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Biochemische bot-turnover parameters en de laboratoriumdiagnostiek

E. van der VEER

De mogelijkheid om de botmineraaldichtheid (BMD)
aan te vullen met een meting van het dynamische
proces van de bot-turnover kan, in principe, voor de
kliniek van groot belang zijn voor het therapeutisch
handelen. In het verleden kon de bot-turnover alleen
gemeten worden m.b.v. de calciumkinetiek en de
histomorfometrische technieken waarbij tetracycline
wordt gebruikt. Dit was duur, tijdrovend en de laatste
methodiek daarbij zeer invasief voor de patiént. Hoe-
wel de biochemische botparameters al weer ruim tien
jaar in de research gebruikt worden as een goede
maat voor de bot-turnover, bleef het klinisch nut voor
de individuele patiént lang controversieel. Hoofd-
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reden voor dit tot nu toe beperkte gebruik in de kli-
niek was de grote biologische variatie, met as gevolg
dat alleen bij grote verschillen tussen patiént- en
controlewaarden de metingen te gebruiken waren
voor de diagnostiek, dan wel dat een zeer grote
respons op behandeling nodig was voor het volgen
van de effectiviteit van behandeling. Niettemin geven
de laatste ontwikkelingen reden tot optimisme. Meer
inzicht in het botmetabolisme en verbeterde techno-
logie maken het mogelijk deze nieuwe methodologie
ook voor de individuele patiént te gebruiken, mits er
rekening wordt gehouden met de beperkingen en
wordt gewerkt onder standaardcondities.

Dit artikel begint met een korte beschrijving van het
botmetabolisme en de klinisch meest relevante bot-
parameters, alvorens in te gaan op de mogelijkheden
tot klinische toepassingen.
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Botmetabolisme
In botweefsel van volwassenen zijn de continu verlo-
pende processen van botresorptie en botaanmaak met
elkaar in balans. Deze processen, tezamen bot-turn-
over genoemd, vinden voornamelijk plaats in de zgn.
botombouweenheden (* bone remodeling units'), waarin
de activiteiten van de osteoclasten (resorptie) en de
osteoblasten (formatie) gekoppeld zijn. Dit proces
van hermoduleren is essentieel voor gezond bot-
weefsel. Dagelijkse activiteiten veroorzaken dlijtage
en microfracturen. Zonder het continue proces van
afbraak en aanmaak zou het bot snel zijn sterkte ver-
liezen. In het algemeen wordt zo’'n 10% van het bot
per jaar vernieuwd. Verandering in de botmassaiis het
gevolg van het netto effect van beide processen. Met
andere woorden: vermindering van de botmassa kan
een gevolg zijn van het niet in balans zijn van aan-
maak en afbraak, waarbij het aantal betrokken botom-
bouweenheden mede de snelheid van afhame bepa-
len. In een normale gezonde situatie vindt in deze
botombouweenheden eerst de botresorptie gedurende
7 - 10 dagen plaats, waarna de botformatie 2 tot 3
maanden nodig heeft de ontstane ruimte op te vullen.
Afbraakproducten van de botmatrix en eiwitten of
enzymen die door de osteoclasten en osteoblasten ge-
synthetiseerd worden komen uiteindelijk in het bloed
terecht en kunnen dienen als parameters van de bot-
turnover (tabel 1). Voor de ‘ideale botaanmaak- of
botafbraakparameter geldt dat deze:
- botspecifiek is: uniek voor de botaanmaak of uniek
voor de botafbraak
- een goede correlatie heeft met veranderingen in de
botmassa
- een duiddlijke respons vertoont bij behandeling van
botformatie- of botresorptiestoornissen
- niet uit voedsel opgenomen wordt
- niet beinvioed wordt door stoornissen in de lever-
en nierfuncties
- niet beinvioed wordt door de menstruatiecyclus
- geen dag/nacht variatie vertoont
- geen seizoensvariatie vertoont
- een hoog discriminerend vermogen heeft
- een goede correlatie heeft met botombouwactivi-
teiten, b.v. calciumkinetiek en histomorfometrie.
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Figuur 1. Verschillen tussen commerciéle bepalingen: de to-
tale osteocalcine waarden van 20 vrijwilligers
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Tabel 1. Bot-turnover parameters

Botvorming

serum
Osteocalcine
(Totaal en % gecarboxyleerd osteocal cine)
Alkalische fosfatase
(Totaal en bot-specifiek ALP)
PICP
PINP

Botresorptie

serum
NTXx
CTx, ICTP

urine
Hydroxyproline
Galactosyl hydroxylysine
TRAP
Pyridinoline (totaal en vrije PYD)
Deoxypyridinoline (totaal en vrije DPD)
NTx
CTx, Crossaps

Deze ideale botparameter bestaat niet. Elke parameter
heeft wel met een of meerdere genoemde punten te
maken. Alle parameters vertonen dag- en nacht-ritme.
Een strikte standaardisatie ten opzichte van het tijd-
stip van bloedafname kan de variabiliteit zo klein
mogelijk houden. Het gebruik van z-scores naast de
absolute waarden verdient aanbeveling, want de para-
meters zijn afhankelijk van geslacht en leeftijd. De
aanmaak- en afbraakparameters zijn bij kinderen ho-
ger dan bij volwassenen, met een piek in de puberteit.
Kortom, het toegenomen inzicht maakt het mogelijk
de invloed van biologische variatie te minimaliseren.

Bot-turnover parameters

Osteocalcine

Osteocalcine ook wel bot-GLA-eiwit genoemd, is een
klein eiwit van 49 aminozuren, dat door de osteo-
blasten gesynthetiseerd wordt. Het bevat 3 glutamine-
zuurresiduen die door een vitamine K-afhankelijke
posttranglationele modificatie gecarboxyleerd worden.
Deze drie gamma-carboxyglutaminezuur (Gla) resi-
duen hebben een hoge affiniteit voor calcium. Humaan
osteocalcine is pas na deze modificatie metabool
actief. Osteocalcine is de laatste jaren vrij intensief
bestudeerd aangezien dit het meest voorkomende
niet-collagene eiwit is dat in de botmatrix voorkomt.
Vitamine D stimuleert de osteoblasten tot synthese
van osteocalcine. De functie van osteocalcine is nog
niet gedefiniéerd, maar de chemische structuur impli-
ceert dat het een goede interactie met hydroxy-apatiet
kan geven. Bij de afzetting in de botmatrix komt een
kleine hoeveelheid ervan in het bloed terecht. Voor de
bepaling van osteocalcine zijn verschillende tech-
nieken en reagentia in de handel. Verschillende anti-
lichamen herkennen duidelijk andere fragmenten van
het molecule (1). Er is geen ‘gouden standaard’, wat
het zeer moeilijk maakt om de resultaten van de ver-
schillende laboratoria met elkaar te vergelijken, met
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als gevolg dat de interpretatie van de onderzoeks-
resultaten wordt bemoeilijkt (1,2). Bij het vergelijken
van vijf in Nederland commerciéel verkrijgbare kits
vertonen de totaal osteocalcinewaarden van 20 vrij-
willigers zeer duidelijke verschillen (figuur 1). Daar-
naast geeft de meting van het percentage gecarboxy-
leerd osteocalcine slechts hij 2 van de 5 geteste kits
een duidelijke en constante scheiding tussen de sera
van controles en van patiénten die orale anticoagulan-
tia krijgen en dientengevolge hogere concentraties in-
actief osteocalcine hebben. Het verdient aanbeveling
om van deze eigenschap van osteocalcine gebruik te
maken om een keuze te maken uit de verschillende
kits.

Totaal en bot-specifiek alkalische fosfatase

Zowel de totale al's de bot-specifieke alkalische fosfa-
tase kunnen worden gemeten. Het meten van de totale
alkalische fosfatase, hoewe matig specifiek en matig
gevoelig voor de bot-turnover, is financieel veel aan-
trekkelijker. Voorwaarde is wel dat er b.v. geen lever-
problemen zijn, waarbij het lever-isozym de meting
van de totale alkalische fosfatase kan vertroebelen. Er
zijn vele methodieken voor het meten van de alkali-
sche fosfatase-isoenzymen ontwikkeld, zoals elektro-
forese, isoelectric focussing, lectine precipitatie en
immunoanalysen. Voor het meten van het bot-speci-
fieke isozym (B-ALP) heeft de immunoassay op dit
moment de voorkeur vanwege de goede specificiteit.
Commercied beschikbare assays maken gebruik van
immunologische technieken en meten of de enzym-
activiteit of de massa. Enige kruisreactiviteit met het
lever-isozym en klaring van B-ALP door de lever zijn
mogelijke oorzaken van de problemen bij patiénten
met leverziektes.

Amino- en carboxy-terminale procollageen type | ex-
tensie peptiden (PINP en PICP)

Deze vormen een maat voor de synthese van colla
geen type |. Na synthese komt het propeptide van col-
lageen in de extracellulaire ruimte terecht en worden
de beide extensiepeptiden afgesplitst. PICP is een
mannose-bevattende trimeer met een molecuul ge-
wicht van 117 kDa. Het wordt gestabiliseerd met dis-
ulfidebruggen. Met behulp van de mannosereceptor
kan PICP door de endotheelcellen van de lever op-
genomen worden, waardoor de leverfunctie invioed
heeft op de uiteindelijke concentratie in bloed. De
plasma halfwaardetijd bedraagt 6 - 8 minuten. PINP
is een 70 kDa globulair eiwit dat ook een triple helix
gedeelte bevat. De Gly-X-Y triplets bevatten proline
en hydroxyproline in dezelfde verhouding als het col-
lageenmolecuul. PINP kan uit het bloed verwijderd
worden door de scavengerreceptoren van de lever-
endotheelcellen. Hoewel PICP en PINP beide een 1
op 1 afspiegeling van het aantal gevormde collageen-
moleculen zouden moeten geven, is de gemeten re-
spons van beide parameters niet gelijk. Het verschil
kan het gevolg zijn van het verschil in klaring van de
beide parameters, maar ook door een verschil in bot-
specificiteit. De recent ontwikkelde assay voor PINP
is veel botspecifieker als gevolg van de verbeterde
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technieken bij het ontwikkelen van de kit. Voorkeur
wordt dan ook gegeven aan PINP als parameter voor
de collageensynthese.

Pyridinoline crosslinks

Deze staan de laatste tien jaar sterk in de belangstel-
ling as afbraakproducten van collageen. Bij aggre-
gatie van de collageenmoleculen tot fibrillen vindt
stabilisatie plaats door dwarsverbindingen, de zoge-
naamde “pyridinoline crosslinks’. Er zijn twee ver-
schillende dwarsverbindingen bekend: pyridinoline
(PYD), dat uit drie moleculen van het aminozuur
hydroxylysine wordt gevormd en deoxypyridinoline
(DPD) dat bestaat uit twee hydroxylysine en één
lysine molecule. De pyridinoline crosslinks worden
aangetroffen op twee plaatsen van het collageen.
Twee amino-tel opeptiden vormen een crosslink-brug
met triple helix-residue 930 (NTx; INTP) en twee
carboxy-telopeptiden vormen een crosslink-brug met
triple helix-residue 87 (ICTP, CTx, Crossaps). De
crosslinks komen in alle typen collageen voor en zijn
dus niet weefselspecifiek. In alle bindweefsels wordt
meer PYD dan DPD aangetroffen. In bot en dentine
is de ratio PYD : DPD het laagste, nl 3,5 : 1 (22%
DPD). In de andere bindweefsels is DPD minder dan
10%. Gezien het feit dat het botweefsel een veel ho-
gere turnover heeft dan de andere bindweefsels en het
feit dat de crosdlinks, die in de botmatrix worden ge-
vormd, alleen vrijkomen a's de matrix wordt afgebro-
ken, zijn het goede parameters voor de botresorptie.
De crosslinks kunnen zowel in bloed as in urine
gemeten worden. Hiervoor zijn meerdere technieken
(HPLC, ELISA, RIA en IRMA) ontwikkeld.

Tartraat-resistente zure fosfatase (TRAP)

Zure fosfatase is een lysosomaa enzym dat door de
osteoclasten geproduceerd wordt tijdens de bot-
resorptie. Het enzym is niet specifiek voor de osteo-
clasten. Het komt ook voor in de prostaat, trombocy-
ten, erytrocyten en de milt. In bloed zijn de
isoenzymen voornamelijk afkomstig uit de prostaat
en het bot, waarbij de laatste niet geremd wordt door
L-tartraat. De huidige bepaling van TRAP in bloed is
niet optimaal voor klinisch gebruik vanwege gebrek
aan specificiteit, instabiliteit van het enzym en door
de aanwezigheid van verschillende andere remmers
die in het bloed blijken voor te komen. Recent is een
immunoassay voor de bot-specifieke zure fosfatase
ontwikkeld (3) waarvan de waarde voor de diagnos-
tiek van botaandoeningen nog zal moeten blijken.

Diagnostiek en therapeutisch handelen

Biochemische botparameters en de snelheid van bot-
verlies zijn geassocieerd met een toegenomen risico
op heup- en andere osteoporotische fracturen (4-8).
De botparameters worden in het algemeen be-
schouwd als een goede reflectie van de bot-turnover.
In de meeste studies wordt een toename van de bot-
turnover gevonden na de menopauze waarbij de bot-
resorptie groter is dan de botaanmaak (9-11). Vrou-
wen met een hogere bot-turnover hebben een hoger
risico op osteoporose (12-13). De resultaten van deze
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studies hebben echter betrekking op groepen. De spe-
cificiteit van de botparameters is de laatste tijd aan-
zienlijk verbeterd en daarmee rijst dan ook direct de
vraag in hoeverre we de botparameters kunnen inzet-
ten voor de individuele patiént bij de diagnostiek van
verschillende ziekten en/of bij het vervolgen van de
behandeling.

Van oudsher wordt de totale akalische fosfatase ge-
bruikt bij het stellen van de diagnose van de ziekte van
Paget, rachitis, osteomalacie en renae osteodystrofie.
Ondanks de matige specificiteit en storingen veroor-
zaakt door het leverisozym bij leverproblemen, is door
de grote verschillen tussen patiént- en referentiewaar-
den de diagnose prima te bevestigen. Totaal akalische
fosfatase vervangen door een meer specifieke botpara-
meter is niet echt nodig, mede omdat de totale alkali-
sche fosfatase anayse goedkoper is en algemener be-
schikbaar. Ved lastiger wordt het as de verschillen
tussen de waarden van de referentiegroep en die van
de patiénten klein zijn. Totaal alkalische fosfatase en
ook hydroxyproline zijn in die situatie te weinig infor-
matief. Bij osteoporose, botmetastasen of bij een in
uitbreiding beperkte en/of weinig actieve ziekte van
Paget geven de nieuwere parameters een beter inzicht
in de bot-turnover. Voor de diagnose van osteoporose
zouden we graag willen dat de botmerker een voor-
spellende waarde heeft voor het verlies van bot. Het
liefst zouden we het fractuurrisico willen berekenen of
kunnen voorspellen of deze persoon op de therapie zal
reageren. Tevens zouden we willen weten hoe effec-
tief het therapeutisch handelen is. Zover is het zeker
nog niet, wel is de mogelijkheid de nieuwe botpara
meters in te zetten bij het vervolgen van het therapeu-
tisch handelen een grote aanwinst voor de Kklinische
praktijk. De BMD is hiervoor veel minder geschikt.
De BMD meting heeft een reproduceerbaarheid van 1
- 2% , wat voor een individu pas significant wordt als
het signaal boven of onder de 2,8% verandering komt.
Daardoor is het meestal niet mogelijk significante ver-
schillen in de BMD te meten in het eerste jaar van be-
handeling (14) terwijl de biochemische parameter al
na 3 tot 6 maanden een significant verschil t.o.v. de
startwaarde geeft. Een drietal voorbeelden worden
nader uitgewerkt waarbij de biochemische botpara
meters informatief zijn tijdens het klinische handelen:
Bisfosfonaten: Bij een eenmalige intraveneuze dosis
van 30 of 60 mg pamidronaat op dag O bij 28 pa-
tiénten met hypercal cemie ten gevolge van een malig-
niteit, ist.o.v. de uitgangswaarde op dag 4 al een 50%
reductie van resorptieparameters zichtbaar (15). Ook
bij een langdurige therapie met de lage dosis van 10
mg alendronaat/dag bij osteoporotische vrouwen ge-
durende twee jaar is een gemiddelde reductie van 45%
B-ALP t.o.v. de uitgangswaarde gevonden (16,17,20).
Rosen e.a. (18) tonen aan dat 74% van de geobser-
veerde veranderingen in B-ALP na pamidronaat-
therapie groter zijn dan de veranderingen die op
grond van de spontane variatie verklaard kunnen wor-
den. Voor de nieuwe resorptieparameter het serum
CTx, de carboxy-terminale crosslink van collageen, is
dat zelfs 90% (19). Voorzichtigheidshal ve moet opge-
merkt worden dat het om relatief kleine groepen gaat.
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Tabel 2. Variatiecoéfficiénten en het kleinste significante ver-
schil van de total e osteocal cine bepaling

Analytische Variati ecoéfficiénten

- CVa|nTra 31 %

- CVanter 6,4 %
Gemiddelde intra-individuel e variati ecoéfficiént

- CVi INTRA 9,7 %

Het kleinste significante verschil (LSC)
LSC=19xV2xV (CVZ+CVD

- LSC nTRA 282 %
- LSC nter 322 %

Garnero e.a. vinden een goede correlatie tussen zowel
de B-ALP-waarden as de percentuele reductie van
B-ALP, beiden gemeten op maand 6, en de verande-
ring van de BMD van de lumbale wervelkolom, ge-
meten twee jaar na de start van de bisfosfonaat thera-
pie. Deze studie betrof 307 osteoporotische vrouwen,
45-78 jaar oud en tenminste 5 jaar postmenopausaal.
Gebaseerd op de combinatie van het niveau en de
verandering van de botparameter werd voor de indivi-
duele vrouw de voorspellende waarde van de posi-
tieve respons op de therapie berekend (20). Daarnaast
werd de afkapgrens gedefiniéerd. Een kritische kant-
tekening bij deze analyse is dat het een analyse post-
hoc betreft en dat ter bevestiging zeker prospectieve
studies noodzakelijk zijn.

Groeihormoon: Patiénten met groeihormoondeficiéntie
worden soms behandeld met recombinant humaan
groeihormoon. De waarden van de insulinegroeifactor
(IGF-1) worden daarbij zo goed mogelijk binnen de
normale laboratoriumwaarden gehouden. Tijdens be-
handeling wordt een toename in de bot-turnover waar-
genomen, waarbij er sprake is van grotere toename in
de botaanmaak dan in de botresorptie (21-23). In het
eigen laboratorium was de mediane toename van totad
osteocalcine bij dertig patiénten 125% (range 40 -
400%), hetgeen in alle gevallen significant afwijkt van
de spontane varidtie (zie tabd 2). Overigens werd hij
één patiént geen toename van osteocal cine waargeno-
men, hetgeen kon worden toegeschreven aan het niet
toedienen van het groeihormoon. Dit werd bij navraag
toegegeven door de patiént.

Hormoon replacement therapie: De gemiddelde af-
name van de botresorptie parameters varieerde van
10% voor TRAP tot 67% voor CTx bij 11 postmeno-
pausale vrouwen die vrijwillig voor de hormoon-
replacementtherapie kozen (24). Voor de botformatie-
parameters varieerde dit van gemiddeld 19% ( PICP)
tot 40% afname (PINP). Als maat voor een positieve
respons op de behandeling moest de afname van een
botparameter groter zijn dan het kleinste significante
verschil. Dit verschil (p < 0.05) werd voor ale parame-
ters berekend uit de analytische en intraindividuele
variatiecoéfficiénten van de onbehandelde controle
groep. Gekeken naar de serumparameters osteo-
calcine en PINP vertoonden 82% van de vrouwen een
positieve respons, voor de urine marker vrije deoxy-
pyridinoline was dit 72%. Kritiek op deze studie was
natuurlijk het kleine aantal vrouwen dat aan de studie
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deelnam. Om aan deze kritiek tegemoet te komen pu-
bliceerde dezelfde groep (25) heel recent een studie
waarbij serum en urine NTx van 127 vrouwen met
hormoon replacement therapie vergeleken werden
met de waarden van 150 controles. Ook in deze stu-
die vonden zij dat de veranderingen in NTx werden
veroorzaakt door de therapie en groter waren dan aan
het toeval kon worden toegeschreven. In de periode
tussen de beide publicaties was door standaardisatie
van methodieken de variatie met hame bij de urine
metingen in dat laboratorium bewust teruggedrongen.

Conclusie

De botparameters geven een goede reflectie van de
bot-turnover en signaleren snel een verandering in het
botmetabolisme. De specificiteit van met name de
recent ontwikkelde botparameters is aanzienlijk ver-
beterd. Beter inzicht in het botmetabolisme, nieuwe
technologische ontwikkelingen en het beperken van
de biologische variatie door middel van standaardisa-
tie maken het mogelijk de aanmaak- en afbraakpara-
meters in te zetten in de kliniek. Op dit moment wor-
den de botparameters voor de individuele patiént nog
voornamelijk ingezet bij het monitoren van een toe-
gepaste therapie. Bij behandeling met bisfosfonaten,
oestrogenen of groeihormoon geven de nieuwe bot-
parameters een goede respons, die duidelijk boven de
analytische en intra-individuele variaties ligt. Het wel
of niet reageren op een behandeling is met behulp
van de botparameters te herkennen. De biochemische
bepalingen hebben hier een meerwaarde t.o.v. de bot-
dichtheidsmetingen. Ze zijn ved directer, sneller en
goedkoper dan de BMD-metingen die pas na twee
jaar voor het individu informatief is.
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