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Abstrakt

Uvod: Ve ztraté kosti u juvenilni idiopatické artritidy (JIA) hraje vyznamnou roli zanét.
Prozanétlivé cytokiny i glukokortikoidy (GCs), mohou aktivovat osteoklastickou resorpci.
Soucasné¢ muze byt utlumena kostni novotvorba a to zejména prostiednictvim inhibitort
proteinil, které kontroluji diferenciaci osteoblast. Cilem prace bylo ovéfit hypotézu, ze u
pacientil s vysoce aktivni JIA se vyznamné uplatituje utlumeni kostni novotvorby inhibitory
Wingless (Wnt) proteint - Dickkopfem 1 (Dkk-1) a sklerostinem. Krom¢ denzitometrického
meifeni kostni a svalové hmoty byly hodnoceny markery aktivity onemocnéni, kostniho
metabolismu a remodelace u mladych dospélych pacientl s JIA pfed a béhem 2 let anti TNFa
(tumor necrosis factor a) 1é¢by, ktera snizuje aktivitu onemocnéni.

Vysledky: U pacientt s JIA, ktefi dosud nedostavali biologickou 1é¢bu, byla oproti zdravym
kontrolam vyznamné niz$i hustota kostniho mineralu (BMD, g/cm?). Hodnoty BMD a slozeni
téla u JIA vyznamné zavisely na trvani onemocnéni JIA a na lé¢eni GCs. Sérova koncentrace
sklerostinu byla u JIA vyznamné vyssi v porovnani s hodnotami u kontrolni skupiny zdravych
0sob. Hodnoty ostatnich sledovanych markerti se mezi JIA a kontrolami neliSily. U pacientt
byla zjiSténa pozitivni korelace mezi Dkk-1 a C-reaktivnim proteinem (hsCRP). Vyznamna
korelace byla zjisténa i mezi hodnotou skore aktivity onemocnéni 28 (DAS 28) a osteokalcinu
a osteoprotegerinu, nikoli vSak hodnotou markeru stupné celotélové resorpce (C-terminalnim
telopeptidem kolagenu typu I, BCTX). Po 1 a 2 letech 1écby anti TNFa se signifikantné
zvySilo BMD v oblasti bederni patete. Toto zvySeni bylo predikovano poklesem hodnoty
DAS 28 po 1 roce anti TNFa 1é¢by. Bazéalné zvySené hodnoty sklerostinu u JIA se jiz po 1
roce anti TNFa 1é¢by vyznamné snizily. Pfi 1é¢bé byla nalezena vyznamna korelace mezi
sklerostinem a DAS 28 a pocétem bolestivych kloubt. Sklerostin ale nekoreloval ani se
sedimentaci erytrocytd, ani s hsCRP. Kromé sklerostinu se za 2 roky lé€by anti TNFa
preparaty sniZily rovnéZz hodnoty Dkk-1. Vyznamna pozitivni korelace mezi hsCRP a Dkk-1,
zjisténa jiz bazalné, byla prokazana rovnéz po 2 letech 1é¢by anti TNFa inhibitory.

Zavér: Vysledky prace potvrdily, Ze pfi zadnétlivém onemocnéni JIA u mladych dospélych
osob jsou vyznamné zvySeny sérové koncentrace sklerostinu, ktery inhibuje novotvorbu
kostni hmoty. V souhlase s tim se hodnoty sklerostinu vyznamné snizuji pti utlumeni zanétu
anti TNFa lé¢bou a zvySuje se BMD. Bunky subchondralni kosti a chondrocyty kloubt
postizenych zanétem mohou byt vyznamnym zdrojem sklerostinu. Vysledky také potvrzuji
pozitivni vliv svalové hmoty a negativni vliv GCs na novotvorbu kosti.

Kli¢ova slova: juvenilni idiopaticka artritida, aktivita onemocnéni, kostni remodelace, denzita

kostni hmoty, anti TNFa terapie, glukokortikoidy
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Abstract

Introduction: The inflammation plays the essential role in the bone loss in juvenile idiopathic
arthritis (JIA). Proinflammatory cytokines and also glucocorticoids (GCs) may activate bone
resorption by osteoclasts. Simultaneously, bone formation can be attenuated, especially by
inhibitors of proteins, which control the osteoblast differentiation. The aim was to verify the
hypothesis that in patients with highly active JIA, reduction of bone formation via Wingless
(Wnt) proteins inhibitors - Dickkopf 1 (Dkk-1) and sclerostin could be found. Except the
densitometry measurements of bone and lean mass, we assessed markers of disease activity,
bone metabolism and remodeling in young adult patients with JIA before and during 2 years
of anti TNFa (tumour necrosis factor o) treatment, which decreases disease activity.

Results: In patients with JIA before antiTNFa treatment, bone mineral density (BMD, g/cm?)
was significantly reduced compared to controls. Values of BMD and body composition in JIA
significantly depended on disease duration and GCs treatment. Serum concentration of
sclerostin was significantly elevated in JIA compared to values in healthy controls. Values of
the other monitored markers did not differ between JIA and controls. In patients with JIA,
Dkk-1 correlated positively with C-reactive protein (hsCRP). Significant correlation was
determited also between disease activity score 28 (DAS 28) and osteocalcin and
osteoprotegerin, not with marker of total body resorption (C-terminal telopeptide, BCTX).
During 1 and 2 years of anti TNFa treatment, BMD in lumbar spine increased. The elevation
was predicated by the drop of DAS 28 after 1 year of anti TNFa treatment. The increased
basal sclerostin in JIA decreased significantly after 1 year of anti TNFa therapy. Positive
association between sclerostin and DAS 28 and number of tender joints was found during
treatment. Sclerostin did not correlate or with erythrocyte sedimentation rate, or with hsCRP.
Except the sclerostin, Dkk-1 decreased during 2 years of anti TNFa therapy. Significant
positive correlation between hsCRP and Dkk-1 already detected in basal, was also confirmed
after 2 years of TNFa blockers treatment.

Conclusion: Results confirm, that in inflammatory disease of JIA in young adult people,
serum concentrations of sclerostin, which inhibits bone formation, are significantly increased.
In agreement with this, sclerostin is significantly decreased in the control of inflammation
during anti TNFa treatment, and BMD increased. Subchondral bone cells and chondrocytes of
joints affected with inflammation may be important source of sclerostin. Results also confirm
positive effect of lean mass and negative effect of GCs on bone formation.

Key words: juvenile idiopathic arthritis, disease activity, bone remodeling, bone mineral

density, anti TNFa therapy, glucocorticoids
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1 UVOoD

Juvenilni idiopatickd artritida (JIA) je systémové chronické zanétlivé onemocnéni
onemocnéni kloubti za¢inajici do 16 let véku na autoimunitnim podkladé. JIA je nejcastéjsim
revmatickym onemocnénim détského veéku. Podle kritérii International League of
Associations for Rheumatology (ILAR) je JIA definovéana jako artritida jednoho nebo vice
kloubli neznamé etiologie trvajici po dobu 6 tydnu ¢i vice a zaCinajici pred 16. rokem zivota
(Petty et al. 2004).

Béhem celého zivota se kost vytvaii (modeluje) a obnovuje (remodeluje). Modelace kosti
zajisStuje rust kosti zejména béhem détstvi a dospivani. Vrcholové kostni hmoty je dosazeno
kolem 20. roku zivota. I béhem dalsiho Zivota v8ak pokracuje modelace kosti, ktera zajistuje
adaptaci kosti na mechanickou zatéz. Vytvotfena kost se béhem celého zivota remodeluje.
Utelem cilené (targetted) remodelace je odstranit mikroposkozeni (microcracks), jejich
hromadénim by se jinak zvySovala fragilita kosti. Impulzem pro cilenou remodelaci je
zpravidla apoptdza osteocytl. Stochastickd (necilend) remodelace je fizena humoralné. Pii
remodelaci kosti se uplatiiuje spfazeni funkce pro-resorpénich mnohojadernych osteoklasti,
jejichz piivod je odvozovan od monocytové linie, a kost tvoticich jednojadernych osteoblasti,
které se diferencuji z mezenchymalnich kmenovych bun¢k stromatu kostni diené (Obr. 1.1,
Manolagas a Jilka 1995). Kromé¢ spfaZzeni funkce osteoklastii a osteoblast se pti remodelaci
kosti uplatiiuji osteocyty, které vznikaji z osteoblastd uloZzenych do kostni matrix béhem
remodelace. Osteocyty funguji jako mechanostat, jsou schopny metabolicky reagovat na
zmény vznikajici pii deformaci kosti a reguluji tak remodelaci a modelaci kosti (Manolagas a
Jilka 1995). V fizeni kostni remodelace se uplatiiuji systémové faktory (hormony) a faktory
lokalni (v€etné prozanétlivych cytokini), které pusobi parakrinné a jsou produkovany
kostnimu buiikami ¢i buikami stromatu kostni dfené (Obr. 1.1).

U mladych dospélych zdravych osob jsou resorpce a novotvorba kosti v rovnovaze. Objem
kosti, resorbovany osteoklasty, je nahrazovan stejnym objemem nové mineralizujici organické
matrix. S vékem vsak funkcni kapacita osteoblastll klesa a proto i pfi normalni osteoresorpci
kostni hmoty ubyva (involucni osteoporoza). Kdykoli béhem zivota vSak muze byt ubytek
kostni hmoty zrychlen, pokud je nadmérné zvySena osteoresorpce (napi. pii nedostatku
sexagenu, pii zanctu, hypertyredze, hyperparatyredze), nebo pokud je nadmérné utlumena

funkce osteoblasti (napft. pii hyperkortisolismu).



kostni novotvarba

+ 1,25{0H)2D3 +
prekurzory - PTH -

osteklastu KALCITONIN

+ GLUKOKORTIKQIDY - asteoblas
osteoklast - SENAGENY =

RP= 30 dni FP=90dni
! >

AC.F.=0,27/rok
>

Obr. 1.1. Kostni remodelace v ¢ase a jeji systémova a lokalni regulace.

(Upraveno podle Stépan J, Osteoporoza v praxi, 1997).

RP (resorpéni faze), FP (fize novotvorby kosti), AC.F. (aktiva¢ni frekvence) — castost
aktivace kostnich remodela¢nich jednotek. Kostni remodelace je regulovana na systémové
urovni prostfednictvim hormont kalcifosfatového metabolismu (1,25 vitamin D3,
parathormon — PTH, kalcitonin); krom¢ vySe zobrazenych hormond (+ oznacuje pozitivni
regulaci, - negativni regulaci) se uplatiuje i ristovy hormon, inzulin a hormony $titné zlazy.

V soucasném poznani ztraty kosti u JIA hraje vyznamnou roli zanétlivy proces. U
revmatoidni artritidy (RA) je popisovana dominantni loha TNF rodiny, pficemz TNFa je
zakladni faktor, ktery spojuje imunitni systém s kostni remodelaci. TNFa, dalsi IL, ale také
glukokortikoidy (GCs) mohou aktivovat osteoklastogenezi. Utlum novotvorby kosti u¢inkem
prozanétlivych cytokini se mize realizovat prostfednictvim inhibitorti kanonické metabolické
cesty Wnt proteinii (DKk-1, sklerostin), které kontroluji diferenciaci osteoblastii. ZvySena
exprese DKK-1 je asociovana i s 1é¢bou GCs. Mozné pfi¢iny snizeného mnozstvi kostni hmoty
u zanétlivych revmatickych onemocnéni stale nejsou dostatecné vysvétleny. Jako model
chronického zanétlivého onemocnéni byla v této praci zvolena JIA u mladych dospélych Zen a
muzt. Ve véku 20-40 let by se totiz nemél vyznamnéji uplatiovat ani rychly rist s pfevahou
novotvorby kosti v dospivani, ani zavislost kostni remodelace na veéku u starSich osob.

Anti TNFa 1écba u pacientti s RA snizuje aktivitu onemocnéni (snizeni hladiny TNFa) a
mize sniZzovat nejen zvySenou osteoresorpci (RANKL), ale i koncentrace inhibitora Wnt
proteind (Dkk-1, sklerostin). Pti u¢inné anti TNFa 1écbé 1ze také zvazit snizeni podavanych
davek GCs a tim snizit ztraty kostni hmoty, resp. u déti a dospivajicich s JIA zvysit denzitu
kostni hmoty (BMD). Lécba GCs je pro revmatologické pacienty ¢asto nezbytnd, minimalné v

pocatku 1é¢by, nez se uplatni u¢inek chorobu modifikujicich 1ékti (DMARDS).



2 HYPOTEZA A CILE PRACE

Hypotéza dizertacni prace se opira o studie, které se zabyvaji vyzkumem vztahu zanétu a
kostni remodelace u zanétlivych revmatickych onemocnéni, zejména RA. Hypotéza je
rozdélena na dve Casti: na vztah zanétu a kostni remodelace a na vliv 1écby (anti TNFa a GCs)
na kostni remodelaci. Pfedpokladame, Ze by kloubni zanét u nemocnych s JIA mohl mit
negativni vliv na kostni novotvorbu nezavisle na 1écb¢ glukokortikoidy. Vztah zanétu a kostni
novotvorby nebyl u pacientti s JIA zatim zkouman. Dal$im ovéfenim hypotézy by byla uprava
ubytku kostni hmoty pfi lé¢eni JIA anti TNFa preparaty. Rovnéz jsme chtéli potvrdit ¢i

vyvratit podil zvySené resorpce kosti na ztraté¢ kostni hmoty.

Specifické cile prace:

Prace byla zaméfena na zkouméni pficin ubytku kostni hmoty u nemocnych s JIA. Nasim
cilem bylo studovat, zda zanét, reprezentovany ukazateli laboratornimi (Sedimentace
erytrocytt — FW, a vysoce senzitivni C-reaktivni protein — hsCRP) a klinickymi (pocet
oteklych a bolestivych kloubti) a komplexnim ukazatelem skore aktivity onemocnéni 28

(DAS 28), navodi zmény v markerech kostni resorpce, novotvorby a inhibitorech osteoblastu.

A. Existuji souvislosti mezi mnoZstvim kostni, svalové a tukové hmoty a aktivitou zanétu u

pacientii s JIA?

B. Je resorpce kosti (BCTX, sSRANKL, OPG, pomér sSRANKL/OPG) u pacientd s JIA oproti

zdravym kontrolam odlisna? Koreluje s mnoZstvim kostni hmoty a aktivitou zanétu?

C. Je novotvorba kosti (osteokalcin, PINP) véetné koncentraci inhibitortt Wnt signalni drahy
osteoblastli (Dkk-1, sklerostin) u pacientt s JIA oproti zdravym kontrolam odlisna? Koreluje s

mnozstvim kostni hmoty a aktivitou zanétu?

D. Je lécba anti TNFa preparaty spojena se snizenim markerd zanétu, zménou mnoZzstvi

kostni hmoty a zejména se snizenim resorpce €1 zvySenim novotvorby kosti?

E. Posoudit mozny vliv GCs 1é¢by na markery kostniho metabolismu, remodelace a inhibitory
osteoblastil za 24, 48 a 96 hodin po podani GCs u pro tuto 1é€bu naivnich pacientli s riznymi

diagn6ézami.



3 METODIKA
3.1 Kostni remodelace u JIA

Do studie byli zavzati vSichni dospivajici a dospé€li pacienti S aktivni JIA, ktefi v roce 2009
a 2010 splnili kritéria Ceské revmatologické spoleénosti pro 1é¢bu TNFa blokatory, a mohla u
nich byt v tomto obdobi biologicka 1é¢ba zahajena. Podminkami toho byla vysoka aktivita
onemocnéni vyjadiena pomoci komplexniho ukazatele DAS 28, které muselo byt minimalné
> 3,9, a nedostate¢na odpovéd na 1 DMARDs (preferencné MTX, event. sulfasalazin - SAS
¢i leflunomid). Lécba DMARDs musela byt podavana v adekvatni davce (davka MTX
alespon 20-30mg/tydn¢) a musela trvat nejméné 3-6 meésicii (Pavelka a Vencovsky 2010).
Pted zapocetim studie tito pacienti nikdy nebyli 1é¢eni anti TNFa preparaty.

Néhodna skupina zdravych kontrol byla ziskdna ze stejnych oblasti, ze kterych pochézeli
pacienti. Ke kazdému pacientovi dle pohlavi a véku (ve vétSiné piipadt do 2leté diference,
naprosto ojedinéle maximalné do 6leté diference) jsme ptifadili 3 vhodné kontrolni osoby,
resp. pro 9 pacientek s JIA jsme mohli ptifadit pouze 2 kontroly. Takto bylo ze 100 zdravych
osob vybrano 84 osob vékove i pohlavim shodnych s pacienty s JIA.

U pacientl s JIA byla odebrana podrobna anamnéza a bylo provedeno klinické vySettfeni,
odbér krve a vySetfeni BMD v den zapoceti 1écby anti TNFa blokatory a poté za 12 a 24
mésict. Obdobné byly vySetfeny zdravé osoby.

Z divodu zachovani stejnych podminek pti odbéru krevnich vzorkd pacienti i zdravé
osoby la¢nili od 20:00 pfes noc. Druhy den rdano v 8:00 jim byla odebréna Zilni krev. Pro
stanoveni SRANKL, OPG, Dkk-1 a sklerostinu byla krev ponechana pfiblizné¢ 30 minut, aby
se srazila, potom byla centrifugovéana 15 minut a ziskané krevni sérum bylo rozalikvotovano,
zamraZeno a uchovavano v -80st. Celsia. Alikvoty ziskané pti zahdjeni 1écby TNFa blokatory
a za 12 a 24 mé&sich byly nejprve sesbirdny a v jedné dobé pak byly pouzity ke stanoveni
SRANKL, OPG, DKk-1 a sklerostinu. Ostatni markery kostniho metabolismu byly méfeny
v den odbéru krve pacientl a zdravych kontrol.

Charakteristika souboru: do nasi studie jsme zafadili 31 pacientd s JIA (12 muzt a 19 Zen)
ve véku 25,1 £ 6,1 roku s vysokou aktivitou choroby (hsCRP 18,36 = 16,95, DAS 28 6,36 +
0,64) a 84 zdravych kontrol (Tab. 4.1, Tab. 4.5). V antropometrickych méfenich nebyly mezi
soubory nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily. Co se tyCe charakteristiky souboru
pacientl s JIA, tak onemocnéni zacalo prumérné ve véku 10,3 + 4,8 let a trvalo primérné po
dobu 14,6 + 9,1 let. Postizeni kréni patefe bylo nalezeno u 7 pacientii. Zadny pacient nemél

vaskulitidu ani postizeni plic. 6 pacientl mélo pozitivni antinukledrni protilatky (ANA).
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V naSem souboru pacientii s JIA mélo 16 pacienti polyartikularni formu (RF pozitivni 4 a RF
negativni 12 osob), 9 pacientli entezopatickou formu, 4 pacienti rozsifenou oligoartikularni a
2 pacienti psoriatickou formu. Funk¢ni tfida I byla nalezena u 18, [Tu 4, llu 5 alV u 4
pacientl. U pacientek s JIA byla primérna doba menarche 13,1 + 1,2 let.

VSichni pacienti s JIA byli 1é€eni DMARDs: 23 MTX v primérné davce 16,8 = 3,4
mg/tyden, 4 leflunomidem, 2 SAS, 1 SAS + hydroxychlorochin sulfitem a 1 cyclosporinem
A. Co se tyce GCs, 12 pacientl (9 Zen a 3 muzi) bylo na této terapii (Prednison u 10 pacientii
a Medrol u 2 pacientli). U téchto pacienti byla primérna davka GCs 6,7 + 4,3 mg denng,
median davky byl 5 mg denné a rozmezi 4-20mg/denné. 5 pacientd s JIA nikdy neuzivalo
GCs a 14 uzivalo GCs v minulosti, nikoli v ¢ase nasi studie. Co se ty¢e anti TNFo preparati,
18 pacientii zacalo uzivat infliximab, 8 pacientd etanercept a 5 adalimumab. Mezi pacienty
SJIA a zdravymi kontrolami byl rozdil v poctu jiz prodé€lanych zlomenin. U JIA bylo
anamnesticky zaznamenano 6 neobratlovych nizkotraumatickych zlomenin a 5
morfometrickych zlomenin obratld, u zdravych nebyly zlomeniny zadné (Tab. 4.1).

Pro stanoveni aktivity onemocnéni JIA bylo pouzito skore DAS 28 a hsCRP. DAS 28 bylo
ziskano pouzitim DAS 28 kalkulatoru, ktery zahrnuje objektivni klinické komponenty (pocet
oteklych a bolestivych kloubtl, vzdy z celkového poétu 28), laboratorni komponenty (FW) a
subjektivni komponenty (vizualni analogova skala, VAS, na stupnici 0-100 mm: 0 = nejlepsi,
100 = nejhorsi). Koncentrace hsCRP byla zméfena pouzitim imunoturbidimetrického testu
(AU 400 analyzator, Beckman Coulter, Ceska republika) v biochemické laboratofi RU.
Opakovatelnost méteni pro hsCRP byla 1,9 %.

Markery kostni remodelace a inhibitory osteoblasti: SRANKL, OPG, Dkk-1 a sklerostin
byly méfeny pouzitim kitd imunosorbentni eseje ve spojeni s enzymem (ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay) podle instrukci vyrobce (SRANKL, OPG, Dkk-1: Biomedica
Gruppe; sklerostin: Uscn Life Sciences Inc.) vzdy stejnou osobou v Laboratofi kostniho
metabolismu RU. Viechny ELISA eseje, pouzité v nadi studii, jsou kvantitativni sendvidové
enzymové imunoeseje. Vysledky byly odecteny ELISA readerem Tecane Sunrise (Schoeller
Instruments). VSechny vzorky byly vzdy analyzovany v duplikdtu. Vzorky sér pacientl byly
neprve sesbirany a SRANKL, OPG, DKkk-1 a sklerostin byly za celé sledované obdobi (0, 12 a
24 mésict) analyzovany v jedné dobé, tedy na stejné ELISA desticce. SRANKL ELISA
detekuje volny rozpustny RANKL, bez OPG vazby. Byl vypocitan pomér mezi sSRANKL a
OPG. Pro sSRANKL byla opakovatelnost = “intra-assay” koeficient variability (iaCV) 8 a 9 %,
reprodukovatelnost = “inter-assay” koeficient variability (ieCV) 6 a 3 % a detekéni limit 0,02
pmol/l (0 pmol/l + 3 SD). Pro metodu OPG byl iaCV 10 a 4 %, ieCV 7 a 8 % a detek¢ni limit
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0, 14 pmol/l (0 pmol/l + 3 SD). Pro Dkk-1 byl iaCV 7 a 8 %, ieCV 9 a 12 % a detekéni limit
0,38 pmol/l (0 pmol/l + 3 SD). Pro sklerostin byl iaCV < 10 %, ieCV < 12 % a detekéni limit
nizsi nez 0,106 ng/ml.

Z biochemickych markert kostniho metabolismu byl méten marker novotvorby kosti
(PINP), marker resorpce kosti (BCTX) a marker remodelace kosti (osteokalcin).
Rovnéz byly stanoveny nésledujici ukazatele: vapnik (Ca), fosfor (P), imunoreaktivni
intaktni parathormon (iPTH) a 25hydroxyvitamin D (250HD). Koncentrace
osteokalcinu, PINP, BCTX, iPTH a 250HD byly stanoveny pomoci imunoanalyzy na
bazi elektrochemiluminiscence (Cobas Analyzer, Roche Diagnostics GmbH, Germany).
Koncentrace Ca byla stanovena pomoci kolorimetrického barevného testu Calcium
Arzenazo Ill na analyzatoru AU 400, Beckman Coulter. Vysledky Ca a P mezi
skupinou pacienti s JIA a zdravych kontrol byly srovnatelné. ZvySené hodnoty
25(0OH)D u pacientt s JIA lze vysvétlit suplementaci téchto pacientli vitaminem D, a
vy$§i hodnoty iPTH u zdravych osob kompenzaénim mechanismem na nizs§i

koncentrace 25(OH)D (Tab. 4.1).

3.2 Rychlé u¢inky GCs na sérové markery kostni remodelace

Do studie jsme prospektivné zatadili dosp€lé pacienty s riznymi revmatologickymi
nemocemi, pro které bylo nutno zapocit 1é€bu peroralnimi GCs. Tito pacienti nikdy piedtim
GCs neuzivali a my jsme je prospektivné sledovali po dobu 4 dni (96 minut) od zapoceti
1écby GCs. Pied zafazenim do vyzkumu byli pacienti vySetieni klinicky v¢etn€ podrobné
anamnézy. Rano v den podani prvni davky GCs a poté za 24, 48 a 96 hodin byly odebrany
vzorky vendzni krve pro stanoveni SRANKL, OPG, Dkk-1, sklerostinu, PLNP, BCTX

osteokalcinu.
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4 VYSLEDKY (komentafe k jednotlivym publikacim zaiazenym do dizerta¢ni prace)

4.1 Souvislost mezi svalovou hmotou a obsahem kostniho mineralu (BMC) u skupiny

dospélych pacientii s JIA s vysokou aktivitou onemocnéni

Cilem prace bylo zhodnotit parametry hustoty kostni hmoty a sloZeni téla u dospélych
pacientli s JIA a jejich vztah k aktivit¢ onemocnéni a k 1é¢bé GCs. Hodnoceny byly také
vztahy mezi parametry kostni hmoty a slozeni téla. Pacienti méli vysokou aktivitu
onemocnéni (DAS 28 i hsCRP) a byly vySetieni pfed zahdjenim 1écby anti TNFa preparaty
(Tab. 4.1). Podrobng&jsi popis pacientd s JIA je shodny s bazalnimi charakteristikami projektu
2 (Tab. 4.5 a odstavec 3.1).

JIA pacienti Kontroly p
(n=31) (n=84)
Pocet osob 31 84
MuZi/Zeny 12/19 36/48 0,692
Antropometricka méreni
VEk (roky) 25,1+6,1 23,8 +4,5 0,405
Vyska (cm) 170,5+9,8 173,3+9.3 0,145
Vaha (kg) 68,0 £12,5 69,2 +12,5 0,884
BMI (kg/m?) 234+3,9 22,9+ 3,0 0,435
Klinicka data ohledné kostni anamnézy
Obratlové zlomeniny (pocet) 5 0 <0,001
Neobratlové zlomeniny (pocet) 6 0 <0,001
Rodinna anam. zl. ky¢le (pocet) 0 0
Koufreni (pocet) 7 13 0,372
Abusus alkoholu (pocet) 0 0
Pocet osob uziv. GCs (pocet) 12 0 <0,001
Menarché u Zen (roky) 13,1+1,2 12,9+ 1,1 0,994
Hormonalni kontracepce (pocet) 11 23 0,462
25(OH)D v séru (nmol/l) 65,9 +42,6 50,0 £ 28,5 0,029
PTH (pmol/l) 4,8 59 0,004
1,3; 8,8 4,7,7,6
Estradiol (pmol/l) 98,7 103,2 0,438
18,4;541,1 56,4, 260,3
Aktivita onemocnéni
DAS 28 6,36 + 0,64 -
hsCRP (mg/l) 18,36 + 16,95 1,40 = 1,63 <0,001

Tab. 4.1. Antropometrické a Kklinické charakteristiky pacienti s JIA a zdravych
kontrol. Hodnoty jsou uvedeny v priméru £ SD a/nebo median a 75 % CI. Klinické
charakteristiky s nulovou hodnotou nebyly zvazovany.
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Prokazali jsme, Ze bazalné, tedy pfed zapocetim 1é€by anti TNFa, byly parametry denzity
kostni hmoty (BMD) métené s pouzitim dvouenergiové rentgenové absorciometrie kostnim
denzitometrem GE Prodigy (DXA, GE, U.S.A., Software 12.10.113) a vyjadifené absolutné v
g/cm2 ve v8ech méfenych oblastech (LS patet, proximalni kycel, kréek femuru, trochanter,
distalni radius a celé télo) u pacienti s JIA statisticky signifikatné niz$i neZ u zdravych
kontrol. Co se ty¢e hodnot BMD vyjadienych v T-skore, tak kromé distalniho radiu byly v
ostatnich oblastech také hodnoty T-skére u pacientll s JIA niz$i nez u kontrolnich osob.
Jednoznacéné jsme tedy prokazali, ze u pacientli s JIA je snizené mnozstvi kostni hmoty ve

vSech nami méfenych oblastech (Tab. 4.2).

JIA pacienti Kontroly p
(n=31) (n=84)
LS patef BMD (g/cm?) 1,09 +£ 0,15 1,23 +0,10 <0,001
LS patef T-skore (SD) -0,54 + 1,09 0,25+ 0,85 0,003
Proximalni ky¢el BMD (g/cm?) 0,92 +£0,16 1,14+ 0,10 <0,001
Proximalni kycel T-skore (SD) -0,94 £ 1,13 0,67 +0,77 <0,001
Kréek femuru BMD (g/cm?) 0,93 +0,17 1,13+0,11 <0,001
Kréek femuru T-skore (SD) -0,97 £1,21 0,54 + 0,88 <0,001
Trochanter BMD (g/cm?) 0,69+0,14 0,89 +0,10 <0,001
Trochanter T-skore (SD) -1,73 + 1,35 -0,01 £ 0,97 <0,001
Distalni radius BMD (g/cm?) 0,68 £ 0,08 0,73 +£0,07 0,007
Distalni radius T-skére (SD) -0,59 + 1,06 -0,30 £ 0,77 0,168
Celé télo BMD (g/cm?) 1,07 £0,19 1,21+ 0,08 <0,001
Celé télo T-skére (SD) -0,40 £ 0,92 0,64 + 0,82 <0,001

Tab. 4.2. BMD g/cm2 a v T-skére v oblasti LS patefe, proximalni ky¢le, kréku femuru,
trochanteru, distalniho predlokti a celého téla u pacientii s JIA a zdravych kontrol.

Navic byla zjiSténa statisticky vyznamna souvislost mezi parametry denzity kostni hmoty
(BMD v g/cm? a T-skore proximalniho femuru, kréku femuru a trochanteru a BMD v g/cm?
distalniho radia a T-skore celého téla) a svalovou hmotou. Svalova hmota byla jedinym
determinujicim faktorem BMD proximalniho femuru a kréku femuru.

Co se tyce celkového mnozstvi tkané (v gramech) jak celotélove, tak v oblasti trupu i
koncetin (pazi a nohou), nezaznamenali jsme signifikantni rozdily mezi skupinou pacientl s
JIA a zdravych kontrol. Nicméné ve vSech métenych regionech byla svalova hmota a BMC
(vyjadiené v %) statisticky vyznamné nizsi a tukova hmota v % statisticky vyznamn¢ vyssi u

pacientl s JIA v porovnani se zdravymi osobami (Tab. 4.3).
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JIA pacienti Kontroly p
(n=31) (n=84)

SloZeni celého téla

Hmota tkané (g) 63914 + 11660 66813 + 12338 0,273

Tukova hmota (%) 31,67 £ 10,63 24,93+ 8,71 0,001

Svalova hmota (%) 64,64 + 10,28 70,86 + 8,52 0,002

BMC (%) 3,70+0,48 4,20+0,40 <0,001
SloZeni paZi

Hmota tkané (g) 7116 £ 1846 7446 £ 2017 0,578

Tukova hmota (%) 30,28 +£12,23 21,79+ 11,03 <0,001

Svalova hmota (%) 65,47 + 11,69 73,28 £ 10,71 0,001

BMC (%) 4,25+ 0,80 4,94 + 0,69 <0,001
SloZeni nohou

Hmota tkané (g) 22922 + 4009 23974 + 4134 0,238

Tukova hmota (%) 34,86 + 12,03 26,62 + 9,36 <0,001

Svalova hmota (%) 61,33+ 11,54 68,89 + 9,04 <0,001

BMC (%) 3,82 +£0,62 4,49 + 0,50 <0,001
SloZeni trupu

Hmota tkané (g) 30207 + 6538 31302 + 6245 0,426

Tukova hmota (%) 31,20 + 11,28 25,84 + 9,15 0,013

Svalova hmota (%) 66,39 + 11,10 71,31 +9,03 0,021

BMC (%) 2,41+ 0,37 2,85+0,32 <0,001
Chair rise test (5x) (sek) 10,29 + 4,07 6,24 + 1,47 <0,001
Rychlost chiize (m/sek) 1,22 +£0,33 1,40 £ 0,27 0,002

Tab. 4.3. SloZeni celého téla, pazi, nohou a trupu u pacientd s JIA a zdravych kontrol.
Hodnoty jsou uvedeny v praiméru = SD.

Rozdily ve slozeni téla a jeho ¢asti mezi pacienty s JIA a kontrolami byly pro ob& pohlavi

obdobné: ve vSech oblastech bylo snizeno BMC a ve vSech oblastech kromé trupu byla

tukova hmota zvySena a svalova hmota snizena. U Zen s JIA zavisely frakce slozeni celého

téla i nohou (BMC, svalova a tukova hmota v %) na tom, zda se 1é¢ily GCs (Obr. 4.1).
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Obr. 4.1. Parametry sloZeni celého téla a nohou u Zen s JIA nelééenych GCs (Sedé
sloupce), u Zen s JIA 1é¢enych GCs (¢erné sloupce) a u Zen kontrolni skupiny (bilé
sloupce). *p < 0,05, One-way ANOVA.
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U JIA jsme prokézali signifikantni korelace mezi parametry slozeni nohou, testy
funkce DK a délkou trvani onemocnéni (Tab. 4.4). Nejzasadnéjsi byl prukaz asociace
mezi BMC a trvanim onemocnéni, uzitim GCs a svalovou a tukovou hmotou. Mezi

parametry slozeni téla a DAS 28 nebo hsCRP nebyly nalezeny zddné souvislosti.

GCs Délka trvani  Tukova Svalova BMC DAS28

onemocnéni hmota hmota (%)
(roky) (%) (%)

Chair rise test (s) 0,02 0,39* 0,40* -0,40* -0,23 0,13
GCs 0,21 0,43* -0,43* -0,43* 0,50**
Délka trvani on. 0,48** -0,47** -0,47** -0,04
(roky)

Tukova hmota (%) -1.00** -0,80** 0,24
Svalova hmeota (%) 0,78** -0,24
BMC (%) -0,27

*p<0.05; **p<0.01
Tab. 4.4. Pearsonovy korela¢ni koeficienty mezi sloZenim nohou, testem funkce
dolnich kon¢etin a trvanim onemocnéni u pacientii s JIA.

Diky zatazeni zen s JIA, 1é¢enych GCs, jsme zjistili negativni korelace mezi uzitim GCs a
BMC nohou a mezi GCs a DAS 28 (obr. 4.2). Pozitivni korelace byla zjisténa mezi tukovou
hmotou a uzivanim GCs. Podle mnohocetné linearni regrese bylo BMC predikovano
celotélovou svalovou hmotou jak u Zen (p = 0,002), tak u muzi (p = 0,022), a svalovou
hmotou nohou u muzt (p = 0,008). DAS 28, 1écba GCs a trvani onemocnéni vyznamné

nepiispivaly k predikci BMC u JIA.
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| ° oo Obr. 4.2. Korelace mezi svalovou

o hmotou a BMC v oblasti nohou u
S 45 Zen (horni panel) a muzZi (dolni
B 40 panel). Zdravé kontroly (prazdna

a5k kolecka, plna ¢ara, zeny, r = 0,58, p

a0l < 0,001, muzi, r = 0,43, p=0,017),

be ‘ . zeny s JIA neléCené GCs (plné

30 40 50 60 70 80 % trojuhelniky, carkovana cara, r =

6.0 0,47, p = 0,17), Zeny s JIA 1éCené
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Vysledky této prace prokézaly signifikantni vliv 1é¢by GCs a délky trvani onemocnéni na
parametry BMD a na slozeni téla u pacientti s JIA a podporuji hypotézu dominantni role svala

v synchronizaci svalové a kostni hmoty.

Publikace k tématu:

1. Brabnikova Maresova K, Jarosova K, Pavelka K, Stepan JJ. The association between
lean mass and bone mineral content in the high disease activity group of adult patients
with juvenile idiopathic arthritis. BMC Musculoskelet Disord. 2014;15:51. doi:
10.1186/1471-2474-15-51.

2. Brdbnikova Maresovi K, Jarosova K, Stépan J. Asociace mezi svalovou hmotou a

zlomeninami u pacientii s anamnézou juvenilni idiopatické artritidy. Ceska

revmatologie 2010;18(1):12-18.

4.2  Kostni hmota, markery kostni remodelace a inhibitory osteoblastii pied a béhem

24 mésicu lécby TNFa blokatory u vysoce aktivnich pacientii s dlouhotrvajici JIA

Vstupné bylo onemocnéni JIA u sledovanych pacientti vysoce aktivni, coz dokumentuje
DAS 28, vcetné jeho slozek (FW, VAS, pocet oteklych a bolestivych kloubt), i hsCRP,
pficemz aktivita onemocnéni se béhem anti TNFa 1ééby vyznamné snizila (Tab. 4.5)
Charakteristika souboru je v tabulce 4.1.

Vstupné byl soubor pacientti s JIA shodny s projektem 1. Bazalni hodnoty BMD v g/cm? v
nami méfenych usecich skeletu byly signifikantné nizs$i u pacientt s JIA oproti zdravym
kontrolam (Tab. 4.2 a 4.5). Navic jsme zjistili negativni korelaci mezi BMD kréku femuru a
uzivanim GCs (r = -0,40, p < 0,05) a trvanim onemocnéni (r = -0,48, p < 0,005).

Co se tyce bazalnich sérovych koncentraci markeri kostni remodelace a metabolismu, byly
koncentrace sklerostinu vyznamné vyssi u pacientti s JIA v porovnani se zdravymi kontrolami
(Tab. 4.5). Ostatni sledované markery se mezi skupinou JIA a zdravymi kontrolami nelisily
(Tab. 4.5). Nebyla nalezena zadna vyznamna asociace mezi sklerostinem a ostatnimi markery
a laboratornimi proménnymi, krom¢ estradiolu (p = 0,022). Prokézali jsme ale vyznamné
souvislosti mezi aktivitou onemocnéni a dal§imi kostnimi markery: Dkk-1 pozitivné
korelovalo s hsCRP (r = 0,36, p < 0,05) a navic DAS 28 po adjustaci na pohlavi, GCs 1é¢bu a
délku trvani onemocnéni signifikantné korelovalo s osteokalcinem (p = 0,005) a OPG (p =

0,32), nikoli s BCTX. Bazalni hodnoty BCTX byly zavislé pouze na pohlavi (p < 0,001).
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0 12. mésic 24. mésic Kontroly
(n=31) (n=31) (n=31) (n=83)
hsCRP (mg/l) 12,09 ° 5,19° 4,28 ° 0,73
6,28; 25,17 1,30; 12,89 0,89; 13,44 0,27;1,78
FW (mm/hod) 25,50° 16,00° 12,00 *° 4,00
20,00; 36,00 4,00; 24,00 4,00; 26,00 2,00; 8,00
DAS 28 6,26 2,93° 2,51°
5,87; 6,82 1,13; 3,69 1,25; 3,64
Oteklé klouby 12,0 0,0° 0,0°
(potet) 9,0; 15,5 0,0; 2,0 0,0; 2,0
Bolestivé klouby 15,0 1,0° 0,0°
(pocet) 11,3;17,8 0,0; 2,0 0,0; 2,0
VAS (mm) 69,0 18,02 10,02
59,0; 75,0 5,0; 27,8 0; 20,0
LS patef BMD 1,065° 1,089 *° 1,093 2° 1,209
(g/cm?) 0,972; 1,221 1,044; 1,248 1,053; 1,161 1,175; 1,279
Prox. ky¢el BMD 0,909 ° 0,918° 0,886 ° 1,134
(g/cm?) 0,776; 0,984 0,776; 1,015 0,790; 0,996 1,061; 1,202
Kréek femuru 0,899° 0,903° 0,905 ° 1,118
BMD (g/cm?) 0,819; 1,017 0,806; 1,033 0,821; 1,019 1,042; 1,201
Distalni radius 0,690 0,712 0,707 0,713
BMD (g/cm?) 0,614; 0,761 0,638; 0,769 0,632; 0,762 0,676; 0,768
Osteokalcin 17,75 17,45 15,20 21,20
(ng/l) 12,40; 24,80 8,80; 26,90 11,95; 20,20 16,68; 26,90
PINP 46,16 46,41 51,23 50,96
(ng/l) 31,96; 59,41 32,01; 88,77 33,66; 72,01 37,10; 81,84
BCTX 0,35 0,33 0,33° 0,46
(ng/l) 0,18; 0,52 0,23; 0,49 0,20; 0,45 0,34; 0,70
SRANKL (pmol/l) 0,08 0,05 0,07 0,06
0,02; 0,25 0,00; 0,25 0,00; 0,21 0,00; 0,16
OPG 3,84 3,26 3,02 3,14
(pmol/l) 2,53; 4,84 2,10; 3,64 2,03; 3,55 2,62; 3,85
RANKL/OPG 0,03 0,03 0,01 0,02
pomér 0,01; 0,07 0,00; 0,10 0,00; 0,10 0,00; 0,05
Dkk-1 28,74 24,08 21,52 2" 28,74
(pmol/l) 23,8; 36,84 14,54; 29,41 15,72; 31,25 23,80; 36,84
Sklerostin (pg/l) 7,42° 2,06 ° 1,22° 1,94
3,57; 15,49 1,00; 3,48 0,30; 3,26 0,62; 5,71

Tab. 4.5. Aktivita onemocnéni, BMD a laboratorni ukazatele u pacienti s JIA bazalné
a béhem 1écby anti TNFa preparaty a u zdravych kontrol.

Median a 75 % CI.

a: pravdépodobnost pomoci opakovanych meétfeni jednocestné analyzy rozptylu uvnitt
skupiny JIA pacientl, v porovnani s bazalnimi hodnotami, p < 0,05;

b: pravdépodobnost pomoci opakovanych méfeni jednocestné analyzy rozptylu v
porovnani s kontrolnimi zdravymi osobami p < 0,05.

Prokazali jsme, Ze po 1 a po 2 letech 1é¢by TNFa inhibitory signifikantn¢ vzrostio BMD v
oblasti bederni patete (o 2,9 £ 4,7 % a o 4,6 £ 6,3 %), v ostatnich lokalitach nebyl nartst
BMD signifikantni (Tab. 4.5). Toto zvySeni BMD bederni patete po 2 letech bylo statisticky
vyznamn¢ predikovano poklesem hodnoty DAS 28 po 1 roce anti TNFa 1é¢by (p = 0,003) a
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tato korelace se nezménila ani po adjustaci na pohlavi, vék, vysku, GCs 1écbu ani délku trvani

onemocnéni (Obr. 4.3).
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Obr. 4.3. Korelace mezi procentualni
zménou DAS 28 po 1 roce a
procentualni zménou BMD LS pateie po
2 letech anti TNFa 1é¢by. Zména BMD
po 24 mesicich = -1,582 — (0,112*zména
DAS 28 po 12 mesicich), r = 0,53, p =
0,003.

Bazalné zvyseny sklerostin u JIA proti zdravym kontroldm se jiz po 1 roce anti TNFa

1écby vyznamné snizil (Tab. 4.5). Navic byla nalezena vyznamna korelace mezi sklerostinem

a poctem bolestivych kloubt po adjustaci na FW, pohlavi a GCs 1é¢bu (r = 0,40, p < 0,001).

Pozitivni korelace mezi DAS 28 a koncentraci sklerostinu pfed a béhem lécby anti TNFa

blokatory (Tab. 4.6, Obr. 4.4) zustala signifikantni i po adjustaci na 1é¢bu GCs (r = 0,37, p =
0,002). Sklerostin nekoreloval ani s FW ani s hsCRP (Tab. 4.6). Kromé¢ sklerostinu se za 2

roky lécby anti TNFo preparaty rovnéZz snizil Dkk-1 a statisticky signifikantni pozitivni

korelace mezi hsCRP (po adjustaci na GCs lécbu) a Dkk-1, zjisténa jiz bazalng, byla

prokazana rovnéz po 2 letech 1é¢by anti TNFa inhibitory (r = 0,40, p < 0,001).
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Obr. 4.4. Korelace mezi hodnotou
DAS 28 a sérovou koncentraci
sklerostinu (=SOST) pred a
béhem anti TNFa 1é¢by. DAS 28 =
3,332 + (0,104*sklerostin), r = 0,32,
p = 0,002. PIna kolecka — bazalni
hodnoty; trojuhelniky — jeden rok
anti TNFa 1é¢by; ¢tverce — dva roky
anti TNFa lécby.



GCs  Trvani LS Kréek Dkk-1  Skle- hsCRP DAS 28 FW Pocet
onemoc  patei femuru rostin bolestivych

néni BMD BMD kloubu

Pohlavi 0,226 0,311° 0,074 0,350° 0,281° -0,029 -0,124 0,280  0,085° 0,211°¢

GCs 0,130 0,274 0,391% 0,291° 0,229 0,229° 0,416° 0,330° 0,323°

Trvani 0,176 -0,500% -0,021 0,010 0,100 0,192 0,100 0,104

onemocnéni

LS patef 0512° -0,106 -0,178 -0,055 -0,121  -0,075 0,071

BMD

Kréek 0,017 -0,154 -0,113 -0,270° -0,266° -0,116

femuru

BMD

Dkk-1 0,026  0,402% 0,113 0,244 0,071

Sklerostin -0,011 0,317° 0,023 0,332°

hsCRP 0,318° 0,751° 0,089

DAS 28 0,5942 0,857°%

FwW 0,255°¢

Tab. 4.6. Pearsonovy korela¢ni koeficienty pro proménné méiené bazalné a béhem anti
TNFa 16¢by. * p<0,001; *: p<0,005; ©: p<0,05

Publikace k tematu:

Brabnikova Maresova K, Jarosova K, Pavelka K, Stepan JJ. Serum sclerostin in adult high-
activity patients with juvenile idiopathic arthritis. Arthritis Res Ther. 2014;16(5):460. [Epub
ahead of print].

4.3  Stav kostni hmoty u pacientii s JIA s nastupem v ¢asném détstvi po 1 roce 1écby

anti TNFa preparaty a preruseni 1é¢by glukokortikoidy

Prokazali jsme, ze pacienti s JIA maji sniZenou kostni hmotu, zvySeny sklerostin a ze
béhem anti TNFa 1é€by se kromé sklerostinu snizuje i Dkk-1 a naopak se zvySuje BMD.
RovnéZz byly prokazany souvislosti mezi parametry aktivity onemocnéni a inhibitory
osteoblastii. Lécba pacienti s JIA zahrnuje kromé biologickych preparatti, také DMARDs a
GCs. Cilem této vyzkumu bylo zhodnotit 12 mési¢ni 1éc¢bu anti TNFa preparaty na BMD a
zejména na sérové markery kostniho metabolismu u dospélych pacientt s JIA, kteti byli GCs
naivni a ktefi byli lé€eni GCs a zhodnotit vliv pferuseni této GCs 1écby na kostni parametry.
Prace vznikla na zdklad¢ zhodnoceni Casti souboru pacientll s JIA, kteii v dobé tohoto sbéru
absolvovali ro¢ni kontrolu na biologické 1é¢bé anti TNFa (jako prvni zhodnoceni naSich dat a

publikace).
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Lécba anti TNFa blokatory vedla u pacientd s JIA k signifikantnimu snizeni aktivity
onemocnéni jak ve formé¢ DAS 28 (o 47 %), tak ve formé hsCRP (o 63 %), a k
signifikantnimu zvySeni BMD LS pateie (o 1,8 %), celého téla (0 1,0 %) a ke zvySeni PINP

(0 71 %). Bazalné negativné korelovalo DAS 28 a celotélové BMD; po roce anti TNFa 1é¢by

jiz v8ak tato korelace nedosahovala statistické vyznamnosti (Obr. 4.5).

Vyznamny je nalez signifikantni negativni korelace mezi zménou DAS 28 a zvySenim
PINP po 1 roce anti TNFa 1écby, nikoli bazaln¢ (Obr. 4.6) a mezi snizenim hsCRP a
zvysenim PINP (r = -0,544, p < 0,016). Snizeni DAS 28 a hsCRP nebylo spojeno s zadnou

statisticky vyznamnou zménou v koncentraci BCTX nebo osteokalcinu.
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Obr. 4.5. Korelace mezi DAS
28 a BMD celého téla u
pacienti s JIA bazalné
(prazdna kolecka, ¢arkovana
linie, r = -0,976, p < 0,001) a
po 1 roce anti TNFa lécby
(pIlna kolec¢ka, plna linie, r = -
0,414, p < 0,088) u 18
pacientu s JIA.

Obr. 4.6. Korelace mezi
koncentraci PINP v séru a DAS
28 bazalné (prazdna kolecka,
¢arkovana linie, r = -0,243, p =
0,32) a po 1 roce anti TNFa 1écby
(plna kolecka, plna linie, r = -
0,691, p = 0,001) u 19 pacienti s
JIA. Stinovany obdélnik ukazuje
normalni referenéni mez pro
P1NP.



Prokazali jsme rovnéz, ze po 1 roce 1écby anti TNFa preparaty pozitivné koreluje zména v
PINP se zmé€nou BMD bederni patete (Obr. 4.7). Po 1 roce 1é¢by TNFa blokatory nebyl
rozdil v PINP mezi pacienty nikdy nelécenymi GCs a mezi pacienty pokracujimi nadale s
1é¢bou GCs. Nicméné jsme ale mohli pozorovat signifikantni zvySeni v PINP u pacientt s

JIA, kteti béhem anti TNFa 1é¢by pierusili 1é¢bu GCs (Tab. 4.7).

121 o Obr. 4.7. Korelace mezi procentualni
zménou v sérové koncentraci PINP a
procentualni zménou v BMD LS
patefe po 1 roce anti TNFa 1é¢by u
19 pacientid s JIA (r = -0,502, p =

Zmeéna BMD bederni patefe (%)
NN

0,029).
9
04
2 «
-4 4 ®
B Y . . ;
-100 0 100 200 300 400
Zména v S-PINP (%)
GCs naivni Pacienti Pacienti
pacienti pokracujici s GCs prerusujici GCs
(n=8) (n=6) (n=59)
Zména v S-PINP (%) 27,3 -16,3 105,6 *
9,6; 35,9 -28,2; 10,4 54,2;176,0
Zména v BMD (%) -0,04 2,27 6,97
-0,21; 2,20 -0,09; 2,90 -0,94; 9,52
Zména v DAS 28 (%) -53,3 -32,5 -57,2
+255 +249 + 39,8

Tab. 4.7. Zména v PINP, BMD LS pateire a DAS 28 po 1 roce anti TNFa 1é¢by u
JIA nelééenych, pokracujicich a prerusujicich 1é¢bu GCs. *: p = 0.036 (one-way
ANOVA). Data jsou uvedena jako median + 25% percentil nebo prumér + SD.

MuiZzeme konstatovat, Ze po zahajeni anti TNFa 1écby miize byt nartst ve formovani nové
kosti (rist PINP a BMD) vysvétlen pieruSenim 1écby GCs, protoZe pacienti s nejveétSim

poklesem v aktivité (DAS 28 a CRP) jsou pravdépodobné ti, u nichz Ize pterusit 1écbu GCs.

Publikace k téematu:

Brabnikova Maresova K, Jarosova K, Pavelka K, Stepan JJ. Bone status in adults with early-
onset juvenile idiopathic arthritis following 1-year anti-TNFa therapy and discontinuation of
glucocorticoids. Rheumatol Int. 2013;33(8):2001-7.

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brabnikova%20Maresova%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23370856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jarosova%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23370856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pavelka%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23370856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stepan%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23370856
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23370856

4.4  Rychlé u¢inky GCs na sérové markery osteoklastii, osteoblastii a osteocyti

GCs jsou velmi casto pouzivany k 1é¢bé revmatickych onemocnéni véetné JIA. Jejich
negativni vliv na kostni novotvorbu byl prokdzan v ptfedchozi praci; inhibice kostni
novotvorby nastava jejich vlivem v dlouhodobé&jsim méfitku. Cilem této prace bylo zkoumat
dosud mén¢ probadané akutni (v tadech hodin) uclinky GCs na markery kostniho
metabolismu, remodelace a inhibitory osteoblasti, resp. souvislosti mezi nimi.

Do studie jsme prospektivné zaradili dospélé vstupné GCs naivni pacienty s riznymi
revmatologickymi nemocemi, pro které bylo nutno zapocit 1écbu peroralnimi GCs. V souboru
bylo 17 pacientil, z nichZ 3 byly premenopauzalni Zeny (vékové rozmezi 19-36 let, BMI 18,1-
24,8 kg/m?), 11 postmenopauzalnich Zen (v&kové rozmezi 36-87 let, BMI 19,8-31,9 kg/m?) a
3 muZi (v&kové rozmezi 53-63 let, BMI 23,6-37,3 kg/m?). Pacienti byli 16¢eni primérnou
ekvivalentni davkou prednisolonu 23,1 + 12,7 mg/den (rozmezi 10-50mg/den). Kromé& toho v
dobé rekrutovani do projektu 3 pacienti uzivali MTX, 3 hydroxychlorochin sulfat, 1
cyklosporin A a 1 cyklofosfamid. Zakladni charakteristiky jsou v tabulce 4.8.

Vék (roky, pramér a rozpéti) 68 (19-87)

BMI (kg/m?) 24,8 (21,9; 29,3)
BMD LS patere (T-skore) 02+ 1,3

BMD proximalni ky¢le (T-skore) -1,0+0,9

BMD krcku femuru (T-skére) -1,3+1,1

Davka GCs (ekvivalent prednisolonu, mg/den) 20 (15,0; 32,5)
S-Ca (mmol/l) 2,28 (2,21; 2,38)
S-PO4 (mmoll/l) 1,24 (1,13; 1,31)
S-bALP (ukat/l) 1,56 (1,41; 1,85)
S-PINP (ng/l) 41,2 (24,6; 61,5)
S-Osteokalcin (pg/l) 13,0 (9,1; 14,7)
S-OPG (pmol/l) 4,07 (3,16; 5,83)
S-Sklerostin (ug/l) 24,7 (17,6; 29,5)
S-BCTX (ngh) 0,48 (0,32; 0,65)
S-Dkk-1 (pmol/l) 118,2 (55,6; 179,2)
S-sRANKL (pmol/l) 0,050 (0,000; 0,125)
S-sSRANKL/OPG (mol/mol) 0,005 (0,000; 0,033)
S-25hydroxyvitamin D (nmol/l) 24,5 (21,3; 41,0)
S-iPTH (pmol/l) 5,2 (3,5; 7,6)

TSH (mIU/) 1,6 (1,4;2,2)
hsCRP (mg/l) 60,4 (11,2; 104,0)

Tab. 4.8. Charakteristika populace. Primér = SD nebo median (25%; 75%).

Prokazali jsme signifikantni redukci v sérovych koncentracich osteokalcinu, PINP, OPG,
sklerostinu a hsCRP béhem 96 hodin po podani GCs (Obr. 4.8). Co se tyce PCTX,
zaznamenali jsme naopak vyznamné procentudlni zvySeni koncentrace (Obr. 4.8). Zvyseni
Dkk-1, SRANKL ani poméru sSRANKL/OPG nedosahlo statistické vyznamnosti. Byla zjisténa
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pozitivni asociace mezi BCTX a DKk-1 (Obr. 4.9), kterd muze vysvétlovat zvySeni resorpce

kosti (vzrist BCTX).
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Obr. 4.8. Zmény sérovych markeri u 17 pacientii nové lééenych GCs (*p < 0,05,
ANOVA). Carkované linie oznaduji kontroly.

A. BCTX (plné krouzky) a PINP (prazdné krouzky)

B. Dkk-1 (plné krouzky) a sklerostin (prazdné krouzky)

C. OPG (plné krouZzky) a osteokalcin (prazdné krouzky)

250

200 - . Obr. 4.9. Korelace mezi koncentraci
Dkk-1 a pCTX po 96 hodinach 1écby
150 GCs (r =0,73, p = 0,001).
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Vyse zminéné snizeni sérové koncentrace sklerostinu spolu s poklesem hodnot sérovych
markert kostni novotvorby (osteokalcin, PLNP, OPG) potvrzuje glukokortikoidy navozenou

apoptozu osteoblastil 1 osteocyt.

Publikace k tématu:
Brabnikova Maresova K, Pavelka K, Stepan JJ. Acute effects of glucocorticoids on serum

markers of osteoclasts, osteoblasts, and osteocytes. Calcif Tissue Int. 2013;92(4):354-61.
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5 DISKUZE (k jednotlivym publikacim zafazenym do dizerta¢ni prace)
5.1 Souvislost mezi svalovou hmotou a BMC u aktivnich pacientii s JIA

Prokazali jsme rozdily v parametrech BMD a slozeni t€la mezi pacienty s JIA a zdravymi.
Byla nalezena statisticky vyznamna souvislost mezi parametry BMD a svalovou hmotou.
Vyznamné korelace jsme rovnéz pozorovali mezi BMC a délkou trvani onemocnéni, 1écbou
GCs a svalovou hmotou. Svalova hmota byla jedinym determinujicim faktorem BMD v
oblasti proximalniho femuru a krcku femuru a hlavnim urcujicim faktorem BMC v oblasti
celého téla u Zen a muzl a v oblasti nohou u muzu.

Zjisténé rozdily mezi slozenim téla a nohou v podskupiné Zen s JIA 1écenych nebo
nelécenych GCs, svéd¢i pro negativni ucinek GCs na svalovou hmotu a BMC a pozitivni vliv
na tukovou hmotu. Tyto vysledky jsou v souhlase s n€kolika prifezovymi a longitudinalnimi
studiemi, které prokazaly vyznamné negativni u¢inky GCs na svalovou hmotu u pacientl s
riznymi diagnézami (Natsui et al. 2006, Mok et al. 2008). Pozitivni korelace mezi aktivitou
onemocnéni (DAS 28) a GCs by mohla byt vysvétlena nutnosti GCs terapie u pacientl s
téZkou a velmi aktivni formou onemocnéni. Nicmén& u 9 z 19 Zen, které uzivaly GCs, byl
BMC predikovan nikoli DAS 28, ale uzivanim GCs. Dulezitost svalové hmoty je
podporovana faktem negativni asociace mezi délkou onemocnéni a svalovou a kostni hmotou
a funkci dolnich koncetin a naopak pozitivni asociace mezi délkou onemocnéni a tukovou
hmotou. Nase pozorovani jsou v souhlase s praci, kde pacienti s JIA méli sniZenou svalovou
CSA méfenou pomoci periferni QCT a kde toto sniZeni souviselo se svalovou silou,
abnormalitami v kostni geometrii a S redukci tloust’ky kortikalni kosti radiu (Roth et al. 2004)
a tibie (Felin et al. 2007).

Uvedené vysledky podporuji hypotézu zéasadni role cytokinii (myostatin, leukemicky
inhibi¢ni faktor, IL-6, IL-7, IGF-I, FGF 2, a dalsi) v synchronizaci metabolismu svalu a kosti
(Gilsanz et al. 2006, Vernikos a Schneider 2010, Pedersen a Febbraio 2012). Zejména signalni
drdha myostatin/aktivin mize hrat zdsadni roli v koordinaci mezi kostni a svalovou hmotou
(Fajardo et al. 2010). Zanétlivy proces prostiednictvim zvySené produkce cytokini muze
tlumit diferenciaci myocyti a indukovat apoptézu myocyti a degradaci proteini
(Lindehammar a Lindvall 2004). Tedy i u JIA mize byt zanét prostfednictvim sarkopenie
zodpovédny za ubytek kostni hmoty. Na rozvoji sarkopenie se mohou podilet 1 GCs
(prostfednictvim zvySené produkce myostatinu) a snizend fyzickd aktivita u JIA

(Lindehammar a Lindvall 2004). GCs nejenom snizuji svalovy anabolismus (prostiednictvim
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snizeni transportu aminokyselin do svald), ale zvySuji i katabolismus (Hanaoka et al. 2012).
Navic GCs hraji klicovou roli v indukci degradace proteinii u akutnich zanétlivych stavi
prostiednictvim autofagické a ubikvitin-proteazomové drahy (Schakman et al. 2012).

VysSe zminéné diskutované vysledky svéd¢i pro vyznamny vliv jak onemocnéni JIA jako
takového, tak 1écby GCs na parametry BMD a slozeni téla a podporuji hypotézu dominantni

role svalii v synchronizaci svalové a kostni hmoty.

5.2 Elevace sklerostinu u vysoce aktivnich pacienti s dlouhotrvajici JIA a jeho
sniZeni béhem 24 mésicni 1écby anti TNFa blokatory; sklerostin by mohl byt

kromé osteocytii tvoi‘en i chondrocyty a buiikami subchondralni kosti

Bazalni hodnoty BMD bederni patete, proximalni femuru, kréku femuru a distalniho radia
byly u pacientli s JIA niz8i nez u zdravych kontrol. Po 2 letech anti TNFa 1é€by se zvysilo
BMD v oblasti bederni patefe a tento nariist koreloval se snizenim DAS 28. Co se tyce
souvislosti ukazatel zanétu, sklerostin bazalné pozitivné koreloval s DAS 28, nikoli s
hsCRP, ani FW. Navic DAS 28 bylo bazaln¢ asociovano s osteokalcinem, nikoli BCTX, coz
naznacuje inhibici kostni novotvorby u pacienti s aktivnim zénétem. Toto naSe zjiSténi
podporuje 1 prace, kde u mySiho modelu RA je etanercept schopen prostiednictvim inhibice
Dkk-1 aktivovat osteoblastogenezi a novotvorbu kosti (Tanida et al. 2013).

Koncentrace sklerostinu zavisi na genetickych aspektech, pohlavi, funkci ledvin, adipozité
a pritomnosti diabetu a v neposledni fadé na véku (Modder et al. 2011, Amrein et al. 2012,
Kuipers et al. 2014), jehoz vliv lze vnasi v€kové homogenni skupiné pominout. Je
prekvapivé, Ze jsme u pacientl s JIA nenalezli vyznamné korelace mezi bazalné zvySenym
sklerostinem a denzitou kostniho mineralu, jak bylo prokédzano v mySim modelu artritidy
(Chen et al. 2013, Marenzana et al. 2013). OvSem i pro postmenopazalni zeny jsou pro
souvislost mezi sklerostinem a BMD krc¢ku femuru (Robling et al. 2008, Amrein et al. 2012,
Polyzos et al. 2012, Garnero et al. 2013) a rizikem zlomenin (Arasu et al. 2012, Ardawi et al.
2012, Garnero et al. 2013) rozporuplna data. Pii mechanickém zatizeni skeletu klesa exprese
sklerostinu (Robling et al. 2008, Moester et al. 2010). Sklerostin je ale produkovan nejen
osteocyty (Winkler et al. 2003), ale i buikami jinych linii: chondrocyty a cementocyty
(Moester et al. 2010, Chan et al. 2011), ale také v jatrech, ledvinach a buiikkami cévni stény
(Brunkow et al. 2001, Rhee et al. 2014). Nase prace u mladych dospélych pacientt s JIA a
vysoce aktivnim onemocnénim prokdzala pozitivni asociaci mezi sklerostinem a aktivitou

onemocnéni prezentovanou DAS 28 (nikoli hsCRP). U naSich pacientli jsme vSak neprokézali
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zéavislost mezi sklerostinem a parametry BMD, coz bychom teoreticky ocekavali, ponévadz
sklerostin (spolu s DKk-1) je vyznamnym inhibitorem osteoblastd a tedy tvorby nové kostni
hmoty (Li et al. 2005, Diarra et al. 2007, Monroe et al. 2012). Zdrojem sérového sklerostinu u
na$ich pacienti s JIA by mohly byt nejen chondrocyty, ale i bufiky subchondralni kosti. To je
v souhlase s ndlezem ochrannych u¢inkt monoklonalni protilatky proti sklerostinu na kost a
chrupavku pied zanétlivou destrukci (Chen et al. 2013). Myslenku mozné tvorby sklerostinu
buitkami subchondrélni kosti a chondrocyty mizeme podpofit na§im nalezem signifikantni
asociace mezi sklerostinem a poctem bolestivych a oteklych kloubl, zatimco mezi
sklerostinem a hsCRP, FW nebo Dkk-1 nebyla nalezena vyznamna korelace.

Hodnoty Dkk-1 nebyly u pacienti s JIA bazaln¢ zvySené oproti zdravym kontrolam.
Prokézali jsme vSak pozitivni korelaci mezi hodnotami Dkkl a aktivitou onemocnéni
prezentovanou hsCRP. Tento vztah mezi Dkk-1 a hsCRP muzeme potvrdit nalezem
vyznamného poklesu obou marker po 2 letech anti TNFa 1é€by u naSich pacientl s JIA,
obdobné jako u RA po terapii infliximabem (Wang et al. 2011). Jiné korelace mezi Dkk-1 a
ostatnimi monitorovanymi proménnymi nebyly nalezeny.

V na$i praci jsme nenalezli signifikantni odliSnosti v koncentracich sSRANKL, OPG a
poméru sSRANKL/OPG mezi JIA a zdravymi osobami. Ani béhem 1écby anti TNFa preparaty
jsme nepozorovali zddné zmény v koncentracich SRANKL, OPG a poméru sSRANKL/OPG u
pacientl s JIA oproti bazalnim hodnotam. Ostatné 1 dosud znama data ohledné téchto markert
u JIA a RA ajejich zmény béhem 1é€by anti TNFa inhibitory jsou rozporna.

Toto je prvni prace, kterd prokazala statisticky vyznamnou korelaci mezi sklerostinem a
poctem bolestivych a oteklych kloubd (nikoli s BMD) u JIA. VySe zminéna data podporuji
hypotézu, Ze jsou to pravé chondrocyty a buiiky subchondralni kosti, které by mohly pfispivat
k tvorbé cirkulujiciho sklerostinu. Signifikantni pokles sklerostinu po 1 roce anti TNFa 1écby

predikoval pokles DAS 28 pozorovany s 1 ro¢nim zpozdénim po snizeni sklerostinu.

5.3  ZvySeni BMD u pacienti s JIA po 1 roce 1é¢by anti TNFa a pireruSeni 1écby GCs

Za 1 rok 1écby TNFa inhibitory u pacientid s JIA se signifikantné sniZilo DAS 28 i hsCRP a
zvySilo BMD bederni patete, celého téla a markerd kostni novotvorby P1NP. Nebyly
nalezeny zadné signifikantni zmény ani markeru kostni resorpce BCTX, ani osteokalcinu.
Pozorovali jsme negativni korelaci mezi zménami DAS 28, hsCRP a PINP. Navic zména
v koncentraci PINP pozitivné korelovala se zménou BMD bederni patefe. Signifikantni

zvySeni v koncentraci PINP jsme zaznamenali pouze u pacientl, kteti béhem anti TNFa
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terapie pierusili 1é¢bu GCs. Mizeme vyvozovat, ze diky anti TNFa 1é€bé mize byt zvySeni
novotvorby kostni hmoty (vzrist BMD 1 osteoformacniho PINP) vysvétleno pierusenim
1écby GCs a to proto, ze pacienti s nejveétSim snizenim DAS 28 a hsCRP, tedy ti, co dosdhnou

remise onemocnéni, jsou nejpravdépodobné;i ti, u kterych 1ze 1€€bu GCs ukoncit.

5.4  Podani GCs rezultuje v rychly pokles markerii aktivity osteoblastii a osteocyti

(osteokalcin, PINP, OPG, sklerostin) a narast markeru kostni resorpce (BCTX)

U 17 GCs naivnich pacienti s riznymi diagnézami, pro které byla indikovéana systémova
GCs terapie a kteti byli prospektivné sledovani 96 hodin, jsme prokazali béhem tohoto obdobi
signifikantni pokles v sérovych koncentracim osteokalcinu, PINP, OPG a sklerostinu a
naopak vyznamny narist BCTX a nesignifikantni zvySeni Dkk-1. Pokles osteokalcinu a PLNP
je v souhlase s pfedchozimi studiemi u zdravych osob i pacienti 1é¢enych GCs (Sasaki et al.
2001, Dovio et al. 2004). Navic genova exprese osteokalcinu i PINP je piimo
downregulovana GCs (Webster a Cidlowski 1999). Co se ty¢e OPG, v liniich lidskych
osteoblastickych bun¢k byl popséan inhibi¢ni vliv dexametasonu na OPG, coz podporuje nase
pozorovani poklesu OPG u pacientl po podani GCs in vivo.

Bezprosttedné po podani GCs je sniZzeni marker kostni notvorby doprovazeno
signifikantnim poklesem sklerostinu. Gen pro sklerostin, ktery je antagonistou kostnich
morfogenetickych proteinli nutnych pro osteoblastogenezi a inhibitorem Wnt/Bcateninové
signalni kaskady osteoblastll, exprimuji osteocyty (van Bezooijen et al. 2004). Sklerostin je
negativnim regulatorem diferenciace osteoblastii, inhibuje proliferaci osteoblasti, stimuluje
apoptozu osteoblastd a tlumi mineralizaci osteoblastickych bun¢k (Li et al. 2005). Nedostatek
sklerostinu u lidi ma za nésledek vznik poruch snadmérnou kostni hmotou jako Van
Buchemova choroba (Balemans et al. 2001) a skleroste6za (Brunkow et al. 2001). Podani
antisklerostinovych protilatek zvySuje novotvorbu kosti u mysi lé¢enych GCs (Marenzana et
al. 2011). Kromé¢ vlivu sklerostinu na zvySeni apoptdzy osteoblasti (Sutherland et al. 2004)
bylo také zjisténo, ze nadmérna exprese sklerostinu je u transgennich mys$i spojena se
snizenim kostni hmoty. V nasi préci je signifikantni sniZzeni sklerostinu asociovano nikoli se
zvySenim, ale snizenim markert kostni novotvorby reflektujici GCs indukovanou apoptozu
osteocytl. To je vsouhlase se snizenim sklerostinu u pacienti s endogennim
hyperkortizolismem, kdy se pfi remisi koncentrace sklerostinu zvysi (van Lierop et al. 2012).

Za 24-48 hodin po podani GCs se zvysily hodnoty markeru kostni resorpce BCTX.
Odpovida to vysledkim v jinych studiich (Dovio et al. 2004, Szappanos et al. 2010).
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Prokazali jsme také pozitivni korelaci mezi BCTX a dal§im inhibitorem Wnt proteinti a kostni
novotvorby, Dkk-1 po 96 hodinach od podani GCs. Prostfednictvim snizeni formovani a
funkce osteoblastt muze zvySeni Dkk-1 vést ke zvySeni na osteoblastech zavislé
osteoklastogeneze upregulovanim RANKL a downregulovanim OPG (Glass a Karsenty
2006). Exprese Dkk-1 v lidskych osteoblastech a osteocytech je stimulovana i GCs a muze
vést k na osteoblastech zavislé osteoklastogenezi (Fujita a Janz 2007), apoptoze osteoblastt a
snizeni kostni hmoty (Ohnaka et al. 2004, Wang et al. 2008). Dkk-1 je sice vysoce
exprimovan osteocyty, avSak je tvofen i v n€kolika jinych typech buné€k, a jeho sérové
koncentrace odrazeji zejména expresi Dkk-1 v kostnim mikroprostredi.

Ptestoze jsme po podani GCs pozorovali trend ke zvyseni Dkk-1, miizeme vyvozovat, Ze
signifikantni sniZzeni v koncentracich sklerostinu, OPG a osteokalcinu pozorované v této praci

muze naznacovat rychlou GCs indukovanou apoptdzu osteocytil.

6 ZAVER

NaSe vysledky prokazaly vyznamnou souvislost mezi inhibitorem osteoblastd —
sklerostinem — a parametry zanétu; navic ziskana dat naznacuji, ze sklerostin mohou tvofit
buiiky subchondralni kosti a chondrocyty. Pokles sérové koncentrace sklerostinu béhem anti
TNFa 1é¢by predchazel poklesu komplexniho ukazatele zanétu DAS 28. Nadto 1é¢ba TNFa,
blokatory je asociovana se zvySenou novotvorbou kostni hmoty a to zejména u pacienttl, kteti
ukon¢ili 1é¢bu GCs. Dale jsme dokumentovali dulezitost svalové hmoty na formovani kostni
hmoty a negativni vliv GCs na kostni hmotu. Dle naSich pozorovani by GCs mohly byt
zodpovédné za rychlou apoptozu osteocytll; prokédzali jsme jejich rychly a signifikantni vliv
na markery kostni remodelace.

U pacienti s vysokou aktivitou onemocnéni JIA jsme potvrdili nasi hypotézu snizené
kostni novotvorby ve vztahu k zanétu a sniZeni inhibitord kostni novotvorby vlivem anti
TNFa 1écby. Nebyla ale prokazana zvysena resorpce kosti a béhem anti TNFa terapie ani
zmény v markerech resorpce.

Vysledky této prace ukazuji, ze sklerostin by mohl byt vhodnym doplnénim laboratorniho
spektra u pacientd se zanétlivym onemocnénim kloubti. Naproti tomu sérové markery
remodelace kosti, které vypovidaji o celotélové trovni kostniho metabolismu, nemuseji mit
postacujici vypoveéd pro hodnoceni lokalniho postizeni kosti, napt. subchondralni kosti u

artritidy.
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