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Kost a jeji funkce

Mechanicka opora a ochrana organu téla

Pevny podklad pro pohyb (Upony svalu a chr.)
Kostni dren zajistuje krvetvorbu

> 200 druhu kosti

Vznika osifikaci vaziva a chrupavky

Bunky: osteoblasty, osteocyty, osteoklasty
Celozivotni remodelace kosti (10 % obnova rocné)

Zasobarna minerallu (zejména vapniku)



2/3 anorganicka cast

Chemickeé slozeni a fyzika kosti

Krystaly Ca a P - amorfni nebo

hydroxyapatit Ca,,(PO4),(OH), — TVRDOSTKOSTI

Na*, Mg?*, Cu%, Zn*", F, HCO* 3

99 % Ca v kostech (a zubech) ——m— eiiz;
mtsw LS
M xj

1/3 organicka cast -
90 % kolagen I. typu  PEVNOSTKOSTI
Osteokalcin produkovany osteoblasty PRUZNOST KOSTI

Osteonektin, proteoglykany, sialoproteiny -

NAMAHANI



Pojmy absorpce, resorpce,
reabsorpce

Absorpce = vstfebavani latky z GIT nebo kuze do krve a odtud do cilové tkané

(napr. do kosti)

Resorpce = zpétné (opétovné) vychytavani

latek z cilovych tkani nebo tubull
ledvin do krve
Resorpce = reabsorpce

Absorpce vede k procestiim
oznacovanym novotvorba, tvorba,
depozice Ci formovani kosti
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. AINTRACELULARN!I VAPNIK
1000 mg
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400myg 500 mg
10 mmol 12,5 mmaol
T 2,2-2.6 mmaolil
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sekrece resorpce
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fiftrace reabsarpce
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800 mg i ! LEDVINY
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200mg
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Remodelace kosti

Rovnovaha resorpce a formace kosti

+ kostni denzita -

!“ f! !!
formovani kostni hmoty

/\ 4-5 mésicl
resorpce kostni hmoty / \

4-5 tydnu

e




Kosthi remodelace

* udrzeni mechanicke integrity kosti a regulace
kalciofosfatového metabolismu

— Cast kosti je vZdy odstranéna (osteoklasty) a
nahrazena nové vytvorenou kosti (osteoblasty)

— Vysledkem je nova bilkovinna kostni matrix
(osteoid), ktera je nasledné pasivné
mineralizovana.

* na aktivaci kostni resorpce a novotvorby se
podileji vSechny tri zakladni kostni bunky
— osteocyty, osteoblasty a osteoklasty



Kostni buriky .= 3
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* nelze je nalézt jednotlivé
« Zivotnost 1-10 tydnu

 pfi rustu kosti nékteré zarustaji do kosti a transformuji se
do osteocytu

* pfi rlstu vytvareji osteoid — malo mineralizovanou kost



Kostni bunky

m Osteocyty

e > — Osteoblasts—

lay down astaoid;
calcfication
OCours oulwarg
from oid bona/
cateold interface

» bunky uvnitf kosti

« funkce neni pfiliS prozkoumana, ale je empiricky zjisténo, Ze po jejich
odstranéni kost degraduje a pfestava byt funkéni
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* mnohojaderné bunky puvodem mononuklearni leukocyty

+ funkce - odbouravani kostni matrix

« obsahuji kyselé a neutralni hydrolazy v lysosomech

+ funkci osteoklastu inhibuji — kalcitonin, estrogeny, androgeny
« zvysSenou proliferaci osteoklastu ovliviuje kalcitriol



Stimulace tvorby kosti

Fyzicka aktivita
Rustovy hormon
Thyroidni hormony

Estrogen

Kalcitonin

Vit. D3

Vapnik

Fluoridy

+
+
+

zvysSuje kostni hustotu
stimulace tvorby kosti

stimuluji resorpci kosti, ktera
nasledné stimuluje tvorbu
kostni hmoty

ovliviiuji absorpci Ca ve
streve, neprimo inhibuji
osteoklasty

suprese osteoklastu

nezbytny pro mineralizaci,
vy$Si koncentrace pusobi
osteolyticky

prevazné v détstvi,
dospivani a ve stari

stimuluji osteoblasty



Inhibice tvorby kosti

Vék - od 30 let kostni hmoty ubyva

Glukokortikoidy - primo inhibuji syntézu
proteinu osteoblastl, nepiimo
inhibuji resorpci Ca ve stifevé

PTH - aktivace osteoklastu,
inhibice syntézy
kolagenu v osteoblastech
Vit. D3 +/-  nezbytny pro mineralizaci,

vy$S$i koncentrace pusobi
osteolyticky



Porusena rovnovaha tvorby
a resorpce kostni hmoty

Zvysena resorpce i nhovotvorba
— Zlomeniny, osteomalacie
Snizena resorpce i novotvorba
— Starecka osteoporédza
— resorpce i novotvorba
Zvysena resorpce a normalni novotvorba
— Casna postmenopauza, osteolyza
Zvysena resorpce a snizena novotvorba
— Kortikoidy
Normalni resorpce a zvySena novotvorba

— Osteoplastické procesy



Onemocnéni kosti

Osteoporoza (ridnuti kosti)

snizeni kostni hmoty
1/4 Zen a 1/20 muzu nad 60 let

Sekundarni osteoporéza muze byt zapri¢inéna:
nékterymi leCivy
(dlouhodobé uzivani kortikosteroidu,
heparinu)
koufenim

alkoholem
hyperthyroidismem

gastrointestinalnimi poruchami
Cushinguv syndrom
metastazy




Patofyziologie osteoporozy

J Estrogen
Osteoklast
y' —  /Ztrata kostni
Osteoblasty 1 hmoty

T Cavplasmé

J PTH

J Dihydroxycholekalciferol

J Absorpce Ca ve stfevé —— Negativni bilance Ca



Onemocnéni kosti

Pagetova choroba

= zvySena osteoklasticka aktivita, vede ke zvySené
kostni resorpci

=  ZvySena aktivita osteoblastu produkuje novou tkan, ta je
ale opét odbouravana

=  Klinickym projevem byva bolest kosti
Biochemie:
vysoka aktivita ALP
zvySena exkrece Pro-OH v moci



VysSetreni kostniho metabolismu

specialni vysetreni
celotelovy scintigram, biopsie

urceni prognozy a terapie
sledovani: laboratorné 2-3x rocne
denzitometricky 1x rocne

BMD = bone marrow densitometry



Kostni markery

* Termin je pouzivan pro biochemicke
produkty (molekuly) mérené v krvi nebo
V MOCI

* reaguji na metabolickou aktivitu kosti, ale

samy nemaji zadnou kontrolni ani
regulacni funkci v kostnim metabolismu



Kostni markery

Markery kostni resorpce

* reflektuji na aktivitu a poCet kostnich bunek
osteoklastu

— degradace bilkovin kostni matrix nebo
enzymaticka aktivita osteoklastu

Markery kostni novotvorby

* reflektuji na aktivitu a poCet kostnich bunék
osteoblastu

— syntéza bilkovin kostni matrix nebo enzymaticka
aktivita osteoblastu



Kostni markery novotvorby
kostni hmoty

 Kostni alkalicka fosfataza

— vznika v osteoblastech a ma ulohu v
mineralizaci kosti

 Osteokalcin

— protein tvoreny osteoblasty; soucast
nekolagenove slozky nove kostni struktury;
cast osteokalcinu vstupuje do krevniho
obéhu



prokolagen

” -
glykosylace
hydroxylace s monomer
/. of kolagenu

‘“bunééna
> membrana

kolagenova fibrila

tvorba polypetidového fetézce prokolagenu

hydroxylace

pripojeni sacharidovych skupin

trojita Sroubovice prokolagenu

hotovy prokolagen opousti buriku

v extracelularnnim prostoru se pusobenim prokolagenpeptidazy odstépi globularni struktury, tj.
odstépeni N-koncového peptidu obsahujiciho cystin

uspofadani kolagenovych viaken - ty€inky posun o %, pficné zesiténi lysylovymi postrannimi
fetézci = zpevnéni viaken

DR N =

N



Syntéza kolagenu a markery novotvorby PINP, PICP

tropokolagen

C-terminalni
Ny propeptid PICP
N-terminalni propeptid
PINP




Tvorba kosti Kostni resorpce

Celkova ALP (’ ACP tartrat resistentni

Kostni ALP (plasma)

(sérum)

calcium
moc¢
X OH-prolin

Osteokalcin P
(sérum)

Pyridinium crosslinks
Karboxyterminalni (moc)
propeptidy

typ | prokolagen
(PICP, serum)

PINP

typ | kolagen telopeptid
CTx (sérum)

ICTP (sérum)

NTx

! |

1 3
Osteoblast Osteoid matrix Osteoklast

Ostatni markery: 25 OH D, Calcitonin, Ca, PTH



Vysetreni mocCe nebo krve, ukazujici
kostni resorpci

CTx

« C-telopeptid: C-terminalni telopeptid kolagenu typu 1 (fragment
proteinové matrix)

NTx

* N-telopeptid: N-terminalni telopeptid kolagenu typu 1 (jiny
fragment proteinové matrix)

DPD

« Deoxypyridinolin: produkt odbouravani kolagenu s kruhovou
strukturou

« Pyridiniové pficné vazby (crosslinks) — skupina $tépnych
produktd kolagenu, zahrnujici DPD



Vysetreni mocCe nebo krve, ukazujici
kostni resorpci

N-terminal C-terminal

propeptide Collagen | Triple-Helical Region propeptide
(PINP) {1000+ amino acids) (PICP)
100 kDa 35kDa
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5 N-telopeptide C-telopeptide - 2 5 t
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CTX crosslink
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RN S
O v
HO'
-

NTX crosslink




Metody stanoveni

 Rutinné
— Ca, P, ALP, ACP

* Imunochemie
— ALPK, PICP, PINP (ELISA)

— Osteokalcin, CTx, PTH, 25-OH D
(automatizované)

— 1,25 (OH)2 D (RIA)
— DPD

Preanalytika



Jednotky — zaklad porovnatelnosti mezi laboratoremi

pozadovana vydavana pocet =
laboratori
ngl/l 15
PTH pmol/I oa/mi 27
pmol/l 1
! ng/l 11
B-CTx ng/l ng/ml 6
pg/mi 6
P1NP ug/l ng/mli 3
nmol/l 1
Qre hg/ ng/mi 14
25-0H D nmol/l Ho/ -
ng/mi 4

* informace klinikim zkreslena, resp. nesrovnatelna s ostatnimi
» prefix v Citateli i jmenovateli zlomkU — neodpovida poZadavku Sl
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Hodnoceni vSech uc¢astniku

Hodnoceni ve skupiné
jednoho vyrobce




Inhibice novotvorby kosti

Vek - od 30 let kostni hmoty ubyva

Glukokortikoidy - primo inhibuji syntézu
proteinu osteoblastl, nepiimo
inhibuji resorpci Ca ve stifevé

PTH - aktivace osteoklastu,
inhibice syntézy
kolagenu v osteoblastech
Vit. D3 +/-  nezbytny pro mineralizaci,

vySSi koncentrace pusobi
osteolyticky



Uéinek PTH

o e |

PTH

prostifednictvim receptoru s
adenylcyklazovou aktivitou

stimulace osteoklastické resorpce
kosti (receptor na osteoblastech)

stimulace tubularni resorpce kalcia
fosfaturicky efekt

stimulace produkce
1,25 (OH),D,
zvySeni reabsorpce kalcia

Bone

TH

25-{OH) - Dy

Kidney 13 25 1OH1, - D

PTH

. @

\ L Gut
1,25~ {OH), - Dy




Denni rytmus PTH

hlavni maximum:
vedlejSi maximum:
hlavni minimum:
vedlejSi minimum:

03:15
1.7:30
10:45
21:00

Baseline Day

PTH(pg/mi)

15

dl)
20

Cortisol
ks

Temp (C)
86 372

5.0



Indikacni oblasti stanoveni PTH

* hyperkalcemie,
hypokalcémie

* hyperkalciurie,
hypokalciurie

* chronické selhavani
ledvin, dialyzovani

* malabsorpcni syndromy

* poruchy skeletu,
poruchy rustu

stavy po thyroidektomii

urolitiaza s
hypofosforémii

neurologicke
manifestace (tetanie)

recidivujici pankreatitidy
viedova choroba
abnormalni kalcifikace



Diferencni diagnostika zvyseni PTH

sekundarni hyperparatyredza
(nejvyssi koncentrace, >10x)

primarni hyperparatyredza
(<10x, adenom, hyperplazie, MEN |., MEN Il.a)

terciarni hyperparatyredza

pseudohypoparatyretza

(abnormity PTH-receptor-adenylatcyklazového komplexu,
Albrightova hereditarni osteodystrofie)

atd.



Metabolismus vitaminu D

Light,
UVB, heat

Cholecalciferol o 7-Dehydro- Skin
vitamin D3 cholesterol

B
$ ; \ Low ‘
DBP \
Kidney 2

Plasma

MD _,25_(0“)_9 ,Circulating

25-(0H)-D o Ca'-
- P concentration
t Liver t Hydroxyl- < »1'25_(0'4)‘.0‘, o0
apatite / ' l )
3 Metabolite Ca" retention °
Bone ! %o o 2 / °
° ® /e
Y DBP 'caio. 2
'F:':. = = Bile NG ~absorbtion
1 Chylomicrons Extreuion \———-/'. ® o Mucosa

JUUUUVUUS VUV U TYU YUY YYYvuTuvyuvvvyuyvyyvvvvvvuovwy
Vitamin D v
from foad Intestine

hormonalné aktivni forma (1,25(OH),D,) vznika sekvenéni hydroxylaci
25-hydroxylazou v jatrech a 1a-hydroxylazou v ledvinach

1a-hydroxylaza je stimulovana PTH a nizkou koncentraci Ca a P



Stimulace a inhibice tvorby 1,25-(OH),-D

25-0OH-D
deficit vitaminu D dostatek vitaminu D
|
deficit * ,25-(OH) D 1'25'(0H)ZD

deficit Ca
Normokalcémie

HVPOi(alcémie Hyperkalcémie
fPTH sekrece Normofosfatémie
J Hyperfosfatémie

Hypofosfatémie

f

deficit fosfatu

1,25/(OH),D 24,25-(OH) D

pravdépodobné take
rustovy hormon,
prolaktin,
estrogeny



Vitamin D

* ucinek prostrednictvim metabolitu
— 40 metabolitu, 228 analogu

« cirkulace - vazan na protein (VDBP)

HO
7-Dehydrocholesterol

Calcitriol 1,25-(0H)2-D
(1,25-dihydroxy-
cholecalciferol)

HO"



Hledani interferenci
— 40 metabolitu, 228 analogu

Problémy imunochemickych stanoveni vitaminu D spocivaji v existenci
fady interferujicich vliva a také v tom, Ze velikost a vyznamnost téchto vlivl

je rizna u ruznych metod.
Imunochemicka méfeni 25-OH vitaminu D. Dominuji analytické nebo klinické problémy?
Bulletin FONS 3-2016, str. 19



Co mérime

« 25-OH vitamin D (celkovy)

» 25-OH D4 (cholekalciferol)

» 25-OH D, (ergokalciferol)

« 1,25-(OH), vitamin D(kalcitriol)
» Metabolity 25-OH vitaminu D



LC- MS/MS

Sample Name Position Instrument Name User Name
Inj Vol InjPosition SampleType IRM Calibration Status
Data Filename ACQ Method N [« Acquired Time
x10 2 [*ES) MARM Frag=380.0V CIDE@3.0 (401.4 -> 383.4) D4091203.d
2 a

25-OH D3
(62,48 nmol/l)
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Problematika analytickeho stanoveni Vitaminu D
Casté omyly - vime, co méfime?

U nds misto dihydroxyvitaminu D méfime celkovy vitamin D

« 25-hydroxyvitamin D2/D3

— zasobni forma vitaminu D
— Rutinni méreni

* 1,25-dihydroxyvitamin D2/D3
— aktivni forma vitaminu D

* Koncentrace v krvi je 1000 x menSi nez
25 hydroxyvitaminu D



Kriteria NHANES

« 25-hydroxyvitamin D (nmol/l)

Stav 25-hydroxyvitamin |
D (nmoilfl) SNAPSHOT

neadekvatni 30 - 50 B Male [ Female

dostaduijici 50(75) — 125 L

riziko hypervitaminosy > 125 10

NHANES-National Healthy and Nutrition Examination Surveys

14-18 19-30
Age Group

*Defined as <30 nmol/L

Source: Institute of Medicine

Looker A, Johnson MPA, Lacher DA et al. Vitamin D Status:
United States, 2001-2006. Clinical Laboratory News, May 2011



Standardizacni program VDSP

71 Vitamin D Standardization Program

(VDSP)

VSDP Goal VDSP* Background

Promote the standardized jaboratory measurement Established November 2010 by the NIH Office of Dsetary Supplements in

of total 25-hydroxyvitamin D - a measure of vitamin D responsa to expert analysis that large variations in laboratory assays for

status - in order 10 improve clinical and public health sérum total 25-hydroxyvitamin D [25(0H)D} are confounding interpretation

practioe worldwide. of study results and evaluation of vitamin D status
‘Serpoa CT st o Scan ) O Lao loweet 2012 T28uger 40 W0

VDSP Objectives

1. Standardize vitamin D measurement in national VDSP Reference Measurement System (RMS) Components
health surveys woridwide VDSP deveioped an RMS so that it is now possible to establish the

2. Promote standardized 25(0H)D measurement world-wide standardization of 25(0H)D measurements.
by assay manufacturers and clinical and research « NIST & Ghent University Referance Measurement Procedures
Ihoraices ; « NIST Standard Reference Materials (SAM)

3. Conduct an International research program

devoted to 25(0H)D and its laboratory * CDC Vitamin D Standardization-Certification Program

measurement * Accuracy-Based Quality Assurance Programs, 8.g. CAP ABVD and DEQAS
» Study designs for standardizing completed studies

http://ods.od.nih.gov/vdsp

* Role VDSP
— Tvorba referencniho systému
— Kalibrace kitu referenéni metodou
— Kontrola kvality a verifikace bias v programech
— Harmonizace vysledku méfeni

— Programy verifikace bias a certifikace ucastniku
« DEQAS, ABVD CAP, NIST-NIH Vit-D-QAP
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Fyziologie a patofyziologie
FGF 23

zasadni vyznam pro ledvinové funkce a pro kostni metabolismus

produkce v osteocytech a osteoblastech je podminéna Cinnosti
membranového proteinu KLOTHO

Cilovou oblasti osy klotho/FGF 23 jsou proximalni ledvinove tubuly
Regulacni u€inky vlivem osy klotho/FGF 23

— zprostredkovany inhibici kalcitriolu,

— expresi Na/K kotransportér,

— vlivem na hladiny PTH a fosfatu



4
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Fyziologie a patofyziologie
FGF 23

» hlavni fyziologické funkce FGF 23
— inhibice tubularni resorpce fosfatového aniontu v proximalnim tubulu

— inhibice konverze vitaminu D v ledvinach z formy 25-OH D do aktivni
formy 1,25-(OH), D (kalcitriol)

« zvySena hladina FGF 23

— markerem chronického selhani ledvin (CKD)

— hladiny FGF 23 jsou indikativni také
* u nékterych poruch kostniho metabolismu
» u kardiovaskularnich onemocnéni

4

/



Jednotky mereni

* ng/l

 Arbitralni jednotky: RU/ml
— Portalle 2016: RU/mI
— Dryah 2017: RU/ml

* nejednotnost, bez harmonizace

* v renomovanych impaktovanych casopisech
pretrvavaji arb.j.



Stabilita sera, plasmy, vliv teploty

» Plasma poskytuje signifikantné vyssi vysledky.Vzorky nutno
skladovat zmrazené

Table 1 Subility atroom = &0 ione of conservation Serum iFGF23 (ng/L) EDTA iFGF23 (ng/L)

temperature (RT) and at —20 °C = ’

of 'I'G['ﬁj ;‘B‘_}:‘;"r;“m" o Tested immediately (T0) 476.2 £ 531.2 954.0 £ 1021.3

serum a A plasma N =0 '

SIII“plCS ()f ﬁ\"c hCﬂhhy COI]“'()[S IU&lLd ‘l"(,r I h at Rl 4745 + 53“” t)-‘?: + I“:I:

and five dialysis patients Tested after 4 h at RT 458.8 + 512.7* 950.2 £+ 1018.2
Tested after 7 h at RT 453.5 £+ 508.4% 9429 + 1015.6
Tested after 24 h at RT 426.9 &+ 477 .8* 957.2 4+ 1024.8
Tested after 24 h at =20 °C 477.7 4 535.7 957.1 £ 1032.6

Data are mean + SD

*p < 0.01 versus TO (Wilcoxon test)

J. C. Souberbielle et al.: Evaluation of a New Fully Automated Assay for Plasma Intact FGF23.
Calcif Tissue Int (2017) 101:510-518



Nesrovnatelnost ELISA

Interpretace dat klinickych studii zavisi zcela na
metodé a analytu

Minimum dat o R
RI 10-50 ng/l (vyjimka Ito 2005)

diference metod Kainos, Immunotopic, Milipore jsou
enormni

diference IFGF a cFGF



Kostni markery

Vyhody Nevyhody

« Snadny odbér vzorku « Souhrnna aktivita

* Relativné specifické pro kost + Vyznamna biologicka
« Dopliikova informace k BMD variabilita

« Zmény rychleji nez BMD * Nemame marker pro

osteocyty
» Rada dostupnych metod

— Variabilita vysledku mezi
vyrobci

» Rada dostupnych metod



