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Konklusion

SPL-bivirkninger var hyppige uanset vores omfattende op-
folgningsstrategi. Pa baggrund af dette studies resultater ma
det anbefales, at: 1) udvise speciel forsigtighed hos =ldre, der
har en LVEF pa <20%, 2) kaliumtilskud skal seponeres, 3) 2n-
dringer i kropsvaegt skal monitoreres, 4) en dosisjustering af
det ledsagende diuretikaregimen skal overvejes, og 5) vedva-
rende laboratorieovervdgning af S-kreatinin og S-K* er nod-
vendig.
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Spironolacton heemmer produktionen af
inflammatoriske cytokiner, inklusive
tumornekrotiserende faktor-o og interferon-y og
har potentiel effekt ved behandling af artrit

Professor Klaus Bendtzen, overlaege Peter Riis Hansen,
afdelingsleege Klaus Rieneck, og
The Spironolactone/Arthritis Study Group*

H:S Rigshospitalet, Finsencentret, Institut for Inflammations-
forskning, og Amtssygehuset i Gentofte, Kardiologisk Afdeling P

Resumé

Baggrund: Spironolacton (SPIR) har effekter pa mange celletyper,
nogle uafhangige af stoffets funktion som aldosteronantagonist.
Materiale og metoder: Vi undersggte effekten af SPIR pa ex vivo-
aktiverede humane blodleukocytter ved genekspressionsanalyse
(GeneChip 12.000 gener) og ELISA af pro- og antiinflammatori-
ske cytokiner. Sikkerhed og effekt af SPIR som antiinflammatorisk
medikament undersggtes derpa hos 21 patienter med artrit. Be-
handlingen blev givet i op til 22 mdr. i en dosis pa 1-3 mg pr. kg
pr. dag.

Resultater og diskussion: In vivo-opnaelige koncentrationer af
SPIR supprimerede transkriptionen af adskillige inflammatoriske
cytokiner og haemmede (70-90%) frigivelsen af tumornekrotise-
rende faktor-o., lymfotoksin, interferon-y, granulocyt-makrofag-

kolonistimulerende faktor og interleukin 6. Frigivelsen af disse
cytokiner i fuldblod udtaget fra patienter med reumatoid artrit
(RA), som fik 50 mg SPIRx2 daglig, blev ogsa haemmet. Farma-
kologisk brug af stoffet supprimerer saledes frigivelse af inflam-
matoriske cytokiner. Behandling med SPIR tolereredes generelt
godt, og hos 16 (76%) blev der opnaet positiv effekt. ACR20 eller
bedre sas hos seks af ni patienter med RA, fire opnaede ACR70.
Hos otte af ni bgrn med idiopatisk artrit blev der opnaet positiv
effekt af SPIR.

Konklusion: SPIR hammer frigivelse af patogenetisk betydnings-
fulde cytokiner og har positiv effekt hos patienter med kronisk ar-
trit. Effekten som antiinflammatorisk medikament bgr undersgges
ngjere, idet SPIR-behandling synes rimelig sikker og gkonomisk
attraktiv sammenlignet med mange moderne antiinflammatoriske
terapiformer.

Spironolacton (SPIR) har vaeret anvendt i mere end 40 &r til
behandling af sygdomme i forbindelse med hyperaldostero-
nisme [1]. SPIR binder imidlertid ikke blot til mineralokorti-
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koidreceptorer (MR), hvilket bl.a. ses af antiandrogene bivirk-
ninger under langtidsbehandling. Stoffet kan derfor tzenkes

at pavirke mange celletyper uathengigt af bindingen til

MR [1, 2.

Cytokiner er (glyko)proteiner, som er involveret i vaekst-
processer og organismens respons pa vaevsskade, infektioner
og andre sygdomme praget af immuninflammation [3, 4]. En
af de klinisk mest betydningsfulde cytokiner, tumornekrotise-
rende faktor (TNF)-0, produceres af makrofager og T-lymfo-
cytter i forbindelse med inflammatoriske processer [5]. TNF-o.
rekutterer og aktiverer leukocytter gennem induktion af ke-
mokiner og adhasionsmolekyler pa endotelceller og leuko-
cytter. TNF-otinducerer ogsa andre cytokiner med vaesentlige
funktioner ved inflammation, bl.a. interleukin (IL)-1c, IL-1j3,
IL-6, IL-18 og granulocyt-makrofag-kolonistimulerende faktor
(GM-CSEF). Den patogenetiske betydning af TNF-o er doku-
menteret ved talrige immuninflammatoriske tilstande, herun-
der kroniske artritter, inflammatoriske tarmsygdomme, type
1-diabetes mellitus, dissemineret sklerose, Guillain-Barrés syn-
drom m.fl. [5]. Hos patienter med reumatoid artrit (RA), juve-
nil idiopatisk artrit (JIA) og ankyloserende spondylit (AS) har
behandlinger med neutraliserende anti-TNF-o-antistoffer og
TNF-receptorkonstruktioner vist sig seerdeles effektive [6-10].

Andre cytokiner spiller ogsa en central rolle ved artrit.
F.eks. er [L-1-receptorantagonist (IL-1Ra), som inhiberer ef-
fekten af IL-10//IL-1PB, og neutraliserende antistof mod interfe-
ron (IFN)-y, effektive ved RA [11, 12].

Vi undersogte derfor effekten af SPIR pa in vitro-produk-
tion af cytokiner. Anvendelsen af massiv genekspressionsana-
lyse, kombineret med kvantificering af cytokiner produceret
af blodleukocytter, viste en markant suppression af adskillige
inflammatoriske cytokiner. Fundet foranledigede en dben kli-
nisk undersogelse af SPIR som antiinflammatorisk medika-
ment hos patienter med kroniske artritter.

Materiale og metoder
Praparation og stimulation af fuldblod og
mononuklezre celler fra blod
Genetiske undersogelser
GeneChip-protokoller fra Affymetrix fulgtes [13, 14]. Mono-
nuklezre celler (MNC) blev preinkuberet med 100 uM SPIR
og derpa stimuleret med 0,1 mg/ml lipopolysakkarid (LPS) og
20 mg/ml phytohemagglutinin (PHA). Efter fire timer ved
37°C isoleredes cellerne, og total RNA blev udvundet og op-
renset. Dobbeltstrenget cDNA blev syntetiseret og in vitro-
transkriberet. Efter markering med biotin og fragmentering af
de merkede transkripter hybridiseredes disse til U95Av2
chips, hver indeholdende genekspressionsdata for ca. 12.000
humane gener. Efter 16 timers inkubering og vask kunne bio-
tingrupperne med streptavidinkoblet phycoerythrin erkendes
visuelt. Skanning og computeranalyser udfertes som tidligere
anfort [14].

Seks udvalgte gener, TNF-o, lymfotoksin (LT)-ot, IFN-y,
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osteopontin, IL-1P og IL-6, analyseredes ved rea/time-polyme-
rasekaedereaktion (PCR) med brug af CYBR Green teknologi
[13].

Cytokinmalinger

Cytokiner kvantificeredes ved dobbelt eller tripel sandwich-
ELISA med anvendelse af monospecifikke kaninantistoffer el-
ler monoklonale antistoffer [13].

Patienter

Inklusionskriterium var klinisk aktiv artrit, og felgende pa-
tienter indgik i en dben behandling med SPIR 1-3 mg pr. kg
pr. dag: ni med RA, en med AS og artrit, en med Reiters
syndrom og svzr pustulosis plantaris, en med systemisk lupus
med artrit og ni born med JIA. De fleste patienter havde
langvarig sygdom med ringe eller ingen effekt af konventio-
nel behandling med disease-modifying antirbenmatic drugs
(DMARDS). Patienter, som blev behandlet med over 15 mg
prednisolon daglig, som havde hypotension eller nyreinsuffi-
ciens, blev eksluderet. Patienter pA DMARDS/prednisolon
skulle veere pa stabil dosering i mindst en méaned for og efter
start af behandling. Studiet var godkendt af Den Videnskabs-
etiske Komité for Kebenhavn og Frederiksberg Kommuner.
Effekten af SPIR bedomtes efter de af American College of
Rheumatology (ACR) opstillede kriterier [15], og effekten hos
born med JIA bedemtes efter Giannini-kriteriet [16].

Resultater
Effekt af SPIR pa genekspression i blodmononuklezre
celler
Omtrent 700 gener scoredes signifikant nedreguleret, og om-
kring 600 scoredes signifikant opreguleret i maksimalt aktive-
rede MNC fire timer efter tilszetning af SPIR [13]. Det kraftigst
nedregulerede af alle gener var et, som induceres efter be-
handling med IFN-y. Transkripter for andre IFN-y-inducerede
gener nedreguleredes ligeledes. Andre kraftigt supprimerede
gener inkluderede et antal gener for inflammatoriske cytoki-
ner, herunder TNF-q, Fas-ligand (FasL), osteopontin, IFN-y,
GM-CSF, onkostatin M og IL-6. Transkripter for enkelte in-
flammatoriske cytokiner, bl.a. IL-1ot og IL-1B, var enten upa-
virkede eller nedreguleredes marginalt af SPIR. Gener for
antiinflammatoriske cytokiner, f.eks. IL-1Ra, IL-10, IL-4 og
transforming growth factor-B, var upavirkede eller kun svagt
supprimerede. Resultaterne var reproducerbare ved anven-
delse af celler fra flere forskellige individer og ved brug af
GeneChip U133A, som detekterer ca. 35.000 transkripter.
Anvendelse af 7ealtime-PCR til kvantificering af udvalgte
RNA-species gav altid fuld overensstemmelse med GeneChip
resultaterne, bortset fra at SPIR ogsé nedregulerede LT-o
mRNA.

Effekt af SPIR pa cytokinproduktion
(Figur 1) viser effekten af SPIR pa in vitro-produktionen af
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cytokiner fra fuldblodskulturer. I alle tilfzlde nedsattes frigi-
velsen af de cytokiner, hvis gener supprimeredes af SPIR (70-
90% suppression). SPIR hemmede ikke frigivelsen af IL-1B, et
monocyt/makrofagderiveret inflammatorisk cytokin. Det ty-
der pa, at den suppressive funktion ikke kan tilskrives en ge-
nerel cytotoksisk effekt af medikamentet, hvilket understotte-
des af viabilitetsstudier.

SPIR havde samme virkningsmenster ved tests af opren-
sede MNC fra humant blod [13].

Effekt af aldosteron og kanrenon pa cytokinproduktion
Der fandtes ingen effekt af op til 100 uM kanrenon, en ikke-
sulfateret metabolit af SPIR, der som moderstoffet er en kom-
petitiv aldosteronantagonist, eller af op til 10 uM aldosteron
ca. 10.000 gange over det fysiologiske niveau [13]. Hverken
kanrenon eller aldosteron havde effekt pa SPIR-induceret
suppression af cytokinproduktionen. Disse data tyder pd, at
den cytokinsuppressive effekt af SPIR er uafhzengig af stoffets
binding til MR.

Effekt af SPIR terapi pa ex vivo-cytokinproduktion
Blodleukocytter fra to patienter med RA behandlet med SPIR
50 mgx2 daglig i to uger producerede signifikant mindre
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TNF-o., LT-0, IFN-y, GM-CSF og IL-6 end leukocytter isoleret
fra de samme patienter umiddelbart for SPIR-behandlingen

[13].

Effekt af SPIR terapi ved artrit

(Tabel 1) viser, at hos 16 af 21 artritpatienter (76%) blev der
opnaet positiv effekt. ACR20 eller bedre fandtes hos seks af ni
RA patienter (67%), oftest inden for 2-4 uger; ACR70 opnie-
des hos fire (44%). Det er interessant, at der var komplet heling
af en sveer plantar pustulose hos en patient med Reiters syn-
drom. En patient med langvarig AS bedredes ikke selv efter
dosisegning til 200 mg SPIR pr. dag. Otte af ni patienter med
JIA (89%) bedredes iht. Giannini-kriteriet.

SPIR tolereredes generelt godt, men stoffet seponeredes
pga. svimmelhed hos to RA-patienter, der samtidig blev be-
handlet med methotrexat. Hyperkalzemi (S-kalium >5 mM)
sds hos fire voksne (33%). Tre havde kun let forhgijelse, og to af
disse opndede ACR70 uden subjektive bivirkninger; den
fjerde forvarredes efter et initialt ACR20-respons. En patient
fik kraftig hyperkalaemi og fik SPIR seponeret efter kun to
ugers behandling. To kvinder klagede over menstruationsfor-
styrrelser. En patient behandledes med SPIR i 22 méaneder
uden bivirkninger.

GM-CSF IFN-y
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Figur 1. Effekt af spironolacton pa cytokinproduktion i fuldblod. Humant fuldblod blev fortyndet til 20% med medium RPMI 1640 og inkuberet med medikament
eller medium alene. Efter 22 timer blev supernatanterne isoleret og testet for cytokiner ved ELISA. Resultaterne er vist som % af kontroller kultiveret parallelt med
PHA+LPS, men uden medikament (middelvaerdi + SEM, n = 6). Asterisker markerer vaerdier signifikant forskellige fra kontroller (* p<0,05, og ** p<0,01,
Students t-test). Koncentrationerne af cytokiner hos kontrolpersoner var: IL-1 o = 348 + 128, IL-1p = 2588 + 1019, TNF = 1063 + 201, LT-a = 592 + 228,
IFN-y = 2550 + 357, GM-CSF = 2175 + 685, IL-6 = 10490 + 2737, IL-10 = 97 + 24 (pg/ml, middelvaerdier + SEM, n = 6).



3206

VIDENSKAB OG PRAKSIS |

Tabel 1. Effekt af spironolacton behandling af patienter med kronisk artrit

PARALLELPUBLIKATION

UGESKR LAGER 166/37 | 6.

SEPTEMBER 2004

Sygdoms- Anden behandling
Alder, ar varighed, ar med DMARDS/ SPIR- Startaktivitet
Lidelse n  (spaendvidde) (spandvidde) glukokortikoid (n) behandling (n) (speendvidde) Effekt (n; %) Bivirkninger (n)
Reumatoid artrit 9 57 (43-77) 11 (2-30) Leflunomid (2) 50 mg x 2 (7) @mme led: 4-23 ACR70 (4; 44)  Hyperkaleemi (3)
Methotrexat (3) 100 mg x 2 (2)  Heevede led: 1-11 ACR30 (1; 11)  Svimmelhed (2)
Anti-IL-6R, i op til 1 arb Smertescoring: 19-80 ACR20 (1; 11)
MRA/CHARISMA (1) Patient GA: 16-98 <ACR20 (1; 11)
Prednisolon (3) Leege GA: 9-76 Udgéet (2; 22)
Fysisk handicap: 0,25-2,4  (hyperkaleemi)
Andre artritter 3 54(32-74) 14 (8-30) Azathioprin (1) 50 mg x 2 (1) @mme led: 3-5 ACR70 (2; 67)  Menstruations-
hos voksne Prednisolon (1) 100 mg x 2 (2)  Heevede led: 6-13 <ACR20 (1; 33) forstyrrelse (1)
En havde sveer i op til Smertescoring: 23-30 Heling af pustler
pustulosis 8 maneder Patient GA: 24-71
palmoplantaris Laege GA: 20-44
Fysisk handicap: 0,25-1,35
Juvenil idiopatisk 9 12 (9-19) 6 (1-9) Methotrexat (7) 2-3 mg/kg/dag @mme led: 2-21 Bedring (8; 89) Menstruations-

artrit Anti-TNF,
etanercept (2)

Prednisolon (7)

i op til
5 maneder (9)

Smertescoring: 10-80
Patient GA: 10-60
Laege GA: 30-80
CHAQ: 0,2-1,2

Uaendret (1; 11) forstyrrelse (1)

a) Effekt blev evalueret ud fra American College of Rheumatology (ACR)-kriteriet og for patienter med JIA ud fra Giannini-kriteriet.

b) Henholdsvis to og tre uger for de to udgaede patienter.

CHAQ: Children’s health assessment questionnaire, DMARDS: disease-modifying antirheumatic drugs, GA: global assessment, n: antal patienter.

Diskussion

SPIR administreres oralt i doser til voksne pa 25-200 mg pr.
dag. Absorptionen fra tarmen er nasten fuldsteendig, og
SPIR og metabolitten, 70-thiomethylspirolacton, nir serum-
niveauer pa 1-2 UM 1-4 timer efter indtag [17]. Da mere end
90% af SPIR og stoffets umiddelbare metabolitter bindes til
plasmaproteiner, blev total (frit og proteinbundet) SPIR-kon-
centrationer pa 10-100 UM skennet relevante i forbindelse
med in vitro-studierne.

Den suppressive effekt af SPIR pa in vitro-transkriptionen
af flere inflammatoriske cytokiner, inkl. TNF-a, IFN-y og
GM-CSF, og ringe effekt pa antiinflammatoriske cytokiner la-
der formode, at SPIR har antiinflammatorisk potentiale. Dette
understreges af stoffets heemning af cytokinproduktion i blod-
celler ex vivo (dvs. i blodceller fra patienter behandlet med
farmakologiske doser af SPIR).

SPIR-metabolitten kanrenon havde ingen effekt pa cyto-
kinproduktionen. Da kanrenon ligesom moderstoffet funge-
rer som aldosteronantagonist via binding til MR, m& man for-
mode, at den cytokinsuppressive effekt af SPIR nappe skal re-
lateres til bindingen til MR.

Den suppressive effekt af SPIR pa adskillige inflamma-
toriske cytokiner er sandsynligvis af klinisk interesse. F.eks.
tillegges TNF-ot en central rolle ved visse autoimmunsyg-
domme, hjerte-kar-sygdomme, astma, sepsis og komplika-
tioner efter vaevstraumer og kirurgi. TNF-o som patogenetisk
faktor er ikke mindst veldokumenteret ved adskillige immun-
inflammatoriske sygdomme, herunder RA, JIA, psoriasis
med/uden artrit, inflammatoriske tarmsygdomme, hjertesvigt
og arteriosklerose [3, 4, 9, 18-20].

Da SPIR heemmede produktionen af nzsten alle cytokiner,
som regnes af patogenetisk betydning ved RA og JIA, indled-

tes et dbent studie af effekten af SPIR hos patienter med svart
traktable artritlidelser. Dette forste kliniske studie af SPIR som
antiinflammatorisk medikament viste, at stoffet tolereredes
godet, og at der hos de fleste patienter indtradte subjektiv, ob-
jektiv og biokemisk bedring i sygdomsaktiviteten. Vi finder
det derfor af betydning at fortsztte undersogelserne af SPIR
og SPIR-analogers potentiale som antiinflammatoriske me-
dikamenter. Sddanne undersogelser ber inkludere fase III-
undersogelser af SPIR ved immuninflammatoriske syg-
domme, idet SPIR som anfert heemmer produktionen af flere
cytokiner, som menes af patogenetisk betydning ved disse
sygdomme. Mange &rs klinisk erfaring med brugen af stoffet
ved andre sygdomme viser, at medikamentet kan administre-
res over lange perioder, og SPIR eller en SPIR-analog kan der-
for vise sig at blive et gkonomisk attraktivt alternativ til andre
antiinflammatoriske terapiformer.

Korrespondance: Klaus Bendtzen, Institut for Inflammationsforskning, Finsen-
centret, H:S Rigshospitalet, DK-2100 Kgbenhavn @. E-mail: kben@mail.dk
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Uventede MR-fund hos patienter med iskias

Overlaege Joan Solgaard Sgrensen, fysioterapeut Hanne B. Albert
& professor Claus MannichE

RygForskningscentret, Rygcenter Fyn, Sygehus Fyn Ringe og Syd-
dansk Universitet

I en gruppe bestdende af 187 patienter med iskias blev der
ved MR-skanning gjort fem uventede fund, som vi kort vil
praesentere her. Patienterne blev inkluderet konsekutivt i peri-
oden fra november 2001 til januar 2003 som led i et ph.d.-pro-
jekt [1]. De var alle henvist fra primeersektoren. Inklusionskri-
terierne var som folger: 1) smerter fra leend udstrilende til
knze-niveau eller derunder, 2) varighed 4-52 uger og 3) smer-
teintensitet pA mere end eller lig med tre malt pa en elleve-
boksskala [2].

Ved inklusionen blev der gennemfort en grundig kliniske
undersogelse, jf. Copenhagen and Odense Back Research As-
sociation (C:O:B:R:A) [3], som ogsi er basis for den kliniske
undersogelse i Dansk Discusbase. De patienter, der opfyldte
inklusionskriterierne, fik umiddelbart herefter udfert MR-
skanning i en iben lavfeltskanner (Siemens, Open Viva, 0,2
Tesla) med sagittale og aksiale T1- og T2-vaegtede sekvenser.

Sygehistorier

L. Patienten var en 29-arig mand med femmanedervarende
leendesmerter med udstréling til lateralsiden af venstre femur,
anteriorsiden af crus og ud over foden. Objektivt fandtes der

positiv strakt-benloft-test (SBT), sveekket venstre akillesrefleks
og grad 4-kraftnedszttelse over dorsifleksorerne pa foden,
men ellers ingen neurologiske udfald. En MR-skanning viste
en stor intradural tumor umiddelbart neden for conus. Patien-
ten genvandt normal kraft i foden og blev smertefti efter en
operation, hvor der blev fjernet et benignt swannom.

II. Patienten var en 42-arig kvinde med enménedvarende
leendesmerter og udstralende smerter til laterale siden af hejre
underekstremitet helt ned i foden. Objektivt fandtes der posi-
tiv SBT pa hejre side, svaekket hejre akillesrefleks og grad 4-
kraftnedsattelse over dorsifleksorerne pa foden. En MR-skan-
ning viste en intradural tumor, der udfyldte hele duraszekken i
transversalplanet ud for tredje intervertebralrum. Patienten
blev smertefri efter en operation og genvandt normal kraft i
foden. En histologisk undersogelse viste et benignt swannom.

II1. Patienten var en 54-arig mand med tremanedervarende
leendesmerter med udstriling til bagsiden og lateralsiden af
crus. Ved en objektiv undersogelse blev der pavist negativ
SBT og let agede dybe senereflekser. En MR-skanning viste
en stor intradural tumor lige neden for conus. Patienten blev
smertefri efter en operation, hvor der blev fjernet et benignt
swannom.

IV. Patienten var en 52-arig mand med tomanedervarende,
sveere leendesmerter og udstralende smerter til posterolateral-
siden af venstre underekstremitet til ankelniveau. Patienten
havde ingen kendt primzrtumor. Objektivt blev der fundet
positiv SBT, let oget akillesrefleks og grad 4-kraftnedsattelse
over dorsifleksorerne pa foden. En MR-skanning viste meta-



