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Sérové koncentracie vitaminu D a osteomarkerov vo vztahu
k aktivite reumatoidnej artritidy
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SUHRN

Steran¢akova L., Killinger Z., Payer J., Zelinkova Z.: Sérové koncentracie vitaminu D a osteomarkerov vo vztahu k aktivite reu-
matoidnej artritidy

Uvod: Reumatoidna artritida (RA) je chronické zapalové ochorenie postihujice aj mimokibne systémy. Je zndme, Ze u pacientov s RA
dochadza k signifikantnému poklesu mnozstva kostnej hmoty a naslednému rozvoju osteopordzy. Podiel vysokej zapalovej aktivity
a koncentracie vitaminu D3 na tomto procese nie je presne objasneny.

Ciel prace: Nasim cielom bolo zistit vztah aktivity RA s vybranymi laboratérnymi parametrami kostného metabolizmu a koncentra-
ciou vitaminu D3.

Stbor a metodika: Vysetrili sme 43 pacientov s roznou aktivitou RA. Priemerny vek pacientov bol 52,4 rokov, pomer Zien a muzov
predstavoval 3,3 : 1. Pacienti neboli lie¢eni antiporotikami ani vitaminom D. Aktivitu ochorenia sme hodnotili prostrednictvom skore
DAS28 (disease activity score), kostny metabolizmus laboratérnymi markermi — osteokalcin (OC) a CTx (C-terminalny telopeptid ko-
lagénu typu I). Stanovovali sme tiez hladinu vitaminu D3. Na statistické hodnotenie sme pouzili Pearsonov korela¢ny koeficient.
Vysledky: Dokazali sme Statisticky vyznamnu negativnu korelaciu aktivity ochorenia a hladiny vitaminu D. Vztah medzi osteomar-
kermi a DAS28 skore nedosiahol statisticku signifikantnost, pozorovali sme vsak trend vzostupu kostného obratu so zvysujucou sa ak-
tivitou RA.

Zaver: RA je jednym z najtypickejsich prikladov chronického zapalového procesu. U pacientov s pretrvavajicou vysokou aktivitou RA
dochdadza v relativne kratkom case k hlbokym zmenam skeletu. Je preto potrebné v tejto skupine pacientov venovat zvysent pozornost
prevencii sekundarnej osteoporozy. Medzi tieto opatrenia patri aj vySetrenie a spravna interpretacia nameranych hladin vitaminu D3,
markerov kostného obratu a zhodnotenie kostnej denzity.
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SUMMARY

Steranéakova L., Killinger Z., Payer ]J., Zelinkova Z.: Serum concentrations of vitamin D and bone markers and their relations-
hip to rheumatoid arthritis activity

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disorder also affecting the extra-articular systems. Patients with
RA are known to have significantly reduced bone mass and to develop osteoporosis subsequently. The exact contribution of high in-
flammatory activity and vitamin D3 concentration to this the process is unclear.

Objective: The study aimed at determining the relationship between RA disease activity and selected laboratory parameters of bone
metabolism and vitamin D3 concentrations.

Patients and methods: A total of 43 patients with different RA activity were examined. Their mean age was 52.4 years and the fe-
male-to-male ratio was 3.3 : 1. The patients were treated with neither anti-osteoporotic drugs nor vitamin D. Their disease activity was
evaluated using the disease activity score (DAS 28) and bone metabolism was determined by laboratory markers such as osteocalcin
(OC) and C-terminal telopeptide of type I collagen (CTx). Vitamin D3 levels were also measured. For statistical evaluation, the Pearson
correlation coefficient was used.

Results: There was a statistically significant negative correlation between disease activity and vitamin D levels. The relationship bet-
ween bone markers and DAS 28 scores did not reach statistical significance. However, an increase in bone turnover associated with
increased RA activity was observed.

Conclusion: RA is one of the most typical examples of chronic inflammation. Profound bone changes are known to occur within a re-
latively short time in patients with high RA activity. Therefore, secondary osteoporosis screening should be provided in this group of
patients. A recommended clinical approach includes vitamin D, bone metabolism markers and bone mineral density measurements.
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Uvod

Kostné prejavy u reumatoidne;j artritidy (RA) po prvy krat
opisal Barwell v roku 1865. RA je asociovana s fokalnym
a systémovym znizenim kostnej denzity, ktoré je vysledkom
naru$enia rovnovahy medzi osteoforméciou a osteoresorp-
ciou v remodela¢nych jednotkdch. Kostné postihnutie pri
RA je jednou z hlavnych pricin invalidity tychto pacientov.
Riziko osteoporotickych zlomenin je pri RA 1,5-2 krét vys-
Sie ako u zdravej populdcie. K vzniku osteoporézy u RA
prispievaju nielen Standardné rizikové faktory primdrnej os-
teopordzy, ale i zdpal, imobiliz4cia a uZivanie imunosupre-
sivnej a glukokortikoidovej liecby [1,2].

Kostné prestavba je kontinudlny proces kostnej resopcie
a formécie. Pri RA tbytok kostnej hmoty je vo vzfahu
k zvySenej kostnej resorpcii, zatial' ¢o tidaje o tvorbe kosti st
kontroverzné [3]. Stddie na zvieracich modeloch ukdzali, Ze

osteoklastogenéza v kibe je rychly a dynamicky proces, kto-
ry vedie k rychlemu tbytku kostnej hmoty juxtaartikuldrnej
kosti a je predpokladom skorého néstupu Strukturdlneho po-
Skodenia [4].

Patogenéza zmeneného kostného metabolizmu pri RA
je multifaktoridlna a podiel, akym sa na rychlom rozvoji po-
diela vysoka zapalova aktivita (popri vplyve inaktivity, liec-
by kortikoidmi), nie je presne objasneny. Mechanizmy kost-
nej remodeldcie pri RA zahfiiaji interakcie medzi kostnymi
a infiltrujicimi zdpalovymi bunkami. Rozhodujicim Cinite-
Tom sa v tomto pripade zda byt faktor nekrotizujici tumory
o (TNF-o), ktory spolu s interleukinom 6 (IL-6) a inter-
leukinom 1 (IL-1) indukujd osteoklastogenézu, podporuju
zépal, resorpciu kosti a potldcaju ndbor osteoblastov z pro-
genitorovych buniek. TNF-a indukuje expresiu RANKL (li-
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1.25(OH)2 vitamin D3 posobi na niekol'ko typov imunitnych buniek, vratane makrofagov, dendritickych buniek, T- a B-buniek. Makrofagy a dedritické
bunky konStitu¢ne exprimuji jadrovy steroidny receptor pre 1,25(OH): vitamin D3 (VDR). V' T- a B- bunkich sa VDR exprimuje len po ich aktivacii.

V makrofigoch a monocytoch vitamin D3 pozitivne ovplyvriuje svoje vlastné ucinky zvySenim expresie VDR. Niektoré signaly sprostredkované

cez TLR1.2 (receptory na bunkovej membrane sprostredkujice signal pre VDR receptory) mozu zvysit" expresiu VDR. 1,25(OH); vitamin D3 tiez

indukuje expresiu interleukinu 1 (IL-1) a katelicidin (antimikrobiilny peptid) v makrofagoch, ¢im prispieva k vrodenym imunitnym reakciim na
niektoré baktérie. 1,25(OH) vitamin D3 potlaca maturiciu dendritickych buniek, brani expresii molekil MHC ( molekiil hlavného
histokompatibilného komplexu) triedy II a diferenciacnych znakov CD40, CD80, CD86, zniZuje produkciu interleukinu 12 (IL-12) a zvySuje produkciu
interleukinu 10 (IL-10). 1.25(OH)2 vitamin D3 zniZuje v T- bunkach produkciu interleukinov 2 a 17 (IL-2,IL-17), interferonu-y (IFN-y), oslabuje

cytotoxickn aktivitu T-buniek, zniZuje proliferaciu T-buniek exprimujicich CD4+ a CD8+ diferenciacné znaky a zvySuje expresiu interleukinu 4 a 10
(IL-4,IL-10). Nakoniec, v B-bunkach 1,25(OH), vitamin D3 zniZuje produkciu imunoglobulinov triedy G a M (IgG a IgM), brzdi prolifericiu B-buniek,

diferenciiciu plazmatickych buniek a zvySuje expresiu VDR.

Modifikované podla Rodrigo Mora J. et al. Vitamin effects on the immune system: vitamin A and D take centre stage. Nature Reviews

Immunology 2008;8:685-698
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gand pre RANK - receptor nuklearneho faktora k¥B) na po-
vrchu stromdlnych a osteoblastickych buniek. Vizba RAN-
KL na receptor RANK spdsobuje diferencidciu osteoklastov
a ndsledne kostni resorpciu. Cast i¢inkov TNF-o. je sprost-
redkovand cez DKK-1 (Dickkopf-1). DKK-1 redukuje oste-
oblasticku aktivitu cez negativnu reguldciu Wnt signdlnej
drdhy. Wnt je B-katenin signélna drdha, ktord hrd vyznamnd
ulohu v diferencidcii kostnych buniek, ich proliferacii a apo-
ptéze, a nabadda mezenchymadlne progenitorové bunky
diferencovaf sa na osteoblasty. Blokddou Wnt signdlnych
proteinov sa tlmi aktivita osteoprotegerinu, ktory
je silnym inhibitorom kostnej resorbcie a antagonistom
RANKL [5,6,7].

Vitamin D hra délezitd dlohu v metabolizme kosti. Hoci
je vitamin D znamy priblizne 80 rokov, jeho aktivny meta-
bolit 1,25-(OH),-D3 bol objaveny pred menej ako 25 rokmi.
Hlavnym biologickym tc¢inkom aktivnej formy vitaminu D
je udrzanie hladin sérového vdpnika v normédlnom rozmed-
zi. ZvySuje Crevnd absorbciu kalcia a ovplyviiuje aktivitu
kostnych buniek. V poslednych rokoch sa vSak ¢oraz Castej-
Sie spomina jeho imunomodula¢ny G¢inok. Vitamin D pdso-
bi cez jadrové steroidné receptory (VDR) vyjadrené na anti-
gén prezentujicich bunkéch, aktivnych T- a B-lymfocytoch.
VDR je ligand-dependentny transkripcny faktor, ktory tka-
nivovo Specificky moduluje expresiu génov. Primarnym ci-
elom pre imunomodulaény efekt vitaminu D su dendritické
bunky (DC). Vitamin D inhibuje ich zrenie a diferenciaciu,
¢o vedie k down- reguldcii MHC II kostimula¢nych molekul
(CD40, CD80 a CD86) a znizeniu produkcie IL-12. Naviac
vitamin D zvySuje tvorbu IL-10 a podporuje apoptézu DC
buniek. Spolocne tieto icinky inhibuji DC — zavisld aktiva-
ciu T-buniek. Zda sa, Ze inhibuje aj diferencidciu monocy-
tovych prekurzorov do nezrelych DC buniek a nasledne
schopnost nezrelych DC buniek podstipif termindlnu dife-
rencidciu v reakcii na podnety pre ich zrenie. Liecba VDR
agonistami inhibuje T-bunky a tvorbu IL17 — prozapalového
cytokinu, ktory je produkovany
bunkami Th17 v mozgu, srdci, ¢reve
a synovii. Pro-diferenciac¢ny, imuno-
modulaény a protizdpalovy ucinok

splnili kritéria RA podla American College of Rheuma-
tology, mali réznu aktivitu ochorenia, pri¢om priemernd
dizka trvania ochorenia bola 8,3 roka. Vietci pacienti uZi-
vali Standardné DMARDs. Obligatérne bolo uZivanie me-
totrexatu v priemernej davke 14,16 mg tyzdenne, pricom

Obr. 2
Definicia stavu saturacie 25-hydroxycholekalciferolu
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Modifikované podla Payer J., Killinger Z. Osteopordza.
Bratislava, Herba, spol. s. r. 0., 2012:264

Tabulka 1
Charakteristika stboru

pocet pacientov 43

Zeny/muZzi 33/10

postmenopauzalne Zeny 11

priemerny vek (min/max) 52,4 (29/71)

median trvania RA v rokoch

(min/max) 8.3 (4/12)

priemernd hodnota DAS 28

(min/max) 5,639 (1,6/7,5)

priemerné denné davky glukokortikoidov

(prednison) v mg (min/max) 5,5 (2/10)

Tabulka 2
Korelacna tabulka

syntetického VDR agonistu moze byt
vyuzity na liecbu roznych autoimunit-

CTx  DAS28 Osteokalcin Vitamin D

n}’/ch reumatick}’/ch ochoreni [1,7,8,9]. CTx Correlation Coefficient 0,216 0,512 -0,274
Significance Level P 0,1637 0,0005 0,0756
Ciel prace N 43 43 43
Cielom nasej prace bolo zistif vztah ~ DAS28 Correlation Coefficient 0,216 0,038 -0,534
kostného metabolizmu a hladiny vita- —
minu D s aktivitou ochorenia RA. Significance Level P 0,1637 0,8097 0,0002
N 43 43 43
Stbor pacientov a metodika Osteokalcin ~ Correlation Coefficient 0,512 0,038 -0,286
Sibor pacientov. Sledovali sme 43 Significance Level P 0,0005  0,8097 0,063
pacientoy (3.3 zien, 10 muiov? z reu—. N 43 43 43
matologickej ambulancie V. internej
kliniky Lekérskej fakulty Univerzity Vitamin D Correlation Coefficient —0,274 -0,534 -0,286
Komenského a Univerzitnej nemocni- Significance Level P 0,0756  0,0002 0,063
ce v Bratislave s priemernym vekom N 4 4 4
52,4 roka (vid tab. 1). Vietci pacienti 3 3 3
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Graf 1
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Tabulka 3

Priemerné hodnoty pozorovanych parametrov

u premenopauzalnych zien a muzov

N

Mean

95% CI

CTx (ng/l)

32

413,351

359,758-466,947

DAS28

32

5,646

5,066-6,225

OC (ug/)

32

23,196

19,892-26,501

Vitamin D3
(nmol/1)

32

19,025

16,111-21,939

Tabulka 4
Korela¢na tabulka slboru bez postmenopauzalnych Zien

niektor{ pacienti uzivali metotrexdt aj v kombin4cii s neste-
roidnymi antiflogistikami, sulfasalazinom alebo cyklo-
sporinom. VSetci pacienti uzivali glukokortikoidy (predni-
z6n) v priemernej dennej ddvke 5,5 mg v liecbe priemerne
1,5 roka. Do $tidie neboli zaradeni pacienti lieceni biolo-
gickymi DMARD:s. V nasej Stidif bolo 11 postmenopauzal-
nych zien. Do Stidie boli zaradeni len pacienti bez lieCby
antiporotikami a vitaminom D.

Aktivita ochorenia RA. Aktivitu ochorenia RA sme hod-
notili na zdklade skére DAS28. Tento index zahfiia pocet
bolestivych a opuchnutych kibov, hodnoty sedimenticie
a hodnotenie aktivity ochorenia samotnym pacientom.

Kostny metabolizmus. K stanoveniu tGrovne kostnej re-
sorpcie sme pouZili B-CTx (C-termindlny telopeptid kola-
génu typu I). K hodnoteniu kostnej formacie sme stanovo-
vali osteokalcin (OC) v sére. Analyza kostnych markerov
bola vykonavana elektrochemiluminiscen¢nou imunoanaly-
zou (Roche Diagnostics).

Vitamin D. Hodnotili sme koncentraciu 25-hydroxycho-
lekalciferolu v sére pomocou vysokoucinnej kvapalinove;j
chromatografie (HPLC).

Vsetky vzorky séra na stanovenie osteomarkerov a 25(OH)
vitaminu D sa $tandardne odoberali v obdobi od zaciatku
marca do konca mdja 2011, aby sme predisli sezonnej varia-
bilite vitaminu D.

Statistické hodnotenie. Asociicie medzi spojitostou pre-
mennych boli skimané pomocou Pearsonovho korela¢ného
koeficientu. Vsetky Statistické postupy boli vykondvané po-
mocou pocitacového Statistického programu SPSS verzia
17.0. Vysledok sme hodnotili ako Statisticky vyznamny pri
P < 0,001.

Charakteristiky stiboru pacientov si zhodnotené v tabul-
ke 1.

Vysledky

Zhodnotenie  koreldcie  medzi

CTx

DAS28

Osteokalcin  Vitamin D

DAS28 a parametrami kostného meta-
bolizmu vyjadruje korelacnd tabulka

CTx

Correlation Coefficient

0,2533

04224  —04131 (tab. 3).

Significance Level P

0,162

0.016 0.019 Korela¢nd analyzu aktivity ochore-

nia RA so sérovou hladinou vitaminu

N

32

32

32 D3 vyjadruje graf 1. Korelaény koefi-

DAS28

Correlation Coefficient

0,2533

0,0116 ~0,6037 cient pre tuto analyzu je -0,534

Significance Level P

0,162

0,950 0,0002

a P < 0,001 signifikantne vysoko vy-
znamné.

N

32

32

32 Aby kostny metabolizmus nebol ov-

Osteokalcin

Correlation Coefficient

0,4224

0,0116

plyvneny menopauzdlnym statusom,

-0.3761 v dalSom sledovani sme zo $tidie vy-

Significance Level P

0,16

0,950

0,034 Clenili 11 postmenopauzalnych Zien.

N

32

32

0 Priemerné hodnoty pozorovanych pa-
rametrov po ich vyradeni st zndzorne-

Vitamin D

Correlation Coefficient

—0,4131

—0,6037

-0,3761 né v tabulke 4.

Significance Level P

0,019

0,0002

0.034 Nasledne sme tychto 32 pacientov

rozdelili do 4 kvartilov na zaklade

N

32

32

32

hodnoty skore DAS28 (tab. 4).
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18,75 % premenopauzdlnych Zien a muzov mali insufi-
cientné sérové hladiny 25-hydroxycholekalciferolu a 81,25 %
z 32 pacientov mali deficit 25-hydroxycholekalciferolu, pri-
¢om ani jeden z tychto pacientov nedosahoval optimélne
hladiny 25-hydroxycholekalciferolu v sére.

Vzfahy medzi jednotlivymi parametrami v kvartiloch vy-
jadrujd grafy 2, 3, 4.

Diskusia

Tvrdenia, Ze vitamin D vplyva na vyskyt autoimunitnych
ochoreni, vychddzali z hypotézy, Ze dostupnost ligandu vi-
taminu D v Zivotnom prostredi (slne¢né Ziarenie, strava) je
faktorom ovplyviiujicim prevalenciu autoimunitnych cho-
rob. Neskor sa ukdzalo, Ze aj genetické rozdiely vo VDR
mdzu byf jednym z mnohych faktorov, ktoré preduréuju je-
dinca pre rozvoj autoimunitného ochorenia [10]. Vyskum
VDR sa spociatku zameriaval predominatne na jeho tlohu
v regulovani sérovej hladiny kalcia a kostného metabolizmu.
Nedavne vyskumy ukézali pritomnost tychto receptorov aj
na bunkdch imunitného systému, ako si makrofagy, dendri-
tické bunky, T- a B-lymfocyty, hlavne po ich aktivacii.
Vizba vitaminu D na jeho receptor inhibuje prozdpalové
procesy potlatenim nadmernej ¢innosti CD4+, Thl, Th2
a Th17 buniek a tvorbu ich pridruZenych cytokinov ako in-
terleukin-2, interferén-y ¢i TNF-o [11]. Zistenia upozoriuji
aj na mozné pozitivne ovplyvnenie autoimunitnych ochore-
ni vitaminom D. Laragione a spol. zistili, Ze hlodavce s de-
ficitom vitaminu D sd nachylnejSie na rozvoj vaZznejSicho
poskodenia v experimentdlnom modely artritidy, ktory ko-
reluje s radiografickym a histologickym poskodenim [12].
V neddavno publikovanej Stadii autori zistili vyrazne nizsie
hodnoty vitaminu D u pacientov zle reagujucich na liecbu
a pacientov s vyssou aktivitou RA [13]. Rossini a spol. po-
tvrdili inverzny vzfah medzi aktivitou RA a sérovymi hladi-
nami vitaminu D3 a vplyv liecby vitaminom D3 na aktivitu
ochorenia RA [10]. Inf autori vychadzaji z hypotézy, Ze hy-
povitaminéza D pri autoimunitnych ochoreniach, vritane
RA, je skor dosledkom ako modifikdtorom imunitnej odpo-
vede [7].

V naSej Stidii sme preukdzali signifikantnd negativnu ko-
relaciu hladiny vitaminu D3 s aktivitou ochorenia bez ohTla-
du na menopauzdlny status. Vzhladom vSak na limitovand
velkost siboru a viaceré nizSie uvedené koincidujuce fak-
tory nie je mozné preukdzany vzfah povaZzovat za kauzdlny.

Vysledna kostnd hmota pri RA je ovplyvnend stupiiom
funk¢éného postihnutia, kumulativnym dcinkom glukokorti-
koidov, aktivity ochorenia a diZkou trvania ochorenia. Nie je
plne objasnené, ¢i osteopordza pri RA vznikd v dosledku
zniZenia kostnej formécie alebo zvySenia kostnej resorpcie.
Markery kostnej resorpcie ddvaji oproti tomu viac uniform-
né vysledky, s vyznamnym narastom u pacientov s RA v po-
rovnani s kontrolnou skupinou. Deodhar a spol. preukazali
vys$Siu droven osteoresorpcie u pacientov s aktivnym ocho-
renim ako u pacientov s neaktivnym ochorenim [7].

V naSej Stidii, po vyCleneni postmenopauzalnych Zien
a rozdeleni pacientov do 4 kvartilov na zdklade DAS28, na-
chadzame vysSiu udrovenl kostnej resorpcie u pacientov
s vySSou aktivitou RA. Poukdzali sme aj na tzv. uncoupling

fenomén kostnych markerov — so stipajicim DAS28, stipa
CTx, no klesd marker kostnej formdacie. Vzfah medzi mar-
kermi kostného metabolizmu a aktivitou ochorenia nedo-
siahol Statisticku signifikanciu, na ¢om sa mohli podielaf aj
limitacie nasej Stddie. Patri sem, vzhladom na charakter sle-
dovanych markerov (vysoka variabilita, inter- a intraindivi-
dudlne rozdiely hodndt osteomarkerov), hlavne nedostatoc-
nd velkost nasho stboru, ovplyvnend vsak aj faktom, Ze do

Tabulka 5
Rozdelenie pacientov do 4 kvartilov podla skére DAS28

1. kvartil 2. kvartil 3. kvartil 4. kvartil
(N-8) (N-8) (N-8) (N-8)
DAS28 3,305 5,673 6,499 7,106
CTx 367,725 411,200 416,813 457,675
Vitamin D3 23,818 20,023 17,091 15,169
ocC 24,373 23,444 23,405 21,564
Graf 2
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Graf 4
Zmeny priemernych hodnét vitaminu D3 v jednotlivych
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sledovania sme zaradili len Cast pacientov, bez suplementa-
cie vitaminom D a bez antiporotickej lieCby. Na nizZsej
osteoformdcii v skupine pacientov s vysokou aktivitou
ochorenia RA sa urcite spolupodielalo aj uzZivanie vyssich
davok glukokortikoidov. V dalSom sledovani planujeme
preto nielen rozsirit velkost suboru, ale aj jeho uzsiu Speci-
fikdciu v zmysle oddiferencovania vplyvu pohlavia, veku,
menopauzilneho statusu, dizky trvania RA a inych faktorov
s potencidlnym vplyvom na kostny metabolizmus. TaktieZ
planujeme doplnif denzitometrické vySetrenie a hodnotenie
kvality kosti pomocou stanovenia trabekuldrnehoho kostné-
ho skére u pacientov s RA.

Zaver
Aj ked etiopatogenéza kostnych zmien pri RA nie je do-
teraz presne objasnend, je zname, Ze sekundarna osteopord-

za vedie k vyraznému ndrastu fraktdr a Strukturdlne posko-
denie je z velkej Gasti zodpovedné za vznik deformit kibov.
Oba faktory si zodpovedné za vysoku socio-ekonomicku
zafaz, ktord RA predstavuje. Hlavne u pacientov s vys$sou
aktivitou RA je preto ddlezité v priebehu ochorenia Castej-
Sie monitorovaf zmeny kostnej denzity, kostného obratu
a hladinu vitaminu D3. Sprdvna interpreticia parametrov
kostného metabolizmu mdze viest k v€asnému nasadeniu
efektivnej antiporotickej lieCby a adekvatnej suplementicie
vitaminom D s ndslednym poklesom zdvaznych komplika-
cif osteoporozy.
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