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Otwarte badanie wptywu etydronianu na markery obrotu
kostnego, wskazniki zapalenia i uktad RANKL/OPG w aktywnym
zesztywniajacym zapaleniu stawdéw kregostupa.

Pilotowe badanie wptywu etydronianu na liczbe i aktywnos¢ metaboliczng
prozapalnej subpopulacji monocytéw CD14+CD16+ we krwi pacjentow
z zesztywniajagcym zapaleniem stawow kregostupa

Open study to evaluate etidronate influence on bone markers, inflammation and
RANKL/OPG system in ankylosing spondylitis (AS) patients with active inflammation.

Effect of etidronate on number and metabolic activity of proinflammatory subpopulation of blood
monocytes CD14+CD16+ in AS patients — a pilot study
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Streszczenie

Cel pracy: Ocena wptywu 3-miesiecznego cyklicznego leczenia
etydronianem (bisfosfonianem) na markery kostne, wskazniki
zapalne i uktad RANKL/osteoprotegeryna (RANKL/OPG) u pacjen-
toéw z aktywnym zesztywniajacym zapaleniem stawéw kregostu-
pa (ZZSK). Ocena wptywu etydronianu na liczbe prozapalnych
monocytéw CD14+CD16+ i ich aktywnos¢ metaboliczng u pacjen-
tow z aktywnym ZZSK.

Materiat i metody: Etydronian podawano (w dwéch 14-dniowych
cyklach) 25 mezczyznom spetniajgcym nowojorskie kryteria roz-
poznania ZZSK, u ktérych stwierdzono zwiekszone stezenia
wskaznikéw zapalnych (OB i/lub CRP). Przed podaniem leku

Summary

Objective: The aim of the study was to assess the effect of eti-
dronate (bisphosphonate) on bone markers, inflammatory mar-
kers and RANKL/OPG in male subjects with active ankylosing
spondylitis (AS). To explore the influence of etidronate on num-
ber and metabolic activity of proinflammatory subpopulation
of blood monocytes CD14+CD16+ in AS patients.

Material and methods: Etidronate (two 14-days cycles) was
administered in a group of 25 men fulfiling New York AS criteria
and having elevated ESR and/or CRP values. Osteocalcin (OC,
formation marker), telopeptid B-CTx (CTX, resorption marker),
soluble receptor activator of nuclear factor kB ligand (SRANKL)
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i po kolejnych cyklach oznaczano osteokalcyne (OC, marker ko-

Sciotworzenia), telopeptyd B-CTx (CTX, marker resorpcji), roz-

puszczalny ligand receptora aktywujgcego czynnik jadrowy kB

(receptor activator of nuclear factor kB ligand — sSRANKL) i oste-

oprotegeryne (OPG).

Wyniki: Po leczeniu etydronianem stwierdzono istotne staty-

stycznie zmniejszenie sie stezen CTX, OC i CRP oraz nieistotne

statystycznie zmniejszenie stezenia sRANKL, natomiast zwiek-
szenie stezenia OPG. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy marke-
rami kostnymi a CRP, sRANKL i OPG, a takze pomiedzy CRP

a sSRANKL i OPG. Wykazano dodatnig korelacje pomiedzy wskaz-

nikiem sRANKL/OPG wyjsciowym i po 1. cyklu oraz wyjsciowym

i po 2. cyklu. Nie stwierdzono réznic w bezwzglednej liczbie sub-

populacji monocytdw, tj. prozapalnej (CD14+CD16+) i klasycznej

(CD14++CD16-) przed 1. cyklem i po 1. cyklu etydronianu. Po sty-

mulacji PHA uzyskano srednio ok. 80-krotny wzrost wydzielania

immunosupresyjnej cytokiny IL-10 i ok. 40-krotny wzrost wydzie-
lania TNF-a. przez izolowane komorki jednojadrowe krwi obwo-
dowej po 1. cyklu etydronianu.

Whioski:

1. Etydronian wykazuje dziatanie antyresorpcyjne i przeciwzapal-
ne u mezczyzn chorych na ZZSK.

2. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy CRP a markerami kostny-
mi, sSRANKL, OPG i sRANKL/OPG, co sugeruje brak sprzezenia
procesu zapalenia z remodelacjg tkanki kostnej w ZZSK.

3. Etydronian nie wptywa na liczbe prozapalnych monocytéw
CD14+CD16+ we krwi obwodowej oraz zwieksza stymulowang
PHA synteze cytokin przez jednojadrowe komorki krwi obwo-
dowej, z przewaga wydzielania immunosupresyjnej IL-10.

Wstep

Zesztywniajgce zapalenie stawdw kregostupa (ZZSK)
jest przewlekta choroba zapalng, w ktérej dochodzi
do dwoch przeciwstawnych proceséw: z jednej strony
do zaniku kostnego, tj. nadzerek i uktadowej osteoporo-
zy, a z drugiej do nieprawidtowej osteogenezy powoduja-
cej zmiany strukturalne w postaci syndesmofitéw i anky-
lozy w kregostupie i stawach obwodowych [1].

Nadzerki sa wczesnym objawem ZZSK; najczesciej
obserwuje sie je w stawach krzyzowo-biodrowych
i na krawedziach trzonéw kregéw. W odrdznieniu
od reumatoidalnego zapalenia staw6w (RZS) nie sa one
jednak dominujacymi zmianami strukturalnymi. Osteo-
poroza w ZZSK rozwija sie w wyniku przewlektego
uktadowego zapalenia mediowanego cytokinami pro-
zapalnymi oraz w mniejszym stopniu i na p6zniejszych
etapach choroby czynnosciowego ograniczenia rucho-
mosci kregostupa i stawéw obwodowych [2]. W ZZSK
stwierdzono nadmierng aktywnosé¢ osteoklastéw spo-
wodowana zapaleniem [3], ktére zaburza réwnowage
w uktadzie koSciotworzenie (osteogeneza) a koSciore-
sorpcja, i prowadzi do zaniku kosci beleczkowej, a péz-
niej rbwniez korowe;.

Nieprawidtowa osteogeneza — objawiajaca sie syn-
desmofitoza i ankylozg — jest konsekwencja zaburzone-

and osteoprotegerin (OPG) were assayed before and after each
cycle of treatment.
Results: The statistically significant decrease of CTX, OC and CRP,
a non statistically significant elevation of OPG and reduction
of SRANKL after etidronate treatment were observed. There were
no correlation between bone markers and CRP, sRANKL and OPG
as well as between CRP and sRANKL and OPG. Statistically signi-
ficant correlation between sRANKL/OPG ratio before treatment
and after 1st and 2nd cycle were found. No difference between
number of proinflammatory monocytes (CD14+ CD16+) and clas-
sic monocytes (CD14++CD16-) were found before and after eti-
dronate treatment with regard to the true number of cells in
blood. Following PHA stimulation the avarage 80-fold increase
in IL-10 production and only 40-fold rise in TNF-a. were observed
after 1 cycle of etidronate in PHA-stimulated peripheral blood
mononuclear cells of patients, in comparison to cytokine produc-
tion straight before the first run of etidronate.

Conclusions:

1. Etidronate has anti-resorptive and anti-inflammatory proper-

ties in men with AS.

2. There was no correlation between CRP and bone markers,
SRANKL, OPG and sRANKL/OPG ratio which may suggest a lack
of relationship between inflammation and bone remodeling in
AS.

. Etidronate treatment does not influence the number of proin-
flammatory monocytes CD14+CD16+ in peripheral blood and
increases the PHA-stimulated cytokine production by periphe-
ral blood mononuclear cells, with prevalent immunosuppressi-
ve IL-10 synthesis.

w

go remodelowania kosci podchrzestnej w obrebie przy-
czepdw, w ktorych toczy sie w ZZSK zapalenie (enthesi-
tis i osteitis). Zapalenie powoduje migracje ze szpiku
do przyczepu komérek prekursorowych chondrocytéw,
ktére dojrzewajac, tworza chrzastke wtdknista, a na-
stepnie przeksztatcaja sie w osteoblasty produkujace
tkanke kostng [4]. Na wszystkich etapach ww. procesu
konieczna jest stymulacja chondrocytéw i osteoblastow
przez biatka morfogenetyczne kosci (bone morphoge-
nic proteins — BMP) i grupe biatek Wnt (wingless prote-
ins) [5, 6]. W tym mechanizmie dochodzi do formowa-
nia sie syndesmofitow oraz ankylozy w stawach
kregostupa i obwodowych, uwazanych za tzw. uszko-
dzenie strukturalne (structural damage) w ZZSK.

W ZZSK zachodza wiec prawdopodobnie réwnoczes-
nie dwa przeciwstawne procesy — osteoporoza i osteo-
geneza — obg, jak sie wydaje, mediowane przez zapale-
nie. Dlatego poszukuje sie lekéw, ktére z jednej strony
beda zapobiegaé¢ zanikowi kostnemu, tj. nadzerkom
i osteoporozie, a z drugiej zmianom strukturalnym w po-
staci syndesmofitow i ankylozy, czyli osteogenezie. Po-
niewaz na poczatku dominuje zapalenie powodujace
w przyczepach nadzerki, oprocz dziatania przeciwzapal-
nego korzystne bytoby rownoczesne dziatanie antyre-
sorpcyjne hamujace osteoklasty. Na p6zniejszym etapie
choroby, w ktérym dominuje osteogeneza powodujaca
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zmiany strukturalne, korzystne bytoby hamowanie mi-
gracji i dojrzewania chondrocytéw oraz osteoblastow.
Na te przebiegajace lokalnie i postepujace po sobie dwa
procesy naktada sie uktadowa osteoporoza, ktéra poste-
puje juz od wczesnych etapdéw choroby, kiedy korzystne
bytoby hamowanie aktywnosci osteoklastow.

W ujeciu komérkowym, z jednej strony, w ZZSK na-
lezy kontrolowaé aktywnos¢ prozapalng monocy-
téow/makrofagdw, a z drugiej — osteoklasty, ktére sg ko-
morkami odpowiadajacymi za niszczenie kosci oraz
osteoblasty i ich prekursory odpowiedzialne za zmiany
strukturalne. Najbardziej dystalnym uktadem zwieksza-
jacym aktywno3¢ osteoklastow jest RANKL (receptor
activator of nuclear factor kappa B ligand, ligand recep-
tora aktywujacego czynnik jadrowy xB) i OPG (osteo-
protegeryna) produkowane pod wptywem TNF-a
w osteoblastach [7]. Obecnie poszukuje sie lekow, kté-
re mogtyby w ZZSK ingerowac w te procesy.

Do opanowania zapalenia w ZZSK stosuje sie przede
wszystkim niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ),
rzadziej glikokortykosteroidy i leki modyfikujace RZS,
czyli sulfasalazyne i metotreksat. Ostatnio bardzo sku-
teczne w hamowaniu zapalenia w ZZSK okazaty sie leki
blokujace TNF-a, ale ich stosowanie wigze sie ze zwiek-
szonym ryzykiem ciezkich zakazen, nie jest znane dtu-
gotrwate bezpieczenstwo ich stosowania u mtodych pa-
cjentébw, a koszty leczenia sg dla Swiadczeniodawcy
wysokie. Zwrécono réwniez uwage na bisfosfoniany,
szczegblnie te, ktore oprécz dziatania antyresorpcyjne-
go majg réwniez witasciwosci przeciwzapalne (klodro-
nian, etydronian i pamidronian) [8].

Istnieja liczne przestanki z badan na zwierzetach,
hodowlach komérkowych i prowadzonych u pacjentéw
z RZS i ZZSK, ktoére wskazuja na potencjalne korzysci ze
stosowania bisfosfonianéw w ZZSK. Osterman i wsp.
stwierdzili w adiuwantowym RZS u szczuréw, ze klodro-
nian hamowat zapalenie i uszkodzenie strukturalne
stawdéw [9]. Podobnie w modelu adiuwantowym RZS
u myszy korzystnie dziatat pamidronian, hamujac zapa-
lenie i powstawanie nadzerek. Zoledronian, bisfosfo-
nian 1l generacji, w modelu mysim RZS indukowanym
przez TNF-o. znaczaco hamowat (pojedyncza dawka)
lub zablokowat (powtarzane dawki) nadzerki kostne
i niszczenie chrzastki stawowej, natomiast nie hamo-
wat zapalenia btony maziowej [10]. W innym badaniu
z zoledronianem, w ktérym oceniano jego wptyw na za-
palenie btony maziowej i uszkodzenie strukturalne sta-
wow u szczuréw z RZS indukowanym kolagenem,
stwierdzono, ze w badaniach histologicznych i radiolo-
gicznych istotnie zmniejszat on liczbe powstajacych
nadzerek [11]. Nie prowadzono do tej pory podobnych
badah na modelach zwierzecych ZZSK. W hodowli ko-
moérek pacjentéw z ZZSK Pan i wsp. stwierdzili, ze zole-
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dronian hamuje ekspresje RANKL na komérkach osteo-
blastycznych poprzez aktywowanie enzymu konwertu-
jacego TNF-a (TACE) [12]. W innych badaniach prowa-
dzonych w hodowlach komérkowych stwierdzono, ze
bisfosfoniany (pamidronian, klodronian, alendronian)
hamuja selektywnie dojrzewanie, réznicowanie sie i ak-
tywnos¢ prozapalna komérek linii makrofagowo-mono-
cytarnej i z tego wzgledu wykazuja dziatanie przeciw-
zapalne wyrazone zmniejszeniem produkcji cytokin
i hamowaniem wtasciwosci prezentacji antygenoéw [13].
Inne bisfosfoniany, np. etydronian, wykazaty w hodowli
synowiocytow zwierzat z indukowanym eksperymen-
talnie RZS hamowanie IL-6, PGE2, substancji P i czynni-
ka wzrostu $rédbtonka naczyniowego (vascular endo-
thelial growth factor — VEGF), co przemawia za
dziataniem hamujacym zapalenie i angiogeneze [14].
Obecnie uwaza sie, ze zapalenie w ZZSK rozwija sie
gtownie w przyczepach i kosci podchrzestnej, dlatego
tez badano w tych lokalizacjach — gtéwnie w stawach
krzyzowo-biodrowych — obecnos¢ komérek odpowiada-
jacych za zapalenie i niszczenie kosci. Francois i wsp.
stwierdzili istotnie wiekszy w poréwnaniu z grupa kon-
trolng odsetek makrofagéw CD68+ w biopsjach kosci
podchrzestnej stawdw krzyzowo-biodrowych oraz osteo-
klastow i makrofagéow w chrzgstce tych stawéw [15].
W materiale pobranym z krazkéw miedzykregowych
pacjentéw z ZZSK Brown i wsp. wykryli monocyty wy-
kazujace ekspresje katepsyny K, enzymu produkowa-
nego przez aktywowane osteoklasty [16]. Ponadto
w badaniach rezonansem magnetycznym (magnetic re-
sonance imaging — MRI) z zastosowaniem $rodka kon-
trastowego stawéw krzyzowo-biodrowych pacjentéw
z ZZSK uwidoczniono objawy zapalenia w kosci pod-
chrzestnej i przylegajacym szpiku kostnym [17]. Badana
w ZZSK aktywnosé winianoopornej fosfatazy kwasnej
(TRAP), enzymu wydzielanego przez aktywne osteokla-
sty, jest wieksza niz w grupie kontrolnej, co sugeruje
zwiekszong aktywnosé osteoklastow w tej chorobie [3].
Z dostepnych bisfosfonianéw tylko pamidronian
(podawany wytacznie dozylnie) badano u pacjentéw
z 775K w szesciu badaniach otwartych [18-23] i jednym
z randomizacja [24], w ktérym w grupie kontrolnej po-
dawano mniejszg dawke leku. Badano wskazniki zapal-
ne (CRP, OB), markery kostne i wskazniki kliniczne
(BASDAI, BASFI, BASMI) oraz zmiany w MRI. Obserwo-
wano zmniejszenie wskaznikéw zapalnych, zmniejsze-
nie intensywnosci objawéw zapalenia w MR, tj. obrze-
ku szpiku kostnego, wysieku, nadzerek i hamowanie
zapalenia przyczepéw oraz w r6znym zakresie poprawe
wskaznikéw klinicznych. Nie we wszystkich badaniach
uzyskano spadek ocenianych wskaznikéw. Stosowano
rézne schematy podawania pamidronianu (dawka i in-
terwat pomiedzy kolejnymi infuzjami) oraz badano gru-
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py w réznie zaawansowanym wieku i z rézng dtugoscia
trwania choroby. W jednym badaniu, oceniajacym mar-
kery kostne, zaobserwowano znaczace zmniejszenie
BASDAI oraz wskaznikéw kosSciotworzenia i resorpcji,
ale nie CRP, OB i BASFI. Wydaje sie, ze pamidronian
dziata bardziej na tkanke kostna i tkanki miekkie kre-
gostupa (struktury osiowe) niz na zapalenie btony ma-
ziowej staw6éw obwodowych, poniewaz nie uzyskano
jednoznacznych dowodéw zmniejszenia wskaznikéw
zapalnych we wszystkich badaniach. Poprawa kliniczna,
mierzona BASDAI i BASFI, byta niewielka i op6zniona,
zazwyczaj po 3. infuzji, a wyniki byty lepsze przy daw-
kach wiekszych i krétszych odstepach miedzy kolejny-
mi wlewami. Hamowanie aktywnosci osteoklastéw,
majace odzwierciedlenie w zmniejszeniu stezenia mar-
kerébw resorpcji, przemawia za korzystnym wptywem
na gesto$¢ masy kostnej.

Powyzsze dane, zaréwno o dziataniu antyresorpcyj-
nym, przeciwzapalnym, jak i wptywajacym na uktad
RANKL/OPG, przemawiaja za potencjalnymi korzyscia-
mi ze stosowania bisfosfonianéw w ZZSK.

Monocyty tworza (wraz z limfocytami i komérkami
NK) pule jednojadrowych komérek krwi obwodowe;j.
Z krwi migruja do tkanek, gdzie réznicuja sie m.in.
w makrofagi tkankowe i osteoklasty. Monocyty krwi
obwodowej stanowig heterogenng populacje komérek.
Réznice w ekspresji determinant CD14 i CD16 na ich
powierzchni moga by¢ podstawa do podziatu na dwie
odmienne subpopulacje monocytéw: o silnej ekspresji
czasteczki CD14 (tj. CD14++CD16—; ,klasyczne monocy-
ty”) oraz stabszej ekspresji CD14 (tj. CD14+CD16+;
»monocyty prozapalne”) wykazujgce cechy makrofa-
gow tkankowych [25]. W poréwnaniu z monocytami
CD14++CD16—, komorki CD14+CD16+ s3 gtéwnymi pro-
ducentami prozapalnego TNF-a, nie syntetyzuja IL-10
(cytokiny o najsilniej wyrazonych wtasciwosciach im-
munosupresyjnych), majg mniejszg zdolnos¢ do fago-
cytozy oraz moga uzupetnia¢ pule tkankowg komaérek
dendrytycznych. Odsetek monocytéw CD14+CD16+,
stanowiacy u oséb zdrowych ok. 9 +5% monocytéw
krwi obwodowej, rosnie u chorych z przewlektymi sta-

nami zapalnymi. Nie ustalono, czy zmienia sie liczeb-
nos¢ komorek obu subpopulacji w aktywnym ZzZSK
po leczeniu bisfosfonianami oraz jak wptywaja one
na produkcje przez monocyty cytokin prozapalnych
i przeciwzapalnych.

Cel pracy

Ocena wptywu 3-miesiecznego cyklicznego leczenia
etydronianem na markery kostne, wskazniki zapalne
i uktad sRANKL/OPG u pacjentéw z aktywnym ZZSK.
Analiza wptywu etydronianu na liczbe i aktywnos¢ me-
taboliczng (stymulowanag PHA produkcje TNF-a i IL-10)
prozapalnych monocytow CD14+CD16+ u pacjentow
z aktywnym ZZSK.

Materiat i metody

Pacjenci i kryteria zakwalifikowania
do badania

Badaniem objeto 25 mezczyzn chorych na ZZSK,
spetniajacych nastepujace kryteria zakwalifikowania
do badania:

* wiek > 18. roku zycia,

 nowojorskie kryteria rozpoznania ZZSK,

* OB > 28 mm/godz. i/lub CRP > 5 mg/l.

Kryteria wykluczenia byty nastepujace:

e obecnos¢ choroby wptywajacej na metabolizm kosci
(watroby, nerek, tarczycy, jelit, stan po resekcji zotad-
ka itp.),

« stosowanie lekow wptywajacych na metabolizm ko-
sci (np. glikokortykosteroidow),

* przeciwwskazania do stosowania bisfosfonianow,

* objawy nadwrazliwosci na etydronian lub inne bisfos-
foniany,

e brak wspétpracy w przyjmowaniu leku i pobieraniu
materiatu do badan.

Charakterystyke kliniczng i laboratoryjng pacjentéw
przedstawiono w tabeli . Uzyskano zgode komisji bio-
etycznej na przeprowadzenie badania, a chorzy przed
zakwalifikowaniem do leczenia zgodnie z protokotem ba-
dania podpisywali $wiadoma zgode na udziat w badaniu.

Tabela I. Charakterystyka wyjsciowa 25 pacjentdéw (dane kliniczne i laboratoryjne)
Table I. 25 patients characteristics at baseline (clinical and laboratory)

Charakterystyka kliniczna i laboratoryjna

Srednia (odchylenie standardowe)

wiek (lata) 41,36 £15,35

czas trwania choroby (lata) 12,72 +5,95
OB (mm/godz.) 28,36 +23,14

CRP (mg/l) 18,89 +22,52
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Podawanie leku

Etydronian dwusodowy w tabletkach 400 mg (ICN
Polfa Rzeszéw Valeant) podawano w dwdch 14-dnio-
wych cyklach (jedng tabletke dziennie) z przerwa
76-dniowa wg zaleceh producenta. W przerwie pomie-
dzy dwoma cyklami pacjenci przyjmowali preparat
wapnia i witaminy Ds.

Badania laboratoryjne

Krew do badah pobierano przed rozpoczeciem pierw-
szego cyklu (oznaczenie 0), po jego ukonczeniu (oznacze-
nie 1) oraz po ukonczeniu drugiego cyklu leczenia (ozna-
czenie 2.). Badania laboratoryjne przeprowadzono metoda
ELISA, postugujac sie zestawami firmy Biomedica [SRANKL
(rozpuszczalny RANKL), OPG] oraz Roche Diagnostic [CRP,
osteokalcyna, CTX (telopeptyd B-CTx)]. Krew do ww. badan
pobierano rano na czczo i przechowywano w temperatu-
rze —=70°C. Do badania populacji monocytéw uzywano
Swiezej krwi; prébki pobrano od trzech ostatnich pacjen-
téw zakwalifikowanych do programu — przed 1 cyklem
etydronianu i po nim. Badanie aktywnosci cytokin po sty-
mulacji wykonano pilotowo u jednego, ostatniego zakwa-
lifikowanego do programu pacjenta. Do badania subpopu-
lacji monocytéw uzywano probek Swiezej krwi (200 pl)
pobranej na EDTA. Komérki ptukano w 3 ml soli fizjologicz-
nej, nastepnie z 200 pl zawiesiny komoérkowej pozosta-
tych po wirowaniu pobierano 100 pl i barwiono przez
30 min na lodzie, w probéwkach typu TruCount z mikroku-
leczkami oraz przeciwciatami monoklonalnymi anty-
-CD45-APC, —HLA-DR-PerCP, —CD14-FITC, i -CD16-PE (BD
i Culter). Nastepnie erytrocyty lizowano 400 ul FACS Lysing
Solution (BD), a pozostate komarki niezwtocznie zbierano
(tacznie z 10 000 mikrokuleczek) i analizowano zgodnie
z instrukcja producenta, wykorzystujac cytometr przepty-
wowy FACSCanto (BD). Jednojadrowe komérki krwi obwo-
dowej izolowano na standardowym gradiencie Fikolu, sty-
mulowano 18 godz. fitohemaglutyning (PHA; 2,5 ug/ml),
a stezenia TNF i IL-10 w nadsaczach hodowlanych okresla-
no metodg cytofluorymetryczng z wykorzystaniem zesta-
wow CBA (BD), zgodnie z instrukcjg producenta.

Analiza statystyczna

Analize statystyczna przeprowadzono za pomoca
programu STATISTICA (wersja 8). W celu ustalenia roz-
ktadu zmiennych stosowano test Shapiro i Wilka. Kore-
lacje obliczano testem rang Spearmana. Parametry
mierzalne poréwnywano, stosujac test-t dla prob zalez-
nych i test ANOVA Friedmana (ze wspotczynnikiem
zgodnosci Kendalla) dla préb niezaleznych. We wszyst-
kich testach réznice uznawano za statystycznie istotne
przy wspoétczynniku p < 0,05.
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Wyniki

Stwierdzono istotnie statystyczne zmniejszenie ste-
zenia CTX, OC i CRP oraz nieistotne statystycznie
zmniejszenie stezenia sRANKL, a zwiekszenie stezenia
OPG w surowicy pacjentéow po leczeniu etydronianem
(ryc. 1-5).

Srednie stezenia badanych markeréw dla kolejnych
oznaczeh przedstawiono w tabeli Il.

Stwierdzono istotne korelacje pomiedzy markerami
kostnymi — CTX i osteokalcyna, wyjsciowo (R = 0,77;
p < 0,05) i po 2. cyklu (R = 0,65; p < 0,05). Nie stwierdzo-
no korelacji pomiedzy markerami kostnymi a CRP, SRANKL
i OPG, jak rowniez pomiedzy CRP a SRANKL i OPG.

Wykazano dodatnia korelacje pomiedzy wskaznikiem
SRANKL/OPG wyjsciowym i po 1. cyklu (R = 0,96; p < 0,05)
oraz wyjsciowym i po 2. cyklu (R = 0,8; p < 0,05). Wskaz-
nik SRANKL/OPG po 1. cyklu etydronianu zmniejszyt sie,
a po 2. cyklu powrdcit niemal do wartosci wyjsciowych
(ryc. 6; rdznice nieznamienne statystycznie).

Nie stwierdzono korelacji wskaznikéw zapalnych,
markeréw kostnych, sRANKL, OPG i sRANKL/OPG ze
wskaznikami klinicznymi ZZSK — aktywnosci (BASDAI)
i sprawnosci (BASFI).

W badaniu monocytéw krwi obwodowej nie stwier-
dzono réznic w bezwzglednej liczbie obu subpopulacji, tj.
prozapalnej (CD14+CD16+) i klasycznej (CD14++CD16-)
przed 1. cyklem etydronianu i po 1 cyklu etydronianu
(tab. ). Po stymulacji PHA uzyskano ok. 80-krotny
wzrost wydzielania IL-10 (8,1 vs 641,03 pg/ml) i ok.
40-krotny wzrost wydzielania TNF-a. (118,33 vs 4528,62
pg/ml) przez jednojadrowe komorki krwi obwodowej
po 1. cyklu podawania etydronianu.

Oméwienie wynikéw i dyskusja

W badaniu autorzy wykazali, ze etydronian istotnie
statystycznie zmniejsza stezenie markeréw resorpcji
(CTX) i tworzenia (OC) (ryc. 1i 2) oraz ich wzajemng do-
datnia korelacje, co wskazuje na jego dziatanie antyre-
sorpcyjne u mezczyzn chorych na ZZSK. Podobne wyniki
uzyskuje sie w przypadku osteoporozy pomenopauzal-
nej, w ktérej udowodniono, ze etydronian hamuje aktyw-
nos¢ osteoklastéw i wtdrnie zmniejsza aktywnos¢ osteo-
blastéw [26]. Wyniki uzyskane przez autoréw niniejszej
pracy przemawiajg wiec za tym, ze punktem uchwytu
dziatania etydronianu u mezczyzn w ZZSK sa osteokla-
sty. Réwnoczednie etydronian zmniejszyt znamiennie
stezenie CRP (ryc. 3), co moze potwierdza¢ wptyw leku
na komérki linii makrofagowo-monocytowej w ZZSK, po-
dobnie jak wptyw obserwowany w przypadku klodronia-
nu, pamidronianu i alendronianu w badaniach na zwie-
rzetach i w hodowlach komérkowych. W badaniach tych
udowodniono mechanizm tzw. recyklingu bisfosfonia-
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ANOVA Friedmana i wspétczynnik zgodnosci Kendalla 0,73;

p = 0,00003

Ryc. 1. Stezenia osteokalcyny w surowicy
przed 1. cyklem etydronianu (0), po 1. cyklu (1)
i po 2. cyklu (2).

Fig. 1. Serum concentrations of osteocalcin
before 1. cycle of etidronate (0), after 1. cycle (1)
and after 2. cycle (2).
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kolejne oznaczenia

o $rednia
[ srednia + btad standardowy
L srednia + 96* btad standardowy

ANOVA Friedmana i wspétczynnik zgodnosci Kendalla 0,63;
p = 0,00014

Ryc. 2. Stezenia CTX w surowicy przed 1. cyklem
etydronianu (0), po 1. cyklu (1) i po 2. cyklu (2).
Fig. 2. Serum concentrations of CTX before 1
cycle of etidronate (0), after 1 cycle (1) and
after 2. cycle (2).

Tabela Il. Srednie stezenia badanych markeréw w poszczegélnych pobraniach
Table Il. Avarage concentrations of biochemical markers in consequtive assessment

Badane parametry | pobranie Il pobranie Il pobranie
(wyjsciowe) (po 1. cyklu) (po 2. cyklu)
OC [ng/ml] 27,11 19,72 24,87
CTX [ng/ml] 0,42 0,28 0,35
CRP [mg/l] 18,89 17,30 15,21
SRANKL [pmol/[] 0,23 0,17 0,18
OPG [pmol/I] 2,54 2,83 2,71
SRANKL/OPG 0,135 0,089 0,104

néw, polegajacy na przechodzeniu czasteczek leku
z osteoklastow, ktére sa pierwszymi ,docelowymi” ko-
moérkami dla bisfosfonianéw, do przylegajacych do nich

makrofagéw i monocytéw in situ.

W badaniu pilotowym monocytéw autorzy nie wy-
kazali zmniejszenia liczby subpopulacji prozapalnej
o fenotypie CD14+CD16+ we krwi obwodowej
pod wptywem etydronianu; niemniej u jedynego pa-
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ANOVA Friedmana i wspétczynnik zgodnosci Kendalla 0,29; ANOVA Friedmana i wspétczynnik zgodnosci Kendalla 0,1;
p =0,017 p = 0,54
Ryc. 3. Stezenia CRP w surowicy przed 1. cyklem Ryc. 4. Stezenia sRANKL w surowicy przed
etydronianu (0), po 1. cyklu (1) i po 2. cyklu (2). 1. cyklem etydronianu (0), po 1. cyklu (1) i po
Fig. 3. Serum concentrations of CRP before 2. cyklu (2).
1 cycle of etidronate (0), after 1. cycle (1) and Fig. 4. Serum concentrations of sRANKL before
after 2. cycle (2). 1 cycle of etidronate (0), after 1 cycle (1) and
after 2. cycle (2).
Tabela lll. Liczebnos¢ komérek subpopulacji monocytéw przed i po 1. cyklu etydronianu — wartosci dla 3
pacjentéw i srednie
Table Ill. Numbers of monocytes in two subpopulations before and after 1. cycle of etidronate — for 3 patients
and mean values
Pacjenci Wykonanie Bezwgledna liczba Bezwgledna liczba
badania CD14+/CD16+ w pl krwi ~ CD14++/CD16—w pl krwi
pacjent PG przed 1. cyklem 36,67 503,00
po 1. cyklu 24,57 354,91
pacjent WL przed 1. cyklem 45,35 503,42
po L cyklu 62,89 581,50
pacjent KB przed 1. cyklem 46,14 410,36
po 1. cyklu 51,59 518,10
Srednia przed 1. cyklem 42,72 472,26
po 1 cyklu 46,35 484,84
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ANOVA Friedmana i wspétczynnik zgodnosci Kendalla 0,007;
p = 0,095

Ryc. 5. Stezenia OPG w surowicy przed 1. cy-
klem etydronianu (0), po 1. cyklu (1) i po 2. cyklu
).

Fig. 5. Serum concentrations of OPG before 1.
cycle of etidronate (0), after 1 cycle (I) and
after 2. cycle (2).

cjenta, u ktérego oznaczano wydzielanie cytokin,
stwierdzono, Zze po podawaniu etydronianu produk-
cja IL-10 (przeciwzapalnej) wzrosta 80-krotnie, a TNF-o
(prozapalnego) tylko 40-krotnie. MoZna zatozy¢, ze ety-
dronian stosowany in vivo aktywuje monocyty do pro-
dukcji cytokin pod wptywem nieswoistych bodzcéw
prozapalnych (np. PHA), jednakze réwnowaga syntezy
czynnikéw prozapalnych i przeciwzapalnych jest znacz-
nie przesunieta na korzys¢ tych ostatnich. Obecnie nie
wiadomo, jak pod wptywem etydronianu modyfikuje
sie liczba i aktywnosé¢ monocytéw/makrofagow tkan-
kowych, ktére potencjalnie moga byt zaangazowane
w remodelacje tkanki kostnej i podtrzymywanie miej-
scowego stanu zapalnego. Zaktadajac, ze monocyty
obu subpopulacji moga migrowac do tkanek (w ktérych
u pacjentdw z ZZSK toczy sie proces zapalny), etydro-
nian moze modulowaé¢ odpowiedzZ zapalng monocytéw
w kierunku wzmozenia produkcji cytokin przeciwzapal-
nych przez monocyty ,klasyczne” w stopniu znacznie
wiekszym niz prozapalnych przez monocyty subpopula-
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wskaznik sSRANKL/OPG

kolejne oznaczenia
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ANOVA Friedmana i wspétczynnik zgodnosci Kendalla 0,02;
p=0,84

Ryc. 6. Wskaznik sRANKL/OPG w surowicy
przed 1. cyklem etydronianu (0), po 1 cyklu (1)
i po 2. cyklu (2).

Fig. 6. Serum sRANKL/OPG ratio before 1. cycle
of etidronate (0), after 1. cycle (1) and after 2.
cycle (2).

cji CD14+CD16+, co z kolei wptywatoby pozytywnie
na zapalenie miejscowe. Wydaje sie wiec, Zze badania
prowadzone na modelu in situ mogtyby wyjasni¢ rze-
czywisty wptyw leku na przebudowe strukturalng kosci
i aktywnos¢ prozapalng monocytéw/makrofagéw
w ZZSK.

Wprawdzie nie opublikowano dotychczas badah
z wykorzystaniem etydronianu w ZZSK u ludzi, wyniki
badania autoréw mozna odnies¢ do dwodch badan
w RZS u ludzi. W pierwszym podawanie interwatowe
przez 72 tyg. etydronianu zahamowato ekspresje mar-
kera resorpcji (dezoksypirydynoline), ktérego zmniej-
szenie korelowato ze zmniejszeniem wskaznikéw za-
palnych (IL-6); uzyskano réwniez skuteczniejsze
w poréwnaniu z grupa kontrolng hamowanie niszcze-
nia stawéw mierzonego skalg Larsena [27]. W drugim
badaniu podawanie interwatowe etydronianu przez
3 lata spowodowato wzrost gestosci mineralnej kosci
i aktywnosci fosfatazy zasadowej (markera kosciotwo-
rzenia) oraz zmniejszenie wydalania z moczem dezo-
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ksypirydynoliny, markera resorpcji kosci; zmniejszyto
sie rowniez w porébwnaniu z grupg kontrolng uszkodze-
nie stawdw oceniane za pomoca skali Larsena [14].

W badanej grupie autorom nie udato sie wykazac
oczekiwanej dodatniej korelacji stezei markeréw kost-
nych z CRP, w odréznieniu od pierwszego z wyzej cyto-
wanych badan. Jedna z przyczyn moze by¢ mata liczeb-
nos¢ grupy badanej. Nalezy jednak pamietaé, ze
w Swietle ostatnio dostepnych badan, w ZZSK moze nie
wystepowac sprzezenie procesu zapalnego z przebudo-
wa tkanki kostnej, szczegélnie osteogenezg, co do nie-
dawna wydawato sie oczywiste ze wzgledu na analogie
do RZS [1, 28]. Van Der Heijde i wsp. wykazali bowiem,
ze leczenie ZZSK przez 2 lata blokerami TNF-a. (etaner-
ceptem, infliksymabem) hamowato wprawdzie zapale-
nie, ale nie ostabiato tempa uszkodzenia strukturalne-
go (syndesmofitozy i ankylozy), ktérego postep
mierzono wskaznikiem radiologicznym mSASSS (modi-
fied Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score) w krego-
stupie. Przemawia to za brakiem zwiazku zapalenia
z remodelacja kosci [29, 30]. W poszukiwaniu wyttuma-
czenia tego zaskakujacego faktu Maksymowych propo-
nuje hipoteze, w ktorej podstawowa role odgrywa biatko
Dickkopf-1 (DKK-1) [31]. Diarra i wsp. wykazali, ze to
biatko powstajace pod wptywem TNF-a. hamuje aktyw-
nos¢ BMP i Wnt, czyli gtdwnego uktadu aktywujacego
migracje, dojrzewanie i aktywnos¢ chondrocytéw i na-
stepnie ich transformacje do osteoblastéw tworzgcych
syndesmofity i ankyloze [31]. A zatem w ZZSK TNF-a.
poprzez DKK-1 paradoksalnie dziata ,korzystnie”, ha-
mujac osteogeneze, dlatego tez wg Maksymowycha
blokowanie TNF-a powodujac ,zwolnienie hamulca”
w postaci DKK-1, zwieksza tempo osteogenezy, tak nie-
korzystnej w ZZSK [32]. Lories i wsp. postulujg, ze brak
takiego sprzezenia jest obserwowany w péZzniejszych
stadiach choroby, kiedy zapalenie ma juz charakter ty-
powy dla ZZSK, tj. przewlekty i nawracajacy, a wtedy
nie jest juz sprzezone z kosciotworzeniem, ktére uzy-
skuje pewna autonomie [4]. Sprzezenie takie nato-
miast najprawdopodobniej wystepuje na wczesnym
etapie choroby, kiedy dochodzi do tzw. entheseal stress
w obrebie przyczepbw, powodujacego ostre zapalenie
i rownoczesne zaktywowanie komérek prekursorowych
chondrocytéw w kosci podchrzestnej. Na tym wcze-
snym etapie hamowanie zapalenia moze by¢ skutecz-
ne w ostabieniu wtérnej i sprzezonej z nim remodelacji
tkanki kostnej, tj. gtéwnie niekorzystnej osteogenezy.
Wyniki badania autoréw, czyli brak zwigzku zapalenia
(CRP) z remodelacja tkanki kostnej (markery kostne)
po interwencji lekiem — ktory, jak wykazano w niniej-
szej pracy, dziata korzystnie na oba te procesy — mozna
by odnies¢ do ww. teorii. Nalezy uwzgledni¢ fakt, ze
Sredni czas trwania ZZSK w obserwowanej grupie wy-
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niést ok. 13 lat, co trzeba uznac za pézny etap choroby,
na ktérym oba te procesy przebiegajg juz rozbieznie.

Kim i wsp. wykazali, ze stezenie sRANKL jest
w ZZSK zwiekszone i koreluje ujemnie z gestoscia ma-
sy kostnej, co sugeruje, ze patogeneza osteoporozy
w ZZSK moze byé zwigzana z nieprawidtowo zwiekszo-
nym wskaznikiem RANKL/OPG i silniejsza stymulacja
osteoklastow [33]. Zmniejszenie stezenia sRANKL
i zwiekszenie stezenia OPG w badanej grupie leczonej
etydronianem nie byto istotne statystycznie (ryc. 4 i 5).
Niemniej nalezy pamietac, ze RANKL jest produkowany
gtownie lokalnie w tkance kostnej przez osteoblasty
pod wptywem TNF-a, dlatego wyniki oznaczer we krwi
nie musza oddawac rzeczywistych relacji in situ. Vando-
oren i wsp. badali uktad RANKL/OPG btony maziowej
w RZS i seronegatywnych spondyloartropatiach (SpA)
przed leczeniem i po leczeniu blokerem TNF-o i udo-
wodnili podobna ekspresje wyjsciowa RANKL/OPG
w obu tych jednostkach chorobowych [34]. Ponadto
stwierdzili, ze ich ekspresja w SpA nie korelowata z na-
sileniem zapalenia ,,na obwodzie” i nie zmieniata sie
pod wptywem leczenia anty-TNF, co réwniez potwier-
dza brak zwigzku zapalenia z remodelacja tkanki kost-
nej w ZZSK.

Autorzy niniejszej pracy wykazali natomiast dodatnig
korelacje pomiedzy wskaznikiem sRANKL/OPG wyjscio-
wym i po 1. cyklu oraz wyjsciowym i po 2. cyklu, co mo-
gtoby przemawiaé za réwnoczesnym ,,proporcjonalnym”
wptywem etydronianu na synteze obu tych czynnikéw.
Biorac pod uwage patofizjologie przebudowy tkanki
kostnej, ,wspélnym mianownikiem” zmniejszenia
RANKL i OPG mégtby by¢ osteoblast, ktory syntezuje oba
te zwiazki, jednak biorac pod uwage patomechanizm
dziatania etydronianu, wydaje sie mato prawdopodobne,
aby wptywat on bezposrednio na osteoblasty. Zmniejsze-
nie sSRANKL i wskaznika sRANKL/OPG po 1. cyklu etydro-
nianu, a ich wzrost po 2. cyklu — wartosci wskaznika
SRANKL/OPG powrdcity niemal do wyjsciowych (ryc. 4 i 6)
— mozna by wyttumaczyé hipoteza, ze hamowanie po
1. cyklu etydronianu osteoklastéw i zapalenia (TNF
zwieksza wydzielanie RANKL) powoduje zmniejszenie
SRANKL i sSRANKL/OPG. Natomiast po 2. cyklu obserwuje
sie nagromadzenie RANKL ze wzgledu na zmniejszenie
liczby dostepnych i aktywnych komérek efektorowych
dla RANKL, czyli dojrzatych osteoklastow (uszkodzenie
wewnatrzkomérkowego uktadu ATP przez etydronian)
i nasileniem kompensacyjnego dojrzewania linii osteo-
klastycznej, co wymaga od uktadu osteoimmunologicz-
nego sterujacego przebudowa tkanki kostnej w choro-
bach zapalnych, takich jak ZZSK, wiekszego stezenia
SRANKL
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Oczywiscie, kwestig otwartg pozostaje dawkowanie
leku i jego wptyw na uzyskane wyniki. Lek nie jest za-
rejestrowany do leczenia ZZSK i osteopenii/osteoporo-
zy wtérnej w ZZSK. Autorzy stosowali dawkowanie za-
lecone przez producenta i zarejestrowane dla
osteoporozy pomenopauzalnej u kobiet. W innych cho-
robach, np. chorobie Pageta czy hiperkalcemii nowo-
tworowej, dawkowanie etydronianu rézni sie znacznie,
tj. podaje sie dawki dzienne do 20 mg/kg m.c.
przez 3-6 mies. Wydaje sie, ze stosowanie wiekszych
dawek metoda interwatowa lub ciggta moze miec
wiekszy wptyw na stezenie oznaczanych substancji,
a to z kolei moze sie przektada¢ na wiekszy wptyw le-
ku na przebudowe tkanki kostnej (remodeling) w ZZSK.

Whnioski

1. Etydronian podawany cyklicznie wykazuje dziatanie
antyresorpcyjne i przeciwzapalne u mezczyzn cho-
rych na ZZSK.

2. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy CRP a markerami
kostnymi, sSRANKL, OPG i sSRANKL/OPG, co sugeruje
brak sprzezenia procesu zapalenia z remodelacja
tkanki kostnej w ZZSK.

3. Etydronian nie wptywa na liczbe prozapalnych mo-
nocytéw CD14+CD16+ we krwi obwodowej, nato-
miast silnie indukuje stymulowana PHA produkcje
przeciwzapalnej IL-10 przez monocyty wchodzace
w sktad puli jednojadrowych komérek krwi obwodo-
wej.
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