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BEVEZETES

Az osteoprotegerin (OPG), valamint a nuklearis faktor kappa B receptor aktivator
ligand (RANKL), a tumor nekrézis faktor receptor szupercsalad két tagja, elengedhetetlen a
csontfelszivodas szabalyozasaban. Az OPG/RANKL/RANK rendszer kulcsfontossagu
szabalyozdja az osteoclastogenesisnek ¢és jelentds kozvetitd tényezo az oestradiol, testosteron,
parathormon, D-vitamin és a csontforgalom k6zo6tt. Szamos irodalmi adat szamol be az OPG
¢és RANKL vizsgalatarol egészséges férfiakban, de csak részben tisztazott a kapcsolatuk a
hattérben miikodé befolyasoldé molekularis szereplékkel, mint példaul a cystatin C
csontanyagcserével vald kapcsolata. A cystatin C kis molekulatomegi (13 kDa) fehérje,
cisztein proteindz inhibitor, amit minden sejtmaggal rendelkezé sejt termel. Az
osteoblastokban is szintetizdlodik és lassitja az osteoclast képzddést a praeosteoclastok
differencidlodasanak egy késdi stadiumaban. Irodalmi adatok alapjan felmeriilt, hogy a

cystatin C csontanyagcsere-szabalyozasaban betdltott szerepe jelentOs részben tisztazasra var.

Jelen munkank egyik célja az OPG ¢és szolubilis RANKL (SRANKL) kapcsolatanak
elemezése volt az életkorral, cystatin C-vel, csontanyagcsere biokémiai markerekkel
(osteocalcin (OC), 1. tipust kollagén C-terminalis telopeptid (CTx), 1. tipusu prokollagén N-
terminalis propeptid (P1NP), tovabba a 25-hidroxi-D-vitaminnal (250HD), parathormonnal
(PTH), nemi hormonokkal (17(3-oestradiol és testosteron), valamint a csont asvanyianyag-

stiriség mérési adataival.

Jelentds volumenti publikalt vizsgalati anyag bizonyitja, hogy a D-vitamin a kalcium- és
foszfat-anyagcsere, igy a csontanyagcsere egyik kulcsfontossagu regulatora. A D-vitamin-
hidny gyakorisaga és népegészségiigyi jelentdsége az utobbi évtizedekben laboratdriumi és
epidemioldgiai  vizsgélatai alapjan el6térbe keriilt, és nyilvanvalova valt, hogy a
csonthatdsokon til szdmos mas betegségben (cardiovascularis kérképek, magas vérnyomas,
daganatos betegségek, diabetes, sclerosis multiplex, rheumatoid arthritis, infekcidk
kialakulasa) is jelentdséggel birhat. Mérésének jelentdségét egyre szélesebb korben
hangstlyozzak. A D-vitamin-hiany szerepet jatszik a szkeletalis és az extra-szkeletalis
elvéltozasokban, és ezekhez az elvéltozasokhoz alacsony szérum 250HD koncentraciok
tarsulnak. A D-vitamin poétlasarol szolé felmérésekben az optimalis D-vitamin szint
fenntartasara 50 nmol/L €és 100 nmol/L k6zotti szérum 250HD koncentraciordl szamolnak be,
viszont iddskort egyéneknél az elesések és torések kockazatanak csokkentésére a legtobb
szakmai szervezet 75 nmol/L feletti szérum 250HD koncentracidt javasol. Az extra-

szkeletalis egészség fenntartasara az optimalis szérum 250HD koncentracié 75 nmol/L feletti.



Szakmai korokben a kivanatos szérum 250HD koncentracidkrdl jelenleg is széleskorti vita

folyik, kiilonos tekintettel a csontrendszeren tali hatasok tekintetében.

A szervezet D-vitamin ellatottsagat a total 250HD koncentracid6 meghatarozaséaval
allapitjuk meg. A javasolt ,arany standard” modszer a folyadék kromatografia-tandem
tomegspektrometria (LC-MS/MS), mégis a 250HD értékek standardizacidja allando kihivast
jelent. Jelenleg kivanatos egy nemzetkozileg elfogadott standardizalt, egységes,
automatizalhato, koltséghatékony modszer. A D-vitamin Standardizacios Program (VDSP)
javaslata, a mar meglévo populacios minta pool-bol meghatarozott szamu mintdk Gjra mérése
az adott laboratoriumban elérhetd modszerrel, majd ezt kdvetéen megismételni a National
Institute for Standards and Technology (NIST) altal alkalmazott LC-MS/MS referencia
modszerrel. A kapott korrekcids szorzoval az eredeti moddszerrel mért 250HD értékek
egységesitése lehetdvé valna. Rutin laboratoriumi gyakorlatban a 250HD meghatarozasara
alkalmazott modszerek koziil a legelterjedtebbek az immunkémiai moddszerek koziil, az
antitest-kotésen alapuld, tovabba specifikus fehérje-kotésen alapuld kiilonbozé jeldlési

immunoassayk.

A Vitamin D External Quality Assessment Scheme (DEQAS) egy nemzetkézi kiilsd
mindségértékelési program, amiben tobb mint ezer laboratdérium vesz részt, és magaba
foglalja a jelenleg rendelkezésre all6 Osszes 250HD mérési platformot. A résztvevod
laboratoriumok minden DEQAS vizsgalathoz (évente négy alkalommal) 6t mintat kapnak
postai Uton, szobahdmérsékleten. Az eredmények online kiildend6k vissza, és a benyujtasi
hatarid6 utan a jelentés a DEQAS honlapjardl let6lthetd. A DEQAS mintakat 2013 aprilisatol
a NIST 1is értékeli LC-MS/MS modszerrel és a kapott eredményeket a résztvevo
laboratoriumok szaméra is rendelkezésre bocsatja, igy lehetévé teszik a résztvevo
laboratoriumok szamara, hogy sajat eredményeiket Osszehasonlitsdk a NIST célértékével,

egyuttal kivald lehetdséget biztositva a standardizacios torekvésre.



CELKITUZESEK

Jelen munkank a HunMen tanulmanyra épiil, amelyben debreceni lakohelyti, 50 éves
vagy idGsebb, véletlenszeriien kivalasztott férfiak vettek részt 2009 szeptemberétdl 2010
szeptemberéig a D-vitamin ellatottsadg €és csontanyagcsere vizsgalatara.
Osteoprotegerint befolyasolo tényezok vizsgalata

Munkénk egyik célja volt, hogy a HunMen tanulmanyban résztvevd férfi kohorszban
meghatdrozzuk az OPG és sRANKL koncentracidkat, valamint ezen markerek kapcsolatat
elemezziik az életkorral, a csontanyagcsere biokémiai markereivel, a cystatin C-vel, a nemi
hormonokkal, valamint a csont asvanyianyag-siiriség mérési adataival.

Ezen vizsgalatok sordn a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Milyen mértékii kapcsolat van az OPG, valamint a sRANKL koncentracio és
csontanyagcsere biokémiai markerei k6zott (250HD, PTH, OC, CTx és PINP)?

e Az ¢letkor mennyire befolyasolja a vizsgalt paraméterek koncentracioit a vizsgalt férfi
kohorszban?

e Van-c Osszefliggés az OPG és a cystatin C, total 17(-oestradiol, valamint a total

testosteron kozott?

A 25-hidroxi-D-vitamin mérési adatok standardizacidja
Tobb in vitro diagnosztikai eszkdzoket gyartd cég, kutatd laboratorium, kereskedelmi
laboratorium, fejlesztett ki total 250HD eljarasokat. Ezen mérési eljarasok eredményei kozott
jelentds eltéréseket tapasztaltunk, ami felvetette a kérdést, hogy a klinikailag relevans mérési
értekek esetén, mely modszer ad megbizhatd, pontos eredményeket. Ennek kapcsdn meriilt
fel, a kiilonboz6 modszerekkel mért 250HD értékek standardizacidja, rutin diagnosztikai
laboratériumban.
Munkank tovabbi célja a HunMen tanulmany D-vitamin mérési adatainak standardizacidja

volt, ami kapcsan a kovetkezd konkrét célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

e A HunMen tanulményban levd résztvevok mintainak ujra elemzése a szérum 250HD
koncentraciok meghatarozasaval egy id6ben a DEQAS mintdk mérésével a
laboratériumban jelenleg alkalmazott DiaSorin LIAISON® 250HD total chemiluminescens
immunoassay (CLIA) meghatarozasi modszerrel.

e A DEQAS mintak (sorszam: 481-485) NIST célértékeibdl és a DEQAS mintak DiaSorin
LIAISON® CLIA-val mért 250HD koncentraciok kapcsolatabol szarmazé mesterképlet
alkalmazasa a korabban nagynyomast folyadékkromatografiaval (HPLC) mért HunMen
250HD mérési adatokra.



ANYAGOK ES MODSZEREK
Vizsgalati személyek

A célkitiizésben megfogalmazott vizsgalatokat a HunMen tanulmanyban résztvevok
¢hgyomri szérum mintdibol végeztik. A mintdkat -70 °C-on taroltuk a feldolgozasig. A
HunMen tanulmanyban a résztvevevok D-vitamin ellatottsaga és csontanyagcseréje volt a
vizsgalat targya. Osszesen 229, véletlenszeriien kivalasztott onkéntes résztvevd Kkeriilt a
vizsgélati személyek kozé. Részletes tdjékoztatast kovetden a tanulmany résztvevoi irasos

beleegyezést adtak.

Besoroldsi kritériumok: 50 év feletti, ambulanter, altaldnosan egészségesnek vélt férfiak.
Kizarasi kritériumok: ismert csontanyagcsere betegség, maj - vagy vesebetegség, és a

csontanyagcserét befolyasold gyogyszeres kezelés (Ca és D-vitamin potlas).

Részletes kortorténet felvétele utan, és egy ¢éjszakai ¢hezést kovetden keriilt sor a
vérvételre. A vizsgalatokat nativ vacutainer, elvalasztd gélt tartalmazo csdvekbe vett vérbdl,
centrifugaldssal nyert szérumbdl végezték. A résztvevok mintdibol a kovetkezd laboratoriumi
vizsgalatok keriiltek meghatarozasra: total bilirubin, aszpartat-aminotranszferaz, alanin-
aminotranszferaz, gamma-glutamyl-transzpeptidaz, alkalikus foszfataz, laktat dehidrogenaz,

kolineszteraz, karbamid nitrogén, kreatinin és hugysav.

Kizarasra keriiltek azok a résztvevok, akiknek vizsgalati eredményei >2xULN. Vizsgalati

eredményeik alapjan 23 onkéntes adatai nem keriiltek be a végleges statisztikai elemzésbe.
A tanulmanyt a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont etikai bizottsag jovahagyta.
Vizsgalati modszerek és paraméterek

A OPG ¢és a SRANKL koncentraciokat ELISA (enzimmel ktott immunsorbens assay)
modszerrel (Biomedica Gruppe, Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG, Wein,
Austria), Labsystem Multiscan MS késziilékkel hatdroztuk meg. A meghatdrozas soran,
detektaljuk a monomereket, dimereket és a ligand kotott OPG-t, ami monoklonalis egér anti-
OPG antitestet, valamint befogd antitestként biotinnal jel6lt poliklonalis kecske antitestet
tartalmaz. A sSRANKL vizsgalat, olyan enzim-immunoassay, ami érzékeli a nem komplex,
szolubilis human RANKL-ot, ami elfogé6 molekulaként huméan rekombindns OPG-t és a

kimutatéasra biotinnal jeldlt poliklonalis kecske antitestet hasznal.

A 250HD koncentraciokat LIAISON immunkémiai automataval, 250HD total, direkt,
kompetitiv chemiluminescens jeldlésen alapuloé DiaSorin LIAISON® CLIA modszerrel

hataroztuk meg (DiaSorin Inc., Stillwater, MN, USA). A vizsgalat soran az elsé inkubalas
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alatt a 250HD levalasztasra keriil a kotéfehérjérél és hozzakotddik a szilard fazison levéd
specifikus antitesthez, 10 perc utan hozzdadjuk az isoluminol szarmazékkal jel6lt nyomkdvetd
250HD-t. A mintaban 1évé 250HD verseng az isoluminol szarmazékkal jelolt 250HD-al az
antitesthez valo kotédésben. Tovabbi 10 percig tartd inkubalast kovetden, a kotetlen anyagot
egy mosasi ciklus soran eltavolitjuk. Az inditéreagensek hozzdaddsa utan gyors
chemiluminescens reakci6é indul el. A fényjelet egy fotomultiplier relativ fényegységben

(RLU) méri, és ez forditottan aranyos a mintaban 1évé 250HD koncentracioval.

A 17B-oestradiol, testosteron, parathormon, osteocalcin, 1. tipust kollagén C-
terminalis telopeptid, 1. tipusu prokollagén amino-terminalis propeptid, szexhormon kot
globulin  vizsgalatokat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag),
elektrochemiluminescens jelolésen alapuld immunkémiai modszerrel (ECLIA), Roche

MODULAR E170-es immunkémiai analizatorral végeztiik.

17B-oestradiol (E2) vizsgalat: Az Elecsys oestradiol mérési eljaras a kompetitiv elvre
épil, ami specifikusan 17p-oestradiol elleni poliklonalis antitestet alkalmaz. A mintabol a
mesterolone hatdsara felszabadult endogén oestradiol vetélkedik a biotinilalt antitesteken 1évo

kotdhelyekért a hozzaadott ruténium-komplexxel jelolt oestradiol szdrmazékkal.

Testosteron (T) vizsgélat: Az Elecsys testosteron mérési eljaras szintén a kompetitiv
elvre épiil, ami specifikusan testosteron ellenes nagy affinitdsu monoklonalis juh antitestet
alkalmaz. A mintdb6l a 2-brom-oestradiol hatisara felszabadult endogén testosteron
vetélkedik a biotinilalt antitesten 1évd kotéhelyekért a hozzdadott ruténium-komplexxel jelolt

testosteron szarmazékkal.

Szexhormon-koté globulin (SHBG) vizsgalat: Az Elecsys SHBG vizsgalati eljaras két,
specifikusan human SHBG elleni monoklondlis antitestet alkalmaz, amelynek sordn az
SHBG-specifikus biotinilalt monoklonalis antitest, valamint az SHBG-specifikus, ruténium-

komplexxel jelolt monoklonalis antitest reakcidba 1ép és egy szendvics-komplexet hoz 1étre.

A szabad 17 B-oestradiol indexet (FEI) a teljes 17 B-oestradiol SHBG-hez viszonyitott
aranyabol, a szabad testosteron indexet (FTI) a teljes testosteron SHBG-hez viszonyitott

aranyabol szamitottuk.

Parathormon (PTH) vizsgalat: Az intakt PTH meghatarozasara alkalmazott Elecsys
vizsgalat a szendvics elvre éplil, amelynek sordn a biotinilalt monoklondlis antitest az N-
terminalis fragmentummal (1-37), mig a ruténium-komplexxel jel6lt monoklonalis antitest a

C-terminalis fragmentummal (38 - 84) Iép reakcidba.



Osteocalcin (OC) vizsgalat: Az Elecsys N-MID osteocalcin eljaras két monoklonalis
antitestet hasznal, melyek specifikusan az N-MID fragmentumon és az N-terminalis
fragmentumon talalhaté epitopok ellen iranyulnak. A vizsgalat igy mind a stabil N-MID
fragmentum, mind a még érintetlen osteocalcin meghatarozasara alkalmas. Az N-MID
osteocalcin-specifikus biotinilalt monoklonalis antitest és a ruténium-komplexxel jelolt NMID

osteocalcin-specifikus monoklonalis antitest reakcidja soran szendvics-komplex jon létre.

I. tipust kollagén C-terminalis telopeptid (CTx) vizsgalat: Az Elecsys B-CrossLaps
vizsgalat specifikus az 1. tipusu kollagén fragmentumok keresztkotésben 1€vé izomerjeire
(pirrol, piridinolinok). A mérés specificitasat két olyan monoklonalis antitest alkalmazasa
biztositja, ami felismeri a linearis B-8AA oktapeptideket (EKAHD-B-GGR). A vizsgalati
eljards a szendvics elvet alkalmazza, amelynek soran a B-CrossLaps elleni biotinilélt
monoklonalis antitestek €s B-CrossLaps-specifikus, ruténium-komplexxel jeldlt monoklonalis

antitestek 1épnek reakcioba.

I. tipust prokollagén amino-terminalis propeptid (PINP) vizsgalat: Az Elecsys P1NP
vizsgalat a szendvics elvet alkalmazza, amelynek soran a P1NP-specifikus, biotinilalt
monoklonalis antitestek és a PINP-specifikus, ruténium-komplexxel jel6lt monoklonalis

antitestek 1épnek reakcidba.

A cystatin  C meghatarozasokat részecskével erdsitett immuno-nefelometrias
modszerrel, BN ProSpec késziilékkel (Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH,
Marburg, Germany) végeztiik. A human cystatin C-re specifikus antitestekkel bevont
polistirol részecskék humén cystatin C-t tartalmaz6 mintaval elkeverve aggregalodnak. A
nefelométer altal mért szort fény intenzitdsa ardnyos a mintdban 1évé cystatin C

--------

koncentraciojaval. A minta cystatin C koncentracidjanak meghatarozasa ismert

crer

standard gorbe alapjan torténik.

A kreatinin meghatarozasokat Kreatinin Jaffé 2. gen. (kompenzalt) modszerrel cobas ¢
111 automataval (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) végeztik. Az eGFR
kiszamitasahoz a 4-valtozos MDRD (4-variable Modification of Diet in Renal Disease)
egyenletet alkalmaztuk. Emellett, az eGFR szamitasat a CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) cystatin C és CKD-EPI kreatinin-cystatin C egyenletettel is

elvégeztiik.



DEQAS mintak jellemzése

A DEQAS egy nemzetkdzi kiilsé mindségértékelési program, amelyben t6bb mint ezer
laboratérium vesz részt és magaba foglalja a jelenleg rendelkezésre allo Gsszes 250HD
mérési platformot. Minden DEQAS vizsgalathoz (évente négy alkalommal) 6t gytjtott, kevert
szérum minta érkezik postai uton, szobahOmérsékleten a résztvevd laboratoriumoknak. A
250HD eredményeket a laboratériumok online kiildik vissza és a bekiildési hatarid6 utan a
jelentés a DEQAS honlapjarol letolthetd. A kapott adatok statisztikai kiértékelése utan
megallapitott ALTM (6sszlaboratorium sziikitett atlag) és a modszercsoporthoz viszonyitott
torzitas feltiintetésével megadjdk a modszercsoportok szorasat, variacids koefficiensét ¢€s
elkészitik az adott laboratériumra szabott hisztogramot. Az ALTM hasonlé a referencia

mérési eljaras (RMP) NIST célértékével minden egyes minta esetében.

2013 aprilisatol a DEQAS is k6zol NIST célértékeket minden egyes mintéra, igy a
résztvevl laboratoriumok szamdéra lehetdvé teszik, hogy sajat mérési eredményeiket
Osszehasonlitsak a NIST célértékével, emellett a célérték helyettesitheti a referencia
modszerrel (LC-MS/MS) kapott értékeket. Tovabba, a DEQAS a total 250HD
(250HD,+250HD3) mellett a 250HD,;, 250HD; és 3-epi-250HD3; metabolitokra

vonatkozodan is k6zol NIST célértékeket.
DEQAS és HunMen mintak vizsgalata

2009-2010-ben a HunMen tanulmanyban a 250HD koncentracidkat nagynyomasu
folyadékkromatografiaval (HPLC) hataroztuk meg Jasco HPLC rendszerrel (Jasco, Tokyo,
Japan), Bio-Rad reagenskészlettel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A HPLC-vel
torténd meghatarozaskor a mintat az elokészités soran kicsapatod reagensekkel megtisztitjuk a
fehérjektol, illetve az interferenciat okozd vegyiiletektdl, majd ezt kovetden torténik a
metabolitok (250HD,, 250HD3), valamint a belsé standard elvalasztasa forditott silica toltet(i
oszlopon. Az elvalasztott 250HD; ¢és 250HD3; metabolitok kvantitativ meghatarozasa

abszorpcios UV detektalassal torténik 265 nm-en.

A folyamatosan névekvO mintaszam miatt a Laboratériumi Medicina Intézet rutin
diagnosztikai laboratériumaban a 250HD meghatarozasokat 2014 juniusatol LIAISON
immunkémiai automataval, DiaSorin LIAISON® 250HD total, direkt, kompetitiv

chemiluminescens immunkémiai modszerrel végezziik.

Jelen munkankban a 2009-2010-es HunMen tanulmanyban lev6 résztvevok szérum
mintait elemeztiik tjra a szérum total 250HD koncentracioik meghatarozasaval egyidében a

DEQAS mintak mérésével. A Laboratériumi Medicina Intézet részt vesz a DEQAS-ban, és a
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kiils6 minéségértékelés (external quality assessment, EQA) céljabol érkezett 6t DEQAS minta
(sorszam: 481-485) mérése 2015 oktoberében, valamint a Hunmen tanulmanyban levo
résztvevok mintaibol a 250HD koncentraciok ismételt meghatdrozasa azonos meghatarozasi
modszerrel (DiaSorin LIAISON® 250HD total CLIA), azonos analitikai feltételekkel, azonos
idoében, ugyanolyan LOT szdmu reagens hasznalataval tortént. Ezt kovetéen a HunMen
tanulmany 250HD mérési eredményeit korrigaltuk, a korrekcidhoz az 6t DEQAS minta
(sorszam: 481-485) NIST célértékeit és a DEQAS mintak DiaSorin LIAISON® CLIAVval mért

250HD koncentraciok kapcsolatabol szarmazo linearis regresszids egyenletet alkalmaztuk.
Csont asvanyianyag-siiriiség mérések

A HunMen tanulmany résztevéinek a csont asvanyianyag-stiriiség (BMD)
vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Sziilészeti ¢s NOgyogyaszati Klinikan, ketts energiaju
rontgenfotonos abszorpciometriaval (DXA), LUNAR Prodigy (GE-Lunar Corp., Madison,
Wisc., USA) denzitométerrel végezték, L1-L4 gerinc (LS), valamint a combnyak (FN) mérési

tertileteken.
Szamitasok és elemzé statisztikai modszerek

Jelen vizsgalati eredmények elemzése “post hoc” modon tortént. A vizsgalt
paramétereket leiro statisztikaval jellemeztiik (atlag, median, tartomany, szords). A normalités
értékeléséhez a Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk. A legtobb paraméter nem
mutatott normal eloszlast, ezért az analiziseket Mann-Whitney U teszttel végeztik. A
paraméterek kozotti Osszefliggést Spearman féle korrelacios elemzéssel vizsgaltuk. A nem
normal eloszlast mutaté paraméterek esetén logaritmikus transzformaciot alkalmaztunk. A
vizsgalatok kozotti Osszefiiggéseket linearis regresszios analizissel végeztiik. Tovabba, az
¢letkor befolyasolasanak csokkentésére a median hasznalataval a vizsgalati populaciot életkor

szerint két alcsoportra osztottuk.

A p < 0,05 értéket tekintettlik statisztikailag szignifikdnsnak. Az elemzésekhez az
19.0-es verzidju SPSS Statistics szoftvert hasznaltuk (IBM Corps., Armonk, NY, USA).



EREDMENYEK
Osteoprotegerint befolyasolo tényezok vizsgalata

Az életkor befolyasolasanak csokkentésére, életkor szerint, a median hasznalataval
(median életkor = 59 év) a vizsgalati populaciot két alcsoportra osztottuk: kézépkorua férfiakat
tartalmazo (€letkor < 59 év, n = 98), valamint 1d6s6do férfiakat tartalmazo (életkor > 59 év), n
= 96) csoportokra. Osszehasonlitva a kdzépkoru férfiak és az id6sodd férfiak vizsgalati
paramétereit, szignifikdnsan magasabb OPG ¢és cystatin C koncentraciokat taldltunk az
1d6s6do férfi csoportban levoknél, valamint jelentésen alacsonyabb SRANKL koncentraciokat
¢s SRANKL/OPG aranyokat.

Vizsgalataink alapjan a OPG szignifikansan korrelalt az életkorral, a cystatin C-vel,
E2-vel, sSRANKL/OPG arannyal, valamint az FTI-vel. Tovabba, a cystatin C szignifikdnsan
korrelalt az életkorral (r = 0,377, p < 0,001), kreatininnel (r = 0,487, p < 0,001), MDRD-
eGFR-el (r =—0,524, p < 0,001), E2-vel (r = 0,222, p = 0,003), PINP-vel (r = 0,151, p =
0,040) és OPG-vel (r = 0,298, p < 0,001). Annak ellenére, hogy az OPG nem korrelalt a
szérum kreatininnel vagy az MDRD-eGFR-el, mégis szignifikans korrelaciot mutat a cystatin
C-eGFR-el, valamint a cystatin C és kreatinin-eGFR-el. Tovabba, csak az id6s6d6 férfi
csoportban talaltunk szignifikans korrelaciot az OPG és cystatin C (r = 0,322, p = 0,002),
valamint az E2 kozott (r = 0,211, p = 0,043). A kozépkoru férfiaknal nem mutatott
szignifikans korrelacidt a szérum OPG és sSRANKL koncentracio a tobbi vizsgalt paraméter
kozott (életkor, testtomeg index (BMI), LS BMD, FN BMD, PTH, 250HD, OC, CTx, P1NP,
cystatin C). Tobbvaltozos linearis regresszios analizist végeztiink a szérum OPG koncentracio
statisztikailag szignifikans eldrejelzdinek meghatarozasara. Regresszios modellbe helyezve az
¢életkort, cystatin C-t, FTI-t és az E2-t, azt talaltuk, hogy az életkor (standard regresszios
egyiitthato (B) = 0,232, p = 0,002), cystatin C (standard regresszios egyiitthato () = 0,182, p
= 0,015), FTI (standard regresszios egyiitthaté (B) = -0,178, p = 0,012) és E2 (standard
regresszids egyiitthatd (B) = 0,166, p = 0,021) szignifikans eldrejelzéi a szérum OPG

koncentracionak.

Regresszios modellbe helyettesitve az id6sodé férfiaknal talalt két szignifikanciat
mutatd valtozot (cystatin C-t és E2-t), azt talaltuk, hogy csak a cystatin C volt az egyetlen
szignifikans eldrejelzdje a szérum OPG koncentracionak (standard regresszids egyiitthato (B)

= 0,345; p = 0,002).

Osszehasonlitva azokat az egyéneket, akiknél alacsonyabb szérum 250HD
koncentraciot talaltunk (250HD < 75 nmol/L), azokkal az egyénekkel akiknél a 250HD
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koncentracido az egészségileg kivanatos tartomanyban van (250HD > 75 nmol/L) nem
mutatott dsszefiiggést a szérum OPG és sSRANKL koncentraciok, valamint 8 SRANKL/OPG

aranyok tekintetében.

A sRANKL < 0,02 pmol/L, (n = 74), valamint a SRANKL > 0,02 pmol/L, (n = 120)
tekintetében vald csoportok Osszehasonlitdsakor nem talaltunk statisztikailag szignifikans
kiilonbséget a vizsgalt paraméterek kozott, kivéve az LS BMD [1,190 gm/cm? (0,810
gm/cm?-1,892 gm/cm?) vs 1,143 gm/cm? (0,749 gm/cm?®-1,855 gm/cm?), p = 0,043], és az FN
BMD [0,984 gm/cm? (0,646 gm/cm?-1,281 gm/cm?) vs 0,949 gm/cm? (0,602 gm/cm?-1,331
gm/cm?); p = 0,049].

DEQAS és HunMen mintak vizsgalata

A HunMen tanulmanyban vizsgalt szérum mintakbol a 250HD koncentraciokat
ismételten meghataroztuk egyiddben az EQA céljabol érkezett DEQAS mintakkal. A
vizsgalatokat a laboratériumban alkalmazott DiaSorin LIAISON® 250HD total CLIA
modszerrel végeztik. Ezt kovetéen a HunMen tanulmany 250HD értékeket korrigaltuk, a
korrekcidohoz az 6t DEQAS minta (sorszam: 481-485) NIST célértékeket és a DEQAS mintak
DiaSorin LIAISON® 250HD total CLIA - val mért 250HD koncentraciok kapcsolatibol

szarmaz0 linearis regresszios egyenletet alkalmaztuk (y = 1,0582x + 6,169).

A HunMen tanulmanyban az eredetileg HPLC-vel mért 250HD atlagértékek a
DiaSorin LIAISON®™ 250HD total CLIA - val valé tjramérés soran jelentdsen megvaltoztak,
73 nmol/L-r61 53 nmol/L-re, ami a DEQAS NIST ‘’total’ 250HD célértékkel vald

standardizéaciot kovetéen 62 nmol/L-re valtozott.

A DEQAS adatokkal képzett standardizacios mesterképlettel korrigaltuk a D-vitamin
elégtelenségben szenveddk aranyat a HunMen kohorszban, igy az eredetileg k6zolt, HPLC-
vel mért D-vitamin elégtelenség (250HD <75 nmol/L) eléfordulasi gyakorisaga a

standardizaciot kdvetden jelentésen megemelkedett 53%-rol 72%-ra.

Tovabba, a standardizaciot kovetden a HunMen 250HD adatok jobban hasonlitottak a

kornyez6 orszagokbeli D-vitamin ellatottsagi adatokkal.
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MEGBESZELES

Osteoprotegerint befolyasoldo tényezk a HunMen tanulmanyban és sajat mérési
eredményeink osszehasonlitasa irodalmi adatokkal

Osszehasonlitottuk a jelen értekezésben vizsgalt paraméterek és az irodalomban
fellelhetd mérési adatok statisztikai eredményeit. Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt
férfi kohorszban, az életkor elorehaladasaval emelkedik a szérum OPG koncentracio és a
sRANKL/OPG arany csokken. Az OPG ¢és ¢letkor kozotti Osszefiiggés tekintetében
eredményeink 6sszhangban vannak a mas szerzok altal kozzétett adatokkal. Az OPG pozitiv
korrelacioja az életkorral talan az egyetlen megallapitas, illetve konszenzus napjainkig a
kiilonb6z6é tanulmanyok kozott, egyetlen kivétellel, amit Oh és munkatarsai talaltak, ahol
nincs korrelaciéo az OPG és az életkor kozott. Ennek az lehet az oka, hogy korlatozott szamu
esetet (n = 80) és viszonylag alacsonyabb életkortiakat vizsgaltak.

Ami az OPG ¢és BMD, valamint OPG és a csont asvanyi-anyagcsere biokémiai
markereivel vald Osszefiiggését illeti, a jelenleg kozzétett tanulmanyok eredményei szerint
statisztikailag szignifikans pozitiv, negativ és nem szignifikans eredményeket mutattak be. A
nem szignifikdnsnak taldlt eredményeink is tovabbi tanulmanyok elvégzését szorgalmazzak.
Ismerve, hogy az OPG mRNS kiilonbdzd szovetekben expresszalodik, beleértve a tiidot, vesét
és szivet, igy tobbféle szovet jarul hozza a keringé OPG-hez, aminek kovetkeztében az OPG
meghatarozasa a csont mikrokdrnyezetében a legkivanatosabb. Az E2 és OPG kozotti
statisztikailag szignifikansan pozitiv korrelaciora vonatkozd megéllapitasunk hasonld Szulc és
munkatarsaival, valamint Indridason és munkatarsaival, ami megerdsiti azt a megallapitast,
hogy az E2 noveli az OPG mRNS ¢és fehérje termelést a human oestrogén-érzékeny
osteoblastikus sejtvonalban. Tovabba, Khosla €s munkatirsai bebizonyitottdk, hogy az
oestrogén kezelés noveli a szérum OPG koncentraciokat iddskort férfiakban. A testosteron és
az OPG kozotti negativ korrelaciot timogatja az a megallapitds, amit Khosla és munkatérsai
igazoltak, hogy in vivo koriilmények kozott a testosteron terdpiaban részesiilt csoportban
alacsonyabb az OPG koncentracio.

Az a megallapitasunk, hogy a SRANKL nem korreldl az életkorral hasonl6 a korabbi
tanulmanyokkal. Kétvaltozos analizist alkalmazva, nem talaltunk 6sszefiiggést a SRANKL ¢és
BMD kozott. Ez a megallapitas 6sszhangban van a Trofimov €s munkatérsai, valamint Oh €s
munkatéarsai megallapitadsaival, de nem ért egyet a Stern és munkatarsai megallapitasaival,
akik arr6l szamoltak be, hogy inverz Osszefiiggés van SRANKL és BMD kozott. Ennek
ellenére statisztikailag magasabb FN és LS BMD-t tapasztaltunk azoknal az egyéneknél,
akiknek a SRANKL koncentracié kimutathaté volt (sRANKL > 0,02 pmol/L). Bar a
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statisztikai szignifikancia hatarat csak strolja a jelenség, ez a megallapitas taldn részben
magyarazatot adhat az alacsonyabb kockazati, nem traumas torésekre azoknal az egyéneknél,
altal leirt tanulmanyban. Meg kell jegyezniink, hogy Schett és munkatarsai megallapitottak,
hogy nincs Osszefliggés a SRANKL ¢és a csont ultrahangos adatok kozott, valamint nem
végeztek BMD méréseket a vizsgalt populacidoban. Jorgensen és munkatarsai megallapitasai
szerint nincs statisztikailag szignifikans kiilonbség a BMD-ben, azoknal az egyéneknél,
akiknél a SRANKL <0.02 pmol/L és azoknal akiknél a sSRANKL > 0.02 pmol/L. Annak
ellenére, hogy a jelenleg hasznalatos immunkémiai modszereknek alacsonyabb a sSRANKL
kimutathat6sagi hataruk, mint az elddjeiknek, sziikséges lenne a kimutathatosagi hatar
modszertananak fejlesztése. Talan a még érzékenyebb mérési modszerek bevezetése segitene
meghatarozni a SRANKL <0.02 pmol/L koncentraciokat, ami valoszinl segitene feltarni az
alacsony sRANKL ¢és az ismert eldrejelzok kozotti Osszefiiggéseket. Eddig egyetlen
tanulmany volt, amely a SRANKL/OPG arany kapcsolatat elemezte az életkorral és nem talalt
szignifikancidt ebben a tekintetben, ellentétben a mi tanulmanyunkkal, ahol negativ
korrelaciot talaltunk a SRANKL/OPG arany és életkor kozott. Ezen megallapitasunk minden
bizonnyal mas szerzdk altali validalasra var.

Annak ellenére, hogy az irodalmi adatok szerint a PTH-nak szuppressziv hatasa van az
OPG termelésre, jelen tanulmanyban nem taldltunk korrelaciot a PTH és OPG ko6zott. A mi
eredményeink Osszhangban vannak Indridason és munkatarsai altal talalt eredményekkel,
ellentétben Szulc ¢és munkatarsai, tovabba Kudlacek ¢és munkatarsai altal kapott
eredményekkel. Ellentétben azzal az irodalmi megallapitassal, hogy az 1,25(OH),D-vitamin
stimulédlja az OPG termelést, az in vivo tanulményokban egészséges férfiaknal, beleértve a mi
tanulmanyunkat is, nem talaltak korrelaciot a 250HD, mint a szervezet D-vitamin
ellatottsaganak jelzdje és az OPG kozott.

Osszefoglalva, a kiilonbzé tanulméanyok megallapitasai kozotti kiilonbozéségek azzal
magyarazhatoak (legalabbis részben), hogy kiilonb6z6 vizsgalati modszerek voltak
alkalmazva, néhany esetben tobb évtizedes fagyasztott mintdk keriiltek feldolgozasra,
kiilonboz6 felvételi kritériumokat hasznaltak a kohorszok kivalasztasanal, valamint a vizsgalt
mintaszam ¢s talan a vizsgalt egyének kordsszetétele is kiillonbozott.

A csokkent fehérje clearance szerepe, mint lehetséges oka a korfliggd OPG
emelkedésnek néhany kordbbi tanulmanyban emlitésre keriilt. Mazziotti és munkatarsai
szignifikansan pozitiv korrelaciot taldltak a kreatinin és OPG kozott, de Samelson és
munkatarsai emelkedd OPG-t és szignifikdnsan csokkend GFR-t talaltak. Ez a megéllapitas

ellentétben van a Szulc és munkatarsai eredményeivel, ahol nem talaltak korrelaciot az OPG
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¢és kreatinin kozott. Vizsgalataink sordn azt talaltuk, hogy nincs korrelacié az OPG és az
eGFR kozott az MDRD egyenlet haszndlatakor, viszont szignifikdnsan negativ korrelaciot
talaltunk a CKD-EPI cystatin C és CKD kreatinin — cystatin C egyenlet alkalmazéasaval. Ez a
megallapitas illusztralhatja az eGFR szamitasdhoz hasznalt egyenlet tipusdnak fontossagat.
Tovéabba, a kombinalt kreatinin-cystatin C egyenlet hasznalata jobbnak bizonyul, mint
onmagaban ezen markerek egyikén alapuld egyenlet alkalmazasa. Erdsp pozitiv korrelaciot
talaltunk az OPG ¢és cystatin C kozott, ellentétben Indridason és munkatarsaival. Bar az
altalunk alkalmazott vizsgélati modszer nem volt azonos az Indridason €és munkatarsai altal
hasznalt moddszerrel, ez a kiilonbség Onmagaban nem magyardzza a két tanulmany
megfigyelései kozotti kiillonbséget. Ugyanakkor kimutattak, hogy a szérum OPG koncentracid
pozitiv korrelaciot mutat a kronikus veseelégtelenségben szenvedé férfi betegeknél.

Annak ellenére, hogy a vizsgalat résztvevoi egy jol meghatarozott kohorsz tagjai
voltak, mégis vannak korlatai a tanulmanyunknak. A HunMen tanulményt elsésorban nem
ennek a tanulméanynak a céljara tervezték és a 206 résztvevé mintdibdl csak 194 vizsgalati
minta allt rendelkezésre a szérum OPG ¢és sRANKL koncentraciok meghatarozasara. Nem
tudtuk vizsgalni a bioldgiailag hatékony szabad nemi hormonok OPG-re val6 hatéasat, helyette
statisztikai elemzéssel szdmoltuk ki a szabad nemi hormon indexeket.

Bar a cystatin C (mint vesefunkcidés marker, vagy mint az osteoclastogenesis
inhibitora) hatdsmechanizmusa a szérum OPG koncentricioval nem tisztdzodott teljes
mértékben jelen tanulmany eredményeképpen, mégis azt talaltuk, hogy egy jelentds
Osszefliggést mutat a szérum OPG koncentracidoval. Ezek a statisztikai elemzések szerinti
megallapitdsok megerdsitéseket és tovabbi alap és klinikai vizsgalatokat, tovabba ok és
okozati Osszefliggések feltarasat igénylik.

A tanulmanyunk eredményei azt mutattak, hogy a vizsgalt kozépkoru és 1dsddo
férfiakbol allo kohorszban, az €letkoron tul (ami a legerdsebb eldrejelzd faktor) a cystatin C,
szabad testosteron index és az oestradiol szintén az OPG jelentds elérejelz6i. Tovabba, a
cystatin C és az OPG kozotti 0sszefiiggés egyértelmiibb a kor elérehaladtaval.

Osszefoglalva, a cystatin C az OPG jelentds eldrejelzdje fiiggetleniil az életkortol,
szabad testosteron indextol és az oestradioltol.

A 25-hidroxi-D-vitamin mérési adatok standardizacioja

A 25-hidroxi-D-vitamin laboratériumi standardizaciéja még mindig kihivast jelent. A
VDSP elsédleges fokusza a 250HD meghatarozasok standardizaciojara két alapvetd
protokollon alapszik: az egyik a jelenlegi és a jovOoben alkalmazandé 250HD
meghatarozasokon, a masik a korabbi felmérésekbdl vagy tanulmanyokbol szarmazo 250HD

értékek standardizacioja. Cashman ¢és munkatarsai a szérum 250HD  értékek
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standardizacidjara 2008—2010-ben az ,,Irish National Adult Nutrition Survey” felmérésben a
VDSP protokollja alapjan a régi mintdkbol ismételten meghataroztdk a 250HD
koncentraciokat LC-MS/MS-el. Sempos és munkatarsai a mérések idejére vonatkozé6 DEQAS
ALTM-t61 valo eltéréssel korrigaltak a korabbi 250HD értékeket, és azt feltételezték, hogy
ezzel a mddszerrel nem valdsithatd meg a standardizalas. Sarafin és munkatérsai a ,,Canadian
Health Measures Survey” felmérésben standardizaltak a 250HD értékeket. A standardizalés
két 1épésben tortént, eldészor az eredetileg mért mintdkat az jonnan rendelkezésre allo
szérum mintat, amit a NIST és Ghent referencia laboratoriumi modszerrel mértek, ismételten
ujramértek a jelenleg rendelkezésre all6 immunkémiai modszerrel. Késobb, Cashman és
munkatarsai a 250HD értékek standardizacidjara a VDSP protokollt alkalmaztdk az északi
populacidra. Mindkét tanulméanyban egy meghatarozott szérum mintahalmazt valasztottak ki
biobankbodl, amit LC-MS/MS modszerrel ujra analizaltak, és a régi, illetve Gjonnan kapott
250HD értékekbdl szarmazd kalibracios egyenletet alkalmaztak a mindkét tanulmanyban
levé teljes adathalmazra.

A VDSP protokolljaban tett standardizacids javaslatok kovetése nem csekély feladat,
mivel a tanulmany ideje alatt Magyarorszagon nem volt olyan rutin diagnosztikai
laboratorium, ahol a 250HD meghatarozasokat LC-MS/MS modszerrel végeznék, igy a
korabban fagyasztott mintak Gjramérése nem volt kivitelezhetd. Megkdzelitésiink alapjan, a
laboratorium altal mért 250HD eredmények korrekcidjahoz, minden DEQAS vizsgalati
kornél a NIST célértéktdl valo eltérések figyelembe vételével a regresszids analizis
elvégzésére és alkalmazasara lenne sziikség. Tovabba, a DEQAS programban valo részvételi
dij egészen méltanyos, igy a mi megkdzelitésiinkkel batoritani tudjuk a résztvevo
laboratoriumokat, hogy konnyedén korrigdlni tudjak az elsddlegesen kapott 250HD
értékeiket. A tanulmanyunk korlatai koz¢ tartozhat, hogy a vizsgalatokat a 6 évig fagyasztva
tarolt mintakbol végeztiikk. Mddszeriink validalasdhoz és a szamitdsok pontossagdhoz tovabbi
szérum mintdk lennének sziikségesek. A tanulmanyunk kapcsan megjelent szakértoi
kommentar koltséghatékonynak vélte a megkozelitésiinket, de felhivta a figyelmiinket, hogy
egy definitiv mdédon elévalogatott 40 DEQAS minta adatait 4tolelé mesterképlet hasznalata
tovabb pontositand a standardizéacids torekvésiinket.

Az altalunk javasolt standardizacié kovetkezésképpen az eredetileg k6zolt, HPLC-vel
mért HunMen kohorsz D-vitamin ellatottsagi adatok revidealasra keriiltek és a D vitamin-

elégtelenségben szenveddk aranya 53%-16l 72%-ra véaltozott.

14



OSSZEFOGLALAS

Az  OPG/RANKL/RANK  rendszer  kulcsfontossagu szabalyozdja  az
osteoclastogenesisnek és jelentds kozvetitd tényezé az oestradiol, testosteron, parathormon,
D-vitamin és a csontforgalom kozott. Szamos irodalmi adat szamol be az OPG és RANKL
vizsgalatarol egészséges férfiakban, de csak részben tisztazott a kapcsolatuk a hattérben
miikodo befolyasold molekuléris szereplokkel, mint példaul a cystatin C csontanyagcserével

val6 kapcsolata.

Munkank soran a HunMen kohorszban meghataroztuk az OPG és sRANKL
koncentraciokat, tovabba ezen markerek kapcsolatat elemeztiik az életkorral, cystatin C-vel,
csontanyagcsere biokémiai markerekkel, tovabba a 25-hidroxi-D-vitaminnal, parathormonnal,
nemi hormonokkal (17B-oestradiol és testosteron), valamint a csont asvanyianyag-siiriség
mérési adataival. Vizsgalataink alapjan az OPG szignifikdnsan korrelalt az életkorral, a
cystatin C-vel, oestradiollal és a szabad testosteron indexxel. Osszehasonlitva a kdzépkora
(életkor: < 59 év, n = 98) és az id6sod6 férfiak (életkor > 59 év, n = 96) vizsgalati
paramétereit, Szignifikansan magasabb szérum OPG koncentraciot talaltunk az id6s6dé férfi
csoportban levoknél és jelentésen alacsonyabb SRANKL koncentraciokat, illetve alacsonyabb
SRANKL/OPG aranyt.

Osszefoglalva, a vizsgilt kohorszban, az életkoron tul, ami a legerésebb eldrejelzd
faktor, a cystatin C az OPG jelent0s el6rejelzdje fliiggetleniil az életkortol, az FTI-t6] és az E2-

tol, valamint a cystatin C és az OPG kozotti 6sszefiiggés egyértelmiibb a kor elérehaladtaval.

Tovabba, a DEQAS adatokkal képzett standardizacios mesterképlettel a HunMen
tanulmany 250HD értékeit korrigaltuk. A korrekciohoz a DEQAS NIST célértékek és a
DEQAS mintak DiaSorin LIAISON® CLIA modszerrel mért 250HD  koncentraciok

kapcsolatabol szarmazo linedris regresszids egyenletet alkalmaztuk.

A HunMen tanulméanyban HPLC-vel mért 250HD atlagértékek a DiaSorin LIAISON®
CLIA modszerrel valo Gjramérés soran 73 nmol/L-r6l 53 nmol/L-re, majd a DEQAS NIST
célértékkel vald standardizaciot kovetéen 62 nmol/L-re valtozott. Tovabba, az eredetileg
kozolt, HPLC-vel mért D-vitamin elégtelenség (250HD <75 nmol/L) el6fordulasi

gyakorisaga a standardizaciot kovetden jelentdsen megemelkedett 53%-rol 72%-ra.

A DEQAS adatok hasznalataval az altalunk javasolt mddon képzett mesterképlet
alkalmazéasaval  koltséghatékonyan  standardizalni lehet a rutin  diagnosztikai

laboratoriumokban kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott 2SOHD értékeket.
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AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS MEGALLAPITASAIL, GYAKORLATI
JELENTOSEGE

. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a vizsgalt férfi kohorszban, az ¢letkor

elérehaladasaval emelkedik a szérum OPG koncentracié és a SRANKL/OPG arany csokken.

o A vizsgalt férfi kohorszban, az életkoron tul, ami a legerdsebb elérejelzd faktor, a
cystatin C, FTI és E2 szintén az OPG jelentds befolyasolo tényezdi, illetve a cystatin C és az

OPG kozotti osszefliggés egyértelmiibb a kor eldrehaladtaval.

o Vizsgalataink azt mutatjdk, hogy nincs korrelacié az OPG és az eGFR kozott az
MDRD egyenlet hasznélatakor, viszont szignifikdnsan negativ korrelaciot talaltunk a CKD-

EPI cystatin C és CKD kreatinin — cystatin C egyenlet alkalmazéaséaval.

o A csont asvanyianyag-siiriség mérési adatainak elemzése soran statisztikailag
magasabb FN ¢és LS BMD-t tapasztaltunk azoknal az egyéneknél, akiknél a SRANKL
kimutathat6 volt (sSRANKL > 0,02 pmol/L).

o Ellentétben azzal az irodalmi megallapitassal, hogy az 1,25(OH),;D-vitamin stimulalja
az OPG termelést, nem talaltunk korrelaciét a 250HD, mint a szervezet D-vitamin

ellatottsdganak jelzdje és az OPG kozott.

o Annak ellenére, hogy irodalmi adatok szerint a PTH-nak szuppressziv hatasa van az

OPG termelésre, jelen tanulmanyban nem talaltunk korrelaciot a PTH és OPG kozott.

o A DEQAS adatok hasznalataval az altalunk javasolt modon képzett mesterképlet
alkalmazasaval  koltséghatékonyan  standardizalni lehet a  rutin  diagnosztikai

laboratoriumokban kiilonb6z6 modszerekkel meghatarozott 250HD értékeket.
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