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Zusammenfassung

v

Einleitung: Eine sekunddre Osteoporose stellt
eine hdufige und komplizierende Begleiterkran-
kung bei Patienten mit ankylosierender Spondy-
litis dar. Die Abnahme der Knochendichte ist
Ausdruck eines zugunsten des Knochenabbaus
verschobenen Gleichgewichts von osteokatabo-
len und osteoanabolen knochenphysiologischen
Stoffwechselprozessen, die durch diverse Fakto-
ren beeinflusst werden.
Fragestellung/Methodik: Bei Patienten mit ge-
sicherter ankylosierender Spondylitis (AS) im
chronischen Stadium (n=24, Altersdurchschnitt
58 Jahre) und einer altersvergleichbaren Patien-
tengruppe mit Osteoarthrose (OA, n=24) wurde
der Einfluss einer seriellen Radonstollen-Hyper-
thermie (12 Anwendungen in 3 Wochen) auf die
Serumspiegel der Zytokine Osteoprotegerin
(OPG), receptor activator of NF kappa-B ligand
(RANKL) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF-
alpha) sowie auf den RANKL/OPG-Quotienten als
Marker zur Quantifizierung des Knochenmetabo-
lismus untersucht. Die Messungen erfolgten vor
und nach serieller Radonstollen-Hyperthermie.
Die Medikation in beiden Gruppen umfasste le-
diglich eine bedarfsabhdngige Einnahme nicht-
steroidaler Antiphlogistika (NSAR). Eine TNF-
Hemmer-Therapie sowie Medikation mit mogli-
chem Einfluss auf den Knochenstoffwechsel be-
stand nicht.

Ergebnisse: Nach der seriellen Radonstollen-
Hyperthermie zeigte sich bei den AS-Patienten
ein tendenzieller, bei den OA-Patienten ein signi-
fikanter Abfall der TNF-alpha Spiegel (p <0,0005).
In beiden Gruppen kam es zu einem signifikan-
ten Abfall von RANKL (AS: p<0,0005; OA:
p<0,004). Dagegen zeigte sich nur in der AS-
Gruppe ein signifikanter Anstieg des OPG
(p<0,0005) und ein signifikanter Riickgang des
RANKL/OPG Quotienten (p<0,005).

Abstract

v

Introduction: Secondary osteoporosis is a fre-
quent complication in ankylosing spondylitis
(AS). Loss of bone mass in AS is the result of an
imbalance of catabolic and anabolic mechanisms
of bone metabolism in response to different fac-
tors.

Question/Method: The effects of serial low-
dose radon and hyperthermia exposure in a the-
rapeutic adit (12 visits to the adit in 3 weeks) on
the serum levels of the cytokines osteoprotegerin
(OPG), receptor activator of NF kappa-B ligand
(RANKL), tumor necrosis factor-alpha (TNF-al-
pha), and also on the RANKL/OPG ratio as a mar-
ker of bone metabolism were investigated in 24
patients with chronic AS (mean age 58 years) and
an age-matched group of 24 patients with os-
teoarthritis (OA). Cytokine measurements were
performed at baseline and after completion of the
serial treatment. Medication in both groups was
limited to non-steroidal antiinflammatory drugs
(NSAIDs) as needed, whereas treatment with TNF
inhibitors or any drug, which could potentially
influence bone metabolism, was excluded.
Results: AS-patients showed a tendency to-
wards decrease of TNF-alpha serum levels whe-
reas OA-patients achieved a significant decrease
(p<0.0005). Both groups showed significantly
decreased levels of RANKL (AS: p<0.0005, OA:
p<0.004). In contrast, only the AS-patients pre-
sented a significant increase of OPG (p<0.0005)
and a significant decrease of the RANKL/OPG ra-
tio (p<0.005).

Conclusions: In patients with chronic AS, serial
low-dose radon and hyperthermia exposure in a
therapeutic adit results in a reduction of osteoca-
tabolic and an increase of osteoanabolic cytokine
levels, which represents the molecular basis for
inhibiting osteoclastic activity in secondary os-
teoporosis of inflammatory disease. Thus, serial
radon(adit) therapy has an important role in a
multimodaly treatment strategy for AS.
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Schlussfolgerung: Die serielle Radonstollen-Hyperthermie
bewirkte bei Patienten mit chronischer AS einen Anstieg der
knochenanabolen und einen Riickgang der knochenkatabolen
Zytokine, was der molekularen Grundlage fiir eine Verminde-
rung des osteoklastiren Knochenabbaus im Rahmen der ent-
ziindlich bedingten sekunddren Osteoporose entspricht. Somit
kommt der Radonstollen-Hyperthermie ein wichtiger Stellen-
wert im multimodalen Therapiekonzept der AS zu.

Einleitung

v

Das menschliche Skelett stellt ein hochaktives Organ dar, das
einem kontinuierlichen Umbauprozess unterliegt. Auf zelluldrer
Ebene erfolgt dieser Umbau mittels eines komplexen, streng re-
gulierten Prozesses mit Resorptions- und Formationsschritten
durch knochenresorbierende Osteoklasten und knochenbilden-
de Osteoblasten. Die Aktivitdt dieser Zellen ist dabei eng anein-
ander gekoppelt, und schon kleinste Verdnderungen dieser Ba-
lance fiihren zu funktionellen und strukturellen Veranderungen
des Knochens mit erhohter Fragilitit [Ubersicht bei 1, 2, 5].
RANKL (receptor activator of NF-kappa-B ligand) ist ein Protein
aus der Tumornekrosefaktor-Familie, das wesentlich am Kno-
chenauf- und -abbau beteiligt ist [3-6]. RANKL wird u.a. durch
Osteoblasten sezerniert, bindet an seinen Rezeptor RANK auf
Osteoklasten und monozytiren Osteoklastenvorlduferzellen
und stimuliert somit den osteoklastdren Knochenabbau. RANKL
kann durch Osteoprotegerin (OPG), das ebenfalls durch Osteo-
blasten sezerniert wird, antagonisiert werden. OPG ist ein sog.
Decoy-Rezeptor fiir RANKL und bewirkt somit eine Hemmung
der Osteoklastendifferenzierung und des Knochenabbaus [3-6].
Das RANK/RANKL/OPG-System kann bei einer Reihe von Erkran-
kungen gestort sein, und ist daher von grofem medizinischem
Interesse. Mit Denosumab steht inzwischen ein monoklonaler
Antikorper gegen RANKL zur Verfiigung, der bei Krankheiten
mit erhohter osteoklastdrer Aktivitdt (z.B. postmenopausale Os-
teoporose, rheumatoide Arthritis) eingesetzt werden kann.
Neben der postmenopausalen Osteoporose spielt das RANK/
RANKL/OPG-System auch bei der sekunddren Osteoporose im
Rahmen entziindlich-rheumatischer Erkrankungen eine zentra-
le Rolle. Proentziindliche Zytokine wie der Tumornekrosefaktor
o (TNF-a) und Interleukin 1 (IL-1) stimulieren die Freisetzung
von RANKL aus Osteoblasten, Osteoklasten und anderen Zellen
[7,8]. Bei Patienten mit ankylosierender Spondylitis (AS) stellt
eine sekunddre Osteoporose eine hdufige und komplizierende
Begleiterkrankung dar [9,10]. Die Abnahme der Knochendichte
ist Ausdruck eines zu Gunsten des Knochenabbaus verschobe-
nen Gleichgewichts von osteokatabolen und osteoanabolen pa-
thophysiologischen Stoffwechselprozessen, die durch diverse
Faktoren beeinflusst werden [1,2,5,9,10].

Patienten mit einer AS profitieren {iberzufallig hdufig sehr gut
von seriellen Radonstollenbehandlungen [11-13]. In einer ande-
ren Studie konnte bereits nachgewiesen werden, dass bei AS
mittels serieller milder Ganzkérperhyperthermie im Uberwar-
mungsbad eine signifikante Abnahme der Serumspiegel der pro-
entziindlichen Zytokine TNF-a, Interleukin (IL)-18 und IL-6 auf
ca.40-50% der Ausgangsspiegel bis zu 24 Stunden nach der letz-
ten Applikation zu erzielen ist [ 14]. Mithin wurde fiir die vorlie-
gende Studie die Hypothese aufgestellt, dass durch die im Ra-
donstollen vorherrschende natiirliche Hyperthermie in Zusam-
menwirkung mit dem radonhaltigen, feuchten Klima bei AS-Pa-
tienten eine giinstige Beeinflussung der zentralen Zytokine des

Entziindungsgeschehens und des Knochenstoffwechsels erzielt
werden kann.

Methodik

v

Untersucht wurde prospektiv der Einfluss einer seriellen Ra-
donstollen-Hyperthermie im Radonstollen Bad Gastein-Bock-
stein, Osterreich, der eine Lufttemperatur von 37,5-41,5 °C, eine
Luftfeuchte von 70-100% und eine Radonkonzentration von ca.
44kBqg/m? aufweist. Die serielle Therapie bestand aus 12 An-
wendungen in 3 Wochen mit je 60 min Aufenthalt im Therapie-
bereich des Stollens in Badekleidung in liegender oder sitzender
Position). Die Einschlusskriterien fiir die Studienteilnahme um-
fassten ein Alter tiber 18 Jahre, gesicherte AS nach den modifi-
zierten New York Kriterien, subakutes oder chronisches Stadium
ohne Kklinische und humorale Entziindungsaktivitdt, Aufenthalt
in Bad Gastein-Bockstein im Rahmen eines Kururlaubs ohne
strukturierte Rehabilitationsmanahmen. Eingeschlossen wur-
den 24 AS-Patienten (Durchschnittsalter 58 Jahre, durchschnitt-
liche Krankheitsdauer 8,9 Jahre) und eine altersvergleichbare
Gruppe von Patienten mit Osteoarthrose (OA, n=24). Die Medi-
kation in beiden Gruppen umfasste lediglich eine bedarfsabhan-
gige Einnahme nicht-steroidaler Antiphlogistika (NSAR; 12/24
AS-Patienten und 14/24 OA-Patienten gaben eine Bedarfsmedi-
kation mit Ibuprofen oder Diclofenac an), wahrend die Anwen-
dung einer TNF-Hemmer Therapie oder einer Medikation mit
moglichem Einfluss auf den Knochenstoffwechsel explizit aus-
geschlossen wurde. Weitere Charakteristika der Patientengrup-
pen enthdlt © Tab. 1. Vor Studieneinschluss wurde von allen
Patienten der AS- und OA-Gruppe ein schriftliches Einverstand-
nis eingeholt. Die Studie erfolgte mit Zustimmung der Ethik-
kommission der Medizinischen Fakultdt der Universitdt Giel3en.
Alle fiir die Studienteilnahme gescreenten Patienten haben der
Teilnahme zugestimmt und die Studie vollstdndig abgeschlossen.

Tab.1 Weitere Patientencharakteristika.
Parameter AS-Patienten (n=24) OA-Patienten ( n=24)
GroRe (cm) 172,5+8,6 174,0+£8,8
Gewicht (kg) 78,2+14,2 72,7+14,1
Body Mass Index (BMI)  26,4+5,3 23,8+£3,0
Alter (Jahre) 58,4114,2 58,9+13,6
durchschnittl.
Krankheitsdauer (Jahre)  8,9+3,3 8,8+3,5

Die Werte sind als Mittelwert und Standardabweichung (MW % SD) angegeben

Vor der ersten Einfahrt in den Stollen erfolgte bei allen Patienten
eine drztliche Eingangsuntersuchung. Zudem wurde unmittel-
bar vor der ersten und nach der letzten der 12 Stolleneinfahrten
eine vendse Blutentnahmen bei allen Patienten zur Bestimmung
der Serumspiegel der Zytokine RANKL, OPG und TNF-a durchge-
fiihrt. Als Marker zur Quantifizierung des Knochenmetabolis-
mus wurde aus den gemessenen Werten der RANKL/OPG Quoti-
ent berechnet. Die Blutproben wurden direkt nach der Abnahme
zentrifugiert und anschliefSend bis zur laborchemischen Bestim-
mung bei -20 °C tiefgefroren.

Die laborchemischen Analysen erfolgten mittels ELISA gemaR der
jeweiligen Produktinformation des Herstellers. Verwendet wurden
das Human sRANKL (total) ELISA Kit (PromoKine®, PromoCell
GmbH, Heidelberg, Germany; Messbereich>13 000 pg/ml), das Hu-
man Osteoprotegerin ELISA Kit (RayBio®, Ray Biotech, Inc. Norcross
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GA, USA; Messbereich>1,8 pg/ml) und das Human TNF-a ELISA Kit
(RayBiotech, Inc. Norcross GA, USA; Messbereich>1 pg/ml).

Bei der statistischen Auswertung der Daten erfolgte die deskrip-
tive Darstellung der metrisch skalierten Parameter tabellarisch
mit Angabe des arithmetischen Mittelwertes und der Standard-
abweichung. Die Daten wurden mit Normal Q-Q Plots und dem
Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung iiberpriift. Die Uber-
priifung ergab in der Regel einen Widerspruch zur Hypothese
der Normalverteilungsannahme. Samtliche Vergleiche zwischen
den 2 Gruppen wurden daher mit dem nicht-parametrischen
Mann-Whitney U-Test durchgefiihrt. Um die Verdnderungen im
zeitlichen Verlauf zwischen Beginn und Ende der seriellen The-
rapie zu beurteilen, wurden fiir jeden Parameter die entspre-
chenden Differenzen berechnet. Mit dem Mann-Whitney U-Test
wurde fiir diese Differenzen als MaR fiir die Veranderung auf
Unterschiede zwischen den Gruppen getestet. Fiir Vergleiche
zwischen den beiden Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe wur-
de der nicht parametrische Wilcoxon-Test verwendet.

Das Alpha-Niveau der Studie liegt fiir jeden Test bei p=0,05. Die
Auswertung erfolgte mit dem Programm R fiir Windows Version
2.80.

Ergebnisse

v

Bei den AS-Patienten zeigte sich nach der seriellen Radonstol-
len-Hyperthermie ein tendenzieller (um 31%), bei den OA-Pa-
tienten ein signifikanter Abfall (um 69%, p<0,0005) der TNF-a
Serumspiegel im Vergleich zu den jeweiligen Ausgangswerten
(© Abb. 1). In beiden Gruppen kam es zu einem signifikanten

30+
n.s. p<0,0005
20+ N o
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3 (@]
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£ |
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Therapie
-10 T T
AS-Gruppe OA-Gruppe

Abb. 1 TNF-a Serumspiegel bei AS- und OA-Patienten vor und nach
serieller Radonstollentherapie (Boxplot: die Box entspricht dem Bereich in
dem 25-75% der Daten liegen, in der Box ist der Median dargestellt, die
Lange der Box entspricht dem Interquartilsabstand, ° milde AusreiRer,

* extreme AusreilRer).
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Abfall von RANKL (AS: um 51,5%, p>0,0005; OA: um 44,6%,
p<0,004, © Tab. 2). Im Gegensatz dazu zeigten nur in der AS-
Gruppe die OPG-Spiegel einen signifikanten Anstieg (von 17%,
p<0,0005) und passend dazu der RANKL/OPG Quotient einen
signifikanten Riickgang (p<0,0047), hingegen nicht die OA-
Gruppe (© Tab. 2,6 Abb. 2).

Diskussion

v

Bei Patienten mit AS stellt eine sekundére Osteoporose eine hau-
fige Begleiterkrankung dar [9,10]. In der vorliegenden Studie
konnte durch serielle Radonstollentherapie bei Patienten mit AS
ein signifikanter Abfall des systemischen RANKL-Spiegels bei
gleichzeitig signifikantem Anstieg des systemischen OPG-Spie-
gels und passend dazu ein signifikanter Riickgang des RANKL/
OPG Quotienten bei tendenziellem Abfall von TNF-a nachgewie-
sen werden. Im Gegensatz dazu fand sich bei den OA-Patienten
zwar ein signifikantes Absinken der Spiegel von TNF-a und RAN-
KL, nicht jedoch eine Anderung des OPG-Spiegels und des RAN-
KL/OPG Quotienten.

Bei verschiedenen metabolischen Knochenerkrankungen mit
Dysbalance des RANKL/RANK/OPG-Systems ist der RANKL/OPG-
Quotient als Surrogatmarker fiir die Stérung entweder lokal
oder systemisch meist deutlich erhéht oder erniedrigt. Beispiele
fiir Erkrankungen mit einem vermehrten Osteokatabolismus
und entsprechender Erh6hung des RANKL/OPG-Quotienten sind
die postmenopausale Osteoporose, die Glukokortikoid-indu-
zierte Osteoporose und die rheumatoide Arthritis [15].

Der Nachweis der Bedeutung des RANKL/RANK/OPG-Systems
im Rahmen der Pathogenese chronisch-entziindlicher und malig-

p=0,1703
1
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p=0,0047 p=0,2358
| | | |
[ )
= 3000+ —_
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[=]
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9 2000
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& 1000+ T
0,

AS-Patienten
[ Baseline

OA-Patienten

"1 nach serieller Therapie

Abb. 2 RANKL/OPG-Quotient bei AS- und OA-Patienten vor und nach
serieller Radonstollentherapie.

Parameter AS- Patienten (n=24) OA-Patienten (n=24) Tab.2 Serumspiegel von
vor Therapie nach Therapie vor Therapie nach Therapie Osteoprotegerln (OPG) und
receptor activator of NF kappa-B
OPG [pg/ml] 29149 341+64* 319+64 331+84 ||gand (RANKL) vor und nach
RANKL [pg/ml] 113226+10733 54884+77574# 205278+22789 113668+9261° serieller Radonstollentherapie bei

*, #p<0,0005 (signifikanter Anstieg gegeniiber dem Ausgangswert), Wilcoxon-Test °p<0,004 (signifikanter Riickgang gegentiber

AS- und OA-Patienten.

dem Ausgangswert), Wilcoxon-Test. Die p-Werte sind adjustiert, d. h. das Signifikanzniveau wurde der Anzahl der Tests innerhalb eines

Parameters angepasst. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede beim Mann-Whitney U-Test auf Gruppenunterschiede
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ner Knochenerkrankungen erfolgte zundchst tiber praklinische
Tiermodelle. OPG-defiziente Mduse entwickeln eine Osteoporo-
se mit hdufigen Spontanfrakturen [16], OPG-transgene Mdause
zeigen hingegen einen osteopetrotischen Phdnotyp und mit zu-
nehmenden Lebensalter eine Zunahme der Knochenmasse infol-
ge eines Mangels an funktionsfdahigen Osteoklasten [17]. RANKL
spielt bei entziindlich-rheumatischen Erkrankungen als os-
teoimmunologisches Bindeglied eine zentrale Rolle und wird
von aktivierten T-Zellen produziert. In tierexperimentellen Stu-
dien der rheumatoiden Arthritis und der Spondylarthropathien
zeigte sich eine T-Zell-induzierte Osteodestruktion durch RAN-
KL Sekretion sowie eine Erhohung des RANKL/OPG-Quotienten
[18]. Bei der rheumatoiden Arthritis kommt es aufgrund der
tiberschieRenden RANKL-Expression durch T-Zellen und auch
durch ortsstdandige synoviale Zellen nach Aktivierung von osteo-
klastdren Zellen zur Knochendestruktion, die sich als periartiku-
lire Osteoporose und schlieRlich - in Zusammenwirkung mit
anderen Mechanismen - auch als Erosionen des subchondralen
Knochens manifestiert [19,20]. Im Rahmen der systemischen
Aktivierung des Immunsystems mit RANKL-Expression, kann
dariiber hinaus auch eine sekunddre systemische Osteoporose
entstehen.

Bei der AS ist eine sekunddre systemische Osteoporose oder Os-
teopenie ebenfalls ein hdufiges Phanomen. Die Knochendichte
ist dabei negativ mit den klinischen Aktivitdtsindices wie z.B.
dem Bath ankylosing spondylitis activity index (BASDAI) und
den systemischen Entziindungsparametern Blutkérperchensen-
kungsgeschwindigkeit (BSG) und C-reaktives Protein (CRP) kor-
reliert [21]. Von besonderem Interesse ist, dass in einer aktuel-
len Studie gezeigt werden konnte, dass die RANKL-Serumspiegel
und der RANKL/OPG Quotient bei AS-Patienten mit verminder-
ter Knochendichte und radiografischen Zeichen einer aktiven
Entziindung signifikant erhoht sind [21].

Die beobachteten Verdnderungen stellen die molekulare Grund-
lage fiir eine Verminderung des osteoklastdren Knochenabbaus
im Rahmen der entziindlich bedingten sekunddren Osteoporose
bei AS dar und legen die Schlussfolgerung nahe, dass eine seriel-
le Radonstollen-Hyperthermie geeignet sein kdnnte, das Risiko
fiir eine sekundére Osteoporose bei AS-Patienten giinstig zu be-
einflussen. Die gewonnenen Resultate lassen die Hypothese dis-
kutieren, dass eine serielle Radonstollen-Hyperthermie die sys-
temische RANKL-Sekretion u.a. der T-Zellen reduziert. Im Ein-
klang damit kénnte auch der Riickgang der TNF-a Serumspiegel
in den untersuchten Patientenkollektiven durch eine vermin-
derte Expression durch T-Zellen und andere Immunzellen resul-
tieren.

Die serielle Radonstollen-Hyperthermie stellt im Rahmen der
multimodalen Therapie der AS ein interessantes Physiothera-
peutikum dar. So konnte bereits bei einer anderen Form der
Ganzkérperhyperthermie im Uberwadrmungsbad unter serieller
Therapie eine signifikante Reduktion von zentralen proinflamm-
atorischen Zytokinen objektiviert werden [14]. Die in der vorlie-
genden Studie angewandte serielle Radonstollen-Hyperthermie
konnte aufgrund der gewonnenen Ergebnisse kiinftig einen ho-
heren Stellenwert in der multimodalen Therapie der AS erhal-
ten. Nach unserer Kenntnis handelt es sich um die erste Studie
zu dieser Thematik, die einen Einblick in die Wirkung serieller
Radonstollentherapie auf zentrale Botenstoffe des Entziindungs-
prozesses und des Knochenmetabolismus vermittelt. Eine nach-
haltige Modulation dieses zentralen Regulationssystems bei
entziindlich-rheumatischen und degenerativen Erkrankungen

durch Physiotherapeutika in Analogie zu den sogenannten Bio-
logika, jedoch ohne weitere medikament6se Therapie ware ein
wichtiger Fortschritt in der Behandlung chronischer rheumati-
scher Erkrankungen und bietet zudem fiir die Zukunft ein gro-
Bes, faszinierendes Forschungsfeld auf dem Gebiet der moleku-
laren physikalischen Medizin.
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