°C, 1 Minute
60°C, 1 Minute 59°C, 1 Minute 60°C, 1 Minute
60°C, 1 Minute 60°C, 1 Minute 60°C, 1 Minute
1x  72°C, 5 Minuten 1x  72°C, 5 Minuten 1x  72°C, 5 Minuten

3.5.4 Agarose-Gel-Elektrophorese

8ul der PCR-Produkte wurden jeweils mit 2ul Ladepuffer versetzt und auf die Slots verteilt.
Nach Anlegung einer Spannung von 100mV bei 1000mA wandert die elektrisch negativ
geladene DNA von der Kathode in Richtung Anode. Die gleichzeitige Auftragung eines
genormten Langenmarkers parallel zu einer Slots zeigt unter Betrachtung des Gels im 300nm-
UV-Transluminatorlicht GroRRenunterschiede der einzelnen Fragmente und l&sst eine
semiquantitative Beurteilung der L&nge der einzelnen Amplikons zu. Die Gele wurden zur

Dokumentation fotografiert und archiviert.

3.5.5 Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)

Mittels Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP)-Analyse ist es mdoglich,
Mutationen innerhalb eines Gen-Abschnitts zu erkennen und mit Hilfe der Gel-
Elektrophorese sichtbar zu machen. Hierzu wird ein Amplikon bestimmter Lange mit einer
Endonuklease vermischt und bei der fir die Endonuklease optimalen Temperatur Ty flr
einige Zeit inkubiert. Ist eine fur das Endonuklease-Enzym spezifische Stelle innerhalb eines
Allels vorhanden, so spaltet das Enzym den Gen-Abschnitt an einer fur dieses Enzym
spezifischen Stelle. Die Schnittstellen innerhalb eines Allels der in der vorliegenden Arbeit

verwendeten Restriktions-Endonukleasen zeigt Tabelle 9.

Tabelle 9: Schnittstellen der verwendeten Restriktions-Endonukleasen
Bsml Taql Fokl
5¢...GAATGCN/...3¢ 5¢..T/ICGA...3¢ 5°...GGATG(N)g™....3°¢
3°..CTTAC/GN...5° 3. AGC/T...5¢ 3°...CCTAC(N)13_...5°
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Die Anwesenheit einer Schnittstelle fur die Bsml-Endonuklease wird mit dem Buchstaben
(b), die Abwesenheit mit (B) bezeichnet. Entsprechend zeigt (t) und (f) die Anwesenheit und
(T) und (F) die Abwesenheit der Schnittstelle des Taql- und Fokl-Enzyms an. Somit ergeben
sich fir die Polymorphismen jeweils drei Mdglichkeiten: (bb), (tt) und (ff) zeigen jeweils eine
Restriktionsschnittstelle auf beiden Allelen, (Bb), (Tt) und (Ff) zeigen jeweils einen
heterozygoten Genotyp und die Typen (BB), (TT) und (FF) deuten auf die homozygote
Abwesenheit der Restriktionsstelle hin. So zeigt sich in der Gel-Elektrophorese beim Typ BB
eine Bande der Lange 900bp, der Typ Bb eine 900bp und eine 760bp-Bande, wahrend man
beim Genotyp bb lediglich eine 760bp-Bande findet.

Die Analyse der Genloci der Allele erfolgte im Anschluss an die PCR. Folgender Ansatz
wurde in einem sterilen 1500ul Tube pipettiert: 8ul PCR-Puffer; 2ul 10x Puffer (10mM Tris-
HCI, 10mM MgCl,, 100mM KCI, 100ug/ml BSA), 1ul Bsml bzw. Tagl bzw. Fokl
Endonuklease (10* U/ml), Hybaid-AGS, Heidelberg, 9ul H,O.

Die Anséatze wurden bei entsprechenden Temperaturen (Bsml - 37°C, Taql - 37°C, Fokl -
31°C) fir 10 Stunden inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine erneute Auftragung auf ein 2%
Agarose TAE Gel und die Betrachtung unter dem UV-Licht (300nm). Die Abbildungen 2-4

zeigen entsprechende Bandenmuster zum Bsml-, Taql- und FoklI-Polymorphismus.
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Abbildung 2: Gel-Bandenmuster des Bsm I-Polymorphismus

Bsm I - Polymorphismen

Marker
bb BB Bh (l)p123)

872bp -
603bp -

194bp -

Abbildung 3: Gel-Bandenmuster des Taql-Polymorphismus
Taq I - Polymorphismen

Marker
T Tt u (bp123)

495bp -

290byp -
245bp -
205bp -
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Abbildung 4: Gel-Bandenmuster des Fokl-Polymorphismus

Fok I - Polymorphismen

Ff FF ff  Marker
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3.5.6 Statistik

Entsprechend dem Resultat der VDR-Genotypisierung wurden die Patienten(innen) in die
Subgruppen BB, Bb, bb / FF, Ff, ff / TT, Tt, tt unterteilt. Die deskriptive Darstellung der
Parameter erfolgt in tabellarischer Form mit Mittelwert, Standardabweichung und der
jeweiligen Fallzahl. Im Rahmen der statistischen Analyse wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) fur die Parameter von Interesse durchgefiihrt. Als multipler
Anschlusstest an die Varianzanalyse wurde aufgrund des ungleichen Stichprobenumfangs der
drei Gruppen der Scheffé-Test verwandt (Sachs, 1997). Waren die Voraussetzungen flr die
Durchfuhrung einer einfaktoriellen Varianzanalyse nicht erfillt (Normalverteiltheit,
Varianzhomogenitét), wurde der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test mit anschlielendem
Dunn-Test fir multiple Vergleiche durchgefiihrt (Kruskal et al., 1952, 1953; Dunn, 1964).

Das Signifikanzniveau dieser Studie liegt bei o=0,05.
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4  Ergebnisse

Im der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 56 Patienten (innen)innen mit Erftllung der
modifizierten New-York-Kriterien der ankylosierenden Spondylitis untersucht. Im
Gesamtkollektiv befanden sich 18 Patientinnen mit einem Durchschnittsalter von 44,5 Jahren
sowie 38 Patienten mit einem Durchschnittsalter von 44,5 Jahren. Das durchschnittliche Alter
bei Diagnosestellung lag bei den Frauen im Alter von 33,4 Jahren, das der ménnlichen AS-
Patienten bei 32,9 Jahren. Die durchschnittliche Dauer der Krankheits-Symptomatik betrug
im vorliegenden Krankengut bei den Ménnern 22,9 Jahre, bei den Frauen 21,1 Jahre. Das
aktuelle CRP lag wie auch das mediane CRP bei den AS-Patienten im Vergleich zu den AS-

Patientinnen geringftigig hoher. Die exakten Daten des Gesamtkollektivs enthalt Tabelle 7.

Im Gesamtkollektiv zeigte sich eine Osteopenie an der LWS mittels DEXA-Messung (T-
Score) in 12,5% der Falle (7/56), am linken Schenkelhals mittels DEXA-Messung (T-Score)
in 19,6% der Falle (11/56), bei der CT-Spongiosamessung (T-Score) zeigte sich eine
Osteopenie in 37,5% der Félle (21/56). Die Daten im Einzelnen sind der Tabelle 10 zu
entnehmen.

Bei Betrachtung der mannlichen ankylosierenden Spondylitis-Gruppe konnte eine signifikante
Assoziation der Knochendichte (DEXA-LWS, DEXA-LWS-T-Score, DEXA li. Schenkelhals,
DEXA li. Schenkelhals-T-Score, CT-Spongiosa und CT-Spongiosa-T-Score) mit den Fokl-
Genotypen nachgewiesen werden (siehe Tabelle 14, Abbildungen 5-10). Hierbei zeigten sich
die niedrigsten Knochendichtewerte flr die Gruppe FF (p<0,05). Das mediane C-reaktive
Protein (CRP) sowie das aktuell gemessene CRP war fiir den Genotyp FF signifikant am
hochsten (p<0,05; siehe Tabelle 14 und Abbildungen 11 und 12), wohingegen die
Blutsenkungsgeschwindigkeit keine signifikante Assoziation aufwies. Laborchemische
Vergleichsparameter der Knochenmetabolismus-Marker Osteocalcin, Ostase und letztlich
auch der Deoxypyridinolin-Crosslinks im Urin zeigten keine signifikanten Korrelationen im
vorliegenden Kollektiv. Diese Daten sind der Tabelle 14 zu entnehmen.

Bei den AS-Patienten lieB sich eine signifikant verminderte Knochendichte (p<0.05; DEXA-
li. Schenkelhals, CT-Spongiosa) aufzeigen, allerdings ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Tag-Polymorphismen im Anschlusstest (siehe Tabelle
16 und Abbildung 13 und 14).

Fur den Bsm-I-Polymorphismus zeigte sich bei ménnlichen AS-Patienten keine Assoziation

mit den ermittelten Knochendichtewerten (siehe Tabelle 12).
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Eine signifikante Assoziation des Serum-Osteocalcins mit den ermittelten Genotypen konnte
nicht aufgezeigt werden, in allen Kollektiven lagen die ermittelten Werte zudem innerhalb des
Normbereichs. Auch die Bestimmung der Ostase ergab keine signifikanten Unterschiede.
Ebenfalls ohne signifikante Assoziation mit den Genotypen Bsml, Taql und Fokl zeigten sich
die ermittelten, weitgehend knochenspezifischen Deoxypyridinolin-Crosslinks im Urin als
Marker des Knochenabbaus. Der Vergleich der verschiedenen VDR-Genotypen mit den
Parametern des Knochenstoffwechsels ergab daher insgesamt keine Assoziation bestimmter
Genotypen mit Veranderungen der Marker des Knochenmetabolismus bei Patienten mit
Spondylitis ankylosans.

Eine signifikante Korrelation mit dem Bath Ankylosing Disease Activity Index konnte
ebenfalls nicht hergestellt werden: Sowohl bei der Bestimmung der Vitamin-D-Rezeptor-Gen-
Polymorphismen Bsm-1, Apa-l als auch bei der Bestimmung des Taq-I-Polymorphismus
zeigte sich kein statistisch einem MalR der
Krankheitsaktivitait BASDALI.

Signifikante Unterschiede der KorpergroRe von Frauen zwischen den Genotypen TT und Tt

signifikanter Zusammenhang mit

mit einer niedrigeren KdrpergrofRe des Genotyps Tt im Vergleich zu TT konnten aufgezeigt
werden (p<0,05). Die mannliche Gruppe zeigte diesbezlglich keine signifikanten
Unterschiede, auch flr die Genotypen Bsml und Fokl konnten in der vorliegenden Arbeit
keine signifikanten Assoziationen mit der KorpergroRe hergestellt werden.

Als nicht signifikant erwies sich die Korrelation des Koérpergewichtes der méannlichen und

weiblichen Patienten mit den ermittelten Genotypen des Vitamin-D-Rezeptors.

Tabelle 10: Resultate der Knochendichtemessungen

Gesamt (n = 56) AS-Patientinnen (n = 18) | AS-Patienten (n = 38)
Osteopenie Osteoporose Osteopenie Osteoporose Osteopenie Osteoporose
DEXA-LWS (T-Score) 7 (12,5%) 3 (5,3%) 2 0 5 3
DEXA-li. SH (T-Score) 11 (19,6%) | 3 (5,3%) 1 1 10 2
CT-Spongiosa (T-Score) | 2 (3,5%) 19 (34%) 1 3 1 16
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Tabelle 11: Mittelwerte und Standardabweichungen der Bsml-Genotypen bei Frauen

BsmI-Gruppen

Frauen BB Bb bb Sig.  Gesamt
Mean + SD N Mean + SD N Mean + SD N p Mean + SD N
Osteocalcin 260+072 3 3,31 + 1,30 10 306+107 5 066 312+114 18
(ng/ml)
asszs)e 1753+499 3 1971+ 7,68 10 1714+227 5 073 1863+608 18
&r&sﬁlgﬁnw 640£387 3  656+533 10 392+091 5 054  580£429 18
Groe (cm) 169,33+ 153 3 170,60 + 4,25 10 170,00+485 5 089 17022+395 18
Gewicht (kg) 7200+755 3 7350+ 688 10 7160+709 5 087 7272+667 18
(DBE@S;XLSZ) 077+014 3  078+019 10 071+014 5 074  076+016 18
'gl’grse )ap (T- 040+148 3 0,52 + 0,95 10 -032+163 5 048  027+123 18
(DBE,\;(S;/' Csn'jz) 073+028 3  075+012 10 065+014 5 053  072+015 18
li. SH (T-Score) ~ 0,13+220 3 047 +124 10 -052+140 5 047  014+142 18
CT-Kortikalis  )g595 5318 3 20906+5839 10 28430+5414 5 089 29492 +5360 18
(mg/l)
CT-Spongiosa 3,981 3  -039+135 10 -014+194 5 093 -026+150 18
(T-Score)
gélslg’ong'osa 14993+ 4301 3 131,00 +4765 10 14474+3971 5 076 13797 +4310 18
BSG (mm/h) 21,00+ 2606 3 14,90 + 8,44 10 1900+1362 5 074 17,06+12,95 18
CRP (mg/l) 760+450 3 10,60 6,34 10 1530+1365 5 046 1141+865 18
med. CRP (mg/l) 1027 +3,15 3 11,62 +5,30 10 1480+858 5 054 1228+602 18
BASDAI 600+173 3  450+1,08 10 520+179 5 027  494+143 18
Alter (Jahre) 4200+557 3 3800+1144 10 3980+901 5 3917+972 18
g:gﬂ%‘;‘e Gahre) 3100520 3 31701025 10 3720858 5 3311+912 18
(Sjimt)ome 3033+603 3 1850+10,16 10 2300+696 5 21,72+949 18
Egﬂlg)he'“da“er 2500+964 3 13,20 + 8,60 10 1560+740 5 1583 +9,05 18
%Eﬁg;;:’g’fm 9400+ 11,014 3 10020+1729 10 9880+ 2630 5 98,78 + 1846 18
(%Eﬁgrgh;':n 10333+3384 3 10240+1497 10 86,00+1430 5 98,00 + 1898 18
Schmerzskala 6500+21,79 3  5500+1509 10 52,00+ 16,05 5 5583 + 16,02 18
Ott (cm) 3233+058 3 31,40+ 117 10 32304097 5 3181+1,10 18
Schober (cm) 1433+076 3 13,40+ 158 10 1440+042 5 1383+ 129 18
APH (U/) 110,67 +7,09 3 12690+4574 10 119,80 2357 5 12222 +3581 18
OHP (mg/24h)  1467+7,02 3 1591+1365 10 13,10+808 5 1492 + 11,01 18
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Tabelle 12: Mittelwerte und Standardabweichungen der Bsml-Genotypen bei Mannern

Bsml-Genotypen

Méanner BB Bb bb Sig.  Gesamt
Mean £ SD N Mean = SD N Mean + SD N p Mean + SD N
82‘;*;?)5"“” 505+244 6 412+ 1,71 15 393+110 15 036  419+163 36
asszs)e 2432+508 6 21,75+735 15 2502+1157 15 061 2354+902 36
Crosslinks
(nM Dpd/mM) 8,05+655 6 755 + 517 15 712+774 15 096  746+640 36
Groe (cm) 175,67 +344 6 179,53 + 7,23 15 17500+535 15 0,12 177,00+623 36
Gewicht (kg) 7500 +6,07 6 7353 +672 15 7387+747 15 091 7392+678 36
DEXA LWS
(BMDIgiem?) 067021 6 077024 15 082+024 15 043  077+023 36
'gl’gf’e )"p (T- 103+138 6  -016+153 15 052+119 15 007 -002+144 36
DEXA li. SH
(BMD gler?) 0704020 6 076 +0,24 15 073+019 15 084  073+021 36
li. SH (T-Score) ~ -0,63+155 6  -0,23 + 1,66 15 -005+116 15 071 -022+142 36
g;l)omkans 21293 +4560 6 26236+7569 15 26741+5459 15 020 256,23 + 6459 36
CT-Spongiosa
(T-Score) 1304121 6  -0,73+ 145 15 -099+139 15 068 -093+137 36
g@ﬁ;’ong'os"" 108,18 £51,34 6 114,81+4610 15 9887 +5088 15 0,67 107,06+ 4813 36
BSG (mm/h) 1733+2326 6 1753+1313 15 1087+909 15 038 1472+1379 36
CRP (mg/l) 2135+2722 6 12,57 9,47 15 1332+1359 15 047 1435+1502 36
med. CRP (mg/l) 23,75+ 1643 6 1527 + 8,27 15 1495+1001 15 021 1655+ 10,80 36
BASDAI 667+197 6  473+263 15  467+191 15 017  503+231 36
Alter (Jahre) 3767+1601 6 4027 +1080 15 4947 +1536 15 4367 + 1425 36
Alter bei 3433+1352 6  2867+1298 15 3467 +1378 15 3211 +1335 36
Diagnose (Jahre)
Zimt)ome 1783+987 6 1793+11,80 15 27,93+1316 15 2208+ 12,80 36
Egﬂlg)he'“da“er 1183+705 6 1507+1109 15 2493+1378 15 18,64 + 12,75 36
DEXA-LWS 8150+ 1050 6  9433+2055 15 99,13 +1539 15 9419 + 17,82 36
% Altersnorm
DEXAi. SH 8033 +1602 6 951342164 15 9053 +1472 15 92,25 + 17,80 36
% Altersnorm
Schmerzskala 7500 + 1643 6  5467+2615 15 5133+2326 15 56,67 + 2449 36
Ott (cm) 31424049 6 31,77 +1,08 15 31,77+094 15 31,71+ 094 36
Schober (cm) 1250 +138 6 1313+ 1,39 15 12,70+136 15 1285+ 136 36
APH (U/l) 196,83 + 60,09 6 15340+4462 15 164,00 +3557 15 165,06 + 4528 36
OHP (mg/24h) 2682+ 1610 6 2547 +1535 15 20,03+1579 15 2343+ 1548 36
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Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Fokl-Genotypen bei Frauen
Fokl-Genotypen
Frauen FF Ff ff Sig.  Gesamt
Mean £ SD N Mean + SD N Mean + SD N p Mean + SD N
82‘2?1‘;;"“” 325+085 6  2,38+0,63 6 361+138 7 012  311+111 19
837'5)6 1805+207 6 17,70 3,29 6 2079+956 7 062 1895+606 19
Crosslinks
(1M Dpd/mM) 392+107 6  835+658 6 533+222 7 017  584+417 19
Groe (cm) 16750 +339 6 171,83+ 431 6 17200+332 7 008 17053 +406 19
Gewicht (kg) 7450 +554 6 70,50 + 8,09 6 7314+612 7 058 T7274+648 19
DEXA LWS
(BMDI/g/cm?) 079£020 6 067%015 6  079%014 7 041  075+016 19
'gl"o’rse )ap (T- 007+143 6 -032+131 6  071+096 7 034  018+124 19
DEXA li. SH
(BMD glor?) 067+017 6 075+0,15 6 072+015 7 070  071+015 19
li. SH (T-Score)  -035+1,57 6 0,38+ 128 6 014+154 7 069  006+142 19
(Cr;éfl)o”'ka“s 31878+ 6016 6 27262+5057 6 28089+4522 7 033 29024 +5504 19
CT-Spongiosa 5194901 6 -018+112 6 -061+142 7 082 -032+148 19
(T-Score)
g@ﬁ;’o”g'osa 14498 £5229 6 13518+3189 6 12907 +4708 7 0,82 13603 +4274 19
BSG (mm/h) 1250 + 11,11 6 2617+1677 6 1114+515 7 007 1632 +13,00 19
CRP (mg/l) 888+78L 6 1653+1131 6  826+417 7 017 1107+854 19
med. CRP (mg/l) 12,63+755 6 13,15+ 6,10 6 1194+523 7 094 1254+596 19
BASDAI 483+194 6  550+122 6  471+111 7 060 500+141 19
Alter (Jahre) 39,83+ 10,07 6 4183 8,01 6 3671+1078 7 3932 +946 19
Alter bei 3433+1050 6 3583+09,11 6 3043+783 7 3337 £893 19
Diagnose (Jahre)
Zmoet)ome 2417 +7,94 6 24,00 + 8,56 6 1586+1082 7 21,05+9,67 19
Egﬂlg)he'“da“er 2033+831 6 1533+ 8,89 6 1086+888 7 1526 +9,14 19
DEXA-LWS 101,33+2280 6 8683+1153 6 104,00+ 1748 7 97,74 +1850 19
% Altersnorm
DEXAi. SH 9350 2130 6 9967 +2040 6 97,86 + 1807 7 97,05 + 1890 19
% Altersnorm
Schmerzskala 55,00 +1949 6 62,50 + 1541 6 54,29 + 16,18 7 57,11 + 16,53 19
Ott (cm) 31,92 +128 6 3217 +041 6 3121+129 7 3174 +111 19
Schober (cm) 13,67 £ 1,33 6 14,17 +0,52 6 13,86 + 1,77 7 13,89 £ 1,29 19
APH (U/) 11750 + 36,42 6 131,33+3121 6 12814+4833 7 12579 +38,12 19
OHP (mg/24h)  1253+887 6 16,18 +7,38 6 1647 +1502 7 15,14 + 10,75 19
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Tabelle 14: Mittelwerte und Standardabweichungen der Fokl-Genotypen bei Mannern

Fokl-Genotypen

Manner FF Ff Ff Sig. Gesamt
Mean £ SD N Mean + SD N Mean + SD N p Mean + SD N
83?;%""“” 459+207 8  412+141 22 391+186 8 070 418+ 163 38
Zfézs)e 2340+557 8 2436+1056 22 2151+659 8 075  2356+887 38
Crosslinks
(M Dod/mM) 555+279 8  822+739 22 7114520 8 0,59 742+622 38
GroBe (cm) 176,25+ 292 8 176,73+ 7,36 22 17925+486 8 056 177,16+617 38
Gewicht (kg) 7313+264 8 7295+ 781 22 7688+530 8 035  7382+662 38
DEXA LWS "
(BMDIgien?) 0574027 8 081021 22 088+02L 8 0,02 078 +024 38
'g(‘:’g’fe ;"p (T- A45+127 8  038+143 22 063+090 8 <001*) 005+150 38
DEXA li. SH N
(BMD glon?) 0554019 8  077+0,19 22 081+017 8 0,01* 073+020 38
li. SH (T-Score) ~ -145+127 8 0,02+ 1,28 22 054+117 8 001*) -018+140 38
(Cnréfl)o”'ka"s 230,88 + 61,52 8 26382+6893 22 25588+7138 8 051 25521 + 6745 38
CT-Spongiosa i i} i «1) i}
(-Soore) 213+114 8 -057+124 22 -083+141 8 0,02 095+137 38
E‘,n']l'élslgmnglosa 6250 + 4581 8 116,65+4181 22 116,64 +47,72 8 001*) 10525+ 4817 38
BSG (mm/h) 21,88+2088 8 1273+1167 22 1413+832 8 027  1495+1365 38
CRP (mg/l) 2933+ 2466 8 10,82+ 776 22 933+439 8 <001*) 1440+ 1464 38
med. CRP (mg/l) 29,05+ 1230 8 1145 + 7,02 22 1656+622 8 <0,01*) 1623+ 10,63 38
BASDAI 613+230 8  473+221 22 488+230 8 032 505+225 38
Alter (Jahre) 49.88 + 1251 8 4432+1513 22 3950+ 1324 8 4447 + 1430 38
Alter bei 32,75+1251 8 3391+1526 22 3000+88 8 32,84 + 13,38 38
Diagnose (Jahre)
Zimt)ome 2725+1219 8 2309+1334 22 17,88+ 1254 8 2287 +12,98 38
Egﬂlg)he'“da“er 2325+1348 8 1986+ 1292 22 1450+ 12,77 8 19,45 + 1298 38
DEXA-LWS 7950 + 1488 8 9750+ 1688 22 10150 + 16,65 8 9461 +1792 38
% Altersnorm
DEXAi. SH 7838+1630 8 96141677 22 10050 + 1751 8 9332 + 1822 38
% Altersnorm
Schmerzskala 6500+ 27,26 8 5227+2409 22 6125+2167 8 56,84 + 2428 38
Ott (cm) 31,38+1,03 8 31,73+0,90 22 31,75+1,10 8 31,66 +095 38
Schober (cm) 11,75+139 8 1318+ 1,02 22 1269+175 8 1278 +136 38
APH (U/) 188,63+ 5527 8 16345+4204 22 157,00 + 42,17 8 167,39 + 4525 38
OHP (mg/24h) 30,00 + 1556 8 2174+17,19 22 2701+1251 8 2459 + 1599 38
Y Signifikant unterschiedlich: Gruppe FF zu den Gruppen Ff und ff
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Tabelle 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der Taql-Genotypen bei Frauen

Taqgl-Genotypen

Frauen TT Tt Tt Sig.  Gesamt
Mean £ SD N Mean + SD N Mean = SD N p Mean + SD N
83?;%""“” 336+130 10 2,88+104 6 273+015 3 0,60 311+ 1,1119
asszs)e 1741 +344 10 2238 + 842 6 1720+69 3 026 1895+ 6,0619
Crosslinks
(M Dod/mM) 621+535 10 597 +284 6  433+188 3 08l 584+ 41719
GroRe (cm) 172,40 + 341 10 167,17 + 3,19 6 171,00+436 3 003*) 17053+ 4,06 19
Gewicht (kg) 71,00+ 7,59 10 75,00 + 5,83 6 7400+1,00 3 048 7274+ 64819
DEXA LWS
(BMDigien?) 0774014 10 078+0,21 6 063+013 3 042 075+ 01619
'S-(\:’grse )ap (T- 041+115 10 018+1,35 6 -057+154 3 052 018+ 12419
DEXA li. SH
(BMD glen) 0734014 10 070+0,221 6 069+011 3 08 071+ 01519
li. SH (T-Score) 0,12+ 142 10 -0,03 + 1,74 6 007+123 3 098 006+ 14219
(Cr;éfl)o”'ka“s 20000 + 4795 10 20582 +7334 6 27690+6336 3 090 20024+ 559419
CT-Spongiosa
(T-Score) 003+1,34 10 -0,93+1,89 6 -027+103 3 048 032+ 14819
gélslg’ong'osa 14544 + 3949 10 12362 +5497 6 12947+2995 3 0,62 13603+ 427419
BSG (mm/h) 1820+ 1476 10 1300+1128 6 1667 +1305 3 076 1632+ 13,0019
CRP (mg/l) 10,85+ 944 10 9.82+774 6 1430+920 3 078 1107+ 85419
med. CRP (mg/l) 10,53 +555 10 14,80 + 7,29 6 1473+242 3 032 1254+ 59619
BASDAI 470+125 10 517 +1,72 6 567+153 3 058 500+ 14119
Alter (Jahre) 3770 + 10,80 10 3950 + 9,38 6 4433+321 3 3932+ 94619
Alter bei 3340 + 1046 10 30,67 + 5,68 6 3867+902 3 3337+ 89319
Diagnose (Jahre)
Zimt)ome 1820 +9,68 10 2533 + 8,80 6  2200+11,36 3 2105+ 9,67 19
E;?]’:'e‘)he'tscja“er 12,80+7,38 10 21,83+981 6 1033+839 3 1526+ 9,14 19
DEXALWS 14170+ 1012 10 0617+1946 6 8767 +1580 3 97,74+ 18,50 19
% Altersnorm
DEXANLSH 45150 +1924 10 9400+2192 6 8833 +1041 3 97,05+ 18,90 19
% Altersnorm
Schmerzskala 59,50 + 17,71 10 50,00+ 1517 6 6333 +1528 3 5711+ 16,53 19
Ott (cm) 32154094 10 3150 +1,22 6 3083+104 3 3174+ 11119
Schober (cm) 14,00+ 085 10 1333+ 1,94 6 1467+058 3 1389+ 1,29 19
APH (U/l) 12410+ 3625 10 12517 +4257 6 132,67 +5046 3 12579+ 38,12 19
OHP (mg/24h)  1161+627 10 1992+1664 6 1733+569 3 1514+ 10,75 19

Y Signifikant unterschiedlich: Gruppe TT zu der Gruppen Tt
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Tabelle 16: Mittelwerte und Standardabweichungen der Tagl-Genotypen bei Mannern

Taqgl-Genotypen

Manner TT Tt Tt Sig.  Gesamt
Mean £ SD N Mean + SD N Mean + SD N p Mean £ SD N
83?;%""“” 424+140 16 421+ 2,02 17 386+078 5 090  418+163 38
asszs)e 2574+832 16 22,85 + 8,60 17 1897+1119 5 031 2356+887 38
Crosslinks
(M Dod/mM) 561+217 16 866+ 774 17 904+883 5 031  742+622 38
Groe (cm) 17713+ 6,06 16 178,00 + 6,82 17 17440+391 5 053 177,16+6,17 38
Gewicht (kg) 7319 +487 16 74,76 + 8,36 17 7260+541 5 073 7382+6,62 38
DEXA LWS
(BMDIgiem?) 069+025 16 0,85 + 0,24 17 080+018 5 016  078+024 38
'g(‘:’g’fe ;"p (T- 038+157 16 031+139 17 052+160 5 033  005+150 38
DEXA li. SH "
(BMD glon?) 065+017 16 082 +0,22 17 069+015 5 0,05 0734020 38
li. SH (T-Score) ~ -078 +132 16 0,34 + 1,36 17 -006+129 5 007 -018+140 38
g;l)omkans 237.03 + 6746 16 274.66+7290 17 244402840 5 028 25521+ 6745 38
CT-Spongiosa ;564199 16 -055+142 17 -040+076 5 006 -095+137 38
(T-Score)
(Cnréﬁg’ong"’sa 8197 51,33 16 12064 +4031 17 12744+3596 5 003*) 10525 + 4817 38
BSG (mm/h) 1788 +1591 16 1206+1212 17 1540+1081 5 048 14,95+ 1365 38
CRP (mg/l) 20,06 + 1859 16 9,06 + 7,68 17 1442+1418 5 0,10 1440 + 14,64 38
med. CRP (mg/l) 18,65 + 12,67 16 13,88 + 8,48 17 1650+1041 5 045 1623 +10,63 38
BASDAI 575+218 16 441 +235 17 500+187 5 024  505+225 38
Alter (Jahre) 4813 + 1555 16 4259 + 1364 17 3920+ 1169 5 4447 + 1430 38
Alter bei 3750 1682 16 2953 +941 17 2920947 5 3284 +1338 38
Diagnose (Jahre)
Zimt)ome 2681+ 1450 16 2059+ 1071 17 18,00+ 14,05 5 2287 +1298 38
g;?::'e‘)he'“da“er 2319+1485 16 17,35+1068 17 14,60+1313 5 1945 + 1298 38
DEXA-LWS 8750 + 1626 16 9888 +1801 17 102,80 #1775 5 9461 +1792 38
% Altersnorm
DEXAIi. SH 8750 + 1836 16 100,00 + 1827 17 8920 1123 5 93321822 38
% Altersnorm
Schmerzskala 60,63 + 2380 16 5353+2644 17 56002074 5 56,84 + 2428 38
Ott (cm) 3181+111 16 31,35+0,75 17 32204084 5 3166+ 095 38
Schober (cm) 1238+135 16 12,88+ 1,45 17 1370+045 5 12,78+ 136 38
APH (U/l) 176,60 + 4736 16 15624 + 4278 17 17560 + 4744 5 167,39 + 4525 38
OHP (mg/24h) 27,85+ 16,74 16 2339+16,14 17 1822+1310 5 2459 + 1599 38

) Keine signifikanten Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen im Anschlusstest
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Abbildung 5: DEXA LWS bei mannlichen AS-Patienten in Abhéngigkeit von Fokl-
Genotypen. Auswertung ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 6: LWS ap (T-Score) bei mannlichen AS-Patienten in Abhangigkeit von
Fokl-Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 7: DEXA li. Schenkelhals (BMD g/cm?) bei ménnlichen Patienten mit AS,
abhangig von Fokl-Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 8: Li. Schenkelhals (T-Score) bei mannlichen Patienten mit AS, abhangig von
Fokl-Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 9: Li. Schenkelhals (T-Score) bei mannlichen Patienten mit AS, abhéngig von
Fokl-Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 10: CT-Spongiosa (mg/l) bei mannlichen Patienten mit AS, abhangig von
Fokl-Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 11: CRP (mg/l) bei mannlichen Patienten mit AS, abhangig von Fokl-
Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 12: Medianes CRP (mg/l) bei mannlichen Patienten mit AS, abhangig von
Fokl-Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 13: DEXA li. Schenkelhals (BMD g/cm?) bei mannlichen Patienten mit AS,
abhéngig von Tag-1-Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest
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Abbildung 14: CT-Spongiosa (mg/l) bei mannlichen Patienten mit AS, abhangig von
Tag-1-Genotypen. Auswertung: ANOVA mit multiplem Anschlusstest

Ménnliche Patienten mit AS
200

180 J *p<0,05 (ANOVA)

160 +
140 4 w

120 4

100 4

80 A

60

CT-Spongiosa (mg/l)

40

20

TT Tt tt



Diskussion 51

5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Probenaufbereitung

Es gibt vielfaltige Moglichkeiten, DNA fiir eine PCR zu gewinnen. In der vorliegenden Arbeit
wurde die DNA aus Blut extrahiert. Nach erfolgter Blutentnahme wird die Koagulation des
Blutes durch EDTA-Zusatz in die Blutréhrchen verhindert. Heparin ist zur Antikoagulation
nicht geeignet, da es zu einer Hemmung der DNA-Amplifizierung kommt. Ebenso hemmen
Porphyrinverbindungen die PCR deutlich, weshalb sie durch Lysieren der Erythrozyten und
anschlieBende Abzentrifugation der Leukozyten aus dem Probenansatz entfernt werden.
Wahrend der DNA-Extraktion kénnen Substanzen, die zur Zelllyse und zur Denaturierung
verwendet werden, die PCR konzentrationsabhangig inhibieren. Im Allgemeinen hemmen
nichtionische Detergentien die PCR bis zu einer Konzentration von 5% nicht, ionische
Detergentien werden von der PCR allerdings nur in sehr geringer Konzentration toleriert.
Daher missen notwendige ionische Detergentien mittels Phenolextraktion und folgender
Ethanolféallung aus dem Probenansatz entfernt werden.

Zur Extraktion der DNA mittels Detergentien ist in aller Regel die Zugabe von Proteinase K
notwendig. Dieses Enzym baut denaturierte Proteine ab. Eine Entfernung oder Inaktivierung
der Proteinase K aus dem Probenansatz vor anschlielender PCR ist notwendig, da es die
DNA-Polymerase beeinflusst. Dies erfolgt durch Denaturierung der Proteinase K bei 95°C,
eine anschlieende Phenolextraktion zerstort die Proteinase K ebenfalls. Eine anschlieRende
Zentrifugation trennt die in der organischen Phenolphase verbleibende Proteinase K von der
DNA in der wéssrigen Phase. Restliche Phenolspuren werden durch Ethanolfallung eliminiert
(Newton et al., 1994). Die Bestimmung knochenspezifischer alkalischer Phosphatase muss
aus Serum erfolgen. EDTA-, Heparin- und Zitratplasma sind hierfiir nicht geeignet, dies gilt
auch fur hdmolytische Proben (Parfitt et al., 1987, Winterbottom et al., 1992). Osteocalcin
sollte aus Serumproben bestimmt werden, eine Bestimmung aus EDTA-Plasma ist jedoch
maoglich.

Die Probengewinnung fir die Bestimmung der Knochenstoffwechselparameter umfasste
jeweils das Abzentrifugieren der zelluldren Blutbestandteile und die Lagerung der Proben bei
—20°C. Die Urinproben zur Bestimmung der DPD-Crosslinks wurden ebenfalls

abzentrifugiert und bei —20°C gelagert.
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5.1.2 Auswahl der Messparameter

Da die Produktion des Osteocalcins sowie die Kollagensynthese durch Calcitriol Gber den
VDR reguliert werden, ist die Struktur des VDR-Gens moglicherweise an den genetischen
Einflissen auf die Knochendichte beteiligt. Auf dieser Hypothese basieren zahlreiche
Untersuchungen beziglich des Zusammenhangs zwischen VDR-Gen-Polymorphismen und
Knochendichte (Kelly et al., 1995). Bei den Messparametern des Knochenstoffwechsels
handelt es sich um Parameter des Knochenanbaus (BAP, OC) und des Knochenabbaus
(DPD). Die knochenspezifische alkalische Phosphatase (BAP) ist ein Isoenzym der gesamten
alkalischen Phosphatase. Osteocalcin (OC) wird ausschlieBlich von Osteoblasten und
Odontoblasten wéhrend des Knochenanbaus gebildet und primar in die Knochenmatrix
eingebaut, jedoch gelangt auch ein Teil des gebildeten OC in das periphere Blut und kann dort
quantitativ erfasst werden (Garnero et al., 1994, Masters et al., 1994, Deftos, 1991, Epstein,
1988). Deoxypyridinolin (DPD) entsteht auf enzymatischem Weg bei resorptiven VVorgangen
am Knochen, gelangt in die Zirkulation und wird unverdndert renal ausgeschieden. Die
Ausscheidung von DPD wird durch Erndhrungsgewohnheiten nicht beeinflusst (Delmas,
1992, Withold et al., 1995). Die Bestimmung unterschiedlicher Parameter des
Knochenstoffwechsels  soll  dabei helfen, auch minimale Verdnderungen des
Knochenmetabolismus bei Patienten mit ankylosierender Spondylitis zu erfassen. Ebenso
wird versucht mit Hilfe der Knochenstoffwechselparameter die klinische Relevanz der VDR-

Gen-Polymorphismen herauszustellen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die letzten Jahrzehnte der Forschung hinsichtlich der ankylosierenden Spondylitis wurden
hauptsachlich der Pathogenese der Knochenneubildung sowie der sekundéren Verkndcherung
des Bandapparates gewidmet. 1990 wurde erstmals Uber die vertebrale Osteoporose und
daraus resultierende Kompressionsfrakturen als eine hdufige Komplikation der
ankylosierenden Spondylitis berichtet (Ralston et al., 1990). Ursachlich stehen neben einer
medikamentésen Therapie mit Glukokortikoiden die vermehrte Immobilisation,
Erndhrungsfaktoren, Bewegung sowie Freisetzung von Zytokinen im Vordergrund. Der

Einfluss genetischer Faktoren ist sicherlich nicht zu unterschatzen.
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Vitamin-D besitzt eine zentrale Rolle im Knochenstoffwechsel (Gallagher et al., 1990). In der
Vergangenheit wurden mehrfach mdgliche immusuppressive Wirkungen des Vitamin-D bei
entzindlich rheumatischen Erkrankungen diskutiert: Der Einfluss von Vitamin-D und dessen
Rezeptor in chronisch entzlindliche Prozesse konnte sowohl in in-vitro-Untersuchungen
(Spittler et al.,, 1997, D"Ambrosio et al., 1998, Larsson et al.,, 1998) als auch bei
unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn, Diabetes mellitus Typ | und
der Autoimmunhepatitis nachgewiesen werden (Vogel et al., 2002, Simmons et al., 2000, Ban
et al., 2001). Klinische Studien konnten einen immunmodulatorischen Einfluss des Vitamin-D
bei Patienten mit ankylosierender Spondylitis aufzeigen (Lange et al., 2001, Lange, 2000),
eine Suppression aktiver T-Zellen sowie eine Suppression der T-Zell-Proliferation konnte
aufgezeigt werden (Amento, 1987).

Bei Patienten mit ankylosierender Spondylitis konnte bereits eine negative Korrelation der
Erkrankungsaktivitat mit Serumspiegeln von Vitamin-D und Parathormon nachgewiesen
werden, bei  erhohter  Krankheitsaktivitdit  zeigten  sich ~ zudem  vermehrte
Knochenresorptionsmarker als Zeichen einer knochenkatabolen Situation (Lange et al., 2001).
Ein Beitrag eines verminderten Vitamin-D-Serumspiegels zu einer Erhéhung der
Krankheitsaktivitat bei ankylosierender Spondylitis ist demnach denkbar, bei der
rheumatoiden Arthritis wurde dies bereits 1998 beschrieben (Oelzner et al., 1998). Bei
ankylosierender Spondylitis konnten erhohte Serum-Spiegel des Zytokins TNF-alpha als
Entzindungsmediator nachgewiesen werden (Lange et al., 2000), die Therapie mit anti-TNF-
Alpha bei ankylosierender Spondylitis ist mittlerweile aufgrund des guten Ansprechens
klinischer Symptome (Baeten et al., 2001, Braun et al., 2003) etabliert. TNF-alpha fordert
sowohl die Osteoklastogenese als auch die Apoptose von Osteoblasten und besitzt somit
Einfluss sowohl auf die Knochenresorption als auch auf die Knochenneubildung (Quinn et al.,
2001). TNF-alpha ist in der Lage die Bindung von Vitamin-D an das Vitamin-D bindende
Element des Osteocalcin-Gens zu hemmen (Fernandez-Martin et al., 1998, Kuno et al. 1994),
weiterhin wird eine Verminderung der 24-Hydroxylase-Aktivitdt in den Nieren angenommen
(Schacht, 2000). Hemmende Einflusse von Vitamin-D sowohl beziglich der Expression von
TNF-alpha Messenger-RNA (mRNA) als auch auf die TNF-alpha Proteinsynthese in vitro
wurden nachgewiesen (Shany et al., 2001).

Somit erscheint ein Einfluss von Vitamin-D und seines Rezeptors auf die Regulation der
Entziindungskaskade und des Knochenstoffwechsels bei entzundlich rheumatischen
Erkrankungen wie der ankylosierenden Spondylitis denkbar, insbesondere aufgrund der

Tatsache, dass verschiedene Fokl-Genotypen in der Translation des VDR unterschiedlich
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lange MRNA-Strange bewirken und somit einen geénderten VDR in allen Korperzellen
exprimieren.

Balzer et al. konnten 1999 zeigen dass eine Assoziation der Knochendichte am Achsenskelett
mit Polymorphismen der VDR-Allele mit Einfluss auf den Knochenstoffwechsel und die
Frakturrate besteht (Baltzer et al., 1999). Hinweise auf Zusammenhénge der Knochendichte
und der Akut-Phase-Proteine mit dem Translations-Initiations-Polymorphismus des Vitamin-
D-Rezeptors, dem sog. Fokl-Polymorphismus, konnte die Arbeitsgruppe um Obermayer-
Pietsch et al. 1999 aufzeigen (Obermayer-Pietsch et al., 1999). Weitere Untersuchungen zum
Fokl-Polymorphismus deuten auf eine mogliche Assoziation einer verminderten
Knochendichte und einer genetischen Prédisposition bei bestimmten Genotypen hin (Gross et
al., 1996, Harris et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit konnten bei an ankylosierender Spondylitis Erkrankten ebenfalls
signifikante Assoziationen der Knochendichte mit dem Fokl-Polymorphismus aufgezeigt
werden. Ménnliche Patienten mit dem Genotyp FF zeigten hierbei im Vergleich zu
mannlichen AS-Patienten mit dem Genotyp Ff oder ff eine signifikant niedrigere
Knochendichte sowohl an der Wirbelséule, hier mittels DEXA und QCT-Messung ermittelt,
als auch am linken Schenkelhals am Ward schen Dreieck, hier durch die DEXA-Messung
bestimmt. Hierbei muss betont werden dass insbesondere die Messung einer erniedrigten
Knochendichte im Bereich der LWS mit der QCT-Messung falsch-hohe Knochendichtewerte
aufgrund von Uberlagerungseffekten, wie sie bei der DEXA-Messung beobachtet werden,
ausschlieft.

Weiterhin konnte eine signifikante Erhohung der systemischen Entzindungsaktivitat bei
méannlichen AS-Patienten mit Nachweis des Fokl-Genotyp FF im Vergleich zu den
Genotypen Ff und ff hergestellt werden. Es kann daher ein direkter Zusammenhang zwischen
dem Vitamin-D-System und Entziindungsprozessen am Knochen angenommen werden, eine
Vermittlung konnte ber TNF-alpha oder andere Zytokine erfolgen. Die Expression des
Vitamin-D-Rezeptors konnte bei unterschiedlichen Fokl-Genotypen verandert sein. Im
Normalkollektiv kénnte dieser Einfluss minimal sein, bei Patienten mit ankylosierender
Spondylitis jedoch kodnnte eine Vitamin-D-Interaktion mit Zytokinen die Ausbildung einer
Osteoporose fordern. Dies kdnnte als Erklarung dafiir dienen, warum im hier vorliegenden
Kollektiv die niedrigste Knochendichte bei Patienten mit FF-Genotyp gefunden wurde,
wéhrend dieser Zusammenhang in vorhergehenden Untersuchungen bei Patienten mit
primarer Osteoporose sowie bei Untersuchungen an jungen Gesunden nicht gefunden wurde
(Gross et al., 1996, Rizzoli et al., 2001, Ferrari et al., 1998).
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Die Befunde weisen auf eine Geschlechtsabhéngigkeit hin: Bei an ankylosierender
Spondylitis erkrankten Patientinnen zeigte sich ndmlich keine signifikante Assoziation der
Knochendichte mit den bestimmten VDR-Polymorphismen. Dies konnte im Rahmen der
geringen Fallzahl zu werten sein, weitere Untersuchungen an einem groReren Kollektiv
erscheinen daher sinnvoll. Keine Signifikanzen zeigten sich sowohl bei mannlichen als auch
bei weiblichen AS-Erkrankten bezuglich der Analyse der Patienten hinsichtlich der

Bestimmung der Bsml- und Tag-Polymorphismen.

5.3 Ausblick

Die Zusammenhénge zwischen Mutationen des VDR und der Knochendichte und damit das
Osteoporoserisiko erscheinen unter Berticksichtigung der Publikationen der letzten Jahre
komplexer als urspriinglich vermutet: Neben Mechanismen der ossédren Mineralisation ist
auch eine intakte Synthese der organischen Grundsubstanz fur die Knochenstabilitidt von
groller Bedeutung. 90% des Knochenbindegewebes stellt das Kollagen-1 dar. Bei der
Osteogenesis imperfecta ist eine Vielzahl exonischer Mutationen des Collagen I-alpha-1-Gens
beschrieben (Zhuang et al., 1996), was mit Strukturdefekten von Strukturproteinen und
erhdhter Frakturrate einhergeht (Cohn et al., 1986). Eine 1998 publizierte Studie Uber die
Auspragung von Vitamin-D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen und Collagen I-alpha-1-Gen-
Polymorphismen bei Mannern und Frauen mit Osteoporose belegt teilweise die Vermutung,
dass mehrere Polymorphismen die Knochendichte synergistisch beeinflussen (Cordes et al.,
1998).

Insgesamt zeigt sich in der vorliegenden Arbeit bei ménnlichen Patienten mit ankylosierender
Spondylitis der Fokl-Polymorphismus als interessanter genetischer Marker der
Knochendichte als auch der Entziindungsaktivitit der Erkrankung. Die pathophysiologischen
Mechanismen hierfiir sind derzeit noch unklar. Eine friihzeitige Erfassung eines erhéhten
Osteoporoserisikos  bei Patienten ~ mit  ankylosierender  Spondylitis  mittels
molekularanalytischer Bestimmungsmethoden konnte eine gezielte friihzeitige Prophylaxe
und Therapie ermdglichen. Derzeit stellt eine routinemaRige Bestimmung von Genmutationen
des Vitamin-D-Rezeptors in der tdglichen Praxis noch keine realistische Option dar.
Inwieweit ein dauerhafter Einsatz von Vitamin-D bei AS-Patienten sich als Vorteil oder als

Nachteil erweist muss durch weitere Studien geklart werden.
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6 Zusammenfassung

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung mit erhéhtem Risiko fur
Knochenfrakturen und diesbeziiglich erhohter Morbiditdt und Mortalitat aufgrund einer
Verminderung der Knochenmasse, einer verdnderten Knochenarchitektur sowie insgesamt
einer verminderten Knochenfunktion. Eine erbliche Komponente der Knochendichte konnte
in Zwillings- und Familienstudien belegt werden. Eine Reihe von Publikationen widmet sich
dem molekulargenetischen Hintergrund der Knochendichte. Assoziationen der Knochendichte
mit Vitamin-D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen mit unterschiedlichen, teils widersprichlichen
Ergebnissen wurden in der Vergangenheit beschrieben.

Die sekundare Osteoporose mit konsekutiven Frakturen stellt eine haufige Komplikation der
ankylosierenden Spondylitis dar. In der vorliegenden molekulargenetischen Arbeit wurden die
Beziehungen zwischen Vitamin-D-Rezeptor-Gen-Polymorphismen, Knochenstoffwechsel,
Knochendichte und Aktivitatsindizes der ankylosierenden Spondylitis untersucht. Hierbei
zeigte sich bei mannlichen Patienten eine signifikante Assoziation der Knochendichte an der
Wirbelsaule und dem linken Schenkelhals als auch der Entziindungsaktivitait mit dem
Translations-Initiations-Polymorphismus Fokl (Genotyp FF). Keine Signifikanzen konnten
fur Bsml- und Taql-Genotypen aufgezeigt werden. Bei an ankylosierender Spondylitis
erkrankten Frauen konnten keinerlei diesbeziigliche Signifikanzen aufgezeigt werden.

Die pathophysiologischen Mechanismen der vorgestellten Assoziation sind unklar. Dennoch
lasst sich aus den vorliegenden Daten ein Einfluss einer FF-Allelkombination im Bereich des
Vitamin-D-Rezeptors auf die Knochendichte und mdglicherweise auf die Frakturrate bei
méannlichen Patienten mit ankylosierender Spondylitis annehmen. Eine Analyse der Allele des
Vitamin-D-Rezeptors konnte eine friihzeitige Erfassung eines Osteoporoserisikos bei
méannlichen AS-Patienten darstellen. Eine diesbezlglich friihzeitige Erfassung des
Osteoporoserisikos konnte eine individuelle Risikoeinschitzung jedes Patienten mit
frihzeitiger Einleitung einer osteoprotektiven Medikation und damit einer Verzdgerung,
bestenfalls einer Vermeidung osteoporotischer Frakturen zur Folge haben. Derzeit stellt eine
routinemélige Bestimmung von Genmutationen des Vitamin-D-Rezeptors in der téglichen

Praxis allerdings noch keine realistische Option dar.
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Summary

Osteoporosis is a systemic skelettal disease with high risk of bone fractures and is associated
with high morbidity and mortality due to low bone mass. Changing in bone architecture which
results in reduced bone function are common findings. Hereditary findings have been
described before. Several candidate genes have been discussed as being involved in the
pathogenesis of osteoporosis. A number of different loci within the vitamin D receptor gene
(VDR) have been shown to be significantly associated with bone mineral density and calcium
absorption in several reports, but results have been controversially discussed in different
populations.

Secondary osteoporosis with bone fractures is a well known complication of patients with
ankylosing spondylitis (AS). In this study the relationship was investigated between vitamin
D receptor gene polymorphism and bone metabolism, bone mineral density (BMD) and
disease activity in patients with AS. In male patients the Fokl-genotype FF was significantly
associated with spinal and with femoral bone mineral density. The inflammation marker CRP
was also significantly associated with the FF-genotype. The genotype Bsml and Taql showed
no association in male patients. Female patients with ankylosing spondylitis showed no
significant association with either Fokl, Bsml or Tagl-genotypes of the VDR.

The pathophysiologics of the presented association is still unclear. The findings propose a
close association of BMD and inflammatory activity with VDR Fokl genotypes in and

possibly association of fracture rates in male AS patients.
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8.3 Abkulrzungsverzeichnis

AP
Aqua dest.
AS
ASAS
BASDAI
BP

BSG
Bsw.
BWK
cDNA
cm

CRP
DEXA
DMARD
DNA
dNTP
DPD
ds-DNA
EDTA
ESSG
etc.

Fa.

h

HLA

MRNA

Alkalische Phosphatase

Aqua destillata

Ankylosierende Spondylitis
Assessments in ankylosing Spondylitis
Bath Ankylosing Spondylitis Activity Index
Basenpaare
Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit
Beispielsweise

Brustwirbelkorper

complementary DNA

Zentimeter

C-reaktives Protein

Dual-energy x-ray absorptiometry
Disease modifying antirheumatic drug
Dexoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotid-Triphosphat
Deoxypyridinolin

Doppelstrang-DNA
Ethylendiamintetraessigséaure
European Spondylarthropathy Study Group
Et cetera

Firma

Stunde

Humanes Leukozytenantigen

Jahr

Kilogramm

Liter

Links

Lendenwirbelkdrper

Meter

Milligramm

Milliliter

Messenger-RNA



Anhang

nm Nanometer

nM Nanomol

NSAR Nichtsteroidale Antirheumatika
oC Osteocalcin

PCR Polymerase-Kettenreaktion

pmol Pikomol

QCT Quantitative Computertomographie
RA Rheumatoide Arthritis

RIA Radio-Immun-Assay

SE-QCT Single-Energy-quantitative Computertomographie
SH Schenkelhals

Stad. Stadium

Tab. Tabelle

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

u.a. unter anderem

USw. und so weiter

VDR Vitamin-D-Rezeptor

WHO Weltgesundheitsorganisation

z.T. zum Teil
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