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Samenvatting

Sedert de bisfosfonaten op de markt kwamen voor gebruik bij het paard, heerst er onder de
praktijkdierenartsen nogal wat controverse over hun efficaciteit in de behandeling van orthopedische
aandoeningen. Het doel van deze verhandeling is om op een heldere maar kritische manier weer te geven
wat er in de wetenschappelijke literatuur te vinden is omtrent het gebruik van bisfosfonaten in de
behandeling van orthopedische aandoeningen bij het paard. In de humane geneeskunde kent het gebruik
van bisfosfonaten een veel langere geschiedenis. Het belangrijkste effect van bisfosfonaten is het
verhinderen van osteoclast-gemedieerde botresorptie. Daarnaast werden stimulerende en anti-
apoptotische effecten op osteoblasten en osteocyten aangetoond. Omwille van deze eigenschappen
worden bisfosfonaten in de humane geneeskunde frequent aangewend ter behandeling van metabole
aandoeningen gekenmerkt door verhoogde osteoclast-gemedieerde botresorptie en osteolyse. Verder
werd aangetoond dat bisfosfonaten chondroprotectieve, analgetische, anti-inflammatoire, anti-
angiogenetische en zelfs anti-parasitaire eigenschappen bezitten. Bisfosfonaten worden bij paarden
gebruikt ter behandeling van orthopedische aandoeningen. Voornamelijk de niet-stikstofbevattende
bisfosfonaten clodronaat en tiludronaat worden hiervoor aangewend. De resultaten uit wetenschappelijke
studies tonen positieve effecten aan van bisfosfonaten ter behandeling van verschillende orthopedische
aandoeningen zoals podotrochléitis, niet-infectieuze osteoartritis van de tarsaalgewrichten en
immobilisatie-geinduceerde osteopenie. De huidige studies vertonen echter verschillende
tekortkomingen waardoor er op heden geen sluitende conclusies kunnen getrokken worden betreffende
hun ware effect alsook efficaciteit in de behandeling van orthopedische aandoeningen. Het gebruik van
bisfosfonaten bij paarden lijkt omwille van diverse eigenschappen en werkingsmechanismen wel nog veel
toekomstmogelijkheden te hebben. Veel farmacologische eigenschappen zijn echter nog niet onderzocht
bij het paard. Daarnaast moet er nog meer aandacht geschonken worden aan mogelijke neveneffecten en
tegenindicaties. Meer onderzoek is noodzakelijk om de werkelijke effecten van bisfosfonaten in de
behandeling van orthopedische aandoeningen op te helderen alvorens het gebruik bij paarden aan te
raden.



1. Inleiding

1.1 Situering

Sinds de eerste syntheses in de 19% eeuw (Menschutkin, 1865) worden bisfosfonaten voor allerhande
toepassingen gebruikt. Oorspronkelijk werden de bisfosfonaten vooral gebruikt in industriéle processen
zoals het ontharden van water, inhiberen van corrosie, alsook als complexvormend agens in onder andere
de olie- en meststoffenindustrie. (Blomen, 1995) Sinds 1960 worden bisfosfonaten ook aangewend in de
humane geneeskunde. Bijgevolg is de kennis omtrent werkingsmechanisme, toepassingsmogelijkheden
alsook het aantal nieuwe preparaten sindsdien fors toegenomen. De laatste twee decennia groeit de
interesse in het gebruik van bisfosfonaten ook in de diergeneeskunde en dan vooral in toepassingen bij de
kleine huisdieren en het paard.

Bisfosfonaten worden gekarakteriseerd door hun gemeenschappelijk P-C-P skelet dat instaat voor de
sterke affiniteit met hydroxyapatiet in botweefsel. De PO3-groepen (fosfonaat-groepen) zijn covalent
gebonden aan het centraal koolstofatoom. De zijketens, R1 en R2 op de figuur, zijn verantwoordelijk voor
de specifieke eigenschappen. Zowel de korte zijketen R1 als de lange zijketen R2 bepalen mede de
chemische eigenschappen. De lange zijketen R2 bepaalt onder meer nog de therapeutische sterkte en de
bindingscapaciteit met hydroxyapatiet. De korte zijketen bepaalt verder de farmacokinetische
eigenschappen. (Russell, 2006)

Bisphosphonates Pyrophosphates

R1

O [&] O O

Il l Il I

OH=—P ==L == P=OH  OH=—=P =—=0=—F—0H
I | I

OH OH OH OH

R2

Figuur 1: het gemeenschappelijke P-C-P skelet met zijketens R1 en R2 alsook de structurele vergelijking
met pyrofosfaat?

Als stabiele analogen van het lichaamseigen pyrofosfaat, een van nature voorkomende regulator van
calcificatieprocessen in zachte weefsel en botmineralisatie, werden de bisfosfonaten in de humane
geneeskunde eerst naar voor geschoven als geneesmiddel ter preventie van ectopische calcificatie in
bloedvaten, huid en nieren. (Fleisch et al, 1968) Niet veel later werd vastgesteld dat de bisfosfonaten ook
het oplossen van hydroxyapatietkristallen kunnen tegengaan (Russell et al, 1970). Volgens Graham en
Russell (2006) “waarschijnlijk de belangrijkste stap in de richting van toekomstig gebruik van
bisfosfonaten”. Talrijke studies werden reeds uitgevoerd om hun inhiberend effect op botresorptie aan te
tonen, de op heden belangrijkste indicatie van de bisfosfonaten. Verder zouden bisfosfonaten ook nog
chondroprotectieve, analgetische, anti-inflammatoire, anti-angiogenetische en zelfs antiparasitaire

1 Terug te vinden op: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bisphosphonate basic_structure.png

(laatst geconsulteerd in mei 2018)
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eigenschappen hebben. (Graham en Russell, 2006; Soto en Barbara, 2014) Naarmate het onderzoek
omtrent werkingsmechanisme vorderde, werd duidelijk dat de bisfosfonaten een belangrijke invloed
hebben op specifieke biochemische processen in de osteoclasten welke instaan voor de resorptie van
botweefsel. Op basis van dit specifieke werkingsmechanisme kunnen twee grote groepen bisfosfonaten
onderscheiden worden: de eenvoudige, niet-stikstofbevattende bisfosfonaten en de meer potente
stikstofbevattende bisfosfonaten. (Graham en Russell, 2006)

Enkele frequent aangewende bisfosfonaten:

Niet-stikstofbevattende bisfosfonaten Stikstofbevattende bisfosfonaten
e Ftidronaat e Neridronaat
e Tiludronaat e Olpadronaat
e (Clodronaat e Alendronaat

e |bandronaat
e Risedronaat
e Zoledronaat
e Pamidronaat

(Naar: Graham en Russell, 2006)

In de humane geneeskunde hebben bisfosfonaten hun plaats al veroverd in de therapie van talrijke
aandoeningen. Onder meer in de behandeling van osteoporose wordt het gebruik van bisfosfonaten als
gouden standaard aanzien. Andere aandoeningen waarbij bisfosfonaten frequent worden ingezet zijn
onder meer de ziekte van Paget (Singer et al, 1998), metastaserende bottumoren (Ross et al, 2004) en
multipel myeloom (Paterson et al, 1983). Verder, en wellicht meer van belang voor deze verhandeling,
worden bisfosfonaten ook soms ingezet in de behandeling van osteo-articulaire aandoeningen.
Tegenwoordig worden in de humane geneeskunde voornamelijk de stikstofbevattende bisfosfonaten
aangewend vanwege hun hogere potentie om botresorptie tegen te gaan.

Het gebruik van bisfosfonaten bij het paard kent een veel kortere geschiedenis in vergelijking met deze uit
de humane geneeskunde. Pas in 2002 werd in Frankrijk voor het eerst een preparaat met
dinatriumtiludronaat (Tildren, Ceva Animal Health LLC) geregistreerd voor gebruik bij het paard. Gezien
Tildren lange tijd het enige geregistreerde diergeneesmiddel ter beschikking was (niet geregistreerd in
Belgié) werden de meeste studies bij het paard uitgevoerd met tiludronaat. In 2014 kreeg
dinatriumclodronaat (Osphos, Dechra Veterinary Products) een marktlicentie als diergeneesmiddel voor
paarden. Op heden is Osphos het enige geregistreerde preparaat in Belgié.? Verder werden ook
experimentele studies uitgevoerd bij het paard met pamidronaat (De Simone et al, 2015) en
zoledronaat.(Katzman et al, 2012; Nieto et al, 2013)

De voornaamste orthopedische indicaties bij het paard voor het gebruik van bisfosfonaten zijn
podotrochleitis (Denoix et al, 2003; Whitfield et al, 2016) en niet-infectieuze osteoartritis van de kleine
tarsaalgewrichten, ook wel ‘spat’ genoemd. (Gough et al, 2010) Soto en Barbara (2014) suggereren dat
ook enthesopathie van de m. interosseus medius, subchondrale botcystes en osteoartritis van het axiale
skelet potentiéle indicaties zijn voor het gebruik van bisfosfonaten.

2 http://www.cbip-vet.be/nl/texts/NLOCOOL1AL20.php (laatst geconsulteerd in mei 2018)
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1.2 Probleemstelling

Sedert de bisfosfonaten op de markt kwamen voor gebruik bij het paard heerst er onder de
praktijkdierenartsen nogal wat controverse over hun efficaciteit in de behandeling van orthopedische
aandoeningen.? Ondanks de toegenomen interesse uit de praktijk en de recente registratie en op de markt
komen van een nieuw preparaat (Osphos, Dechra Veterinary Products) is er relatief weinig kennis en
wetenschappelijk bewijs omtrent het gebruik van bisfosfonaten bij het paard. In wetenschappelijke
databanken zoals Pubmed* en Web of Science® leveren doorgedreven zoekopdrachten betreffende het
gebruik van bisfosfonaten bij het paard hooguit enkele tientallen relevante artikels op.

Dit staat in schril contrast met de reeds verzamelde kennis in de humane geneeskunde. Zoals hoger
vermeld kent het gebruik van bisfosfonaten bij de mens een veel langere geschiedenis. Ook het aantal
publicaties, boeken, reviewartikels, etc. die de chemische en farmacologische eigenschappen alsook de
klinische applicaties van de bisfosfonaten weergeven is vele malen groter dan in de diergeneeskunde. Het
spreekt dus voor zich dat een deel van deze kennis nuttig kan zijn in het verder doorgronden van
werkingsmechanismes, effecten en toepassingen bij het paard. Het is van groot belang hierbij op te
merken dat de belangrijkste indicaties voor het gebruik van bisfosfonaten in de humane geneeskunde
duidelijk verschillen met deze bij het paard. Waar bij het paard voornamelijk osteo-articulaire
aandoeningen in aanmerking komen, zien we bij de mens voornamelijk metabole stoornissen en indicaties
in de oncologie naar voor geschoven. Ook de interspecies barriere mag niet zomaar opzij geschoven
worden en kritisch nagaan of informatie vergaard in de humane geneeskunde zomaar geéxtrapoleerd kan
worden naar het paard is zeker noodzakelijk.

1.3 Doelstelling

Het doel van deze verhandeling is om op een heldere maar kritische manier weer te geven wat er in de
wetenschappelijke literatuur te vinden is omtrent het gebruik van bisfosfonaten in de behandeling van
orthopedische aandoeningen bij het paard. Hierbij zullen aspecten zoals de chemische en farmacologische
eigenschappen van verschillende soorten bisfosfonaten besproken worden. Specifieke orthopedische
aandoeningen zullen aan bod komen alsook de rol bisfosfonaten spelen in hun behandeling. Wegens het
gelimiteerd aantal publicaties bij het paard zal ook een parallel getrokken worden met orthopedische
aandoeningen bij de mens doch steeds de verschillen tussen beide species indachtig. Overigens zullen
verschillende toedieningsmethodes evenals praktisch gebruik behandeld worden. Tot slot zal er aandacht
zijn voor veiligheid en mogelijke bijwerkingen.

3 persoonlijke communicatie met Prof. Dr. Frederik Pille en Dr. Kelly Deneut, Vakgroep Heelkunde en anesthesie
van de huisdieren, Faculteit Diergeneeskunde, Universiteit Gent, 2017-2018

4 Terug te vinden op: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed (laatst geconsulteerd in mei 2018)

5Terug te vinden op:
http://apps.webofknowledge.com/WOS_GeneralSearch_input.do;jsessionid=DF3AE69C318664BE0676EA6F44529B
EE?product=WOQOS&search _mode=GeneralSearch&SID=N10lauWAcW99NQrCFOc&preferencesSaved (laatst
geconsulteerd in mei 2018)
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2. De geschiedenis van bisfosfonaten

Sedert hun eerste synthese in 1865 (Menschutkin, 1865) worden bisfosfonaten door de mens gebruikt
voor allerhande toepassingen. Het duurde echter lang tot wanneer de biologische en medische
eigenschappen van deze moleculen werden ontdekt. In de jaren ‘30 werd ontdekt hoe polyfosfaten de
kristallisatie van calciumzouten zoals calciumcarbonaat tegen gaan. Die vaststelling zette fysioloog Herbert
Fleish in 1960 aan het denken. Hij was er van overtuigd dat het lichaam een soort “endogene
waterverzachter” moest bezitten om calcificatieprocessen in het lichaam tegen te gaan. (Fleish en
Neuman, 1961) Het onderzoek naar deze “endogene waterverzachter” schoof in 1962 het anorganisch
pyrofosfaat naar voor als een lichaamseigen molecule die voorkomt in serum en urine en die door
vroegtijdig te binden aan hydroxyapatietkristallen calcificaties kan voorkomen. (Fleisch en Bisaz, 1962)
Toen duidelijk werd dat het voorkomen van ectopische calcificaties bij proefdieren uitsluitend via
parenterale toediening van pyrofosfaat mogelijk was, ging men op zoek naar stabielere analogen die wel
via orale weg actief waren. (Russell, 2006; Schibler et al., 1968) Zo werden verschillende P-N-P en P-C-C-P
bevattende moleculen getest waaronder de toenmalige difosfonaten (Russell, 2006). Deze difosfonaten
werden later bisfosfonaten genoemd en zo begon het onderzoek naar de biologische en medische
eigenschappen van deze veelzijdige moleculen.

Doordat bisfosfonaten na orale toediening wel succesvol bleken in het in vivo onderdrukken van
experimenteel uitgelokte pathologische calcificatieprocessen bij ratten, werd besloten verder onderzoek
te voeren. (Fleish et al, 1970) Zo werd verder nog ontdekt dat sommige bisfosfonaten zoals etidronaat ook
de mineralisatie van normale gecalcificeerde weefsels, zoals been en kraakbeen, kunnen verhinderen.
(Schenk et al., 1973)

De eigenschappen die als eerste werden ontdekt en beschreven bleken achteraf zeker niet de
belangrijkste. Zoals Russell et al. (2006) vermelden “was de belangrijkste stap tot het toekomstig gebruik
van bisfosfonaten de ontdekking dat net zoals pyrofosfaat, ook de bisfosfonaten de ontbinding van
hydroxyapatietkristallen kunnen tegengaan”. In de beginjaren werden testen op celculturen uitgevoerd.
Niet veel later vonden experimenten plaats op gezonde dieren alsook op proefdieren waarbij kunstmatig
verhoogde beenderresorptie werd geinitieerd. Zo werd bij geparatyroidectomiseerde ratten de
beenderresorptie kunstmatig verhoogd door toediening van een synthetisch retinoide. Toediening van
bisfosfonaten kon dit proces tegengaan en de osteoclast-geinduceerde beenderresorptie aanzienlijk
verminderen. (Stutzer et al., 1988; Trechsel et al., 1987) Later werd aangetoond dat ook botresorptie,
veroorzaakt door toediening van calcitriol, vitamine D en andere retinoiden, kon worden tegengegaan
door het gebruik van bisfosfonaten. Om de potentie van de verschillende bisfosfonaten na te gaan werden
verschillende modellen opgesteld. Zo vergelijkt het “Schenk-model” de vorm en de radiologische densiteit
van de metafyse bij groeiende ratten na toediening van verschillende bisfosfonaten. (Schenk et al., 1986)
Andere modellen maken gebruik van **Ca-isotopen en biochemische merkers om de graad van inhibitie op
de beenderresorptie na te gaan. (Gasser et al., 1972) Ook werden heel wat diermodellen van humane
ziekten zoals osteoporose en Paget’s disease opgesteld om de efficaciteit in het verhinderen van
botresorptie na te gaan. (Muhlbauer et al., 1971; Russell, 2006)

Op heden zijn er talloze publicaties, boeken, reviewartikels, etc. die de chemische en farmacologische
eigenschappen alsook de klinische applicaties van de bisfosfonaten beschrijven. De eerste
wetenschappelijke artikels die het gebruik van bisfosfonaten bij het paard beschrijven verschenen in het
begin van de jaren 2000. (Denoix et al., 2003; Varela et al., 2001) De kennis die op heden in de humane



geneeskunde is verworven is vele malen groter dan de kennis in de diergeneeskunde. Ook blijken er
verschillen te zijn tussen de indicaties voor het gebruik van de bisfosfonaten in de humane geneeskunde
en het gebruik in de diergeneeskunde. Toch kan de kennis verworven in de humane geneeskunde heel wat
bijbrengen in het doorgronden van de werking, de effecten en toepassingen bij het paard. Hier zal verder
in deze verhandeling nog aandacht aan worden gegeven.
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3. Chemische structuur

Bisfosfonaten ((HO)2P(O)CR1R2P(0O)(OH)2) worden gekarakteriseerd door hun gemeenschappelijk P-C-P
skelet dat instaat voor de sterke affiniteit met hydroxyapatiet in botweefsel. De PO3-groepen (fosfonaat-
groepen) zijn covalent gebonden aan het centraal koolstofatoom. Naast dit gemeenschappelijk P-C-P
skelet bezitten alle bisfosfonaten nog twee zijketens, respectievelijk R1 en R2 op onderstaande figuur. Op
onderstaande figuur wordt de vergelijking tussen de basisstructuur van bisfosfonaten en de chemische
structuur van pyrofosfaat gemaakt. Bisfosfonaten zijn synthetische analogen van pyrofosfaat waarbij het
zuurstofatoom tussen de fosfonaatgroepen vervangen werd door een koolstofatoom met daaraan twee
zijketens (R1 en R2).
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Figuur 1: het gemeenschappelijke P-C-P skelet met zijketens R1 en R2 alsook de structurele vergelijking
met pyrofosfaat®

Al vroeg was men er zich van bewust dat de P-C-P structuur noodzakelijk is voor het binden aan
hydroxyapatiet. Wanneer monofosfaten of moleculen met P-C-C-P of P-N-P verbindingen gebruikt werden
kon geen inhibitie van botresorptie worden bekomen. (Nancollas et al., 2006; Russell et al., 1970; Russell,
2011) Er werd verondersteld dat de fysieke binding aan hydroxyapatiet de resorptie van botweefsel tegen
gaat. Toch bleek uit verschillende studies dat de inhibitie op de botresorptie slechts gedeeltelijk kon
verklaard worden door de fysicochemische eigenschappen van bisfosfonaten. Het werd al snel duidelijk
dat er ook cellulaire mechanismen aan de basis van deze eigenschap moeten liggen.

In de jaren ‘60 werd met etidronaat voor het eerst een bisfosfonaat gebruikt voor medische doeleinden
bij de mens. Niet veel later werd naast etidronaat, ook clodronaat ingezet voor medische doeleinden.
(Fleisch et al., 1969; Francis et al., 1969) Graham en Russell (2011) vermelden dat men zo tot het inzicht
kwam dat wanneer de R1 zijketen een hydroxylgroep bevat (zoals in etidronaat) in plaats van een
halogeenatoom (zoals chloor in clodronaat), de binding van bisfosfosfonaten aan hydroxyapatietkristallen
sterker is. Ook het verhinderen van zowel kristalgroei als —dissolutie zou beter zijn indien de R1-zijketen
een hydroxylgroep bevat. Deze verbeterde eigenschappen zouden te verklaren zijn doordat bisfosfonaten
die een hydroxylgroep bevatten, sterker kunnen binden aan botweefsel vanwege hun driedubbele binding
aan calciumionen. Dit in tegenstelling tot halogeenatomen die slechts een dubbele binding kunnen
bewerkstelligen. (Russell et al., 1970)

® Terug te vinden op: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bisphosphonate basic structure.png

(laatst geconsulteerd in mei 2018)
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In de jaren ‘70 en '80 werd heel intensief gezocht naar nieuwe en meer potente bisfosfonaten. Er werden
moleculen gesynthetiseerd waarbij de R1 keten onveranderd bleef (namelijk een hydroxylgroep zoals o.a.
bij etidronaat, zie figuur 2) maar telkens de R2 keten werd aangepast. Hoewel de exacte functie van het
stikstofatoom nog niet helemaal duidelijk was, werd al snel duidelijk dat deze een belangrijke rol speelt
wat betreft de potentie tot het inhiberen van botresorptie. Zo kwam men tot de vaststelling dat wanneer
de R2 keten een primair stikstofatoom in een alkyl-keten bevat (zoals bij pamidronaat en alendronaat, zie
figuur 2), de potentie 10 tot 100 keer hoger is dan deze van etidronaat en clodronaat. (Russell, 2011)

Verder onderzoek naar meer potente bisfosfonaten berustte in de jaren ‘80 vrijwel altijd op ‘trial and
error’. Wanneer in de R2 keten een tertiair stikstofatoom werd toegevoegd bleken deze bisfosfonaten
superieur in het inhiberen van botresorptie. (Papapoulos et al., 1989) De meest potente inhibitoren van
botresorptie zijn echter de bisfosfonaten die een stikstofatoom bevatten binnenin een heterocyclische
ring. Zo werden o.a. risedronaat (Goa en Balfour, 1998) en zoledronaat (Green et al., 1994) ontwikkeld, de
op heden meest potente bisfosfonaten. In sommige experimenten bleken deze tot 10.000 keer krachtiger
dan etidronaat. (Russell, 2006)

Agent R1 side chain R2 side chain
Etidronate -0OH —CH3
Clodronate -Cl -Cl
Tiludronate | -H -5 @-Q
Pamidronate | -OH -CH,-CH_-NH,
Meridronate -OH -((:|—|2)5_N|—|2
Olpadronate | -OH —(CHZ)ZN(CHSJ2
Alendronate | -OH ~[CH,)-NH,
Ibandronate | -OH -CH-CH,N — CH;
I

N (CH,1,-CH
Risedronate -0OH /““\\ P
Zoledronate | -OH TN

=

Figuur 2: de zijketens R1 en R2 van verschillende courant gebruikte bisfosfonaten’

’Terug te vinden op:
https://en.wikipedia.org/wiki/Bisphosphonate#/media/File:Bisphosphonate side chains.png (laatst
geconsulteerd in mei, 2018)
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4. Farmacologische eigenschappen van bisfosfonaten

4.1 Farmacokinetiek

Bisfosfonaten komen van nature niet voor in dieren noch mensen. Het zijn synthetisch-organische
structuren met een uitgesproken affiniteit voor botweefsel. Bisfosfonaten kunnen zowel via orale als
parenterale weg worden toegediend.

Tijdens de beginjaren van het wetenschappelijk onderzoek was de mogelijkheid tot orale opname een
belangrijke en motiverende factor in het verder onderzoek naar de bisfosfonaten. De biologische
beschikbaarheid na orale toediening is echter meestal erg laag. (Russell, 2011) De biologische
beschikbaarheid van de meest frequent aangewende bisfosfonaten ligt rond de 0.7% (Cremers et al., 2005)
met enkele uitzonderingen tot 5 a 7 %. (Russell, 2011) Op heden zijn er geen transporteiwitten bekend en
men gaat er van uit dat de opname op paracellulair transport berust en dit over de volledige lengte van
het spijsverteringsstelsel. (Porras et al., 1999) Het toevoegen van een EDTA-preparaat zou de biologische
beschikbaarheid verhogen. Dit kan verklaard worden door een verandering in mucosale permeabiliteit
alsook doordat EDTA optreedt als chelator van calcium en dit de beschikbaarheid van de bisfosfonaten
zou verhogen. (Janner et al.,, 1991) Op heden zijn er uitsluitend in de humane geneeskunde enkele
preparaten die oraal kunnen worden toegediend. In de diergeneeskunde moet men zich op dit moment
behelpen met parenterale preparaten voor intramusculaire en intraveneuze toediening.

Tussen de bisfosfonaten bestaat een verschil in affiniteit voor hydroxyapatietkristallen. Preparaten met
een hoge affiniteit worden sneller opgenomen door botweefsel. Deze hoge affiniteit zorgt er echter ook
voor dat preparaten met hoge bindingsneiging minder diep doordringen in het botweefsel en dus
voornamelijk aan de oppervlakte hun effect op de cellen kunnen uitoefenen. Bisfosfonaten met een lagere
botaffiniteit verdelen zich dan weer op meer gelijkmatige basis doorheen het botweefsel. (Turek et al.,
2012) Dit kan van belang zijn in de keuze van het aan te wenden preparaat wanneer men eerder corticaal
dan wel trabeculair botweefsel als target voor ogen heeft. Na opname door het bot worden de
bisfosfonaten terug vrijgesteld in het bloed door fysicochemische en osteoclast-gemedieerde afbraak.
(Cremers et al.,, 2005) Later worden deze opnieuw opgenomen door botweefsel, een proces dat
‘reattachment’” wordt genoemd. Bisfosfonaten met hoge bindingsneiging hebben een hogere
‘reattachement’-ratio in vergelijking met bisfosfonaten met lage bindingsneiging. (Nancollas et al., 2006)
Soto en Barbara (2014) vermelden dat bisfosfonaten met hoge affiniteit voor bot, op die manier continue
worden ‘gerecycleerd’. Dit zou verklaren waarom preparaten zoals zoledronaat en alendronaat nog
gedurende lange tijd na een eenmalige toediening worden teruggevonden in plasma en urine. Omwille
van hun langdurige aanwezigheid in botweefsel en het recyclageproces dat zich voordoet, zijn de
halfwaardetijden van bisfosfonaten op heden nog niet gekend.

De belangrijkste uitscheiding van bisfosfonaten gebeurt via de nieren. Miller (2011) concludeerde dat de
renale clearance zowel via glomerulaire filtratie als via proximale tubulaire secretie geschiedt. Bij
proefdieren die met hoge dosissen behandeld werden, zag men glomerulaire sclerose en tubulaire
necrose. (Miller, 2011) Deze dosissen overschreden echter ruim de gebruikelijke dosis en deze werden ook
veel sneller toegediend als normaal.

Bisfosfonaten zijn hitteresistent en chemisch stabiel. Verder zijn ze niet gevoelig aan chemische en
enzymatische hydrolyse. (Soto en Barbara, 2014) Dit maakt dat er met uitzondering van enkele niet-
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stikstofbevattende bisfosfonaten, geen metabolisatie optreedt naar inactieve vormen en er geen
metabolieten in de urine worden teruggevonden. (Russell, 2011)

Een belangrijk principe in het gebruik van bisfosfonaten is het ‘total dose principle’. Dit wil zeggen dat de
totale toegediende dosis de determinerende factor is wat betreft de graad van inhibitie op de botresorptie.
Zo kon men in verschillende studies aantonen dat een eenmalige toediening van een grote hoeveelheid
bisfosfonaten eenzelfde effect had als het meerdere malen toedienen van een kleinere dosis. (Bauss en
Russell, 2004; Gasser et al., 2008) Dit schept de mogelijkheid tot intermitterende toedieningsschema’s die
de toediening makkelijker en toegankelijker maken en zo de therapietrouw verbeteren.

4.2 Farmacodynamiek

4.2.1 Effecten van bisfosfonaten op botweefsel

Door de uitgesproken selectiviteit van bisfosfonaten voor minerale oppervlakken zoals hydroxyapatiet-
kristallen, uiten de grootste en belangrijkste effecten zich voornamelijk in botweefsel. Deze selectiviteit is
dan ook de basis voor het veelvuldig aanwenden van deze groep medicijnen in de behandeling van bot-
gerelateerde aandoeningen bij mens en dier. Na migratie uit de bloedsomloop worden bisfosfonaten
opgenomen door botweefsel. Hieronder zal eerst het effect van bisfosfonaten op de verschillende
botcellen (osteoclasten, osteoblasten en osteocyten) besproken worden om dan verder de effecten op
het bot als orgaan te behandelen.

4.2.1.1 Effecten op osteoclasten

De hoogste concentraties aan vrije mineralen uit botweefsel zijn aanwezig op plaatsen met verhoogde
resorptie. Bijgevolg zijn hier ook de hoogste concentratie aan bisfosfonaten te vinden. Osteoclasten zijn
massaal aanwezig zijn in deze zones met verhoogde resorptie. Het zijn dan ook deze cellen die aan de
hoogste concentraties bisfosfonaten worden blootgesteld. (Azuma et al., 1995; Masarachia et al., 1996)
Na de adhesie aan botweefsel worden bisfosfonaten tijdens de resorptiefase via endocytose opgenomen
door osteoclasten. (Sato et al., 1991) Na de opname en vorming van intracellulaire vacuoles door
osteoclasten, oefenen de bisfosfonaten hun inhiberend effect op de botresorptie via verschillende
mechanismes uit. Zo werken ze in op de rekrutering, differentiatie en antiresorptieve eigenschappen van
osteoclasten. (Flanagan en Chambers, 1989; Russell, 2011) Verder wordt ook de inductie van apoptose
frequent waargenomen na toediening van bisfosfonaten. (Selander et al., 1996) Ten slotte lijken sommige
bisfosfonaten effect te hebben op het cytoskelet van de osteoclast. Normaal bevatten osteoclasten
instulpingen van de cytoplasmatische membraan gericht naar de resorptieholte. Deze zone met
instulpingen wordt ook wel de gegolfde rand of ‘ruffled border’ genoemd. De gegolfde rand bevat
protonpompen die voor een zuur micromilieu zorgen dat op zijn beurt verantwoordelijk is voor de afbraak
van de hydroxyapatietkristallen. (Nakamura et al., 2012) Bij osteoclasten die blootgesteld werden aan
bisfosfonaten verdween deze gegolfde rand. Dit zorgt voor het typische ‘gladde’ uitzicht van met
bisfosfonaten behandelde osteoclasten. (Murakami et al., 1995)

Bisfosfonaten oefenen hun grootste effect uit op mature osteoclasten. Aangezien mature osteoclasten
gevormd worden uit mononucleaire precursoren afkomstig van haematopoétische origine, suggereert
Russell (2011) dat ook het verhinderen van de vorming van deze mature osteoclasten een mogelijks
mechanisme is waarop bisfosfonaten de resorptie van botweefsel tegen gaan.
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Op basis van hun werkingsmechanisme kunnen de bisfosfonaten worden onderverdeeld in twee grote
groepen. Het al dan niet aanwezig zijn van een stikstofatoom heeft een belangrijke invioed op de activiteit
en het bijhorend werkingsmechanisme van bisfosfonaten. Gebaseerd op de aanwezigheid van dit
stikstofatooom wordt een onderscheid gemaakt tussen de niet-stikstofbevattende en de
stikstofbevattend bisfosfonaten.

Werkingsmechanisme van niet-stikstofbevattende bisfosfonaten

Preparaten zoals etidronaat, tiludronaat en clodronaat behoren tot de niet-stikstofbevattende
bisfosfonaten. Door hun structurele gelijkenis met pyrofosfaat worden deze na opname door de osteoclast
metabool geincorporeerd in niet-hydrolyseerbare ATP-analogen door het inwerken op enzymes zoals de
aminoacyl-tRNA synthetasen. (Russell, 2011) Hierdoor bevatten de ATP-moleculen een P-C-P verbinding
op de plaats waar normaal een B,Y- fosfaatgroep zit. (Rogers et al., 1996) Dit niet-hydrolyseerbaar ATP-
analoog wordt ook wel cytotoxisch ATP genoemd. (Frith et al., 1997) Door de opstapeling van dit
cytotoxisch ATP worden verschillende intracellulaire enzymen zoals mitochondriale ATP translocases
geremd. (Lehenkari et al.,, 2002) Dit heeft nadelige gevolgen voor de osteoclast met uiteindelijk het
induceren van apoptose. Het kan dus gesteld worden dat de niet-stikstofbevattende bisfosfonaten
fungeren als prodrug en via de opstapeling van schadelijke metabolieten apoptose veroorzaken.

Werkingsmechanisme van stikstofbevattende bisfosfonaten

Stikstofbevattende bisfosfonaten zoals zoledronaat, risedronaat, pamidronaat, etc. hebben een
verschillend werkingsmechanisme als dat van de niet-stikstofbevattende bisfosfonaten. De
stikstofbevattende bisfosfonaten werken in op de mevalonaat-pathway. (Amin et al., 1992) Zoals
weergeven in figuur 3 is de mevalonaat-pathway verantwoordelijk voor de productie van cholesterol,
isoprenoiden alsook farnesyldifosfaat (FPP) en geranylgeranyldifosfaat (GGPP). (Russell, 2011)
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Figuur 3: de cellulaire en biochemische werkingsmechanismen van bisfosfonaten (Uit: Russell, 2011)
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Stikstofbevattende bisfosfonaten treden op als substraatanalogen tijdens het productieproces van FPP
door FPP-synthase en verhinderen zo de vorming van dit peroxisomaal enzyme. Wanneer de vorming
van FPP verhinderd wordt, komt ook de prenylering van kleine GTP-ases zoals Rab, Ras, Rho en Rac in het
gedrang. (Ridley en Hall, 1992) FPP treedt namelijk op als post-translationele modificator voor deze GTP-
ases waardoor deze kunnen verankeren in de celmembraan. Door eiwit-eiwit interactie dragen deze
GTP-ases bij tot belangrijke functies in de osteoclast zoals cel-morfologie, organisatie van het cytoskelet,
vorming van de gegolfde membraan, transport van vesikels en apoptose.(Marshall, 1993; Ridley et al.,
1992; Zhang et al., 1995) Wanneer door toedoen van bisfosfonaten deze prenylering verhinderd wordt,
stapelen niet-geprenyleerde vormen zich op. Deze opstapeling van niet-functionele GTP-ases in
combinatie met een tekort aan functionele vormen zorgt voor een blokkade van intracellulaire processen
in de osteoclast met een verstoorde functie tot gevolg. (Rogers et al., 2011) Wanneer stikstofbevattende
bisfosfonaten binden aan FPP-synthase zorgt dit voor een conformatieverandering waardoor een tweede
substraat, genaamd IPP, kan binden. Dit heeft als gevolg de vorming van een stabieler bisfosfonaat-FPPS-
inhiberend complex. Dit proces is nog meer uitgesproken bij stikstofbevattende bisfosfonaten die een
heterocyclische ring bevatten in vergelijking met de alkyl-amino-bisfosfonaten. (Russell, 2011)

Het verschil in potentie tussen deze groepen maakt dat sommige auteurs de stikstofbevattende
bisfosfonaten verder opdelen in de heterocyclische bisfosfonaten (zoals risedronaat en zoledronaat) en
de alkyl-amino bisfosfonaten (zoals alendronaat, pamidronaat, ibandronaat en olpadronaat). Verder is
het beschreven dat alkyl-amino bisfosfonaten ook opgenomen worden door perifere bloedcellen en dan
voornamelijk monocyten. (Sanders et al., 2004) Na opname verhinderen deze bisfosfonaten ook het FPP-
synthase met opstapeling van IPP tot gevolg. Hoe het IPP wordt vrijgesteld uit de monocyten is niet
geweten maar IPP blijkt een ligand te zijn voor een receptor voorkomend op TCR-Y/6 dragende T-cellen.
Deze T-cellen stellen na stimulatie TNF-a vrij met al gevolg een pro-inflammatoire acute fase reactie.
(Sanders et al., 2004; Thompson en Rogers, 2004) Dit kan de voorbijgaande milde koorts verklaren die
soms wordt waargenomen na het eerste (voornamelijk intraveneuze) contact met deze bisfosfonaten.
(Soto en Barbara, 2014)

4.2.1.2 Effecten op osteoblasten en osteocyten

In de jaren '90 van de vorige eeuw werd door enkele onderzoekers gesuggereerd dat een deel van het
inhiberend effect van bisfosfonaten op de functie van osteoclasten wordt veroorzaakt door een
voorafgaande stimulatie van osteoblasten. In een in vitro studie op osteoclasten afkomstig van ratten, zag
men een hogere inhibitie van de botresorptie (in dit geval een ivoren substraat) wanneer osteoblasten van
het CRP 10/30-type aan de cultuur werden toegevoegd. (Sahni et al., 1993) In een andere in vitro studie
bleek het toevoegen van pamidronaat en alendronaat aan een celcultuur de osteoclastogenese niet te
verhinderen. Na toediening van bisfosfonaten in combinatie met de aanwezigheid van osteoblasten kon
de osteoclastogenese wel verhinderd worden. (Nishikawa et al., 1996)

Op heden wordt er steeds meer aandacht gegeven aan de stimulerende werking van bisfosfonaten op
osteoblasten. In vitro studies suggereren dat bisfosfonaten een mitogeen effect hebben op osteoblasten.
Zo werd in 1998 door Guliani et al. een verhoogde vorming van osteoblastprecursoren en
gemineraliseerde nodules waargenomen in humane en murine celculturen waaraan bisfosfonaten werden
toegevoegd. In diezelfde studie werd ook bij proefdieren het stimulerend effect op de osteoblastogenese
nagegaan. (Giuliani et al., 1998) Zo werden zowel jonge als oude muizen behandeld met alendronaat en
etidronaat in verschillende concentraties. Na 1 maand werden biopten genomen en werd een duidelijke
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toename aan jonge osteoblastprecursoren waargenomen. Dit effect was het meest uitgesproken in de
groepen die met lage concentraties werden behandeld. In een studie waar het effect van bisfosfonaten op
beencelculturen werd bestudeerd, kwam men tot de conclusie dat de maturatie van
osteoprogenitorcellen tot osteoblasten bevorderd werd na toediening van alendronaat en risedronaat aan
deze celculturen. (Im et al., 2004)

Het stimulerende effect van bisfosfonaten op de osteoblastogenese is afhankelijk van de concentratie. Zo
zorgen lage concentraties (10°tot 10° M, afhankelijk van het aangewende preparaat) voor een verhoogde
osteoblastogenese en hoge concentraties ( > 10 M) eerder voor een verminderde osteoblastogenese.
(Kim et al., 2009; Maruotti et al., 2012; Orriss et al., 2009)

Mathov (2001) suggereert dat dit mitogeen effect toe te schrijven is aan de invloed die bisfosfonaten
hebben op calcium kanalen en extracellulair signaal-gereguleerde kinases aanwezig in osteoblasten.
(Mathov et al., 2001) Andere studies doen vermoeden dat bisfosfonaten zorgen voor een verhoogde
secretie van osteoprotegerine (OPG) en een verlaagde expressie van transmembranaire RANKL proteinen
bij osteoblasten en aanverwante cellen. (Pan et al., 2004; Viereck et al., 2002) De verhoogde OPG-secretie
zou volgens Viereck (2002) te wijten zijn aan een verhoogde OPG-genexpressie. Pan et al. (2004) geven
aan dat ze bij hun studie op humane osteoblasten deze verhoogde genexpressie niet waargenomen
hebben maar geven als verklaring voor de verminderde expressie van transmembranaire RANKL-eiwitten
de splitsing van deze transmembranaire RANKL-eiwitten door het TNF-Alpha converting enzyme (TACE).
De opregulatie van dit TNF-Alpha converting enzyme zou geinitieerd worden door de toediening van
bisfosfonaten. De splitsing van deze transmembranaire RANKL eiwitten zou zich ook in osteoclasten
kunnen voordoen. De bisfosfonaat-geinduceerde opregulatie van TACE in osteoblasten is volgens Pan et
al., 2004 dan ook het osteoclast-inhiberend effect (zoals hierboven kort aangehaald) dat uitgaat van
osteoblasten die voordien werden blootgesteld aan bisfosfonaten. Daarnaast is het bovenstaand
beschreven OPG/RANK/RANKL-eiwitsysteem verantwoordelijk voor de (re)modellering van botweefsel
via het uitoefenen van biologische effecten op osteoblasten en osteoclasten. Het is dus door manipulatie
van dit OPG/RANK/RANKL-eiwitsysteem dat bisfosfonaten een effect kunnen uitoefenen op
(re)modelleringsprocessen in botweefsel. (Tyrovola, 2015)

Naast het stimulerend effect op de osteoblastogenese hebben bisfosfonaten ook nog een anti-
apoptotisch effect op osteocyten en osteoblasten. (Abe et al., 2000; Plotkin et al., 2008; Plotkin et al.,
1999) Zoals beschreven door Bellido en Plotkin, 2011 “zou de expressie van ‘connexin 43 hemichannels’
op de celmembraan van osteoblasten aan de basis liggen van dit anti-apototisch effect. De opening van
deze ‘hemichannels’ zou op zijn beurt leiden tot de activatie van kinases Src en extracellulaire signaal-
gereguleerde kinases (ERKs), gevolgd door fosforylatie van het ERK cytoplasmatisch target p90 (RSK) en de
substraten BAD en C/EBPB met als gevolg de inhibitie van apoptose.” Verder vermelden deze auteurs dat
het anti-apoptotisch effect op osteoblasten niets te maken heeft met antiresorptieve effect op
osteoclasten. Dit werd aangetoond doordat bisfosfonaatanalogen zonder antiresorptieve eigenschappen
nog steeds glucocorticoid geinduceerde osteoblast- en osteocyt-apoptose kunnen tegengaan. (Bellido en
Plotkin, 2011)
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4.2.1.3 Effecten op botstructuur en botsterkte

Gezien de cellulaire en biochemische effecten van bisfosfonaten op botweefsel, kan men zich afvragen of
dat bisfosfonaten potentieel kunnen worden aangewend als botversterkende moleculen. Een
botversterkend geneesmiddel zou immers een belangrijke rol kunnen spelen in het behandelen van osteo-
articulaire en andere orthopedische aandoeningen bij het paard.

Botsterkte is een heel complexe fysiologisch eigenschap die door verschillende parameters wordt bepaald.
Zowel de samenstelling als de structuur van het botweefsel bepalen de sterkte van het bot. Wanneer
kracht wordt uitgeoefend op botweefsel moet dit weerstand kunnen bieden aan vervorming. Deze
eigenschap wordt voornamelijk bepaald door de ‘stijfheid’ van het botweefsel. (Seeman en Delmas, 2006)
Voldoende stijfheid is belangrijk gezien botweefsel een gewichtsdragende structuur is. De stijfheid van
botweefsel wordt bepaald door de chemische en geometrische samenstelling en kent een lineair verloop
dat gecorreleerd is aan de graad van mineralisatie. (Currey, 1988) Botweefsel is voornamelijk opgebouwd
uit collageen type | waarop hydroxyapatietkristallen vasthechten. Daarnaast is de stijfheid een belangrijke
factor die bepaalt in welke mate barsten en scheuren kunnen ontstaan. In eerste instantie zal een hoge
stijfheid (hoge weerstand aan vervorming) er voor zorgen dat er geen barsten kunnen ontstaan. Na een
bepaald punt gaat een toename in stijfheid echter gepaard met het brozer worden van botweefsel. Dit
heeft tot gevolg dat indien er onder hoge belasting toch een barst gevormd wordt, deze veel sneller zal
evolueren tot een complete fractuur. (Seeman en Delmas, 2006) Het is dus belangrijk dat botten naast
voldoende stijf, ook voldoende taai en flexibel zijn. Door in lichte mate te vervormen kunnen botten
energie absorberen. Ze worden korter en breder wanneer ze worden samengedrukt en verlengen en
versmallen wanneer er geen belasting is. Daarnaast kunnen lange botten vaak in lichte mate zijdelings
vervormen om zo energie te absorberen zonder te barsten.

Wanneer er een barst ontstaat in een bot, hangt de progressie van deze barst af van de ‘taaiheid’ van het
botweefsel. De taaiheid van botweefsel kent eerder een non-lineair verloop en hangt minder af van de
mineralisatie van het weefsel. Verder zijn de hoeveelheid en distributie van niet-collagene eiwitten,
kristalkwaliteit en -verdeling, lamellaire structuur, densiteit van lacunae en microfracturen alsook
microschade belangrijke parameters die de ‘taaiheid’ van botweefsel bepalen. (Soto en Barbara, 2014;
Turner, 2006)

Naast voldoende sterk (stijfheid, taaiheid, flexibiliteit) moet botweefsel ook voldoende licht zijn om een
goede functie te kunnen waarborgen. Om te voldoen aan de paradoxale eisen zoals voldoende stijfheid
zonder onbuigzaam te worden en voldoende sterkte zonder te zwaar te worden, is het botweefsel
continue bezig met (re)modelleren. Op die manier wordt de meest efficiénte en aangepaste structuur
gevormd. (Seeman en Delmas, 2006) Tijdens de modelleringsfase wordt onder de invlioed van relatieve
overbelasting nieuw bot aangemaakt met als gevolg het wijzigen van de botarchitectuur. (Frost, 1990a)
Tijdens de remodelleringsfase, vaak geinduceerd door relatieve onderbelasting, wordt botweefsel dat niet
bijdraagt tot een efficiént geheel verwijderd en blijft ‘normaal’ belast botweefsel behouden. (Frost, 1990b)
Overigens is niet alleen botweefsel maar ook fibreus weefsel, hyalien kraakbeen, fibrocartilago, dentine
en cementweefsel onderhevig aan de mechanismen van modellering en remodellering. (Frost, 1990c)

Frost suggereert in zijn ‘mechanostat-theorie’ dat mechanische belasting een belangrijke beinvloedende
factor is in het botmetabolisme. (Frost, 1987) Na mechanische belasting ontstaat een bepaalde spanning
in het botweefsel. Deze spanning wordt waargenomen door osteocyten die doorheen het botweefsel
verspreid zitten. Via hun cytoplasmatische uitlopers vormen deze osteocyten een netwerk dat reikt tot
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aan de aflijnende cellen aan de oppervlakte van het bot. Via dit netwerk wordt informatie doorgegeven
wat betreft de spanning in het bot. De waargenomen spanning is een signaal dat (re)modellering-
processen beinvioedt. (Han et al., 2004) Recent onderzoek suggereert dat het OPG/RANKL/RANK-eiwit
systeem de functionele codrdinatie van het botmetabolisme reguleert door effecten uit te oefenen op
osteoblasten en osteoclasten. (Tyrovola, 2015; Tyrovola et al., 2008) Het effect dat bisfosfonaten
uitoefenen op de bot(re)modellering via hun effect op het OPG/RANKL/RANK-eiwit systeem zou wel eens
een belangrijke rol kunnen spelen in het begrijpen van de effecten die de bisfosfonaten hebben op de
botstructuur en bijhorende botsterkte. Er is bijkomend onderzoek noodzakelijk om de exacte invloed van
bisfosfonaten op bot(re)modellering verder op te helderen.

Concluderen of dat bisfosfonaten nu eerder een positief dan wel een negatief effect hebben op de
botsterkte is dus niet zo eenvoudig. Door osteoblasten en osteocyten te stimuleren en apoptose van deze
cellen te verminderen, wordt meer botmassa aangemaakt. Daarnaast heeft het verhinderen van
osteoclast-gemedieerde resorptie verminderde afbraak van botweefsel tot gevolg. Voldoende botmassa
alleen is echter niet voldoende om sterke botten te hebben. Naast botmassa zijn ook geometrische
eigenschappen van belang om sterke botten te bekomen. Deze geometrische eigenschappen worden
bepaald door (re)modellering van botweefsel. Zodoende kan de vraag gesteld worden of bisfosfonaten
door hun inhiberend effect op osteoclasten geen te grote inhibitie uitoefenen op de osteoclast-
gemedieerde remodellering van botweefsel met als gevolg minder efficiénte geometrische eigenschappen
van het bot.

Verder kan een verminderde remodellering door het inhiberend effect op de osteoclasten leiden tot een
verouderd collageen, verhoogde mineralisatiegraad en meer kristallisatie van het botweefsel. Dit zorgt
bijgevolg voor een hogere stijfheid van het bot maar omgekeerd ook voor een verminderde taaiheid.
Samengevat wordt het bot dan stijver maar ook brozer.

Tenslotte zijn er nog belangrijke verschillen tussen de samenstelling van corticaal en trabeculair bot. Ook
verschillen tussen de aangewende preparaten op vlak van chemische structuur, dosis, manier van
toedienen, etc. zorgen er voor dat een eenduidige conclusie niet mogelijk is. Bijkomend spelen individuele
factoren zoals diersoort, leeftijd, geslacht, endocriene status, fysieke activiteit, voeding, etc. een heel
belangrijke rol in de sterkte van botweefsel waardoor verder onderzoek noodzakelijk is alvorens een
sluitende conclusie te kunnen trekken. (Russell et al., 2008)

4.2.2 Effecten van bisfosfonaten op kraakbeen

Verschillende studies doen vermoeden dat bisfosfonaten een beschermend effect hebben op kraakbeen.
Een van de gesuggereerde mechanismen is het optreden van bisfosfonaten als inhibitor van matrix
metalloproteinases. (Pasternak en Aspenberg, 2009; Rolando et al., 2013) Tijdens de eerste fase van
osteoartritis worden pro-inflammatoire cytokines, TNF- a en interleukines vrijgesteld door macrofagen en
neutrofielen. Op hun beurt zorgen deze pro-inflammatoire cytokines voor de vrijstelling van matrix-
metalloproteinases. (Fernandes et al.,, 2002) Matrix metalloproteinases zijn zink-geassocieerde
endopeptidases die betrokken zijn in degradatie van gewrichtskraakbeen bij mensen maar ook bij paarden.
(Clegg et al., 1997)

In een studie op humane periodontale ligamentcellen werd aangetoond dat tiludronaat een inhiberend
effect heeft op de activiteit van MMP-1 en MMP-3. Vermoedelijk doordat tiludronaat fungeert als
chelator van noodzakelijke enzymcofactoren. (Nakaya et al., 2000)
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In een dubbel blinde, placebo-gecontroleerde studie bij honden waarvan de craniale kruisband werd
doorgesneden, werd een betere manier van lopen vastgesteld bij honden die behandeld werden met
tiludronaat. (Moreau et al., 2011) Verder werd minder gewrichtsopzetting en -pijn waargenomen.
Daarnaast werd bij behandelde honden een verminderde hoeveelheid PGE2 in het synoviaal vocht
waargenomen en werd hen een lagere synovitisscore toegekend. Op autopsie bleek er echter geen
macroscopisch verschil te zijn tussen de osteo-artrotische letsels van beide groepen. (Moreau et al., 2011)
In een andere studie werd reconstructieve chirurgie uitgevoerd na het ligeren van de craniale kruisband
bij een groep honden. Naast het gunstig effect van de reconstructieve chirurgie werd een extra positief
effect gezien in de heling en het verminderen van osteo-artrotische letsels na toediening van tiludronaat.
De honden vertoonden macroscopisch en microscopisch minder kraakbeenletsels, hadden een beter
collageen netwerk en ook hier werd een daling gezien in MMP-13, MMP-1 en MMP-3 gehaltes. (Pelletier
etal., 2011)

In een recente studie waarbij de craniale kruisband werd doorgesneden bij konijnen, werden
chondroprotectieve eigenschappen van hoge dosissen zoledronaat aangetoond. Zo hadden de konijnen
behandeld met zoledronaat (0.6mg/kg; op dag 1, 15 en 29) minder ulceraties en uitgerafeld kraakbeen.
Verder werden microscopisch meer delende/mitotische chondrocyten (wijzend op heling en regeneratie)
waargenomen in de zoledronaat groep terwijl in de placebo groep voornamelijk hypocellulair kraakbeen
werd gezien. (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014)

Onlangs werd bij paarden het effect van pamidronaat nagegaan op de gehaltes van MMP-2 en MMP-9 in
synoviaal vocht. (De Simone et al., 2015) Zowel gezonde paarden als paarden met osteoartritis werden
opgenomen in de studie. Zo zag men klinische verbetering in aangetaste paarden behandeld met
pamidronaat. De onderzoekers stelden tussen de groepen echter geen significant verschillende IL-6-
gehaltes in synoviaal vocht vast. Daarentegen zag men wel een significante daling aan TNF-a in de
behandelde groep en ook de MMP-9 gehaltes waren na enige tijd significant gedaald. De MMP-2 gehaltes
in het synoviale vocht waren in beide groepen even hoog. (De Simone et al., 2015)

In de literatuur wordt niet alleen de inhibitie van inflammatoire cytokines en matrix metalloproteinases
als mogelijk mechanisme naar voor geschoven om de potentieel chondroprotectieve eigenschappen van
bisfosfonaten te verklaren. Zo suggereren sommige auteurs dat bisfosfonaten een effect hebben op een
bepaalde fagocytotische cel die ook wel ‘chondroclast’ wordt genoemd. (Zhao et al., 2006) Andere auteurs
beweren dan weer dat bisfosfonaten een effect kunnen hebben op de subchondrale botpathologie die
mede aan de basis ligt van chronische kraakbeenletsels. (Karsdal et al., 2008; Kwan Tat et al., 2010)

4.2.3 Analgetische en anti-inflammatoire effecten van bisfosfonaten

In de laatste jaren worden bisfosfonaten in de humane geneeskunde alsmaar meer ingezet vanwege hun
analgetische eigenschapen. Zo worden bisfosfonaten vaak aangewend als bijkomende therapie in de
behandeling van botpijn door metastaserende tumoren. (Coleman, 2005; Gralow en Tripathy, 2007;
Strang, 1996) Ook in kankertherapie bij kleine huisdieren worden bisfosfonaten soms gebruikt als
analgeticum. (Tomlin et al., 2000) Verder worden bisfosfonaten ook aangewend in pijnlijke aandoeningen
veroorzaakt door inflammatie en degeneratieve processen. Inflammatie van weefsel gaat vaak gepaard
met pijn. Door het verminderen van (pro-)inflammatoire cytokines en katabole mediatoren hebben
bisfosfonaten een pijnstillende werking. Hierbij dient wel vermeld te worden dat deze eigenschappen
voornamelijk toe te schrijven zijn aan niet-stikstofbevattende bisfosfonaten zoals clodronaat en
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tiludronaat. Wanneer stikstofbevattende bisfosfonaten voor de eerste maal worden toegediend wordt
soms zelfs een acute fase reactie (eventueel met koorts) waargenomen. (Adami et al., 1987)

Rossini (2009) beweert dat de intra-articulaire toediening van clodronaat bij mensen met knie-osteoartrits,
de pijn kan verzachten alsook de extensie en mobiliteit van het gewricht kan bevorderen. (Rossini et al.,
2009) De pijnverzachtende eigenschappen van clodronaat werden in een recente studie nogmaals
aangetoond. (Valenti et al., 2017)

In het begin van dit jaar werd een verkennende studie uitgevoerd die zoledronaat (in combinatie met
denosumab) naar voor schuift als potentieel geneesmiddel ter behandeling van discogene en lage rugpijn.
(Cai et al., 2018)

De mechanismes verantwoordelijk voor de analgetische eigenschappen van bisfosfonaten variéren tussen
de verschillende preparaten. Zo lijkt tiludronaat, net als zoledronaat, de acidose ter hoogte van
zuurgevoelige ion kanalen in sensorische zenuwen te verminderen. Dit doen ze door de V-ATPase activiteit
in osteoclasten te remmen. (David et al., 1996; Nagae et al.,, 2006) Minder stimulatie van deze
zuurgevoelige ion kanalen vertaalt zich in minder pijn. Heel recent werd het werkingsmechanisme
opgehelderd dat verantwoordelijk is voor de analgetische eigenschappen van clodronaat . Moriyama en
Nomura (2018) identificeerden clodronaat als een potente inhibitor van een vesiculaire nucleotide
transporter. Deze transporter is verantwoordelijk voor de vesiculaire opslag van ATP. Op die manier
verhindert clodronaat de vesiculaire vrijstelling van ATP in neuronen met als gevolg minder inflammatoire
pijn door de presynaptische blokkade van de purinerge neurotransmissie. (Moriyama en Nomura, 2018)

4.2.4 Niet-skeletale effecten van bisfosfonaten

Naast het effect op bot, kraakbeen en gewrichten hebben sommige bisfosfonaten ook niet-skeletale
effecten. Zo inhiberen stikstofbevattende bisfosfonaten de groei van sommige protozoaire parasieten. Zo
wordt de groei van onder meer Entamoeba, Plasmodia, Trypanosoma, Toxoplasma , Cryptosporidia en
Leishmania spp geremd door het verstoren van het FPPS-systeem van de parasieten. (Komura en lwaki,
2008; Ling et al., 2005; Moreno et al., 2001; Russell, 2011)

Inflammatie en angiogenese zijn erg met elkaar verweven in de pathogenese van osteoartritis. (Bonnet en
Walsh, 2005) Inhibitie van deze angiogenese zou een belangrijke therapie kunnen zijn in de behandeling
van osteoartritis door de klinische symptomen te verbeteren en gewrichtsschade te vertragen. (Bonnet en
Walsh, 2005) Pathologische angiogenese speelt ook een belangrijke rol in verschillende kankers en andere
ischemische en inflammatoire processen. (Carmeliet en Jain, 2000) Voornamelijk stikstofbevattende
bisfosfonaten hebben sterke anti-angiogenetische eigenschappen. (Soto en Barbara, 2014; Wood et al.,
2002; Yu en Qin, 2009)
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5. Het gebruik van bisfosfonaten in orthopedische aandoeningen bij de mens

Het gebruik van bisfosfonaten kent een lange geschiedenis in de humane geneeskunde. Bisfosfonaten zijn
de klinisch meest belangrijke en meest frequent aangewende medicatie ter behandeling van
aandoeningen gekenmerkt door verhoogde osteoclastresorptie. (Morris en Einhorn, 2005) Hieronder
zullen kort een aantal aandoeningen besproken worden waarbij de behandeling met bisfosfonaten zeer
gebruikelijk is. In bepaalde aandoeningen wordt een behandeling met bisfosfonaten zelfs als gouden
standaard aanzien. Verder zullen ook andere toepassingen alsook het gebruik in osteo-articulaire
aandoeningen kort besproken worden aangezien vanuit dit standpunt een parallel kan getrokken worden
naar het gebruik bij het paard.

5.1 Osteoporose

Osteoporose is een frequent voorkomende aandoening bij de mens. Ongeveer 75 miljoen mensen in de
Verenigde Staten, Europa en Japan leiden aan deze aandoening. (Morris en Einhorn, 2005) Mensen die
aan osteoporose leiden worden gekenmerkt door een verminderde mineralisatie van botweefsel.
Wanneer de minerale botdensiteit 2,5 standaarddeviaties lager is dan de piekdensiteit bij jonge volwassen
van hetzelfde ras en geslacht, spreekt men van osteoporose. (Kanis et al., 1994) Door de verminderde
botmineralisatie komen fracturen van de ruggenwervels, heup en in mindere mate ook niet-vertebrale
fracturen, beduidend meer voor bij mensen die leiden aan osteoporose. De bisfosfonaten zijn de enige
groep van antiresorptieve medicatie waarbij in grote, gerandomiseerde en placebo-gecontroleerde
studies werd aangetoond dat deze de frequentie van heup-, vertebrale en niet-vertebrale fracturen
kunnen reduceren. (Cummings et al.,, 1998; McClung et al., 2001) Voornamelijk het gebruik van
stikstofbevattende bisfosfonaten zoals zoledronaat, alendronaat, risedronaat en ibandronaat wordt als
gouden standaard gezien in de behandeling van osteoporose. (Brown et al., 2014)

5.2 Paget’s disease

Osteitis deformans ook wel Paget’s disease genoemd is een zelzame aandoening die bij 3.3% van de
volwassen boven de 40 jaar voorkomt. De ziekte wordt gekenmerkt door versnelde botresorptie en
willekeurige afzettingen van dense botmatrix. Het meest voorkomende symptoom is botpijn. Ook
hoofdpijn en neurologische symptomen, zoals verminderd horen en zien, kunnen voorkomen. Vaak zijn
deze symptomen secundair en te wijden aan compressie van zenuwen door vervorming van beenderen.
(Siris, 1998) Naast chirurgie is calcitonine in combinatie met bisfosfonaten een vaak aangewende en
succesvolle behandeling. Zo werden er onder meer orale vormen van etidronaat, alendronaat, tiludronaat,
risedronaat en de intraveneuze vorm van pamidronaat met succes gebruikt. De krachtigste bisfosfonaten,
met name pamidronaat, risedronaat en alendronaat geven de beste resultaten. Verder wordt de voorkeur
gegeven aan intraveneuze toedieningsmethoden gezien zo de hoeveelheid aan bisfosfonaten getitreerd
kan worden naargelang de ernst van de aandoening. (Lozano-Calderon et al., 2014)
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5.3 Oncologie

Op heden is er heel wat aandacht voor het gebruik van bisfosfonaten in de (aanvullende) behandeling van
kankers en tumoren.

Metastaserende bottumoren afkomstig van primaire borst-, long-, nier-, prostaat- en schildkliertumoren
komen frequent voor. Primaire bottumoren zijn zeldzamer. (Green, 2003) Symptomen die gepaard gaan
met deze metastasen zijn botpijn, pathologische fracturen, ruggenmergcompressie door wervelfracturen
en maligne hypercalciémie. Ondertussen zijn er heel wat publicaties verschenen die de effecten en
mogelijke toepassingen van bisfosfonaten in deze context beschrijven. In 2012 werd door de Cochrane
Brest Cancer Group een groot review artikel gepubliceerd waarin het effect van bisfosfonaten op ‘skeletal-
related events’®, botpijn, levenskwaliteit, herval en overleving wordt nagegaan bij vrouwen met
metastaserende borstkanker. Zij concludeerden dat bisfosfonaten het risico tot ontwikkelen van SRE’s
verminderen en de tijd tot optreden verlengen. Sommige bisfosfonaten waren ook in staat de botpijn te
verminderen en de levenskwaliteit te verbeteren. De beste resultaten werden ook dit keer bekomen met
stikstofbevattende bisfosfonaten. Intraveneuze toediening van zoledronaat, pamidronaat en ibandronaat
wordt als meest succesvol beschouwd. (Wong et al., 2012)

Bisfosfonaten worden met succes aangewend in de behandeling van multipele myeloma’s. De toediening
van bisfosfonaten zorgt ook hier voor minder botpijn en een lager risico op vertebrale fracturen.
Zoledronaat, pamidronaat en clodronaat zijn voor deze aandoening de meest aangewezen bisfosfonaten.
Etidronaat blijkt minder effect te hebben. (Mhaskar et al., 2012)

Een belangrijke complicatie die voorkomt bij mensen met multipele myeloma’s en metastatische
bottumoren is maligne hypercalciémie. (Mirrakhimov, 2015) De pathogenese omvat de productie van een
parathormoon gerelateerd peptide en cytokineproductie door tumorcellen. Deze hebben op hun beurt
effect op het OPG/RANKL/RANK-eiwit systeem. Uiteindelijk leidt dit tot een overmatige activiteit van
osteoclasten met hypercalciémie tot gevolg. (Mirrakhimov, 2015) Bisfosfonaten blijken de beste therapie
in het behandelen van maligne hypercalciémie. (Sternlicht en Glezerman, 2015) Zowel zoledronaat als
pamidronaat zijn veilig en doeltreffend. Zoledronaat blijkt echter superieur in werking alsook makkelijker
toe te dienen. (Major et al., 2001)

In recente publicaties worden potentieel antitumorale eigenschappen van bisfosfonaten besproken.
Zoledronaat en clodronaat zouden bij bepaalde kankers een synergistisch anti-tumoraal effect hebben in
combinatie met chemotherapeutica. (Clézardin, 2013) Dit antitumoraal effect zou niks te maken hebben
met osteoclastactiviteit maar zou zich manifesteren in het effect van bisfosfonaten op macrofagen,
endotheelcellen en tumorcellen met als gevolg de stimulatie van cytotoxische y&-T-cellen. (Clezardin,
2011; Santini et al., 2015)

80nder de noemer ‘skeletal-related events’ (SRE’s) vallen pathologische fracturen, compressie van het
ruggenmerg, de noodzaak om bot te bestralen of de noodzaak om botweefsel te opereren. (So et al., 2012)
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5.4 Pediatrie

Het gebruik van bisfosfonaten bij kinderen is controversieel. Er zijn weinig studies voorhanden en de
meeste literatuur beperkt zich tot case-reports, case-series en retrospectieve studies. (Lozano-Calderon
et al., 2014) Veelal worden bisfosfonaten ingezet ter behandeling van aandoeningen waar osteopenie en
osteolyse deel uitmaken van de pathogenese.

Bisfosfonaten worden met succes aangewend bij kinderen die leiden aan osteogenesis imperfecta (Dwan
et al., 2014) ,fibreuze dysplasie en het McCune-Albright syndroom. (Matarazzo et al., 2002) Ook kunnen
bisfosfonaten volgens sommige auteurs soelaas bieden bij kinderen die leiden aan infantiele osteonecrose
van de femurkop. (Lozano-Calderon et al., 2014)

5.5 Osteoartritis, implantaatfixatie en andere toepassingen

In tegenstelling tot osteoporose, Paget’s disease en oncologische toepassingen, zijn er veel minder
publicaties die het gebruik van bisfosfonaten beschrijven in de behandeling van osteoartritis,
implantaatfixatie en andere orthopedische toepassingen. De laatste jaren is er echter steeds meer
interesse uit deze onderzoeksdomeinen om bisfosfonaten aan te wenden als bijkomende therapie.

Zo zijn er op heden al enkele publicaties die positieve resultaten vermelden wanneer bisfosfonaten
(voornamelijk clodronaat, risedronaat en zoledronaat) worden aangewend in de behandeling van
osteoartritis van de knie. Zo zou er minder pijn, betere flexibiliteit en versnelde heling van het gewricht
optreden. Bijkomend werden lagere gehaltes aan resorptiemerkers opgemeten en blijkt een knieprothese
in minder gevallen noodzakelijk. (Spector et al., 2005; Valenti et al., 2017) Het onderwerp blijft echter
controversieel en de statische power van veel studies blijkt eerder aan de zwakke kant. (Xing et al., 2016)
In tegenstelling tot bovenstaande publicaties beweert Vaysbrot (2016) in zijn meta-analyse van
gerandomiseerde placebo-gecontroleerde studies dat bisfosfonaten geen verlichting van de symptomen
noch inhibitie van radiografische progressie van knie-osteoartritis kunnen bewerkstelligen. Bisfosfonaten
zouden volgens deze auteur wel nog aangewezen zijn in de behandeling van bepaalde patiénten met een
hoge turnover van subchondraal bot. (Vaysbrot et al., 2018) Bijkomende studies zijn dus zeker noodzakelijk
om solide bewijs te leveren.

In hun ‘ER.O.D.E’- studie vermelden Saviola et al. (2017) dat clodronaat een doeltreffend pijnstillend
middel is in de behandeling van osteoartritis van de hand.

Naast osteoartritis zijn ook implantaatfixatie (Yukizawa et al., 2017), reumatoide artritis (Tada et al., 2017)
en chronische lage rugpijn (Cai et al., 2018) onvervulde medische behoeften alsook nieuwe
opportuniteiten waarbij bisfosfonaten mogelijks kunnen worden ingezet.
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6. Het gebruik van bisfosfonaten in orthopedische aandoeningen bij het paard

Orthopedische aandoeningen behoren tot de belangrijkste prestatie-limiterende factoren in de
paardenindustrie. (Kamm et al., 2008) Op heden werden vier verschillende bisfosfonaten (pamidronaat,
tiludronaat, zoledronaat en clodronaat) gebruikt ter behandeling van orthopedische aandoeningen bij het
paard. Het gebruik van bisfosfonaten bij paarden blijkt erg controversieel. Onder de praktijkdierenartsen
zijn er zowel voor- als tegenstanders. De vaak uitgesproken meningen zijn voornamelijk gebaseerd op
eigen ervaringen.

Het gebruik van bisfosfonaten bij het paard kent een veel minder lange geschiedenis dan het gebruik in de
humane geneeskunde. In wetenschappelijke databanken leveren doorgedreven zoekopdrachten
betreffende het gebruik van bisfosfonaten bij het paard, hooguit enkele tientallen relevante artikels op.
Gezien het beperkt aantal publicaties omtrent het gebruik bij paarden moet heel wat informatie
geéxtrapoleerd worden uit onderzoeken uitgevoerd bij proefdieren en de mens. Er zijn weinig tot geen in
vitro noch in vivo studies die de farmacokinetiek en farmacodynamiek van bisfosfonaten bij het paard in
detail beschrijven.

Ondanks het gering aantal wetenschappelijke publicaties worden bisfosfonaten op heden relatief frequent
aangewend ter behandeling van orthopedische aandoeningen bij het paard. In 2002 werd in Frankrijk voor
het eerst een preparaat met dinatriumtiludronaat (Tildren, Ceva Animal Health LLC) geregistreerd voor
gebruik bij het paard. In 2014 kreeg dinatriumclodronaat (Osphos, Dechra Veterinary Products) een
marktlicentie als diergeneesmiddel voor paarden. Voorlopig zijn er naast Tildren, Ceva Animal Health LCC
en Osphos, Dechra Veterinary Products geen andere geregistreerde preparaten in Europa. In Belgié is
enkel Osphos, Dechra Veterinary Products geregistreerd.

Hoewel er geen enkel wetenschappelijk bewijs bestaat, extrapoleren verschillende auteurs veel van de
hierboven beschreven effecten en werkingsmechanismen zomaar naar het paard. Hierbij dient ook
opgemerkt te worden dat de indicaties waarvoor bisfosfonaten worden aangewend bij de mens, duidelijk
verschillen met deze bij het paard. In de humane geneeskunde worden bisfosfonaten voornamelijk
aangewend ter behandeling van metabole aandoeningen gekenmerkt door verhoogde osteoclast-
gemedieerde botresorptie en osteolyse. Op heden worden bij het paard voornamelijk podotrochléitis,
niet-infectieuze osteoartritis van de kleine tarsaalgewrichten en andere osteo-articulaire aandoeningen
naar voor geschoven als potentiéle indicaties voor het gebruik van bisfosfonaten. (Soto en Barbara, 2014)

Bisfosfonaten werden door de FEI (fédération équestre internationale) op de lijst met ‘controlled
medication’ geplaatst wegens hun analgetische en anti-inflammatoire eigenschappen.’

6.1 Tiludronaat

Dinatriumtiludronaat (Tildren, Ceva Animal Health LLC) werd in 2001 in Frankrijk als eerste bisfosfonaat
geregistreerd voor gebruik bij paarden, ter behandeling van podotrochléitis. Ondertussen is Tildren
geregistreerd in verschillende Europese landen en de Verenigde Staten. Het meeste onderzoek naar het
gebruik van bisfosfonaten in de behandeling van orthopedische aandoeningen bij paarden werd
uitgevoerd met tiludronaat.

9 Terug te vinden op: http://prohibitedsubstancesdatabase.feicleansport.org/search-results/ (laatst geconsulteerd
in mei 2018)
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Tiludronaat behoort tot de klasse van niet-stikstofbevattende bisfosfonaten. Voor algemene
farmacokinetische en farmacodynamische eigenschappen alsook gebruik bij mens en proefdieren wordt
naar de desbetreffende hoofdstukken in deze verhandeling verwezen.

In 2001 werd door het Europees Geneesmiddelenbureau (EMA) een rapport gepubliceerd over de
farmacologische eigenschappen van dinatriumtiludronaat bij het paard. ¥ Hierin werden podotrochléitis,
niet-infectieuze osteoartritis van de tarsaalgewrichten en enthesopathie van de m. interosseus medius als
potentiéle indicaties aangehaald voor een behandeling met tiludronaat. Het inhiberende effect op de
osteoclast-gemedieerde botresorptie bij het paard werd aangenomen na evaluatie van verschillende
studies uitgevoerd op ratten. Verder werden onder meer farmacokinetische profielen, anti-inflammatoire
effecten, effecten op centraal zenuwstelsel, gastro-intestinaalstelsel, respiratoir en cardiovasculair stelsel
alsook andere farmacodynamische eigenschappen, allemaal geéxtrapoleerd uit studies uitgevoerd op
ratten, muizen, apen, honden, konijnen en mensen. Wel werd de plasma-halfwaardetijd bepaald in
paarden. Deze varieert tussen 3.13 en 6.94 uur voor dosissen van 0.05 mg/kg tot 0.2 mg/kg. De grootste
hoeveelheid van het geneesmiddel werd 96 uur na intraveneuze toediening waargenomen in botweefsel,
met hogere gehaltes bij mannelijke dieren in vergelijking met vrouwelijke dieren. Naast botweefsel
bevatte de nier (3 keer minder als in botweefsel) alsook de lever (17 keer minder als in botweefsel) hoge
hoeveelheden 96 uur na intraveneuze toediening. 3 tot 6 maanden na toediening van 1 mg/kg, de
aanbevolen dosis (bijsluiter Tildren, Ceva Animal Health, LLC), werden nog steeds detecteerbare gehaltes
aan tiludronaat terug gevonden. Een exacte halfwaardetijd is op dit moment nog niet bekend. Verder zijn
volgens dit rapport intraveneuze bolussen van 0.01 tot 3 mg/kg of de intraveneuze toediening van 1mg/kg
gedurende 10 dagen, veilig aan te wenden dosissen bij het paard.

In een andere studie werden de tolerantie en acute effecten op botweefsel geévalueerd na intraveneuze
toediening van 1mg/kg tiludronaat bij 5 Franse dravers. (Varela et al., 2001) Voor en na de toediening
werden volledige klinische onderzoeken uitgevoerd naast het bepalen van het bloedcalciumgehalte, nier
en leverparameters. De effecten op botmetabolisme werden voor en 24 uur na toediening geévalueerd
aan de hand van de biochemische botformatie merkers osteocalcine en alkalisch fosfatase gecombineerd
met de meting van resorptiemerkers CTX-MMP (carboxy-terminal cross-linked telopeptide of type |
collagen generated by matrix metalloproteases) en CTX-I (carboxy-terminal cross-linking telopeptide of
type | collagen). Er werd op 30 en 120 minuten na toediening een lichte, niet significante stijging in
hartfrequentie vastgesteld. 30 minuten na toediening werd een lichte, voorbijgaande hypocalciémie
waargenomen. Zes uur na de behandeling waren alle waardes normaal. Er werden geen veranderingen in
nier en leverparameters vastgesteld. Ook de osteocalcine-, alkalisch fosfatase- en CTX-MMP gehaltes
bleven onveranderd. 24 uur na de toediening werden significante dalingen (gemiddeld 72,4%) van de CTX-
1 gehaltes vastgesteld. Deze snelle en uitgesproken daling van CTX-1 gehaltes wijst op een antiresorptief
effect.

Intraveneuze toediening van tiludronaat lijkt veilig bij volwassen paarden. Het effect van tiludronaat op de
groei en remodellering van beenderen bij jonge paarden werd op heden nog niet bestudeerd. Naast milde
en voorbijgaande neveneffecten (verhoogde hartfrequentie, hypocalciémie) zijn gastro-intestinale irritatie
en nierschade belangrijke bezorgdheden. Om (milde) kolieksymptomen te vermijden/verminderen is

10 Terug te vinden op: http://www.ema.europa.eu/docs/en GB/document library/Maximum Residue Limits -
Report/2009/11/WC500015613.pdf (laatst geconsulteerd in mei 2018)
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premedicatie met flunixine, hyoscine butylboromide + metamizolnatrium (Buscopan Compositum,
Boehringer Ingelheim), of sedativa aangewezen. (Kamm et al., 2008)

In 2014 werd het effect op synoviaal vocht en gewrichtskraakbeen onderzocht na intra-articulaire
toediening van hoge en lage dosissen tiludronaat bij 8 gezonde paarden. (Duesterdieck-Zellmer et al.,
2014) De 8 paarden werden in het mediocarpale gewricht van het linker voorbeen ingespoten met
tiludronaat (4 paarden hoge dosis = 50mg, 4 paarden lage dosis= 0.017 mg) en met een fysiologische
zoutoplossing in het contralaterale gewricht. Ter analyse werd gewrichtsvocht genomen voor de
behandeling en 10min, 24uur, 48uur, 7 dagen en 14 dagen na de behandeling. De lage dosis had geen
significant effect op de gemeten synoviale parameters. De hoge dosis zorgde voor een stijging van het
totaal eiwit op 24 uur en 7 dagen na toediening en op 48 uur na toediening voor een verhoogde
concentratie aan gesulfateerde glycosaminoglycanen. Tenslotte zorgde de hoge dosis voor tiludronaat
concentraties in het synoviaal vocht die volgens in vitro studies (Duesterdieck-Zellmer et al., 2012)
schadelijk zijn voor kraakbeen bij paarden. De gehaltes na toediening van de lage dosis bleven onder deze
toxische grens. De histologische eigenschappen van het kraakbeen blootgesteld aan de hoge dosis bleken
echter niet te verschillen met deze van de controlegewrichten.

6.1.1 Tiludronaat in de behandeling van podotrochléitis

Podotrochléitis, ook wel bekend onder de Engelstalige benaming ‘navicular disease’, is een syndroom dat
wordt getypeerd door pijn afkomstig uit de regio podotrochlearis. Dit betreft voornamelijk het straalbeen
en de omgevende structuren zoals de collateraalbanden van het straalbeen, het ligamentum impar, de
bursa podotrochlearis en de diepe buigpees Het betreft een van de meest voorkomende oorzaken van
intermitterende kreupelheid bij paarden tussen 4 en 15 jaar oud. (Baxter en Stashak, 2011) Meestal zijn
beide voorbenen aangetast maar occasioneel zijn ook de achterbenen of alle vier de lidmaten betrokken.
Een exacte etiologie is niet bekend en een variéteit aan pathologische entiteiten kunnen worden
geidentificeerd. Zones met verhoogde botresorptie en -formatie zijn echter typerende letsels voor een
aangetast straalbeen. (Baxter en Stashak, 2011) Intense remodellering kan leiden tot osteolyse door
excessieve resorptie en pijn. Omwille van anti-resorptieve, analgetische en anti-inflammatoire
eigenschappen werd tiludronaat naar voor geschoven als interessant alternatief in de behandeling van
deze vormen van podotrochléitis.

In 2003 werd door Denoix et al. een dubbel blinde placebo-gecontroleerde studie uitgevoerd op 73
paarden met podotrochléitis. Zones met verhoogde botresorptie en -formatie zijn typische symptomen
van aangetaste straalbeenderen. (Denoix et al., 2003) Het doel van de studie was nagaan of deze
pathologische veranderingen gecorrigeerd konden worden door toediening van tiludronaat in
verschillende dosissen. Na het doorvoeren van de exclusiecriteria bleven nog 50 paarden over. 20 paarden
werden behandeld met 0.1 mg/kg tiludronaat via intraveneuze injectie gedurende 10 dagen (totale dosis:
1mg/kg). 19 paarden werden behandeld met 0.1 mg/kg tiludronaat via intraveneuze injectie gedurende 5
dagen (totale dosis: 0.5mg/kg). De overige 11 paarden vormden de placebo-groep. Verder werd de
populatie onderverdeeld in 17 chronische (klinische tekenen reeds langer dan 6 maanden aanwezig) en 33
recente (klinische tekenen minder dan 6 maanden aanwezig) gevallen van podotrochleitis. De
gestandaardiseerde klinische onderzoeken werden gefilmd en blind geévalueerd door onafhankelijke
experts. In de groep behandeld met 0.5mg/kg werden geen significante verschillen waargenomen in
vergelijking met de placebogroep. De 1mg/kg dosis bleek wel significant verschillen op te leveren. Zo
ondervond 66.7% van de acute gevallen behandeld met 1mg/kg een positief effect van de behandeling na
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een evaluatie op 192 dagen. 50% (6 van de 12) van de acute gevallen behandeld met 1mg/kg tiludronaat
vertoonden net als 1 paard (12,5%) uit de placebogroep, geen symptomen van manken meer op het van
de studie (192 dagen). Op het einde van de studie was er echter geen significant verschil tussen de
gemiddelde kreupelheidsgraad van beide groepen. Er werden geen significante verschillen waargenomen
tussen de resultaten van de buig - extensieproeven noch in de radiografische evolutie. In de chronische
groep werd op geen enkel criterium een verschil met de placebogroep waargenomen. 2 chronische
gevallen uit de 1mg/kg gedoseerde groep werden voor een tweede maal behandeld met dezelfde dosis en
1 paard uit deze groep werd drie maal behandeld. Twee maanden na de laatste behandeling werd bij alle
drie de paarden een positief effect vastgesteld. Dit positief effect werd niet verder gedefinieerd.

De hierboven beschreven studie, gepubliceerd in ‘Equine Veterinary Journal’, is op heden de meest
bekende studie wat betreft het gebruik van tildudronaat bij paarden. Hoewel de studie enkele positieve
effecten van de behandeling met tiludronaat kon aantonen, zijn er ook enkele zwakke punten op te
merken. (Kamm et al., 2008) Deze tekortkomingen werden door Kamm (2008) in een reviewartikel
opgesomd. Zo wordt kritiek geuit op het lage aantal paarden dat in de studie werd opgenomen. Verder
werd ook de bron van kreupelheid onvoldoende gekarakteriseerd. Hoewel podotrochleitis vaak wordt
geassocieerd met radiografische afwijkingen van het straalbeen zijn deze niet altijd aanwezig. Ook zijn
radiografische afwijkingen niet per se de oorzaak zijn van de waargenomen kreupelheid. (Baxter en
Stashak, 2011) Op heden is MRI de meest aangewezen diagnostische techniek om paarden met
podotrochléitis te evalueren. Zowel botafwijkingen die niet zichtbaar zijn op radiografie alsook eventuele
aantasting van de omgevende weke delen kunnen met MRI veel beter in kaart worden gebracht. Vaak
worden ook meerdere afwijkingen waargenomen binnen eenzelfde voet. (Baxter en Stashak, 2011) In de
studie van Denoix et al, 2003 werd in de diagnose van podotrochléitis uitsluitend gebruik gemaakt van
radiografie. Aangezien ook afwijkingen in de omgevende weke delen de oorzaak van de kreupelheid
konden vormen, zijn de waargenomen radiografische afwijkingen dus slechts een indicatie dat de
kreupelheid veroorzaakt werd door een aangetast straalbeen. Zonder MRI of andere bijkomende
diagnostische technieken kon de oorzaak van het manken dus niet exact bepaald worden. Hierdoor
kwamen sommige gevallen mogelijks niet in aanmerking voor een behandeling met een antiresorptief
geneesmiddel en tonen de bekomen resultaten niet het ware effect van tiludronaat als inhibitor van
botresorptie aan. Omgekeerd tonen deze resultaten mogelijks wel de analgetische en anti-inflammatoire
eigenschappen van tiludronaat aan. Een ander punt van kritiek is de verwerking van de data. Enkele
statistische kunstgrepen laten de placebogroep als meer kreupel uitschijnen dan ze daadwerkelijk is. Alles
bij elkaar behoudt de studie zeker een belangrijke wetenschappelijke waarde maar de resultaten moeten
kritisch en genuanceerd geinterpreteerd worden. (naar Kam et al., 2008)

In een recente studie werden twee toedieningsmethoden van tiludronaat, ter behandeling van
podotrochléitis, met elkaar vergeleken. (Whitfield et al., 2016) 12 paarden met radiografische afwijkingen
werden ad random verdeeld in twee groepen. De ene groep kreeg 1mg/kg tiludronaat, opgelost in 5 liter
isotone elektrolietoplossing, toegediend via een katheter in de vena jugularis. De tweede groep kreeg 0,1
mg/kg tiludronaat, opgelost in 35 ml fysiologische zoutoplossing, toegediend via een intraveneuze
regionale perfusie techniek in de laterale digitale vene van beide voorbenen. Ter evaluatie werden
subjectieve kreupelheidscores toegekend. Ook werden verticale grondreactiekrachten gemeten met een
stationaire krachtplaat in een poging de beoordeling van de kreupelheid te objectiveren. 120 en 200 dagen
na de toediening van tiludronaat waren de verticale grond reactiekrachten van het kreupele lidmaat
significant verhoogd in de systemisch behandelde groep. Dit wijst op een verminderde kreupelheid. In de
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regionale perfusie-groep waren er geen significante verschillen wat betreft de gemeten grond
reactiekrachten. In de systemisch behandelde groep waren de subjectieve kreupelheidsscores op geen
enkel moment verbeterd in vergelijking met de kreupelheidsscores voor de behandeling. Bij de paarden
behandeld via regionale perfusie werd enkel op 120 dagen een lichte klinische verbetering gezien. Hoewel
geen enkel paard vrij was van kreupelheid, lijkt een systemische behandeling met tiludronaat toch ergens
soelaas te bieden in de behandeling van podotrochléitis. Of dit voordelig effect nu te wijten is aan
analgetische, anti-inflammatoire, antiresorptieve eigenschappen of een combinatie moet nog verder
onderzocht worden. Vooraleer regionale perfusie als toedieningsmethode kan worden aangeraden is er
eerst nog verder onderzoek noodzakelijk. Als verklaring voor het laattijdige effect van de behandeling,
respectievelijk 120 en 200 dagen na toediening, suggereren de auteurs een soort depot-effect van het
geneesmiddel in combinatie met een remodelleringsproces in het straalbeen. Verder zijn op deze studie
zijn dezelfde negatieve punten van toepassing (laag aantal paarden, insluitingscriteria uitsluitend op basis
van radiografién, etc.) zoals aangehaald in de bespreking van de studie van Denoix, et al. (2003).

6.1.2 Tiludronaat in de behandeling van spat (chronische niet-infectieuze osteoartritis van de
tarsaalgewrichten)

‘Spat’ is een triviale benaming voor chronische niet-infectieuze osteoartritis van het distaal intertarsale,
tarsometatarsale en occasioneel proximaal intertarsale gewricht. Spat is de meest voorkomende oorzaak
van tarsale kreupelheid. (Sullins, 2011)

Zoals eerder besproken hebben sommige bisfosfonaten zoals tiludronaat naast antiresorptieve,
analgetische en anti-inflammatoire ook chondroprotectieve eigenschappen. Omwille van deze
eigenschappen vormen zij mogelijks een interessante alternatieve therapie in de behandeling van
osteoartritis.

Op heden werd slechts één dubbel-blinde placebo gecontroleerde studie uitgevoerd naar het effect van
tiludronaat in de behandeling van spat. (Gough et al., 2010) Van de 142 gescreende paarden bleven er 87
paarden over die aan alle in- en exclusiecriteria voldeden en de studie aldus per protocol voltooiden. Naast
de eenmalige intraveneuze toediening van 1mg/kg tiludronaat werden de paarden onderworpen aan
gecontroleerde trainingsprogramma’s. De paarden werden onderzocht en er werd een kreupelheidsscore
toegekend voor de behandeling op dag 0 en opnieuw op dag 60 na behandeling. Paarden die op dag 60
niet verbeterd waren kregen allemaal een intraveneuze behandeling met 1mg/kg tiludronaat. Deze
behandeling op dag 60 gebeurde echter niet blind en er werd ook geen placebogroep opgesteld. Op dag
60 bleek de gemiddelde subjectieve kreupelheidsscore van de met tiludronaat behandelde groep twee
eenheden lager dan de placebo groep. Het ‘therapie-effect’ bleek significant in het voordeel van de
tiludronaat-behandelde groep maar dit moet met de nodige voorzichtigheid worden geinterpreteerd
gezien ook de covariant ‘onderzoekscentrum’ significant bleek te zijn. De kreupelheidsscores waaruit het
effect van de tiludronaat-behandeling werd afgeleid, werden op verschillende onderzoekscentra
toegekend. Het significant zijn van de covariant ‘onderzoekscentrum’ toont aan dat de graad van manken
kan verschillen naargelang de onderzoeker/onderzoekscentrum. Op radiografie werd tussen de groepen
een significant verschil waargenomen in de aanwezigheid van periarticulaire osteofyten. Verder konden
geen significante radiografische verschillen worden aangetoond.

Naast deze dubbel-blinde placebo gecontroleerde studie wordt in de literatuur nog melding gemaakt van
kleine dikwijls niet-gepubliceerde studies en case-reports. (Kamm, 2008) Gezien hun geringe
wetenschappelijke waarde worden deze hier niet verder besproken.
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6.1.3 Tiludronaat in de behandeling van vertebrale lesies in de thoraco-lumbale regio

In 2007 beschreven Coudry et al. de efficaciteit van tiludronaat in de behandeling van paarden met pijn
die wordt geassocieerd met osteoartritis van de wervelkolom in de thoraco-lumbale regio. Dit is de enige
studie die het gebruik van tiludronaat beschrijft ter behandeling van orthopedische aandoeningen van het
axiale skelet bij paarden. De 29 paarden in deze studie werden initieel onderworpen aan een
gestandaardiseerd protocol. Naast klinisch onderzoek en scintigrafie werden nog radiografisch en
echografisch onderzoek uitgevoerd. In de studie hadden alle 29 paarden osteo-artrotische veranderingen
van de processus articularis van het synoviale intervertebrale gewricht, waarbij sclerose, peri-articulaire
en osteolytische letsels te zien waren. 20 paarden hadden afwijkingen van de processus spinosi waarbij 19
paarden met ‘kissing spines’ werden gediagnosticeerd (voornamelijk thoracale en thoraco-lumbale regio)
en 1 paard werd gediagnosticeerd met enthesopathie van het ligamentum interspinosum. 15 paarden, ad
random gekozen, kregen eenmalig 1 mg/kg tiludronaat intraveneus toegediend (traag lopend infuus). De
14 overige paarden kregen een placebo. Op 60 dagen werden de paarden ‘blind’ onderzocht en werd
dorsale flexibiliteit in draf (traag op rechte lijn, snel op rechte lijn, cirkel op harde en zachte bodem zowel
op linker- als rechterhand) en galop (cirkel op zachte bodem, zowel linker- als rechterhand) als criterium
voor succes van de behandeling gehanteerd. Er werden video’s genomen om de beoordelingsdata te
vergelijken. Op 60 dagen na toediening bleken slechts 3 van de 15 paarden behandeld met tiludronaat en
7 van de 14 paarden uit de placebo-groep geen positief effect te ondervinden van de behandeling. Deze
waarden verschillen echter niet significant. Het verschil in dorsale flexibiliteit in galop was echter wel
significant tussen beide groepen. Dorsale flexibiliteit in draf bleek op geen enkel punt significant te
verschillen met de controlegroep. Behandelde en controle paarden die op 60 dagen geen verbetering
toonden kregen 1mg/kg tiludronaat toegediend. Op 120 dagen vertoonden 2 van de 3 paarden uit de
oorspronkelijke tiludronaatgroep een verbetering in dorsale flexibiliteit. Hoewel het aantal paarden in de
studie relatief laag was en de resultaten vaak niet significant, concludeerden de auteurs dat een
intraveneuze behandeling met 1mk/kg tiludronaat de dorsale flexibiliteit verbetert op 60 dagen na
toediening en de aandoening stabiliseert na 120 dagen. (Coudry et al., 2007)

6.1.4 Tiludronaat in de behandeling van immobilisatie-geinduceerde osteopenie

Paarden die langdurig door een rigide, externe gips worden geimmobiliseerd ondervinden relatief vaak
regionale osteopenie in het geimmobiliseerde lidmaat. (Kawcak en Baxter, 2011) Verder zijn chronisch
manken, ernstige kreupelheid of neuropathieén die de gewichtsdragende functie van een lidmaat
limiteren, mogelijke oorzaken van gelokaliseerde osteopenie. (Kawcak en Baxter, 2011) Minder belasting
van een lidmaat zorgt voor een verminderde spanning in het botweefsel met als gevolg verminderde
osteoblast-gemedieerde botformatie en verhoogde osteoclast-gemedieerde resorptie van botweefsel.
(Frost, 1987)

Immobilisatie-geinduceerde osteoporose (bedrust, gips, astronauten in de ruimte,...) is een frequent
voorkomende aandoening bij de mens. Naast profylaxis en het verhogen van belasting of trainen met
gewichten zijn anti-resorptieve geneesmiddelen, zoals bisfosfonaten, een frequent aangewende therapie
in de behandeling van deze vorm van osteoporose/osteopenie. (Takata en Yasui, 2001) Naar voorbeeld
van het gebruik in de humane geneeskunde werd een studie uitgevoerd naar de farmacologische effecten
van tiludronaat bij paarden na langdurige immobilisatie. (Delguste et al., 2007) In deze studie werden twee
groepen van 8 paarden geimmobiliseerd gedurende 8 weken door middel van stalrust en een synthetisch
gipsverband rond het linker voorbeen. De eerste groep kreeg een placebo en de tweede groep kreeg
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1mg/kg tiludronaat toegediend via een traag lopend, intraveneus infuus. Na 28 dagen werd de
behandeling in beide groepen herhaald. Na de immobilisatie volgde een periode van 4 weken remobilisatie
om daarna over te gaan in een 8 weken durend, gestandaardiseerd trainingsprotocol. De gehaltes aan
CTX-1, een biomerker duidend op botresorptie en alkalisch fosfatase, een biomerker wijzend op
botformatie, werden bepaald in veneus bloed. De minerale botdensiteit van het pijpbeen werd
beoordeeld via DEXA (Dual Energy X-ray Absorptiometry). Via kwantitatieve ultrasonografie (QUS) werden
eigenschappen van de oppervlakkige cortex geévalueerd. Verder kan via QUS de minerale botdensiteit
maar ook de botstructuur geévalueerd worden. Na behandeling met tiludronaat werd een snelle,
voorbijgaande maar significante daling van CTX-1 vastgesteld. Er werden geen significante verschillen
opgemerkt in de concentraties van alkalisch fosfatase. Het verlies aan minerale botdensiteit, gemeten via
DEXA, bleek op het einde van het experiment significant minder te zijn in de tiludronaat-groep. De data
verzameld via QUS bleek niet significant te verschillen tussen beide groepen. De auteurs van deze studie
concluderen dat tiludronaat kan dienen ter preventie van langdurige osteopenie in het geimmobiliseerde
lidmaat doordat tiludronaat de botresorptie tijdens immobilisatie significant verminderd. (Delguste et al.,
2007)

6.1.5 Potentiéle toepassingen van tiludronaat

Hoewel er op heden naast occasionele case-reports en kleine retrospectieve studies geen grote,
statistisch relevante onderzoeken zijn uitgevoerd, wordt tiludronaat door verschillende auteurs naar
voor geschoven in de behandeling van volgende orthopedische aandoeningen bij het paard: inflammatie
van de processus palmaris van het hoefbeen, proximale insertiedesmopathie van de m. interosseus
medius, ‘kissing spines’, botcystes, exostose van het griffelbeen, enthesopathie van
collateraalligamenten en sesamoiditis. (McLellan, 2017; Soto en Barbara, 2014)

6.2 Clodronaat

In 2014 kreeg dinatriumclodronaat (Osphos, Dechra Veterinary Products) een marktlicentie als
diergeneesmiddel voor paarden. Clodronaat behoort net als tiludronaat tot de niet-stikstofbevattende
bisfosfonaten. De primaire werkingsmechanismen zijn dan ook erg vergelijkbaar. Op 8 september
publiceerde het Europees Geneesmiddelen Agentschap (EMA) een rapport met betrekking tot de
farmacologisch eigenschappen van clodronaat bij het paard. ! In dit rapport werden de effecten van
clodronaat op: de minerale botdensiteit, histologie, botsterkte, botgeometrie en de biochemische merkers
voor turnover in botweefsel bij het paard, geéxtrapoleerd uit in vivo studies op ratten. Hieruit kon
geconcludeerd worden dat clodronaat het verlies aan minerale botdensiteit van zowel corticaal als
trabeculair bot kon tegengaan en de verzwakking van bot alsook osteopenie kon onderdrukken in
oestrogeen-deficiénte ratten. In een artritis-model bij ratten bleek clodronaat een anti-inflammatoir en
chondroprotectief effect te hebben. Hoge dosissen (3 tot 50 mg/kg) bleken de remodellering van fracturen
bij proefdieren te vertragen. Verder werden in dit rapport antinociceptieve eigenschappen en positieve
effecten op tumor-geinduceerde osteloyse vermeld. De farmacokinetische eigenschappen werden
bepaald uit studies op ratten, muizen, konijnen, minivarkens, paarden en mensen.

De aanbevolen dosis van 1.8 mg/kg (maximaal 900mg per paard) voor intramusculaire injectie bij het paard
zorgde na 35 minuten voor een piekconcentratie van 7.5 pug/ml in plasma bij proefpaarden. De excretie

11 Terug te vinden ophttp://www.ema.europa.eu/docs/en _GB/document_library/Maximum_Residue Limits -
Report/2015/09/WC500193215.pdf (laatst geconsulteerd in mei 2018)
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gebeurt vooral via de nieren en de plasma-halfwaardetijd bij het paard bedraagt 5.6 uur. Een
halfwaardetijd voor volledige excretie uit het lichaam van paarden werd op heden nog niet bepaald.?

Net als Tildren,Ceva Animal Health LLC is Osphos,Dechra Veterinary Products geregistreerd in
verschillende Europese landen en de Verenenigde Staten voor de behandeling van podotrochleitis bij het
paard. Of dat clodronaat dan wel tiludronaat betere resultaten oplevert in de behandeling van pijn door
podotrochléitis is voorlopig nog niet bewezen.

Op heden zijn er nog geen ‘peer reviewed’ artikels gepubliceerd die de efficaciteit van clodronaat, in de
behandeling van podotrochleitis bij het paard, hebben onderzocht. In het onderzoek dat werd uitgevoerd
en gepresenteerd door Dechra Veterinary Products ter registratie van ‘Osphos’ in verschillende Europese
landen en de Verenigde Staten, bleek 75% van de intramusculair behandelde paarden op zijn minst 1
AAEP-kreupelheidsgraad verbeterd te zijn op 56 dagen na toediening.® Van de 86 behandelde paarden
hadden 8 paarden een verbetering van 3 AAEP kreupelheidsgraden, 45 paarden een verbetering van 2
AAEP kreupelheidsgraden en 16 paarden een verbetering van 1 AAEP kreupelheidsgraad. Het algemeen
slagingspercentage op 180 dagen na de behandeling bedroeg 65%. *?

6.3 Pamidronaat

Hoewel er geen formulatie met pamidronaat is geregistreerd voor gebruik bij het paard, is pamidronaat
het eerste bisfosfonaat dat werd onderzocht bij paarden. (Soto en Barbara, 2014) In een in vitro studie
werden osteoclast-like cellen verzameld uit het beenmerg van twee pony’s en een paard. Toevoegen van
pamidronaat aan de celcultuur verminderde de antiresorptieve capaciteit van deze cellen. Tijdens de
eerste 7 dagen na toediening bleek het aantal osteoclast-like cellen in de celcultuur lichtjes te stijgen om
na 7 dagen opnieuw te dalen. Dit effect werd door de auteurs toegeschreven aan de acute fase reactie die
zich kan voordoen na toediening van pamidronaat. (Gray et al., 2002) Onlangs onderzochten De Simone
et al. (2015) het effect van intraveneuze toediening van pamidronaat op de klinische conditie en de
secretorische profielen van inflammatoire biomerkers in het synoviaal vocht van klinisch gezonde paarden
en paarden met osteoartritis. Na een gestandaardiseerd klinisch onderzoek van het locomotorisch stelsel
werd een globale score gegeven aan de klinische toestand. Verder werden matrix metalloprotéinase 2 en
9, IL-6, en TNF-a gehaltes gemeten in synoviaal vocht. De klinische conditie van paarden met osteoartritis
verbeterde significant na toediening van pamidronaat. Ook de gehaltes aan TNF-a waren significant lager
in de behandelde paarden met osteoartritis dan in de onbehandelde groep met osteoartritis. Tenslotte
werd ook een milde daling in MMP-9 gehaltes gezien 60 dagen na behandeling met pamidronaat. Op 3 en
21 dagen na behadeling werd eerst zelfs een stijging in MMP-9 gehaltes waargenomen. Dit zou toe te
schrijven zijn aan de ‘acute fase reactie’ die kort na de toediening van pamidronaat werd veroorzaakt. De
IL-6 en MMP-2 gehaltes waren niet significant verschillend tussen de groepen.

6.4 Zoledronaat

Net als pamidronaat behoort zoledronaat tot de klasse van stikstofbevattende bisfosfonaten. Van alle
bisfosfonaten heeft zoledronaat de hoogste affiniteit voor hydroxyapatiet en dit voornamelijk op plaatsen
met hoge turnover van botweefsel. (Rdkel et al., 2011) Het gebruik van deze bisfosfonaten situeert zich op
heden voornamelijk in experimentele onderzoeken. Er is één studie die de farmacokinetiek, -dynamiek en

12 http://www.osphos.com/includes/pdf/Dechra-Osphos-Technical-Brochure.pdf, laatst geconsulteerd op 6 mei
2018
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veiligheid van zoledronaat bij 8 paarden heeft onderzocht. (Nieto et al., 2013) In deze studie werd over
een periode van 30 min, 0.057 mg/kg (dit komt overeen met de humane dosis van 4 mg ter behandeling
van Paget’s disease) zoledronaat intraveneus toegediend. Op verschillende momenten (1, 5, 10, 15, 20,
30, 45, 60 en 90 minuten na toediening en 24 uur, 4 dagen, 7 dagen, 28 dagen, 9 weken en 6 maanden na
toediening) werd veneus bloed afgenomen en geanalyseerd. De zoledronaat-concentraties gemeten in het
bloed waren consistent met een 2-compartiments-geneesmiddelenmodel bij zoogdieren. Na toediening
daalde de concentratie van zoledronaat in het plasma erg snel. Wel werden tot 8 uur na de toediening
detecteerbare concentraties zoledronaat teruggevonden in plasma. De calciumconcentraties bleven in de
acute periode na toediening binnen de referentiewaarden van het analyserende labo maar 7 dagen na
toediening bleek de gemiddelde, totale calciumconcentratie significant lager te zijn dan de
referentiewaarde. Verder werd op elk moment na toediening een significante daling waargenomen in CTX-
1 gehaltes, een merker voor botresorptie. Ter evaluatie van de nier werden de paramaters BUN en
creatinine bepaald. In de BUN en creatinine-gehaltes werden geen veranderingen waargenomen.

Zoledronaat in de behandeling van een ‘broze botten stoornis’ (bone fragility disorder)

Recent werd in de kustgebieden en centrale regio’s van Californié een progressieve en slopende stoornis
geidentificeerd die gekarakteriseerd wordt door aantasting van het axiale skelet en de proximale delen
van de bovenste lidmaten. Deze ‘broze botten stoornis’ komt voorlopig uitsluitend in deze regio voor.
(Anderson et al., 2008) De klinische symptomen in het beginstadium zijn gegeneraliseerde stijfheid ,
inspanningsintolerantie en intermitterend manken. Naar gelang de ziekte verder aansleept worden
lordose, lateraal afbuigen van de scapula, gewichtsverlies, ernstige kreupelheid en verminderde
bewegingsvrijheid van de hals waargenomen. In chronische gevallen worden frequent systemische
osteopenie en pathologische fracturen aangetroffen. (Arens et al., 2011) Aangezien de ziekte enkel
voorkomt op deze plaats en de geografische distributie van de aandoening overeenkomt met die van
pulmonaire silicose wordt de hypothese van een gemeenschappelijk oorzakelijk agens voorgesteld. (Arens
et al., 2011) Symptomatische behandelingen zoals NSAID’s, corticosteroiden, boxrust en veranderen van
geografische omgeving blijken niet te werken. Omwille van deze reden werden tien aangetaste paarden
in een klinische proef behandeld met 0.075 mg/kg zoledronaat en gedurende 6 maanden opgevolgd.
(Katzman et al., 2012) Bij het begin van de proef werden de paarden klinisch onderzocht. Er werden
kreupelheidsonderzoeken en nucleaire scintigrafie uitgevoerd. Zes maanden na toediening van
zoledronaat werden de paarden opnieuw geévalueerd aan de hand van dezelfde onderzoeken. Bij 9 van
de 10 paarden werd een klinische verbetering (verbetering in kreupelheidsgraad of verminderde
musculosketetale pijn of beide) vastgesteld. (Katzman et al., 2012) De resultaten op scintigrafie waren niet
significant verschillend. Verder vermelden de auteurs geen negatieve bijwerkingen van de zoledronaat-
therapie te hebben waargenomen. (Katzman et al., 2012)

33



7. Discussie

In de humane geneeskunde blijkt het gebruik van bisfosfonaten ter behandeling van verschillende
metabole aandoeningen zoals osteoporose, Paget’s disease en metastaserende bottumoren effectief en
evident. Omtrent de zin en onzin van het gebruik van bisfosfonaten lijkt in de humane geneeskunde
minder onwetendheid en discussie te bestaan in vergelijking met de diergeneeskunde. Gezien de grote
hoeveelheid informatie en ervaring die beschikbaar is in de humane geneeskunde betreffende
werkingsmechanisme, farmacokinetiek en -dynamiek alsook geschikte indicaties en potentiéle
bijwerkingen van bisfosfonaten, lijkt het vanzelfsprekend om deze informatie te extrapoleren naar het
paard. Het extrapoleren van wetenschappelijke informatie uit de humane geneeskunde en proefdierkunde
dient echter heel voorzichtig te gebeuren.

De meeste dierexperimenten en humane studies zijn uitgevoerd met andere diersoorten dan het paard.
Effecten en werkingsmechanismen van geneesmiddelen kunnen erg variéren tussen verschillende
diersoorten. Hoewel er over het algemeen voor bisfosfonaten een goede correlatie bestaat tussen in vitro
en in vivo studies alsook tussen diermodellen en humane aandoeningen (Russell, 2006), mogen resultaten
niet blindelings tussen verschillende diersoorten worden uitgewisseld. Gezien de heterogeniteit in de
groep van de bisfosfonaten (al dan niet stikstofbevattend, verschillende werkingsmechanismes, verschil in
potentie, etc.) mogen ook resultaten binnen dezelfde diersoort maar met verschillende preparaten, al dan
niet uit dezelfde chemische subgroep, zomaar veralgemeend worden.

Deze interspecies barriére buiten beschouwing gelaten zijn er nog een aantal belangrijke aspecten
waarmee rekening moet gehouden worden wanneer resultaten en bevindingen uit de humane
geneeskunde worden overgenomen. Zo zijn de klassieke humane indicaties waarvoor bisfosfonaten
worden aangewend als inhibitor van de osteoclast-gemedieerde botresorptie, duidelijk verschillend met
de beoogde indicaties bij het paard. In tegenstelling tot metabole aandoeningen en toepassingen in de
oncologie worden bisfosfonaten in de paardengeneeskunde wel frequent aangewend ter behandeling van
osteo-articulaire aandoeningen zoals podotrochléitis en niet-infectieuze osteoartritis van de
tarsaalgewrichten. Systemische botziekten zoals osteoporose bij postmenopauzale vrouwen en Paget’s
disease kennen geen tegenhanger bij het paard. Hoewel osteoporose bij paarden uitzonderlijk voorkomt
na ondervoeding en deficiénties van calcium, fosfor of vitamine D (Kawcak en Baxter, 2011) lijkt
behandeling door aanvulling en supplementatie van deze deficiénties meer aangewezen dan een
behandeling met antiresorptieve geneesmiddelen zoals bisfosfonaten. Ook bottumoren zijn zeldzaam bij
paarden. (Bush et al., 2007) Omwille van de lage prevalentie bij het paard is er weinig motivatie uit de
paardengeneeskunde om het gebruik van bisfosfonaten in deze optiek te onderzoeken.

Tenslotte worden in de humane geneeskunde voornamelijk de potente, stikstofbevattende bisfosfonaten
gebruikt. Stikstofbevattende bisfosfonaten overtreffen de efficaciteit van niet-stikstofbevattende in de
behandeling van humane aandoeningen zoals Paget’s disease en osteoporose. (Brown et al., 2014; Drake
et al.,, 2001) Op heden zijn er bij paarden slechts enkele studies gebeurd met stikstofbevattende
bisfosfonaten. Geen enkele studie bij paarden bevat data die de effectiviteit van deze bisfosfonaten
vergelijkt met de effectiviteit van tiludronaat of clodronaat. Het is echter mogelijk dat deze
stikstofbevattende bisfosfonaten, in vergelijking met de niet-stikstofbevattende bisfosfonaten, ook bij
paarden krachtigere inhibitoren van de botresorptie zijn. Verder onderzoek zal dit echter moeten
uitwijzen.
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De recente verwikkelingen in de humane geneeskunde die het aanwenden van bisfosfonaten in de
behandeling van osteo-articulaire aandoeningen naar voor schuiven, zouden wel eens van belang kunnen
zijn in het extrapoleren van informatie naar de geneeskunde bij het paard. De (neven)effecten,
werkingsmechanismen, manier van toediening, dosis, etc. die in deze studies aan bod komen, kunnen een
belangrijke leidraad zijn voor verder onderzoek bij het paard.

Op heden zijn podotrochléitis en niet-infectieuze osteoartritis van de distale tarsaalgewrichten de
belangrijkste indicaties voor het aanwenden van bisfosonaten bij paarden. De meeste studies betreffende
het gebruik van bisfosfonaten in de behandeling van deze orthopedische aandoeningen werden zoals
hoger beschreven uitgevoerd met tiludronaat. De meeste van deze studies werden in het begin van de
jaren 2000 uitgevoerd. Veel van deze studies werden ondersteund door CEVA Animal Health, de fabrikant
van Tildren. De resultaten uit deze studies doen vermoeden dat tiludronaat de kreupelheid als gevolg van
podotrochléitis en spat, kan verbeteren. De resultaten uit deze studies zijn echter niet zwart-wit en dikwijls
zijn slechts enkele parameters (in lichte mate) significant verschillend met controlegroepen. Daarnaast zijn
er amper studies gebeurd op grote groepen paarden. De meeste studies beperken zich tot enkele
tientallen paarden of minder. Verder kunnen zich vragen gesteld worden bij de karakterisatie van de
behandelde aandoeningen. In de toekomst moet met behulp van MRI of andere medische
beeldvormingstechnieken met meer zekerheid bepaald worden of de waargenomen kreupelheden
daadwerkelijk te wijten zijn aan de pathologische botafwijkingen die werden vastgesteld op radiografie.
Verder moet met behulp van geavanceerde medische beeldvormingstechnieken met meer zekerheid
bepaald worden of de klinische verbetering na toediening van bisfosfonaten toe te schrijven is aan het
daadwerkelijk inhiberen van de pathologisch verlopende resorptieprocessen in het bot of aan andere
factoren zoals analgetische, chondroprotectieve en anti-inflammatoire eigenschappen. Vermoedelijk zal
het positief effect op de klinische evaluatie bestaan uit een combinatie van deze eigenschappen. Verder is
het gebruik van objectieve systemen om de klinische verbetering in kreupelheidsgraad te kwantificeren,
zeker een interessant gegeven. Systemen zoals Qhorse, Qualisys Motion Capture, krachtplaat-drukplaat-
opstellingen of de Lameness Locator, Equinosis LLC zouden een belangrijk hulpmiddel kunnen zijn om de
klinische verbetering in kreupelheidsgraad te diagnosticeren alsook te objectiveren en kwantificeren.

Op heden tonen klinische resultaten aan dat niet-stikstofbevattende bisfosfonaten ‘een positief effect’
hebben in de behandeling van (sub)acute stadia van podotrochleitis en niet-infectieuze osteoartritis van
de tarsaalgewrichten. Effecten op chronische gevallen bleken veel minder duidelijk en statistisch niet
relevant. Veel gevallen van podotrochléitis en spat worden pas in een chronisch stadium gediagnosticeerd.
(Baxter en Stashak, 2011) Het nut en de effecten van bisfosfonaten in de behandeling van de chronische
vormen van deze aandoeningen moeten dus nog verder onderzocht worden. Verder is het niet duidelijk
wat de langetermijneffecten van een behandeling met bisfosfonaten inhouden. Hoewel positieve
resultaten tot 6 maanden na toediening werden aangetoond, zijn er geen resultaten op lange termijn
(meer dan 7 maanden na toediening) beschreven.

Nieuwe, onafhankelijke, dubbel-blind, placebo-gecontroleerde studies zijn noodzakelijk om het ware
effect van bisfosfonaten in de behandeling van navicular disease en spat alsook andere orthopedische
aandoeningen te onderzoeken.

Omwille van het beperkt aantal studies en de onzekerheid over de werkelijke werkingsmechanismen is
het gebruik van bisfosfonaten nog altijd controversieel. Naast heel wat voorstanders kent het gebruik van
bisfosfonaten bij paarden ook tegenstanders. Op heden zijn er nog geen studies uitgevoerd met
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bisfosfonaten bij paarden jonger dan 4 jaar. Tevens zijn de commerciéle preparaten Osphos, Dechra
Veterinary Products en Tildren, CEVA Animal Health LLC niet geregistreerd voor gebruik bij paarden jonger
dan 4 jaar. Ook raden beide fabrikanten het gebruik van bisfosfonaten af bij lacterende merries en merries
voorbestemd voor de fokkerij. Recent stuurde ook de ‘US Food and Drugs Administration’ waarschuwingen
rond omtrent het gebruik van bisfosfonaten bij jonge paarden.

Ondanks er geen wetenschappelijke informatie beschikbaar is, wordt het ‘off-label’- gebruik van niet-
stikstofbevattende bisfosfonaten frequent aangetroffen bij jonge volbloeden in de race-industrie.
(McLellan, 2017) De belangrijkste indicatie waarvoor sommige trainers en dierenartsen bisfosfonaten
aanwenden bij jonge racepaarden is het voorkomen en/of behandelen van stressfracturen.'? Verder
worden andere aandoeningen die gekarakteriseerd worden door pathologische bot-remodellering (gezien
de intense belasting bij racepaarden ook wel ‘stress-modellering’ genoemd) als indicatie voor een
behandeling met bisfosfonaten naar voor geschoven.!® Naast stressfracturen zijn dit voornamelijk sclerose
van het os carpale Il en ‘POD’ ( Palmar/Plantar Osteochondral Disease). (McLellan, 2017) De theoretische
redenering achter het gebruik van bisfosfonaten in het voorkomen of behandelen van deze aandoeningen
is het verhinderen van osteoclast-gemedieerde botresorptie die deze ‘stress remodellering’ voorafgaat.®
Het verhinderen van deze botresorptie zou volgens deze theorie het bot minder verzwakken en aldus
stressfracturen voorkomen. Volgens Mc Lellan (2017) zijn zulke theorieén echter een teken van het
gebrekkig begrijpen van de botfysiologie. Bisfosfonaten zouden volgens deze auteur de heling van
stressfracturen juist inhiberen door hun apoptotisch effect op osteoclasten en anti-apoptotisch effect op
osteocyten. De heling van stressfracturen begint namelijk met resorptie rond de barst. (McLellan, 2017)
De aanwezige osteoclasten trekken osteoblasten aan die zich nadien in de nabijheid van de barst vestigen
en op die manier nieuw botweefsel vormen. Osteoclasten kunnen beschouwd worden als de gangmakers
in de heling van stressfracturen. Het inhiberen van deze osteoclasten zal het bot dus juist zwakker maken.
(McLellan, 2017) Ook de apoptose van osteocyten in de buurt van stressfracturen zet een osteoclast-
georchestreerde cascade in werking die de heling van de stressfractuur ten goede komt. Het inhiberen van
bot(re)modellering bij jonge paarden leidt uiteindelijk tot meer gemineraliseerd en stijver botweefsel dat
bijgevolg ook brozer wordt en meer gepredisponeerd is tot het ontwikkelen van stressfracturen.

Tijdens een presentatie op een klantenseminarie uitte ook vermaard orthopedisch chirurg Dr. Larry
Bramlage zijn bezorgheden inzake het gebruik van bisfosfonaten bij jonge racepaarden.* Hierbij dient
vermeld te worden dat de presentatie niet werd gebaseerd op wetenschappelijk onderzoek maar op 40
jaar klinische ervaring. Het betreft dus een persoonlijke mening gebaseerd op waarnemingen uit de
praktijk. Bramlage vermeldt in zijn presentatie geen hogere incidentie van fracturen te zien bij paarden
behandeld met bisfosfonaten. Het probleem met bisfosfonaten ligt volgens Bramlage in de verstorende
effecten van bisfosfonaten op het botmetabolisme van jonge racepaarden. Zoals hoger vermeld zorgt een
verstoorde bot(re)modellering voor problemen om een aangepaste botstructuur te vormen die bestand
is tegen de mechanische belasting. Dit verstoorde botmetabolisme na toediening van bisfosfonaten zou
zich voornamelijk bij jonge racepaarden accentueren gezien de hoge mechanische belasting op hun
immature skelet. Verder beweert Bramlage (2018) ook een slechte heling van fracturen waar te nemen
bij paarden die behandeld werden met bisfosfonaten. Zo maakt Bramlage gewag van vertraagde
radiografische heling (tot 14 maanden na het optreden van de fractuur) van fracturen bij paarden die

13 pesoonlijke communicatie met Dr. Larry Bramlage, Rood & Riddle Equine Hospital, Kentucky, Verenigde Staten
1 Terug te vinden op https://www.paulickreport.com/horse-care-category/bramlage-price-pay-bisphosphonate-
use-delayed-healing/ (laatst geconsulteerd in mei 2018)
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normaal slechts enkele maanden in beslag nemen. Wanneer paarden voorafgaandelijk behandeld werden
met bisfosfonaten werd tot 14 maanden na het optreden van een fractuur nog onvolledige heling
waargenomen waarbij defecten opgevuld bleven met ‘woven bone’.?2 ‘Woven bone’ of letterlijk vertaald
‘gevlochten bot’ is het eerste botweefsel dat gevormd wordt in de acute helingsfase van fracturen en dat
later door osteoclast-gemedieerde remodellering vervangen wordt door stevig lamellair botweefsel. (Su
et al., 2003) Wanneer de transformatie van ‘woven bone’ tot lamellair bot wordt verhinderd resulteert
dit in slechte heling van fractuurhaarden met verzwakte beenderen tot gevolg.

Studies bij ratten (Kidd et al., 2011) en honden (Mashiba et al., 2001) tonen aan dat het toedienen van
bisfosfonaten het aantal stressfracturen verhoogt, de heling van fracturen vertraagt en het bot tot 19%
zwakker maakt. In de humane geneeskunde bestaat er nog controverse nopens het effect van
bisfosfonaten op de heling van fracturen. Er worden zowel positieve als negatieve effecten op de
fractuurheling vermeld. (Kates en Ackert-Bicknell, 2016) Heel recent werd een studie gepubliceerd waarbij
op 60 dagen na toediening van tiludronaat en clodronaat (standaard dosis en toedieningsmethode zoals
vermeld in de bijsluiter) het effect werd onderzocht op botcellen, botstructuur en bot-remodellering bij
gezonde paarden. (Richbourg et al.,, 2018) Uit de resultaten werd geconcludeerd dat tiludronaat en
clodronaat geen significante impact hebben op botweefsel op structureel of cellulair niveau en de
bot(re)modellering dus niet zouden verhinderen. (Richbourg et al., 2018) Aangezien de studie werd
uitgevoerd op gezonde paarden waarvan de geschiedenis en het niveau van arbeid voor de studie niet
bekend waren, kan deze informatie mogelijks niet worden geéxtrapoleerd naar jonge volbloeden en
sportpaarden in training. Op heden zijn er verder geen studies die het effect van bisfosfonaten op het
voorkomen/de heling van (stress)fracturen onderzochten. Nieuwe studies bij paarden moeten hier verder
uitsluitsel over geven.

Naast het verder onderzoeken van effecten van bisfosfonaten in de behandeling van podotrochléitis, spat,
immobilisatie-geinduceerde osteopenie, etc. zijn er mogelijks nog nieuwe indicaties waarvoor een
behandeling met bisfosfonaten in aanmerking komt. Naast anekdotische case-reports bestaan er op heden
nog geen wetenschappelijke studies omtrent het gebruik van bisfosfonaten in de behandeling van equine
odontoclastic tooth reosporption en hypercementosis (EOTRH), inflammatie van de processus palmaris
van het hoefbeen, proximale insertiedesmopathie van de m. interosseus medius, botcystes, exostose van
het griffelbeen, botoedeem, enthesopathie van collateraalligamenten en sesamoiditis.( McLellan, 2017;
Soto en Barbara, 2014) Gezien hun pathogenese en/of bijhorende letsels zijn deze aandoeningen
interessante onderzoeksonderwerpen aangaande behandeling met bisfosfonaten.
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8. Conclusie

Over het gebruik van bisfosfonaten in de behandeling van orthopedische aandoeningen bij het paard is
het laatste woord nog zeker niet geschreven. De resultaten uit wetenschappelijke studies tonen positieve
effecten aan van bisfosfonaten ter behandeling van verschillende orthopedische aandoeningen zoals
podotrochléitis, niet-infectieuze osteoartritis van de tarsaalgewrichten en immobilisatie-geinduceerde
osteopenie. De huidige studies vertonen echter verschillende tekortkomingen waardoor er op heden geen
sluitende conclusies kunnen getrokken worden betreffende hun ware effect alsook efficaciteit in de
behandeling van deze orthopedische aandoeningen.

Het gebruik van bisfosfonaten bij paarden lijkt omwille van diverse eigenschappen en
werkingsmechanismen wel nog veel toekomstmogelijkheden te hebben. Veel farmacologische
eigenschappen zijn echter nog niet onderzocht bij het paard . Daarnaast moet er nog meer aandacht
geschonken worden aan mogelijke neveneffecten en tegenindicaties.

Meer onderzoek is noodzakelijk om de werkelijke effecten van bisfosfonaten in de behandeling van
orthopedische aandoeningen op te helderen alvorens het gebruik bij paarden aan te raden.
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