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. WSTEP

Osteoporoza uwazana jest za przewlekla chorobe metaboliczng kosci, ktora
charakteryzuje si¢ spadkiem gesto$ci mineralnej tkanki kostnej i dezorganizacja struktury
przestrzennej kosci. Schorzenie to stanowi wazny problem spoteczny, gdzie Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization) klasyfikuje osteoporoze
jako chorobe cywilizacyjng. Wydluzajacy si¢ styl zycia cztowieka przyczynia si¢ na
zwigkszenie zachorowalno$ci na ta jednostkg chorobowa, zwlaszcza wsrod kobiet
w wieku okotomenopauzalnym.

Zmiany chorobowe sg wynikiem dziatania wielu czynnikéw dziedzicznych
i zaleznych od stylu zycia prowadzonego przez cztowieka. Wptyw na ostateczng warto$¢
masy kostnej maja zarowno czynniki wewnatrzpochodne (genetyczne, rasowe, ptec), ale
rowniez czynniki zewnatrzpochodne (przyjmowane leki, przewlekle choroby) oraz
mozliwe do zmodyfikowania (dieta, aktywnos$¢ fizyczna, stan odzywienia organizmu).
Okreslenie czynnikow ryzyka osteoporozy jest istotnym elementem w profilaktyce
I leczeniu choroby. Pozwala na wyrdznienie grup ryzyka osteoporozy i podjecie
stosownej profilaktyki. Badania nad genetycznym podiozem choroby daja mozliwo$¢
uzyskania markeréw genetycznych, ktére moga by¢ wykorzystane do oszacowania
ryzyka ztaman oraz opracowania nowych skutecznych lekdw majacych zastosowanie

w profilaktyce i leczeniu osteoporozy.

l.1. Osteoporoza — definicja i klasyfikacja jednostki chorobowej

Termin ,,osteoporoza” pochodzi z jezyka greckiego i oznacza ,,ko$¢ porowata”.
Juz w XIX wieku opisano histologiczne r6znice pomig¢dzy osteomalacjg a osteoporoza
[1-3]. Osteoporozg opisano, jako niedobor tkanki kostnej, jednak normalnie
zmineralizowanej [4]. W latach 40. ubieglego wieku pojawita si¢ kolejna hipoteza, ktora
sugeruje, ze osteoporoza jest konsekwencja niedoboru estrogenow. W kolejnych latach
wykazano, ze osteoporoza jest stanem patofizjologicznym, w ktorym ma miejsce utrata
tkanki kostnej. W latach 80. ubieglego wieku pojawily sie liczne doniesienia, ze

osteoporoza wystepuje w dwoch postaciach. Pierwsza, ktora pojawia si¢ Wwraz
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z niedoborem estrogendw, druga natomiast, wynikajacej z wysokiej nadczynnos$ci
przytarczyc [5].

W latach 90. ubieglego wieku Riggs i wsp. [6] zaproponowali model
wyjasniajacy patofizjologie osteoporozy starczej (inwolucyjnej). Za gtowng przyczyne
utraty tkanki kostnej u kobiet w wieku okotomenopauzalnym uznano niedobor
estrogenow.

Osteoporoze dzieli si¢ na pierwotng i wtérng, przy czym pierwotna
obejmuje okolo 80% wszystkich zachorowan [rycina 1.]. Zalicza si¢ do niej
osteoporoze idiopatyczna (mlodziencza), spowodowang zbyt wolnym tempem
rozwoju kos¢ca niz to wynika z norm wiekowych, z zachowaniem normalnej funkcji
gonad przy braku zaburzen hormonalnych. Za osteoporoze pierwotna uznaje si¢
réowniez osteoporoze typu I, wystepujaca u kobiet po menopauzie i wywolana
niedoborem hormonow plciowych, szczegdlnie estrogenu oraz osteoporoze typu I
(inwolucyjna, starcza). Osteoporoza starcza spowodowana jest utrata tkanki
kostnej zwigzana z wiekiem i wywolana glownie zmniejszeniem ilosci i aktywnosci
osteoblastow, w mniejszym stopniu zwiekszeniem aktywnosci osteoklastow.
Osteoporoza wtérna pojawia si¢ natomiast wskutek przyjmowania lekow
steroidowych i immunosupresyjnych lub towarzyszy innej chorobie, w tym:
nadczynnosci gruczolow tarczycy, kory nadnerczy i przytarczyc; reumatoidalnemu

zapaleniu stawow, chorobom nerek, a takze nowotworom zlosliwym [7-9].

OSTEOPOROZA
I
I |
PIERWOTNA WTORNA
I
I I
IDIOPATYCZNA INWOLUCYINA
I
I I
POSTMENOPAUZALNA STARCZA

Rycina 1. Schemat podziatu osteoporozy.

Definicje osteoporozy zmieniaty si¢ w zaleznosci od analizowanych parametrow

densytometrycznych. Obecnie wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia osteoporoza jest

7
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definiowana jako uogolniona choroba metaboliczna kosci, ktéra prowadzi do obnizenia
masy kostnej i zaburzen w mikroarchitekturze tkanki kostnej, przyczyniajac si¢ do
zwiekszonej jej famliwosci 1 podatnosci na ztamania. Dodatkowo, definicja osteoporozy
zostala uzupetliona o parametr T-score. Przyjeto, ze warto§¢ wskaznika T-score, ktora
swiadczy o osteoporozie, jest nizsza niz 2,5£SD od $redniej wynikow dla szczytowej
masy kostnej w wieku 20-29 lat. Wedlug definicji WHO podstawowe znaczenie dla
rozpoznania choroby ma gesto$¢ mineralna kosci — BMD. Oznaczana jest ona metoda
absorpcjometrii promieniowania rentgenowskiego o podwdjnej wigzce energetycznej

(DXA, ang. dual-energy X-ray absorptiometry) [10-14].

[.1.1. Charakterystyka osteoporozy

Osteoporoza jest chorobg metaboliczng, ktdra zwigzana jest z ubytkiem masy
kostnej, spowodowanym utratg zwigzkoéw wapnia. To natomiast jest powigzane ze
zmianami aktywno$ci hormonalnej, czynnikami genetycznymi czy tez sposobem zycia.
W swoim przebiegu charakteryzuje si¢ ona wystgpowaniem roznych zaburzen
w mikroarchitekturze ko$ci 1 zmianami w metabolizmie tkanki kostnej. Wyglad kosci

z osteoporozg przedstawiono na rycinie 2.

80999
’.. AT
B 2ol

Osteoporoza
Rycina 2. Poréwnanie kosci zdrowej i z osteoporoza®.

Zbyt pozne rozpoczgcie leczenia, przyczynia si¢ zwykle do wystapienia

niebezpiecznych ztaman. Jakkolwiek, rozwija si¢ ona réwniez u mezczyzn, to

1 zrodto: https://www.spineuniverse.com/conditions/osteoporosis/osteoporosis-silent-thief

_ 8
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osteoporoza dotyczy przede wszystkim kobiet w wieku okoto- i/lub pomenopauzalnym.
Wazrost §redniej dlugosci zycia sprzyja wzrostowi liczby chorych kobiet oraz m¢zczyzn
w podeszlym wieku. Osteoporoza stanowi w zwigzku z tym coraz bardziej istotny
problem spoteczny i dlatego tez Swiatowa Organizacja Zdrowia zaliczyta osteoporoze do
chorob cywilizacyjnych. Konsekwencja tego faktu jest opracowywanie programu
dotyczacego profilaktyki osteoporozy. Szczegdlne perspektywy otwieraja si¢ migdzy
innymi dla metod biotechnologicznych majacych za zadanie identyfikacje
polimorfizméw gendéw, okreslanych jako ,,geny kandydujace” czyli powigzane z tg
chorobg. Pozwoli to na wskazanie 0osob narazonych na ewentualny rozwdj osteopenii
i/lub osteoporozy a tym samym umozliwi wyselekcjonowanie populacji ludzi
zagrozonych wystapieniem tej choroby [15].

Proces starzenia charakteryzuje si¢ obnizeniem ogolnej wydolno$ci
fizjologicznej organizmu, przewaga proceséw katabolicznych nad anabolicznymi oraz
wzrostem podatno$ci na choroby zaréwno o przebiegu przewlektym, jak i cigzkim [16].
Zmiany te wywotuje miedzy innymi stres oksydacyjny, mutacje czy zaburzenia kontroli
cyklu komorkowego. Co wigcej, dysfunkcja jednego uktadu pociagaja za soba zmiany
innych parametrow fizjologicznych. U zdrowych osob czynnos$ci fizjologiczne s3
utrzymywane na podstawowym poziomie. W miar¢ uptywu czasu dochodzi do obnizania
sprawnosci fizjologicznej. Konsekwencjg tego sg zaburzenia homeostazy [17, 18].

Ubocznym produktem metabolizmu oksydacyjnego sa reaktywne formy tlenu,
szczegblnie niebezpieczne dla komorek naszego organizmu. Powoduja one uszkadzania
DNA, lipidow czy biatek. Uszkodzenia oksydacyjne w obrebie DNA przyczyniajg si¢ do
rozwoju zmian nowotworowych poprzez redukcje funkcji gendw supresorowych czy tez
aktywacje promotorow onkogendéw. Dochodzi tez do uruchomienia proceséw
peroksydacji lipidow btonowych a tym samym do uszkodzenia zaréwno blony
komorkowej jak 1 blon wewnatrzkomorkowych. Komoérki posiadajg  zdolnosé
skutecznego zapobiegania tym uszkodzeniom. Jednak w starzejagcym si¢ organizmie
procesy naprawcze i ochronne ulegaja zaburzeniom, w wyniku czego dochodzi do
uszkodzen komorek i/lub ich $mierci [15, 19].

Starzenie si¢ wigze si¢ ze zmianami strukturalnymi w obrebie obu typow kosci,
to jest zbitej (korowej) 1 gabczastej. Oba typy maja odmienne utozenie blaszek, dlatego

tez, w przypadku spadku masy kostnej, beleczki kosci gabczastej majace delikatniejsza

_9_
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strukture, szybciej beda poddawane procesom resorpcyjnym co prowadzi do szybszego
spadku objetosci tego typu kosci. Finalnie, dochodzi do rozwoju osteoporozy i wzrostu
podatnosci na ztamania. Redukcja masy szkieletu kostnego w trakcie starzenia si¢
organizmu spowodowana jest miedzy innymi spadkiem poziomu aktywnej witaminy D.
Ponadto obserwuje si¢ zaburzenia jelitowej absorpcji wapnia, wzrost poziomu
parathormonu i wzrost aktywnosci osteoklastow oraz obnizenie poziomu estrogenow [20,
21].

W  zyciu kobiety momentem przelomowym tych zmian jest okres
okolomenopauzalny i sama menopauza. Jest to okres charakteryzujacy si¢ stopniowym
wygaszaniem i ostatecznym wytaczeniem funkcji jajnikow z jednej strony oraz zanikiem
menstruacji z drugiej. W tym czasie organizm kobiety dostosowuje si¢ do odmiennych
warunkow wynikajacych z niedoboru estrogendw 1 zaprzestania wydzielania przez
podwzgorze gonadoliberyny (GnRH) a przez przysadke hormonu folikulotropowego
(FSH) i luteinizujacego (LH) [22, 23].

Obnizenie wytwarzania estrogenéw przyczynia si¢ do wystgpienia zaburzen
w metabolizmie tkanki kostnej 1 rozwoju osteoporozy. Zwykle jest tez przyczyna
zwickszonego ryzyka pojawienia si¢ chorob nowotworowych. W tym czasie u kobiety,
w przeciggu kilku lat po wystagpieniu menopauzy, dochodzi do znacznej utraty masy
kostnej. Po ukonczeniu 65 roku zycia spadek masy kostnej u kobiet wynosi okoto 25%
maksymalnej jej warto$ci. Ostatecznie, w pozniejszym okresie zycia, spadek ten jest

jednak znacznie wolniejszy [23, 24].

[.1.2. Epidemiologia osteoporozy

Osteoporoza staje si¢ powaznym problemem spotecznym, gldwnie ze wzgledu
na proces starzenia si¢ populacji. Szacuje si¢, ze na §wiecie zyje obecnie okoto 323 min
mieszkancoOw powyzej 65. roku zycia 1 liczba ta bedzie wzrasta¢. Prognozuje sig, ze
w roku 2050 wyniesie ona 1,55 mld. Dane epidemiologiczne wskazuja, ze na osteoporoze
cierpi ponad 75 milionéw mieszkancow Europy, Japonii i Standéw Zjednoczonych.
Wedtug prognoz Swiatowej Organizacji Zdrowia liczba wystepujacych na $wiecie
ztaman moze wzrosng¢ z 1 600 000 w 1990 roku do 6 260 000 w roku 2050. Szacuje sig,
ze w Polsce ponad 50% ludnosci po pi¢édziesigtym roku zycia narazona jest na ztamania

osteoporotyczne, przy czym znacznie czesciej choruja kobiety, w szczegdlnosci

— 10 —
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w starszym wieku. Ryzykiem rozwoju osteoporozy zagrozonych jest 5 milionéw osob
plci zenskiej oraz okoto 4 miliondw osoéb ptei meskiej. Skale zjawiska zobrazowaé moga
dane pochodzace z USA, gdzie u 54% (16,8 miliondw) bialych kobiet w wieku
postmenopauzalnym wystepuje osteopenia, a 30% (9,4 milion6w) choruje na osteoporoze
[13, 25, 26]. Zyciowe ryzyko wystgpienia ztamania kosci u kobiety w wieku 50 lat
oszacowano az na 39,7%. Najgrozniejsze w skutkach zlamanie szyjki kosci udowe;j,
wystepujace z czgstoscig 2,5 ztaman na 1000 mieszkancow, jest trzecig co do czestosci
przyczyng zgonow w Polsce, po chorobach krazenia i nowotworowych [27, 28]. Okoto
5-20% ofiar tego ztamania umiera w przeciagu roku, a ponad 50% o0s6b, ktére przezyly
pierwszy rok pozostaje inwalidami. Ponadto, u okoto 40% wystepujg powiktania ze
strony uktadu oddechowego, sercowo-naczyniowego, moczowego, centralnego uktadu
nerwowego, a takze zmiany septyczne i odlezyny [29]. Drastyczna zmiana jakos$ci zycia
skutkuje pogorszeniem stanu psychicznego pacjentow dotknigtych ztamaniami, czgsto
tez wystepuje niepokoj i depresja uniemozliwiajace normalne funkcjonowanie.

Powazne w skutkach ztamania krggostupa sg przyczyna 52 000 hospitalizacji
w Stanach Zjednoczonych oraz 2188 w Anglii i Walii. Dane te dotycza pacjentow
powyzej 45. roku zycia [30]. Ztamania kregostupa wywotuja silne bole plecéw,
zmniejszenie wzrostu, deformacje kosci 1 inwalidztwo. Wraz z wydtuzeniem si¢ czasu
mi¢dzy urazem a diagnozg ztamania kregostupa nastepuje spadek szans na przezycie
pacjentow. W przypadku ztaman ko$ci udowej istnieje odwrotna zalezno$¢.

Przypuszcza sie, ze okoto 40% kobiet i 13% mezczyzn rasy biatej w wieku 50
lat mieszkajacych w USA, przynajmniej raz w zyciu do§wiadczy ztamania kosci. Szacuje
si¢, ze u kobiet powyzej 50. roku zycia ryzyko to wzro$nie nawet do 70%. Jest ono
wigksze w USA niz w Skandynawii, Wielkiej Brytanii i centralnej Europie. Szacuje sig,
ze w Stanach Zjednoczonych wystepuje 1,5 min. ztaman rocznie, najczestsze sa ztamania
kregostupa, wystepujace w ilosci 700 tys., ztamania blizszego konca kosci udowej (300
tys.) oraz dalszej czesci kosci promieniowej (250 tys.). W Polsce, na podstawie badan
232 os6b powyzej 50. roku zycia, mieszkajacych w Warszawie, stwierdzono ztamanie
przedramienia u 14,6%, a ztamanie kosci udowej u 0,9% kobiet [31-33].

Osteoporoza zostata zaliczona przez Swiatowa Organizacje Zdrowia do
gtownych chorob cywilizacyjnych. Przy zatozeniu, ze liczebnos$¢ populacji ludzi

starszych bedzie wzrastaé, a niezdrowy tryb zycia si¢ utrzymywac, skala problemu bedzie
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coraz wigksza. Wskazana jest w tej sytuacji odpowiednia diagnostyka osteoporozy

1 podjecie profilaktyki choroby.

1.1.3. Czynniki ryzyka rozwoju osteoporozy

Osteoporoza jest choroba, ktora rozwija si¢ pod wplywem interakcji pomigdzy
czynnikami wewnetrznymi a $rodowiska zewngtrznego. Kluczowa role w tych
interakcjach majg czynniki hormonalne i1 genetyczne. Co jest szczegolnie wazne, s3 to te
czynniki, ktore oddziatuja na wartos¢ BMD, przez co wplywaja na ryzyko i czestos¢
ztaman. Srodowiskowymi czynnikami majacymi wplyw na rozwoj tej choroby sa przede
wszystkim czynniki zywieniowe. Nalezg do nich niedozywienie czy niedostateczna
podaz wapnia czy tez witaminy D. Wazny jest tez styl zycia a wigc brak aktywnosci
fizycznej czy tez stosowanie réznych uzywek. List¢ te nalezy uzupetli¢ o ilo$¢
przebytych cigz, stany zapalne, zaburzenia dotyczace funkcjonowania szpiku kostnego,
przebyte choroby czy zazywane leki [33].

Wyniki licznych badan genetycznych przeprowadzonych na bliznigtach
1 rodzinach wielopokoleniowych ponad wszelka watpliwos¢ potwierdzity udziat
czynnikow genetycznych w rozwoju osteoporozy. Co wiecej, sadzi si¢, ze choroba ta nie
jest zalezna tylko od obecnosci polimorfizmdéw. Moga one wptywac na wzrost cztowieka,
jego konstytucje kostng a co wazne ingeruja w metabolizm tkanki kostnej. Wazne jest
rowniez prawidtowe funkcjonowanie uktadu hormonalnego. Dotyczy to szczeg6lnie tych
sytuacji kiedy wplywaja one na gospodarke wapniowa organizmu. Badania genetyczne
dotyczace osteoporozy sprowadzajg si¢ do analizy polimorfizméw genowych. Musimy
jednak rozwija¢ te badania, ktore posiadajg na przyklad zwigzek z masa kostng i/lub
metabolizmem tkanki kostnej. W ten sposob bedziemy blizsi odkrycia czynnikow

odpowiedzialnych za wystepowanie osteoporozy [34, 35].

l.2. Proces modelowaniai przebudowy kosci

Kosci sg nieustannie odnawiane w procesie modelowania 1 przebudowy tkanki
kostnej. Modelowanie ko$ci rozpoczyna si¢ wraz z rozwojem szkieletu w zyciu
ptodowym. Trwa do okoto 20 roku zycia u kobiet 1 25 lat u mezczyzny, kiedy wzrost

szkieletu kostnego zostaje zakonczony. W procesic modelowania koS¢ uzyskuje
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odpowiedni ksztalt. Jest formowany w miejscach resorpcji, co prowadzi do zmian tak
w ksztalcie jak 1 mikroarchitekturze.

Przebudowa tkanki kostnej, czyli remodeling jest zarowno podstawowym jak
1 niezbednym procesem dla zachowania wiasciwej kondycji tej tkanki. Jest on rowniez
niezbedny przy naprawie powstatych mikrouszkodzen [36, 37]. Schemat przebudowy

tkanki kostnej umieszczono na rycinie 3.

Komérki zrebu siateczki

o

* Preosteoblasty

‘F:a'zy przebudowy

g qatyvacia
- R-resorpcja
- O-odnowa

Rycina 3. Schemat przebudowy tkanki kostnej?.

Przebudowa kosci ma charakter cykliczny, umozliwia to utrzymanie
mechanicznej spojnosci szkieletu. Jest to mozliwe dzigki ,,rozpuszczaniu” przez
osteoklasty zuzytej tkanki kostnej i zastepowaniu jej nowa, tworzong przez osteoblasty
[38, 39, 40]. Morfologiczne struktury obrotu kostnego nazywane sg podstawowymi
jednostkami wielokomérkowymi (BMU) lub miejscami aktywnej przebudowy (BRU).
Jednostki te z chwilg zakonczenia procesu przebudowy wewnetrznej kosci, okreslane sa

jako jednostki strukturalne kosci (BSU) [41].

2 zrédto: https://e-dukacja.pl/courses/ciagle_miekkie_patof_osteop/files/Fizjologia%20budowa%20i%20regulacja%
20metabolizmu%20tkanki%?20kostnej.pdf
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Osteoklasty szczelnie otaczaja powierzchni¢ kosci. Zamykaja w ten sposob
przestrzen wokot kosci uniemozliwiajac dostep osteoblastom. W ten spos6b hamujg jej
rozw6j. Tak wytworzona kieszonka nazywana jest jamga lub zatokg resorpcyjng, erozyjna.
Do jamy tej osteoklasty uwalniajg jony wodorowe oraz enzymy proteolityczne. W takim
srodowisku, biatka budujace macierz kostng i sktadniki mineralne sg rozktadane [36].
Etap ten trwa od kilku do kilkunastu dni. Jest on zastgpowany przez tzw. ,,faze tworcza”.
Dochodzi wowczas do ograniczenia erozji i usuwania z jamy resorpcyjnej osteoklastow.
Powstawanie kosci, poprzedza jej formowanie przez osteoblasty. Osteoblasty wypetiajg
powstata wczesniej jame resorpcyjng biatkami macierzy, tworzac osteoid. Nastepnie
dochodzi w tym miejscu do odktadania zwigzkéw mineralnych czyli do procesu
mineralizacji kosci. Utworzona jama resorpcyjna stopniowo przez kilka miesigcy
wypetnia si¢ elementami nowej kosci. Osteoblasty zmieniaja ksztalt, stajac si¢
sptaszczonymi komorkami — osteocytami [34].

Kos$¢ gabczasta w pordwnaniu ze zbitg jako bardziej aktywna metabolicznie,
znacznie czgéciej poddawana jest przebudowie. W ciggu roku u osoby dorostej ulega
przemianie okolo 25% kosci gabczastej 1 tylko 3% kosci zbitej. Spadek masy kostnej jest
przede wszystkim konsekwencjag wysokiej aktywnosci osteoklastow. Wzrost
czestotliwosci przebudowy kosci w wyniku przewagi resorpcji nad odbudowa kosci to
drugi mechanizm utraty kos$ci, ktory towarzyszy rozwojowi pomenopauzalnej
osteoporozy [36].

Obroét kostny zwigksza si¢ wyraznie podczas menopauzy. Wskazujg na to liczne
obserwacje kobiet zagrozonych osteoporoza. U tych os6b dochodzi do szybszej utraty
tkanki kostnej, prawdopodobnie poprzez zwigkszong aktywnos$¢ zerng osteoklastow.
W tworzeniu odpowiedniego schematu leczenia wazne sg tez markery biochemiczne.
Pozwalaja one na monitorowanie leczonych oséb z jednej strony oraz identyfikacje

czynnikoéw ryzyka osteoporozy z drugiej [17].

1.3. Endoteliny i ich receptory

Endotelina (ET) jest substancja uwazang za hormon o dziataniu parakrynnym,
wystepujacy w postaci trzech izoform: ETI, ET2 oraz ET3 rdéznigcych si¢ struktura. Sa
syntetyzowane przez wiele typow komorek, w tym komorki §rédblonka naczyn, nerek,

jelita, gruczoléw wydzielania wewnetrznego, endometrium, tozyska czy hepatocyty.
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Ekspresja tego peptydu jest regulowana przez wiele réznorodnych czynnikéw. I tak,
wzrost jej wydzielania zachodzi pod wplywem katecholamin, kortyzolu, angiotensyny 1,
wazopresyny czy tez insuliny. Uwalnianie omawianego peptydu odbywa si¢ takze przy
udziale czynnikéw fizykochemicznych takich jak: hipoksja, kwasica czy niedokrwienie.
Za hamowanie odpowiada miedzy innymi przedsionkowy czynnik natriuretyczny.
Miejscem ich rozpadu sg przede wszystkim pluca, ale rOwniez watroba czy tez nerki [42,
43, 44].

Endoteliny zbudowane sg z 21 aminokwaséw. Ich struktura chemiczna jest
podobna do sarafotoksyny — sktadnika jadu wielu wezy. Peptydy te w bardzo krotkim
czasie silnie zwezaja $wiatlo naczyn krwionosnych. Skurcz ten jest nieoczekiwany
i utrzymuje si¢ przez 45 do 60 minut. Z farmakologicznego punktu widzenia reakcje
wywolane przez endoteliny mozna podzieli¢ na dwie klasy. Pierwszy typ reakcji
obejmuje zwegzenie naczyn i oskrzeli oraz réwnoczesng stymulacj¢ wydzielania
aldosteronu. W tym typie reakcji silniej dziatajag ET-1 i ET-2. Drugi typ reakcji obejmuje
przejSciowe rozszerzenie naczyn i pod tym wzgledem wszystkie trzy ET majg prawie
rowng sit¢ dziatania. Jak dotad, endotelina-l jest najsilniejszym zidentyfikowanym
czynnikiem zwezajacym naczynia. Wydaje si¢, ze zyly sa bardziej wrazliwe na dziatanie
ET-1 niz tetnice. Zrdznicowang wrazliwos¢ wykazuja tozyska naczyniowe
poszczegbdlnych narzagddéw organizmu cztowieka.

Endotelina po raz pierwszy zostala wyizolowana z hodowli komoérek §rodbtonka
naczyn. Nie zauwazono roéznic mi¢dzygatunkowych miedzy izoformami ET cztowieka
a wieloma gatunkami zwierzat. Uwaza si¢, ze u czlowieka najbardziej znaczaca
fizjologicznie izoformg jest ET-l, produkowana przede wszystkim przez komorki
sroddbtonka naczyn. Endoteliny dziataja poprzez dwa rodzaje receptoréw zwiazanych
z biatkami G. Sg to, EDNR-A oraz EDNR-B. Synonimem nazw receptorow uzywanych
réwnoczesnie jest ET-A i ET-B. Receptor ET-A odpowiada za pierwszy typ reakcji i jest
dominujacym typem receptora w komorkach migsniowych gladkich naczyn. Receptor
ET-B odpowiada za drugi typ reakcji i znajduje si¢ migdzy innymi w blonie komodrek
srodbtonkowych [45, 46]. Receptory ET-B maja jednakowe powinowactwo do
wszystkich trzech izoform endoteliny [47].

Synteza prepro-ET-1 jest pobudzana przez wiele czynnikow, takich jak:

wazopresyna, angiotensyna Il, adrenalina, interleukina-l ,czynniki wzrostu, TNF-a,
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niedotlenienie, stres czy endotoksyny. Prekursor nie jest magazynowany w ziarnisto-
$ciach wewnatrzkomoérkowych. Czynna biologicznie posta¢ endoteliny-l jest produktem
dziatania enzymu litycznego, ktorym jest blonowa metaloproteaza. Znaczenie ET-1 jako
krazacego hormonu nie jest w pelni wyjasniona. Z calg pewnoscig wykracza poza
oddzialywania na uktad sercowo-naczyniowy.

Obecnie wiadomo, ze ET-1 w sposob parakrynny bierze udziat w zachowaniu
optymalnego przepltywu krwi w matych naczyniach oporowych. Pehi istotng funkcje
w utrzymywaniu hemodynamicznej homeostazy [48, 49]. W ten sposob endoteline-I
nalezy traktowac raczej jako czynnik dzialajacy miejscowo niz hormon krazacy. Dowdd
na to stanowi fakt, ze ET-l jest preferencyjnie uwalniana i transportowana zgodnie
z wektorem w kierunku migénidwki gladkiej naczynia, a nie w kierunku jego §wiatta.

Synteza endotelin przebiega w kilku etapach. Sg syntetyzowane pod postacia
nieaktywnych preproendotelin (ppET) zbudowanych z 212 reszt aminokwasowych.
Wewnatrzkomorkowo ulegaja przeksztatceniu w proendoteliny (tzw. ,,duze endoteliny”™)
zawierajace 38-39 (ET- 1), 37-38 (ET-2), 41 (ET-3) aminokwasoéw. Przemiana ,,duzych
endotelin” zachodzi zar6wno wewnatrz- jak i zewnatrzkomorkowo przy udziale enzymu
konwertujacego endoteliny (ECE) zaleznego od jonow cynku. Synteza endotelin
przebiega juz po okoto 10-15 minutach od pobudzenia komorki. Komorki nie maja
zdolnosci do jej magazynowania [42, 44].

Jak juz wspomniano, endoteliny dzialaja poprzez dwa rodzaje receptorow
zwigzanych z biatkami G. Polaczenie z receptorem EDNR-A prowadzi do wzrostu
srodkomorkowego stezenia jondw wapnia 1 warunkuje skurcz komorki migsniowe;j
gtadkiej. Natomiast aktywacja receptora ET-B stymuluje syntezg tlenku azotu 1 zmniejsza
wewnatrzkomorkowe stezenie jondw wapnia. Przewaza jednak efekt wazokonstrykcyjny
endotelin. Ekspresja receptora ETA jest najwieksza w btonie komorek migséni gtadkich
i serca, natomiast ET-B w komorkach §rodbtonka, miesniowych, a takze w nerce. Ponadto
receptory dla endoteliny zlokalizowane sg w plucach, osrodkowym uktadzie nerwowym,
nadnerczach oraz skorze [42, 43, 50]. Blokada EDNRA tagodzi nadci$nienie i poprawia
czynno$¢ serca w przypadku jego niewydolnosci.

Najlepiej poznang izoformga jest endotelina-l. Bierze ona udziat w proliferacji
1 roznicowaniu komorek, utrzymywaniu réwnowagi kwasowo-zasadowej, prawidtowym

funkcjonowaniu uktadu krazenia. Jest zaangazowana w procesy zapalne oraz procesy
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gojenia ran. Zwiekszone stezenie tego peptydu obserwuje sie u chorych z zawatem serca,

pierwotnym nadci$nieniem tetniczym, ostrag niewydolno$cig nerek czy astma oskrzelowa.

[.3.1. ECE-enzym konwertujgcy endoteling

U cztowieka zidentyfikowano trzy izoformy ECE: ECEl, ECE2 i ECE3 [51].
Najwazniejsze sa dwie pierwsze. Powstaja one na bazie dwdch réznych gendow. Kazda
z nich ma 4 warianty splicingu (a—d). ECE1 preferuje PH oboj¢tne, a ECE2 kwasne [52].
Oba enzymy in vitro katalizuja konwersj¢ duzych ET do aktywnej formy endoteliny.
ECELl jest szeroko rozpowszechniony w organizmie cztowieka. Ekspresje tej formy
wykazano w endotelium, ale takze w innych komadrkach np. miocytach gtadkich naczyn
krwionosnych (VSMC), makrofagach, neuronach, ale rowniez w komorkach niektérych
nowotworow. Wykazano, ze w aorcie z rozwini¢tg miazdzycg zarowno ECELl, jak i ET1
sa podwyzszone, z wyzsza ekspresja i wspotlokalizacja w btonie wewngtrznej. Sugeruje
to, ze lokalna konwersja duzych ET1 w biologicznie aktywna ET1 przez ECEI jest
waznym mechanizmem regulacyjnym [51]. ECE1 jest zwigzang z blong metaloproteaza
typu II. Wystepuje ona jako dimer na powierzchni komoérki [53]. ECE1 ma pojedyncza
transblonowa helikalng domene sktadajacg si¢ z 56-aminokwasowego ogona
cytoplazmatycznego na koncu N i miejsca Kkatalitycznego 681-aminokwasowego
zlokalizowanego w zewnatrzkomoérkowej domenie C-koncowej. ECEl zawiera motyw
HEXXH wiagzacy cynk. Jest to cecha wspolna z wieloma metaloproteazami.
W  przeciwienstwie do innych metaloproteaz, funkcjonalna forma ECE1 jest
homodimerem dwoch monomeréw ECE1 o masie ~130 kDa, potaczonych pojedynczym
wigzaniem disiarczkowym [53]. Poszczegdlne warianty splicingowe maja rdzng
lokalizacj¢. ECEla lokalizuje si¢ w blonie komorkowej i jadrowej, 1b w aparacie
Golgiego na biegunie trans, 1c przede wszystkim w btonie komérkowej a 1d w blonie
komorkowej, pecherzykach endosomalnych i aparacie Golgiego. Obecnos¢ w ECElb
dwoch motywow dileucynowych umozliwia kierowanie tej formy do przedzialu
wewnatrzkomorkowego, zapobiegajac wstawianiu 1 translokacji biatka do blony
komorkowej [51]. Warianty splicingowe majg porownywalng aktywno$¢ enzymatyczng
1 r6znig si¢ jedynie N-koncowa sekwencja [51]. Aktywacja ET1 przez rdézne warianty

ECEl w roznych lokalizacjach komorkowych moze mie¢ wazne konsekwencje
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funkcjonalne. Polimorfizmy w ludzkim promotorze ECE1lb, ktére zmieniaja ekspresje
ECE1b sa zwigzane z nadci$nieniem, miazdzyca, niedokrwieniem i rakiem zotadka.

Po 50. roku zycia u jednej z dwoch kobiet dochodzi do ztamania prowadzacego
do niepetnosprawnosci a nawet przedwczesnej smierci [54]. W Stanach Zjednoczonych,
ztamania spowodowaty bezposrednie koszty w wysokosci kilkunastu miliardow dolarow
w skali jednego roku a przewiduje sig, ze koszty te do 2050 roku wzrosng do 200% [55].
Szczytowa gesto$¢ mineralna kos$ci jest najwazniejszym czynnikiem okreslajgcym
ryzyko osteoporozy w ciggu catego zycia i ma wigkszy wplyw na ryzyko osteoporozy niz
spadek BMD z powodu menopauzy lub wieku kobiety. Przewiduje si¢, ze u 10%
populacji wzrost szczytowej masy kostnej opdzni wystapienie osteoporozy o okoto 15 lat
[56]. Dwie trzecie szczytowej masy kostnej sa uwarunkowane genetycznie, a na jedng
trzecig maja wptyw inne czynniki, takie jak aktywno$¢ fizyczna, dieta czy uzywki [33,
57]. Ogdlnie wiadomo, ze podtoze genetyczne ma wplyw zar6wno na szczytowa mase
kostng jak i pdzniejsze ryzyko wystapienia osteoporozy. Jednak jak dotad, udato si¢
zidentyfikowaé tylko dwa geny zaangazowane w te procesy. S3 t0: gen receptora
witaminy D, oraz gen receptora estrogenowego [58, 59]. Przewiduje sig, ze wzrost o 10%
szczytowej masy kostnej u mtodych kobiet zmniejszytby o 50% ryzyko ztaman przez cale
zycie. Te odkrycia pokazuja, ze uzyskanie i utrzymanie szczytowej masy kostnej ma
kluczowe znaczenie w strategii zdrowia publicznego. Ostatecznym celem jest bowiem
zmniejszenie ryzyka osteoporozy i ztaman [60].

ET1 powoduje u ludzi niekontrolowany wzrost kosci w przypadku przerzutow
do kosci, a blokada jej receptora A (EDNRA) in vivo zapobiega wzrostowi w kosci
przerzutow raka piersi. Rola zaleznej od ECE1 sygnalizacji ET1 w prawidtowej fizjologii
kos$ci jest stosunkowo stabo zbadana. Jak dotad, tylko w kilku laboratoriach badano
sygnalizacj¢ ET w warunkach fizjologicznych [61, 62]. Zidentyfikowano dwa geny Ecel
i Bmd7 odpowiedzialne za 40% zmienno$ci wielkos$ci kosci, ich gestosci i wydajnosci
biomechanicznej [63]. Warto zaznaczy¢, ze w jednym z badan w obrgbie badanego
genomu zidentyfikowano az 8 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP), ktore
byty powigzane ze zdrowiem kosci.

E2F2 jest jednym z czynnikéw transkrypcyjnych nalezacych do rodziny E2F.
Reguluje on wzrost, réznicowanie 1 przezycie komorek. Konstrukty reporterowe

zawierajagce polimorfizm ECE1 C—-338A wykazaly zwigkszony poziom transkrypcji
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wariantu ECEIb. Ablacja genu E2F2 u myszy prowadzi do zmniejszenia
wewnatrzkomorkowych pozioméw ECEIb 1 wzrostu pozioméw btonowych wariantow
EC1b. Ablacja E2F2 u obu pici powoduje spadek ogodlnej aktywnosci ECEIl, oraz
zwigkszone skurcze tetnic 1 podwyzszone cisnienie krwi w poréwnaniu z dzikim typem.
Dane te sugeruja, ze wzrost produkcji ECElb, wewnatrzkomoérkowej postaci ECEI,
spowodowany przez polimorfizm 338 (C/A) zmienia stosunek wewnatrzkomoérkowego
do blonowego ECE. Na podstawie badan wydaje si¢, ze wariant ECElb reguluje cisnienie
krwi 1 moze posrednio regulowac ekspresje innych wariantow ECE 1 .

ET1 jest silnym czynnikiem zwezajacym naczynia. SNP w promotorze
ludzkiego wariantu ECElb u kobiet po menopauzie jest powigzany z nadci$nieniem.
Niezalezne badania kliniczne wykazaly, ze polimorfizmy genu ECEIb w regionie
regulatorowym (CEIb —338 (C/A) i ECEIb —839 (G/T) (rs213045 i rs213046) sg rowniez
powiazane z nadci$nieniem u kobiet, ale nie u m¢zczyzn. Testy wykazaty, ze polimorfizm
ECE1 C—338A zwicksza rowniez wigzanie E2F2 z regionem regulatorowym ECEIb
1 transkrypcje ECEIlb. Efekt ten byt zwigkszony w obecnosci polimorfizmu —839 T.

l.4. Receptory aktywowane przez proliferacje peroksysomoéw
(PPAR)

Biatka PPAR nalezg do nadrodziny receptoréw jadrowych. U ludzi do tej
rodziny nalezy okoto 50 receptorow [64]. Poza PPAR naleza tu tez: receptory: hormonow
tarczycy, hormondw steroidowych, witaminy D3 czy kwasu retinowego [65]. Receptory
jadrowe reguluja wazne procesy zwigzane z rozwojem, fizjologia, reprodukcja
1 homeostazg. S3 one jednocze$nie indukowanymi przez ligandy czynnikami
transkrypcyjnymi [64]. Biatka PPAR sktadajg si¢ z 4 domen (A/B, C, D i E/F). Obszar
A/B jest zlokalizowany na N-koncu czgsteczki, jest obszarem aktywnym funkcjonalnie
1 r6zni si¢ w zalezno$ci od izoformy, jest niezalezny od liganda. Region C jest domeng
wigzacg DNA zawierajaca dwa motywy palca cynkowego. Obszar D jest domeng
zawiasowg taczaca C z E/F. Na koncu C zlokalizowana jest domena E/F odpowiadajaca
za wigzanie liganda (LBD) 1 zawiera zalezny od niego obszar aktywacji transkrypcji [66].
Biologiczne dziatanie bialek PPAR zalezy od ich ligandow oraz obecno$ci réznych
biatek, ktore dzialajg jako koaktywatory lub korepresory a ich obecno$¢ moze znacznie

zmienia¢ ekspresje genow [67]. U ssakow podrodzina PPAR liczy 3 cztonkow: alfa,
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wczesniej okreslany jako receptor sierocy, beta i gamma. Te 3 podtypy rdznig si¢
ekspresja tkankowa. PPAR alfa podlega ekspresji glownie w kardiomiocytach,
hepatocytach, komorkach nabtonka jelit 1 kanalikow nerkowych. Forma ta bierze udziat
w metabolizmie kwasow tluszczowych, glukozy 1 lipidow [67]. Aktywacja tej formy
indukuje ekspresje gendw bioracych udzial w metabolizmie lipidow 1 lipoprotein,
w utlenianiu kwaséw thuszczowych, w desaturacji acyloCoA, metabolizmie HDL,
syntezie ketonow [67]. Aktywny PPARa stymuluje ekspresje genu FGF21 1 genu biatka
4 podobnego do angiopoetyny (ANGPLT4) [67]. Forma beta jest obecna w wielu
tkankach [68]. Najwyzsza ekspresj¢ stwierdzono w uktadzie pokarmowym: przetyku,
jelitach 1 watrobie a takze nerkach, mig$niach szkieletowych i sercu. Petni kluczowa rolg
w utlenianiu kwasow tluszczowych. Poprawia tez profil lipidowy i cholesterolowy.
Chroni przed rozwojem otytosci. Reguluje poziom glukozy we krwi, chroni serce przed

uszkodzeniami wywotywanymi przez ischemig¢ i reperfuzje [68].

[.4.1. Charakterystyka PPAR gamma

Formy gamma s3 powigzane z takimi chorobami jak cukrzyca, otylos¢ czy
miazdzyca [69]. Wystepuja gtownie w tkance thuszczowej, w mniejszej ilosci w jelitach,
watrobie, nerkach, siatkowce, uktadzie odpornosciowym (szpik kostny czerwony,
makrofagi, limfocyty) 1 w bardzo niewielkich ilo$ciach w mig$niach szkieletowych [65,
66]. Sa kodowane przez gen PPARG. Gen ten u czlowieka jest zlokalizowany na
chromosomie 3p25.2 (chromosom 3, pozycja p25.2) [64]. PPAR gamma s3 glownym
regulatorem biologii tkanki ttuszczowej. Ludzki gen skiada si¢ z 9 eksonow, na bazie
ktorych powstaja 4 warianty mRNA (PPARGI-4) a poprzez zastosowanie réznych
promotoréw i alternatywnego splicingu tworzone sg 2 biatkowe izoformy [64]. Na bazie
transkryptow mRNA PPARI1, PPAR3 i PPAR4 powstaje biatkowa izoforma PPARyI
sktadajaca si¢ z 477 aminokwasow. Ulega ekspresji w tkance tluszczowej, watrobie,
jelicie grubym, sercu, roznych nabtonkach, migs$niach szkieletowych, i w komodrkach
uktadu odpornosciowego (makrofagi, komorki dendrytyczne, limfocyty T. W oparciu
o transkrypt PPARG2 powstaje izoforma PPARY2, ktéra na N-koncu posiada dodatkowe
u myszy 28 a u czlowieka 30 aminokwasdéw. Ta izoforma ulega ekspresji gldéwnie
w tkance ttuszczowej. Ta izoforma podlega réwniez ekspresji w komdrkach urotelium

czyli wysoce wyspecjalizowanych komdrkach nabtonka przejsciowego wyscielajacego
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moczowody, pecherz moczowy i w regulatorowych limfocytach T (Treg) oraz innych
limfocytach T chociaz ekspresja jest w nich stosunkowo niska [64]. Niedawno u ludzi
opisano trzecig 1 czwartg izoform¢ P PARy. Oznaczono je jako PPARYIAS i PPARY2AS.
PPARY2AS ulega ekspresji w tkance tluszczowej 1 z powodu fizjologicznego pominigcia
eksonu 5 nie zawiera domeny wigzacej ligand. Wykazano dodatnig korelacj¢ mi¢dzy
endogenng ekspresja PPARYAS5 a BMI pacjentdw z nadwaga lub otylo$cia i cukrzyca typu
2. Naturalnie wystepujace izoformy PPARYAS zaburzajg potencjat adipogenny komorek
bedacych prekursorami adipocytéw poprzez dominujagce hamowanie aktywnosci PPARy
co przyczynia si¢ do dysfunkcji tej tkanki w otylosci [64]. Endogennymi ligandami
PPARy sa prostaglandyny, eikozanoidy i1 kwasy tluszczowe [65]. W PPARy
w przeciwienstwie do innych receptorow jadrowych, domena wiazaca ligand moze
przystosowywac si¢ do roznych zarowno naturalnych jak syntetycznych ligandéw [70].
W ciggu ostatnich lat wykazano, ze biatka PPAR sg kluczowymi regulatorami
odpowiedzi zapalnej i odpornosciowej. Fakt ten otwiera nowe obszary dla rozwoju lekow
uzytecznych w przewleklych chorobach zapalnych takich jak miazdzyca, oporno$¢ na
insuling indukowana otytoscia czy tez choroby degeneracyjne. Biatka PPAR podlegaja
regulacji przez szereg syntetycznych zwigzkéw takich jak fibraty np. kloflbrat czy
fenofibrat. Sg one ligandami formy alfa, s3 powszechnie stosowane klinicznie
w hipertriglicerydemii. Tiazolidinediony (TZD) sa ligandami PPARy stosowanymi
w cukrzycy typu 2 [71]. Po interakcji z agonista kompleks jest transportowany do jadra
1 dochodzi do utworzenia heterodimeru z innym jadrowym receptorem, receptorem X
retinoidow (RXR). RXR tworzy heterodimery rowniez z innymi receptorami np.
z receptorem hormonow tarczycy. Funkcja PPAR jest modyfikowana przez liczne
koaktywatory 1 korepresory, ktére moga stymulowa¢ lub hamowa¢ funkcje receptora
[65].

W organizmie ssakow wystepuja trzy rodzaje adipocytow: biate (z6ite), brunatne
1 bezowe. Te 3 rodzaje komorek powstajg z roznych prekursordéw 1 rdznig si¢ morfologia
1 funkcja. Na roznych etapach funkcjonowania tych komorek kluczowg rolg ma PPARy
[72]. Ostatnio w gruczolach mlekowych ci¢zarnych myszy opisano nowy typ
adipocytow: adipocyty roézowe [64]. W czasie laktacji podskorne adipocyty biate

gruczotow mlekowych gryzoni ulegajg transréznicowaniu do nabtonkowych komorek
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gruczotowych produkujacych mleko a brunatne w komoérki mioepitelialne. Przemiana ta
jest odwracalna [73].

W organizmie cztowieka, PPARy jest gtownym regulatorem rdznicowania
adipocytow, pelni wazng rolg w metabolizmie lipidow 1 homeostazie glukozy, moduluje
metabolizm 1 procesy zapalne w komodrkach odpornosciowych jak tez kontroluje proces
proliferacji komoérek [74]. PPARY ulega indukcji podczas roznicowania preadipocytow
do adipocytow. Brak tkanki thuszczowej u myszy pozbawionych PPARYy jest dowodem
na udzial tego bialka w procesie roznicowania adipocytoéw. PPARY rowniez aktywuje
wiele genow zwigzanych z magazynowaniem w adipocytach tluszczow [74]. Kontroluje
ekspresj¢ licznych czynnikéw wydzielanych przez t¢ tkankg. Czynniki te — adipokiny
zwigkszaja np. adiponektyna, leptyna lub zmniejszaja np. rezystyna czy TNFa
wrazliwo$¢ na insuling. Poza aktywnoscig adipogeniczng, PPARY jest roéwniez wazny
w regulacji metabolizmu lipidéw, ma wptyw na geny kodujace biatka biorace udziat
w uwalnianiu, transporcie i magazynowaniu kwasoéw tluszczowych takie jak lipaza
lipoproteinowa (LPL) 1 transporter kwasow thuszczowych CD36 [65]. PPARY jest silnym
modulatorem aktywnosci nie tylko tkanki tluszczowej, ale roéwniez komorek
endotelialnych i1 naczyniowych miocytéw gladkich. W komorkach endotelialnych
reguluje zadania zwigzane ze stanami zapalnymi 1 miazdzyca [65]. PPARY bezposrednio
moduluje ekspresj¢ gendw zwigzanych z homeostaza glukozowa np. zwigksza ekspresje
transportera glukozy typu 4 (Glut4). Ulega rowniez ekspresji w roznych typach komorek
powigzanych z odpornoscia, szczegdlnie w komorkach prezentujacych antygeny takich
jak makrofagi czy komorki dendrytyczne. W tych komorkach, PPARYy aktywuje nie tylko
geny powigzane z metabolizmem lipidow, ale rowniez geny zwigzane z odpornoscig

i procesami zapalnymi [74].

[.4.2. Ligandy dla PPARgamma

Ligandy PPARy hamuja w réznych typach komorek np. w monocytach/
makrofagach, komorkach nabtonkowych, miocytach gtadkich, endotelium, komoérkach
dendrytycznych i limfocytach produkcje wielu zapalnych mediatoréw i cytokin [71].
Dziatanie przeciwzapalne ligandow PPARy wykazano réwniez w modelach
chorobowych: miazdzycy, otylosci indukowanej opornoscig na insuling, alergicznego

zapalenia moézgu 1 rdzenia kregowego, Parkinsona, Alzheimera, tuszczycy, chorob
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zapalnych jelit i artretyzmu. Badania kliniczne wskazuja, Zze ujemna regulacja ekspresji
gendéw jest prawdopodobnie przyczyna uwrazliwiania na insuling obserwowanego
u cukrzykow stosujgcych rozyglitazon. Podawanie pacjentom z cukrzycg typu-2 tego leku
obniza takie markery zapalne jak CRP, metaloproteinaze (MMP-9/zelatynaze B)
I TNF-a. W makrofagach/ monocytach ligandy PPARY hamujg upregulacje
indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS), INF-a, IL-1B, IL-12, i MMP-9. Wykazano, ze
PPARy hamuje rowniez ekspresje i aktywno$s¢ MMP-9 w miocytach gtadkich, ale
réwniez ekspresje biatka-1 chemoatraktanta monocytow (MCP-I), INF-vy, biatka 10 kDa
(IP-10) indukowanego przez INF i monokiny indukowanej przez INF-y w komoérkach
endotelium, indukowang przez LPS/INF-y produkcje TNF-a and iNOS w komorkach
mikrogleju. Ligandy PPARy hamuja tworzenie IP-10, Rantes, bialka zapalnego
makrofagéow (MIP)-1a i IL-12 w komodrkach dendrytycznych. Warto tez przypomnieé, ze
nie tylko PPARy wptywa na produkcj¢ cytokin rowniez cytokiny reguluja ekspresje
PPARy w makrofagach i1 innych komorkach odpornosciowych. Dla przykladu
w makrofagach IL-4 silnie podwyzsza, natomiast IFN-vy silnie obniza ekspresje PPARy
[71].

1.4.3. Znaczenie PPARgamma w immunomodulacji i osteogenezie

PPARY reguluje zardwno roznicowanie jak i klasyczng 1 alternatywng aktywacje
makrofagéw [75]. Kontroluje tez metabolizm lipidow w wielu typach komorek
odpornosciowych oraz spetlnia funkcje immunomodulatora. PPARy w komdrkach
odpornosciowych, podobnie jak dzieje si¢ to w adipocytach przez bezposrednie wigzanie
do DNA prawdopodobnie aktywuje transkrypcje docelowych genow. Ekspresja PPARYy
jest indukowana podczas réznicowania monocytéw do makrofagoéw, ale rowniez w kilku
podtypach komorek dendrytycznych [64]. PPARY jest rowniez aktywatorem genow
w limfocytach T. Limfocyty T dzielimy na cytotoksyczne, pomocnicze i regulatorowe

a pomocnicze mozemy dalej podzieli¢ na Thl, Th2 1 Th17. Mniej scharakteryzowane sg
Th9 1 Th22. Bez wzgledu na typ limfocytu T aktywacja PPARY jest zwigzana z ekspresja
gendw powigzanych z metabolizmem lipidéw (CD36 i FABPs). Na specjalng uwage
zashugujg limfocyty Treg rezydujace w trzewnej tkance thuszczowej (VAT Tregs), w tym
przypadku PPARY jest zaangazowany w ich rozwdj 1 funkcje. VAT Tregs reprezentuja
unikalny podtyp komorek w ktorych ekspresja PPARy dodatnio koreluje z ekspresja
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gendéw chemokin i ich receptorow (Ccr2, Cxcl3, and Cxcr6) odpowiedzialnych za
regulacje migracji i infiltracji leukocytéw, metabolizm lipidéw i IL10. Po aktywacji
w limfocytach Treg trzewnej tkanki thuszczowej izoformy PPARy1 i PPARYy2 indukujg
te same geny (gléwnie powigzane z metabolizmem lipidéw), ale obnizaja ekspresje
réznych genow. PPARY ostabiajg rowniez migracje komorek dendrytycznych do weztow
chlonnych [44].

Przeprowadzone badania wskazujg na udziat PPARy w procesach osteogenezy.
Wykazano jego dziatanie proosteoklastogenne. Jest ono osiggnigte przez aktywacje
ztozonej sieci transkrypcyjnej c-fos, PGClb i ERRa. Aktywacja przez PPARy
osteoklastogenezy odbywa si¢ przy udziale koaktywator a-PGClb, natomiast aktywacja
adipogenezy 1 supresja osteoblastogenezy jest czgsciowo mediowana przez SRC-2.
W hemopoetycznych i mezenchymalnych liniach komorkowych w celu regulacji rozwoju
osteoklastow i adipocytow PPARy wykorzystuje, wiec odrgbne kofaktory transkrypcyjne
[69].

PPARy z tkanki tluszczowej ma ochronne dzialanie w stosunku do
nietluszczowych tkanek i utrzymuje prawidtowa funkcje niektorych narzadow (watroba,
migénie szkieletowe) [65].

Izoformy PPAR, a w szczegbélnosci forma gamma biorg czynny udziat
w regulacji cisnienia krwi. Mutacja PPARy (V290M and P467L) nie tylko powoduje
cukrzyce 1 oporno$¢ na insuline, ale réwniez cigzkie nadci$nienie. Mutacje spowodowaty
nie tylko utrate podstawowej aktywnosci transkrypcyjnej, ale rowniez ze wzgledu na ich

dominujacy charakter hamowatly aktywnos$¢ typu dzikiego PPARYy [76].

I.4.4. Rola PPARgamma w procesie nhowotworowym

PPARy moduluje nie tylko procesy metaboliczne i przeciwzapalne, ale rowniez
w wielu typach komoérek nowotworowych procesy proliferacji i apoptozy. PPARY ulega
ekspresji w wielu guzach, w tym pluc, sutka, okreznicy, prostaty i pecherza moczowego.
Szereg naturalnych i syntetycznych aktywatorow PPARy hamuje wzrost komorek
nowotworowych zaréwno in vitro jak i w zwierzecych modelach, wigc PPARy moze by¢
celem w nowych terapiach antynowotworowych [74] a ich ligandy moga sta¢ si¢ nowymi

modyfikatorami w terapii skierowanej na nowotwor i jego mikrosrodowisko.
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PPARy wptywaja na makrofagi zwigzane z guzem, jego unaczynienie i znaczaco
ograniczaja jego progresj¢ [65]. Rola PPARy w procesach nowotworzenia jest
plejotropowa [77]. Wiekszo$¢ dowodow sugeruje w réznych rakach w tym raku jelita
grubego, ptuc, trzustki, prostaty i1 sutka dziatanie antynowotworowe bedace wynikiem
aktywacji Sciezki PPARY/ RXRa. Dochodzi tu do hamowania wzrostu komorek, spadku
inwazyjnosci i redukcji produkcji prozapalnych cytokin. Poza tym stosowanie niektorych
ligandow zwigkszalo wrazliwo$¢ na chemioterapi¢ poprzez obnizenie ekspresji genow
metalotioneiny i/ lub endotrofiny [64].

Kilka badan wskazuje na pronowotworowa rolg¢ PPARY, w odniesieniu do takich
rakow jak rak pecherza, nerki, hemangioma, lipoma, fibrosarkoma skory,
adenocarcinoma sutka czy guzy watroby. Wsrdd réznych mechanizméw aktywowanych
przez ligandy PPARy nalezy podkresli¢ aktywacj¢ lub supresje réznych $ciezek
i czynnikow zwigzanych z proliferacja, apoptoza, metastaza i angiogeneza przez
regulatory cyklu komérkowego, modulatory uktadu odpornosciowego, czynniki migracji
czy metastazy. Komorki macierzyste raka (CSC) sa uwazane za zasadniczy impuls do
inicjacji guza i przerzutow. Komorki te s3 mozliwym celem terapeutycznym szczegolnie
w traktowaniu antymetastatycznym czy antynowotworowym. Wykazano, ze PPARY jest
zaangazowany w regulacjc EMT — przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego w CSC.

Jednak precyzyjny mechanizm pozostaje jak dotad nieznany [78].

1.4.5. Polimorfizm PPARgamma

Najbardziej powszechnym genotypem PPARy2 jest Prol2Ala (rs1801282).
Dochodzi w nim do zamiany proliny na alaning. Byt to pierwszy poznany w 1997
polimorfizm PPARy w populacji kaukaskiej. W tej populacji wymieniony polimorfizm
wystepuje w okolo 25% [79]. Allel Alal2 ma mniejszg aktywnos$¢ transkrypcyjna
w porownaniu z formg dzika. Klinicznie wigze si¢ go z ze zwigkszong wrazliwoscig na
insuling, a tym samym zmniejszonym ryzykiem cukrzycy typu 2. Wykazano zwigzek
polimorfizmu rs1801282 z nizszym BMI. Wystepowanie Prol2Ala powigzane jest takze
z podatnos$cig na niektére nowotwory np. raka jelita grubego, sutka czy tez z zespotem

policystycznych jajnikow, chorobg Alzheimera, chorobami serca [80].
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1.5. Stomatologia w osteoporozie

Osteoporoza dotykajaca struktur twarzoczaszki oraz jamy ustnej odgrywa duza
rol¢ w utracie struktur zarowno przyzebia jak 1 zgboéw. Mechanizm ten nie zostat jednak
do konca wyjasniony. Istniejg badania wskazujace, ze postepujacy proces dotyczacy
zaniku wyrostka zebodotowego moze stanowi¢ manifestacjg osteoporozy. Stwierdzono
zalezno$¢ pomiedzy liczbg zgbow a stopniem zaawansowania procesu chorobowego,
ktory jest mierzony dzigki badaniom densytometrycznym. Dlatego tez podczas
utrzymania optymalnego zdrowia pacjentow bardzo wazny jest wzrost znaczenia
wzajemne] wspotpracy pomiedzy lekarzem prowadzacym oraz lekarzem dentysta.
Opracowana metodyka badawcza umozliwia oceng¢ procesu chorobowego
manifestujacego si¢ obrgbie twarzoczaszki. W metodyce tej zostaly uwzglednione
nastepujace badania:

— badania densytometryczne zuchwy,
— pomiary na zdjgciach pantomograficznych.

Potaczenie obydwu umozliwia ocen¢ zmian miejscowych w korelacji do
wynikow badan stosowanych rutynowo. Istniejg doniesienia literaturowe wykazujace
zwigzek pomiedzy pomiarem zuchwy z BMD kregostupa oraz szyjki kosci udowej
1 przedramienia. Moze to wskazywaé, ze badanie zuchwy odzwierciedla proces
ogolnoustrojowego zaniku tkanki kostnej. Niestety wykonywanie densytometrycznych
badan zuchwy jest mozliwe tylko w przypadku catkowitego braku uzebienia, a czas
badania jest dtugi. Dodatkowym czynnikiem ograniczajacym mozliwos¢ wykonywania
tych badan jest ich mata dostepno$¢ oraz wysoki koszt aparatury. Druga metoda
diagnostyczna jest powszechnie wykorzystywana w praktyce stomatologicznej. Glownie
w zuchwie pacjentow bezzgbnych, zanim zostanie podj¢ta decyzja dotyczaca wykonania
protez catkowitych. Pomiary na zdj¢ciach pantomograficznych zuchwy moga stanowic
przydatne narzedzie do oceny zagrozenia osteoporozg. Jednakze dane literaturowe na ten
temat sg sprzeczne [81].

Istnieja doniesienia literaturowe sugerujace zwigzek pomiedzy terapig lekami
z grupy bisfosfonianéw a powstajacymi zmianami w obrgbie koSci szczgki. Pacjenci
stosujacy dlugoterminowa terapia doustng bisfosfonianami, a takze stosujacy leki
dozylnie znajduja si¢ w grupie ryzyka opoznionego gojenia ran po ekstrakcji,

a uszkodzenie tkanek migkkich moze prowadzi¢ do wewnatrzustnych obnazen kosci. Ich
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objawami sg szczelinowato$¢ oraz trudno gojace rany. Jedna z komplikacji, rzadka, ale
bardzo powazna, ktdra jest zwigzana z przyjmowaniem bisfosfonianow, jest osteonekroza
(proces powodujacy zniszczenie kosci szczek.

Osteonekroza jest diagnozowana u pacjentow, ktorzy przyjmowali
bisfosfoniany, nie poddawali si¢ radioterapii w obrgbie glowy i szyi i jednocze$nie
u ktérych w badaniu klinicznym stwierdzono obecno$¢ obnazenia kosci, ktore trwato
dhuzej niz 8 tygodni. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi od 2003 roku wzrasta liczba
przypadkow pacjentow z bolesnym obnazeniem kosci szczeki, ktorzy przyjmowali
dozylnie zolendronian i pamidronian. Doustna terapia bisfosfonianami zwigzana jest

mniejszym ryzykiem wystgpienia martwicy [82].



Cele pracy

Il. CELE PRACY

1. Analiza czgstosci wystgpowania polimorfizméw rs213045 (—338G>T) i rs213046
(—839A>C) genu ECEL1 oraz polimorfizmu rs1801282 (Pro12Ala, C>G) genu PPARG
u kobiet w wieku pomenopauzalnym z osteoporoza i osteopenig oraz z prawidtowsg
wartoscig T-score.

2. Ocena zaleznosci pomigdzy wystepowaniem polimorfizméw rs213045 (—338G>T)
I 15213046 (—839A>C) genu ECEL oraz polimorfizmu rs1801282 (Pro12Ala, C>G)
genu PPARG a gestoscig mineralng kosci (BMD).

3. Okreslenie zaleznosci badanych polimorfizméow rs213045 (—338G>T) i rs213046
(—839A>C) genu ECEZ1 oraz polimorfizmu rs1801282 (Pro12Ala, C>G) genu PPARG

Z ryzykiem wystapienia osteoporozy.
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lll. MATERIAL | METODY

lll.1. Grupa badana

Niespokrewnione kobiety rasy kaukaskiej (n=606), ktore zgtosity si¢ do Szpitala
Klinicznego nr 1 przy Pomorskim Uniwersytecie Medycznym w Szczecinie zostaty
wiaczone do badania w oparciu o zgod¢ Komisji Bioetycznej PUM nr KB-0012/100/15.
Wszystkie pacjentki poinformowano o celu i zakresie przeprowadzonego badania.

Zakwalifikowane kobiety poddano analizie densytometrycznej w Laboratorium
Densytometrii w Szpitalu Klinicznym nr 1 przy PUM w Szczecinie. Dla badania
wykonano oznaczenie gesto$ci mineralnej kosci (BMD) oraz parametréw T-score
I Z-score. Oznaczono réwniez wskazniki $redniej gestosci mineralnej kosci badanych
w odniesieniu do $redniej dla mtodych dorostych (YA — ang. young adults) i $redniej
gestos$ci mineralnej kosci w odniesieniu do $redniej dla danego wieku (AM — ang. age
matched). Pomiar masy ciata i wzrost wykorzystano do obliczenia wskaznika masy ciata
(BMI — ang. body mass index). Wywiad z kazda pacjentkg pozwolit na uzyskanie
dodatkowych informacji dotyczacych m.in. liczby cigz, masy urodzeniowej, stosowanych
lekow, wieku wystapienia pierwszej i ostatniej miesigczki.

Badaniem obj¢to kobiety z menopauza, ktore nie przyjmowaly lekéw
wptywajacych na mas¢ kostng 1 nie stosowaty hormonalne;j terapii zastepczej. Pacjentki
po zabiegu owariektomii obustronnej oraz z zaburzeniami endokrynologicznymi
1 metabolicznymi, chorobami tkanki facznej zostaty wykluczone z badania z powodu
mozliwosci wptywu wymienionych chordb na obnizenie masy kostnej.

Podczas analizowanych polimorfizméw genu ECE1 i PPARG przeanalizowano
dane pochodzace od 606 kobiet w wieku pomenopauzalnym, ktére zaklasyfikowano do
trzech grup w zaleznos$ci od wspotczynnika T-score:

— 109 kobiet z osteopenig (—2,5<T-score<—1)
— 328 kobiety chore na osteoporoze (T-score <—2,5)
— 169 kobiet z prawidtowym T-score (T-score >—1) .

Pomiar gestosci mineralnej kosci (BMD) wykonano w odcinku lgdzwiowym
kregostupa od krggu L1 do L4, z wykorzystaniem podwdjnej absorpcjometrii
rentgenowskiej (DXA — ang. dual energy X-ray absorptiometry). Wyniki pomiarow
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gestosci mineralnej kosci zostaly przedstawione w g/cm? i wyrazone za pomocg
wskaznikow T-score i Z-score, ktore pozwolity na zréznicowanie badanych kobiet na

poszczegdlne grupy.

[11.1.1. 1zolacja DNA

Badania genetyczne zwigzane z oznaczaniem badanych polimorfizméw genow
ECEl1 1 PPARG zostaly przeprowadzone w Zaktadzie Komorek Macierzystych
1 Medycyny Regeneracyjnej w Instytucie Witokien Naturalnych i Ros$lin Zielarskich
w Poznaniu.

Materiatem biologicznym, z ktorego wyizolowano DNA byta krew obwodowa
pobrana w ilosci 6 ml z okolicy zgiecia tokciowego pacjentek 1 umieszczona
w probowkach zawierajacych etylenodwuaminoczterooctan (EDTA). Przed etapem
izolacji DNA materiat przechowywano w temperaturze —20°C.

Celem izolacji byto uzyskanie wysokoczasteczkowego DNA o jak najwyzszej
jakosci, oczyszczonego z biatek i inhibitorow enzymow. Do izolacji DNA wykorzystano
komercyjnie dostepny zestaw ,,QIlAamp DNA Blood Mini Kit” (Qiagen). Do probdéwki
zawierajacej 20 ul proteinazy K dodano 200 pl krwi obwodowej, po czym do proby
dodano 200 pl buforu do lizy (bufor AL). Zawarto$¢ probowki worteksowano a nastepnie
inkubowano w temperaturze 56°C przez okres 20 minut. W kolejnym etapie wykonano
krétkie wirowanie a nastepnie do probowki dodano 200 pl etanolu o stgzeniu 96%
1 worteksowano przez okoto 15 sekund. Nastepnie zawartos¢ probowki przeniesiono na
kolumienke (QIAamp Mini spin kolumn) umieszczong w probéwce o pojemnosci 2 ml
i wirowano z predkoscig 8 000 rpm przez okres 1 minuty, po czym usuni¢to supernatant.
Na kolumienke dodano 500 ul buforu przemywajacego AW1 i wirowano przez 1 minute,
przy 8 000 rpm, po czym ponownie usuni¢to supernatant. Procedure t¢ powtdrzono przy
uzyciu buforu przemywajacego AW2, przy czym czas wirowania wynosit 3 min.,
a predkos¢ 12 000 rpm. W koncowym etapie izolacji kolumienke umieszczono
w probowce typu eppendorf i na ztoze podano 200 ul buforu do elucji (bufor AE), po
czym probe inkubowano w temperaturze pokojowej w czasie 5 minut. Nastepnie
probowke zwirowano w warunkach 8 000 rpm w czasie 1 minuty w celu uwolnienia DNA

ze ztoza.
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Analizg ilo$ciowa 1 jakosciowg izolatéw DNA przeprowadzono poprzez pomiar
absorbancji na spektrofotometrze (DeNovix). Wyznaczone warto$ci stezen DNA
miescity sie w granicach 30-120 ng/ul, przy warto$ciach wspotczynnika Azeo/Azeo

rownych 1,7-2,0.

[11.1.2. Oznaczanie polimorfizméw genu ECEL i PPARG

W przeprowadzonych badaniach do amplifikacji wybranych fragmentow DNA,
charakterystycznych dla miejsca wystepowania polimorfizmow rs213045 (—338G>T)
I rs213046 (—839 A>C) genu ECEL oraz rs1801282 (Prol2Ala, C>G) genu PPARG,
wykorzystano technikg real-time PCR. Metoda ta polega na wykorzystaniu znakowanych
barwnikami fluorescencyjnymi sond hybrydyzacyjnych, ktore tacza si¢ z DNA. Dzigki
temu na podstawie odczytow w kolejnych cyklach mozna oznaczy¢ ilo$¢ produktu
w fazie jego wykladniczego wzrostu, oraz §ledzi¢ proces amplifikacji DNA w czasie
rzeczywistym. Do badan molekularnych wykorzystano aparat LightCycler®96 oraz
oprogramowanie LightCycler®96 Basic Software w celu analizy otrzymanych wynikow.
Zastosowano sondy hybrydyzacyjne typu SimpleProbe znakowane barwnikami
fluoroscencyjnymi. Do genotypowania wykorzystano pomiary fluorescencji
przeprowadzane w trakcie analizy krzywych topnienia. Dla polimorfizméw genow ECE1
i PPARG wykorzystano zestawy LightSNiP ECE1 rs213045, LightSNiP ECE1 rs213046
1 LightSNiP PPARG rs1801282 zawierajace odpowiednie stezenia starterow oraz sond
specyficznych dla amplifikowanego fragmentu. Reakcja real-time PCR zostata

przeprowadzona w 45 cyklach dla kazdego badanego polimorfizmu (tabela 1.).

Tabela 1. Warunki termiczne reakcji real-time PCR dla badanych polimorfizmow
genow ECE1 i PPARG

Reakcja Temperatura Czas oS¢ cykli
Denaturacja wstepna 95°C 10 min. 1
Denaturacja 95°C 10 sek.

Przytaczanie starterow 60°C 10 sek. 45
Elongacja 72°C 15 sek.

Na koniec kazdej reakcji amplifikacji nastgpowalo topnienie produktow
z powodu wzrostu temperatury do wartosci 95°C. Sktad mieszaniny reakcyjnej

przedstawia tabela 2.
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Tabela 2. Skfadniki reakcji dla przeprowadzenia real-time PCR dla badanych
polimorfizméw genoéw ECEL i PPARG

Sktadniki reakgcji llo$¢ na prébke (ul)
H,0 6,7
Mieszanina reakcyjna (LightSNiP) 0,5
LightCycler 480 Genotyping Master 1,0
MgCl> (25 mM) 0,8
DNA (50 ng) 1,0
Objeto$¢ koncowa 10,0

Poszczegolne genotypy dla ECE1 i PPARG zostaly przeanalizowane w oparciu
o piki krzywych topnienia oraz krzywe topnienia, ktore $wiadcza o specyficznosci reakceji

dla poszczeg6lnych badanych polimorfizméow.

Rycina4. Profil temperaturowy topnienia produktu dla poszczegolnych
genotypow polimorfizmu rs213045 genu ECE1 w reakcji real-time PCR. Krzywe
topnienia produktu dla allelu T Tm1=57,45; allelu G Tm2=65,05.

Rycina5. Piki krzywych topnien dla poszczegdlnych genotypéw polimorfizmu
rs213045 genu ECEL. Temperatura topnienia dla allelu T Tm1=57,45; allelu
G Tm2=65,05.
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Rycina 6. Profil temperaturowy topnienia produktu dla poszczegdlnych genotypoéw
polimorfizmu rs213046 genu ECE1 w reakcji real-time PCR. Krzywe
topnienia produktu dla allelu A Tm1=63,05; allelu C Tm»=68,45.
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Rycina 7. Piki krzywych topnien dla poszczegélnych genotypéw polimorfizmu
rs213046 genu ECE1. Temperatura topnienia dla allelu A Tm:=63,05; allelu
C Tm2=68,45.
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Rycina 8. Profil temperaturowy topnienia produktu dla poszczegdlnych genotypoéw
polimorfizmu rs1801282 genu PPARG w reakcji real-time PCR. Krzywe
topnienia produktu dla allelu C Tm1=58,25; allelu G Tm,=64,85.
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Rycina 9. Piki krzywych topnien dla poszczegélnych genotypow polimorfizmu
rs1801282 genu PPARG. Temperatura topnienia dla allelu C Tm=58,25;
allelu G Tm2=64,85.

[11.1.3. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy wykorzystaniu programu SPSS
Statistics 17.0 dla systemu Windows. Zaobserwowane czesto$ci porownano
z czestosciami oczekiwanymi i przetestowano wedlug prawa Hardy'ego-Weinberga.
Oczekiwane wyniki zostaty przedstawione z 95% przedziatami ufno$ci (CI). Obliczono
iloraz szans (OR) dla genotypow oraz alleli. Nastepnie oceniono wptyw polimorfizmow
genow ECE1 oraz PPARG na L2L4AM, L2L4AYA, L2L4ABMD, T-score, Z-score, BMI
i inne parametry kliniczne. Analiz¢ korelacji miedzy genotypami i parametrami
klinicznymi przeprowadzono wykorzystujac jednoczynnikowa analiz¢ ANOVA.

Za statystycznie istotng uznano wartos¢ p <0,05.
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V. WYNIKI

IV.1. Analiza parametrow klinicznych

W tabeli 3. przedstawione zostaly parametry kliniczne kobiet
zaklasyfikowanych do grupy kontrolnej oraz grup z osteoporozg i osteopenig. Rdznice
w warto$ciach T-score i Z-score pomiedzy grupami byly nastepujgce: grupa kontrolna:
T-score: 0,08+0,11, Z-score: 0,64+0,20; osteoporoza T-score: —3,16+0,06, Z-Score:
—3,57+1,95; osteopenia: T-score: 1,83+0,04, Z-score: 0,84+0,08. Analiza badan
wykazata korelacj¢ pomiedzy BMI pacjentow a badanymi grupami: osteoporoza:
23,79+0,32, osteopenia: 24,65+0,36 vs grupa kontrolna: 25,88+0,56 (p<0,05). Podobna
korelacja  zostala  zaobserwowana dla masy urodzeniowej:  osteoporoza:
3141,25+134,08 g, osteopenia: 3226,79+77,69 g vs grupa kontrolna: 3628,95+110,29 ¢

(p<0,05). Pozostale parametry kliniczne nie wykazaty istotnych r6zni¢ miedzy grupami.

Tabela 3. Charakterystyka kobiet z osteopenia, osteoporozg i prawidtowym T-score

95% Cl
x+ SEM Min Max

Osteopenia -183 + 0,04 -2,49 -1,05

T-score* Osteoporoza -3,16 * 0,06 -473 -2,50
Kontrola 0,08 + 0,11 -0,97 3,13

Osteopenia -085 + 0,08 -2,36 0,77

Z-score* Osteoporooza =357 1,95 -4.25 0,98
Kontrola 0,64 =+ 0,20 -1,85 2,65

Osteopenia 6517 + 0,10 41,00 114,00

Masa ciatg* [kg] Osteoporoza 61,21 =+ 0,94 43,00 85,00
Kontrola 68,73 + 1,50 50,00 100,00

Osteopenia 162,63 + 0,45 150,00 175,00

Wysokos¢ [cm] Osteoporoza 160,25 + 0,53 155,00 172,00
Kontrola 163,08 % 0,74 152,00 180,00

Osteopenia 2465 + 0,36 17,30 43,43

BMI* [kg/m?] Osteoporoza 23,79 + 0,32 17,10 31,63
Kontrola 2588 0,56 18,33 37,18

Osteopenia 53,24 0,74 30,00 77,00

Wiek [lata] Osteoporoza 56,06 * 0,75 21,00 78,00
Kontrola 53,38 1,01 28,00 71,00
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95% Cl
et Min Max
Osteopenia* 3226,79 + 77,69 2500,00 4500,00
Masa urodzeniowa [g] Osteoporoza 314125 + 134,08 2470,00 4500,00
Kontrola 3628,95 + 110,29 2460,00 5100,00
Osteopenia 36,20 + 0,64 23,00 49,00
Lata reprodukc;i Osteoporoza 3562 + 0,62 24,00 48,00
Kontrola 36,38 £ 0,62 27,00 48,00
, o | Osteopenia 1312 % 0,31 9,00 18,00
Wiek wystapienia pienwszej ™ o oroza 1294 + 027 9,00 18,00
miesigczki
Kontrola 13,38 0,33 9,00 16,00
, o o Osteopenia 4921 % 0,50 38,00 60,00
Wiek wystapienia ostatnie] o0 ooroza | 4816 + 0,55 34,00 60,00
miesigczki
Kontrola 5017 0,69 41,00 58,00
Osteopenia 1,89 =+ 0,10 0,00 6,00
llos¢ cigz Osteoporoza 19 =+ 0,14 0,00 7,00
Kontrola 194 + 0,15 0,00 6,00
Osteopenia* 718 + 0,78 0,00 25,00
Lata po menopauzie Osteoporoza 10,63 % 0,71 1,00 22,00
Kontrola 703 % 0,99 1,00 23,00
Osteopenia 097 + 0,02 0,00 1,47
BMD L2-L4 [glcm?] Osteoporoza 098 =+ 0,20 0,66 1,38
Kontrola 097 £ 0,02 0,67 1,30
Osteopenia 80,90 + 1,72 0,00 123,00
BMD L2-L4 YA [%][ Osteoporoza 81,28 + 1,24 55,00 115,00
Kontrola 81,02 + 1,77 58,00 108,00
Osteopenia 89,13 + 1,83 0,00 133,00
BMD L2-L4 AM [%] Osteoporoza 89,50 + 1,23 60,00 131,00
Kontrola 89,78 % 1,94 64,00 125,00
*p<0,05 — poréwnanie grup z osteopenig/osteoporozg i prawidtowym T-score (jednokierunkowa ANOVA),
BMI — wskaznik masy ciata,
BMD — gesto$¢ mineralna kosci,
SEM — standardowy btad pomiaru,

x — wartos¢ $rednia.

IV.2. Analiza polimorfizmu Pro12Ala (C>G) genu PPARG

Analiza polimorfizmu rs1801282 (Pro12Ala, C>G) genu PPARG zostala oparta
o krzywe topnienia produktow PCR. Rozktad genotypu polimorfizmu PPARG
(rs1801282) migdzy grupami zostal przedstawiony w tabeli 4. oraz na rycinie 7.
Homozygoty CC (polimorfizm rs1801282) wystgpowaly czgsciej u kobiet z osteopenia
niz w grupie kontrolnej (76,1% vs 69,8%, p>0,05). Natomiast heterozygoty CG w grupie

z osteoporozg pojawiaty sie czgscie] w porownaniu do grupy kontrolnej (29,9% vs 26,6%,
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p>0,05). Analizujgc genotypy polimorfizmu genu PPARG, zarowno w grupie kontrolnej

jaki 1 badanej, nie zaobserwowano istotnej statystycznie roznicy w otrzymanych

wynikach. Nie odnotowano korelacji pomigdzy rozwojem osteoporozy a danym

genotypem. Warto$ci oczekiwane oraz obserwowane zostaty przedstawione na rycinie 7.

Tabela4. Analiza polimorfizmu rs1801282 genu PPARG w grupie kobiet z osteopenia,
osteoporozg oraz w grupie kontrolne;j.

Osteopenia Osteoporoza Kontrola
Warto$é Warto$é Warto$¢é Warto$é Warto$¢é Warto$¢é
obserwowana| oczekiwana |obserwowana| oczekiwana |obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
Genotyp
CcC 83 (76,15) 74 221 (67,38) 87 118 (69,82) 85
CG 22 (20,18) 24 98 (29,88) 13 45 (26,63) 15
GG 4 (3,67) 2 9(2,74) 0 6 (3,55) 0
Razem 109 (100,00) 100 328 (100,00) 100 169 (100,00) 100
Allele

C 188 (86,24) — 540 (82,32) — 281 (83,14) —
G 30 (13,76) — 116 (17,68) — 57 (16,86) —
Razem 218 (100,00) — 656 (100,00) — 338 (100,00) —

Poréwnanie czestosci genotypow pomigdzy grupa kobiet z osteopenig a grupa

kontrolng — test chi-kwadrat p=0,042. Por6wnanie czgstosci genotypow pomigdzy grupa

kobiet z osteoporoza a grupg kontrolng — test chi-kwadrat p=0,085.
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Rycina 10.
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Rozktad procentowy czestosci wystepowania genotypow polimorfizmu
rs1801282 PPARG w badanych grupach.
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Na rycinie 8. przedstawiono rozklad czgstosci alleli polimorfizmu rs1801282
genu PPARG. Najczesciej wystepujacym allelem w kazdej grupie byl prawidtowy allel
C (tabela 4., rycina 8.).
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Rycina 11. Rozktad procentowy czestosci wystgpowania alleli polimorfizmu rs1801282
PPARG w badanych grupach.

IV.3. Analiza polimorfizmu rs213045 (-338G>T) genu ECE1

Wyniki otrzymanych genotypow dla polimorfizmu rs213045 (—338G>T) genu
ECE1 w grupie kontrolnej i badanej zostaly zamieszczone w Tabeli 5 oraz Rycinie 9.
U kobiet z osteopenig (polimorfizm rs213045) czesciej wystepowat genotyp GT niz
w grupie kontrolnej (20,2% vs 13,6%, p>0,05). Natomiast w grupie z osteoporoza
homozygota GG wystgpowata czgéciej niz miato to miejsce w grupie kontrolnej (86,6%
vs 85,2%, p>0,05). Genotyp TT nie wystapil w badanych grupach, a w grupie kontrolne;j
osiggnat wartos$¢ 2%. W kazdej z grup nie zaobserwowano istotnej statystycznie roznicy
rozktadu badanych genotypow. Nie wykazano réwniez zwigzku pomigdzy rozwojem
osteoporozy a danym genotypem. Odnotowano jedynie, ze prawidtowy allel G wystapit

najczesciej w badanym polimorfizmie (tabela 5., rycina 10.).
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Tabela5. Analiza polimorfizmu rs213045 genu ECE1 w grupie kobiet z osteopenia,

osteoporozg oraz w grupie kontrolne;j

Osteopenia Osteoporoza Kontrola
Warto$é Warto$é Warto$¢é Warto$¢é Warto$¢é Warto$¢é
obserwowana| oczekiwana |obserwowana| oczekiwana |obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
Genotyp
GG 87 (79,82) 81 284 (86,59) 87 144 (85,21) 85
GT 22 (20,18) 18 44 (13,41) 13 23 (13,61) 15
TT 0(0,00) 1 0(0,00) 0 2(1,18) 0
Razem 109 (100,00) 100 328 (100,00) 100 169 (100,00) 100
Allele

G 196 (89,91) — 612 (93,29) — 311(92,01) —
T 22 (10,09) — 44 (6,71) — 27 (7,99) —
Razem 218 (100,00) — 656 (100,00) — 338 (100,00) —

Poréwnanie czestosci genotypow pomiedzy grupa kobiet z osteopenig a grupa

kontrolng — test chi-kwadrat p=0,052. Poréwnanie czgstosci genotypow pomigdzy grupa

kobiet z osteoporoza a grupg kontrolng — test chi-kwadrat p=0,083.
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Rycina 12. Rozktad procentowy czestosci wystgpowania genotypow polimorfizmu
rs213045 ECE1 w badanych grupach.
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Rycina 13. Rozktad procentowy czestosci wystepowania alleli polimorfizmu rs213045
ECE1 w badanych grupach.

IV.4. Analiza polimorfizmu rs213046 (-839A>C) genu ECEL1

Wyniki dla polimorfizmu rs213046 (—839 A>C) genu ECEl zostaly
przedstawione w Tabeli 6 oraz na Rycinie 11. W grupie kobiet z osteopenig najczesciej
wystepowata homozygota CC (13,8% — grupa z osteopenia vs 4,1 % — grupa kontrolna,
p>0,05). Nie zaobserwowano istotnie Statystycznie roéznicy w uzyskanych wynikach,
a takze nie wykazano korelacji pomiedzy rozwojem osteoporozy a danym genotypem.

Najczgsciej wystepujacym allelem byt prawidtowy allel A (tabela 6., rycina 12.).

Tabela 6. Analiza polimorfizmu rs213046 genu ECE1 w grupie kobiet z osteopenia,

osteoporozg oraz w grupie kontrolne;j

Osteopenia Osteoporoza Kontrola
Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢
obserwowana| oczekiwana |obserwowana| oczekiwana |obserwowana| oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
Genotyp
AA 55 (50,46) 46 188 (57,32) 87 98 (57,99) 85
AC 39 (35,78) 43 124 (37,80) 13 64 (37,87) 15
CcC 15 (13,76) 11 16 (4,88) 0 7 (4,14) 0
Razem 109 (100,00) 100 328 (100,00) 100 169 (100,00) 100
Allele

A 149 (68,35) — 500 (76,22) — 260 (76,92) —
C 69 (31,65) — 156 (23,78) — 78 (23,08) —
Razem 218 (100,00) — 656 (100,00) — 338 (100,00) —
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Poréwnanie czestosci genotypow pomigdzy grupa kobiet z osteopenig a grupa
kontrolng — test chi-kwadrat p=0,012. Poréwnanie czgstos$ci genotypow pomigdzy grupa
kobiet z osteoporoza a grupg kontrolng — test chi-kwadrat p=0,094.
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Rycina 14. Rozktad procentowy czestosci wystgpowania genotypow polimorfizmu
rs213046 ECE1 w badanych grupach.
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Rycina 15. Rozktad procentowy czestosci wystepowania alleli polimorfizmu rs213046
ECE1 w badanych grupach.
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IV.5. Analiza korelacji genotypéw polimorfizmu genu PPARG z
parametrami klinicznymi pacjentek

Rozktad genotypow polimorfizmu rs1801282 genu PPARG zostat
przedstawiony w tabeli 7. Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy
badanym genotypem a wartosciami T-score, Z-score, masie i wzroScie pacjentek,
wspotczynnika BMI, wieku, masy urodzeniowe;j, lat reprodukcji, wieku pierwszej oraz
ostatniej miesigczki, liczbie cigz, lat, ktore minety od pojawienia si¢ menopauzy,
wspotczynnikow BMD, BMDYA i BMDAM w grupie pacjentek z osteopenia,

osteoporozg oraz grupie kontrolnej.

Tabela 7. Analiza parametrow klinicznych i polimorfizmu rs1801282 genu PPARG

U kobiet po menopauzie z prawidtowym T-score, osteopenig i osteoporoza

Analizowane Polimorfizm PPARG

zmienne Osteopenia Osteoporoza Kontrola
Genotyp cc | c6 | 66 | cc | ¢6 | 66 | cc | ce | GG
T-score

X -1,8 -1,88| -156| -317| -3,17| -3,49 0,08 0,07 0,21

Dolna granica -1,89] -206| -245| -3,31| -3,39, -6,17| -0,19| -049| -1,21
Gérna granica -1,70 -1,70| -0,67| -3,03| -2,94, -0,82 0,35 0,63| 10,63
Z-score
X -0,81| -088| -1,18] -14 -1,48] -3,13 0,73 0,25 2,62
Dolna granica -1,000 -133] -3,74| -3,93| -199 -1,89 0,27 -056| -0,45
Gérna granica -0,63| -0,42 1,38 1,14 -0,98, -0,95 1,20 1,06 1,02
Masa
X 6591 62,59| 70,75| 60,32| 63,22 63,33 6839 6884 77,00
Dolna granica 63,49| 5744| 5525| 5792| 59,68 2571 64,39] 6327 51,59
Gérna granica 68,34| 67,74\ 86,25| 62,72 66,76| 10095| 72,39| 74,42 102,41
Wzrost
X 163,09| 161,73| 164,00 160,15/ 160,00{ 163,00 162,39| 163,42 161,00
Dolna granica | 162,00| 159,27| 156,65| 158,78 157,88| 147,49| 160,40| 161,29 122,88
Gorna granica | 164,17 164,19 171,35| 161,52 162,12| 178,51 164,38 165,55 199,12
BMI
X 2480 2392 26,20| 2343| 24,78 2361| 2595 2585 29,71
Dolna granica 2393 22,04 2267 2264 2344 1346| 2450 23,60 2545
Gorna granica 2567 2579 29,73| 2421 26,13| 33,76| 2740 2811 33,96
Wiek
X 53,07 53,09 59,75| 56,77 56,42 54,001 54,02| 52,53| 57,00
Dolna granica 51,31 495 4140 54,99| 53,06 41,07 51,63 4819 -82,77
Gorna granica 54,83| 56,68 78,10 5854| 59,78/ 6693| 56,42| 56,86 196,77
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Analizowane Polimorfizm PPARG

zmienne Osteopenia Osteoporoza Kontrola
Genotyp cc | c6 | 66 | cc | ¢ | 66 | cc | cG | GG
Masa urodzeniowa

X 3256,67| 3064,29| 3426,67 | 3153,33| 3250,00| 3320,00| 3663,33| 3570,00| 3440,00
Dolna granica | 3075,37| 2883,22| 1101,46| 2774,03| 2604,6 | 2740 | 3288,97| 3362,24| 3200,00
Gorna granica | 3437,96| 3245,35| 5751,87 | 3532,64| 3895,4 | 3626 | 4037,7 | 3777,76| 3800,00

Lata reprodukcii
X 3569 3842 35 3522| 3641 39 37,62| 32,6 48

Dolna granica 3420 3546| 2417 33,66 34,02| 38 35,69 29,09| 48

Gérna granica 37,18| 41,38| 4583| 36,77| 38,8 40 39,55 36,11 48

Wiek pierwszej miesigczki
X 13,07 13 14,33] 13,2 12,24 11 13,24 138 12

Dolna granica 12,37 11,22 9,16| 12,54 11,25 10 12,3 12,74 10

Gorna granica 13,77 14,78] 19,5 13,85| 1322 12 14,18| 14,86] 14

Wiek ostatniej miesigczki
X 48,81\ 51,13| 50,75| 47,84 4815 50,5 51,63| 47,58 50

Dolna granica 47,49 4955 44,74| 4644| 4591 4415 50,22 44,65 48

Gornagranica | 50,14| 52,71| 56,76| 49,23| 50,39| 56,85 53,04 5052 52,00

Liczba cigz
X 1,85 1,95 1,50 1,81 2,30 2,33 1,95 1,95 2,50

Dolna granica 1,59 1,61 -0,55 1,54 1,55 -1,46 1,53 148| -3,85

Gorna granica 2,11 2,3 3,55 2,09 3,06 6,13 2,37 2,42 8,85

Lata po menopauzie

X 7,58 6,33 467 10,54 11,18 12,00 6,00 8,10 18,00

Dolna granica 5,72 254 =537 8,85 8,02/ 10,00 3,86 3,51 18,00

Gorna granica 943 10,13| 14,71 12,24| 1433| 14,00 8,14| 12,69| 18,00

BMD

X 0,95 1,01 0,94 1,00 0,95 0,99 0,95 1,06 0,77

Dolna granica 0,9 0,91 0,65 0,96 0,89 0,84 0,9 0,96 0,70

Gérna granica 1,00 1,10 1,22 1,04 1,00 1,14 1,00 1,16 0,85

BMD YA
X 79,61] 838 78,001 83,05 7895 8233] 7939 8792 6500

Dolna granica 74,9 76,11 54,8 7964 7447 6865 7524 79,66 64,00

Gornagranica | 84,31 9149| 101,21| 86,46 8342] 96,01 8355 96,17| 66,00

BMD AM
X 88,09| 91,05 8375 9109 8789 9167 8797 97,83] 80,00

Dolna granica 83,16] 82,9 64,2 87,65 83,64 6287 837 87,47| 78,00

Gornagranica | 93,01 992 | 103,3 94,54 9214 12046| 92,24| 108,2 82,00

ns — nie wykazano istotnosci statystycznej dla badanych parametréw w odniesieniu do genotypdw,
X — wartos¢ $rednia.
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IV.6. Analiza korelacji genotypéw polimorfizmu rs213045 genu ECEL1
z parametrami klinicznymi pacjentek
Rozktad genotypow polimorfizmu rs213045 genu ECEI1 zostat przedstawiony
w tabeli 8. Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy pomiedzy badanym genotypem
a parametrami takimi jak: T-score, Z-score, masie i wzro$cie pacjentek, wspotczynnika
BMI, wieku, masy urodzeniowej, lat reprodukcji, wieku pierwszej oraz ostatniej
miesigczki, liczbie cigz, lat, ktore mingty od pojawienia si¢ menopauzy, wspotczynnikow

BMD, BMDYA i BMDAM w kazdej zbadanych grup.

Tabela 8. Analiza parametrow klinicznych i polimorfizmu rs213045 genu ECE1

u kobiet po menopauzie z prawidlowym T-score, osteopenia i osteoporoza

Analizowane Polimorfizm ECE1 RS213045

zmienne Osteopenia Osteoporoza Kontrola

GENOTYP GG | 6T GG GT GG GT T
T-score

X -1,79 -1,87 -3,19 -3,08 0,04 0,29 0,45
Dolna granica -1,88 -2,05 -3,32 -3,45 -0,23 -0,49 -0,34
Gorna granica | -1,69 -1,69 -3,07 -2,72 0,30 1,07 0,98
Z-score

X -0,83 -0,89 -3,85 -1,88 0,58 1,58 1,22
Dolna granica -1,03 -1,26 -8,38 -2,34 0,17 -1,63 0,23
Gérna granica -0,63 -0,52 0,68 -1,42 0,99 2,79 1,65
Masa

X 64,84 67,68 61,15 61,70 69,94 63,44 58,00
Dolna granica 62,48 62,49 58,97 56,86 66,61 53,8 56,00

Gorna granica 67,19 72,88 63,32 66,54 73,27 73,09 62,00
Wzrost
X 162,64 163,64 160,24 160,00 162,90 160,78 167,00
Dolna granica | 161,59 161,15 159,01 157,57 161,40 155,13 165,00
Gorna granica | 163,69 166,12 161,47 162,43 164,41 166,42 169,00
BMI
X 24,53 25,24 23,79 23,84 26,43 24,40 20,79
Dolna granica 23,68 23,45 23,07 21,96 25,13 21,76 19,34
Gorna granica 25,37 27,04 24,52 25,73 27,73 27,04 21,64
Wiek

X 52,99 94,64 56,76 55,44 54,42 50,67 41,00
Dolna granica 51,15 51,77 55,04 51,91 52,44 41,22 40,00
Gorna granica | 54,83 57,5 58,48 58,98 56,40 60,11 43,00
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Analizowane Polimorfizm ECE1 RS213045

zmienne Osteopenia Osteoporoza Kontrola

GENOTYP GG | 6T GG | @r GG | 61 | 17

Masa urodzeniowa

X 3252,86 | 3148,57 | 3195,71 2850,00 | 3630,56 | 3600,00 | 3400,00

Dolna granica | 3049,98 | 2873,11 2876,80 | 2780,00 | 3384,58 | 3400,00 | 3200,00

Gorna granica | 3455,74 | 3424,04 | 3514,63 | 2990,00 | 3876,53 | 3800,00 | 3600,00

Lata reprodukcii

X 36,32 35,77 35,84 33,88 35,87 44,00 36,00

Dolna granica 34,95 32,16 34,55 28,39 33,99 32,82 32,00

Gérna granica 37,69 39,38 37,13 39,36 37,74 43,82 38,00

Wiek pierwszej miesigczki

X 13,17 12,92 12,70 14,38 13,47 12,00 11,00

Dolna granica 12,46 11,50 12,12 12,97 12,75 10,00 10,00

Gorna granica 13,88 14,35 13,27 15,78 14,18 14,00 12,00

Wiek ostatniej miesigczki

X 49,40 49,38 48,18 46,70 50,06 53,25 52,00

Dolna granica 48,21 46,78 47,01 42,05 48,61 48,5 48,00

Gorna granica 50,59 51,97 49,34 51,35 51,50 58,00 54,00

Liczba cigz

X 1,87 1,82 1,97 1,90 2,04 1,56 2,00

Dolna granica 1,62 1,44 1,67 0,98 1,69 0,78 1,00

Gorna granica 2,12 2,20 2,27 2,82 2,39 2,33 3,00

Lata po menopauzie

X 7,26 6,92 10,57 11,88 6,73 11,50 8.00

Dolna granica 55 3,01 9,05 6,54 4,72 11,09 6.00

Gérna granica 9,01 10,84 12,09 17,21 8,75 12,09 10.00
BMD

X 0,95 1,01 0,98 0,97 0,96 1,03 1,23

Dolna granica 0,90 0,90 0,94 0,91 0,91 0,88 0,82

Gérna granica 1,00 1,11 1,02 1,03 1,01 1,18 144

BMD YA

X 79,73 83,71 81,7 80,81 80,03 86,00 103,00

Dolna granica 75,46 74,66 78,71 75,94 76,03 73,41 92,00

Gorna granica 84,00 92,75 84,7 85,68 84,02 98,59 108,00

BMD AM

X 87,44 92,94 90,39 87,69 89,21 93,00 120,00

Dolna granica 83,01 83,50 87,44 82,45 85,07 75,69 94,00

Gorna granica 91,88 102,38 93,33 92,92 93,35 110,31 128,00

ns — nie wykazano istotnosci statystycznej dla badanych parametréw w odniesieniu do genotypdw.

x — wartos¢ $rednia.
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IV.7. Analiza korelacji genotypéw polimorfizmu rs213046 genu ECE1
z parametrami klinicznymi pacjentek

Podobnie jak w poprzednich badanych polimorfizmach, korelacja pomig¢dzy

genotypami badanego polimorfizmu rs213046 genu ECEL, a parametrami klinicznymi

nie wykazata istotnej statystycznie roéznicy (tabela 9.).

Tabela 9. Analiza parametrow klinicznych i polimorfizmu rs213046 genu ECE1

U kobiet po menopauzie z prawidlowym T-score, osteopenig i osteoporoza

Analizowane Polimorfizm ECE1 RS213046

zmienne Osteopenia Osteoporoza Kontrola
Genotyp M | AC | cc | Aaa | Ac | cc | MA | AC | cC
T-score

X -1,81 -1,78 -1,86| -327| -3,03] -3,10 0,11 -0,06 0,24
Dolna granica -1,93| -193| -2,07 -343] -324| -360f -0,23| -046, -0,56
Gorna granica | -1,69| -1,62| -1,65 -311| -283| -2,60 0,45 0,35 1,05
Z-score

X -0,69 -093| -1,10 -161] -1,05 -2,08 0,69 0,54 0,54
Dolna granica -0,97| -120f -142| -187| -186| -2,89 0,18 -0,33 0,48
Gérna granica -0,41 -0,66| -0,77] -1,35 4,35 -1,28 1,20 1,41 0,68
Masa

X 63,8 66,37| 68,93| 61,1 60,75/ 64,33| 68,87 7082| 63,57
Dolna granica 61,07| 62,26| 62,94 5862 56,80 56,78 64,99 64,07 52,71
Gérna granica 66,53| 7047| 7493| 6358 64,70 71,89 72,74 7758 7443
Wzrost

X 162,60 162,29| 165,13| 160,90| 158,93| 160,33| 163,24| 160,76 164,14
Dolna granica | 161,15 160,79 162,50| 159,42| 156,90 157,88| 161,46| 157,86 157,57
Gorna granica | 164,05 163,79| 167,76 162,39| 160,96| 162,79| 165,01| 163,66 170,71

BMI

X 2413 2523| 2523 2342| 2433| 2460 2588 2745 2347
Dolna granica 2322 2365 23,26| 2263] 2293| 2157 24,37 2502 20,86
Gorna granica | 25,05 26,81| 27,19| 24,2 2572\ 2762 27,39 29088| 26,08
Wiek

X 53,02| 53,97| 52,87| 56,96 56,000 56,11 54,37| 54,76| 47,14
Dolna granica 50,6 51,24| 50,41 55,15| 52,85| 48,51 51,89 50,80 37,33
Gorna granica 55,43| 56,7 55,32 58,77| 59,15| 63,72 56,84 58,73| 56,95
Masa urodzeniowa

X 3310,00| 3202,00| 3101,67| 3348,33| 3100,00| 2700,00| 3610,00| 3702,50| 3600,00
Dolna granica | 3009,86| 2906,05| 2810,73| 2859,68| 2596,12| 2600,00| 3489,89| 1966,66| 3500,00
Gorna granica | 3610,14| 3497,95| 3392,60| 3836,99| 3603,88| 2800,00| 3730,11| 5438,34| 3700,00
Lata reprodukcii

X 36,82 3545/ 36,10 36,03| 3504 35000 3591 37,11 40,00
Dolna granica 34,69| 3380 31,94| 3424] 33,06 275 33,67 32,18/ 38,00
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Analizowane Polimorfizm ECE1 RS213046

zmienne Osteopenia Osteoporoza Kontrola

Genotyp AA AC CcC AA AC CcC AA AC CC

Gorna granica 38,95 37,11 40,26| 3782 37,03] 425 38,15| 42,04| 42,00

Wiek pierwszej miesigczki

X 13,07] 13,50 12,40 12,75 12,78 14,6 13,23| 13,89| 12,00

Dolna granica 12,11 12,39 11,04] 12,05 11,81 12,03| 12,29 1299| 10,00

Gérna granica 14,03| 14,61 13,76| 13,45| 13,76 17,17\ 14,16 14,79] 14,00

Wiek ostatniej miesigczki

X 4921 50,07 4842 4831 47,78 46,5 50,07 50,36| 54,50

Dolna granica 4759 4848| 4495 46,86| 45,76| 39,61 4847| 47,19| 2273

Gorna granica 50,82| 51,67| 51,88 49,77 49,79| 5339 5168 53,53| 86,27

Liczba cigz

X 1,80 2,11 1,47 2,06 1,68 2,50 1,92 2,29 1,43

Dolna granica 1,49 1,72 1,00 1,71 1,13 1,40 1,52 1,64 0,53

Goérna granica 2,11 2,49 1,93 2,41 2,23 3,6 2,32 2,94 2,33

Lata po menopauzie

X 8,25 6,23 6,30, 10,67| 11,09 9,6 6,73 8,00 5,00

Dolna granica 5,83 3,67 1,95 8,77 8,55 0,79 4,59 2,13 4,00

Goérna granica 10,67 8,78 1065 12,57| 13,63] 1841 8,87| 13,87 6,00
BMD

X 0,97 0,96 0,92 0,98 0,97 1,03 0,97 0,93 1,11

Dolna granica 0,92 0,87 0,8 0,93 0,92 0,87 0,91 0,86 0,82

Gorna granica 1,03 1,06 1,03 1,02 1,02 1,19 1,03 1,00 1,4

BMD YA

X 81,78| 80,38 76,2 81,32| 81,001 86,000 8141 77,54 92,75

Dolna granica 76,83| 72,78| 66,25 77,79| 76,68 7253 7654 7155 68,78

Gorna granica 86,74| 8797 86,15 84,85 8532 99,47| 86,29] 83,52 116,72

BMD AM

X 89,66 88,45 84,8 89,45/ 89,5 96,00 89,569 88,46| 102,25

Dolna granica 84,731 80,23| 7411| 86,10 8512 81,08 8443| 8205 67,77

Gorna granica 9459| 96,67| 9549| 9280| 93,88 110,92| 94,74] 94,87 136,73

ns — nie wykazano istotnosci statystycznej dla badanych parametréw w odniesieniu do genotypow.

x — warto$¢ Srednia.
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V. DYSKUSJA

Osteoporoza jest chorobg zwigzang z niska masg kostna, a takze ze zwigkszonym
ryzykiem ztaman. Pomimo trwajacych wielu badan, nadal niewiele wiadomo na temat
wpltywu czynnikéw genetycznych na wzrost i tworzenie kosci. W celu doktadniejszego
poznania mechanizméw molekularnych, nadal poszukuje si¢ polimorficznych wariantow
gend6w mogacych wpltywaé na zwigkszone ryzyko wystapienia osteoporozy [83].
W przeprowadzonych badaniach przeanalizowano wplyw polimorfizméw rs213045
i 5213046 genu ECEL oraz rs1801282 genu PPARG na wystapienie osteoporozy. Na
podstawie rozkladu czgstosci wystepowania poszczegdlnych genotypdow i alleli podjeto
prace w celu okreslenia genotypu lub allelu majacego wplyw na wystapienie tej choroby.

Izoformy PPARG podlegaja ekspresji w réznych narzadach i tkankach, ale
szczeg6lnie w tkance tluszczowej. Badania zarowno in vivo jaki i in vitro wykazaty ich
udzial w regulacji procesOw rdznicowania adipocytdw i1 promowaniu akumulacji
thuszczow w tkance tluszczowej [80]. PPARG w makrofagach jest zwigzany
z hamowaniem produkcji prozapalnych cytokin i zwigksza wrazliwo$¢ na insuling.
W migéniach szkieletowych negatywnie reguluje podstawowy metabolizm glukozy.
W watrobie jest powigzany z ogolnoustrojowa kontrolag metabolizmu glukozy 1 lipidow.
Wplyw PPARG na dziatanie insuliny wykazuje wiele badan molekularnych nad
polimorfizmami wystepujacymi w obrgbie genu PPARG, takimi jaki: Prol2Ala,
Prol115GIn, Cys114Arg, Val290Met, Pro388Leu. Wsrdd tych polimorfizmoéw najwyzsza
czesto$¢ wystepowania ma Prol2Ala. Odkrycie tego wariantu zapoczatkowato prace nad
wpltywem allelu Alal2 na metabolizm. Pierwsze badania wykazaly jego zwigzek ze
spadkiem funkcji transaktywacyjnej PPARG 1 nizsza wartoscig BMI. Dalsze badania,
ktore objety rozne populacje etniczne, zwrdcity uwage na bardziej ztozony charakter tego
problemu. Zwiazek allelu Alal2 ze zmniejszeniem otylosci potwierdzono w przypadku
populacji Afroamerykanow, natomiast u biatych Amerykanéw obserwowano efekt
przeciwny — wzrost BMI [75]. Na podstawie przeprowadzonych metaanaliz przyjmuje
si¢, ze w populacji kaukaskiej u 0sob z genotypem Prol12Ala lub Alal2Ala obserwuje si¢

wzrost BMI.

48—



Dyskusja

Analizujac polimorfizm rs1801282 genu PPARG genotyp CG byl czestszy
w grupie osteoporozy, a genotyp CC wystgpowal czgsSciej w grupie osteopenii
w porownaniu z grupg kontrolng. Nie zaobserwowano zalezno$ci migdzy genotypem
a badanymi parametrami klinicznymi, ktore wskazywatyby na predyspozycje do
zwickszonego ryzyka wystgpienia osteoporozy. PPAR-y wystgpuje gltdéwnie w bialej
tkance tluszczowej i bierze udziat w koncowym réznicowaniu preadipocytu w dojrzaty
adipocyt [84]. Hipoteza, ze PPAR-y moze bra¢ udzial w metabolizmie kosci wynika
z faktu, ze osteoblasty i adipocyty maja wspdlng komorke prekursorowa [84, 85].
Pomimo tego, ze doktadny wniosek nie jest nadal poznany istnieje wiele badan nad rola
PPAR-y w roznicowaniu i1 aktywnos$ci osteoblastow. Wyniki uzyskane przez Akune
1 wsp. podczas badan nad aktywacja PPAR-y w osteoblastogenezie na
heterozygotycznych myszach z niedoborem PPAR-y (PPAR-y £) wykazujg 50% redukcje
ekspresji PPAR-y. Niedobor PPAR-y spowodowal zwigkszenie masy kostnej poprzez
stymulacj¢ osteoblastogenezy z komodrek progenitorowych szpiku kostnego co
potwierdza negatywna rol¢ aktywacji PPAR-y w tworzeniu kosci [86]. Aby modc
wyciggnaé precyzyjne wnioski wyniki te musza zostaé potwierdzone w dobrze
kontrolowanych randomizowanych badaniach na ludziach. Mbalaviele i wsp. wykazali,
ze aktywacja szlaku PPAR-y przez endogenny ligand PPAR-y blokuje dzialanie liganda
OPG, a tym samym hamuje tworzenie i aktywno$¢ osteoklastow w ludzkich
mezenchymalnych komorkach macierzystych poprzez hamowanie aktywowanego przez
receptor NF- Ligand kB (RANKL) szlaku NF-kB [87]. OPG jest krazacym receptorem
bez domeny transblonowej 1 hamuje réznicowanie osteoklastow, dziatajac jako receptor
wabikowy dla RANK, ktory jest wyrazany na powierzchni prekursora osteoklastow
1 zaktoca oddzialywanie RANK z RANKL [88, 89, 90]. Biorac pod uwage, ze szlak
NF-kB jest zaangazowany w mechanizm hamujacy cytokiny w réznicowaniu adipocytow
poprzez obnizanie ekspresji PPAR-y oraz wspomniany wcze$niej mechanizm agonisty
PPAR-y hamujacego réznicowanie osteoklastow poprzez hamowanie NF-«xB transkrypcji
do hamowania sygnalizacji RANKL, mozemy zatozy¢, ze hamowanie osteoklastogenezy
przez OPG moze mie¢ bezposredni zwigzek z aktywacja PPAR-y [91]. Najczesciej
wystepujacym polimorfizmem PPAR-y jest substytucja proliny na alaning (Prol2Ala)
w eksonie B genu PPAR-y2 (rs1801282). W badaniu przeprowadzonym przez Eun-Jung

Rhee i wsp. $redni poziom OPG w surowicy byl znaczaco nizszy, a catkowita ALP
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w surowicy byla istotnie wyzsza w grupie z genotypem Prol2Ala w poréwnaniu z grupa
z genotypem Prol2Pro, nawet po uwzglednieniu innych czynnikéw zaktocajacych,
a Prol12Ala byt istotnym wyznacznikiem poziomu OPG w surowicy w analizie regresji
wielokrotnej. W analizie haplotypéw przeprowadzonej w zwigzku z polimorfizmem
C161T, osoby z polimorfizmami wykazywaty istotnie nizsze poziomy OPG w surowicy,
co sugeruje negatywny wptyw tych polimorfizméw na poziomy OPG w surowicy. Jesli
obnizony poziom OPG w surowicy odzwierciedla jedynie stan osteoklastogenny, to
wynik ten wskazuje, ze obecnos$¢ polimorfizmow zmniejszyla osteoklastogeneze,
a poziom OPG w surowicy zostal obnizony, co sugeruje, ze polimorfizmy sg istotnym
efektorem resorpcji ko$ci. Jednak ten wniosek nie zostat potwierdzony korelacja
pomiegdzy innymi badanymi parametrami klinicznymi [92].

Istnieja dane literaturowe na temat innego badanego wariantu genu PPARG
w zakresie procesu kosciotworzenia. Jest to polimorfizm rs12497191, ktory jest zwigzany
z metabolicznymi predyktorami cukrzycy typu 2 i otytosci u Indian Pima. Analiza
funkcjonalna z konstruktem reporterowym lucyferazy wykazala, ze allel A w tym
genotypie ma zwigkszong aktywno$¢ transkrypcyjng w pordwnaniu z allelem G [93].
Wyniki Dragojevica i wsp. pokazuja, ze nosiciele allelu G rs12497191 mieli mniejsze
ryzyko zlamania szyjki kosci udowej. Nizsza aktywnos$¢ transkrypcyjna allelu G moze
prowadzi¢ do nizszych poziomow PPARYy2, a zatem do nizszej adipogenezy, co moze
zwigkszy¢ osteoblastogeneze. Autorzy sugeruja, ze polimorfizm promotora PPARG
moze by¢ jednym z markerdw genetycznych o wartosci predykcyjnej dla nieurazowego
ryzyka ztamania szyjki kosci udowej u 0sob starszych [94]. Harslef i wsp. zbadali skutki
zmiennoS$ci genetycznej w genie PPARG oraz ich wptyw na ztamania kosci w badaniu
kliniczno-kontrolnym obejmujacym pacjentéw z osteoporoza i grupe kontrolng. Allel G
promotora SNP rs12497191 wigzat si¢ ze zwigkszonym ryzykiem ztaman krggdéw [95],
co jest sprzeczne z ustaleniami Dragojevica i wspotpracownikéw. Rozbieznosci wynikow
moga wynika¢ z r6znych miejsc zlaman w obu badaniach (ztamania krggow vs. zlamania
szyjki kosci udowej), poniewaz kregi 1 szyjka kosci udowej maja rézny stosunek kosci
beleczkowej 1 korowej [94]. Oprécz badania kliniczno-kontrolnego Harslef i wsp.
oceniali rowniez zwigzki SNP genu PPARG ze ztamaniami w prospektywnym badaniu
badajagcym wptyw terapii hormonalnej, jednak allel G promotora SNP rs12497191 nie

byt zwigzany z ryzykiem zlaman krgegéw w tej grupie badawczej, a autorzy przypisali
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réznice migdzy grupami interakcjom gen-srodowisko [95]. Ackert-Bicknell i wsp.
wykazali interakcj¢ miedzy kilkoma SNP w genie PPARG a spozyciem ttuszczu w diecie,
co moze wplywa¢ na BMD 1 by¢ skorelowane z ryzykiem ztaman [96]. Obecnos¢ co
najmniej jednego haplotypu GCC byla rowniez zwigzana ze zmniejszonym ryzykiem
nieurazowego ztamania szyjki kosci udowej z powodu obecnosci allelu G rs12497191.
Pozostate dwa haplotypy nie byly zwigzane z ryzykiem ztamania. W badaniu Dragojevica
1 wsp. zaden z badanych SNP ani ich najczestszych haplotypow nie byt zwigzany z BMD.
Inne doniesienia literaturowe wskazuja, ze allel Ala rs1801282 byt zwigzany z wyzszym
BMD-I u chinskich kobiet po menopauzie [97], a allel T rs3856806 byl wczesniej
zwigzany z nizszym BMD u japonskich kobiet po menopauzie [98] i przed menopauza
[99]. Roznice migdzy badaniami moga wynikaé z roznych ras uczestnikow. W badaniu
Dragojevica 1 wsp. allel G rs12497191 SNP 1 haplotyp GCC byly zwiazane z wyzszym
RANKL w surowicy. Haplotyp GCC byl powigzany z wyzszym RANKL ze wzgledu na
obecno$¢ allelu G rs12497191. Przebudowa kosci zachodzi na powierzchni kosci,
a podwyzszony RANKL w badaniu Dragojevica i wsp. moze pochodzi¢ z koSci
o wigkszej zawarto$ci beleczkowania a tym samym o wyzszym wspotczynniku
przebudowy, takich jak kreg. Ta niezgodno$¢ moze rowniez wynikac z faktu, ze RANKL
ulega ekspresji w wielu réznych komoérkach i1 tkankach 1 moze nie odzwierciedla¢ tylko
procesow zachodzacych w kosci [94]. Nie zaobserwowano innych zwigzkow migdzy
markerami  biochemicznymi w tym stosunkiem RANKL/OPG, genotypami
1 haplotypami. Istnieje kilka badan laczacych polimorfizmy rs1801282 i/lub rs3856806
genu PPARG z BMD, jednak wigkszo$¢ z nich byta wykonywana na populacji azjatyckiej
i niestety wykazywaty sprzeczne wyniki [100-102]. W badaniach na grupie azjatyckich
kobiet polimorfizmy rs1801282 1 rs3856806 zostaty powigzane z poziomami OPG [100,
102].

W przypadku polimorfizmu rs213045 genu ECE1 genotyp GT byt czgstszy
W grupie osteopenii w porownaniu z grupg kontrolna, a genotyp GG byt czestszy w grupie
osteoporozy. Nie zaobserwowano takze wystapienia genotypu TT w badanych grupach,
a w grupie kontrolnej wystapit w 2%. Dla polimorfizmu ECE1 rs213046 u kobiet
z osteopenig obserwowano wyzszg czestos¢ wystepowania homozygot CC w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Nie zaobserwowano korelacji miedzy badanymi genotypami

a parametrami klinicznymi, ktore wskazywalyby na predyspozycje do rozwoju
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osteoporozy. Okoto 2/3 szczytowej masy kostnej jest uwarunkowane genetycznie [103].
Endotelina 1 (ET1) jest 21-aminokwasowym, wywodzacym si¢ ze S$rodblonka,
wydzielanym, wazoaktywnym peptydem powigzanym z nadci$nieniem i zdarzeniami
niedokrwiennymi [104, 105]. ET1 jest wydzielany jako 39-aminokwasowy nieaktywny
prekursor, ktory musi by¢ aktywowany podczas reakcji proteolitycznej. Enzym
konwertujacy endoteling 1 (ECE1) to zwigzana z btong proteaza zewnatrzkomorkowa,
ktora katalizuje te reakcje. ET1 promuje sygnalizacje Wnt w celu zwigkszenia
niekontrolowanego wzrostu kosci [104]. Hansen i wsp. wykazali, ze sygnalizacja ET1
zalezna od ECE1 wptywa na fizjologi¢ kosci w badaniach in vitro, ex vivo i in vivo.
Dodanie egzogennej ET1 do pozywki hodowlanej unie$Smiertelnionych mysich
osteoblastow zwiekszyto mineralizacj¢ 1 zmniejszyto produkcje sklerostyny poprzez
regulacj¢ mikroRNA 126-3p [107, 108]. Wykazali tez, ze genotyp CC genu ECEl
w polimorfizmie rs213046 wigzat si¢ z mniejsza liczbg ztaman, podczas gdy genotyp AC
byl zwigzany z osteoporoza [107-109]. Myszy kongeniczne, posiadajace identyczne
allele we wszystkich loci z wyjatkiem regionu otaczajacego Ecel, wykazywaly
zmienno$¢ w wielkosci 1 wytrzymato$ci kosci [110]. Ponadto ablacja receptora
endoteliny A w osteoblastach germinalnych zmniejszyta gestos¢ mineralng kosci (BMD)
u 12-tygodniowych myszy [111]. Hu i wsp. [112] stwierdzili, ze dodanie ET1 do
mezenchymalnych komorek macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego
zwigkszylo osteogenezg in vitro i in vivo. U kobiet po menopauzie Mestek 1 wsp. [113]
stwierdzili odwrotng zalezno$¢ migdzy BMD kregostupa a rozszerzajaca naczynia
reakcja na blokade receptora endoteliny A. W badaniach asocjacyjnych catego genomu
cztowieka (GWAS) dla BMD 1 zlaman, polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP)
1s7521902, zlokalizowany blisko ECE1 na chromosomie 1p36.12, byl istotnie zwigzany
z BMD i ztamaniami krggostupa ledzwiowego i szyjki kosci udowej u kobiet [113]. Te
doniesienia literaturowe potwierdzajg role sygnalizacji ET1 w procesie ko$ciotworzenia.
Na podstawie wcze$niejszych badan Hansen 1 wsp. postawili hipoteze, ze polimorfizmy
promotora izoformy b ECE1 w ECE1 b 2338 (G/T) 1 ECEI b 2839 (A/C) moga wigzaé
si¢ z BMD i by¢ zwiazane z rozpoznaniem osteoporozy i klinicznymi zkamaniami u kobiet
po menopauzie. W badaniach przeprowadzonych na myszach Johnson i wsp. wykazali,

ze zmienno$¢ w regionie genomowym zawierajacym allel Ecel wptywa na wielkos$¢
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kosci 1 odpowiada za 40% zmienno$ci biomechaniki kosci i BMD w krzyzowce
zrekombinowanych szczepdw kongenicznych HeB-8 i HeB-23 [107-109].
Podsumowujac, na podstawie dostepnych danych literaturowych wyciggnigcie
jednoznacznych wnioskow jest niemozliwe. Nasze badania nie wykazaly zwigzku
pomiedzy badanymi genotypami a zwigkszonym ryzykiem wystgpienia osteoporozy oraz
jej rozwoju. Jednakze wszelkie badania w tej dziedzinie cechujg si¢ ogromnym
potencjatem, poniewaz zrozumienie mechanizmow mogacych mie¢ wpltyw na rozwoj
osteoporozy moze pozwoli¢ w przysztosci na stworzenie skutecznych terapii. Wczesne
rozpoznanie choroby, jeszcze przed wystgpieniem objawow, oraz wdrozenie
odpowiednich lekow dostosowanych do genotypu pacjenta moze spowolni¢ lub

zahamowac jej dalszy rozwo;.



Whnioski

VI. WNIOSKI

1. Nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy czgstoscia wystepowania polimorfizmow
rs213045 (—338G>T) i rs213046 (—839A>C) genu ECE1 oraz polimorfizmu
rs1801282 (Prol2Ala, C>G) genu PPARG w grupie kobiet w wieku pomeno-
pauzalnym z osteoporozg i osteopenig oraz z prawidtowa wartoscig T-score.

2. Analiza zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem badanych polimorfizméw genu ECE1
1 PPARG a ggstoscig mineralng kosci (BMD) nie wykazata istotnych statystycznie

réznic w badanych grupach.
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Streszczenie

VII.STRESZCZENIE

Wazrostowi $redniej dtugosci zycia towarzyszy wzrost liczby chorych na choroby
przewlekte, np. nadcisnienie czy choroby degeneracyjne. Jedng z takich chorob jest
osteoporoza. Dotyczy ona gtownie kobiet i jest gtowna chorobg tkanki facznej. Choroba
ta stanowi globalny problem zdrowia publicznego. Liczne badania maja na celu
okreslenie wczesnych markeréw wystapienia tej choroby 1 stworzenie lekow
pozwalajacych zahamowac, spowolni¢ jej postep. Rozwdj tej choroby zwigzany jest
z czynnikami genetycznymi, hormonalnymi (estrogeny, kalcytonina, czynniki wzrostu)
1 Srodowiskowymi. W wielu badaniach podkres§lono, Zze czynniki genetyczne moga
odgrywa¢ wazna rolg w regulacje gestosci mineralnej kosci (BMD). Celem badania byta
analiza wptywu polimorfizmow rs213045 (338C>T) i rs213046 (839A>C) genu ECEI
oraz polimorfizmu rs1801282 (G>C) genu PPARG na BMD i ryzyko wystgpowania
osteoporozy u kobiet w wieku postmenopauzalnym. Analiza wariantéw genetycznych
badanych polimorfizméw ECEl i PPARG zostata przeprowadzona stosujac technike
real-time PCR.

Przeprowadzone badania nie wykazaly zwigzku pomiedzy badanymi
polimorfizmami rs213045 i rs213046 genu ECE1l oraz rs1801282 genu PPARG
a zwigkszonym ryzykiem wystgpienia osteoporozy oraz jej rozwoju. Jednakze wszelkie
badania w tej dziedzinie cechujg si¢ ogromnym potencjatem, poniewaz zrozumienie
mechanizméw mogacych mie¢ wplyw na rozwdj osteoporozy moze pozwoli¢
w przysztosci na stworzenie skutecznych terapii. Wczesne rozpoznanie choroby, jeszcze
przed wystapieniem objawow, oraz wdrozenie odpowiednich lekéw dostosowanych do

genotypu pacjenta moze spowolni¢ lub zahamowac jej dalszy rozwdj.



Summary

Vill. SUMMARY

The increase in life expectancy is accompanied by an increase in the number of
patients suffering from chronic diseases, such as hypertension or degenerative diseases.
One of these diseases is osteoporosis. It mainly affects women and is the main disease of
connective tissue. This disease is a global public health problem. Numerous studies are
aimed at determining the early markers of this disease and at creating drugs that will help
to inhibit and slow down its progress. The development of osteoporosis is associated with
genetic, hormonal and environmental factors. Many studies have emphasized that genetic
factors may play an important role in the regulation of bone mineral density (BMD). The
aim of the study was to analyze the influence of rs213045 (338C>T) and rs213046
(839A>C) polymorphisms in the ECE1 gene and the rs1801282 polymorphism (G>C) of
the PPARG gene on BMD and the risk of osteoporosis in postmenopausal women. The
analysis of genetic variants of the studied ECE1 and PPARG polymorphisms was
performed using the real-time PCR technique.

The conducted studies did not show any relationship between the rs213045 and
rs213046 polymorphisms of the ECE1 gene and rs1801282 of the PPARG gene and an
increased risk of osteoporosis and its development. However, any research in this field
has great potential, as understanding the mechanisms that may influence the development
of osteoporosis may allow for the development of effective therapies in the future. Early
diagnosis of the disease, even before the onset of symptoms, and the implementation of
appropriate drugs adapted to the patient's genotype may slow down or inhibit its further

development.
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