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Botmetabolisme: een overzicht van de klinisch-chemische markers

M.I. GERRITS!, W.F. LEMS?, J.W.J. BULSMA?, J.H.H. THIJSSEN! en H.J.M. van RIJN!

Het aantal patiénten in Nederland met osteoporose
neemt door de veroudering toe en daarom bestaat er
een groeiende belangstelling voor botziekten en daar-
mee ook het botmetabolisme. Zowel botaanmaak (in
serum) als botafbraak (in serum en urine) kunnen
met klinisch-chemische markers bepaald worden. Dit
artikel geeft een overzicht van de markers en hun
onderlinge verschillen. Een aantal markers is al lan-
gere tijd bekend en een aantal markers zijn nieuw,
deze laatste worden voornamelijk nog in research
projecten toegepast.

Bekende botaanmaak markers zijn totaal alkalische
fosfatase en osteocalcine. Recent zijn het C-terminaal
procollageen type 1 (P1CP), het N-terminaal procol-
lageen type 1 (P1NP) en het bot specifiek alkalische
fosfatase (BAP) ontwikkeld.

Voor botafbraak is hydroxyproline een bekende mar-
ker. Andere markers in urine zijn pyridinoline,
deoxypyridinoline, N-telopeptide, C-telopeptide en
galactosyl hydroxylysine. In serum kunnen voor bot-
afbraak C-terminaal cross-linked telopeptide type 1
collageen (1CTP) en tartraat resistent zure fosfatase
(TRAP) bepaald worden.

Trefwoorden: botmetabolisme; botopbouw markers;
botafbraak markers; collageen

Botturnover wordt gekarakteriseerd door twee tegen-
gestelde activiteiten: de vorming van bot door osteo-
blasten en de afbraak van bot door osteoclasten. Bot-
turnover is een continu proces, waarbij normaliter de
activiteiten van de osteoblasten en osteoclasten aan
elkaar gekoppeld zijn. De dynamische balans tussen
de afbraak en aanmaak van bot bepaalt voor een
groot deel de uiteindelijke botmassa. De leeftijd is
een belangrijke factor: rond het 30° levensjaar wordt
de piekbotmassa bereikt en daarna vindt er een af-
name van botmassa plaats bij zowel mannen als vrou-
wen (figuur 1). Deze afname is met name bij vrou-
wen vanaf een tijd rond de menopauze tot zo'n 5 jaar
erna versneld, daarna is de afnamesnelheid gelijk aan
die van mannen.

Collageen is een belangrijk bestanddeel van botweef-
sel en omdat de klinisch-chemische collageen mar-
kers gebaseerd zijn op de biochemie van collageen
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synthese en afbraak, volgt hier een kort overzicht van
de collageen synthese.

Collageen is een vezelvormig eiwit dat een grote rol
speelt in de structuur van weefsels en organen en
komt in o.a. huid, bot, pezen, kraakbeen en bloedva-
ten voor. Er zijn meerdere typen collageen, waarvan
type 1 het meeste voorkomt. Type 1 collageen be-
vindt zich voor ca. 90% in bot. De opbouw van een
collageen vezel start met de intracellulaire synthese
van polypeptide ketens: de o-ketens. Deze o-ketens
bevatten veel proline residuen waarvan een deel in-
tracellulair gehydroxyleerd wordt tot hydroxyproline,
ca. 13 %, (deze komt vrij bij collageenafbraak). Naast
de proline residuen wordt een klein deel van de aan-
wezige lysine residuen ook gehydroxyleerd, waarna
aan de hydroxylysines één of twee suikergroepen ge-
koppeld worden (bij afbraak van collageen komt ga-
lactosyl hydroxylysine vrij). Nu kunnen de a-ketens
drievoudige helix structuren vormen die vervolgens
gesecreteerd worden. Deze procollageen vezels, zoals
ze nu genoemd worden, zijn langer dan de uiteinde-
lijke tropocollageen vezels. Aan zowel de carboxy-
als amino terminale kant bevinden zich eiwitfrag-
menten (de propeptides). Deze propeptides zijn van
belang voor de vorming van de drievoudige helix en
worden na secretie extracellulair afgesplitst. De ver-
kregen P1CP (carboxy terminaal propeptide van type
1 collageen) en PINP (amino terminaal propeptide
van type 1 collageen) zijn markers voor de collageen
synthese. Afsplitsing van propeptides is het startsig-
naal om de uiteindelijke collageen vezels te vormen.
In deze vezels liggen de tropocollageen molekulen
op een vaste afstand van elkaar, deze afstand is van
groot belang bij de uiteindelijke crosslinking van de
collageen vezel, waardoor stabiel collageen ontstaat.
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Figuur 1. Leeftijdsverandering in botdichtheid bij mannen en
vrouwen. Het risico op botbreuk neemt toe als de botdichtheid
onder de breuk grens komt.
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Figuur 2. Structuur van 1CTP met twee carboxy terminaal te-
lopeptide gedeelten van twee a;(I) ketens van één type I colla-
geen molecuul en één helix van o, (I) of 0,(I) keten van een
ander molecuul.

De cross-linking wordt gevormd door de pyridinoli-

nes: pyridinoline en deoxypyridinoline (deze komen

vrij bij de collageenafbraak). De crosslinking bestaat
uit samenvoeging van twee hydroxylysine residuen
en een lysine residue door de pyridinoline cross-links

(figuur 2). Bij collageenafbraak komen naast de

pyridinolines ook de cross-linked carboxy terminaal

telopeptide (1CTP, figuur 2) en amino terminaal telo-
peptide (INTP) vrij.

Inzicht in het botmetabolisme van een individu kan

op verschillende manieren worden verkregen:

- Histomorfometrie: Histomorfologie van een bot-
biopt geeft goede informatie over het botmetabo-
lisme, het wordt ook wel de "gouden standaard"
van botturnover genoemd. De nadelen van deze
methode zijn dat er een botbiopt genomen moet
worden, waardoor deze benadering belastend is
voor de patiént en de verkregen informatie geeft
alleen een lokaal beeld van het botmetabolisme en
niet in het gehele skelet.

- Calciumkinetiek: Bij balansstudies wordt radioac-
tief calcium bij de patiént ingespoten en vervol-
gens wordt het calciummetabolisme gevolgd. Deze
methode heeft als nadeel dat ze tijdrovend en duur
is en er radioactief materiaal gebruikt wordt. Daar-
naast wordt de kinetiek mede bepaald door de nier-
en darmfunctie.

- Botdichtheidsmeting: Met behulp van deze methode
is de botmassa te bepalen. Deze methode is niet be-
lastend voor de patiént maar heeft wel een aantal
nadelen. De botmassa wordt in een klein deel van
het skelet bepaald, net als bij het botbiopt geeft het
alleen lokale informatie en niet in het gehele skelet.
Om een verschil in botmassa aan te tonen zijn meer-
dere metingen over een langere tijd nodig, waardoor
de methode duur wordt om toe te passen.

- Klinisch-chemisch: Klinisch-chemische parameters
worden op dit moment het meest gebruikt om meer
inzicht in het botmetabolisme te krijgen. De para-
meters kunnen zowel in bloed als in urine bepaald
worden en de metingen zijn gemakkelijk te herha-
len. Met behulp van deze parameters bestaat de mo-
gelijkheid om afzonderlijk de botopbouw en botaf-
braak in kaart te brengen. Het behoeft geen betoog
dat het klinisch-chemisch onderzoek als weinig be-
lastend gezien wordt voor de patiént, in vergelijking
met de drie eerder genoemde onderzoeksmethoden
(1-3). Een nadeel is dat de relatie met verandering in
botmassa op langere termijn niet altijd is gegaran-
deerd en nog niet is vastgesteld.
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De groeiende belangstelling voor botmetabolisme
bij verschillende botziekten heeft geresulteerd in
een toenemende interesse voor de klinisch-che-
mische parameters, welke vermeld zijn in tabel 1.
Klinisch-chemische markers zijn adequaat geble-
ken omdat zij in staat zijn snelle veranderingen in
botmetabolisme te detecteren. Voor dit doel zijn de
laatste 10 jaar een aantal nieuwe markers voor be-
paling van botmetabolisme, met name botafbraak,
ontwikkeld. Om botresorptie snelheid te bepalen
worden thans veelvuldig de zo genoemde cross-
links pyridinoline en deoxypyridinoline (Pyr en
Dpyr) in urine bepaald en daarnaast, zij het in min-
dere mate, het galactosyl hydroxylysine (GHYL)
4).
Een voorbeeld waarbij de botafbraak markers evt.
in combinatie met botdichtheidsmeting een grote
rol kunnen spelen is bij screening van vrouwen tij-
dens de menopauze of deze tot de risicogroep voor
osteoporose behoren ().
In dit artikel wordt een overzicht gegeven van de
stand van zaken ten aanzien van de waarde van de
(veel) gebruikte klinisch-chemische markers voor het
botmetabolisme.

Botopbouw markers

Alkalische fosfatase en botspecifiek alkalische fosfa-
tase

Alkalische fosfatase (AP) is een enzym dat zich niet
alleen in weefsels zoals lever, darm, placenta etc. be-
vindt maar ook in het membraan van osteoblasten.
Door een nog onbekend mechanisme komt het in de
circulatie (6). Ondanks de matige gevoeligheid, spe-
cificiteit en correlatie met histomorfologisch be-
paalde botopbouw (6-8) is totaal AP tot nu toe de
meest gebuikte serum parameter voor de botaanmaak.
De lage specificiteit wordt veroorzaakt door produc-
tie van AP in veel andere organen. Lever- en bot-AP
leveren de grootste bijdrage aan totaal AP in serum;
beide isoenzymen worden door hetzelfde gen geco-
deerd en verschillen alleen in koolhydraat ketens
(9,10). Recent zijn er een aantal nieuwe methoden op
de markt gebracht die de specificiteit van AP verho-
gen door alleen specifiek bot-AP te bepalen. De ver-

Tabel 1. Biochemische markers van botturnover

Aanmaak Afbraak

Routine markers: Routine markers:

Totaal alkalische fosfatase Hydroxyproline (urine)
(serum)
Osteocalcine (serum) Pyridinoline (urine)
Deoxypyridinoline (urine)

Research markers: Research markers:

Bot alkalische fosfatase 1CTP (serum)
(serum)

P1CP (serum) TRAP (serum)

PINP (serum) N-Telopeptide (urine)

C-Telopeptide (urine)
Galactosyl Hydroxylysine (urine)
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schillende methoden hebben helaas nog steeds kruis-
reactiviteit met lever-AP, daarom is het belangrijk om
in klinische studies na te gaan of alleen het bot-AP
wordt bepaald (2,6-8,11,12). Onlangs zijn de ver-
schillende methoden met elkaar vergeleken op kruis-
reactivieit met lever-AP en toepasbaarheid in de rou-
tine. Uit deze vergelijkingen is de Elisa-methode als
beste naar voren gekomen, mede door de eenvoudige
bepalingsmethode. Daarnaast is gekeken naar de sta-
biliteit en de bewaartijd. Bot-AP kan zonder proble-
men 5 x ontdooid en ingevroren worden zonder dat
de activiteit van het enzym terugloopt, ook bij bewa-
ren tot 10 maanden bij - 40 °C is de activiteit van het
enzym niet afgenomen (13). Van bot-AP zijn drie
isoenzymen die door "isoelectric focusing” van elkaar
gescheiden kunnen worden, mede hierom is het van
belang dat bij botziekten de juiste isovorm, die ver-
hoogd is, bepaald wordt (14).

Duidelijk verhoogde totaal AP-waarden worden ge-
vonden bij aandoeningen zoals ziekte van Paget, pri-
maire of secundaire hyperparathyreoidie en hyperthy-
reoidie (6-8,11). Ten behoeve van het vaststellen van
osteoporose, dat een langzaam proces is, is gebleken
dat totaal AP niet geschikt is als marker: de AP-waar-
den blijken per individu erg te wisselen (6-8). Bij de
laatst genoemde groep pati€nten is bot-specifiek alka-
lische fosfatase een zeer goede marker om de behan-
deling van deze patiénten met een bisfosfonaat (15)
of met oestrogeen (16) te volgen.

Osteocalcine

Osteocalcine, ook wel genoemd bone glutamine-pro-
tein (Bone Gla-protein, BGP), is een peptide van 49
aminozuren waaronder veel glutamine. Dit peptide is
het voornaamste niet collagene matrix-eiwit dat door
osteoblasten gesynthetiseerd wordt (figuur 3). De syn-
these is vitamine K afhankelijk en wordt door 1,25
dihydroxy vitamine D gestimuleerd (11). Het osteo-
calcine wordt in de extracellulaire matrix van bot op-
genomen doch een klein deel van het gesynthetiseerde
osteocalcine komt in de circulatic (5,8,11). Waar-
schijnlijk heeft osteocalcine een dag/nacht ritme, maar
hierover zijn de meningen verdeeld (11,12).
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Figuur 3. Synthese van osteocalcine, vorming van botmine-
raal en de osteocalcine-fragmenten na botafbraak.
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INTACT OSTEOCALCINE

1 a9
Y-L-Y-Q-W-L-G-A-P-V-P-Y-P-D-P-L-E-P-R-R-Z-V-C-Z-L-N-P-D-C-D-E-L-A-D-H-I-G-F-Z-E-A-Y-R-R-F-Y-G-P-V

MOGELIJKE FRAGMENTEN

1 43 44 49
N-TERMINAAL C-TERMINAAL

1 19 20 43
N-TERMINAAL MIDDEN

20 49
C-TERMINAAL

Figuur 4. Sequentie van intact osteocalcine. Op 2 plaatsen
waar Arg-Arg binding voorkomt (19-20 en 43-44) kan het os-
teocalcine gesplitst worden.

Osteocalcine is een maat voor de osteoblast-activiteit
en door de koppeling van botopbouw en botafbraak
geeft osteocalcine de botturnover weer. Bij een ont-
koppeling van het mechanisme, zoals bij cortico-
steroid geinduceerde osteoporose, geeft intact osteo-
calcine duidelijk de aanmaak weer (17,18). Bij
botafbraak kan ook osteocalcine vrijkomen, dit zijn
dan altijd kleinere fragmenten die door de meest ge-
bruikte immunoassays niet gemeten worden (5,19).
Door proteolytische splitsing van het intacte osteocal-
cine op plaats 43-44 ontstaat een groot N-terminaal
fragment van 43 aminozuren (figuur 4), dit kan ook
bij bot-aanmaak vrijkomen of zelfs na afname in het
bloed ontstaan. Om te voorkomen dat in het bloed os-
teocalcine gesplitst wordt, moet het direct na afname
op ijs geplaatst worden en binnen 4 uur verwerkt zijn
of ingevroren. Wil men een duidelijk beeld van bot-
aanmaak hebben dan is het belangrijk dat er een im-
munoassay gebruikt wordt die geen kruisreactiviteit
vertoont met kleinere fragmenten.

Voor de bepaling van osteocalcine zijn verschillende
kits in de handel waarvan de resultaten grote con-
centratie-verschillen laten zien die verklaard kunnen
worden door gebruik van verschillende antilichamen,
die kleine fragmenten wel of niet herkennen (5,8).

De concentratie van osteocalcine in serum neemt bij
vrouwen lineair met de leeftijd toe (20) en de concen-
tratie is hoger dan bij mannen (12). Bij vrouwen met
postmenopauzale osteoporose worden verschillende
resultaten gerapporteerd met grote individuele ver-
schillen in osteocalcine-concentratie (12,21).

De osteocalcine-concentratie is verhoogd bij verschil-
lende ziekten die gekarakteriseerd worden door een
verhoogde botturnover, zoals primaire en secundaire
hyperparathyreoidie, hyperthyreoidie, ziekte van Pa-
get, e.a.. De osteocalcine-concentratie is verlaagd bij
hypothyreoidie, hypoparathyreoidie en in pati€nten
behandeld met glucocorticoiden (6,8).

Carboxy terminaal propeptide type 1 collageen

Bot bestaat voor meer dan 90% uit type 1 collageen,
dat uit procollageen gesynthetiseerd wordt (figuur 5).
Procollageen heeft aan beide uiteinden extra peptiden
die bij inbouw van collageen in bot door specifieke
proteases afgesplitst worden. Het deel dat aan de car-
boxy kant afgesplitst wordt is het carboxyterminale
propeptide van type 1 collageen (P1CP); dit glyco-
protein bevat een grote hoeveelheid mannose en heeft
een molgewicht van 100 kD. P1CP is een trimeer dat
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Figuur 5. Type I collageen dat uit procollageen type I ontstaat
na afsplitsing van P1CP en PINP.

door S-S bruggen in stand gehouden wordt en nadat
het bolvormige eiwit is afgesplitst wordt de juiste ve-
zelvorming van het collageen verkregen. De hoeveel-
heid P1CP dat in de circulatie komt, is direct gerela-
teerd aan het aantal gevormde collageen molekulen
(22-24).

Bij de bepaling van P1CP in serum moet men er op
bedacht zijn dat een groot deel van het circulerende
P1CP door de endotheelcellen van de lever wordt op-
genomen; deze opname wordt door mannose-recepto-
ren gereguleerd. Een ander klein deel wordt via een
nog onbekend mechanisme door de nieren verwijderd
(23). Dit betekent dat het gemeten P1CP toch lager is
dan op grond van het ingebouwde collageen te ver-
wachten valt. Ook bij lever en nierfunctie stoornissen
zal het gemeten P1CP niet de eigenlijke situatie weer-
geven.

Zoals bijna alle botmarkers heeft ook P1CP een dui-
delijk dag/nacht ritme (8) en de synthese van P1CP
kan door verschillende metabole botziekten verande-
ren. Bij vrouwen in de leeftijdsgroep van 50-59 jaar
is een significant verschil gevonden t.o.v. pre-
menopausale waarden; dit suggereert een verhoogde
botturnover direct na de menopauze (25,26). Bij be-
handeling van postmenopausale vrouwen met hor-
moon-replacement-therapy (HRT) neemt de P1CP-
concentratie af tot premenopausale waarden (27). Bij
kinderen en patiénten met de ziekte van Paget is de
P1CP-concentratie sterk verhoogd, bij osteogenesis
imperfecta en reumatoide artritis (RA) zijn de con-
centraties verlaagd (8,25,28). Patiénten met RA die
behandeld worden met corticosteroiden laten een da-
ling in P1CP-concentratie zien (17,29). Tenslotte kan
P1CP als marker van osteoblast gemedieerde botop-
bouw gebruikt worden bij het vervolgen en mogelijk
zelfs detecteren van botmetastasen (30).

Amino terminaal propeptide type 1 collageen

Naast het P1CP wordt bij de synthese van type 1 col-
lageen ook een N-terminaal peptide afgesplitst: het
procollageen 1 N-terminaal collageen: PINP (figuur
5). PINP is geen glycoproteine maar een gefosfory-
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leerd eiwit. Onlangs is er een bepaling voor P1NP be-
schreven waarbij gebruik gemaakt werd van een syn-
thetisch peptide met de 7-24 peptidensequentie als
immunogeen (1,7). De concentratie van PINP is 100
maal hoger dan van P1CP; dit suggereert een verschil
in metabolisme van PINP en P1CP. Het is ook moge-
lijk dat het concentratie-verschil deels verklaard
wordt doordat de immuno-sequentie op de pro-o;(1)
keten zit en PINP twee van deze pro-o,(1) ketens be-
vat. Daarnaast kan het als één molecuul, een eiwit
van 35 kD, of in fragmenten circuleren, omdat het
geen S-S bruggen heeft, die de trimeerstructuur in
stand houden zoals het P1CP (7).

Uit recent onderzoek is gebleken dat de P1NP-con-
centratie een goede correlatie vertoont met P1CP
(31). Maar voordat PINP als betrouwbare marker
voor de botaanmaak gebruikt kan worden zal er eerst
meer onderzoek bij verschillende botziekten gedaan
moeten worden (1,31)

Botafbraak markers

Hydroxyproline

Hydroxyproline (OH-P) wordt voornamelijk in colla-
geen type 1 gevonden, 13% van de collageen-amino-
zuren bestaat uit OH-P. Bij de afbraak van collageen
komt OH-P vrij in de circulatie en wordt niet herge-
bruikt in de collageen synthese (1,5). Het OH-P cir-
culeert grotendeels als vrij aminozuur in het bloed en
wordt door de nieren bijna helemaal verwijderd;
daarnaast kan de lever OH-P volledig oxideren. Uit-
eindelijk wordt ca 10% van OH-P aan kleine peptiden
gebonden en door de nieren zonder verder metabo-
lisme uitgescheiden in de urine (2). De aan eiwit ge-
bonden vorm is ook een bijproduct van de afbraak
van nieuw gesynthetiseerd (onrijp) collageen. Als
deze fractie specifiek bepaald wordt, zou men kunnen
aannemen dat het de botaanmaak weergeeft (11). De
turnover van collageen in bot is veel hoger dan in an-
dere weefsels en daarom kan OH-P toch als botaf-
braak marker gebruikt worden (1,2).

Als botafbraak marker is de gevoeligheid matig; ook
de correlatie met botafbraak, zowel bepaald met cal-
ciumkinetiek als met bothistomorfometrie (1,2,5,8),
is niet erg goed.

Behalve uit de specifieke afbraak van collageen is
OH-P ook atkomstig van collageen eiwit uit voedsel
(vlees en gelatine). Daarom moeten patiénten min-
stens 2 dagen voor het verzamelen van urine hun voe-
dingspatroon aanpassen door geen vlees en gelatine
(o0.a. in ijs en bananen) te eten (11).

OH-P kan zowel bepaald worden in 24 uurs urine als
in nuchtere ochtendurine. Het betreft een colorimetri-
sche bepaling. De hydroxyproline uitscheiding wordt
doorgaans weergegeven t.o.v. de kreatinine-uitschei-
ding.

Bij de ziekte van Paget is OH-P duidelijk verhoogd
en deze uitscheiding daalt bij behandeling met bis-
fosfonaten (7,8). Bij osteoporose blijkt dat OH-P in
de praktijk niet als marker te gebruiken is omdat veel
patiénten met osteoporose een normale tot slechts iets
verhoogde uitscheiding hebben (8,32).
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Pyridinoline en Deoxypyridinoline

De koppeling van collageenvezels wordt gestabili-
seerd door de zo genoemde cross-links, pyridinoline
(Pyr) en deoxypyridinoline (Dpyr) (figuur 6). Deze
koppeling komt eerst tot stand door hydrofobe en
elektrostatische krachten en wordt later gestabiliseerd
door covalente intra- en intermoleculaire cross-links,
Pyr en Dpyr. Het patroon van collageen-cross-linking
is weefselspecifiek (11), Pyr en Dpyr komen voorna-
melijk voor in type 1 collageen van bot, daarnaast
komt Pyr in type 2 collageen van kraakbeen voor (6).
De volgende weefsels bevatten type 1 collageen:
huid, bot, tandbeen en pezen, type 2 collageen komt
voor in hyaline kraakbeen en glaslichamen. De cross-
link-vorming is tijdsathankelijk, het wordt alleen in
volgroeid collageen gevonden. De cross-links komen
vrij bij de collageen-afbraak door osteoclasten, ze
worden niet hergebruikt in de synthese en door de
nieren worden ze uit de circulatie verwijderd. De
cross-links worden in 2 vormen in de urine uitge-
scheiden: vrij (ca. 40%) en aan peptides gebonden
(ca. 60%). Net als bij hydroxyproline kunnen Pyr en
Dpyr zowel bepaald worden in 24-uurs urine als in
nuchtere ochtend urine en worden t.o.v. de kreatinine-
uitscheiding weergegeven.

De bepaling van cross-links heeft veel voordelen
t.o.v. OH-P: geen interferentie van voeding, hoge
weefselspecificiteit en een goede correlatie met bot-
afbraak bepaald met calciumkinetiek (33) en bot-
histomorfometrie (34). Pyr en Dpyr zijn gevoelige
markers en reageren sneller op veranderingen in bot-
turnover dan hydroxyproline (32). Door het dag/nacht
ritme van de botturnover (6) is het van belang dat
urines op dezelfde tijdstippen verzameld worden. Een
aantal studies hebben aangetoond dat nuchtere och-
tend urine de botturnover veranderingen rond de
menopauze en bij behandeling met hormonen het
beste weergeeft (34-36).

Pyr en Dpyr kunnen m.b.v. verschillende methoden
bepaald worden: HPLC en ELISA. De reversed-
phase HPLC met fluorimetrische detectie geldt als
"gouden standaard" omdat zowel de vrije als de eiwit
gebonden fractie gemeten worden (de eiwit gebonden
fractie na zure hydrolyse = totale fractie) (2,6,8). Bij
de verschillende ELISA's die intussen op de markt
zijn is de bepaling gebaseerd op het meten van vrije
cross-links (37,38) of de eiwitgebonden fractie (39).
Tussen de vrije fractie gemeten met de ELISA en de
totale fractie gemeten met de HPLC is de correlatie
goed (37,38,40,41). Wil men een goed overzicht krij-
gen van de vrije en totale cross-links is het raadzaam
de HPLC-methode te kiezen. Uit een recente studie is
gebleken dat de vrije cross-links een andere informa-
tie kunnen geven dan de eiwitgebonden cross-links.
Om hier meer duidelijkheid in te krijgen zal nog na-
der experimenteel onderzoek nodig zijn (39,42,43).
De cross-links hebben als marker voor botafbraak
nog een groot voordeel: ze kunnen zonder meer 25
jaar bij -20 °C bewaard worden (44). De uitscheiding
van Pyr en Dpyr is verhoogd bij de ziekte van Paget,
maligne hypercalciémie, hyperthyreoidie (6), hyper-
parathyreoidie en groeihormoondeficiéntie (7). Bij
postmenopausale vrouwen met osteoporose is de uit-
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scheiding van de vrije cross-links iets verhoogd (35).
De uitscheiding van Pyr en Dpyr lijkt de respons op
hormoon-replacement-therapy goed weer te geven
(41).

Carboxy-terminaal crosslinked telopeptide van type 1
collageen

Bij de afbraak van collageen komt het carboxy-ter-
minale crosslinked telopeptide van type 1 collageen
(1CTP) vrij. Het bestaat uit 3 "cross-linked" peptiden
met een molecuulgewicht van 9 kD (figuur 2). Het is
de eiwitgebonden fractie van de pyridinoline cross-
links die in urine gemeten wordt (45). Ook het 1CTP
wordt niet hergebruikt in de collageensynthese: er is
een correlatie gevonden tussen 1CTP en botafbraak
bepaald met calciumkinetiek en bothistomorfometrie
(45-47). Net zoals P1CP bevat het 1CTP nog een deel
collageen, het wordt in serum m.b.v. een radio immu-
noassay bepaald en de 1CTP-concentratie wordt niet
beinvloed door de voeding (48). Het dag/nacht ritme
van 1CTP komt overeen met de pyridinoline cross-
links en osteocalcine (24,46). Door de korte half-
waarde tijd van 1CTP is het in staat snelle verande-
ringen in botafbraak weer te geven (49). Er zijn
echter ook nadelen aan deze marker: de nieren ver-
wijderen 1CTP, gezien de grootte van het molecuul,
eerder uit de circulatie dan P1CP (45).

In de literatuur wordt ook beschreven dat de herken-
ning door het antilichaam niet specifiek is. Naast het
C-telopeptide fragment herkent het antilichaam ook
delen van de helixstructuur van ;- en o,-ketens van
collageen (50). De o-ketens komen, in tegenstelling
tot de telopeptiden, in meerdere typen collageen voor,
dus is het mogelijk dat niet alleen afbraakproducten
van type 1 collageen bepaald worden, maar ook de «-
ketens van type 2 en type 3 (51). Detecteren van
kleine verschillen bij behandeling met hormonen kan
met de huidige immunoassay nog niet, de gevoelig-
heid is nog niet optimaal en de ondergrens van het re-
ferentie-gebied ligt in de buurt van de detectie-limiet
(52). De concentratie neemt niet toe bij postmeno-
pausale vrouwen, wat andere botafbraakmarkers wel
doen (52). Uit eigen onderzoek bij patiénten met RA
en uit een studie waarin patiénten met de ziekte van
Paget met bisfosfonaten behandeld worden (28,29)
(Lems WF, Ann Rheum Dis in press) blijkt dat de
huidige methoden om 1CTP te bepalen niet gevoelig
genoeg zijn om als enige marker de botafbraak te de-
tecteren. Daarnaast zijn zeker nog andere markers zo-
als bv. de cross-links nodig (53). Er zijn al resultaten
van studies bekend waarbij patiénten met prostaat-
kanker op aanwezigheid van botmetastasen getest
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zijn. Hiervoor wordt de 1CTP bepaling gebruikt die
het mogelijk maakt om in een vroeg stadium deze
metastasen al aan te tonen (54,55). Ook zou 1CTP
een gevoelige indicator zijn voor de respons op thera-
pie van botmetastasen bij borstkanker (Blumgqvist et
al nog te publiceren).

Type I collageen crosslinked N-telopeptide

Het type 1 collageen crosslinked N-telopeptide
(INTP) (figuur 2, dan alleen aan amino terminale
kant) is een onderdeel van de eiwitgebonden pyridi-
noline cross-links die in de urine uitgescheiden wor-
den. Het beschikbare antilichaam is gericht tegen een
epitoop op het ou(1)-N-telopeptide, dit telopeptide kan
zowel de cross-links Pyr als Dpyr bevatten (56). Het
antilichaam herkent alleen peptiden die één van de
cross-links bevatten, doordat de peptiden dan de
juiste conformatie hebben. De nieren verwijderen alle
INTP uit het bloed en de uitscheiding wordt bere-
kend t.o.v. de kreatinine-uitscheiding (56). Uit een
studie met kinderen is naar voren gekomen dat INTP
een maat kan zijn voor de botgroeisnelheid (57), ook
is er een goede correlatie tussen INTP en Pyr en
Dpyr gevonden (36,58,59). In postmenopausale vrou-
wen is de dag tot dag variatie in de uitscheiding veel
lager dan van de pyridinium cross-links (59).

Voordat er uitspraken gedaan worden over INTP als
botafbraakmarker is er nog enig onderzoek nodig
over de specificiteit t.o.v. de bekende botturnover-
markers, o.a. bij vroeg-menopausale vrouwen om een
eventueel verhoogde botafbraak aan te tonen (56).

Tartrate-Restistent Zure Fosfatase

Tijdens de botafbraak wordt door osteoclasten het
enzym zure fosfatase uitgescheiden. Behalve in bot is
het enzym ook aanwezig in prostaat, bloedplaatjes,
erytrocyten en milt. Van het enzym bestaan een aantal
iso-enzymen, bot (isoenzym 5) en prostaat (isoenzym
3) komen het meest in bloed voor. Tussen de twee
iso-enzymen kan men m.b.v. tartraat een verschil
maken: de activiteit van bot zure fosfatase wordt niet
geremd door tartraat en prostaat zure fosfatase wel,
de bot zure fosfatase wordt daarom tartraat resistent
(TRAP) genoemd.

Een aantal nadelen, die de ontwikkeling van een assay
voor TRAP bemoeilijken, zijn de lage specificiteit
van TRAP voor osteoclast-activiteit, de instabiliteit
van het iso-enzym in ingevroren monsters en de aan-
wezigheid van remmers in serum (6).

Zure fosfatasen komen in veel lagere concentratie
voor in serum dan alkalische fosfatasen. De activiteit
is in serum hoger dan in plasma omdat bij het stol-
lingsproces uit plaatjes ook zure fosfatase vrijkomt
(60), dus meting van TRAP moet bij voorkeur in
plasma gebeuren.

Bij verschillende metabole botziekten correleert
TRAP goed met de andere botafbraakmarkers (2,6-
8,11). De concentratie is verhoogd bij de ziekte van
Paget, primaire hyperparathyreoidie en (postmeno-
pausale) osteoporose (8,11,32). De gevoeligheid van
deze marker moet nog verder onderzocht worden

(2,8).
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Type I collageen C-telopeptide

Naast bepalen van INTP in urine is het ook mogelijk
om hierin het C-telopeptide (CTX) van type 1 colla-
geen te bepalen. Op het 0,(1)-C-telopeptide is een se-
quentie van 8 aminozuren gelokaliseerd die gebruikt
is om een specifieke ELISA op te zetten (51). In te-
genstelling tot 1CTP wordt hier alleen het telopeptide
van type 1 herkend en geen helixstructuur (51). In
een recente studie is een goede correlatie met de be-
kende botmarkers gevonden (61). Deze auteurs clai-
men zelfs dat bepaling van CTX iets beter is dan de
andere botafbraakmarkers: OH-P, Pyr en Dpyr. Ook
kan de bepaling van CTX goed gebruikt worden om
de snelheid van botverlies te voorspellen (61). In te-
genstelling tot INTP is van het CTX bekend dat het
bij vroeg-menopausale vrouwen een versnelde botaf-
braak aantoont (61).

Galactosyl Hydroxylysine

Collageen type 1 kan twee soorten hydoxylysines be-
vatten: het galactosyl hydroxylysine (GHYL), voor-
namelijk in bot en het glucosyl-galactosyl-hydroxy-
lysine overwegend in de huid. Deze geglyceerde
hydroxylysines bepalen de uiteindelijke structuur van
het procollageen; hierdoor ontstaan de verschillen in
type collageen (4). Het GHYL komt in botcollageen
type 1, 5 tot 7 maal meer voor dan in huidcollageen
type 1 (62). Bij metabole ziekten met een hoge bot-
turnover is het glycosyleringspatroon niet veranderd
(4) en GHYL wordt in de lever niet verder gemetabo-
liseerd, waardoor het een eindproduct van de colla-
geen-afbraak is (2,4,6,8). De bepaling van GHYL
gebeurt met HPLC en fluorescentie-detectie na deri-
vatisering; GHYL fluoresceert niet zelf, dit in tegen-
stelling tot de pyridinoline cross-links. GHYL wordt
als vrije stof in de urine uitgescheiden waardoor hy-
drolyse niet nodig is. De concentratie van GHYL cor-
releert goed met die van de pyridinoline cross-links;
beide stijgen met de leeftijd. De GHYL-uitscheiding
is verhoogd bij: kinderen, ziekte van Paget, osteopo-
rose en postmenopausale vrouwen (62). De komende
jaren moet onderzoek van deze marker bij metabole
botziekten en osteoporose duidelijk maken of GHYL
een geschikte marker is om vroegtijdig botafbraak te
meten. Dit is vooral van belang bij de screening van
postmenopausale vrouwen met een verhoogde kans
op osteoporose (6,8).

Discussie

Bot is levend materiaal, continu wordt bot afgebro-
ken en weer aangemaakt, ook als de lengtegroei ge-
stopt is. Een botbiopt is een moment opname, deson-
danks wordt het de "gouden standaard" genoemd.
Daarnaast zijn de botmonsters heterogeen van samen-
stelling door de leeftijd van het botweefsel en z'n
minerale componenten (63,64). Om met deze me-
thode een verschil in de hoeveelheid bot aan te tonen
moet er na 6 tot 12 maanden weer een biopt genomen
worden (65).

De klinisch-chemische markers zijn niet athankelijk
van de leeftijd van bot en de veranderingen in bot-
metabolisme zijn sneller te detecteren. Iedere meta-
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bole botziekte heeft een ander effect op de osteoblast-
of osteoclast-activiteit en de koppeling hiertussen. Bij
het identificeren van een botziekte is het daarom aan
te raden meerdere markers te bepalen die de verschil-
lende aspecten van de osteoblast of osteoclast activi-
teit aantonen (26,66).

Uit verschillende studies is naar voren gekomen dat
het bepalen van een enkele botmarker niet voldoende
is om inzicht te krijgen in het botmetabolisme. Een
combinatie van verschillende markers voor botaan-
maak of -afbraak kan dit wel (12).

Iedere botmarker weerspiegelt een ander deel van het
botmetabolisme, zo bestaat er tussen P1CP en osteo-
calcine een matige correlatie die verklaard wordt
doordat P1CP de collageen-inbouw weergeeft en os-
teocalcine de osteoblast-activiteit (25).

Om een indruk van de botbalans op een bepaald tijd-
stip te krijgen is het gelijktijdig bepalen van osteo-
calcine en deoxypyridinoline een goede mogelijkheid
(65). Deze balans tussen osteoblast- en osteoclast-
functie zou wel eens belangrijker kunnen zijn voor
het vaststellen van een ziekte dan voor het meten van
de activiteit van de cellen afzonderlijk (65,67).

In de nabije toekomst zal de bepaling van de bot-
markers een belangrijke rol kunnen spelen bij scree-
ning van vrouwen rond de menopauze of zij tot de
risico-groep voor osteoporose behoren. Hier kan een
combinatie van bepaling van botmassa, m.b.v. bot-
dichtheidsmeting, en botafbraakmarker, bv. Dpyr, uit-
komst bieden (5). Naast aantonen van botziekten is
het mogelijk om met bv. P1CP of bot-AP en Pyr- of
Dpyr-bepaling in een vroeg stadium botmetastasen op
te sporen (68,69).

Gezien de bovenstaande resultaten zal verder onder-
zoek moeten uitwijzen welke combinatie van bot-
markers de beste is om bij een bepaalde botziekte de
meeste informatie te bieden (65).

Bepaling van botmarkers is niet alleen zinvol bij pa-
tiénten met metabole botziekten maar ook bij patién-
ten die behandeld worden met medicijnen die effect
hebben op het botmetabolisme zoals corticosteroiden.
Bij het bepalen van een aantal botmarkers moet men
er wel rekening mee houden dat een aantal markers
beinvloed kunnen worden door een verstoorde nier-
en/of leverfunctie. Zo is het bekend dat bij patiénten
met leverziekten de synthese van type 1 collageen
veranderd is en daardoor kan het bepalen van colla-
geen type 1 afhankelijke markers een verkeerd beeld
geven van het botmetabolisme. Dit geldt voor P1CP,
1CTP, INTP, CTX en de pyridinoline cross-links
(70), in dit geval kan dan gekozen worden voor
de botmarkers: bot-AP, osteocalcine (aanmaak) en
TRAP (afbraak).

Uit het overzicht komt naar voren dat de ideale mar-
ker voor botaanmaak of -afbraak nog niet bestaat.
Een combinatie van deze markers geeft inzicht in het
botmetabolisme, maar er moet nog veel onderzoek
gedaan worden naar het gedrag van de botmarkers.
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Summary

Bone metabolism: an overview of biochemical markers. Ger-
rits M1, Lems WF, Bijlsma JWJ, Thijssen JHH and Rijn HIM
van. Ned Tijdschr Klin Chem 1996, 21: 184-192.

Because the number of elderly people in the Netherlands
increases, the amount of patients with osteoporosis also
increases and therefore the interest in bone diseases and bone
metabolism grows. Bone formation as well as bone resorption
can be determined using biochemical markers in urine and
blood. Well known bone formation markers to be determined
in blood are total alkaline phosphatase and osteocalcin. Re-
cently developed markers are C-terminal procollagen type 1
(P1CP), N-terminal procollagen type 1 (P1NP) and bone spe-
cific alkaline phosphatase (BAP).

A well-known urine marker for bone resorption is hydroxy-
proline. Other markers in urine are: Pyridinoline (Pyr), Deoxy-
pyridinoline (Dpyr), N-telopeptide (1NTP), C-telopeptide
(CTX) and Galactosyl hydroxylysine (GHYL). In serum it is
possible to measure C-terminal crosslinked telopeptide of type
1 collagen (1CTP) and Tartrate resistant acid phosphatase
(TRAP).

The present article supplies insight into the above mentioned
markers and their relation to one another.

Keywords: bone metabolism; bone formation markers; bone
resorption markers; collagen
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