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Osteogenesis imperfecta (Ol, wrodzona tamliwosc¢ kosci) jest uogdlnionym schorzeniem tkanki
tacznej o heterogennym podtozu genetycznym (1,2), ktérego przyczyng sg mutacje w genach COL1A1
i COL1A2, kodujacych tancuchy alfal i alfa2 kolagenu typu | - gtdwnego biatka strukturalnego
zewnatrzkomérkowej macierzy kosci, skory i ciegien (3). Przewazajgcy wiekszos¢ (ok. 85%) stanowig
mutacje punktowe, prowadzgce do zastgpienia glicyny, zajmujacej co trzecig pozycje w tancuchach
polipeptydowych kolagenu typu |, przez inne aminokwasy (4). Fenotypy Ol wystepujg w populacji z
czestoscig od 1:5000 do 1:10000. Schorzenie jest dziedziczone w sposéb autosomalny dominujacy, a
u rodzicéw chorego moze wystepowac mozaikowatos¢ pod wzgledem tkankowej dystrybucji mutacji
(5).Zgodnie z kwalifikacjg Sillence'a (6), wyrdznia sie 4 typy Ol. Typ | (postac tagodna) obejmuje
pacjentéw z ilosciowym defektem kolagenu, wynikajgcym ze zmniejszonej produkc;ji biatka wskutek
braku ekspresji zmutowanego allelu. Typy Il i IV (postacie od cienkich do umiarkowanych)
charakteryzuja sie defektem jakosciowym, gdy zmutowane tancuchy polipeptydowe ulegajg
inkorporacji do czagsteczek kolagenu, zaburzajgc jego strukture. Typ Il (postac najcienisza) jest letalny
in utero lub w okresie perinatalnym Ol charakteryzuje sie osteopenig, famliwoscia kosci, deformacja
szkieletu, zahamowaniem wzrostu, przewlektymi bolami kostnymi i ograniczeniem sprawnosci
motorycznej (7). Nasilenie objawdw klinicznych w postaciach nieletalnych jest uzaleznione od typu Ol
- najmniejsze w typie |, najwieksze w typie Ill. Przyczynowe leczenie Ol nie jest obecnie mozliwe.
Nadzieje na przysztos¢ zwigzane sg z opracowaniem specyficznego hamowania ekspresji
zmutowanego allelu (antisense suppression) w typach II-IV, dzieki czemu dochodzitoby do
biochemicznej transformacji ciezkich form Ol do postaci tagodnej, analogicznej do typu | (8),
zasadniczym problemem jest jednak uzyskanie absolutnej swoistosci wytgczania zmutowanego allelu.
Leczenie objawowe polega na zaopatrzeniu ortopedycznym, chirurgicznej korekcji deformac;ji
szkieletu, terapii ztaman oraz rehabilitacji, ktorej celem jest uzyskanie i utrzymanie optymalnego
stanu funkcjonalnego pacjenta. W ostatnich latach wskazuje sie takze na korzystny efekt leczenia
antyresorpcyjnego (9-12) z zastosowaniem bisfosfoniandw zawierajgcych azot, ktére nie powodujg
defektdw mineralizacji. Uzasadnieniem dla podjecia tego typu leczenia jest niska masa kosci, a takze
ich podwyzszona resorpcja u pacjentéw z Ol (13), aczkolwiek w kwestii tej istniejg ciggle
kontrowersje (14). Poniewaz w wiekszosci opisanych przypadkdéw obserwowano poprawe stanu
klinicznego chorych dzieci, ktérej nie towarzyszyty powazne skutki uboczne, probe leczenia
bisfosfonianami pacjentdw z Ol podjeto takze w Klinice Rehabilitacji Ogdlnej IP-CZD. Celem niniejszej
pracy byta biochemiczna ocena dynamiki wczesnych i dtugoterminowych zmian resorpcji tkanki
kostnej w trakcie jednego cyklu terapii antyresorpcyjnej, ustalenie schematu pomiaru markeréw
resorpcji zapewniajgcego wiarygodne monitorowanie przebiegu leczenia, a takze ocena jego
bezpieczenstwa dla rosngcego szkieletu w aspekcie zachowania zdolnosci tkanki kostnej do
modelowania i przebudowy wewnetrznej. PACJENCI Leczenie pamidronianem rozpoczeto u 6 dzieci w
wieku 7-16 lat z rozpoznaniem ciezkich postaci (typy IlI-1V) osteogenesis imperfecta wg klasyfikacji
Sillence'a (6), znacznym niedoborem wysokosci ciata i gestosci kosci w odcinku L2-L4 kregostupa
ledzwiowego, deformacjami szkieletu, ograniczeniem sprawnosci ruchowej i podwyzszonym
wydalaniem z moczem markerdw resorpcji kosci - pirydynoliny (PYR) i deoksypirydynoliny (DPYR).



Charakterystyke pacjentow przed leczeniem przedstawiono w tabeli
1.http://www.osteoforum.org.pl/gif/tabl-s1.gifRozpoznanie Ol postawiono na podstawie obrazu
klinicznego i radiologicznego. Protokdt leczenia uzyskat akceptacje Komitetu Etyki IP-CZD, a rodzice i
dzieci wyrazili Swiadomg zgode na terapie. Rodzice jednego z pacjentdow wycofali zgode na
kontynuacje leczenia, w zwigzku z czym dtugotrwata obserwacja obejmuje 5 dzieci. LECZENIE
Pamidronian dwusodowy (kwas 3-amino-1-1-hydroksypropylideno-1,1-bisfosfoniowy, Aredia, Ciba-
Geigy, Bazylea, Szwajcaria) podawano cyklicznie w ciggu 3 kolejnych dni w postaci wlewdéw dozylnych
(3-5 h), w dawce 1 mg/kg/d, rozciericzonej w 250-500 ml izotonicznego ptynu fizjologicznego.
Przedziat czasu dzielgcy poszczegdlne cykle podawania wynosit 4 miesigce. W celu unikniecia
hipokalcemii pacjenci otrzymywali ponadto wapn w postaci Calcium carboni***** (1200 mg/d) i
witamine D3 (800 1U/d).POMIARY Biochemiczne markery resorpcji kosci oznaczano w surowicy i
moczu. Krew pobierano od pacjentéw na czczo przed infuzjg pamidronianu oraz po 1, 2, 3i 7 dobach
cyklu leczenia. W surowicy oznaczano produkt degradacji C-telopeptydu kolagenu typu |, stosujac
zestaw Serum CrossLaps One Step ELISA firmy Osteometer BioTech A/S, Kopenhaga, Dania (dar firmy
A New Therapy Co., Ltd, Warszawa). Metoda oparta jest na zastosowaniu dwdch wysoce
specyficznych przeciwciat monoklonalnych, rozpoznajgcych sekwencje AHD-beta-GGR taricucha alfal
kolagenu typu |, w ktérej reszta kwasu asparaginowego (D) ulegta beta-izomeryzacji (15).W trakcie
pojedynczej inkubacji przeciwciata wychwytujg dwa beta-izomeryzowane epitopy, potaczone
wigzaniem sieciujgcym. Wewnatrz i miedzyoznaczeniowy btgd precyzji wynosi ponizej 8% (dane
producenta). Zakres referencyjny stezen Serum CrossLaps w surowicy dzieci i mtodziezy nie jest
dostepny. Dla kobiet premenopauzalnych wynosi on 1748+740 pmol/L (15). Pierwsze poranne zbiorki
moczu wykonywano w ciggu 3 dni poprzedzajgcych podanie pamidronianu, nastepnie codziennie do
9 dnia hospitalizacji. Po zakonczeniu hospitalizacji pacjenci wykonywali samodzielnie zbidrki moczu w
domu, $rednio w odstepach 2-tygodniowych, a zamrozone prébki przywozili w lodzie przy okazji
najblizszej wizyty w szpitalu. W moczu oznaczano stezenie catkowitej pirydynoliny (PYR) i
deoksypirydynoliny (DPYR) przy zastosowaniu metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) potaczonej z fluorymetryczng detekcjg (16). Wewnatrz i miedzyoznaczeniowy btad precyzji
wynosi ponizej 7%. Wyniki normalizowano na kreatynine. Z-score obliczano na podstawie
opracowanych w Zaktadzie Biochemii i Medycyny Doswiadczalnej IP-CZD wartosci referencyjnych dla
dzieci i mtodziezy w wieku 3-18 lat (17). Pomiary gestosci mineratu kostnego (BMD) w odcinku L2-L4
kregostupa wykonano metodg DEXA na aparacie Lunar DPX-L przed rozpoczeciem leczenia. Wyniki
pacjentéw poréwnano z wtasnymi wartosciami referencyjnymi. WYNIKI Przed rozpoczeciem leczenia
antyresorpcyjnego pacjenci charakteryzowali sie niskg gestoscig kosci w obrebie kregostupa
ledZzwiowego (BMD ZS = -5,12+3,29) oraz podwyzszong resorpcja kosci, oceniang na podstawie
wydalania z moczem pirydynoliny i deoksypirydynoliny (PYR ZS = 3,55+2,46; DPYR Z5=2,90+2,94) (tab.
1).Pamidronian w dawce 1 mg/kg/d powodowat niemal natychmiastowa supresje resorpcji kosci (ryc.
1), wykrywang przez sCTX juz po pierwszej dobie cyklu leczenia (zmiana 0 -26+11% w stosunku do
wartosci wyjsciowej, p=0,002), przez PYR i DPYR - po dwdch (odpowiednio -43+7% i -5419%,
p<0,0001 dla obu). Maksymalng odpowiedz sCTX (-77+12%, p<0,0001) obserwowano po trzech, PYR i
DPYR - po szesciu dobach od rozpoczecia leczenia (odpowiednio - 56+9% i -70+6%, p<0,0001), co
korespondowato z obnizeniem sie Sredniej wartosci Z-score dla PYR od 3,55+2,46 do -0,32+1,77, a dla
DPYR od 2,90+2,94 do -1,30+1,30.Wielkosci maksymalnej odpowiedzi sCTX i DPYR na leczenie
antyresorpcyjne nie réznity sie znamiennie (p=0,2264), podczas gdy odpowiedz PYR byta mniejsza
(sCTX vs PYR: p=0,0076; PYR vs DPYR: p=0,0001). Stanowito to przyczyne podwyzszenia o ok. 50%
stosunku molarnego PYR/DPYR w ciggu pierwszego tygodnia cyklu (ryc.



1).http://www.osteoforum.org.pl/gif/rycla.gif Przed rozpoczeciem leczenia nie stwierdzono korelacji
pozioméw sCTX z PYR (r=-0,386, NS) i DPYR (r=0,039, NS), jednak zmiany pozioméw markerédw po
podaniu pamidronianu wykazywaty silng, znamienng korelacje (sCTX vs PYR: r=0,853, sCTX vs DPYR:
r=0,889, p<0,0001). Wydalanie pirydynoliny i deoksypirydynoliny z moczem byto znamienne
skorelowane zaréwno przed (r=0,869, p=0,0247), jak i w trakcie leczenia (r=0,950, p<0,0001).W
okresie maksymalnej supresji resorpcji kosci wydalanie DPYR spadto u niektérych pacjentdow ponizej
dolnej granicy przedziatu referencyjnego (ryc. 2), jednak byto to zjawisko przejsciowe.
http://www.osteoforum.org.pl/gif/rycina2a.gif http://www.osteoforum.org.pl/gif/rycina2c.gif
Dynamika dfugoterminowych zmian wydalania PYR i DPYR z moczem w czasie jednego cyklu leczenia
pamidronianem charakteryzowata sie duzg niejednorodnoscig, dlatego tez przedstawiono ja w
postaci mediany i zakresu (tab. 2) oraz indywidualnych wartosci wyrazonych w Z-score (ryc.
2).http://www.osteoforum.org.pl/gif/tab2-s1.gifStwierdzono, ze po miesigcu od podania
pamidronianu wydalanie PYR i DPYR powrdcito u 4 pacjentéw do wartosci zblizonych do wyjsciowych
(tab. 2, ryc. 2), wykazujgc w dalszej czesci cyklu indywidualne fluktuacje, potgczone z niewielkg
tendencjg wzrostowag lub spadkowa. Jedynie u pacjentki GK, charakteryzujgcej sie bardzo wysokim
poziomem markeréw przed leczeniem, wydalanie PYR i DPYR pozostato obnizone o ok. 50% w ciggu
catego cyklu, znajdujac sie jednak powyzej gérnej granicy zakresu referencyjnego (ryc. 2).DYSKUSJA
Bisfosfoniany, syntetyczne analogi pirofosforanu odporne na enzymatyczng hydrolize, ulegaja
specyficznej akumulacji w tkance kostnej, gdzie sg poteznymi inhibitorami osteoklastycznej resorpcji
kosci (18). Celem zastosowania tych zwigzkow w leczeniu osteogenesis imperfecta jest préba
zwiekszenia masy kostnej pacjentow i redukcji ryzyka ztaman, a takze poprawa sprawnosci ruchowej i
zmniejszenie przewlektego bélu. Bisfosfoniany wptywajg na zwiekszenie masy kostnej dzieki temu, ze
zahamowanie resorpcji kosci nie pocigga za sobg natychmiastowego zmniejszenia kosciotworzenia,
powodujgc czasowg poprawe bilansu tkanki przez redukcje tzw. przestrzeni przebudowy
(19).0czekiwany efekt jest tym wiekszy, im wieksza jest réznica miedzy aktualng masg kosci, a
fizjologicznym poziomem réwnowagi, wyznaczonym przez mechaniczng stymulacje szkieletu (20).
Préby objawowego leczenia bisfosfonianami dzieci z ciezkimi postaciami Ol s3 podejmowane od
konca lat osiemdziesigtych. Opublikowane wyniki, obejmujace kilkuletni (do 7 lat) okres obserwacji,
wskazujg na poprawe stanu klinicznego wiekszosci pacjentdw, zmniejszenie obrotu metabolicznego
kosci i zwiekszenie ich gestosci, a takze redukcje czestosci ztaman (9-12). Wprawdzie nie
obserwowano powaznych skutkédw ubocznych terapii (w tym opdznienia gojenia ztaman), jednak
stosowanie bisfosfoniandw w okresie wzrastania organizmu moze by¢ potencjalnie niebezpieczne w
przypadku dtugotrwatego, nadmiernego zahamowania obrotu tkanki kostnej, ktéry jest podstawg jej
odnowy, naprawy mikroztaman oraz modelowania.Dlatego tez celem naszej pracy byta wnikliwa
biochemiczna ocena dynamiki zmian resorpcji tkanki kostnej u dzieci z osteogenesis imperfecta,
leczonych cyklicznie podawanym pamidronianem. Antyresorpcyjny efekt pamidronianu ujawnit sie
juz w pierwszych dniach leczenia, czego dowodem byto znamienne obnizenie poziomu CrossLaps w
surowicy i wydalania z moczem pirydynoliny i deoksypirydynoliny. Czuto$¢ zastosowanych markeréw,
mierzona szybkoscig i rozmiarem odpowiedzi na leczenie, przedstawiata sie nastepujgco:
sCTX>DPYR>PYR. Najstabsza i najpdzniejsza odpowiedz pirydynoliny na terapie antyresorpcyjng
sugeruje znaczacy udziat jej pozakostnych Zrédet w catkowitej puli w moczu. W okresie
maksymalnego zahamowania resorpcji kosci wydalanie PYR i DPYR nie spadto znaczgco ponizej dolnej
granicy przedziatu referencyjnego, poziom supresji wydaje sie, wiec bezpieczny (pozostaje do
ustalenia, czy zastosowany schemat podawania pamidronianu i jego dawka dajg zamierzony efekt
terapeutyczny w postaci zwiekszenia masy kostnej i zmniejszenia czestosci ztaman). Supresja



resorpcji kosci byta ponadto u czworga dzieci przejsciowa, powracajgc do wartosci zblizonych do
wyjsciowych po okoto 30 dniach od rozpoczecia terapii. Jedynie u pacjentki GK, charakteryzujgcej sie
bardzo wysokimi podstawowymi poziomami PYR i DPYR (Z-score > 8), wydalanie markeréw pozostato
obnizone o ok. 50% przez caty cykl leczenia (120 dni), jednak wyrazone w wartosciach bezwzglednych
fluktuowato w poblizu gérnej granicy przedziatu referencyjnego. Tak duze réznice w odpowiedzi
pacjentéw na leczenie pamidronianem wskazujg na koniecznos$¢ indywidualnego monitorowania jego
przebiegu. Szczegdlnym problemem przy biochemicznej ocenie resorpcji kosci u pacjentéw z
genetycznym defektem jakosciowym kolagenu typu | (typy lll i IV Ol) jest interpretacja wynikéw
pomiaréw markeréw. W moczu niektérych pacjentéow z Ol obserwowano np. wysoki stosunek
molarny PYR/DPYR (BP i MK, tab. 1) przed leczeniem, ktdry nie byt uzasadniony wspétistniejgcymi z
Ol schorzeniami. Wydaje sie wiec, ze odzwierciedla on zaburzone proporcje obu rodzajéw wigzan
sieciujgcych w kolagenie macierzy kostnej, wskazujgc na zwiekszenie stopnia hydroksylacji reszt
lizyny w trakcie potranslacyjnej modyfikacji nieprawidtowego biatka (21), co z kolei jest skutkiem
opd6znionego tworzenia potrdjnej helisy w obszarze N-koricowym czgsteczki w stosunku do
zlokalizowania mutacji (22).Konsekwencjg zwiekszonej zawartosci hydroksylizyny w kolagenie bedzie
preferencyjne powstawanie wigzan sieciujgcych typu pirydynoliny, zbudowanych z trzech reszt
hydroksylizyny, kosztem m.in. deoksypirydynoliny, sktadajacej sie z dwdch reszt hydroksylizyny i
jednej reszty lizyny (23). Z tego wzgledu nalezy zachowac ostroznos¢ przy interpretacji wynikow, gdyz
wydalanie PYR moze dawac zawyzong, a DPYR zanizong ocene rzeczywistego poziomu resorpcji kosci.
Interesujgcy obserwacjg jest takze brak korelacji pozioméw sCTX w surowicy z wydalaniem
pirydynoliny i deoksypirydynoliny z moczem przed leczeniem, podczas gdy zmiany w poziomach
markerdw, zachodzace w trakcie leczenia, wykazujg silng i znamienng korelacje. Wskazuje to na
mozliwos¢ zaburzonej b-izomeryzacji asparaginianu z sekwencji aminokwasow Asp-Gly w obrebie C-
koncowego fragmentu telopeptydu tancucha al (24), rozpoznawanego przez monoklonalne
przeciwciata zastosowane w metodzie oznaczania. Tak wiec Serum CrossLaps nie daja
prawdopodobnie wiarygodnej oceny podstawowego poziomu resorpcji koscig u dzieci z Ol, sg jednak
czutym markerem odpowiedzi na leczenie. Reasumujac, leczenie dzieci z osteogenesis imperfecta
pamidronianem podawanym cyklicznie powoduje szybkg, lecz u wiekszosci pacjentéw przejsciowg
supresje resorpcji kosci, ktérej poziom wydaje sie bezpieczny. Wielkos¢ odpowiedzi
deoksypirydynoliny i sCTX na terapie jest podobna, obydwa markery mogg, wiec by¢ stosowane do
jej monitorowania, jednak sCTX jest prawdopodobnie niewiarygodnym wskaznikiem podstawowego
tempa resorpcji u dzieci z Ol. W schorzeniach typu Ol, w ktérych moze dochodzi¢ do strukturalnych
zmian w kolagenie tkanki kostnej, nalezy zachowac szczegdlng ostroznosc przy interpretowaniu
poziomdw markerdéw obrotu kostnego, opartych na pomiarach produktdw metabolizmu tego biatka,
rozwazajgc mozliwosé zwiekszonej potranslacyjnej modyfikacji czgsteczek (z preferencyjnym
tworzeniem pirydynoliny w procesie sieciowania), a takze zlokalizowania mutacji w epitopie
rozpoznawanym przez przeciwciata stosowane w immunologicznych metodach oznaczania.



