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1. 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 [1,2]. Az OPG/RANKL/RANK  rendszer
kulcsfontossagu szabalyozdja az osteoclastogenesisnek és jelentds kozvetitd tényezd az
oestradiol, testosteron, parathormon, D-vitamin és a csontforgalom kozott [3-6]. Szamos
irodalmi adat szamol be az OPG és RANKL vizsgalatardl egészséges férfiakban [7-19], de
csak részben tisztazott a kapcsolatuk a hattérben miikodé befolyasold molekularis
szereplokkel, mint példaul a cystatin C csontanyagcserével valo kapcsolata [14]. A cystatin
C kis molekulatomegti (13 kDa) fehérje, cisztein proteindz inhibitor, amit minden
sejtmaggal rendelkez6 sejt termel. Az osteoblastokban is szintetizalodik és lassitja az
osteoclast képzOdést a praeosteoclastok differencialodasdnak egy késéi stddiumaban
[20,21]. Irodalmi adatok alapjan felmeriilt, hogy a cystatin C csontanyagcsere

szabalyozasaban betoltott szerepe jelentds részben tisztdzasra var.

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

csont asvanylanyag-stiriség mérési adataival.

Jelentds volumenii 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 utdbbi évtizedekben laboratdriumi €s
epidemiologiai vizsgalatai alapjan eldtérbe kertilt, és nyilvanvalova valt, hogy a
csonthatdsokon tul szdmos mas betegségben (cardiovascularis korképek, magas
vérnyomas, daganatos betegségek, diabetes, sclerosis multiplex, rheumatoid arthritis,
infekciok kialakulasa) is jelentdséggel birhat [22]. Mérésének jelent6ségét egyre szélesebb
korben hangstlyozzak. A D-vitamin-hidny szerepet jatszik a szkeletalis és az extra-
szkeletalis elvaltozasokban, és ezekhez az elvaltozdsokhoz alacsony szérum 250HD
koncentraciok tarsulnak. A D-vitamin potlasardl szolo felmérésekben az optimalis D-
vitamin szint fenntartdsira 50 nmol/L és 100 nmol/L ko6zotti szérum 250HD

koncentraciorol szamolnak be [23-26], viszont idoskorta egyéneknél az elesések és torések



kockazatanak csokkentésére a legtobb szakmai szervezet 75 nmol/L feletti szérum 250HD
koncentraciot javasol [27-30]. Az extra-szkeletalis egészség fenntartasara az optimalis
szérum 250HD koncentracié 75 nmol/L feletti [31-34]. Szakmai korokben a kivanatos
szérum 250HD koncentraciokrél jelenleg is széleskori vita folyik, kiilonds tekintettel a

csontrendszeren tali hatasok tekintetében [35].

A szervezet D-vitamin ellatottsagat a total 250HD koncentracié meghatarozasaval
allapitjuk meg. A javasolt ,,arany standard” moédszer a folyadék kromatografia-tandem
tomegspektrometria (LC-MS/MS) [36], mégis a 250HD értékek standardizacioja allando
kihivast jelent. Jelenleg kivanatos egy nemzetkdzileg elfogadott standardizalt, egységes,
automatizalhato, koltséghatékony modszer. A D-vitamin Standardizaciés Program (VDSP)
javaslata, a mar meglévl populacios minta pool-bol meghatarozott szami mintak Gjra
mérése az adott laboratériumban elérheté modszerrel, majd ezt kdvetden megismételni a
National Institute for Standards and Technology (NIST) altal alkalmazott LC-MS/MS
referencia modszerrel. A kapott korrekcios szorzdval az eredeti modszerrel mért 250HD
értekek egységesitése lehetéveé valna [37-41]. Rutin laboratoriumi gyakorlatban a 250HD
meghatarozasara alkalmazott modszerek koziil a legelterjedtebbek az immunkémiai
modszerek koziil, az antitest-kotésen alapulo, tovabba specifikus fehérje-kotésen alapulod

kiilonboz6 jelolésii immunoassayk.

A Vitamin D External Quality Assessment Scheme (DEQAS) egy nemzetkozi kiilsé
mindségértékelési program, amiben tobb mint ezer laboratorium vesz részt, és magaba
foglalja a jelenleg rendelkezésre allo Osszes 250HD mérési platformot. A résztvevo
laboratoriumok minden DEQAS vizsgéalathoz (évente négy alkalommal) 6t mintat kapnak
postai ton, szobahdmérsékleten. Az eredmények online kiildenddk vissza, és a benyt;jtasi
hataridé utdn a jelentés a DEQAS honlapjarol letdlthetd. A DEQAS mintdkat 2013
aprilisatol a NIST is értékeli LC-MS/MS modszerrel és a kapott eredményeket a résztvevo
laboratoriumok szdmara is rendelkezésre bocsatja, igy lehetévé teszik a résztvevod
laboratoriumok szdmara, hogy sajat eredményeiket 6sszehasonlitsdk a NIST célértékével,

egyuttal kivald lehetdséget biztositva a standardizacios torekvésre [42].



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A csontszovet élettana, csontfelépités és csontlebontas folyamata és szabalyozasa

A csontvaz az emberi test szildrd vazat alkotja, amely meghatarozza a test alakjat és
méreteit, valamint a legtobb izom eredésére, illetve tapadasara szolgal. A csontszovet
védelmet nyujt a kiilonboz6 szervek szamara, részt vesz a vérképzésben, valamint szamos
ion fontos raktara. A csontszovet sejtekbol, szerves és szervetlen allomanybol épiil fel. A
csontszovet sejtjei a csontépitd osteoblastok, az osteocytdk, valamint a csontbonto
osteoclastok. A csont szerves allomanya dontéen kollagénbdl all, szervetlen allomanyanak
nagy rész¢ét hidroxiapatit teszi ki, ezen kiviil talalhatok erek és idegek is [43].

Az osteoblastok mesenchymalis dssejtekbol (MSC) differencidlodnak. Az
osteoblastokkd differencialodds legfontosabb hormondlis aktivaloi a PTH ¢és az
1,25(0OH),D-vitamin. Mind a PTH-, mind a 1,25(OH),D-vitamin receptorok megtalalhatok
az osteoblastok érett formaiban, ellentétben az érett osteoclastokkal, amelyekrdl az érés
soran eltlinik a PTH-, valamint a 1,25(OH),D-vitamin-receptor. A praeosteoblastokban az
alfa-1 core-kot6 faktor (CBFA1) fehérje elinditja, valamint szabalyozza az éréshez és a
normalis osteoblast aktivitashoz sziikséges gének atirasat, mint példaul RANKL, OPG,
csont-specifikus alkalikus foszfatdz, transzformalé novekedési faktor-béta, csont
morfogenetikus proteinek, osteocalcin, osteopontin [44,45], emellett az oestrogén
osteoblastokra gyakorolt hatasaban is fontos szerepe van [46]. Az osteoblastok érése soran
a CBFAL1 intracellularis koncentracidja folyamatosan emelkedik [47].

Az osteocytak az érett csontban legnagyobb mennyiségben el6forduld sejttipusok, a
mineralizalodott csontszovettel kdrbezart osteoblastokbol fejlédnek ki, fontos feladatuk a
csontszovet taplalasa. Tovabba, a csontra haté mechanikai er6hatasok kozvetitésében is
jelent6s szerepet toltenek be, valamint meghatarozzak a csontatépiilés helyét [48].

Az osteoclastok csontveldi eredetli haemopoeticus dssejt-prekurzorokbdl, a
granulocyta-macrophag iranyba elkotelezett progenitor sejtekbdl (CFU-GM), alakulnak ki.
A korai praeosteoclastok mononuclearis prefizios osteoclastokka differencialédnak, majd
késébb multinuclearis osteoclastokka fuzionalnak. Az osteoclast differencialodashoz az
osteoblastokkal kialakitott sejt-sejt kontaktus, tovabba szolubilis citokinek (kozottiik
makrofag kolonia-stimulalo faktor, M-CSF és interleukin 1, IL-1), valamint RANKL
jelenléte sziikséges [44]. A differencialodas elérehaladtaval a hormonalis szabalyozas is a
lokalis citokin kornyezeten keresztiil fejti ki hatdsat, mivel a csontanyagcsere

szempontjabol fontos hormonok receptorai (PTH, D-vitamin) az érési folyamat soran



elttinnek az osteoclastok felszinérdl, illetve sejtmagjabol. Igy ezek a hormonok féleg a
differencialodé osteoblastokon keresztiil hatnak az osteoclastogenesisre, serkentve a
stroma- és osteoblast-prekurzor sejtek 1L-6- és IL-11-termelését [49].

A csontszovet szerves extracellularis matrixdnak dontd részét kollagén rostok,
els6sorban I. tipust kollagén, és emellett egyéb, nem kollagén tipusu molekuldk, a
proteoglikanok, glikoproteinek, karboxildlt fehérjék és sejteket Osszetartd kotdfehérjék
alkotjak. Az 1. tipust kollagént az osteoblastok, valamint a fibroblastok termelik. A
kollagének prokollagénbdl képzddnek, hélix elrendezésben, homoldg peptidlancokbol
allnak [50]. A prokollagén mindkét végén non-helikalis régiokat tartalmaz, ezek az amino-
terminalis és karboxi-terminalis régiok (N-, és C-telopeptidek, N-, és C-propeptidek).
Szekréciot kovetden a prokollagénrdl peptidaz katalizissel levalik egy N-, és C-terminalis
propeptid, ¢és az igy szabadda valo telopeptidek iranyitjak a kollagénrostok
polimerizaciojat [51]. A szervetlen allomany Ca®'- és PO,” -ionokbél a1l hidroxi-apatit
kristalyok formajaban rakodik le a kollagén rostok altal 1étrehozott térhaloban, ami
megadja a csont mechanikai szilardsagat [52].

A csontszdvet az élet soran folyamatosan épiil (modelling), majd a cstcscsonttomeg
elérése utan szakaszosan atépiil (remodelling). Az osteoblastok és osteoclastok aktivitasa,
igy a csontbontas és csontépités folyamatai egymassal szoros Osszehangolt kapcsolatban
vannak, ami a szabalyzo faktorok (szisztémas és helyi) kolcsonhatasainak eredménye. A
remodelling soksejtii elemi egységekben (basic multicellular unit, BMU) zajlik, ahol a
nyugalomban 1évé csontdlloméany felszinét boritd lapos osteoblast sejtek helyére
osteoclastok sorakoznak fel, és proteolitikus enzimeik segitségével alagutat vajnak a
csontba, megkezdik a csont feloldasat, reszorpcios iiregeket (Howship-lacuna) képeznek.
Ez a szakasz 7-10 napig tart, majd az osteoclastok apoptosisa kovetkezik be. Ezzel
egyidében aktiv osteoblastok érkeznek a kialakult reszorpcios tiregekbe, amit eldszor
szerves alapallomannyal (foként I. tipusu kollagénnel) kitoltenek, majd késébb asvanyi
anyagokat épitenek be és megindul az j csont képzése. [53,54]. A csont-remodelling

folyamatat az 1. abra szemlélteti.

A csontreszorpcid €s formacio kozti egyensuly kialakitasaban a csontszovet sejtes elemei,
helyi hatasu- és szisztémas medidtorok, valamint citokinek Osszehangolt mitkddése vesz
részt [55]. A remodellinget szabalyozo helyi hatasa- és szisztémas mediatorokat, valamint

ezek fokozo és gatld hatasat az 1. tablazat foglalja ossze.
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az osteoclastok megemésztik a
csontszovetet és reszorpcios
iireget képeznek
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1. abra. Csont-remodelling folyamata (forras: sajat abra)

1. tablazat. A remodellinget szabalyozo helyi hatasu- és szisztémas mediatorok,

valamint ezek fokozo és gatlo hatasa [55].

Fokozoé hatasok ‘ Gatlo hatasok
Helyi hatasti mediatorok
IL-1 TGF-B
IL-6 OPG
TNF-a IFNy
IL-11 IL-4
IL-17 IL-10
FGF IL-13
PG IL-18
SCF IGF-I
RANKL PDGF
GM-CSF BMP
Szisztémas mediatorok
PTH Calcitonin
PTHrP Oestrogen
Thyroxin Testosteron
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2.2. OPG/RANKL/RANK rendszer

Az osteoprotegerin, valamint a nuklearis faktor kappa B receptor aktivator ligand, a
tumor nekrozis faktor receptor szupercsalad két tagja, elengedhetetlen a csontfelszivodas
szabalyozasaban [1,2]. Az OPG szolubilis fehérje, ami a keringésben 60 kDa-0s monomer,
tovabba diszulfid hidakkal 6sszekapcsolt 120 kDa-os homodimer forméaban van jelen. Az
OPG az osteoclast aktivalodas és differencialodas negativ szabalyozdja, ami az
osteoblastok és mas sejttipus altal szekretalt csapda receptor (szolubilis RANK-receptor) a
RANKL-hoz kompetitive kotddik. A RANKL-ot elsésorban az osteoblastok, receptorat a
RANK-ot a pracosteoclastok ¢és ugyanebbdl a sejtvonalbdl szarmazo sejtek expresszaljak.
Amikor a RANKL a RANK-hoz kot6dik, osteoclastogenesist és csontreszorpciot indukal
[3,56]. A RANK aktivalodas specifikus gének expresszidjahoz vezet, melyek szerepet
jatszanak az osteoclastok differencidlodasaban, talélésében ¢és csontreszorpcios
aktivitasaban. Az OPG a RANKL-hoz kotédve megakadalyozza az osteoclaston levd
RANKIL/RANK kotodést, ezaltal gatolja a tobbmagva funkcidképes osteoclastok
kialakulasat, valamint a csontbontast [57]. Az OPG/RANKL/RANK rendszer zavara
fokozott osteoclast aktivitashoz és csontreszorpcidhoz vezethet. Az osteoblastok
nyugalomban relative nagy mennyiségii OPG-t termelnek, aktivalodas utan azonban az
OPG termelése lecsokken, a RANKL-¢ viszont emelkedik [58]. A RANKL/OPG
hanyadosnak jelentGsége van a remodelling soran. Amennyiben az OPG szekrécié csokken
vagy a RANKL expresszio megnd, a remodelling egyensulya a reszorpci6 iranyaba mozdul
el. Ellentétes hatast valt ki a RANK expresszido csokkenése vagy az OPG termelés

megnovekedése [59-61].
2.3. Csontszovetre hato hormonok kapcsolata a csontanyagcserével
2.3.1. D-vitamin anyagcseréje és csontanyagcserére valo hatasa

A D-vitamin a zsirban old6do, szteranvazas vegyiiletek csoportjaba tartozik. Két
legfontosabb formaja a cholecalciferol (Ds-vitamin) és a névényi eredetii ergocalciferol
(D,-vitamin). A D-vitamin fotolitikus atalakulasa a bérben kezddédik, ahol a 7-dehydro-
cholesterinbdl a napfény UV-B sugarzasanak (290-315 nm) hatasara kialakul a Ds-
previtamin, majd Ds-vitaminnd izomerizalodik. Ennek a metabolitnak a biologiai
hatasossaga csekély, az aktivalodashoz jabb atalakulasokra van sziikség. A D,- és a Ds-

vitamin a tovabbiakban azonos atalakuldsokon megy at, és a keletkezett metabolitok
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biologiai hatasai azonosak. A D-vitamin a majsejtek mitokondriumaban a 25-0s
szénatomon hidroxildlodik a citokrom P450 monooxigenaz-rendszerhez tartoz6 CYP
enzimek hatasara, melynek eredményeként kialakul a 250HD-vitamin. A masodik
hidroxilacios 1épés a vese proximalis tubulusaiban torténik az 1 o-hidroxildz enzim

hatasara, amely soran kialakul a hatékony 1,25(OH),D-vitamin (D-hormon) [62].

A D-vitamin és az 0sszes hidroxilalt metabolitja a plazma fehérjéihez kotddve
szallitddik a vérben, részben D-vitamin-kot6 fehérjéhez (Vitamin D binding protein, DBP),
részben albuminhoz koétédve. A D-vitamin-koté fehérje a majban szintetizalodik és
koncentracidja a vérben molarisan husszor nagyobb, mint a D-vitamin metabolitoké. A
250HD-vitamin 88%-a a specifikus transzportfehérjéhez kotédik, 0,03%-a szabad, a tobbi
albuminhoz kétédve kering a vérben. A D-vitamin félélet-ideje a keringésben magas, ami
annak a kovetkezménye, hogy kotott allapotban kevésbé metabolizalodik. A DBP-hez
kotédé D-vitamin a glomerulus membranjan keresztiil filtralodik, tovabba a proximalis
tubulusban resorbealodik. Az aktiv D-vitamin a retinsav X-receptoraval (RXR)
heterodimert képez a nuclearis receptoraihoz (Vitamin D receptor, VDR) val6 kotddése

(Vitamin D Response Element) k6tédve befolyasolja annak miikodését [63].

A D-vitamin alapvetd fontossagu az egészséges csontozat szamara, legfObb hatdsat a
kalcium anyagcserére fejti ki. Az 1,25(OH),D-vitamin a vékonybélben kozvetleniil segiti a
kalcium felszivodasat az enterocytakban, és indukalja a kalcium felszivodashoz sziikséges
fehérje, a kalbindin szintézisét, tovabbad a Na-P; kotranszporter expresszidjanak

stimulalasan keresztiil a foszfat felszivodasat segiti [64].

Az 1,25(0OH),D-vitamin hatasa az osteoblastokon €s az osteoclastokon is érvényesiil,
mivel mind az osteoclast, mind az osteoblast eléalakokon D-vitamin receptor talalhato. Az
aktiv D-vitamin a parathormonnal (PTH) egyiitt noveli a RANKL kifejez6dését az
osteoblastokon, ezen keresztiil fokozza az osteoclastok érését és aktivitasat, tovabba gatolja
a kifejlett osteoblastok apoptosisat, valamint fokozza a csontképzést [54]. Az 1,25(OH),D-
vitamin a normdlis plazma kalcium és foszfit homeosztdzist a csont reszorpcidjan
keresztiil is szabdlyozza az osteoclastogenesis ¢és osteoclastaktivitds gatlasaval, a
csontokban a parathormonnal egyiitt egyenstlyban tartjak a kalcium lerakddas és
felszabadulas folyamatat, a vese disztalis tubulusokban pedig stimuldljak a calcium

reabszorpciot, vagyis a kalcium kiiiriilését gatoljak. Hatasara az l-es tipusu kollagén és a
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matrixfehérjék (osteocalcin, osteopontin) képzddése, igy az osteoid szovet mineralizacioja

fokozodik [65,66].

Sulyos D-vitamin-hianyban felnéttkorban osteomalacia, gyermekkorban rachitis
alakul ki. Idéskori osteoporosisban fokozodik a csonttorés esélye, mert a csontatépiilés
folyamata eltolodik a csontbontas iranyaba. Osteomalaciara utald jelek nélkiil fennalld
kisfoki D-vitamin-hiany nagyobb torési rizikohoz vezethet, aminek oka, hogy csdkken a
bélb6l a kalcium felszivodasa, szekunder hyperparathyreosis jon létre, aminek
kovetkeztében felgyorsul a csontatépiilés, igy csontvesztés alakul ki, valamint karosodik a

csont mikroszerkezete [67].
2.3.2. Parathormon hatasa a csontanyagcserére

A PTH a mellékpajzsmirigy fOsejtjeiben termel6dd, 84 aminosavbol 4allo
peptidhormon, a kalcium-anyagcsere f6 szabalyozdja. A bioszintézist és szekréciot a
szérum kalcium, valamint a szérum magnézium koncentracié csdkkenése is fokozza. PTH
hataséara a vesében n6 az 1 o-hidroxildz aktivitds, aminek eredményeképpen fokozodik az
1,25(0OH),D-vitamin szintézis [68]. A PTH a csontreszorpcio f6 aktivatora, hatasara
(1,25(0OH),D-vitaminnal egyiittm{ikodve) az osteoblastok membranjaban fokozodik a
RANKL expresszid, ami stimuldlja az osteoclastogenesist, valamint az érett osteoclastokat
is aktivalja. PTH receptorok csak az osteoblastokon vannak, az osteoclastok miikodését az
osteoblastokon keresztiil kdzvetve szabalyozza az IL-1, IL-6, IL-11 citokinek termelésének
serkentésével. Az osteoblastokon a PTH a receptorara kotédve az OPG szekrécid
csokkenését indukalja. Az aktivalodott OPG/RANKL/RANK rendszeren keresztiil a RANKL
tulsulyba Keriil, az osteoclastok felszinén jelen levé RANK-hoz kotédik, ami az osteoclast

differencialodas, valamint a csontreszorpcio fokozodasahoz vezet [69].
2.3.3. Nemi hormonok hatasa a csontanyagcserére

A nemi hormonok (androgének, oestrogének) fontos hatassal vannak a csontok
az epiphysisfugdk zarodasaban. Az oestrogének receptoraikon (ERa és ERP) keresztiil
fejtik ki hatasaikat. Receptoraik mind az osteoblastokon, mind osteoclastokon és az
osteocytakon is megtalalhatok. Az oestradiol hatds az osteoblastokon az inzulin-szer
novekedési faktor (IGF), OPG és transzformald novekedési faktor béta (TGF-PB) szintézis

fokozasaval, valamint a csontvelében a monocytak IL-6, IL-1, tumor nekrézis faktor (TNF)
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termelésének gatlasdval érvényesiill. Az oestrogének nagyobb mértékben, mint az
androgének gatoljak a csontreszorpciot, novelik a csontképzést, gyorsitjadk az osteoclastok
apoptosisat. Az osteoblastokon kézel azonos mennyiségti androgén- és oestrogén-receptor
talalhaté. Ezen kiviil chondrocytakon ¢és praeosteoclastokon is taldltak androgén
receptorokat, tovabba a csontreszorpci6 gatlasaban, valamint a csontképzés fokozasaban a
major androgéneknek fontos szerepiik van. Ennek eredményeképpen az androgének és

oestrogének csont protektiv hatassal birnak [70].
2.3.4. Calcitonin hatasa a csontanyagcserére

A calcitonin a pajzsmirigy C-sejtjei altal termelt 32 aminosavbol allo peptidhormon,

crer

crer

crer

2.3.5. Pajzsmirigyhormonok hatasa a csontanyagcserére

A pajzsmirigyhormonoknak fontos szerepiik van a csontanyagcsere szabalyozasaban,
jelenlétiik sziikséges a csontok éréséhez. A csontszovetre kifejtett hatasuk foként az
osteoblastokon jelen levé magreceptorokon keresztiil érvényesiil, de membranreceptorokat
is aktivalhat. Trijodtironin hatasara az osteoblastokban novekszik az alkalikus foszfataz,
kovetkeztében felgyorsul a csontanyagcsere, ami a csontreszorpci6 talsulyat eredményezi,

aminek hatasara csontritkulas alakul ki [72].
2.3.6. Glucocorticoidok hatiasa a csontanyagcserére

A glucocorticoidokat a mellékvesekéreg termeli, csontanyagcserében betdltott
szerepiikk az osteoblastokra, tovabba az osteoclastokra és a kotdszoveti sejtekre kifejtett
hatasukkal magyarazhaté. A glucocorticoid hormonok gatoljak az osteoblastok
szintézisét. Tovabba kozvetleniil gatoljak az osteoclastok csontmatrixhoz valo letapadasat.
Hatasukra a szérum kalcium koncentracid, valamint a kalcium abszorpcidja a beélbdl

csokken, részben kozvetleniil, részben a D-vitamin aktivalédas gatldsa miatt. Szekunder
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hyperparathyreosist eléidézve, a csontbol kalcium kidramlast okoznak, hatasukra a vizelet

kalcium iirités fokozodik [55,73].
2.3.7. Novekedési hormon hatasa a csontanyagcserére

A nodvekedési hormonnak jelentds szerepe van a csontok ndvekedésében, érési
folyamataiban, hatasat az IGF-I és somatostatin kozvetitésén keresztiil éri el. Hatasara a

praeosteoblast-osteoblast atalakulas, valamint a kollagén szintézis fokozodik [55].

A 2. abra Osszefoglalja az értekezésben vizsgalt, OPG/RANKL/RANK rendszert

hormonalisan befolyasolo tényezdket.

RANKL i6
1,25(0H)2D % < ® Testosteron
PTH RANKL gresszié @ < OPG térmelés Oestrogen
RANKL - OPG kotédés S
. ® ®

Osteoblast (Ob) Osteoclast (Oc) RANKL OPG RANK

2. abra Az OPG/RANKL/RANK rendszer és hormonalis kapcsolata (forras: sajat abra)

RANKUL.: nuklearis faktor kappa B receptor aktivator ligand; RANK: a RANKL receptora;
OPG: osteoprotegerin; PTH: Parathormon; 1,25(OH),D: D-vitamin
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2.4. Cystatin C és csontanyagcsere kapcsolata

A cystatin C kis molekulatomegli (13kDa) fehérje, cisztein proteinaz inhibitor, amit
minden sejtmaggal rendelkezé sejt termel, az osteoblastokban is szintetizalodik és lassitja
az osteoclast képzddést a praeosteoclastok differencialodasanak egy késdi stadiumaban
[20,21]. Az osteoclastok csontreszorpcids aktivitasa kiilonboz6 proteolitikus enzimektol
fiigg, kiillondsen a cisztein proteindzok csoportjaba tartozé enzimektdl. Alapkutatasi
vizsgalatok azt mutattak, hogy a cisztein proteinaz gatlok reverzibilisen gatoljak a csont

matrix lebomlasat az osteoclastok melletti reszorpcios lakunakban [74].
2.5. Csontspecifikus biokémiai markerek

A metabolikus csontbetegségek differencial diagnosztikajara, valamint a terapias
hatékonysag megitélésére és kovetésére, a klinikai laboratoriumi vizsgélatok széles skaldja
all rendelkezésre. A csontanyagcsere legfontosabb laboratoriumi vizsgalatai kozé
sorolhatok a kalcium (total és ionizalt), foszfat, kreatinin (szérumbdl és vizeletbdl),
glomerulus filtraciés rata (GFR), total alkalikus foszfatdz aktivitds, szérumfehérjék
(6sszfehérje, albumin, immunglobulinok) meghatarozasa. Tovabba, a gonadok (testosteron,
oestrogén), mellékvesekéreg (glucocorticosteroidok), valamint a pajzsmirigy (TSH, fT3,
fT4) funkcidjanak vizsgalata. A kalcium- és csontanyagcsere szabalyozasaban részvevo
hormonok — a PTH és D-vitamin — mérése jelentés. A csontképz6 markereket az
osteoblasok termelik, vagy a prokollagén metabolizmusabol szarmaznak, mig a reszorpcios

markerek az osteoclastok vagy a kollagén lebomlasi termékei [75-77].
2.5.1. A csontfelépités biokémiai markerei

A szérumban lévO alkalikus foszfatdz aktivitas tobbféle szovetbdl szarmazik, igy
megkiilonboztetiink maj, csont, vese izoformokat, valamint intestinalis, placentaris és
csirasejtes izoenzimeket. A csontspecifikus alkalikus foszfatazt (BSAP) az osteoblastok
termelik és termelddésiik pozitivan korreldl a csontképzddéssel. Tobbféle meghatarozasi
modszert fejlesztettek ki a maj és a csont eredetli izoformok elkiilonitésére, amely soran a
specifikusabb csonteredetti frakcio elektroforetikusan elvalaszthatdo [77]. Az ujabb
immunoassayk szovet-specifikus monoklonalis antitesteket hasznalnak a csont izoforma

meghatdrozasara.
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Az osteocalcin (OC) 49 aminosavbol allo kalciumkotd fehérje, amit az osteoblastok
termelnek, és aminek a képzodését a D-vitamin fokozza. Az OC molekula harom
glutaminsav reziduumot tartalmaz, amelyek a K-vitamin-fiiggé poszt-transzlacios
karboxilacioval gamma-karboxi-glutamatta alakulnak at. A Kkarboxilacio a fehérje
konformacié valtozasat eredményezi, ami lehetévé teszi az OC kotédését a hidroxi-
apatittal, igy elésegitve a csontmatrix mineralizaciojat. Az OC jo indikatora az osteoblast
aktivitdsnak, mivel egy része az osteoblastokbol kikeriilve nem a csontmatrixba épiil be,
hanem a véraramba is szekretalodik. Az instabil OC molekulat egy proteaz enzim a 43-44
aminosavak kozott hasitja, ennek kovetkeztében alakul a stabilabb 1-43 N-terminalis
fragmentum (N-MID-OC), aminek meghatarozasara lehetéség van a klinikai
laboratériumokban [71,77].

Az |. tipust kollagén a fibroblastokban és az osteoblastokban termel6dd I. tipusu
prokollagénbdl képzodik. A kollagénné vald atalakulas, tovabba a csontallomanyba valo
beépiilés soran az amino- ¢és karboxi-terminalis propeptideket tartalmazo prokollagén
molekula enzimatikus katalizisen esik at, ami az I. tipust N-terminalis propeptid (PINP) és
az |. tipustt C-termindlis propeptid (P1CP) prokollagén felszabaduldsat eredményezi.
Meghatarozasukra tobbféle immunoassayt fejlesztettek ki [50,51,71].

2.5.2. A csontlebontas biokémiai markerei

A csontmatrixban a kollagén molekuldk rostokat képeznek. A csontlebontas soran a
kollagén-matrix proteolitikusan degradalodik, és a keresztkotésti molekuldk a keringésbe
keriilnek. Ezek a keresztkotések hidroxilizil-piridolinokbol (piridolinok, Pyd), valamint
lizil-piridolinokbdl  (deoxi-piridolinok, Dpd) allnak, ¢és a kollagén mechanikai
stabilizalaséért feleldsek. A piridinolinok elsésorban a csontokban, porcokban és lagy
szovetekben talalhatok, a deoxi-piridolinok inkabb a csont kollagénjére jellemzoek. Ezek a
molekulak a vesén keresztiil valasztddnak ki, 40% szabad formaban, 60% peptidhez
kototten, mennyiségiik szérumbol és vizeletbdl egyarant kimutathatd. A két vegyiilet
koziil, a deoxi-piridolin specifikusabb markere a csontreszorpcionak. Mind a szabad, mind

a kotott formakra fejlesztettek ki immunoassay meghatarozasokat [75,77].

A csontreszorpciodt jellemzd altalaban legtobbet alkalmazott laboratériumi vizsgalati
modszer a karboxi-terminalis telopeptideket (CTX) meghatarozé immunoassayk. Mind az

amino-terminalis telopeptideket (NTX), mind a CTx a kollagén lebomlasakor szabadulnak
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fel. Ezek a fragmentumok a keringésbe keriilnek, majd a vesén keresztiil kivalasztodnak
[71,75].

Az 1. tipusi kollagén predominans aminosava a hidroxiprolin és hidroxilizin-
glikozidok, amelyek a kollagén degradacidja soran szabadulnak fel és a vizelettel {iriilnek

[75]. Meghatarozasuk ma mar hattérbe szorult.

A tartarat rezisztens savi foszfataz (TRAP), glikozilalt monomer metallo-enzim,
fokozottan expresszalodik megnovekedett osteoclast aktivitasban ¢és a keringésbe
szekretalodik. A keringésben két izoenzimje talalhato (TRAPS5a, TRAPSD), ezek koziil a
TRAPS5D szarmazik az osteoclastokbol, a TRAP5a az aktivalt makrofagokban talalhatd. A
keringésben a proteazok altal hidrolizalédnak €s olyan fragmenseket képeznek, amelyek a
majban metabolizalodnak, és a vizelettel kivalasztodnak. Meghatarozasuk ma mar nem

hasznalatos [71,77].
2.6. Csont asvanyianyag-siiriiség (osteodensitometria) mérés

A csontok egészségének vizsgalatdban, a metabolikus csontbetegségek
diagnosztikdjaban és kovetésében, valamint a bekovetkezd torések eldrejelzésében a csont
asvanyianyag-siirliség mérésének kulcsfontossagi jelentdsége van. A csont dsvanyianyag-
stiriségének mérésére szolgalnak a kiilonbozé densitometrias vizsgalatok. A densitometria
nagy pontossagli ¢s megbizhatdsagu, szamitogépes értékelést végzo eljaras. Ide tartozik az
egyes foton abszorpciometria (SPA) és egyszeres energiaju  rontgenfotonos
abszorpciometria (SXA), tovabba a kett6s energiaju rontgenfotonos abszorpciometria
(DXA). A végtagcsontok mindharom moédszerrel, mig az axialis csontrégiok (lumbalis
gerinc, csipd és proximalis femur), valamit a teljes csontvaz a DXA-val mérhet. A mérési

eredmény az asvanyi csontsiiriség [BMD, (g/cmz)] [78,79].

A csont asvanyianyag-siiriség nemtdl és kortol fliigg. Az értékelés legelterjedtebb
moddja a T-score megadéasa, ami a mért BMD értéket a populacio fiatalkori atlagértékéhez

hasonlitja és a kiillonbséget a populacio szorasaban (SD) adja meg.

A WHO munkacsoport diagnosztikus kategoriainak ajanlasa: T-score: -1,0 felett
normalis a csont asvanyianyag -tartalma, T-score: -1,0 és -2,5 kozott mérsékelten csokkent
(osteopenia esetén), T-score : -2,5 alatt koros (osteoporosisban), tovabba T-score : -2,5

alatti csonttomeg és meglévo osteoporotikus csonttorés a silyos osteoporosis [79].
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2.7. 25-hidroxi-D-vitamin meghatarozasi modszerek

A 25-hidroxi-D-vitamin  meghatarozas ,arany standard” modszere a
folyadékkromatografia-tandem  tomegspektrometria  (LC-MS/MS)  [36].  Rutin
laboratériumban kiilonb6zé modszerek dallnak rendelkezésre a 250HD koncentracio
meghatarozasara, ilyen példaul a nagynyomdsu folyadékkromatografia (HPLC), az
immunkémiai modszerek koziil az antitest-kotésen alapuld, kiilonbozo jelolésti modszerek,
mint példaul a chemiluminescens immunoassay (CLIA), radioimmunoassay (RIA),
tovabba a specifikus fehérje-kotésen alapuld elektrochemiluminescens immunoassay
(ECLIA). Barmilyen modszert valasztunk a szérum 250HD  koncentracio
meghatarozasara, a vizsgalat soran az els6 fontos 1épés a D-vitaminnak a kotéfehérjéktol

(DBP) val6 elvalasztasa [80,81].

Az immunkémiai modszerek analitikai és gyakorlati megbizhatosagat a gyartok altal
garantalt mindségli ellenanyag és egyéb reagensek mindsége, valamint az egész mérési
folyamat egységes volta biztositja. Tovabbi mindségi elonyt és koltségkimélést tesz

lehetdvé a nagyszami minta sorozat-vizsgalatot biztositdo automatizalas.

A HPLC-vel torténé meghatarozas az egyes 25-hidroxi-D-vitamin metabolitok
(250HD,, 250HD3) szelektiv mérésére alkalmas modszer, amely soran a mintat az
elékeszitéskor kicsapatd reagensekkel megtisztitjuk a fehérjéktdl, illetve az interferenciat
okozd vegyliletekt6l, majd ezt kdvetéen torténik a metabolitok (250HD;, 250HD3),
valamint a belsd standard elvalasztasa forditott silica toltetli oszlopon. Az elvélasztott
250HD; és 250HD3 metabolitok kvantitativ meghatarozasa abszorpciés UV detektalassal
torténik 254 vagy 265 nm-en [81].

Az immunoassayk elsé generacioja az antitest-kotésen alapuld, kompetitiv elven
miikodé I"*RIA, ahol extrakciot kévetéen az immunkomplexben a mérendd 250HD-t
radioaktivan jelolik. A mintaban 1évé 250HD verseng az 1'*°-el jelolt 250HD-val az
antitesthez vald kotddésben. A radioaktivitds meghatidrozasa egy gamma-szamlaldval

torténik, ami forditottan aranyos a mintaban levé 25SOHD koncentracioval [81].

A fehérje-kotési elven (PBA) alapulo 250HD meghatarozasi modszer a fizioldgidsan
keringd specifikus D-vitamin-koté fehérjét (DBP) hasznalja kotdanyagként, amelynek
nagy az affinitasa a 250HD-hoz. Ezen az elven alapszik a 250HD ECLIA meghatarozasi
modszer [81].
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A CLIA-val torténé 250HD meghatarozas egy direkt, kompetitiv chemiluminescens
immunoassay, ahol a 250HD-ra specifikus antitest magneses partikulumhoz van kotve. A
mintaban 1év6é 250HD verseng az isoluminol szarmazékkal jellt 250HD-al az antitesthez
valo kotédésben. Az inditoreagensek hozzaadasat kovetéen gyors chemiluminescens
reakcio indul el. A fényjelet egy fotoelektron-sokszorozo relativ fényegységben (RLU)
méri, ami forditottan aranyos a mintaban 1évé 250HD koncentracioval [81].

crer

Jelenleg a rutindiagnosztikai laboratériumokban alkalmazott legujabb generacidju
immunoassayk mind a 250HD; és 250HD3; metabolitok meghatarozasara alkalmasak, és

az egyiittes értéket total 25SOHD értékként fejezik ki.
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3. CELKITUZESEK

Jelen munkank a HunMen tanulményra épiil, amelyben debreceni lakéhelyti, 50 éves vagy
1d6sebb, véletlenszertien kivalasztott férfiak vettek részt 2009 szeptemberétdl 2010

szeptemberéig a D-vitamin ellatottsag és csontanyagcsere vizsgalatara [82].

3.1. Osteoprotegerint befolyasolé tényezok vizsgalata

Munkank egyik célja volt, hogy a HunMen tanulméanyban résztvevd férfi kohorszban
meghatarozzuk az OPG és sSRANKL koncentraciokat, 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 kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Milyen mértékii kapcsolat van az OPG, valamint a sSRANKL koncentracio és
csontanyagcsere biokémiai markerei kozott (250HD, PTH, Osteocalcin, CTx és
PINP)?

e Az életkor mennyire befolyasolja a vizsgalt paraméterek koncentracioit a vizsgalt
férfi kohorszban?

e Van-e Osszefiiggés az OPG ¢és a cystatin C, total 17p-oestradiol, valamint a total

testosteron kozott?

3.2. A 25-hidroxi-D-vitamin mérési adatok standardizacioja

Tobb in vitro diagnosztikai eszkozoket 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 értékek esetén, mely modszer ad megbizhatd, pontos eredményeket. Ennek
kapcsan meriilt fel, a kiilonb6z6é modszerekkel mért 250HD értékek standardizacioja rutin

diagnosztikai laboratériumban.

Munkank tovabbi célja a HunMen tanulmany D-vitamin mérési adatainak standardizacioja

volt, ami kapcsan a kovetkez6 konkrét célkittizéseket fogalmaztuk meg:

e A HunMen tanulményban levd résztvevok mintdinak Ujra elemzése a szérum
250HD koncentraciok meghatarozasaval egy idoben a DEQAS mintak mérésével a
laboratériumban jelenleg alkalmazott DiaSorin LIAISON® 250HD total CLIA

meghatdrozasi modszerrel.

22



e A DEQAS mintdk (sorszam: 481-485) NIST célértékeibdl és a DEQAS mintak
DiaSorin LIAISON® CLIA-val mért 250HD koncentraciok kapcsolatabol szarmazo
mesterképlet alkalmazasa a kordbban HPLC-vel mért HunMen 250HD mérési
adatokra.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Vizsgalati személyek

A célkitlizésben megfogalmazott vizsgalatokat a HunMen tanulmanyban résztvevok
¢hgyomri szérum mintaibol végeztilk. A mintadkat -70 °C-on taroltuk a feldolgozasig. A
HunMen tanulmanyban a résztvevevok D-vitamin ellatottsaga és csontanyageseréje volt a
vizsgalat targya. Osszesen 229, véletlenszeriien kivalasztott dnkéntes résztvevd keriilt a
vizsgalati személyek kozé [82]. Részletes tajékoztatast kovetden a tanulmany résztvevoi

irdsos beleegyezést adtak.

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

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

Részletes kortorténet felvétele utan, és egy ¢éjszakai éhezést kovetéen keriilt sor a
vérvételre. A vizsgalatokat nativ vacutainer, elvalasztdo gélt tartalmazo csovekbe vett
vérbdl, centrifugalassal 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 €s 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.

4.2. Vizsgalati médszerek és paraméterek

A OPG és a szolubilis RANKL (SRANKL) koncentraciokat ELISA modszerrel (Biomedica
Gruppe, Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG, Wein, Austria), Labsystem
Multiscan MS  késziilékkel hataroztuk meg. A meghatarozas sordn, 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 SRANKL vizsgalat, olyan enzim-immunoassay, ami érzékeli a nem komplex,
szolubilis humédn RANKL-ot, ami elfogé molekulaként human rekombindns OPG-t és a

kimutatasra biotinnal jeldlt poliklonalis kecske antitestet hasznal.
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A 250HD koncentraciokat LIAISON immunkémiai automataval, 250HD total, direkt,
kompetitiv chemiluminescens jeldlésen alapulé DiaSorin LIAISON® CLIA médszerrel
hataroztuk meg (DiaSorin Inc., Stillwater, MN, USA). A vizsgalat soran az els6 inkubalas
alatt a 250HD levalasztasra keriil a kotéfehérjérdl és hozzakotddik a szilard fazison levé
specifikus antitesthez, 10 perc utdn hozzdadjuk az isoluminol szarmazékkal jelolt
nyomkovetd 250HD-t. A mintaban 1évé 250HD verseng az isoluminol szdrmazékkal
jelolt 250HD-al az antitesthez vald kotédésben. Tovabbi 10 percig tartd inkubalast
kovetden, a kotetlen anyagot egy mosasi ciklus soran eltavolitjuk. Az inditoreagensek
hozzaadaadasa utan gyors chemiluminescens reakcié indul el. A fényjelet egy
fotomultiplier relativ fényegységben (RLU) méri, és ez forditottan aranyos a mintaban 1év6
250HD koncentracioval.

A 17B-oestradiol, testosteron, parathormon, osteocalcin, I. tipust kollagén C-terminalis
telopeptid, 1. tipusti prokollagén amino-terminalis propeptid, szexhormon koté globulin
vizsgalatokat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag),
elektrochemiluminescens jelolésen alapulé immunkémiai moddszerrel (ECLIA), Roche

MODULAR E170-es immunkémiai analizatorral végeztiik.

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

1év6 kotdhelyekért a hozzaadott ruténium-komplexxel jel6lt oestradiol szarmazékkal.

Testosteron (T) vizsgalat: Az Elecsys testosteron mérési eljaras szintén a kompetitiv elvre
épil, ami specifikusan testosteron ellenes nagy affinitast monoklonalis juh antitestet
alkalmaz. A mintabol a 2-brom-oestradiol hatasara felszabadult endogén testosteron
vetélkedik a biotinilalt antitesten 1évé kotohelyekért a hozzaadott ruténium-komplexxel

jelolt testosteron szarmazékkal.

Szexhormon-koté globulin (SHBG) vizsgalat: Az Elecsys SHBG vizsgalati eljaras két,
specifikusan humadn SHBG elleni monoklondlis antitestet alkalmaz, amelynek soran az
SHBG-specifikus biotinilalt monoklonalis antitest, valamint az SHBG-specifikus,
ruténium-komplexxel jeldlt monoklonalis antitest reakcioba 1ép és egy szendvics-

komplexet hoz létre.
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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 épiil, amelynek soran a biotinilalt monoklonalis antitest az N-
terminalis fragmentummal (1-37), mig a ruténium-komplexxel jel6lt monoklonalis antitest

a C-terminalis fragmentummal (38 - 84) 1ép reakcioba.

Osteocalcin (OC) vizsgalat: Az Elecsys N-MID osteocalcin eljaras két monoklonalis
antitestet hasznal, melyek specifikusan az N-MID fragmentumon és az N-terminalis
fragmentumon talalhat6 epitdpok ellen irdnyulnak. 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 jel6lt N-
MID osteocalcin-specifikus monoklonalis antitest reakcidja soran szendvics-komplex jon

létre.

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

monoklonalis antitestek lépnek reakcioba.

I. tipusi prokollagén amino-terminalis propeptid (PINP) vizsgalat: Az Elecsys P1NP
vizsgalat a szendvics elvet alkalmazza, amelynek soran a P1NP-specifikus, biotinilalt
monoklonalis antitestek és a P1NP-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) végeztik. A human cystatin C-re specifikus antitestekkel bevont polistirol
részecskék human cystatin C-t tartalmazé mintaval elkeverve aggregalodnak. A
nefelométer altal mért szort fény intenzitdsa aranyos a mintadban 1év0 cystatin C

rrrrrrrr

koncentraciojaval. A minta cystatin C koncentraciojdnak meghatarozasa ismert
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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 egyenletet alkalmaztuk [83]. Emellett, az eGFR
szamitasat a CKD-EPI cystatin C és CKD-EPI kreatinin-cystatin C egyenletettel is
elvégeztiik [84, 85].

A biokémiai vizsgalatok analitikai jellemzdit a 2. tdblazatban mutatjuk be.

2. tablazat. Biokémiai vizsgalatok analitikai jellemz6i.

CV % Kimutathatdésagi Méréstartomany
(inter-assay) hatar (LOD) fels6 hatara
OPG <8% 0,14 pmol/L 30 pmol/L
SRANKL <6% 0,02 pmol/L 2 pmol/L
250HD <8% 10 nmol/L 375 nmol/L
E2 < 7% 0,018 nmol/L 15,78 nmol/L
T <9% 0,087 nmol/L 52 nmol/L
SHBG < 6% 0,350 nmol/L 200 nmol/L
PTH <7% 0,127 pmol/L 530 pmol/L
Osteocalcin <4% 0,5 ng/L 300 pg/L
CTx <7% 0,010 ug/L 6 no/L
PINP < 6% 5 ug/L 1200 pg/L
Cystatin C < 4% 0,05 mg/L 7,58 mg/L




4.3. DEQAS mintik jellemzése

A DEQAS egy nemzetkozi kiilsé minéségértékelési program, amelyben tobb mint ezer
laboratorium vesz részt és magaba foglalja a jelenleg rendelkezésre allo 6sszes 250HD
mérési platformot. Minden DEQAS vizsgalathoz (évente négy alkalommal) 6t gyiijtott,
kevert szérum minta érkezik postai Uton, szobahémérsékleten a résztvevo
laboratoriumoknak. A 250HD eredményeket a laboratoriumok online kiildik vissza és a
bekiildési hataridé utan a jelentés a DEQAS honlapjardl let6lthet6. A kapott adatok
statisztikai kiértékelése utan megallapitott ALTM (6sszlaboratorium sziikitett atlag) és a
modszercsoporthoz viszonyitott torzitds feltlintetésével megadjak a modszercsoportok
szorasat, variacios koefficiensét és elkészitik az adott laboratériumra szabott hisztogramot.
Az ALTM hasonl6 a referencia mérési eljaras (RMP) NIST célértékével minden egyes
minta esetében [86].

2013 aprilisatol a DEQAS is kozol NIST célértékeket minden egyes mintara [87], igy a
résztvevd laboratoriumok szamdra 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 kozol NIST célértékeket.
4.4. DEQAS és HunMen mintak vizsgalata

2009-2010-ben a HunMen tanulmdnyban a 250HD koncentrdcidokat nagynyomasi
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 eldkészités soran kicsapatd reagensekkel
megtisztitjuk a fehérjéktdl, illetve az interferenciat okoz6 vegyiiletektdl, majd ezt kovetéen
torténik a metabolitok (250HD,, 250HD3), valamint a belsé standard elvalasztasa forditott
silica toltetli oszlopon. Az elvalasztott 250HD, és 250HD3; metabolitok kvantitativ

meghatarozasa abszorpcids UV detektalassal torténik 265 nm-en.

A folyamatosan novekvé 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 (CLIA) modszerrel végezziik.
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Jelen munkankban a 2009-2010-es HunMen tanulmanyban levd résztvevok szérum mintait
elemeztiik Gjra a szérum total 250HD koncentraciéik meghatarozasaval egyidében a
DEQAS mintak mérésével. A Laboratériumi Medicina Intézet részt vesz a DEQAS-ban, és
az EQA céljabol érkezett 6t DEQAS minta (sorszam: 481-485) mérése 2015 oktdberében,
valamint a Hunmen tanulmanyban levé résztvevok mintaibol a 250HD koncentraciok
ismételt meghatérozasa azonos meghatarozasi modszerrel (DiaSorin LIAISON® 250HD
total CLIA), azonos analitikai feltételekkel, azonos idében, ugyanolyan LOT szamu
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 minték DiaSorin LIAISON® CLIA val mért 250HD koncentraciok

kapcsolatabol szarmazo lineéris regresszios egyenletet alkalmaztuk.
4.5. Csont asvanyianyag-siiriiség mérések

A HunMen tanulmany résztevoinek a csont asvanyianyag-stiriség vizsgalatokat a
Debreceni Egyetem Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikan, kettés energiaju rontgenfotonos
abszorpciometriaval (DXA), LUNAR Prodigy (GE-Lunar Corp., Madison, Wisc., USA)
denzitométerrel végezték, L1-L4 gerinc (LS), valamint a combnyak (FN) mérési

terileteken.
4.6. Szamitasok és elemzo statisztikai modszerek

Jelen vizsgalati eredmények elemzése “post hoc” modon tortént. A vizsgalt paramétereket
leird statisztikaval jellemeztiik (atlag, median, tartomany, szords). A normalitas
értékeléséhez a Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk. A legtobb paraméter nem
mutatott normal eloszlast, ezért az analiziseket Mann-Whitney U teszttel végeztiik. A
paraméterek kozotti osszefliggést Spearman féle korrelacios elemzéssel vizsgaltuk. A nem
normal eloszlast mutatd paraméterek esetén logaritmikus transzformaciot alkalmaztunk. A
vizsgalatok kozotti 0sszefliggéseket linedris regresszios analizissel végeztiik. Tovabba, az
¢letkor befolydsolasanak csokkentésére a median hasznalataval a vizsgalati populaciot

¢letkor szerint két alcsoportra osztottuk.

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

5.1. Vizsgalati résztvevék laboratoriumi és statisztikai jellemzoi

A vizsgélati résztvevok laboratoriumi paramétereit, valamint statisztikai jellemzoit a 3.

tablazatban tiintettilk fel. Az életkor befolyasoldsanak csokkentésére, életkor szerint, a

median hasznalataval (median életkor = 59 év) a vizsgalati populaciot két alcsoportra

osztottuk: kozépkoru férfiakat tartalmazd (€letkor < 59 ¢év, n = 98), valamint id6s6dd

férfiakat tartalmazo (életkor > 59 év), n = 96) csoportokra. Osszehasonlitva a kozépkort

férfiak és az 1d6sodd férfiak vizsgalati paramétereit, szignifikdnsan magasabb OPG és

cystatin C koncentraciokat talaltunk az id6s6dé férfi csoportban levéknél, valamint

jelentésen alacsonyabb
(3.tablazat).

SRANKL koncentracidkat és

SRANKL/OPG

aranyokat

3.tablazat. A vizsgalati résztvevok és vizsgalt paraméterek laboratériumi, valamint

statisztikai jellemzdi.

Osszes férfi (n=194)

Koézépkoru férfiak
(életkor <59 év, n = 98)

Idosodo férfiak
(életkor > 59 év, n= 96)

Eletkor, évek (atlag, tartomany)

60,4 (51-81)

55,6 (51-59)°

65,4 (60-81)"

BMI, kg/m? (4tlag, tartomany)

29,2 (17,3-41,7)

28,9 (18-38,5)

295 (17,3-41,7)

Osteoprotegerin, pmol/L (atlag,
tartomany)

5,0 (2,2-10,1)

b
4,6 (2,2-7,7)

b
5.4 (3,0-10,1)

SRANKL, pmol/L (dtlag, tartomany)
(= 0.020 pmol/L kimutathatosagi

0,197 (0,020-0,875)

0,226 (0,026-0,875)°

0,167 (0,020-0,795 °

hatar) (n=120) (n=61) (n=59)
SRANKL/OPG arany (atlag, ) d d
tartomany) 0,043 (0,003-0,256) 0,053 (0,006-0,256) 0,033 (0,003-0,176)

E2, nmol/L (atlag, tartomany)

0,09 (0,02-0,19)

0,09 (0,03-0,19)

0,08 (0,02-0,15)

T, nmol/L (atlag, tartomany)

12,8 (0,3-41,7)

13,1 (2,7-41,7)

12,4 (0,3-32,1)

SHBG, nmol/L (atlag, tartomany)

40,8 (12,3-196,2)

40,7 (12,7-196,2)

40,9 (12,3-115,5)

FEI (atlag, tartomany)

0,0026 (0-0,009)

0,0026 (0,001-0,007)

0,0025 (0-0,009)

FTI (atlag, tartomany)

0,3398 (0,005-0,743)

0,354 (0,081-0,704)°

0,325 (0,005-0,743)"

PTH, pmol/L (atlag, tartomany)

4,2 (1-10,2)

4,2 (1-10,2)

4,3(1,6-8,3)

250HD, nmol/L (atlag, tartomany)

73,1 (11-185)

72,1 (11-137)

74,0 (14-185)

Osteocalcin, pg/L (atlag, tartomany)

14,6 (5-35)

15,2 (5-33)

14,0 (6-35)

CTx, pg/L (atlag, tartomany)

0,22 (0,01-0,77)

0,24 (0,01-0,77)

0,20 (0,04-0,70)

PINP, pg/L (atlag, tartomany)

38,3 (10,5-98,6)

39,2 (10,5-98,6)

37,3 (13,1-81,3)

Cystatin C, mg/L (atlag, tartomany)

0,697 (0,381-1,150)

f
0,657 (0,381-1,060)

f
0,736 (0,485-1,150)

LS (L1-L4) BMD, gm/cm? (atlag + SD)

1,172 £0,185

1,148 £0,167

1,197 £ 0,199

FN BMD, gm/cm? (4tlag = SD)

0,970 +0,137

0,980 + 0,131

0,960 + 0,142

Magyarazat: kozép- és id6sodé férfiak kozotti ,p” értékek: (a), (b), (f) p < 0,001; (c) p = 0,048; (d) p = 0,007;(e) p = 0,049.
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5.2. Osteoprotegerint befolyasolé tényezok vizsgalata

Az OPG és a vizsgalt paraméterek (életkor, BMI, sSRANKL, sSRANKL/OPG arany, E2, T,
SHGB, FEI, FTI, PTH, 250HD, Osteocalcin, CTx, PINP, LS (L1-L4) BMD, FN BMD,
cystatin C, kreatinin, MDRD-eGFR, cystatin C-eGFR, cystatin C és kreatinin-eGFR)
kozotti korrelacios analizisek eredményeit az 4. tablazatban foglaltuk 6ssze. Vizsgalataink
alapjan a OPG szignifikansan korrelalt az életkorral, a cystatin C-vel, E2-vel,
SRANKL/OPG arannyal, valamint az FTI-vel. Tovabba, a cystatin C szignifikansan
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 id3s6d6
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) (5. tablazat). A kdzépkort férfiaknal
nem mutatott szignifikdns korrelaciot a szérum OPG ¢és sRANKL koncentracié a tobbi
vizsgalt paraméter kozott (¢letkor, BMI, LS BMD, FN BMD, PTH, 250HD, Osteocalcin,
CTx, P1NP, cystatin C) (4. tablazat).

4, tablazat. A szérum OPG és a vizsgalt paraméterek kozotti Spearman féle
korrelacios analizis.

Osszes férfi (n1=194) ( él]e(t(l);érp ;(;rsvﬁe’fvﬁrx? 1k98) ( éle:l(:f:(:lg; irvﬁ?nl; 96)
r p r p r p
Eletkor 0,359 < 0,001 0,165 0,105 0,050 0,631
BMI 0,031 0,672 0,057 0,580 - 0,036 0,725
SRANKL -0,034 0,713 0,019 0,885 -0,038 0,774
SRANKL/OPG ariny ~0,234 0,010 ~0,204 0,116 ~0,199 0,131
E2 0,160 0,028 0,164 0,110 0,211 0,043
T -0,025 0,729 0,106 0,302 - 0,064 0,540
SHGB 0,070 0,342 0,199 0,052 0,060 0,568
FEI ~0,072 0323 - 0,084 0,414 0,048 0,648
FTI -0,230 0,001 —0,142 0,167 -0,169 0,106
PTH -0,076 0,300 -0,172 0,093 - 0,009 0,930
250HD -0,123 0,091 -0,115 0,085 -0,030 0,774
Osteocalcin - 0,102 0,161 - 0,037 0,717 - 0,040 0,706
CTx - 0,100 0171 - 0,005 0,358 - 0,053 0,611
PINP -0,043 0,553 - 0,006 0,951 - 0,044 0,667
LS (L1-L4) BMD 0,026 0,716 —0,041 0,689 0,010 0,923
FN BMD -0,074 0,307 -0,071 0,485 -0,001 0,995
Cystatin C 0,298 <0,001 0,022 0,832 0322 0,002
Kreatinin 0,038 0,618 - 0,085 0,415 0,132 0,239
MDRD-eGFR -0,071 0,351 0,083 0,428 -0,142 0,207
Cystatin C-eGFR -0,343 < 0,001 -0,031 0,766 -0,335 0,001
Cystatin C és kreatinin-eGFR -0,231 0,003 0,023 0,834 - 0,262 0,020
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Vizsgalataink alapjan a szérum OPG koncentracio az életkor elérehaladasaval emelkedést

(3. abra), valamint a SRANKL/OPG arany csokkenést mutat (4. abra).
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3. abra. Szérum OPG koncentracio és életkor dot-plot diagram kozépkoru és idosodé férfiaknal
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4. abra. sSRANKL/OPG aranyok és életkor dot-plot diagram koézépkori és id6sodo férfiaknal
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Tobbvaltozos linearis regresszios analizist végeztink a szérum OPG koncentracid
statisztikailag szignifikans eldrejelz6inek 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 (B) = 0,182,
p = 0,015), FTI (standard regresszios egyiitthatd (f) = -0,178, p = 0,012) és E2 (standard
regresszids egyiitthatdo (B) = 0,166, p = 0,021) szignifikans eldrejelzdéi a szérum OPG

koncentracionak (5.tablazat).

5. tablazat. Tobbvaltozés regresszios modell a szérum OPG koncentricio

elorejelzoivel
Osteoprotegerin
p p
Eletkor 0,232 0,002
17p3-oestradiol 0,166 0,021
Szabad testosteron index -0,178 0,012
Cystatin C 0,182 0,015

Regresszios modellbe helyettesitve az id6so6dd férfiaknal talalt két szignifikanciat mutato
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 egyiitthatd

(B) = 0,345; p = 0,002).
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A szérum OPG ¢s cystatin C koncentraciok kapcsolatat a kozépkort €s 1d6so6do férfiaknal
a 5. abraval szemléltetjiik. Vizsgalataink alapjan a cystatin C és az OPG kdozotti

Osszefiiggés szorosabb a kor eldrehaladtaval.

1+

8

Osteoprotegerin (pmol/L)

o 51-59 éves
o 60-81 éves

o oo 51-59 éves r = 0,022, p = 0,832
o =— 60-81 éves r = 0,322, p = 0,002

7 9 1.1 1.
Cuystatin C (0.5-0.96 ma/L)

"
LA
Lo

5. abra. Szérum OPG és cystatin C dot-plot diagram kozépkoru és id6sodé férfiaknal

Osszehasonlitva azokat az egyéneket, akiknél alacsonyabb szérum 250HD Kkoncentraciot
talaltunk (250HD < 75 nmol/L), azokkal az egyénekkel akiknél a 25SOHD koncentracio az
egészségileg kivanatos tartomanyban van (250HD > 75 nmol/L) nem mutatott
Osszefiiggést a szérum OPG és SRANKL koncentraciok, valamint a SRANKL/OPG

aranyok tekintetében.
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A sRANKL < 0,02 pmol/L, (n = 74), valamint a SRANKL > 0,02 pmol/L, (n = 120)
tekintetében vald csoportok dsszehasonlitasakor 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] (6. 4bra).

2.00
E& Combnyak (FN) CdLi-L4
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o
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2
=
&f
& 1504 —
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=
z
=
I
£ 1004
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0.757 —_—

< p=0.049. >
SRANKL < 0,02 pmol/L SRANKL > 0,02 pmol/L
Nuklesris faktor kanna B recentor aktivator lisand (RANKI.)

6. abra. A combnyak (FN) és L1-L4 lumbalis gerinc (LS) BMD eredményeinek box and
whiskers plot elemzése azoknal az egyéneknél, akiknél a SRANKL < 0,02 pmol/L (n = 74) és
azoknal, akiknél a SRANKL > 0,02 pmol/L (n = 120).
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5.3. DEQAS és HunMen mintak vizsgalata

Az EQA céljabol érkezett 6t DEQAS minta (sorszam: 481-485) 250HD koncentraciok
meghatarozésra keriiltek a laboratériumban alkalmazott DiaSorin LIAISON® 250HD total
CLIA modszerrel. A DiaSorin LIAISON® 250HD total CLIA moédszerrel mért 6t DEQAS
minta 250HD koncentraciokat, a DEQAS NIST ’total’ 2SOHD célértékeket, és a DEQAS-
ban résztvevé laboratériumok (n = 247) altal DiaSorin LIAISON® 250HD total CLIA-val
mért DEQAS mintak 250HD atlagértékeit a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat. A HunMen tanulmany 250HD mérési eredményeinek standardizalasara

alkalmazott DEQAS adatok

Sajat 250HD mérési 250HD atlagértékek
DEQAS mintak eredmények NIST ’total’ 250HD (DiaSorin LIAISON®
sorszama (DiaSorin LIAISON® célértékek 250HD total)
(2015. oktéber) 250HD total) (nmol/L) (nmol/L)
(nmol/L) (n=247)
481 57,0 60,8 63,0
482 29,3 35,6 32,7
483 102,4 116,2 110,9
484 67,9 78,2 72,5
485 34,6 48,2 38,3
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5.4. A 25-hidroxi-D-vitamin mérési adatok standardizacioja

A 2015. oktoberi korben érkezett 6t DEQAS minta (sorszam: 481-485) DiaSorin
LIAISON® 250HD total CLIA - val mért 250HD koncentraciok és a DEQAS NIST ’total’

250HD celértékek kozotti linearis regresszids kapcsolatot a 7. dbran mutatjuk be.

DEQAS NIST ‘total’ 250HD célértékek (nmol/L)

140

120 A

100 A

60

e y = 1,0582x + 6,169
- R?=0, 98291
®

20
20

30 40 50 60 70 80 90 100 110
DEQAS DiaSorin LIAISON® CLIA-val mért 2SOHD mérési redmények (nmol/L)

7. abra. A DEQAS NIST ‘total’ 250HD célértékek (nmol/L) és a DEQAS DiaSorin
LIAISON® CLIA-val mért 250HD értékek (nmol/L) linesris regresszios kapcsolata

Ezt kovetden a HunMen tanulméany 250HD értékeket korrigaltuk, a korrekcidhoz az 6t
DEQAS minta (sorszam: 481-485) NIST célértékeket és a DEQAS mintak DiaSorin
LIAISON® 250HD total CLIA - val mért 250HD koncentraciok kapcsolatibol szarmazo

linearis regresszios egyenletet alkalmaztuk (y = 1,0582x + 6,169).
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A HunMen tanulményban meghatirozott 250HD mérési eredményeket a kiilonbozo

modszerek alkalmazéasaval a 8. abran mutatjuk be.

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

standardizaciot kovetéen 62 nmol/L-re valtozott (8. abra).

so- 75 nmol/L

m HPLC-vel mért 250HD értékek

e DiaSorin LIAISON® CLIA-val mért 250HD értékek

40- . A Standardizalt 250HD értékek (DiaSorin LIAISON® CLIA)
: E ~ Interpolaciés vonal

30

204

GyaKorisag

0-10 2130 41-50 = 61-70 81-90 © 101-110  121-130  141-150  161-170  181-190
11-20 31-40  51-60 71-80  91-100  111-120 131-140 151-160 171-180

25-hidroxi-D-vitamin (nmol/L)

8. abra. A HunMen tanulmanyban meghatarozott 250HD koncentraciok a kiilonb6z6

modszerek alkalmazasaval

A DEQAS adatokkal képzett standardizaciés mesterképlettel korrigaltuk a D-vitamin
elégtelenségben szenveddk aranyat a HunMen kohorszban, igy az eredetileg ko6zolt,
HPLC-vel mért D-vitamin elégtelenség (250HD <75 nmol/L) el6fordulasi gyakorisaga a

standardizaciot kovetden jelentésen megemelkedett 53%-rol 72%-ra (8. abra, 7. tablazat).
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7. tablazat. A HunMen kohorsz mintikra alkalmazott DEQAS NIST 250HD

korrekcios hatas

éOVssszZ:li Tavasz Nyar Osz Tél
(n=2086) (n=59) (n=96) (n=21) (n=30)

HPLC-vel mért 250HD,

- - ! * - _
nmolL (étlag tartoméiny) 73(11-185) | 67(11-164) | 83 (17-185)* | 63 (16-144) | 58 (12-113)

DiaSorin LIAISON® CLIA-val mért 250HD,

- - - * _ -
mmol/L (tlag, tartoméng) 53 (8-110) 43 (8-110) | 62 (16-104) 53 (11-109) 40 (8-75)

DEQAS NIST standardizalt 250HD,

— — - * - .
nol/L (Stlag, tartoméing) 62 (15-123) | 52(15-123) | 72 (23-116) 62 (18-122) 48 (15-86)

HPLC-vel mért 53% 64% 40% 62% 66%
250HD <75 nmol/L (%) (n=109) (n=38) (n=38) (n=13) (n=20)
DiaSorin LIAISON® CLIA-val mért 84% 95% 73% 86% 97%
250HD <75 nmol/L (%) (n=173) (n=56) (n=70) (n=18) (n=29)
DEQAS NIST standardizalt 72% 86% 57% 71% 90%
250HD <75 nmol/L (%) (n =148) (n=51) (n=55) (n=15) (n=27)

*p < 0,01 nyari és mas évszakok kozott

A HunMen kohorszban az évszakokra vonatkozd adatok elemzésénél is statisztikailag
szignifikans kiilonbséget talaltunk (p < 0,01) a nyari és mas évszakok kozott, mind a
DiaSorin LIAISON® CLIA-val mért, mind a standardizalt 250HD értékekre vonatkozoan,
a korabban ko6zolt HPLC-vel mért eredményekkel vald Gsszehasonlitasakor (7. tablazat).
Tovabba, a standardizaciot kovetden a HunMen 250HD adatok jobban hasonlitottak a
kornyez6 orszagokbeli D-vitamin ellatottsagi adatokkal [88].
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6. MEGBESZELES

6.1. Osteoprotegerint befolyasolé tényez6k a HunMen tanulmanyban és sajat mérési

eredményeink dsszehasonlitasa irodalmi adatokkal

Osszehasonlitottuk a jelen értekezésben vizsgalt paraméterek és az irodalomban fellelhetd

mérési adatok statisztikai eredményeit, amelyeket a 8. tablazatban foglaltuk ossze.

8. tablazat. Irodalmi adatok korrelacios egyiitthatokkal a szérum OPG koncentraciok
és a vizsgalt paraméterek kozotti osszefiiggésben férfiaknal

Szerzék | Eletkor | BMD T E2 FEI FTI PTH | 250HD | Kreatinin mgﬁﬁg:ek
Szulc és r=0,41 ns ns ns %=0,18 %r=0,31 r=-0,23 ns ns 5r=-0,20
mtsai [7] | p=0,0001 > > > p<0,02 | p=0,0001 | p<0,01 > > p<0,01
Khosla és r=0,39 °r=0,17 r=-0,16 ns I °r=-0,27 i i i r=0,16
mtsai [8] p<0,001 p<0,05 p<0,05 > > p<0,001 p<0,05
Khosla és 9=0,26
mtsai [9] . . . . ) ) . . . p<0,001
Kudlacek
. i r=0,1 r=-0,17 h
mesipio | o | p<0,05 ] ] " | 00001 | ¥ ] e
ngsm > r=0,42 n.s n.s n.s - - - - - -
mtsai [12] p<0,001
Oh és ns Ir=0,25 ns r=-0,319 ) ) i i i i
mtsai [13] > p=0,020 > p=0,004
I
. r=-0,13
Indridason , ’ o 0 Ay
és <0,05 | ;060151 - - tg é ? LBOO%% ns. n.s. P r;OO(,)OSQ
mtsai [14] r;(‘) o =0, =0, p<0,
p=0,
Mazziotth | =037 ) ) ) ) ) ) ) =046 =047
msai [15] | P70002 p<0,05 p<0,05
Stern és r=0,552 t
mtsai [16] | p<0,001 | P<005 : : ; ; : : : :
Samelson
és “p<0,05 'n.s. - - - - - - “p<0,05 -
mtsai [17]
Jorgensen _
és :8,551 *p=0,001 - - - - - - - -
mtsai [18] p<0,
r=-0,10
p<0,05
Szulc és i ¥r=-0,28 i i ) ) i i i d8r=0,25
mtsai [19] p<0,001 p<0,001
br=0,14
p<0,05
Jelen r=0,359 r=0,160 r=-0,230 ac
tanulmény p<0,001 n.s. n.s. 0=0,028 ns. p=0,001 ns. n.s. n.s. n.s

Magyarazat: n.s.: statisztikailag nem szignifikans, (a): életkor és testtomeg illeszett > 40 éves életkor, (b): életkor illesztett vizelet total
deoxypyridinolin (DPD) > 40 éves életkor, (C): kozép-radius > 50 éves életkor, (d): fiziologias E2 > 50 éves életkor, r = -0,18 (p<0,05)
(e): fiziologias T > 50 éves életkor, r = -0,27 (p<0,001) (f): vizelet I tipust kollagén N-terminalis telopeptid (NTx), (g): vizelet szabad
DPD, (h): vizelet NTx és DPD, (i): statisztikailag szignifikans pozitiv korrelacid, de az ,,r”” érték nincs megemlitve, (j): lumbalis gerinc
(LS), (k): osteocalcin (OC),(I): 6ssz.testtomeg, (mM): csipd, (N,0): szamitott szabad szexhormon koncentracio,(p): statisztikailag nem
szignifikans cystatin C, (q): szérum I tipusa kollagén C-terminalis telopeptid (CTx), (r): 65 és 84 év kozotti férfiak és n6k csoportja, (S):
szérum CTx a 65 és 84 év kozotti férfiak és n6k csoportjaban (n=52), (t): LS (statisztikailag szignifikans pozitiv korrelacio, de az ,r”
érték nincs megemlitve), (u): id6sebb életkor (Trend, p<0,05), az emelkedé OPG koncentracidval (v): életkor-illesztett FN BMD, ami
nem mutat kiilonbséget az OPG quartilisek kozott, (w): csokkent glomerularis filtracios rata (GFR), (Trend, p<0,05), az emelkedé6 OPG
quartilisekkel (x): életkor-illesztett csokkent distalis alkar BMD (Trend, p=0,001) emelkedé OPG koncentraciokkal,(y): teljes (distlalis
radius ¢s tibia) BMD median feletti OPG koncentraciokkal, (z): OC ¢és L tipusu kollagén N-terminalis propeptid (P1NP) median alatti
OPG koncentraciokkal, (aa): vizelet DPD és (ab): szérum CTx median feletti OPG koncentraciokkal, (ac): statisztikailag nem
szignifikans a kreatininnel és a GFR-el, de a cystatin C-vel r = 0,298 (p<0,001).
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Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt férfi kohorszban, az életkor elérehaladasaval

emelkedik a szérum OPG koncentracio és a SRANKL/OPG arany csokken.

Az OPG ¢s ¢letkor kozotti dsszefliggés tekintetében eredményeink 6sszhangban vannak a
mas szerzOk altal kozzétett adatokkal [7-10,12,14-19]. A 8. tablazatban felsoroltak
alapjan, kiilonb6zo befolyasold tényezdk vizsgalata soran az OPG pozitiv korrelacidja az
¢letkorral talan az egyetlen megallapitas, illetve konszenzus napjainkig a kiilonb6z6
tanulmanyok ko6zott, egyetlen kivétellel, amit Oh és munkatarsai talaltak [13], ahol nincs
korrelacido 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
(8. tablazat). A nem szignifikdnsnak talalt eredményeink is tovabbi tanulmanyok
elvégzését szorgalmazzak. Ismerve, hogy az OPG mRNS kiilonbozé szdvetekben
expresszalodik, beleértve a tiiddt, vesét €s szivet, igy tobbféle szovet jarul hozza a keringd
OPG-hez, aminek kovetkeztében az OPG meghatirozdsa a csont mikrokdrnyezetében a

legkivanatosabb [89].

Az E2 és OPG kozotti statisztikailag szignifikansan pozitiv korrelaciora vonatkozo
megallapitasunk 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 [4]. Tovabba, Khosla és
munkatarsai bebizonyitottdk, hogy az oestrogén kezelés ndveli a szérum OPG

koncentraciokat idéskoru férfiakban [9].

A testosteron és az OPG kozotti negativ korreldciora vonatkozé megallapitasunk tamogatja
két korabbi tanulmany megallapitdsat és nem ért egyet két masik kordbbi tanulmannyal
[5,7,8,14], azonban a testosteron és az OPG kozotti negativ korrelaciot tamogatja az a
megallapitas, amit Khosla és munkatérsai igazoltak, hogy in vivo koriilmények kozott a

testosteron terapiaban részesiilt csoportban alacsonyabb az OPG koncentracio [9].

Az a megallapitasunk, hogy a SRANKL nem korrelal az életkorral hasonlé a korabbi
tanulmanyokkal [11-13,15,16,18].

Kétvaltozos analizist alkalmazva, nem talaltunk Gsszefiiggést a SRANKL és BMD kozott.

Ez a megallapitds Osszhangban van a Trofimov ¢és munkatdrsai, valamint Oh é&s
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munkatarsai megallapitasaival, de nem ért egyet a Stern €és munkatarsai megallapitasaival,
akik arrol szamoltak be, hogy inverz dsszefiiggés van SRANKL és BMD kozott [12,13,16].
Ennek ellenére statisztikailag magasabb FN és LS BMD-t tapasztaltunk azoknal az
egyéneknél, akiknél a SRANKL kimutathaté volt (SRANKL > 0,02 pmol/L). Bar a
statisztikai szignifikancia hatarat csak surolja a jelenség, ez a megallapitas talan részben
magyarazatot adhat az alacsonyabb kockazatl, nem traumdas torésekre azoknal az
és munkatarsai altal leirt tanulmanyban [11]. Meg kell jegyezniink, hogy Schett és
munkatarsai megallapitottak, hogy nincs Osszefiiggés a SRANKL és a csont ultrahangos
adatok kozott, valamint nem végeztek BMD méréseket a vizsgalt populacioban [11].
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 SRANKL > 0,02 pmol/L [18]. Annak ellenére, hogy a jelenleg
hasznalatos immunkémiai modszereknek alacsonyabb a SRANKL kimutathatosagi hataruk,
mint az elédjeiknek, sziikséges lenne a kimutathatosagi hatar modszertananak fejlesztése.
Talan a még érzékenyebb mérési modszerek bevezetése segitene meghatdrozni a SRANKL
< 0,02 pmol/L koncentraciokat, ami valoszin(i segitene feltarni az alacsony SRANKL és az
ismert elérejelzék kozotti Osszefiiggéseket. Eddig egyetlen tanulmany volt, amely a
SRANKL/OPG arany kapcsolatat elemezte az életkorral és nem talalt szignifikanciat ebben
a tekintetben, ellentétben a mi tanulmanyunkkal, ahol negativ korrelaciot talaltunk a
SRANKL/OPG arany és életkor kozott. Ezen megallapitisunk minden bizonnyal mas

szerzOk altali validalasra var.

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 [90,91]. A
mi eredményeink Osszhangban vannak Indridason ¢és munkatarsai 4ltal talalt
eredményekkel, ellentétben Szulc és munkatarsai, tovabba Kudlacek és munkatarsai altal

kapott eredményekkel [7,10,14].

Ellentétben azzal az irodalmi megallapitassal, hogy az 1,25(0OH),D-vitamin stimulalja az
OPG termelést, az in vivo tanulmanyokban egészséges férfiaknal, beleértve a mi
tanulmanyunkat is, nem talaltak korrelaciot a 250HD, mint a szervezet D-vitamin
ellatottsaganak jelz6je és az OPG kozott [7,10,14,92,93].

Osszefoglalva, a kiilonbozé tanulméanyok megéllapitasai kozotti kiilonbozdségek azzal

magyarazhatéak (legalabbis részben), hogy kiilonbozd vizsgalati modszerek voltak
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alkalmazva, néhany esetben tobb évtizedes fagyasztott mintdk keriiltek feldolgozasra,
kilonbozé felvételi kritériumokat hasznaltak a kohorszok kivalasztasanal, valamint a

vizsgalt mintaszam és talan a vizsgalt egyének korosszetétele is kiillonbozott.

A csokkent fehérje clearance szerepe, mint lehetséges oka a korfiiggé OPG emelkedésnek
néhany korabbi tanulmanyban emlitésre keriilt [15,17,19]. Mazziotti és munkatdrsai
szignifikansan pozitiv korrelacidt talaltak a kreatinin és OPG kozott, de Samelson és
munkatarsai emelkedé OPG-t és szignifikdnsan csokkendé GFR-t talaltak [15,17]. Ez a
megallapitas ellentétben van a Szulc és munkatarsai eredményeivel, ahol nem talaltak
korrelaciot az OPG és kreatinin kozott [19]. Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy nincs
korrelacio az OPG és az eGFR kozott az MDRD egyenlet hasznalatakor, viszont
szignifikansan negativ korrelaciot talaltunk a CKD-EPI cystatin C és CKD kreatinin —
cystatin C egyenlet alkalmazasiaval. Ez a megéllapitas illusztralhatja az eGFR
szamitasahoz hasznalt egyenlet tipusanak fontossagat. Tovabba, a kombinalt kreatinin-
cystatin C egyenlet hasznalata jobbnak bizonyul, mint 6nmagaban ezen markerek egyikén
alapul6 egyenlet alkalmazasa [84,85]. Er6s pozitiv korrelaciot talaltunk az OPG és cystatin
C kozott, ellentétben Indridason és munkatarsaival [14]. Bar az altalunk alkalmazott
vizsgalati modszer nem volt azonos az Indridason €s munkatarsai altal hasznalt modszerrel,
ez a kiilonbség Onmagaban nem magyarazza a két tanulmany megfigyelései kozotti
kiilonbséget. Ugyanakkor kimutattak, hogy a szérum OPG koncentracio pozitiv korrelaciot

mutat a kronikus veseelégtelenségben szenvedo férfi betegeknél [94].

Annak ellenére, hogy a vizsgalat résztvevdi egy jol meghatarozott kohorsz tagjai voltak,
mégis vannak korlatai a tanulmanyunknak. A HunMen tanulmanyt elsdsorban nem ennek a
tanulméanynak a céljara tervezték és a 206 résztvevd mintaibol csak 194 vizsgalati minta
allt rendelkezésre a szérum OPG és SRANKL koncentraciok meghatarozasara [82]. Nem
tudtuk vizsgalni a bioldgiailag hatékony szabad nemi hormonok OPG-re valé hatasat,

helyette statisztikai elemzéssel szamoltuk ki a szabad nemi hormon indexeket.

Bar a cystatin C (mint vesefunkcios marker, vagy mint az osteoclastogenesis inhibitora)
hatasmechanizmusa a szérum OPG koncentracidéval nem tisztazodott teljes mértékben jelen
tanulmany eredményeképpen, mégis azt talaltuk, hogy egy jelentds Osszefiiggést mutat a
szérum OPG koncentraciéval. Ezek a statisztikai elemzések szerinti megallapitasok
megerdsitéseket és tovabbi alap és klinikai vizsgalatokat, tovabba ok és okozati

Osszefliggések feltarasat igénylik [95].
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A tanulmanyunk eredményei azt mutattak, hogy a vizsgalt kozépkort és id6s6do6 férfiakbol
allo kohorszban, az életkoron tal (ami a legerdsebb elérejelzé faktor) a cystatin C, szabad
testosteron index és az oestradiol szintén az OPG jelent6s elérejelz6i. Tovabba, a cystatin
C ¢és az OPG kozotti 6sszefiiggés egyértelmlbb a kor elérehaladtaval.

Osszefoglalva, a cystatin C az OPG jelentds eldrejelzdje fiiggetleniil az életkortol, szabad
testosteron indextol és az oestradioltol [95].

6.2. A 25-hidroxi-D-vitamin mérési adatok standardizacioja

A 25-hidroxi-D-vitamin laboratoriumi standardizacioja még mindig kihivast jelent. A D-
vitamin Standardizacios Program (VDSP) elsédleges fokusza a 250HD meghatarozasok
standardizaciojara két alapveté protokollon alapszik: az egyik a jelenlegi és a jovOben
alkalmazand6 250HD meghatarozasokon, a masik a kordbbi felmérésekbdl vagy
tanulmanyokbol szarmaz 250HD értékek standardizacidja [96,97].

Cashman ¢és munkatarsai a szérum 250HD értékek standardizaciojara 2008—2010-ben az
»Irish National Adult Nutrition Survey” felmérésben a VDSP protokollja alapjan a régi
mintakbol ismételten meghataroztak a 250HD koncentraciokat LC-MS/MS-el [98].
Sempos és munkatarsai a mérések idejére vonatkozo DEQAS ALTM-tdl valo eltéréssel
korrigaltdk a korabbi 250HD értékeket, és azt feltételezték, hogy ezzel a mddszerrel nem
valosithaté meg a standardizalas [38].

Sarafin és munkatarsai a ,,Canadian Health Measures Survey” felmérésben standardizaltak
a 250HD értékeket [39]. A standardizalas két 1épésben tortént, el6szor az eredetileg mért
mintdkat az Ujonnan rendelkezésre 4ll6 immunkémiai mddszerrel Gjramérték, masodik
referencia laboratoriumi modszerrel mértek, ismételten Gjramértek a jelenleg rendelkezésre
all6 immunkémiai modszerrel.

Kés6bb, Cashman és munkatarsai a 250HD értékek standardizacidjara a VDSP protokollt
alkalmaztak az északi populédciora. Mindkét tanulmanyban egy meghatarozott szérum
mintahalmazt valasztottak ki biobankbodl, amit LC-MS/MS modszerrel Gjra analizaltak, és
a régi, illetve ujonnan kapott 250HD értékekbdl szarmazd kalibracios egyenletet

alkalmaztak a mindkét tanulmanyban levo teljes adathalmazra [40].

A VDSP protokolljaban tett standardizacios javaslatok kovetése nem csekély feladat, mivel

a tanulmany ideje alatt Magyarorszagon nem Volt olyan rutin diagnosztikai laboratorium,
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ahol a 250HD meghatarozasokat LC-MS/MS modszerrel végeznék, igy a korabban

fagyasztott mintak Gjramérése nem volt Kivitelezheto.

Megkozelitésiink alapjan, a laboratérium altal mért 250HD eredmények korrekcidjahoz,
minden DEQAS vizsgélati kornél a NIST célértéktol valo eltérések figyelembe vételével a
regresszios analizis elvégzésére és alkalmazasara lenne sziikség. Tovabba, a DEQAS
programban valo részvételi dij egészen méltanyos, igy a mi megkdzelitésiinkkel batoritani
tudjuk a résztvevo laboratériumokat, hogy konnyedén korrigalni tudjak az elsédlegesen

kapott 250HD értékeiket.

A tanulmanyunk korlatai koz¢ tartozhat, hogy a vizsgalatokat a 6 évig fagyasztva tarolt
mintakbdl végeztikk. Modszeriink validalasdhoz és a szamitasok pontossdgahoz tovabbi
szérum mintak lennének sziikségesek. A tanulmanyunk kapcsan megjelent szakért6i
kommentér koltséghatékonynak vélte a megkdzelitésiinket, de felhivta a figyelmiinket,
hogy egy definitiv médon elévalogatott 40 DEQAS minta adatait atdlelé mesterképlet

hasznalata tovabb pontositana a standardizacios torekvésiinket [99].

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

elégtelenségben szenveddk aranya 53%-rol 72%-ra valtozott [100].
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7. OSSZEFOGLALAS

Az  OPG/RANKL/RANK  rendszer  kulcsfontossagii  szabdlyozdja  az
osteoclastogenesisnek ¢és jelentdés kozvetitdé tényez6 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 molekularis szereplokkel, mint példaul a
cystatin C csontanyagcserével valo kapcsolata.

Munkéank soran a HunMen kohorszban meghatiroztuk 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 szignifikansan
korrelalt az életkorral, a cystatin C-vel, oestradiollal és a szabad testosteron indexxel.
Osszehasonlitva a kozépkora (életkor: < 59 év, n = 98) és az id6s6dd férfiak (életkor > 59
év, n = 96) vizsgalati paramétereit, Szignifikansan magasabb szérum OPG koncentraciot
talaltunk az id6sod6 férfi csoportban levoknél és jelentésen alacsonyabb sRANKL
koncentraciokat, illetve alacsonyabb SRANKL/OPG aranyt.

Osszefoglalva, a vizsgalt kohorszban, az életkoron til (ami a legerdsebb elérejelzd
faktor), a cystatin C az OPG jelent6s eldrejelzéje fliggetleniil az életkortol, az FTI-t61 és az
E2-t6l, valamint a cystatin C és az OPG kozotti Osszefiiggés egyértelmiibb a kor
eldérehaladtaval.

Tovéabba, a DEQAS adatokkal képzett standardizacidos mesterképlettel a HunMen
tanulmany 250HD értékeit korrigaltuk. A korrekciohoz a DEQAS NIST célértékek és a
DEQAS mintdk DiaSorin LIAISON® CLIA modszerrel mért 250HD koncentraciok
kapcsolatabol szdrmazd linearis regresszids egyenletet alkalmaztuk. A HunMen
tanulmanyban az eredetileg HPLC-vel mért 250HD A4tlagértékek a DiaSorin LIAISON®
CLIA modszerrel valo Gjramérés soran 73 nmol/L-rél 53 nmol/L-re, majd a DEQAS NIST
célértékkel vald standardizaciot kdvetéen 62 nmol/L-re valtozott, tovabba az eredetileg
kozolt, HPLC-vel mért D-vitamin elégtelenség (250HD <75 nmol/L) el6éfordulési
gyakorisaga a standardizaciot kovetden jelentésen megemelkedett 53%-rol 72%-ra.

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

laboratériumokban kiilonb6zé médszerekkel meghatarozott 250HD értékeket.
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8. SUMMARY

In addition to being a key regulator of osteoclastogenesis, the OPG/RANKL/RANK
system is reported as being a significant mediator between factors such as estradiol,
testosterone, parathyroid hormone, vitamin D, and bone turnover. Data on OPG and
RANKL levels in healthy men is accumulating. Nonetheless, based on published data, it
may well be generalized that the association between OPG/RANKL and its predictors is
lacking consensus. Furthermore, the association of cystatin C with OPG and RANKL has
only been limitedly investigated in the healthy, where no significant correlation was found.

We determined serum OPG and SRANKL levels and examined its relationship with
cystatin C, age, 25-hydroxyvitamin D, parathyroid hormone, biochemical markers of bone
turnover, total testosterone, total 17p-estradiol and L1-L4 and femur neck BMD data
available from 194 randomly selected ambulatory men belonging to the HunMen cohort.
OPG correlated significantly with age, cystatin C, E2 and FTI. Compared to the middle-
aged (age < 59 years, n = 98), older men (age > 59 years, n = 96) had significantly higher
serum OPG and lower sRANKL levels. The results of this study demonstrated that in
addition to age (which was the stronger predictor), other modifiable factors such as cystatin
C, FTI and E2 were also significant predictors of OPG, and that the association between
cystatin C and OPG was more evident in the elderly age group. As such, cystatin C is a
significant predictor of OPG independently of age, FTI and E2 [95].

We reanalyzed samples belonging to the HunMen cohort using the automated
DiaSorin LIAISON® total 250HD chemiluminescence immunoassay. The HunMen
250HD values were corrected using the linear regression equation derived from the
analysis of relationship between our DiaSorin LIAISON® CLIA measured total 250HD
values and the DEQAS NIST total target values for all five of the DEQAS samples. The
mean total 250HD value changed from 73 nmol/L, with the original HPLC methology, to
53 nmol/L as measured by the DiaSorin LIAISON® CLIA platform, and following NIST
total target value bias standardization to 62 nmol/L. As such, the originally reported
prevalence of hypovitaminosis D (250HD <75 nmol/L), as measured by HPLC, increased
significantly from 53 to 72%, following standardization of the DiaSorin LIAISON® CLIA
platform measured values. In conclusion, a simple approach readily applicable at the point
of conception of the 250HD values, at the routine diagnostic laboratory where the
measurements are primarily done, could perhaps be a practical solution to the anomaly
surrounding non-standardized 250HD values [100].
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9. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS MEGALLAPITASAI, GYAKORLATI
JELENTOSEGE

. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a vizsgalt férfi kohorszban, az életkor
elérehaladésaval emelkedik a szérum OPG koncentracio és a sRANKL/OPG arany
csokken.

o A vizsgalt férfi kohorszban, az életkoron til, ami a legerdsebb elérejelz6 faktor, a
cystatin C, FTI és E2 szintén az OPG jelent6s befolyasolo tényezdi, illetve a cystatin C és
az OPG kozotti 0sszefiiggés egyértelmiibb a kor elérehaladtaval.

o Vizsgélataink azt mutatjak, hogy nincs korrelacié az OPG és az eGFR kozott az
MDRD egyenlet hasznalatakor, viszont szignifikdnsan negativ korrelaciot taldltunk a
CKD-EPI cystatin C ¢s CKD kreatinin — cystatin C egyenlet alkalmazasaval.

o A csont asvanyianyag-siriség mérési adatainak elemzése sordn statisztikailag
magasabb FN és LS BMD-t tapasztaltunk azoknal az egyéneknél, akiknél a SRANKL
kimutathaté 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 korrelaciot a 250HD, mint a szervezet D-
vitamin ellatottsaganak 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 kiilonb6z6é modszerekkel meghatarozott 250HD értékeket.
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