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1. Bevezetés

Az osteoporosis a csontok olyan generalizalt
megbetegedése, mely csokkent csonttomeg mellett
mikroarchitektara valtozassal jar és ezek
kovetkezményeképpen a torési rizik6 megnovekszik.
Mivel a betegség progresszidja tiinetmentesen vagy
tiinetszegényen torténik, a betegség sokszor csak akkor
keriil felismerésre, mikor az els6é tipusos torés

megtorténik.

Az, hogy a csontritkulds népbetegség, nem vonhatd
kétségbe, mivel a legelfogadottabb adat szerint a vilagon
200-250 millié embert, Magyarorszagon pedig 900 ezer
fot érint.

Az osteoporosisok beosztasat koreredet alapjan lehet
elvégezni. Primer csontritkulasrol akkor beszélhetiink, ha
a masodlagos osteoporosishoz vezetd korképeket ki
lehetett zarni. A primer csontritkuldsokat a paciens
¢letkora alapjan tudjuk a szakmai konszenzus alapjan két
csoportra osztani: juvenilis €s involutids osteoporosisra.
Ez utébbi csoportba tartozik a posztmenopauzas

osteoporosis. Ebbe a  csoportositdisba  nehezen



illeszthetoek a genetikai rendellenesség talajan kialakulo
osteoporosisok, mint példaul a Frank-ter Haar szindroma

esetében kialakuld csontritkulas.

2. Célkitiizés

Vizsgalatainkban a kiilonb6z6 csontok mikromorfoldgiai
analizisét tlztik ki célul mikro-CT segitségével egér
modellen. Kutatasainkhoz kétféle egér modellt kivantunk
hasznalni.

Az egyik egy génmoddositds eredményeképpen Buday és
munkatarsai altal Iétrehozott Sh3pxd2b-KO egértorzs volt,
ahol a Tks4 scaffold protein hianyat vizsgaltuk.

1. Meg kivantuk mérni a koponya és a femur novekedését,
hogy 0sszevessiik a normalis fejlddést mutatd egerekével
(WT).

2. El kivantuk végezni a femur kortikalis és spongidza
mikromorfologiai elemzését annak érdekében, hogy
lassuk mutatja-e a Frank-ter Haar szindromara jellemzd
osteoporotikus jellegzetességeket.

Masik felhasznalt modelliink egy ovariektomizalt egér

modell volt, melyen a posztmenopauzas osteoporosisban



1étrejové csontmikroarchitektara valtozasokat illetve a
D3-vitamin terdpids dozisu adagolasanak hatasait
kivantuk megfigyelni harom mintavételi helyen.

3. Az egér femur kortikdlisdban ovariektomia hataséara
végbemend osteoporotikus  elvaltozasokat kivantuk
vizsgalni, illetve a D3-vitamin erre a folyamatra gyakorolt
hatasat.

4. Az egér femur spongidézaban ovariektomia hataséara
végbemend mikroarchitektira valtozdsokat ¢és a BMD
érték kapcsolatat kivantuk elemezni, illetve a D3-vitamin
erre terliletre gyakorolt hatésat.

5. Ovariektomizalt egér mandibula spongiézajdban a
csontmikromorfoldgiai valtozdsok ¢és a BMD érték
kapcsolatat kivantuk vizsgéalni, valamint a D3-vitamin
hatasat a folyamatra.

6. Egér mandibula condylus mikroszerkezetét kivantuk

megfigyelni a fenti kisérleti koriilmények kozt.



3. Modszerek

3.1. Cephalometriai analizis mikro-CT segitségével az
Sh3pxd2b-KO egér modellen

A vizsgalt csoportokban 6-6 darab 8 honapos egér volt. Az
egyik csoportba az Sh3pxd2b-KO egerek tartoztak, a
masikat a kontroll csoportot biztositdé C57Bl/6 egerek
alkottdk. Az éallatok tartasa a kisérleti allatok tartdsara
vonatkoz6 eurdpai ajanlas (Guidelines for Accomodation
and Care of Animals) alapjan tortént, a PEI/001/2042-
6/2014 engedélyben foglaltakkal megegyez6 modon. Az
allatok extermindldsa utdn a bal femur és a teljes koponya
eltavolitasra kertilt. A szkennelést Skyscan 1172 mikro-
CT késziilékkel (Bruker, Kontich, Belgium) végeztiik.
Femur esetén a bedllitdisok a kovetkezok voltak: a
fesziiltség 50 kV, az aramerdsség 198 pA, a voxel méret
5,02 um. 0,5 mm-es aluminium filtert hasznaltunk. A
1éptetés szoge 0,5 fokos volt. A koponya szkennelésekor a
fesziiltség 60 kV, az dramerdsség 166 pA, a voxelméret
8,2 um volt, 0,5 mm-es aluminium filtert és 0,5 1éptetési
szoget alkalmazva. A rekonstrukciohoz az NRECON
(Skyscan, Bruker) szoftvert hasznaltunk, majd a
méréseket a CT Analyser 1.7.0.0. (Skyscan, Bruker)



szoftverben végeztik. A szegmenticiohoz globalis
manualis threshold technikat alkalmaztunk.

A mérépontokat a Richtmeister és munkatarsai altal
kozzétett tanulménnyal azonos mddon allapitottuk meg.
Meértiik a koponya hosszusagot, szélességet, magassagot,
a mandibula ramusok hosszat és a bal femur hosszat. Hogy
a mérések pontossagat megnoveljiik, minden mérépont
azonositdst ¢és mérést minden csonton hdromszor
végeztlink el. Ezek kozépértékét hasznaltuk a statisztikai
analizisben, mely elkészitéséhez GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., California, USA) szoftvert
hasznaltunk. Student-féle t-probat végeztiink ¢és a

szignifikancia szintje 0,05 volt.

3.2. A Tks4 deficiencia hatasanak vizsgalata a csont

mikromorfologiara Sh3pxd2b-KO egértorzson

A csontmikroarchitektura vizsgalatat a femuron végeztiik
az Sh3pxd2b-KO és WT egerek esetén 4 és 8 honapos
korban. Az éallatok tartasa és kezelése az elézdekben

1smertetett modon tortént.



A szkennelési protokoll ebben az esetben a kdvetkezd
volt: a fesziiltség 50 kV, az dramerdsség 198 pA, a voxel
méret 5,02 pm. 0,5 mm-es aluminium filtert hasznaltunk.
A 1éptetés szoge 0,5 fokos volt. A rekonstrukcidohoz
NRECON (Skyscan, Bruker) szoftvert alkalmaztunk,
majd a csont mikromorfoldgiai elemzést CT Analyser
1.7.0.0. (Skyscan, Bruker) segitségével végeztik. A
szegmentaciot globalis manualis threshold technikéval
végeztik.

A region of interest (ROI) a femur distalis epiphysisnél
talalhatd novekedési lemeztél hatdroztuk meg. Innen a
diaphysis irdnyaba mért 6tvenedik szelet magassagatol
400 szeleten (1,807mm) keresztiil vizsgaltuk a
trabekularis csontot. A kortikalis vizsgalatat a ndvekedési
lemeztél mért 500. és 600. szelet kozott végeztiik.

A statisztikai analizishez GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc., California, USA) szoftvert hasznaltunk.
Student-féle t-probat végeztiink és a szignifikancia szintje

0,05 volt.



3.3. A D-vitamin hatasa a femur csonteszerkezetének

mikromorfologiai tulajdonsagaira

30 darab 6 hetes, 22 g-os CRL:OF1 (Charles River
Laboratories) egeret harom csoportra osztottunk. A D3
csoport 10 tagja miutan atesett az ovariektomidn, a mutét
napjatol kezdve 6 héten at minden nap per os D-vitamint
kapott (4 ng/nap Alpha D3-TEVA 0,25 pg) 1 csepp
mogyoroolajban, mig az OVX csoport 10 tagja a miitét
utan, illetve a SHAM csoport 10 tagja az almiitét utan a
vizsgalat ideje alatt a D-vitamin vivéanyagat, 1 csepp
mogyoroolajat kapott. Az egerek étrendjét az ajanlasoknak
megfeleléen ugy alakitottuk ki, hogy az 0,025 mg
kolekalciferolt’kg (0,65 pmol vagy 1000 NE/kg)
tartalmazzon és normal konzisztenciaju legyen. Az
allatok kezelésében és tartdsaban a Semmelweis Egyetem
Allatkisérleti Szabalyzatanak és a kiadott engedélynek
megfelelden jartunk el (22.1/2756/003/2007). Az allatok
exterminalasa utan a bal femurt és a bal hemimandibulat
eltavolitottuk. A vizsgalatot Skyscan 1172 mikro-CT
késziilékkel (Bruker, Kontich, Belgium) végeztiik. A

femur esetében a szkennelési protokoll a kovetkezd volt: a



fesziiltség 50 kV-ra, az aramerdsség 198 pA-ra, a voxel
méret 5,02 um-re volt beéllitva. 0,5 mm-es aluminium
filtert hasznaltunk. A Iéptetés szoge 0,5 fokos volt. A
rekonstrukciohoz NRECON (Skyscan, Bruker) szoftvert
alkalmaztunk, majd a csont mikromorfoldgiai elemzést
CT Analyser 1.7.0.0. (Skyscan, Bruker) segitségével
végeztik. A szegmentacidt globalis manudlis threshold
technikaval végeztiik.

A region of interest (ROI) a femur distalis epiphysisnél
talalhatd novekedési lemeztdl lett meghatarozva. Innen a
diaphysis irdnyaba mért Otvenedik szelet magassagatol
400 szeleten (1,807mm) keresztiill vizsgaltuk a
trabekularis csontot. A kortikalis vizsgalatat a novekedési
lemeztél mért 500. és 600. szelet kozott végeztiik.

A statisztikai kiértékeléskor SPSS 24.0 (SPSS, Chicago,
IL, USA) szoftvert hasznaltunk. Az adatokon Kruskal-
Wallis teszt utan, ahol a szignifikancia szint 0,05 volt,

post-hoc tesztként Dunn tesztet alkalmaztunk.



3.4. A D-vitamin hatasa a mandibula

csontszerkezetének mikromorfologiai tulajdonsagaira

Ahogy a femur mikromorfologiai elemzésének
modszertananal ismertetésre kerilt, az allatok bal
hemimandibuldjat is eltdvolitottuk. Az elézdkkel
megegyez0 modon a szkennelést Skyscan 1172 mikro-CT
késziilékkel (Bruker, Kontich, Belgium) végeztiik.

A mandibula estében a fesziiltség 70 kV, az aramerdsség
114 pA ¢és a voxel méret 7,1 pm volt. 0,5 mm-es
aluminium filtert ¢és 0,5 fokos Iéptetési szoget
alkalmaztunk. A mintdkon a mandibula spongioza
paramétereinek vizsgalatara az 1. molaris fog gyokerei
kozti teriiletet hasznaltuk fel. A mandibula kortikalis ROI
a 3. molaris gyokerének distalis felszinétl kezdve
mesialisan 250 szeleten at vizsgaltuk a mandibula bazisan.
A rekonstrukcid, szegmentacio, elemzés és statisztikai

kiértékelés a femurnal ismertetett moédon tortént.



3.5. A D-vitamin hatisa a mandibula condylus

csontszerkezetének mikromorfologiai tulajdonsagaira

A mandibula esetén leirasra keriilt koriilmények és
paraméterek mellett vizsgaltuk az egerek eltavolitott bal
hemimandibuldjan a condylus csontszerkezetét is. Ebben
az esetben a szkennelési protokoll tigy valtozott, hogy a
fesziiltség 60 kV, az d&ramerdsség 156 pA és a voxel méret
3,9 um volt. A filter mérete és tipusa, valamint a Iéptetési
sz0g megegyezett a mandibula tobbi teriiletén
alkalmazottal.

Itt a ROI a fejecs teljes szivacsos csontdllomanyat
jelentette.

A rekonstrukcid, szegmentacio, elemzés €s statisztikai

kiértékelés a femurnal ismertetett moédon tortént.

3.6. A D-vitamin hatasa a femur és a mandibula bone

mineral density (BMD) értékére

A BMD meghatarozasdhoz a Burker-Micro-CT BMD

kalibracids protokollt kovetve, sziikség van két kiilonbozo

crer

szkennelésére a vizsgaland6 csontok szkennelését



kovetden. Egerek esetén ez 2 mm-es 0,25 g/cm?® és 0,75

g/cm?

stirliségli rudakkal végzett kalibraciot jelent. A
denzitas értékek tartomanyanak meghatirozasa utan az
alabbi képlet alapjan tudtuk kiszamolni az egyes
mintavételi helyek BMD értékét, ahol a mért Hounsfield

units (HU) értékeket hasznaltuk:

BMD — 124,961805 — HU g
T 4912,70746 cm3

)

A BMD mérést a femur spongiéza és a mandibula
spongidéza mintavételi helyén végeztiik el. Az adatokon
Kruskal-Wallis teszt utan, ahol a szignifikancia szint 0,05

volt, Dunn-féle post-hoc tesztet alkalmaztunk.

4. Eredmények
4.1. Cephalometriai analizis mikro-CT segitségével az

Sh3pxd2b-KO egér modellen

A KO egerek koponydja szignifikansan rovidebbnek és
keskenyebbnek bizonyult a WT egerekéhez viszonyitva, a
koponyamagassdgban azonban nem volt szignifikans

kiilonbség.



A KO egereknél mért szignifikdnsan alacsonyabb
hossz/szélesség/magassag arany mutatja, hogy ezeknek az
allatoknak leginkdbb antero-posterior irdnyban erdsen
Osszenyomott koponyajuk van. Ha a femur hosszat vetjiik
0ssze a koponya illetve a mandibula hosszaval, akkor
mindkét esetben szignifikdnsan alacsonyabb értéket
kapunk a KO egércsoportndl. A KO egerek esetén
fogtorlddas ¢és oldalsd nyitott harapas is megfigyelhetd

volt.

4.2. A Tks4 deficiencia hatasanak vizsgalata a
csontmikromorfologiara Sh3pxd2b-KO egértorzson

A percent bone volume (BV/TV) szignifikansan
magasabb volt a WT egereknél mindkét korcsoportban a
KO egerekhez mérten. A trabekuldk szama (Tb.N) szintén
szignifikansan alacsonyabb volt mindkét korcsoportban a
KO egereknél, mint a WT-nal. A trabekuldk vastagsaga
(Tb.Th) a 8 honapos egereknél szignifikansan kisebbnek
mutatkozott a KO egereknél, mint a WT csoport tagjainal.
A trabecular bone pattern faktor (Tb.Pf) mindkét

korcsoportban szignifikdinsan magasabb volt a KO



egereknél, mint a WT csoportban. A teljes porozitas (tot)
érteke szignifikdnsan magasabb volt a KO csoport
mindkét korosztalydban, mint a vad tipusnal. A kortikalis
vastagsag (Ct.Th) szignifikdnsan alacsonyabb volt
mindkét korcsoportban a KO egereknél, mint a WT
egereknél.

4.3. A D-vitamin hatasa a femur csontszerkezetének

mikromorfologiai tulajdonsagaira

A femur kortikalis vizsgalata soran a Ct.Th szignifikdnsan
alacsonyabb volt az OVX (175,1 £ 5,8 um) csoportban,
mint a SHAM (202,7 £ 4,9 um) vagy a D3 (203,8 £ 6,1
pum) csoportban.

A spongidza vizsgalata sordn a BV/TV szignifikdnsan
alacsonyabb volt az OVX (10,98 + 1,78 %) csoportban,
mint a SHAM (21,68 + 3,62 %) csoportban. BV/TV
érteknél a D3 csoportnal (15,0 = 2,5 %) nem volt
szignifikans eltérés a SHAM csoporttol. A Tb.Th
szignifikansan alcsonyabb volt az OVX (61,4 £ 2,7 um)
csoportban a SHAM (70,3 = 2,4 um) és a D3 (67,0 £2,2
um) csoporthoz képest.



A Tb.Pf az OVX (0,023 = 0,009 mm™') csoportban
szignifikansan magasabb volt, mint a SHAM (0,011 =+
0,003 mm™) csoportban. A D3 csoport (0,018 + 0,002 mm™

1Y nem mutatott szignifikans eltérést.

4.4. A D-vitamin hatasa a mandibula

csontszerkezetének mikromorfologiai tulajdonsagaira

A mandibula spongiézdban az OVX csoportnél (50,2% =+
4,3) a BV/TV szignifikansan alacsonyabb volt, mint a
SHAM (68,4% + 3,9) vagy a D3 (61,9% + 4,9) csoportnal.
A BS/BV az OVX csoportban (0,041 = 0,005 mm™)
szignifikansan nagyobb volt, mint a SHAM csoportnal
(0,03 + 0,006 mm™). A D3 csoport (0,035 + 0,01 mm™)
nem mutatott szignifikans eltérést a SHAM csoporttdl,
sem az OVX csoporttdl.

A Tb.Th az OVX csoportban (108,5 + 5,6 pum)
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a SHAM (150,0 +
2,4 um) vagy a D3 csoportnal (151,4 + 2,6 um). A
mandibula kortikalisaban nem voltak szignifikéns

valtozasok a vizsgalt paraméterekben.



4.5. A D3-vitamin hatasa a condylus
csontszerkezetének mikromorfologiai tulajdonsagaira
A condylusban a BV/TV értékek szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak az OVX csoportban (44,93 + 4,09
%), mint a SHAM (57,61 = 4,5 %) és a D3 (51,47 + 5,01
%) csoportban és szignifikdns volt a kiillonbség a SHAM
¢s D3 csoport kozott is. A BS/BV érték szignifikdnsan
magasabb volt az OVX (0,125 £+ 0,015 mm™) és a D3
(0,109 £ 0,016 mm™) csoportban, mint a SHAM (0,088 +
0,012 mm™) csoportban.

A Tb.Th érték szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a
SHAM csoportban (42,8 + 3,1 um), mint az OVX (34,42
+4,9 um) és D3 (36,23 £ 3,1 um) csoportokban. A Tb.Pf
érték szignifikdnsan magasabb volt az OVX csoportban (-
0,01 + 0,003 mm™"), mint a SHAM (-0,039 + 0,01 mm'")
és D3 (-0,043 £ 0,01 mm™) csoportokban.

4.6. A D-vitamin hatasa a femur és a mandibula bone

mineral density (BMD) értékére

A femur teriiletén mért BMD értékek szignifikansan

alacsonyabbak voltak az OVX csoportban (0,14 £+ 0,02



g/cm?), mint a SHAM (0,25 + 0,05 g/em®) ésa D3 (0,18
+0,03 g/cm®) csoportban.

A mandibuldban mért BMD értékek  szintén
szignifikansan alacsonyabbak voltak az OVX csoportban
(0,5+0,07 g/cm?), mint a SHAM (0,69 = 0,08 g/cm?) és a
D3 (0,64 £+ 0,07 g/cm?) csoportban.

A SHAM ¢és D3 csoport kozott egyik mintavételi helyen

sem volt szignifikans kiilonbség.

5. Kovetkeztetések — Uj megallapitasok

1. Az Sh3pxd2b-KO egértorzs vizsgalatai jol mutatjak, az
egész koponya és femur mérései és aranyai tekintetében, a
Frank-ter Haar szindromas (FTHS) paciensekhez hasonlé

csont makromorfologiai elvaltozasokat.

2. Az Sh3pxd2b-KO egértorzs mikro-CT-vel végzett
mikromorfolégiai vizsgalata a femuron kimutatta, hogy
annak szerkezete osteoporotikus jelleget mutat a Tks4

allvanyprotein hianya miatt.

3. A femur kortikalis postmenopauzas osteoporosisban

bekovetkezo elvékonyodasat a D3-vitamin terapias dozist



adagolasa egymagaban is képes volt megakadalyozni egér

modell esetén.

4. A femur trabekularis csontszerkezeti pramétereinek ¢és
BMD szintjének figyelembe vételével elmondhato, hogy a
D3-vitamin terdpias dozisu adagoldsa egymagaban is
képes volt kivédeni a kezdeti gyors csontvesztést

ovariektomizalt egér modell esetén.

5. A mandibula trabekularis csontarchitekturajanak ¢és
BMD szintjének megdrzésében a D3-vitamin terapias
dozistt adagoldsa egymagaban is eredményesnek

bizonyult ovariektomizalt egérmodell esetén.

6. A D3-vitamin a mandibula condylusanak
csontszerkezetére korlatozott védohatast fejtett ki terapias
dozisti adagolas mellett, ovariektomizalt egér modell

esetén.
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