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Bevezetés

Bar torténelmi okokbdl vitaminként tartjuk szamon, a D-vitamin valdjaban egy
prohormon, melyet a valodi vitaminokkal szemben az emberi szervezet is szintetizal. A
molekula UV-B sugarzas hatasara tobblépcsés fotokémiai reakcié soran 7-
dehidrokoleszterinb6l keletkezik a bdrben. Az aktiv hormonalis forma, a Kalcitriol,
tovabbi két hidroxilacios 1épésben alakul ki. A 25-hidroxilacio elsésorban a méjban, az
1-alfa-hidroxilacid pedig a vesében torténik.

A D-vitamin kulcsfontossaghi szerepe a csontanyagcserében tobb mint 100 éve ismert.
A kalcitriol nélkiilozhetetlen a kalcium- és foszfatforgalom szabélyozasahoz, els6sorban
a bélben torténd abszorpcidhoz. D-vitamin-hidnyos allapotban, illetve a D-vitamin-
anyagcsere zavaraiban hypocalcaemia, hypophosphataemia, rachitis illetve ostemalacia

klinikai képe alakul Ki.

Mindezen klasszikus hatasok mellett az elmult évtizedek kutatasaiban egyre nagyobb
érdekl6dés Ovezi a D-vitamin extraszkeletalis, autokrin-parakrin hatasait is. A D-
vitamin anyagcsere enzimeli, illetve a D-vitamin receptor szinte valamennyi szovetben
megtalalhatéoak. A hormonalisan aktiv kalcitriol nuklearis receptoran keresztiil az
emberi gének kozel 3%-anak atirddasat szabalyozza. Ismertek emellett plazmamemran-
receptoron keresztlil érvényesiild rovidtava hatdsai is. Mindezek fényében nem
meglepd, hogy a D-vitamin és a D-vitamin-hidny szerepe szamos csontanyagcserétol
fiiggetlen korallapotban is igazolodott.

D-vitamin-hidanyban csékken az izomerd és gyakoribbak az elesések. A D-vitamin-
potlas ennek megfeleléen javitja az egyensulyt és csokkenti az esések szamat,
kiilonosen iddsekben. A csontra gyakorolt kozvetlen hatasok mellett feltehetéen az
izomer6 ¢és az egyensuly javulasa all a D-vitamin-szubsztituci6é toréskockazatot
csokkentd hatasa mogott.

D-vitamin-hianyban tobb malignus megbetegedés rizikdja nd. Az irodalmi adatok a
vastagbélrak vonatkozasdban igazdn meggy6z6ek. Bar a humdan intervencios
vizsgéalatok szama csekély, in vitro adatok megerdsitik a molekula kozvetlen
tumorellenes hatasait. Ennek kovetkeztében napjainkban a D-vitamin-potlas egyre

inkabb a kiegészitd onkologiai kezelés részéve valik.



A D-vitaminnak jelentds szerepe van az immunrendszer mikodésében. Az
immunsejtekben zajlo D-vitamin-aktivacid és inaktivacio Szabalyozasa egyedi modon
elsdsorban citokineken keresztiil torténik. A kalcitriol a velesziiletett immunitést
fokozza. Ennek megfelelden, kedvezd hatdsa mind a megeldzés, mind a gyogyulas
szempontjabol, tobbféle fertézésben kimutathatd. Autoimmun betegségek pl. sclerosis
multiplex, psoriasis, 1-es tipust diabetes ¢és gyulladasos bélbetegségek esetén is ismert a
D-vitamin-statusz jelent6sége. Ennek oka feltehetéen az, hogy a D-vitamin a szerzett
immunrendszert elsésorban tolerogén irdnyba mozditja.

Ugy tiinik, hogy szerepe lehet a cardiovascularis, illetve metabolikus egészség
fenntartasaban is. Jelentdsnek latszik a kapcsolat a tilstly, a metabolikus szindroma és
a D-vitamin-hiany k6z6tt. Ennek hatterében az elmult évek kutatasai egy a zsirszovet és
a D-vitamin-anyagcsere kozott fennallo, kétiranyi hormonalis kapcsolat lehet6ségét
vetik fel.

A fentieknek megfeleléen tobb, nagy esetszamu, prospektiv vizsgalat igazolja a D-
vitamin-hianyos allapot és az emelkedett 6ssz-mortalitas kozti kapcsolatot, valamint a

D-vitamin-potlas mortalitast csokkentd hatasat is.

Annak ellenére, hogy egyre nyilvanvalobb, hogy az optimalis D-vitamin statusz
fenntartdsa egészségiigyi szempontbdl kiemelkedd jelentdségli lehet, a megfeleld
ellatottsdg definicidja tovdbbra is vitdk targyat képezi. A D-vitamin statusz
megitéléséhez elsdsorban a hossza felezési idejii 25-hidroxi-D-vitamin (25(0OH)-D)
szérumszintjét értekeljik. Mivel a szekunder hyperparathyreosis laboratoriumi és
hisztomorfometriai jelei szamos vizsgalatban a 75 nmol/l-es értékek alatt jelentek meg,
a csontanyagcsere szempontjabol az e feletti szérum 25(0OH)-D értékek tekinthetok
idealisnak. Ennek megfeleléen szamos nemzetk6zi szervezet és a hazai D-vitamin
konszenzus i1s ezt a hatarértéket fogadja el a normal tartomany alsé hataranak. Az
extraszkeletalis hatasok szempontjabol kivanatos D-vitamin-szintek azonban korantsem
egyértelmiiek.

A legtobb D-vitamin-anyagcserével Osszefiiggésbe hozott fentebb emlitett kimenetelt
feltehetéen a hosszt tava D-vitamin-ellatottsag, illetve hiany befolyasolja. Ennek
kovetését azonban a legtobb vizsgalat idétartama nem teszi lehetdvé. Az obszervacios

és intervencios kutatasok ezzel kapcsolatos problémaira részben megoldast nydjtanak a



genetikai- és mendeli randomizacidos vizsgalatok. A  D-vitamin-anyagcsere
polimorfizmusok €s az egyes bioldgiai valtozok 0sszefliggéseinek vizsgalata betekintést
nytjthat a D-vitamin szertedgaz6 hatasaiba, egyuttal csokkentheti a keresztmetszeti D-

vitamin-szintek jelent6ségét az eredmények értelmezésekor.

Célkitiizések

Vizsgalatunkban egy, a magyar lakossadgra reprezentativ felnétt mintan haromféle
biologiai paraméterrel Osszefliggésben vizsgaltuk a D-vitamin-anyagcsere genetikai
polimorfizmusainak hatasat. A vizsgalat tervezésekor elsérendii szempont volt a
D-vitamin-szintekre hatdé kornyezeti tényezok lehetdség szerinti kiiktatasa, melytdl az
esetleges genetikai hatdsokbol adodd kiilonbségek maximalizalodasat vartuk. A
multbeli genetikai kutatasokban a kornyezeti hatdsokat sok esetben figyelmen kiviil
hagytak. Ez azzal a kovetkezménnyel jarhat, hogy a kiilsé tényezok altal okozott eltérd
D-vitamin-cllatottsag eclfedi a genetikai kiilonbségek okozta, vélhetden enyhébb
hatasokat.

Els6é célkitlizésiink a D-vitamin-szinteket befolyasolo 1j SNP-k azonositasa volt,
melyek a jovoben mendeli randomizacids vizsgalatok alapjaul szolgalhatnak. A
25(0OH)-D-szintek kifejezett poligénes hatas alatt allnak. Az ezzel Osszefliggésben
azonositott polimorfizmusok szama meghaladja a kétszazat. Ezek jelentds része
azonban a kanonikus D-vitamin-anyagcsere utvonalakon kiviil esik, igy élettani

szereplik és hatdasmechanizmusuk kevéssé tisztazott.

Masodik 1épésben olyan polimorfizmusokat kerestiink, melyek a kalciumanyagcsere
paramétereit a D-vitamin-szintekt6l flggetleniil befolyasoljak. Bar tobb vizsgalat
felvetette, hogy a D-vitamin a klasszikus hormonalis hatasok mellett parakrin
mechanizmusokon keresztiil is befolyasolja a kalciumanyagcserét, a téma irodalma
viszonylag szegényes, a genetikai vizsgalatok szdma csekély. A korabbi adatok

els@sorban patologias allapotok, pl. szekunder hyperparathyreosis kapcsan sziilettek.

Harmadik célkitlizésiink a D-vitamin-anyagcsere polimorfizmusai és a BMI kozti

Osszefiiggések vizsgalata volt. A D-vitamin metabolikus hatésait szamos obszervacios



¢és intervencios adat timogatja, a genetikai vizsgalatok eredményei kdzott azonban sok
az ellentmondas. A két legnagyobb vizsgalat csak minimalis Osszefliggést talalt a D-
vitamin-anyagcsere polimorfizmusai és az elhizads kozott, szamos kisebb vizsgalat
viszont szignifikans Osszefiiggésrdl szamolt be. Az ellentmonddsok magyarazataként
felmeriil, hogy a korabbi vizsgalatokban a D-vitamin-szinteket befolyasold kornyezeti

tényezoket kevéssé, vagy egyaltalan nem vették figyelembe.

Modszerek

Vizsgalati alanyok

Keresztmetszeti vizsgdlatunkat a tél legvégére, ez elsd két egybefiiggd napsiitéses napot
megelézéen idézitettik. A D-vitamin-szintekre hatdé kornyezeti tényezok, példaul a
napstités, minimalizalasatol az esetleges genetikai hatds kimutathatésaganak javulasat
vartuk.

A vizsgalatban résztvevoket haziorvosok bevonasaval, a KSH adatai alapjan
meghatarozott célszdmok alapjan, de azon til randomizalva toboroztuk ugy, hogy a
felnott lakossagot életkor, nem, és lakhely szerint 1:10 000 aranyban a lehetd
legpontosabban lefedjiik.

A tajékozott beleegyezését kovetden rogzitettiik a 831 résztvevé anamnézisét, kiilonds
tekintettel a D-vitamin-szinteket befolyasold ¢életmodbeli tényezdkre. Mértiik az
alapvetd antropometriai paramétereket (testsuly, testmagassag), valamint vért vettiink a
laboratoriumi és genetikai vizsgalatokhoz. A tajékozott beleegyezés képtelenségén kiviil

mas kizard kritérium nem volt.

Laboratoriumi vizsgalatok

Az 0ssz-25(OH)D-vitamin és a PTH szintek meghatarozasahoz automatizalt
immunoassay-t hasznaltunk (LIAISON analyzer DiaSorin, USA). A D-vitamin-kotd
fehérje (DBP) szintjét immunoturbidimetriaval (Modular, Roche, Mannheim,
Németorszag) mértiik. A szabad és biologiailag aktiv D-vitamin szinteket a fentiekbdl,
illetve az albuminszintekbdl becsiiltiik a Daniel Bikle illetve a Camille Powe altal
validalt képletekkel.

A rutin laborkémiai vizsgalatokhoz (Ca, P, Mg, albumin, kreatinin) Beckman Coulter
AU 5800 automatat hasznaltunk (Beckman Coulter, Brea, USA). A GFR ¢értéket a



kreatinin, az életkor, a teststly és a nem ismeretében a Cockcroft-Gault féle képlettel

becsultiik

Genetikai elemzés

A genetikai clemzéshez a D-vitamin-anyagcserében résztvevé 6 major gént
valasztottunk Ki. Ezek a glutamin-dependens NAD(+) szintetaiz (NADSYNI1)/7-
dehidrokoleszterin reduktaz (DHCR7), a D-vitamin k&td fehérje (GC), a 25-hidroxilaz
(CYP2R1), a 24-hidroxilaz (CYP24A1), illetve a D-vitamin receptor (VDR) voltak.

A vizsgalt SNP-k koziil hatot korabbi irodalmi adatok alapjan valasztottunk ki. Ezek a
GC ¢és a CYP24A1 génbdl keriiltek ki és hatasukat a D-vitamin-szintekre korabbi
publikaciokban mar felvetették. Az SNP-k nagyobbik részét prekoncepcioktdl mentesen
a minor allél gyakorisaga alapjan (MAF>0,20), a kapcsoltsag lehetOség szerinti
elkeriilésével (r? < 0,8) vélasztottuk ugy, hogy a vizsgalt gének minél nagyobb részét le
tudjuk fedni. Vizsgalatunkba igy az alabbi 29 SNP keriilt: rs1993116, rs10500804,
rs11023374 a CYP2R1-ben; rs4588, rs7041, rs17467825, rs222054 a GC génben;
rs7935125 a NADSYNI/DHCR7 régioban; 1rs4809959, 1s927650, rs2209314,
rs2762939, rs4809960, rs6022999, rs2181874, rs2585428, rs3787555, rs2244719,
1s2762941 a CYP24A1 génben, valamint rs1544410, rs3890733, rs7302235, rs2853564,
rs2107301, rs2228570, rs2239179, 12239182, rs4760648, rs7299460 a VDR génben.
A DNS mintdkat High Pure PCR extrakcios kit (Roche, Meylan, Franciaorszag)
segitségével EDTA-val antikoagulalt vérmintakbol nyertiik. A genotipizalast az
Innsbrucki Orvosi Egyetem Genetikai Laboratoriumaban végezték MALDI-TOF
tomegspektrométerrel (MASSarray Analyzer 4, Sequenom Inc., San Diego, California,
USA).

Statisztikai modszerek

A genetikai eredmények feldolgozasa soran az esetleges nem vart kapcsoltsag
kizarasara haplotipus blokk elemzést, a Hardy-Weinberg-egyensuly ellendrzésére Khi-
négyzet probat hasznaltuk.

Az SNP-ket tobb 1épésben, tobbvaltozds linedris statisztikai modellben valasztottuk ki.
Az els6 1épésben 1épcsdzetes beléptetéssel szlirtiik a potencidlisan szignifikdns hatast
mutatd polimorfizmusokat. Ezeket a masodik 1€pésben egyszerre, egymassal €s az

ismert egyéb kovaridnsokkal egyiitt is megvizsgaltuk. Végiil az ilyen modon is



szignifikancidt mutatd variansok kapcsan vizsgaltuk az esetleges magasabb rendi
interakciokat. Ahol volt teoretikus alap, ott moderacio- illetve mediacioelemzést
végeztliink. A szignifikancia hatarat mindenhol p<0,05-ben hataroztuk meg. Az
elemzéshez a Haploview szoftvert, az IBM SPSS Statistics for Windows 27-es verziojat
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA.), illetve a Process Macro 4.0 verziojat hasznaltuk.

A szignifikans polimorfizmusok hatdsmechanizmusdnak megallapitdsdhoz in silico
ellendriztiik a kapcsolt egyéb SNP-krdl elérhet irodalmi adatokat (1000 Genomes
Project CEU referencia adatbazis), illetve az esetleges szoveti génexpresszids hatasukat
(GTEx adatbazis).

Eredmények

Az iranyszamok alapjan bevont 831 résztvevobdl 167 esetben hianyos adatokat
kaptunk. Az igy kialakult 669 f6s vizsgalati mintabol kizartuk azokat, akiket az
anamnézis alapjan a megel6z6 honapokban szignifikans D-vitamin-szinteket
befolyasold kornyezeti hatas ért (kilfoldi ut, szolariumhasznalat, gyogyszeres potlas).
Az igy kapott 470 f6s minta képezte a genetikai elemzés alapjat. A kérnyezeti tényezok
miatti kizdrassal az eredeti vizsgdlati populacidhoz képest egyediil a nd-férfi arany
valtozott meg szignifikansan (1,38 az eredeti vizsgalati mintaban, 1,04 a genetikai
elemzésbe keriilt mintaban). Ennek oka, hogy a gyogyszeres D-vitamin-pétlas

szignifikansan gyakoribb volt a ndk kdrében.

A varakozasoknak megfeleléen a résztvevok erésen D-vitamin-hianyosak voltak. Az
atlag D-vitamin-szint 37 = 17,44 nmol/l volt. Adekvat (>75 nmol/l) D-vitamin-szintje
csak a résztvevok 2,3%-anak volt, 75%-uknal pedig kozepes-stlyos hianyt mértiink.
Az altalanos, sulyos D-vitamin hiany mellett, a PTH, a kalcium és a foszfat értékek a
résztvevok dontd tobbségénél a normadl tartomanyban maradtak, mely elsdsorban az

atmeneti tél végi D-vitamin-hianyhoz val6 sikeres adaptaciot jelzi.

A D-vitamin-szinteket ismerten befolyasolo biologiai paramétereket vizsgalva egyediil a
nemek kozti kiillonbség volt szignifikans (p=0,009). Az atlagos D-vitamin szint
férfiakban kb. 10%-kal magasabb volt, ami az irodalombdl ismert jelenség.

Nem jelent meg ugyanakkor a magasabb ¢letkor (p=0,719) és a magasabb BMI



(p=0,098) D-vitamin-szintet csokkenté hatasa. Valoszinli, hogy ezek a faktorok
nagyobb részben a napfénynek vald kitettségen keresztiil hatnak, illetve, hogy az
egységes D-vitamin hiany mellett az altaluk okozott kiilonbségek nehezen mutathatok
ki. Szignifikans Gsszefliggés volt a BMI és a DBP (p<0,001) valamint a DBP és a D-
vitamin szintek (p=0,008) kozott. A mediacidelemzés ugyanakkor nem erdsitette meg,
hogy a BMI ¢s a D-vitamin-szintek kozti ismert Osszefiiggésre ez az utvonal adna
magyarazatot (indirekt hatas kb. 34%).

A D-vitamin-hiany és a PTH szint Osszefiiggését tobb modellel is demonstraltuk.
Legpontosabbnak a reciprok modell bizonyult (p<0,001, r=0,22). Ha a D-vitamin-
hianyt, mint kategérikus valtozét  tekintettilk, akkor az enyhe hidny
(50 nmol/I<t-25(0OH)-D<75 nmol/l) és a megfelel6 ellatottsag (25(OH)-D>75 nmol/l)
kozott a PTH szintekben mar nem volt kimutathatd kiilonbség. Ez némiképp
ellentmondasban van az irodalmi adatokkal, melynek oka az lehet, hogy a megfelel6 D-
vitamin ellatottsdgu csoportba nagyon kevés résztvevo keriilt.

A D-vitamin- ¢és kalciumszintek kozott nem volt statisztikailag szignifikans
Osszefliggés. A varakozasoknak megfelelden a korrigalt kalciumszintekre szignifikans
hatast gyakorolt a foszfat, a Mg, a GFR, a BMI, és a PTH. Az ezek kozott a paraméterek
kozott ismert élettani interakciok statisztikailag is jol karakterizalhatoak voltak.
Kiemelkedonek bizonyult a magnéziumszint szerepe, mely szinte valamennyi
interakcioban meghatarozd volt. Az egyes valtozok 0©nallo hatasat logisztikus
regresszids modellben vizsgalva szintén a magnéziumszint bizonyult a legerdsebb

prediktornak a kalciumhiany vonatkozasaban (p<0,001).

A vizsgalt 29 polimorfizmusb6l 4 volt, ami a nemre, korra, BMI-re és egymasra
korrigalva is szignifikans hatast gyakorolt a D-vitamin szintre.

Ezek az rs7935125, az rs2762941, az rs7041 és az rs222054 voltak. Az rs7935125
szignifikans interakciot mutatott a nemmel, illetve az rs2762941-gyel is. Elobbi
interakci6 azt mutatja, hogy férfiakban kettd, nékben pedig egy varians allél sziikséges a
hatas kifejez6désééhez. Utdbbi esetben pedig a két polimorfizmus hatasa nem tiinik

additivnek, mert plato hatast mutat. Logisztikus regressziés modellben a négy koziil két



polimorfizmus (rs7935125, rs222054) szignifikansan befolyasolta a sulyos D-vitamin-

hiany kialakulasanak kockazatat.

Az rs11023374 és az rs2181874 a D-vitamin-szintekkel, az életkorral és egymassal
korrigalva is szignifikdns hatast gyakoroltak a parathormon koncentraciora. Az
rs2181874 szignifikans interakcidoban volt az életkorral, ami azt jelenti, hogy a varians
allél PTH-t noveld hatasa elsésorban magasabb életkorban jelentkezett. A genetikai
hatas 6,8%-nak bizonyult, mely Osszemérhetd a D-vitamin szintek és az életkor
egyiittes; 7%-os hatasaval. A VDR gén rs2853564 polimorfizmusa a GFR-t6l,
kalciumtol, BMI-t6l és életkortol fliggetleniil hatassal volt a foszfatszintekre. A

kalciumszinteket kozvetleniil befolydsolé6 SNP-t nem sikeriilt azonositanunk.

Az 1s11023374 és az rs2853564 a nemtdl, életkortol és D-vitamin-szintektdl fiiggetlentil
Osszefliggést mutatott a BMI-vel. Logisztikus modellben vizsgalva mindkét SNP
szignifikdns hatast gyakorolt a tulsuly (25<BMI<30) kockazatara, a masodik
polimorfizmus esetében a hatas az elhizast (BMI>30) vizsgalva is szignifikans volt.
Mivel mindkét SNP-nek kimutathato hatasa volt a kalciumanyagcsere egyéb
paramétereire is, mediacios elemzésben vizsgaltuk ezeknek és a BMI-re gyakorolt
hatasoknak az Osszefliggését. Az analizis az rs11023374 esetén nem mutatott a BMI-re
gyakorolt, PTH-tol fiiggetlen szignifikans hatast (p=0,119), mig az rs2853564
foszfatszinttdl fuggetlen, direkt hatasa a teljes BMI-re gyakorolt hatas 68%-a volt. Az

indirekt utvonal szignifikans hatdsa mindkét esetben valtozatlanul jelen volt.



Kovetkeztetések

1. Eredményeink  alapjan ~ sulyos  D-vitamin-hianyban a  megfeleld
magnéziumellatottsagnak kiemelkedo szerepe lehet a hypocalcaemia kivédésében.

2. Az elsék kozott vizsgaltuk a D-vitamin-anyagcsere génjeinek hatasait a D-vitamin-
szintekre hato kornyezeti tényezdk minimalizalasa mellett.

3. Els6é alkalommal igazoltuk az rs7935125 (DHCR7/NADSYN1), az rs2762941
(CYP24A1), és az 1s222054 (GC) polimorfizmusokrdl, hogy hatassal vannak a
t-25(OH)-D szintekre.

4. Az r1s7935125, és az rs222054 variansokrél kimutattuk, hogy szignifikansan
befolyasoljak a tél végi D-vitamin-hiany kockazatat.

5. Megerdsitettiik az rs7041 (GC) korabban leirt hatasat a t-25(OH)-D szintekre.

6. Az rs11023374 (CYP2R1), és az rs2181874 (CYP24A1l) polimorfizmusokrol
igazoltuk, hogy a D-vitamin-szinteken tal is szignifikdns hatast gyakorolnak a PTH
szintekre. A két SNP a variancia 6,8%-at magyarazta, ami Osszemérheté a D-vitamin-
szint hatdsdval. Ez az eredmény megerdsiti a D-vitamin parakrin hatdsat a PTH
szekrécio szabalyozdsaban.

7. Az 152853564 (VDR) polimorfizmusrél igazoltuk, hogy a Ca, a GFR, a BMI, az
¢letkor €s a D-vitamin értékétdl fiiggetleniil befolyasolja a szérum foszfat szinteket. Az
SNP hatdsa a variancia kb. 1%-4t magyarézta.

8. Az rs11023374 (CYP2RI1) és az rs2853564 (VDR) polimorfizmusokrol kimutattuk,
hogy a nemt6l, az életkortol és a t-25(OH)-D szintekt6l fliggetlen hatast gyakorolnak a
BMI-re. Az SNP-k hatadsa a PTH illetve foszfatszintekre gyakorolt hatasukkal egylitt
alakult. Az 0sszefiiggés iranya megfelelt az irodalomban a BMI és a PTH illetve a BMI
¢s a foszfatszintek kozt korabban leirt kapcsolatnak. Bar az oksagi sor nem egyértelmii,

eredményeink megerdsitik, hogy a D-vitamin részt vesz a testsuly szabalyozasaban.
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