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Ledvicna osteodistrofija je pogost zaplet pri bolnikih s koncno ledvicno odpovedjo, ki se
zdravijo s hemodializo (HD). Kljucni regulatorji kostnega obrata pri ledvicni osteodistro-
[ifi, kalciotropni hormoni, delujejo preko sistema OPG/RANKIL/RANK. Delovanje tega si-
stema modulirajo interlevkini, kalcitriol in paratiroidni hormon (PTH). Namen nase raz-
iskave je dokazati, da ima ta sistem pomembno viogo v patogeneziledvicne osteodistrofije
in predstavija enega od mehanizmov delovanja PTH na kostno tkivo.

V raziskavo smo vkljucili 106 HD bolnikouv (s povprecno starostjo 60 let) in 50 zdravih
oseb (s povprecno starostjo 64 let). V serumskih vzorcih bolnikov in kontrolnih oseb smo
izmerili koncentracije osteoprotegerina (OPG), liganda receptorja za aktivator jedrnega
dejavnika kB (RANKL), na tartarat rezistentne kisle fosfataze 5b (TRAP 5b), precnih pove-
zovalcev kolagena (CTX), kostne alkalne fosfataze (BALP), osteokalcina (OC) in PTH.
Primerjali smo rezultate meritev pri kontrolni skupini in bolnikih na HD. Ocenili smo
povezavo med OPG in RANKL ter kazalci kostnega obrata. Analizirali smo tri najpogostej-
Se polimorfizme v promotorski regiji OPG in ovrednotili njihov vpliv na koncentracije
OPG. Za statisticno analizo smo uporabili statisticni program SPSS za okolje Windows.

Pri bolnikih na HD so priblizno 3-krat visje serumske koncentracije OPG (0,804 ug/l) kot
prizdravih osebah (0,272 ug/l), serumske koncentracije RANKL (1,36 pmol/l) pa 1,66-krat
visje (0,82 pmol/l). Serumske koncentracije OPG se pri bolnikih, ki se zdravijo s kalcitri-
olom, ne razlikujejo znacilno (p = 0,355), medtem ko so koncentracije RANKL pri bolnikih
sterapijo visje (p = 0,001) kot pri tistih brez nje. Tudi pri razdelitvi bolnikov na HD v tercile
PTH so znacilno visje koncentracije OPG v spodnjem, RANKL pa v zgornjem tercilu (p <
0,001). OPG ni koreliral s kazalci razgradnje, med kazalci tvorbe pa samo z osteokalci-
nom. RANKL je v nasprotju z OPG dobro koreliral s PTH, z OC in CTX. Trije polimorfizmi
(149T - C, 163 A — G, 950 T — C) v promotorju gena za OPG ne vplivajo na izrazanje
gena in s tem posledicno na njegove serumske koncentracije.

Nasi rezultati so potrdili dokaze studij in vitro o inhibicijskem delovanju PTH na tvorbo
OPG in o njegovih stimulatornih ucinkih na tvorbo RANKL. Koncentracije OPG so bile
najvisje pri bolnikih na HD v prvem, koncentracije RANKL pa v tretjem tercilu PTH. Pri
bolnikih na HD z visokim obratom je zaradi ucinkov PTH poruseno ravnoteZje v sistemu
OPG/RANKL/RANK in pospesena razgradnja kostnega tkiva. Rezultati potrjujejo vplete-
nost citokinskega sistema OPG/RANKL/RANK v patogenezo ledvicne osteodistrofije.
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Kljucne besede osteoprotegerin (OPG); ligand receptorja za aktivator jedrnega dejavnika kB (RANKL);

ledvicna osteodistrofija

Renal osteodystrophy is one of the most common complications affecting patients with end-
stage renal disease treated with hemodialysis (HD). The action of calciotropic hormones in
renal osteodystrophy is regulated by the OPG/RANKL/RANK system. Its function is modu-
lated by interleukines, calcitriol and parathyroid hormone (PTH).The aim of our study
was to confirm that this system is involved in the pathogenesis of renal osteodystrophy and

106 HD patients (mean age 60 years) and 50 healthy volunteers (mean age 64 years)
were enrolled in the study. In serum samples of patients and controls we determined con-
centrations of OPG, RANKIL, tartarat resistant acid phosphatase 5b (TRAP 5b), serum C-
terminal telopeptide cross-links of type I collagen (CTx), bone specific alkaline phosphatase
(BALP), osteocalcin (OC) and parathyroid hormone (PTH). We compared serum measu-
rements of HD patients and controls and assessed the correlation of OPG and RANKL with
bone markers. The most frequent OPG promotor gene polymorphisms were also determi-

Median OPG concentrations were approximately three times higher in HD patients (0.804
ug/l) than in healthy volunteers (0.272 ug/l). Mean serum RANKL concentrations were
1.66-fold higher in HD patients (1.36 pmol/l) than in controls (0.82 pmol/l). Serum RANKL
levels significantly differed between patients with and without calcitriol therapy (p = 0.001).
After dividing HD patients into tertiles according to PTH, we observed significantly higher
OPG values in the lower and RANKL in the upper tertile (p <0.001). OPG did not correlate
with bone resorption markers. Only weak correlation of bone formation markers with
osteocalcin was noted. In contrast to OPG, RANKL correlated well with PTH, OC and CTX.
OPG promoter gene polymorphisms (149 T — C, 163 A — G, 950 T — C) do not influence

Our results support the outcomes of in vitro studies of PTH inhibitory action on OPG and
PTH stimulatory action on RANKL synthesis. The highest OPG values were observed in the
Sirst tertile and RANKL levels in the third PTH tertile. In HD patients with high bone turno-
ver, PTH action leads to disbalance in OPG/RANKL/RANK and consequently to accelera-
ted bone resorption. We proved the role of the OPG/RANKL/RANK system in the pathogene-

osteoprotegerin (OPG); receptor activator of nuclear factor kB ligand (RANKL), renal
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presijo IL-1, TNF-a, IL-6 in njihovih receptorjev prikro-

Ledvic¢na osteodistrofija je pogost zaplet pri bolnikih
s kon¢no ledvi¢no odpovedjo, ki se zdravijo s hemo-
dializo in peritonealno dializo. Predstavlja skupno ime
zaspremembe v kostni remodelaciji pri dializnih bol-
nikih. Dinamika kostne remodelacije je odvisna od
aktivnosti kostnih celic in delovanja lokalnih medi-
atorjev, npr. citokinov in rastnih dejavnikov, ki urav-
navajo komunikacijo med osteoklasti in osteoblasti.
Nastajajo v kostnih celicah in celicah hematopoetske-
ga tkiva. Citokini in rastni dejavniki, ki so vpleteni v
proces kostne remodelacije, so: IL-1, IL-6, IL-11, TNF-
o, TGF 3 in IGF. IL-1 in TNF-o. pospesujeta proliferaci-
jo in diferenciacijo predhodnikov osteoklastov, IL-6
inIL-11 padiferenciacijo dozorevajocih osteoklastov.
TNF-a vpliva na razgradnjo kosti s pospesevanjem
tvorbe IL-6, na tvorbo IL-6 pa deluje tudi PTH.'-> Mon-
talban, Haughers in sodelavci*> so odkrili zvisano eks-

ni¢ni ledvi¢ni odpovedi. Ti dokazi potrjujejo po-
membno vlogo nastetih citokinov v patogenezi led-
vi¢ne osteodistrofije.

Studija Coena in sodelavcev® kaze na vse vecjo vlogo
sistema OPG/RANKL/RANK v procesu osteoklastoge-
neze. Osteoprotegerin (OPG) in ligand receptorja za
aktivator jedrnega dejavnika kB (RANKL) sta prote-
ina osteoblastov, receptor za aktivator jedrnega de-
javnika kB (RANK) pa protein v osteoklastih. OPG
predstavlja topni receptor za RANKL. Blokira interak-
cijo RANKL z RANK in tako zavira diferenciacijo oste-
oklastov in napredujoco razgradnjo kostnega tkiva.
Novejse razlage patogenetskih mehanizmov nastan-
kaledvi¢ne osteodistrofije se nagibajo k moznosti, da
klju¢ni regulatorji kostnega obrata pri tej bolezni, npr.
kalciotropni hormoni, delujejo preko sistema OPG/
RANKL/RANK.
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Dokazano je, da delovanje sistema OPG/RANKL/
RANK modulirata poleg interlevkinov tudi paratiro-
idni hormon (PTH) in kalcitriol. Mehanizmi delova-
nja nastetih molekul niso razjasnjeni. Ker tvorbo OPG
zavirata PTH in kalcitriol, je velika verjetnost, da so
spremembe v ravnotezju sistema OPG/RANKL/RANK
glavni vzrok za spremembe v kostni remodelaciji pri
ledvi¢ni osteodistrofiji in pri drugih kostnih bole-
znih.*?

Namen nase raziskave je dokazati, da ima sistem cito-
kinov OPG/RANKL/RANK pomembno vlogo v pato-
genezi ledvi¢ne osteodistrofije in predstavlja enega
od mehanizmov delovanja PTH na kostno tkivo. In
vitro Studije na celi¢nih kulturah so namrec pokazale,
da delovanje sistema OPG/RANKL/RANK modulira
PTH, ki pospesuje tvorbo RANKL in zmanjsuje tvor-
bo OPG.

Preiskovanci in metode

Preiskovanci

V raziskavo smo vkljucili 106 dializnih bolnikov (s po-
vprecno starostjo 60 let) in 50 zdravih oseb (s povprec-
no starostjo 64 let). Dializni bolniki so bili iz treh slo-
venskih centrov za dializo: Jesenice (35), Trbovlje (31)
in Maribor (40). S postopki hemodialize se je zdravil
101 bolnik, z ambulantno peritonealno dializo pa 5
bolnikov. Povprec¢no trajanje dialize je bilo 57,8 me-
seca.

Vzroki za kon¢no ledvi¢no odpoved pri hemodiali-
znih (HD) bolnikih so bili razli¢ni: kroni¢ni glomeru-
lonefritis, hipertenzivna nefroskleroza, kroni¢ni pielo-
nefritis, analgetska nefropatija, policisti¢cna degene-
racija ledvic in diabeti¢na nefropatija.

Bolniki so bili dializirani 3-krat tedensko, fosfatne ve-
zalce je prejemalo 98 bolnikov v odmerkih, ki so bili
individualno odrejeni (kalcijev karbonat je prejema-
lo 65 bolnikov, aluminijev hidroksid 13 bolnikov, oba
navedena vezalca 14 bolnikov, sevelamer hidroklo-
rid 6 bolnikov). Vitamin D terapijo (Rocaltrol, Calci-
jex, D3 granulat) je prejemalo 26 bolnikov v intraven-
skih odmerkih od 0,25 do 1 ug/dan po dializi. Preosta-
la ledvi¢na funkcija je bila ohranjena pri 32 bolnikih
in je znasala v povprecju 0,05 £ 0,03 ml/s/1,73 m.?
Vsi preiskovanci so podpisali obrazec za prostovolj-
no vkljucitev v raziskavo. Pridobili smo tudi dovolje-
nje Komisije za medicinsko eti¢na vprasanja Sloveni-
je. V Razpredelnici 1 so zbrane osnovne znacilnosti
preiskovancev.

Vzorci seruma in plazme

Zaradi cirkadianih ritmov izlo¢anja vecine biokemic-
nih kazalcev smo venski odvzem krvi izvrsili med 6.
in 9. uro zjutraj pred dializo. Polno kri, odvzeto z anti-
koagulantom (K3EDTA), in vzorce serumov smo do
analize zamrznili na -70 °C.

Vzorci krvi in izolacija DNK

DNK so osamili iz levkocitov venske krvi v laboratori-
ju Katedre za klini¢no biokemijo na Fakulteti za far-
macijo. Vzorci krvi so bili odvzeti z antikoagulantom

(K3EDTA). Osamitev DNK je potekala s postopkom
izsoljevanja.!

Merjenje biokemijskih kazalcev

V biokemic¢nem laboratoriju Splosne bolnisnice Jese-
nice smo z imunokemijskimi metodami izmerili kon-
centracije sledecih kazalcev kostne presnove: OPG,
RANKIL, na tartarat odporne kisle fosfataze Sb (TRAP
5b), pre¢nih povezovalcev kolagena (CTX), kostne al-
kalne fosfataze (BALP), osteokalcina (OC) in PTH.

StatistiCna analiza

Rezultate smo izrazili kot povpre¢no vrednost s stan-
dardno deviacijo (X + SD) in kot mediano z obmoc¢-
jem (min - max vrednost) pri parametrih, katerih po-
razdelitev ni bila normalna. Porazdelitev rezultatov po-
sameznega biokemi¢nega kazalca smo testirali s Kol-
mogorov-Smirnovim testom. Za celovito statisti¢no
obdelavo smo uporabili naslednje teste: Oneway
ANOVA, Kruskal-Wallisov test in Spearmanovo kore-
lacijo. Meja statisti¢ne znacilnosti je bila pod 0,05. Upo-
rabili smo statisti¢ni program SPSS 12.1 za okolje Win-
dows (SPSS, Inc. Chicago, USA).

Rezultati

OPG in RANKL ter serumski kazalci kostnega
obrata pri bolnikih na HD

Serumske kazalce kostnega obrata (OPG, RANKL,
TRAP 5b, CTX, BALP, OC in PTH) smo izmerili pri 50
zdravih osebah in 106 bolnikih na HD. Osnovne zna-
Cilnosti preiskovancev smo prikazali v Razpr. 1 in
2. Zaradi vpliva kalcitriola in PTH na tvorbo OPG in
RANKL smo bolnike na HD razdelili v podskupini s
terapijo s kalcitriolom in brez. Za ocenjevanje spre-
memb v kostni presnovi zdravniki Se vedno najpo-
gosteje uporabljajo plazemske koncentracije PTH,

Razpr. 1. Osnovne znacilnosti preiskovanceuv, zdravih
oseb in HD bolnikov z in brez terapije s kalcitriolom.

Table 1. General characteristics of patients, controls
and HD patients without and with calcitriol therapy.

Kontrolne Podskupina I Podskupina IT
osebe (brez terapije) (s terapijo)
Subgroup I Subgroup II
Controls (without therapy) (with therapy)
N 50 80 26
Moski: N (% -
Males ) 26(52,0) 38(47,5) 16 (61,5)
Zenske: N (%) -
Females 24(48,0) 42(52,5) 10(38,5)
Starost (leta) ; -
Age (years) 62+17,1 59,7+ 13,3 60,1+129
HD (meseci) - -
HD (months) - 35 (6-240) 42,5 (4-384)
Fosfati (mmol/1) -
Phosphates 1,22 +£0,16 1,66 + 0,39 1,72+ 0,35
Ca* (mmol/1) 234+0,13 2,39 £ 0,24 2,34 +0,14
CaXP (mmol?/1?) 2,85+0,15 3,96 + 0,31 4,02+0,21
Diureza (ml) B 205 + 240 240+ 92

Diuresis
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Razpr. 2. Osnovne znacilnosti preiskovancev v terci-

Razpr. 3. Serumske koncentracije OPG, RANKL in kost-
nih kazalcev pri bolnikih na HD in kontrolnih ose-

bah.
Table 3. OPG, RANKL and bone markers in HD pa-
tients and controls.
Parameter HD bolniki Kontrolne osebe
Parameter HD patients Controls P
N =80 N =50
RANKL (pmol/L) 1,36 0,39 0,82+0,70 <0,001
OPG (ug/L) 0,804 (0,342-3,144)  0,272(0,109-0,552) <0,001
PTH (pmol/L) 18,6 (3,1-310,2) 3,9(2,1-7,2) <0,001
CTX (ug/L) 1,79 (0,43-6,85) 0,34 (0,22-0,46)  <0,001
TRAP-5b (U/L) 4,04+ 1,35 2,98 +0,89 <0,001
bALP (mkat/L) 0,51 (0,13-2,98) 0,37 (0,18-0,57)  <0,001
OC (ug/L) 18,6 (1,0-195,8) 7,6(2,2-11,1) <0,001

Razpr. 4. Serumske koncentracije OPG in RANKL pri
dializnih bolnikih s terapijo z vitaminom D in brez.

Table 4. OPG and RANKL in dialysis patients with and

lih PTH.
Table 2. General characteristics of patients in PTH ter-
tiles.
L. tercil I1. tercil IIL. tercil P
PTHI PTH II PTH III
N 26 27 27
Moski: N (% —
MoSki: N (%) 14175 13(163) 11(137) 0048
Zenske: N (%) .
Females 12 (15,0) 14(17,5) 16 (20,0) 0,033
Starost (leta) - - -
Age (years) 6534132 569+128 57,2+126 0,039
HD (meseci) </
HD (months) 28(6-231) 35(6-185)  46(3-240) 0,446
Fosfati (mmol/1)
Phosphate 1,59+0,33 1,57 £0,40 1,82 +0,42 0,083
Ca?" (mmol/l) 241+030 240+0.24 2,38+0,19 0,325
CaXP mmol?/I? 383+0,32 376+0,32 433 +0,31 0,079
PTH (ug/l) 29,3-103,0  109,7-263,0  362,0-1700,0 <0,001
Diureza (ml) -
Diureis 270+£225 253 +245 362+ 187 0,611

zato smo se odlocili, da bolnike na HD brez zdravlje-
nja z vitaminom D razdelimo v tercilne skupine po
vrednosti PTH (Razpr. 2). Tako smo zagotovili enot-
no porazdelitev bolnikov na znotraj tercilnih skupin,
izognili pa smo se delitvi glede na koncentracije PTH,
ki so jih, danes pa redkeje, uporabljali za delitev led-
vi¢ne osteodistrofije v razli¢ne podtipe. Rezultati me-
ritev biokemic¢nih parametrov pri kontrolni skupini
in bolnikih na HD so podani v Razpr. 3. Mediana
serumske koncentracije OPG je pri HD bolnikih 2,96-
krat visja kot pri kontrolni skupini. Tudi povprec¢na
vrednost serumske koncentracije RANKL je pri bol-
nikih na HD vigja kot pri kontrolni skupini (1,66-
krat). Pri bolnikih na HD so poleg OPG in RANKL
znacilno visje tudi koncentracije kazalcev tvorbe
(BALP, OC) in kazalcev razgradnje (TRAP 5b, CTX),
kar neodvisno potrjuje visok kostni obrat pri bolni-
kih na HD.

Pri bolnikih na HD, ki prejemajo kalcitriol, smo
dokazali znacilno visje vrednosti RANKL, vrednosti
OPG in ostalih kazalcev pa niso bile znacilno visje
(Razpr. 4).

Zelo zanimivo, teoreti¢no pricakovano in statisti¢no
znacilno (p <0,001) so se gibale koncentracije OPG in
RANKL v PTH tercilnih skupinah (Razpr. 5). Koncen-
tracije OPG so bile v prvem tercilu visje kot v tretjem,
RANKL paobratno (Sl. 1in 2), kar kaze naucinke PTH,
ki zavira tvorbo OPG, tvorbo RANKL pa pospesuje.

Razpr. 5. Serumske koncentracije OPG, RANKL ter
kostnih kazalcev v tercilih PTH.

Table 5. OPG, RANKL and bone markers in PTH tertiles.

without calcitriol therapy.

Parameter

Bolniki s terapijo

Bolniki brez terapije

Parameter Patients with therapy Patients without therapy p
n=26 n =380
OPG (ug/L) 0,831(0,534-2,196) 0,804 (0,342-3,144) 0,355
RANKL (pmol/L) 1,65 + 0,44 1,36 + 0,39 0,001
PTH (pmol/L) 24,5 (4,1-226,4) 18,6 (23,1-310,2) 0,088
TRAP 5b (U/L) 436+1,74 4,04 +1,35 0,697
CTX (ug/L) 1,97 (0,87-6,33) 1,79 (0,43-6,85) 0,355
BALP (U/L) 0,60 (0,21-3,76) 0,51 (0,13-2,98) 0,147
OC (ug/L) 27,0 (7,3-294,8) 18,6 (1,0-294,8) 0,072
1 OPG I vs. OPG Ill, p < 0,001
3000,0
ol 1
2000,0 *
ol
1000,0 ]
0,0

I
OPGI

I I
OPG Il OPG Il

SL 1. Serumske koncentracije OPG v tercilih PTH.
Figure 1. Serum OPG in PTH tertiles.

PTHI PTHII PTH III p

N 26 27 27

RANKL (pmol/L) 1,23 +0,26 1,27 £ 0,42 1,54 + 0,39 <0,001
OPG (ug/L) 0,960 (0,498-3,144) 0,744 (0,360-1,884) 0,792 (0,342-1,62) <0,001
BALP (ukat/L) 0,40 (0,13-1,54) 0,49 (0,22-0,98) 0,76 (0,16-2,98) <0,001
OC (ug/L) 11,1 (1,0-81,0) 18,8(5,5-73,4) 59,8 (9,4-195,8) <0,001
TRAP 5b (U/L) 3,73 £1,00 3,83+1,17 4,56 + 1,67 <0,001
CTX (pg/L) 1,33 (0,43-3,27) 1,75 (0,51-3,27) 3,1(0,78-6,85) <0,001
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RANKL I vs. RANKL IIl, p < 0,001 o'
2,50+
2,0+
ol
1,50+
|
1,00+
ol
0,50 T T T
RANKL | RANKL II RANKL Il

SL. 2. Serumske koncentracije RANKL v tercilih PTH.
Figure 2. Serum RANKIL in PTH tertiles.

Korelacijske Studije

V nadaljevanju Studije smo Zeleli oceniti povezavo
med OPG in RANKL ter ostalimi biokemijskimi kazal-
ci kostnega obrata (Razpr. 6). Ve¢ avtorjev'® 12 je do-
kazalo negativno korelacijo med OPG in PTH. Pri na-
sih bolnikih je ta povezava negativna in neznacilna.
Spearmanova korelacija ne kaze tesnih povezav med
OPG in kazalci tvorbe oz. razgradnje. Tudi RANKL sla-
bo korelira z merjenimi parametri. RANKL v nasprot-
ju z OPG dobro korelira s PTH (r = 0,322), z OC (r =
0,231)ins CTx (r = 0,232).

Vpliv polimorfizmov v genu za OPG na njegove
serumske koncentracije

Spremembe v promotorju gena za OPG bi lahko vpli-
vale na vezavo razli¢nih transkripcijskih dejavnikov
in spremenile izrazanje OPG in posledi¢no tudi nje-
gove serumske koncentracije ter u¢inke v kostnem
mikrookolju. Z analizo polimorfizmov dolzin restrik-
cijskh fragmentov (RFLP) smo dolocili polimorfizme
(149T—>C,163A— G,950 T — C) v promotorju gena
za OPG (Razpr. 7). Zanobenega od preucevanih poli-
morfizmov ni statisti¢no znacilne povezave s serum-
skimi koncentracijami OPG.

Razpr. 7. Serumske koncentracije OPG pri dializnih
bolnikih za polimorfizme 1497 > C, 1634 > G in 950T
>C na genu za OPG.

Table 7. Serum OPG and OPG polymorphisms 149T
>C 1634 > G and 950T > C.

Polimorfizem Genotip Frekvenca (%)

OPG (ug/D) p

Polymorphism Genotype Frequency
TT 94,1 0,807 (0,320-1,884)
149T> C TC 59 0,850 (0,334-2,028) 0,622
CcC 0 /
AA 78,6 0,725 (0,411-1,790)
163A>G AG 20,1 0,813 (0,420- 2,140) 0,705
GG 1,3 0,792
T 30,1 0,760 (0,512-1,282)
950T>C TC 45,2 0,827 (0,344-1,884) 0,901
CC 24,7 0,790 (0,460-1,506)

Razpravljanje

Nasi rezultati se ujemajo z dokazi Haasa,'! ki je dobil
znacilno nizje serumske koncentracije OPG pri bol-
nikih na HD z visokim kostnim obratom v primerjavi
s tistimi, ki so imeli nizek kostni obrat. Haas je svoje
izsledke podprl z rezultati kostne histomorfometrije,
ki kazejo na nizjo stopnjo mineralizacije in hkrati na
visoko aktivnost osteoklastov in osteoblastov pribol-
nikih na HD s PTH nad 47,6 pmoy/1. Pri teh bolnikih so
bile koncentracije znacilno nizje kot pribolnikih s PTH
pod 47,6 pmol/l. Kombinacijo PTH in OPG je pripo-
roc¢al kot uporabno pri napovedovanju ledvi¢ne oste-
odistrofije z visokim kostnim obratom. Do enakih za-
kljuckov je leta 2005 prisla tudi nasa skupina,'? na-
sprotno pa je Coen'® dokazal rahlo, vendar neznacil-
no visje koncentracije OPG v serumu bolnikov z viso-
kim kostnim obratom, zato obstaja dvom o diagno-
sti¢ni uporabnosti OPG pri napovedovanju kostnega
obrata pri bolnikih na HD. Potrebne so nacrtovane
studije o diagnosti¢ni uporabnosti OPG.

In vitro Studije so ze potrdile vlogo OPG pri negativ-
nem uravnavanju razgradnje kostnega tkiva. O zvisa-
nih serumskih koncentracijah OPG pri bolnikih z led-
vi¢no osteodistrofijo so porocali Haas!! in Kazama'
marca 2002, Coen® junija 2002 ter oktobra 2002 in
marca 2005 nasa skupina.'* > Avtorji enotno ocenju-
jejo, da so zvisane koncentracije OPG pri bolnikih na
HD posledica uc¢inkov PTH, ki ne pospesuje samo raz-
gradnje kosti, temvec tudi mineralizacijo kosti z veca-
njem Stevila osteoblastov, v katerih poteka tvorba
OPG. Nasprotno pa studije na genski ravni kazejo, da

Razpr. 6. Korelacijski koeficienti testiranja povezav med OPG in kazalci kostnega obrata pri dializnih bol-
nikih.
Table 6. Correlation studies between OPG and markers of bone turnover in dialysis patients.

OPG RANKL PTH bALP ocC TRAP CTX
OPG - 0,031 -0,118 0,024 -0,359* -0,092 -0,112
RANKL 0,031 - 0,322* 0,174 0,231* 0,048 0,232*
PTH -0,118 0,322+ - 0,474 0,670** 0,361** 0,559**
bALP 0,024 -0,075 0,474* - 0,544** 0,640** 0,590**
ocC -0,359** 0,231* 0,670 0,544** - 0,441* 0,743**
TRAP -0,092 -0,048 0,361** 0,640** 0,441+ - 0,546**
CTX -0,112 0,232* 0,559** 0,590 0,743 0,546 -

*p<0,05,* p<0,01
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PTH zavira ekspresijo gena za OPG in posledi¢no tvor-
bo OPG. To pomeni, da bi pri dializnih bolnikih z vi-
sokim kostnim obratom dejansko lahko pric¢akovali
nizje vrednosti OPG kot pri tistih z nizkim obratom.
To je eden od razlogov, da smo v studiji preiskovance
razdelili v tercile glede na koncentracije PTH.
Zvisana koncentracija OPG v obtoku je lahko posle-
dica kopicenja zaradi motenega izloc¢anja preko led-
vic, kar potrjuje normaliziranje serumskih koncentra-
cij OPG pri ledvi¢nih bolnikih po uspesni presaditvi
ledvic.'® Sedemindvajset nasih preiskovancev (5 v pr-
vem, 8 v drugem in 14 v tretjem tercilu) je imelo Se
delno ohranjeno ledvi¢no funkcijo. Primerjava diurez
pri preiskovancih med tercili ni pokazala znacilnih
razlik, kljub temu pa so se serumske koncentracije
OPG in RANKL znacilno razlikovale, zato menimo, da
kopicenje teh proteinov v obtoku ni posledica mote-
nega izlo¢anja. Visje vrednosti OPG si razlagamo kot
posledico kompenzacijskega odgovora organizma na
poruseno homeostazo kalciotropnih hormonov
(PTH, kalcitriol). Kalciotropni hormoni modulirajo de-
lovanje sistema OPG/RANK/RANKL ter stimulirajo ak-
tivnost osteoklastov in osteoblastov na celi¢ni in mo-
lekularni ravni. To delovanje potrjujejo tudi znacilno
visje koncentracije kazalcev tvorbe in razgradnje.
Rezultati nase studije so pokazali, da so pri bolnikih
na HD priblizno 3-krat visje serumske koncentracije
OPG (0,804 pg/L) kot pri zdravih osebah (0,272 pg/L),
serumske koncentracije RANKL (1,36 pmol/l) pa 1,66-
kratviSje (0,82 pmol/]). Serumske koncentracije OPG
se pri bolnikih, ki prejemajo kalcitriol, ne razlikujejo
znacilno (p = 0,355), medtem ko so koncentracije
RANKL pri bolnikih s terapijo visje (p = 0,001) kot pri
tistih brez nje. Tudi pri razdelitvi bolnikov na HD v
PTH tercile so znacilno visje koncentracije OPG v
spodnjem tercilu, RANKL pa v zgornjem tercilu (p <
0,001).

In vitro Studije so potrdile zaviralne ucinke PTH in
kalcitriola na tvorbo OPG oz. njuno stimulacijsko de-
lovanje na tvorbo RANKL. Zaradi teh vplivov je lahko
poruseno ravnotezje v sistemu OPG/RANK/RANKL,
pospesena osteoklastogeneza in razgradnja kostne-
ga tkiva. V celoti pa ne moremo izkljuciti moznosti,
daje zvisan OPG v obtoku posledica nastajanja v dru-
gih organih. Vec avtorjev'”!® je namre¢ dokazalo, da
tvorba OPG poteka tudi v celicah pljug, srca, Zilja in
ledvic, zviSuje se pri vnetjih in s starostjo.

Vec raziskovalcev je dokazalo, da zdravljenje z vita-
minom D vpliva na izrazanje oziroma tvorbo OPG in
RANKL. Serumske koncentracije vitamina D se zniza-
jov zgodnji fazi razvojaledvi¢ne odpovedi. Krajsi ¢as
je izrazeno kompenzacijsko delovanje PTH, ki pospe-
Suje tvorbo kalcitriola. Ko delovanje PTH odpove, na-
stopi ¢as za uvedbo zdravljenja s kalcitriolom, ki je
povezano s strogim nadzorom nad pojavom hiper-
kalciemije in razvojem adinamic¢ne kostne bolezni.
Kalcitriol pospesuje izrazanje RANKL v dozorevajo-
¢ih preosteoblastih in izrazanje OPG v zrelih osteobla-
stih.'* 20 Zvisan RANKL pri bolnikih na HD z zdravlje-
njem ni le posledica delovanja PTH, ampak dodatnih
ucinkov kalcitriola, ki vpliva na nastajanje preosteobla-
stov in na sorazmerno vecjo tvorbo RANKL. Ker kal-
citriol pospesuje tudi dozorevanje osteoblastov, po-

sredno vpliva tudi na tvorbo OPG, ki je pri bolnikih,
ki prejemajo kalcitriol, visji kot pri bolnikih brez tera-
pije.

Korelacijske studije OPG in RANKL z biokemic¢nimi
kazalci kostne presnove pri bolnikih na HD so red-
ke.! 12 Ugotavljajo negativno korelacijo med OPG in
PTH. Tudi pri nasih bolnikih je ta povezava negativna
in neznacilna. OPG ni koreliral s kazalci razgradnje,
med kazalci tvorbe pa samo z osteokalcinom. Serum-
ske koncentracije OPG verjetno ne odsevajo stanja v
kostnem mikrookolju. Ta razlaga je podprta z dej-
stvom, da OPG nastaja v razli¢nih tkivih (pljuca, srce,
kosti, ledvica, zile), zato lahko spros¢anje iz nastetih
organov prispeva k zvisanju koncentracij OPG v ob-
toku. Tudi RANKL je slabo koreliral z merjenimi para-
metri, v nasprotju z OPG pa dobro s PTH, z osteokal-
cinomin s CTx. Tirezultati kazejo nato,daima RANKL
vecjo moznost kot potencialni kazalec kostnega obra-
ta pri bolnikih na HD.

V vec studijah so dokazali, da imajo bolniki s kronic-
no ledvi¢no odpovedjo zvisane serumske koncentra-
cije OPG.'"2 Skupaj z raziskovalno skupino Arko Bar-
bare*' smo dokazali, da trije polimorfizmi (149 T — C,
163 A - G, 950 T — C) v promotorju gena za OPG ne
vplivajo naizrazanje genain s tem posledi¢no na nje-
gove serumske koncentracije.

Nasirezultati so potrdili dokaze in vitro Studij o inhibi-
cijskem delovanju PTH na tvorbo OPG in o njegovih
stimulacijskih uc¢inkih na tvorbo RANKL. Koncentra-
cije OPG so bile najvisje pri bolnikih na HD v prvem,
koncentracije RANKL pav tretjem tercilu PTH. Pribol-
nikih na HD z visokim obratom je zaradiuc¢inkov PTH
poruseno ravnotezjevsistemu OPG/RANKL/RANK in
pospesena razgradnja kostnega tkiva. Rezultati potr-
jujejo vpletenost citokinskega sistema OPG/RANKL/
RANK v patogenezo ledvi¢ne osteodistrofije.
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