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Wykaz stosowanych skrotow

1. Wykaz stosowanych skrétow

95% CI — (ang. 95% confidence interval) — przedziat ufnosci

ACTH — (ang. adrenocorticotropic hormone) — hormon adrenokortykotropiny
AIC — (ang. Akaike Information Criterion) — kryterium informacyjne Akaike
AM — (ang. age matched) — $rednia dla wieku

ANOVA — (ang. analysis of variance) — jednoczynnikowa analiza wariancji dla
zmiennych niepowigzanych

BMD — (ang. bone mineral density) — gestos¢ mineralna kosci
BMI — (ang. body mass index) — wskaznik masy ciata
COLIA1 — (ang. collagen type I alphal) — kolagenu typu I al

CSA — (ang. total femoral cartilage cross-sectional area) — poprzeczna
powierzchnia mig$niowa uda

DALY — (ang. ang. disability-adjusted life years) — lata zycia skorygowane
niesprawnoscia

DKK1 — biatko dickkopf-1

DNA — (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

DXA — (ang. dual energy X-ray absorptiometry) — densytometria
EDTA — (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas wersenowy

ER — (ang. estrogen receptor) — receptor estrogenowy

FBF — (ang. fibroblast growth factor) — czynnik wzrostu fibroblastow
FRAX — (ang. Fracture Risk Assessment Tool) — kalkulator ryzyka ztamania

GLP — (ang. Good Laboratory Practice) — dobra praktyka laboratoryjna

GM-CSF — (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) — czynnik
stymulujacy kolonie makrofagow

GPR — (ang. G-protein coupled receptor) — receptor sprzgzony z biatkiem G
GSK3p — (ang. glycogen synthase kinase-35) — B kinaza syntazy glikogenu-3

GWAS — (ang. genome-wide association study) — badania asocjacyjne catego
genomu

HWE — (ang. Hardy-Weinberg equilibrium) — réwnowaga Hardy’ego-Weinberga
IGF — (ang. insulin-like growth factor) — insulinopodobny czynnik wzrostu
IKK — (ang. IxB kinase) — inhibitor kinazy NFkB
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Wykaz stosowanych skrotow

IL — (ang. interleukin) — interleukina
JNK — (ang. c-Jun N-terminal kinase) — c-Jun N-terminalna kinaza
LD — (ang. linkage disequilibrium) — nierownowaga sprzezen
LOD — (ang. logarithm of the odds) — logarytm szans

LRP 5 — (ang. low density lipoprotein receptor-related protein) — biatko zwigzane
z receptorem lipoprotein o niskiej gestosci 5

LRP — (ang. low density lipoprotein receptor) — biatko zwigzane z receptorem
lipoprotein o niskiej gestosci

MAF — (ang. minor allele frequency) — cze¢stos¢ wystepowania alleli rzadszych
max — (ang. maximum) warto$¢ maksymalna
Me — (ang. Median) mediana
min — (ang. minimum) — warto$¢ minimalna
MRNA — (ang. messenger RNA) — matrycowy kwas rybonukleinowy
n — liczebnos¢

NFAT-c1 — (ang. nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1) — czynnik
jadrowy aktywowanych komorek T

NF-kB — (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) —
aktywator receptora czynnika jadrowego kappa B

NIH — (ang. National Institutes of Health) — Narodowy Instytut Zdrowia
OPG — (ang. osteoprotegerin) — osteoprotegeryna
OR — (ang. (ang. odds ratio) — iloraz szans
PCR — (ang. polymerase chain reaction) — tancuchowa reakcja polimerazy
PTH — Parathormon
PTHrP — (ang. parathyroid hormone-related protein) — peptyd pokrewny PTH
QALY — (ang. quality-adjusted life year) — lata zycia skorygowane ich jakoscig
QTL — (ang. quantitative trait locus) — locus cechy ilosciowej

RANK — (ang. receptor activator of nuclear factor xB) — receptor aktywatora
jadrowego czynnika kB

RANKL — (ang. receptor activator of nuclear factor «B ligand) — ligand receptora
aktywatora jadrowego czynnika kB

SD — (ang. standard deviation) — odchylenie standardowe

SNP — (ang. single nucleotide polymorphism) — polimorfizm pojedynczych
nukleotydoéw

SPSK — Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny
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Wykaz stosowanych skrotow

TGF — (ang. transforming growth factor) — transformujacy czynnik wzrostu
TNF — (ang. tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworow

TRAF — (ang. TNF receptor associated factor) — czynnik zwigzany z receptorem
TNF

TRAIL — (ang. TNF-related apoptosis-inducing ligand) — zwigzany z czynnikiem
martwicy nowotworu ligand aktywujacy apoptoze

TSH — (ang. thyroid stimulating hormone) — hormon tyreotropowy
UE — Unia Europejska
VDR — (ang. vitamin D receptor) — receptor witaminy D

VNTR — (ang. variable number of tandem repeats) — powtorzenia tandemowe o
zmiennej dtugosci

WHO — (ang. World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia
X — (ang. Mean; intermediate value) wartos¢ $rednia

YA — (ang. young adult) — mtody dorosty
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2. Wstep

Z pokolenia na pokolenie zwigksza si¢ przecigtna przewidywana dtugos¢ zycia
cztowieka. Jest to efektem progresu technologicznego, zwigkszajacej si¢ spolecznej
swiadomosci zdrowia a przede wszystkim, nieustannym rozwojem nauk medycznych. Rosnaca
dlugo$¢ zycia niesie ze sobg niestety rowniez pewne trudnosci i wyzwania, z ktorymi
wspoélczesna medycyna musi si¢ zmierzy¢.

Osteoporoza jest ogoélnoustrojowa, wieloczynnikowa chorobg metaboliczng tkanki
kostnej, charakteryzujaca si¢ zanikaniem mikroarchitektury kosci a w efekcie spadkiem ich
masy. Skutkuje to zwickszong kruchoscig oraz utrata stabilnosci i elastycznosci ko$cca,
prowadzagca do ztaman, nawet przy niewielkim obcigzeniu mechanicznym (urazy
niskoenergetyczne). Zanik kosci spowodowany jest szybszym, wzgledem kosciotworzenia,
rozktadem beleczek i tkanki tacznej ko$ci. Ztamania osteoporotyczne znacznie obnizajg jako$¢
zycia chorych 1 wigza si¢ z duza zachorowalno$cig, $miertelnoscia | obcigzeniem
ekonomicznym.

Osteoporoza okreslana jest jako cicha epidemia XXI wieku. Szacuje sig, ze choruje na
nig ponad 200 milionow kobiet na catym $wiecie. Ztamanie osteoporotyczne zdarza si¢ $rednio
co 3 sekundy, czego efektem jest ponad 8,9 miliona takich przypadkéw rocznie [1]. Dotyka
22,1% kobiet oraz 6,1% me¢zczyzn powyzej 50. roku zycia. Z danych wynika, ze w Polsce
choruje okoto 1,7 miliona kobiet oraz 400 tys. mezczyzn [2]. Osteoporoza jest powaznym
problemem, z ktorym mierzy si¢ wspotczesna medycyna. Czgstotliwos¢ wystgpowania oraz
wieloletni przebieg, ktory nie daje na poczatku zadnych jawnych symptomow, zmniejszajac
wczesng wykrywalno$¢ a w efekcie opdzniajac wdrozenie odpowiedniego leczenia, sprawia ze
znajdowanie nowych rozwiazan jest priorytetem.

Szkielet kostny jest pewnego rodzaju mechanicznym fundamentem dla tkanek
I narzagdow. Dzieki polagczeniu z mig$niami i §ciggnami mozliwe jest przenoszenie ich sity
a w efekcie utrzymanie wiasciwej postawy oraz poruszanie si¢. Kosci takie jak czaszka, czy
zebra, ochraniaja narzady wewnetrzne przed uszkodzeniem. Tkanka kostna jest rowniez
zaangazowana W metabolizm wapnia, natomiast w szpiku kostnym odbywa si¢ hematopoeza.
Kosci sg zywa struktura, nieustannie zmieniajaca sie¢ W ciggu naszego zycia. Biorgc pod uwage
zdolnos¢ uktadu kostnego do dostosowywania swojej morfologii do wymagan funkcjonalnych

oraz zdolnos¢ do naprawiania, jest ona w rzeczywistosci ,.inteligentnym” materiatem i przy-
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ktadem formy podazajacej za funkcjg. Przebudowa kosci wigze si¢ dwoma przeciwstawnymi

procesami: kosciotworzeniem przez osteoblasty oraz resorpcja, za ktorag odpowiedzialne sa

osteoklasty [3]. Rownowaga miedzy tymi procesami jest kluczowa dla zachowania dobrego
zdrowia oraz wysokiej jakos$ci zycia.

Kluczowym odkryciem w zrozumieniu przemiany kostnej byto zaobserwowanie
dziatania $ciezki sygnalizacyjnej RANK-RANKL-OPG. Jest to proces, ktory umozliwia
regulacje roznicowania linii osteoblastow i aktywnosci osteoklastow. Szlak ten obejmuje trzy
glowne komponenty:

1. Aktywator receptora czynnika jadrowego kappa B (NF-kB) (RANK), ktory ulega ekspresji
na powierzchni hemopoetycznych komoérek prekursorowych (komoérek prekursorowych
osteoklastow) [4].

2. Ligand RANK (RANKL), czyli polipeptyd znajdujacy si¢ na powierzchni komorek osteo-
blastycznych, ktory nastepnie jest uwalniany proteolitycznie w postaci rozpuszczalnej [5].

3. Osteoprotegeryna (OPG) — receptor cytokinowy, uwalniany przez komorki osteobla-
styczne, ktory jest w stanie skutecznie rozpoznaé i zwigza¢ RANKL, ale nie jest strukturalnie
zdolny do dalszej sygnalizacji, hamujac w ten sposob aktywacj¢ osteoklastow a W nastep-

stwie resorpcj¢ kosci [6].

2.1. Osteoporoza — historia i definicja

Termin ,,osteoporoza” pierwszy raz w literaturze pojawit si¢ dopiero na poczatku XIX
wieku, gdy zostat uzyty przez francuskiego patologa Jeana Lobsteina w 1820 roku. Pojecie
wywodzi si¢ z greckiego osteon — kos¢ i poros — otwor, co W thumaczeniu doktadnym znaczy
porowatos$¢ kosci, ktorg Lobstein zauwazyt u swoich pacjentow. W 1885 r. Gustav Pommer,
niemiecki patolog, odroznit:

1. Osteoporoze, W ktorej wystepuje W petni uwapniona tkanka kostna, jednak w zbyt mate;j
ilosci.

2. Osteomalacje, gdzie wystepuje deficyt wapnia w samej tkance kostnej.

3. Krzywice, wystepujaca na skutek zmigkczenia i ostabienia kosci z powodu zaburzenia
gospodarki wapniowo-elektrolitowej [7].

W 1941 roku Anglik Fuller Albright oficjalnie zdefiniowal osteoporoze jako: ,,zbyt
mate tworzenie zwapniatej kosci [8]”. W 1988 roku amerykanski Narodowy Instytut Zdrowia
(NIH) opublikowatl swoja pierwsza definicje, W ktorej osteoporoze okreslono jako ,,stan,
w ktorym masa kostna ulega zmniejszeniu, co zwieksza podatnos¢ kosci na uszkodzenia” [7].

Problem tej definicji polega na tym, ze obejmuje jedynie iloSciowy aspekt choroby, nie
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uwzgledniajac przy tym jakosciowego. W 1994 r. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO)
zdefiniowala osteoporoze¢ jako stan, w ktorym gestos¢ kosci mierzona metoda densytometrii
(DXA) wynosi 2,5 odchylenia standardowego ponizej $redniej dla zdrowych kobiet w wieku
20-29 lat [9]. DXA (ang. dual-energy X-ray absorptiometry) jest narz¢dziem do pomiaru
gestosci mineralnej kosci (BMD, ang. Bone Mineral Density) z wykorzystaniem obrazowania
radiologicznego. Na kosci pacjenta kierowane sg dwa promienie rentgenowskie o réznych
poziomach energii. Po usunieciu zresorbowanych tkanek miekkich mozna okresli¢ gestosé¢
mineralng ko$ci na podstawie resorpcji kazdego fragmentu kostnego [10].

Definicja osteoporozy okreslona przez WHO w 1994 r. pozostaje bez zmian do dnia
dzisiejszego, natomiast NIH w roku 2001 zaktualizowatl swoja definicje — ,,0Steoporoza to
choroba catego szkieletu charakteryzujaca si¢ niska masg kostng i zmianami w mikro-
architekturze kosci, ktore powoduja kruchos¢ kosci, czego konsekwencja jest zwigkszone
ryzyko wystapienia ztaman” [11]. Sg to definicje obowigzujace do dzi$, staraja si¢ opisac
znaczenie kliniczne i laboratoryjne choroby, a jednocze$nie umozliwiaja odroznienie
osteoporozy od innych pokrewnych chorob. Okreslaja rowniez warto$ci progowe utraty kosci,

po przekroczeniu ktorych wystepuja objawy kliniczne.

2.1.1. Osteoporoza — epidemiologia i farmakoekonomika leczenia

Wedlug kryteriow diagnostycznych WHO szacuje sig, ze w 22 milionow kobiet i 5,5
miliona mezczyzn w UE choruje na osteoporozg. Co roku liczba nowych ztaman w Unii
Europejskiej to okoto 3,5 min, na co sktada si¢ okoto 610 tys. ztaman biodra, 520 tys. ztaman
kregow, 560 tys. ztaman przedramienia i 1,8 min innych ztaman. Dwie trzecie wszystkich
przypadkowych ztaman wystgpito u kobiet. Ze wzgledu na zmiany w demografii populacji,
szacuje sie, ze roczna liczba ztaman kruchych wzrosnie z 3,5 min w 2010r. do 4,5 min
w 2025 r., co odpowiada wzrostowi o 28% [12].

Osteoporoza i powstajace W jej nastepstwie ztamania wigza si¢ ze zwigkszong
$miertelnoscig w populacji [13]. Liczbe zgonéw w UE, ktore byly przyczynowo zwigzane ze
ztamaniami, szacuje si¢ na 43 000 rocznie. Okoto 50% zgondéw zwigzanych ze ztamaniami
u kobiet wynikato ze ztaman biodra, 28% ze ztaman krggow a 22% z innych ztaman [12].
W przypadku ztamania biodra wigkszos¢ zgonow wystepuje W pierwszych 3—6 miesigcach po
zdarzeniu, z czego 20-30% jest przyczynowo zwigzane z samym zdarzeniem ztamania.
Przyktadowo w Szwecji liczba zgondw, ktore sg zwigzane ze ztamaniem biodra, stanowi ponad
1% wszystkich zgonow rejestrowanych w tym kraju. Jest to procent nieco wigkszy niz liczba

zgonow, za ktore odpowiedzialne sa nowotwory trzustki [14].
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Calkowite obcigzenie zdrowotne, mierzone w QALY (wskaznik stanu zdrowia osoby
lub grupy, wyrazajacy dlugo$¢ zycia skorygowang 0 jego jakos$¢) oszacowano dla Unii
Europejskiej na 1 180 000. Wskaznik ten stosowany jest do oceny ekonomicznej wartosci
interwencji medycznych. Jedna jednostka rowna si¢ jednemu rokowi w doskonatym zdrowiu.

Dwa razy wiecej QALY utracono u kobiet niz u me¢zczyzn. W Europie osteoporoza
spowodowata wigcej utraconych lat zycia i niepetnosprawnosci (DALY niz np. reumatoidalne
zapalenie stawow. W odniesieniu do choréb nowotworowych obcigzenie osteoporozg byto
wicksze niz dla wszystkich nowotwordw, z wyjatkiem raka ptuc [15].

Koszty terapii osteoporozy, w tym interwencji farmakologicznych w Unii
Europejskiej, oszacowano na 37 mld euro rocznie. Koszty leczenia ztaman osteoporotycznych
stanowity 66% tych kosztow, profilaktyka farmakologiczna 5%, a dtugoterminowa opieka nad
ztamaniami 29%. Catkowita warto$¢ utraconych QALY w 2010 roku oszacowano na 61,4
miliardow euro [12].

W Polsce okoto 1 985 000 os6b choruje na osteoporoze, z czego ponad 80% stanowig
kobiety. Czgsto$¢ wystepowania 0steoporozy w catej populacji polskiej wynosi 4,8%. Roczna
liczba zgondéw zwigzanych ze ztamaniem osteoporotycznym oszacowano na 113 na 100 000,
dla populacji w wieku 50 lat lub wigcej. Liczba zgondéw zwigzanych ze ztamaniami 0Steoporo-
tycznymi w Polsce jest poréwnywalna lub przekracza liczbe zgonow spowodowanych
niektorymi z najczestszych przyczyn takich jak: cukrzyca, rak ptuc, czy przewlekte choroby
dolnych drog oddechowych. Przewiduje si¢, ze do roku 2034 populacja chorych mezczyzn
i kobiet w wieku 50 lat lub wigcej wzrosnie 0 16,6%.

Aktualnie bezposredni roczny koszt leczenia ztaman incydentalnych w Polsce wynosi
ponad 1,5 mld zt. Do tego doliczane sg koszty spowodowane dtugotrwatg niezdolnoscig do
pracy z powodu wczesniejszych ztaman, ktore wynoszg kolejne 1,6 mld zt. Koszty interwencji
farmakologicznej wynosza 62,1 min zt. Zatem catkowity koszt bezposredni wynosi ponad 3,1
mld zt rocznie. Koszty leczenia ztaman osteoporotycznych w Polsce stanowity okoto 2,2%
wydatkow na opieke zdrowotng w 2022 roku [16].

2.1.2. Starzenie sie jako fizjologiczny proces zwigzany z osteoporozg

Starzenie si¢ jest procesem fizjologicznym, polegajacym na powolnym gromadzeniu
si¢ W komorkach i tkankach organizmu réznorodnych szkodliwych czynnikow i zmian, ktore
ostatecznie zwickszaja ryzyko zachorowania i $mierci. Wydolno$¢ organizmu ulega pogorsze-
niu, przemianie ulega réwniez metabolizm, gdzie przewage uzyskuja procesy kataboliczne,

prowadzace do rozktadu struktur, co z kolei zwigksza podatnos¢ na choroby [17]. Sposrod
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roéznych teorii dotyczacych przyczyn starzenia si¢, wyrdznia si¢ dwie najwazniejsze. Pierwsza
z nich to teoria genetycznego programowania starzenia si¢, sugerujgca, ze Starzenie sie
i dtugo$¢ zycia organizméw sg uwarunkowane genetycznie. Druga to teoria starzenia si¢
zwigzanego z uszkodzeniami na poziomie komorkowym, spowodowanymi szkodliwymi
czynnikami, takimi jak np. stres oksydacyjny, wolne rodniki, mutacje, czy zaburzenia kontroli
cyklu komorkowego [18]. Wraz z wiekiem homeostaza organizmu ulega stopniowemu
zachwianiu. Zaburzenia jednego uktadu niosa za sobg negatywne zmiany w innych, co
prowadzi ostatecznie do obnizenia sprawnosci fizjologicznej catego organizmu.

Wytrzymatos$¢ i objetos¢ kosci jest zachowana w miare starzenia si¢ dzigki statej,
zrownowazonej przebudowie szkieletu, jednak wraz z wiekiem réwnowaga miedzy
anabolizmem, a katabolizmem tkanki kostnej zostaje zaburzona. Zwigksza si¢ ilo$¢ i aktywno$¢
osteoklastow, czyli komorek odpowiedzialnych za rozktad kosci, natomiast aktywnosé¢
osteoblastow odpowiedzialnych za kosciotworzenie spada. Efektem tego jest obnizanie si¢
masy kostnej, ostabienie beleczek kosci gabczastej, CO W nastepstwie skutkuje rowniez
ostabieniem kos$ci beleczkowatej i zwickszong podatnoscig tkanki na ztamania. Innymi
czynnikami nasilajacymi si¢ wraz z wiekiem i wpltywajacymi negatywnie na mase kostng sg
m.in spadek stgzenia witaminy D, spadek absorpcji wapnia w przewodzie pokarmowym,
spadek poziomu estrogenéw 0raz wzrost stezenia parathormonu [19].

Kobiety sa szczegélnie narazone na zjawisko ostabienia tkanki kostnej. Jest to
spowodowane menopauzg i zmianami w organizmie. Jest to okres w zyciu kobiety, w ktorym
funkcja jajnikow stopniowo spowalnia, aby ostatecznie zupetnie zanikna¢, CO W nastepstwie
skutkuje brakiem menstruacji, niedoborem estrogenéw o0raz obnizonym wydzielaniem
hormonu folikulotropowego, luteinizujacego oraz gonadoliberyny [20].

Co wazne, dochodzi wtedy réwniez do nasilonego katabolizmu kosci, spowodowa-
nego bezposrednio znacznym spadkiem poziomu estrogendéw. W okresie okotomenopauzalnym
kobiety tracg 5-15% masy kostnej, przy czym 80% tej utraty stanowi istota ggbczasta, ktora
jest bardziej aktywna metabolicznie niz istota zbita [21]. Natomiast po menopauzie dochodzi
do znacznie szybszego rozktadu tkanki kostnej, po ukonczeniu 65 r.z. spadek wynosi juz okoto
25% masy maksymalnej i w kolejnych latach niedobor si¢ poglebia [22]. Wystepuje rowniez
ostabienie, zaleznego 0d estrogendow, jelitowego wchianiania i nerkowej reabsorpcji
kanalikowej wapnia. Dodatkowo u kobiet po menopauzie wystepuje zwigkszona wrazliwos¢

kosci na parathormon, co skutkuje ich wigksza resorpcja [23].
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2.1.3. Osteopenia jako stan poprzedzajgcy osteoporoze

Wraz z wiekiem masa kostna fizjologicznie ulega stopniowemu zmniejszeniu. Jest to
efektem uposledzenia proceséw ko$ciotwoOrczych oraz mineralizacji  koséca. Termin
,,osteopenia” zostal wprowadzony do stownictwa medycznego, aby okresli¢ stan, w ktorym
masa kostna jest zmniejszona, ale jeszcze nie w sposob patologiczny. Koncepcyjnie, osteopenia
jest analogiczna do uposledzonej tolerancji glukozy — nie jest to stan chorobowy, wskazuje
jedynie na zwigkszone ryzyko ztaman w porownaniu Z osobami zdrowymi [24]. R6znicowanie
diagnostyczne pomiedzy osteopenig, a osteoporozg opiera si¢ na pomiarze gestosci mineralnej
kosci.

Osteopenia zostata zdefiniowana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia jako stan,
w ktorym warto$¢ T-score miesci si¢ pomiedzy —2,5, a —1,0. Wskaznik T-score, to gestos¢
mineralna kosci w danym miejscu w poréwnaniu do ,,mtodej normalnej $redniej referencyjnej”,
czyli porownanie gestosci mineralnej kosci pacjenta do gestosci mineralnej zdrowego 30-latka.

Szacuje sie¢, ze migdzy 10% a 20% osob dotknigtych tagodng osteopenig (T-score
miedzy —1,01 a —0,49) rozwinie w nast¢pstwie osteoporoz¢ W ciggu 17 lat, umiarkowang
osteopenig (T-score migdzy —1,50 a —1,9) w ciaggu pigciu lat a zaawansowang osteopenig
(T-score migdzy —2,00 a —2,49) w ciagu roku [25, 26].

2.1.4. Klasyfikacja osteoporozy

Osteoporoza jest klasyfikowana na podstawie stopnia zaawansowania choroby,
etiologii lub lokalizacji zmian. tabela 1. przedstawia powyzszy podziat.

Klasyfikacja wedtug stopnia zaawansowania choroby zostata przedstawiona w tabeli
1. Mozna ja podzieli¢ na osteopenie, osteoporoze i osteoporoze cigzka, a podzial opiera si¢ na

podstawie pomiaru BMD, dzigki ktoremu mozna oceni¢ warto$¢ T-score pacjenta.

Tabelal. Kilasyfikacja osteopenii i osteoporozy wg WHO [27]

Interpretacja T-score Gesto$¢ kosci w mg/cm?
Zdrowa kos¢ wiekszy od -1,0 powyzej 833
Osteopenia migdzy -1,0a-2,5 miedzy 833 a 648
Osteoporoza mniejszy od -2,5 ponizej 648
Osteoporoza ciezka j-w + zlamania osteoporotyczne j-w + zlamania osteoporotyczne

Klasyfikacja w oparciu o etiologie wyrdznia typ pierwotny i wtorny. Osteoporoza
pierwotna wynika najczgsciej z ubytkéw inwolucyjnych tkanki kostnej (tzw. osteoporoza

inwolucyjna). Wyrdznia si¢ dwa podstawowe typy osteoporozy pierwotnej, inwolucyjnej:
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. Osteoporoza pomenopauzalna, ktéra stanowi okoto 80% przypadkoéw, gdzie w zwigzku
Z menopauzg | towarzyszacym jej zanikiem wydzielania estrogenow, tkanka kostna ulega
nadmiernej resorpcji.

. Osteoporoza starcza, ktorej przyczynag jest zaburzenie réwnowagi migdzy procesem
ko$ciotworzenia, a resorpcji tkanki kostnej. Dotyczy obu ptci po 75 r.z. i czgsto wystepuje
W postaci mieszanej z typem 1.

Drugg postacig osteoporozy pierwotnej jest osteoporoza idiopatyczna, o niejasnym
podtozu. Wystepuje u kobiet przed menopauza oraz u m¢zczyzn przed 75 r.z., stad nazywana
jest czasem osteoporozg mtodziencza [28].

Osteoporoza, ktora jest spowodowana przez inne zaburzenia lub ekspozycj¢ na leki
jest okreslana jako osteoporoza ,,wtorna” [29]. Istnieje wiele przyczyn wtornej osteoporozy,
w tym hipogonadyzm, zaburzenia endokrynologiczne, transplantacje, choroby przewodu
pokarmowego, predyspozycje genetyczne i leki. Najwazniejsze przedstawiono w tabeli 2.

Stanowig one okoto 20% przypadkow wystepowania osteoporozy [30].

Tabela 2. Przyczyny osteoporozy wtornej [30]
Choroby endokrynologiczne Leki potencjalnie indukujgce osteoporoze
v" Nadczynnos¢ tarczycy v Glikokortykosteroidy
v Hipogonadyzm v" Hormony tarczycy
v Nadczynno$¢ przytarczyc v' Leki wywotujgce hipogonadyzm np. inhibitory
v Cukrzyca aromatazy
v Niedob6r hormonu wzrostu i akromegalia v' Tiazolidinediony
v’ Leki przeciwdepresyjne

Choroby uktadu pokarmowego v’ Leki przeciwdrgawkowe
v Celiakia : lphlblt_ory ktaIC);neu_ryny
v Zapalne choroby jelit erapia antyretrowirusowa

. v' Heparyna
Y Anoreksja v’ Diuretyki petlowe
v .

Hemochromatoza i przewlekte choroby watroby v Inhibitory pompy protonowej
Choroby hematologiczne
v’ Hiperkalcuria idiopatyczna
v Kwasica kanalikowa w nerkach
v Przewlekta choroba nerek
Choroby nerek

v Szpiczak mnogi
v Mastocytoza uktadowa
v Beta-talasemia

Choroby autoimmunologiczne
v' Reumatoidalne zapalenie stawow
v’ Toczen rumieniowaty uktadowy
v’ Zesztywniajgce zapalenie stawdw kregostupa
v Stwardnienie rozsiane

14—
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Klasyfikacja osteoporozy w oparciu o lokalizacj¢ wyr6znia osteoporozg uogoélniong

I miejscowa:

1. Osteoporoza uogolniona dotyczy catej tkanki kostnej organizmu. Jest efektem procesow

inwolucyjnych, zaburzen metabolicznych, ale moze by¢ rowniez efektem przewlektego

unieruchomienia.

2. Osteoporoza miejscowa charakteryzuje si¢ konkretng lokalizacja i przebiegiem zwigzanym

z czynnikiem chorobotwoérczym. Przyktadem takiego procesu moze by¢ zespot Sudecka,

ktory jest przewleklym schorzeniem bolowym charakteryzujacym si¢ hiperalgezja

I allodynia, a takze atrofig migsni, ubytkiem kosci i zesztywnieniem stawow. Czgsto rozwija

si¢ po urazach konczyn lub zabiegach chirurgicznych [31]. Innym przyktadem moze by¢

reumatoidalne zapalenie stawow, gdzie na skutek proceséw zapalnych nastepuje rowniez

miejscowo zmniejszenie gestosci kosci. Sa to procesy organiczne, w ktorych rozktad tkanki

kostnej nastepuje wtdornie do procesu chorobowego [24].

Osteoporoza
v v v
Stopien zaawansowania choroby Czynniki etiologiczne Umiejscowienie zmian

| |

\ 7 v \ 7 v

Osteoporoza Osteopenia Uogdlniona Miejscowa
(T-score ponizej -2,5) (T-score miedzy -1,0 a -2,5)
v L 4 4
Osteoporoza ciezka Pierwotna Witbrna
(j.w. + ztamania)
) 4 4 ) 4 4

Inwolucyjna Idiopatyczna Choroby Jatrogenna

Y

A

y

Postmenopauzalna

Starcza

Rycina 1.

Klasyfikacja osteoporozy.

2.1.5. Czynniki ryzyka osteoporozy i predykcja wigzgcych sie z nig ztaman

Istnieje szereg czynnikéw prowadzacych do rozwoju osteoporozy i zwigzanych z nig

ztaman. We wspomnianym juz wcze$niej okresie menopauzy nastepuje przyspieszenie tempa

obrotu kostnego, skutkujacego przewaga resorpcji tkanki nad kosciotworzeniem, a w efekcie
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zmniejszeniem gestosci 1 wigksza podatnoscig na ztamania [32]. Zmiany mikroarchitektury
kosci sg rowniez waznym czynnikiem wptywajacym na ryzyko urazow [33].

Kolejnym czynnikiem ryzyka jest dtugos¢ osi biodrowej, umownie definiowana jako
odlegtos¢ miedzy podstawg kretarza wielkiego, a wewnetrznym brzegiem miednicy. Miara ta
jest zwigzana z ryzykiem zlamania biodra u kobiet; poréwnywalne dane u mg¢zczyzn sa
nieliczne [34].

Wykazano, ze poprzeczna powierzchnia migsniowa uda (ang. CSA), jak i ostabienie
tych migéni oraz grubos$¢ tkanki miekkiej w okolicy kretarza wigkszego sg rowniez
niezaleznymi czynnikami ryzyka ztamania biodra [35]. Czynniki ryzyka osteoporozy wtornej
w postaci chordb i przyjmowanych lekoéw przedstawiono w tabeli 3., jednak znaczacy wplyw

maja tez inne parametry, zwigkszajace ryzyko wystapienia 0steoporozy pierwotnej.

Tabela 3. Czynniki ryzyka osteoporozy pierwotnej [36, 37, 38]

Czynnik ryzyka Kryterium

Ple¢ Zenska

Wiek >65 lat

Rasa Kaukaska i azjatycka
Menopauza przed 45 r.2. Nieleczona
Niska masa ciata BMI ponizej 20 kg/m?

Wystepowanie osteoporozy w rodzinie —

Przebyte ztamania osteoporotyczne —

Niska podaz lub ostabione wchtanianie wapnia —

Niedob6r witaminy D —

Palenie tytoniu —

Naduzywanie alkoholu >3,5 jednostki dziennie

Mata aktywnos¢ fizyczna —

Diugotrwate unieruchomienie —

Glownym celem leczenia osteoporozy jest zmniejszenie ryzyka wystapienia ztaman.
Dlatego zdolno$¢ do oceny ryzyka ztaman ma kluczowe znaczenie w identyfikacji pacjentow,
ktorzy kwalifikujg si¢ do interwencji. Jak przytoczono wyzej, osteoporoza jest oficjalnie
definiowana przy BMD szyjki kosci udowej o wartosci T-score —2,5. Istnieje jednak kilka
czynnikow, ktore sprawiaja, ze Stosowanie wskaznika T-score jako uniwersalnego progu

interwencji jest problematyczne:
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— stosunkowo niska czutos¢ [39],

— prog interwencyjny T-score powinien r6znic si¢ W zalezno$ci od wieku [40],

— ro6zne ryzyko ztaman w zaleznosci od Kraju, stad prog interwencyjny T-score powinien by¢
teoretycznie ustanawiany w zalezno$ci od regionu [41].

W zwigzku z tym w 2008 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia opublikowata FRAX,
czyli narzedzie do oceny ryzyka ztamania stuzace do oszacowania indywidualnego 10-letniego
prawdopodobienstwa wystgpienia duzych zlaman osteoporotycznych (urazy biodra,
kregostupa, przedramienia i proksymalnej cze$¢ kosci ramiennej) [42]. FRAX rozrdznia siedem
najwazniejszych klinicznych czynnikow ryzyka: wezesniejsze ztamanie osteoporotyczne kosci,
ztamanie biodra u rodzicéw, palenie tytoniu, stosowanie glikokortykoidow, nadmierne
spozycie alkoholu, reumatoidalne zapalenie stawow i inne przyczyny osteoporozy wtornej. Sa
to czynniki, ktore oprocz wieku i pitci oraz wskaznika masy ciata (BMI) przyczyniaja si¢ do
oszacowania 10-letniego prawdopodobienstwa ztamania, niezaleznie od gestoSci mineralnej
kosci [43].

Innym narzedziem do oceny ryzyka ztaman osteoporotycznych jest QFracture, ktore
opiera si¢ na brytyjskim prospektywnym otwartym badaniu kohortowym z danych zbieranych
z 357 gabinetéw placowek leczniczych, dotyczacych ponad 2 milionow mezczyzn i kobiet
w wieku 30-85 lat [44]. QFracture rowniez uwzglednia liczne czynniki ryzyka a wynikiem jest
ocena 10 letniej zapadalnosci na 10 duzych ztaman osteoporotycznych. Najwazniejsza roznica
miedzy QFracture a FRAX polega na tym, ze pierwsze ocenia jedynie 10 letnig kumulatywna
zapadalno$¢ na urazy, natomiast drugie uwzglednia réwniez ryzyko zgonu spowodowane
chorobg. Dodatkowo FRAX jest narzedziem bardziej uniwersalnym, poniewaz QFracture jest

skalibrowane gtéwnie pod populacje Wielkiej Brytanii [45].

2.1.6. Genetyczne czynniki ryzyka osteoporozy

Genetyka osteoporozy stanowi jedno z najwickszych wyzwan i jeden z najbardziej
aktywnych obszaréw badan w zakresie biologii kosci. Wiadomo, ze zmienno$¢ gestosci kosci,
a co zatym idzie, podatnos$¢ na zachorowanie na osteoporozg jest determinowana przez ludzkie
geny. Istnieje wiele polimorfizméw genetycznych potencjalnie przyczyniajacych si¢ do
rozwoju choroby. Do najintensywniej badanych naleza: gen receptora witaminy D (VDR), gen
receptora estrogenowego-o. (ERa), gen OPG, gen kolagenu typu I al (COLIAL) oraz gen LRP5
zwigzany ze szlakiem sygnatowym Wnt/B-katenina [46, 47, 48].

Osteoprotegeryna (OPG) jest cztonkiem rodziny receptorow TNF, ktory dziata jako

wazny parakrynny regulator przebudowy kosci — wydzielany przez osteoblasty wiaze sig
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z receptorem RANK, blokujac jego taczenie z RANKL, hamujgc w ten sposob rozktad kostny.
Kodowana jest przez TNFRSF11B, czyli klaster genow 0 pojedynczej kopii zlokalizowany na
ludzkim chromosomie 8g24.2. Wplyw na rozwdj osteoporozy wykazano zarowno w badaniach
na zwierzetach [49], jak i na ludziach [50]. Za najwazniejsze polimorfizmy tego genu uznaje
si¢ 13134069, rs2073617, rs2073618, jednak od lat prowadzone sa dalsze badania dotyczace
wplywu tych i innych polimorfizmoéw tego genu na rozwdj osteoporozy u ludzi, co jest rowniez
gtownym tematem tej rozprawy.

Gen VDR moduluje transkrypcj¢ genow docelowych zaangazowanych w wychwyt
wapnia lub tworzenie kosci, w tym biatka wigzgcego wapn — osteokalcyny. Gen VDR znajduje
si¢ na chromosomie 12913-14 i posiada co najmniej 11 eksonow. Warianty alleliczne genu
kodujacego VDR sa rozpoznawane przez endonukleazy restrykcyjne Bsml (allele B/b), Apal
(allele A/a), Fokl (allele F/f) and Tagl (allele T/t) [51, 52]. Polimorfizm genu VDR — Bsml,
genotyp bb wykazywatl najwigckszy wplyw na gestos$¢ kosci W poréwnaniu z resztg alleli. Wigzat
si¢ z wigksza szybkoscig wchtaniania wapnia w poréwnaniu z 0sobami 0 genotypie BB.
Ponadto wykazano, ze gestosc kosci jest rowniez wigksza u kobiet z genotypem VDR bb [53].
Genotyp BB, w poréwnaniu z bb, miat tez wyzszg warto§¢ dla rozpoczecia zwrotnego
hamowania PTH inicjowanego przez stezenie witaminy D oraz bardziej aktywna resorpcje
kosci i rozpad kolagenu typu I [54]. Polimorfizm Bsml moze wptywac na ekspresj¢ genu VDR
I zmienia¢ gesto$¢ kosci poprzez rézne mechanizmy, w tym zaburzenie miejsca cigcia dla
transkrypcji mMRNA VDR i ostabienie stabilnosci tego mMRNA [55]. Natomiast w polimorfizmie
Taql genotyp TT miat nizszy wskaznik utraty masy kosci niz 0soby z innymi genotypami [56].
Fokl jest polimorfizmem niezaleznym, a genotyp FF wigze si¢ z wyzszg gestoscig koSéca
w szyjce kosci udowej, kregostupa i biodra. Osoby z genotypem FF miaty wicksze warto$ci
absorpcji wapnia i masy kostnej niz osoby z genotypami Ff i ff [57].

Osteoporoza moze by¢ réwniez spowodowana mutacjami w genie kolagenu | al
(COL1A1) [58]. Gestos¢ koscca byta wieksza dla genotypu z allelami SS niz dla genotypoéw Ss
i ss. Wykazano réwniez, ze utrata gestosci kosci kregostupa ledzwiowego byta wigksza u osob
0 genotypach ss i Ss niz w genotypie SS [59].

Szlak sygnalizacyjny Wnt/B-katenina odgrywa kluczows rolg w regulacji homeostazy
szkieletu, zwtaszcza w roznicowaniu osteoblastow | pozniejszym tworzeniu kosci [60]. Zostato
to po raz pierwszy wykazane przez wykrycie mutacji wptywajacych na gen LRP5, kodujacy
receptor lipoprotein o niskiej gestosci [61]. Ponadto, powszechnie wystepujace polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu w LRP5 sg wielokrotnie stwierdzane u osob z obnizong masg kostna.

Mutacje powodujace zwickszong aktywacje LRP5 powodujg jednak fenotyp z wysokg masa
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kostng, w wyniku zwickszonej sygnalizacji Wnt/B-katenina, w ktorej posredniczy zmniejszone
hamowanie przez dickkopf-1 (DKK1) i sklerostyne [62, 63].

Receptory estrogenowe (ER) odgrywaja réwniez wazng role W utrzymaniu masy
kostnej i kontroli wzrostu szkieletu. Dwa funkcjonalne ERa i ERp, sg kodowane przez r6zne
geny, jednak maja podobna strukture oraz podobne ligandy. Gen ERa zlokalizowany jest na
chromosomie 6025, sktada si¢ z odmiu eksonéw. Gen ERp zlokalizowany jest na chromosomie
14923-24.1 [64]. Polimorfizm powtdérzen TA znajduje si¢ W obrebie regionu promotora 1,174
eksonu 1, ktory wplywa na mase kostng poprzez zmiane produkcji lub stabilno$ci mRNA
prowadzac do zmian liczby receptorow ER. Powigzanie dwoch intronowych polimorfizmow
Pvull i Xbal z masg kostng byto szeroko badane. Genotypy XX i pp byly zwigzane z wicksza
BMD, w poréwnaniu z genotypami xx i PP [65].

Wigkszo$¢ polimorfizméw genetycznych zwigzanych z osteoporoza dotyczy gendéw
kodujacych wazne szlaki metabolizmu kostnego, w tym m.in. transformujacego czynnika
wzrostu-p1 (TGF-B1), interleukiny-6 (IL-6), kalcytoniny oraz receptora kalcytoniny.

Gen TGF-B1 ma siedem eksonow, z ktorych eksony 5-7 koduja aktywny TGF-B1.
Badano polimorfizm 509 C—T u kobiet po menopauzie i znaleziono zwigzek z masg kostng
kregostupa ledzwiowego i catego ciata [66]. Dowiedziono, ze polimorfizm T—C intronu 5 byt
zwigzany z masg kostng szyjki kosci udowej [67].

Aktywacja ekspresji cytokin w kosci jest u kobiet po menopauzie jednym z
czynnikéw, prowadzaca do ich rozktadu. IL-6 to cytokina o plejotropowym dziataniu,
posredniczy W utracie kosci zwigzanej z niedoborem estrogenéw u pacjentek [68]. W kilku
badaniach wykazano zwigzek polimorfizméw genu IL-6 z ggstoscia kostng [69, 70].

Kalcytonina jest polipeptydowym hormonem wydzielanym przez tarczyce, jednym
z jego dziatan jest hamowanie resorpcji kosci. W badaniu przeprowadzonym u kobiet po
menopauzie ,polimorfizm enzymu restrykcyjnego Alul genu receptora kalcytoniny byt

zwigzany z gestoscig kostng kregostupa [71].

2.2. Uklad kostny — budowa ogélna i histologiczna

Szkielet dorostego cztowieka sktada si¢ z 206 kosci. Kos¢ jest aktywna metabolicznie
tkankg taczna, ktora zapewnia mechaniczne podparcie organizmu, umozliwia ruch oraz
przemieszczanie si¢ poprzez zapewnienie dzwigni dla mig$ni. Zapewnia rowniez ochrong
waznych struktur i narzadow, jest rezerwuarem mineratow, czynnikow wzrostu, towarzyszac
w regulacji homeostazy mineralnej i kwasowo-zasadowej. Natomiast szpik kostny to miejsce

zachodzenia procesu hematopoezy.



Wstep

Tkanka kostna ulega nieustannym przemianom, co jest przystosowaniem do ciagtych
zmian nacisku na poszczegdlne kosci przez zmieniajaca si¢ W ciggu zycia postawe, mase ciata
oraz przez nieuniknione powstawanie mikrourazow i uszkodzen. Jest to proces, w ktoérym biorg
udziat osteoblasty, czyli komorki odpowiedzialne za kosciotworzenie oraz osteoklasty, ktorych
zadaniem jest resorpcja koséca. Dlatego kazde zachwianie balansu migdzy aktywnos$cia tych
komorek prowadzi do nieuniknionych problemow zdrowotnych. Osteoporoza jest przyktadem
patologicznego procesu, w ktorym rozktad kosci przebiega szybciej niz mozliwa jest jej
odbudowa.

Ogolna struktura kosci sktada si¢ z jamy szpikowej otoczonej tkanka kostng i okostna.
Pod wzgledem histologicznym kos$¢ sktada si¢ z dwoch tkanek: tkanki drobnowldknistej
I grubowloknistej. Tkanka grubowtodknista tworzy szkielet embrionalny i ostatecznie ulega
resorpcji i jest zastepowana przez tkanke drobnowtoknistg. Rzadko utrzymuje sie¢ w szkielecie
dorostego cztowieka, tworzy si¢ w ptytkach wzrostowych i we wczesnych etapach rozwoju
ko$éca, ale wystepuje takze w miejscach przyczepu $ciegien do kosci. Sktada si¢ z wielu
grubych i nieregularnych pe¢czkow wiokien kolagenowych, co czyni ja elastyczng, ale
stosunkowo staba. Posiada duze ilo$ci osteocytow i osteoidu.

Tkanka drobnowloknista jest wysoce zorganizowana. Charakteryzuje si¢ $cisle
upakowanymi witoknami kolagenowymi tworzacymi blaszki. Jest to tkanka z rownomiernym
rozmieszczeniem osteocytow i macierzy kostnej. Tkanka drobnowtoknista catkowicie
zastepuje tkanke grubowtdknista W czasie wzrostu i w pozniejszym etapie gojenia si¢ ztaman.
Ze wzgledu na swojg organizacje, kos¢ drobnowtoknista jest sztywna i mocna.

Dwa glowne typy strukturalne tkanki drobnowldknistej to istota zbita i istota
gabczasta. Chociaz oba rodzaje maja taki sam sktad macierzy, roznig si¢ znaczgco pod trzema
waznymi wzgledami: gestosciag, trojwymiarows strukturg i aktywnoscig metaboliczng. Szkielet
dojrzatej osoby dorostej sktada si¢ w 80% masy z istoty zbitej, ktora zapewnia odpornos¢ na
skrgcanie, zginanie i nadaje kosci wytrzymalo$¢ na Sciskanie. Zbudowana jest ze sScisle
utozonych osteonéw zawierajacych w $rodku naczynie krwiono$ne i nerw, jest to tzw. system
Harvesa. Istota zbita tworzy trzony kosci diugich, a takze zewnetrzng warstwe nasad
I pozostatych kosci.

Istota ggbczasta, stanowi tylko 20% masy szkieletu dorostego cztowieka i ma znacznie
wickszg powierzchnie wzgledem objetosci. Sktada si¢ z blaszek kostnych tworzacych beleczki,
pomiedzy ktorymi znajduje si¢ szpik kostny z naczyniami krwiono$nymi. Charakteryzuje sig
rowniez wigkszg aktywno$cig metaboliczng i remodelingu, szybciej reaguje na bodzce

mechaniczne, poniewaz komorki kostne znajduja sie na jej powierzchni w bliskiej odlegtosci
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do krazacych czynnikow wzrostu i cytokin. Podstawowsa funkcja mechaniczng istoty
gabczastej, dzigki jej elastycznosci, jest umozliwianie lekkich odksztatcen oraz absorpcja

obcigzen. Jest zlokalizowana u nasady kosci dtugich [3].

2.2.1. Ukfad kostny — skfad komodrkowy | macierz kostna

Komorki kostne stanowig okoto 10% catkowitej objgtosci kosci. Powstajg z dwoch
linii  komodrkowych: komorek  osteoprogenitorowych z  komorek  macierzystych
mezenchymatycznych, ktére roznicujg sie W osteoblasty i osteocyty oraz osteoklasty, ktore sg
pochodzenia hematopoetycznego.

Komorki osteoprogenitorowe, przechodzace w komorki kosciotwoércze, rezyduja
w kanatach kostnych, srodkostnej, okostnej i szpiku. Moga one rowniez by¢ dostarczane przez
perycyty naczyniowe. Osteoprogenitory pozostajg niezr6znicowane, dopoki nie otrzymaja
sygnatow do migracji do danego miejsca, proliferacji i réznicowania si¢ w osteoblasty.
Wystepuja czeséciej W rozwijajacych si¢ kosciach, gdzie aktywuja etapy przebudowy kosci.
Z wiekiem organizm traci zdolno$¢ do syntezy a co z tym idzie, wykorzystywania wigkszej
ilosci komorek osteoprogenitorowych. Dysfunkcja komoérek osteoprogenitorowych moze
op6znia¢ kostnienie i prowadzi¢ do spektrum chorob, takich jak np. kartowatos¢ [72].

Osteoblasty znajduja si¢ powierzchniach kosci, sg komorkami tworzacymi kosc,
uczestniczg takze w procesie remodelingu. Syntetyzuja | wydzielajg osteoid, czyli organiczng
macierz kostng, W ktorej odktadajg si¢ nastepnie Krysztaty fosforanow wapnia. Podczas
tworzenia kosci, dojrzate osteoblasty syntetyzuja i wydzielaja kolagen typu I, ktory stanowi
najwigksza czg$¢ osteoidu oraz rézne biatka niekolagenowe, takie jak np. osteokalcyna,
osteopontyna i sialoproteina kostna, petnigce rozne istotne funkcje, w tym regulacja obrotu
kostnego, kontrola odktadania mineratow kostnych oraz regulacja aktywnosci komorek
kostnych [73]. Markerem aktywnos$ci osteoblastow jest fosfataza alkaliczna [74].

Osteoblasty syntetyzuja rowniez insulinopodobny czynnik wzrostu | (IGF-I),
interleukineg-1 (IL-1), ktore kontroluja metabolizm komoérek kostnych. Wykazano, ze 1GF-I
wydzielany z osteoblastow w tkance kostnej jest silnym czynnikiem chemotaktycznym, ktory
moze odgrywac gtdéwna rolg w rekrutacji kolejnych osteoblastow podczas tworzenia kosci [75].
Wykazano, ze IL-1 moze wptywac na proliferacje i synteze kolagenu, osteokalcyny oraz
produkcje fosfatazy alkalicznej [76]. Osteoblasty wykazuja ekspresje receptorow dla roznych
hormonéow w tym estrogendow, kalcytriolu (aktywna posta¢ witaminy D), parathormonu
I glikokortykoidéw, ktore sa zaangazowane W regulacji réznicowania i aktywnosci 0steo-

blastow [77, 78].
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Osteocyty to ostatecznie zréznicowane komorki linii osteoblastow, stanowig okoto
90% wszystkich komorek kosci. W miare dojrzewania osteoblastow, okoto 20% z nich zostaje
otoczonych macierza zewnatrzkomorkowg tworzac osteoid. Komorki znajdujgce sie
w osteoidzie okreSlane sg jako osteocyty. W miare dojrzewania komorek osteoid ulega
mineralizacji [79]. W wyniku tego procesu powstaje grupa osteocytow, silnie ze soba
potaczonych dlugimi wyrostkami komorkowymi. Lokalizacja osteocytoéw W obrebie macierzy
nadaje im zdolno$¢ do wyczuwania napr¢zen wywieranych na kos¢ i odpowiedniego
reagowania. Osteocyt reaguje na obcigzenie mechaniczne poprzez wysylanie sygnatéw do
osteoblastow i osteoklastow na powierzchni kosci i modulowanie ich aktywnosci [80].

Osteoklasty to duze, wielojadrowe komorki, ktore rezyduja w ptytkich zaglebieniach
na powierzchni kosci, zwanych zatokami resorpcyjnymi, albo lukami Howshipa. Wywodzg si¢
z linii komorek hematopoetycznych — monocytofagowych, z ktérych powstaja rowniez
komorki dendrytyczne [81]. Osteoklasty sa komodrkami rozktadajacymi kosci. Lacza sie
z macierza kostna, a nastgpnie ja rozpuszczaja poprzez zakwaszenie, umozliwiajac dalsza
fagocytoze macierzy. Znanych jest wiele czynnikow i cytokin regulujacych powstawanie
I aktywnos$¢ osteoklastow, w tym aktywator receptora NF-«B ligand (RANKL), osteoprote-
geryna (OPG), interleukina-1, interleukina-6, czynnik stymulujacy kolonie makrofagdow
(GM-CSF), hormony przytarczyc, aktywna forma witaminy D i kalcytonina [82].

Macierz kostna stanowi 90 procent catkowitej objetosci kosci. Sktada sig¢ z czterech
glownych sktadnikoéw: czg¢sci mineralnej (65%), macierzy organicznej (20%), oraz lipidow
I wody (15%). Nieorganiczna macierz kostna odpowiada za 99% magazynowania przez
organizm wapnia, 85% fosforu oraz 40 do 60% zapasow magnezu i sodu.

Matryca nieorganiczna wystepuje gtownie w postaci hydroksyapatytu i zapewnia
kosci sztywnos¢, wytrzymatos¢ i odporno$é na Sciskanie. Usunigcie macierzy nieorganicznej
sprawia, ze kos¢ staje sie¢ migkka, plastyczna i gabczasta — przyktadem jest osteomalacja lub
krzywica wtorna do niedoboru witaminy D [83].

Macierz organiczna, wydzielana przez osteoblasty, sktada si¢ przede wszystkim
z kolagenu typu | (90%), ale takze z proteoglikanow, glikoprotein i czynnikow wzrostu, do
ktorych naleza m.in. bialka morfogenetyczne kosci, interleukina-1, interleukina-6,
osteokalcyna, osteonektyna i sialoproteina kostna. Wszystkie te czynniki odgrywaja wazna rolg
w osteogenezie, mineralizacji i przebudowie kosci [84]. Cze$¢ organiczna macierzy kostnej

nadaje kosciom forme i zapewnia odporno$¢ na rozcigganie.
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2.2.2. Ukfad kostny — proces modelowania i przebudowy strukturalnej

Tkanka kostna jest stale poddawana modyfikacjom swojego ksztattu przez procesy
przebudowy, tzw. remodelingu oraz modelowania strukturalnego. Modeling kosci rozpoczyna
si¢ wraz z rozwojem szkieletu i jest najbardziej aktywny do 20 r.z., remodeling natomiast trwa
przez cale zycie. Tabela 4. przedstawia porownanie obu procesow.

Modelowanie kosci jest definiowane jako uzyskiwanie przez kos¢ odpowiedniego
ksztattu na danej powierzchni, poprzez kosciotworzenie przez osteoblasty lub resorpcje przez
osteoklasty. Podstawowsa funkcjg modelowania jest zwigkszenie masy kostnej i zmiana lub
utrzymanie dotychczasowego ksztattu kosci. Modelowanie zawsze odbywa si¢ na istniejacej
wczesniej tkance, dlatego tez poczatkowe etapy tworzenia kosci nie sag uwazane za modeling.
Proces modelowania przebiega w dwoch etapach: aktywacji i albo tworzenia, albo resorpciji.
Aktywacja polega na rekrutacji komorek prekursorowych, ktére rdznicuja si¢ W dojrzate
osteoblasty lub osteoklasty. Dodatkowo, komoérki wyscietajace kos¢ moga byé stymulowane
do réznicowania si¢ W dojrzate, aktywne osteoblasty, ktore zaczynaja produkowaé macierz. Po
aktywacji odpowiednich komoérek zachodza procesy tworzenia lub resorpcji, az do momentu
gdy zostanie dodana lub usuni¢ta wystarczajgca ilos¢ masy kostnej. Proces modelowania kosci
jest najbardziej aktywny w mitodosci, podczas wzrostu i rozwoju organizmu i shuzy przede
wszystkim do zmiany ksztattu kosci lub zmiany potozenia jej kory w stosunku do osi centralne;j.
Szkielet dorostego cztowieka rowniez ulega modelowaniu, ale przy braku patologii jest ono
mniej widoczne [85].

Cykl przebudowy kosci, czyli remodelingu, sktada si¢ z pieciu etapow: aktywacji,
resorpcji, odwrocenia, mineralizacji i fazy spoczynku. Stanowi to kontrast do modelingu kosci,
w ktorym osteoblasty i osteoklasty sa aktywne rownoczesnie. Podczas fizjologicznej
przebudowy kosci objetos$¢ kosci nie ulega zmianie.

Aktywacja jest pierwszym etapem przebudowy kosci. Sygnat inicjujacy przebudowe
jest wykrywany przez ko$¢ w fazie spoczynku. Sygnatl ten moze mie¢ charakter hormonalny
(PTH lub estrogeny) lub by¢ odpowiedzia na ogolnoustrojowe zmiany homeostazy.
Mechaniczne obcigzenie 1 mikrouszkodzenia szkieletu, wyzwalaja rowniez sygnaty
biologiczne, ktore sa wykrywane przez osteocyty [86]. Po odebraniu sygnatu komorki
wyscielajgce kosci cofaja sig, blona $rodkostna jest trawiona przez kolagenaze, a prekursory
osteoklastow (monocyty) aktywowane. Faza aktywacji trwa okoto kilkunastu dni, po czym
przechodzi do fazy resorpcji kosci. Osteoklasty migruja i przyczepiajg si¢ do powierzchni kosci
tworzac tzw. zatoke erozyjna, inicjujac tym samym resorpcj¢ macierzy kostnej poprzez
wydzielanie jonéw wodorowych, obnizajac pH nawet do 4,5 oraz enzymow takich jak
metaloproteinaza, czy katepsyna, trawigc tym samym biatka z ktorych sktada si¢ macierz oraz
uwalniajgc z niej jony wapnia. Jest to faza resorpcji, ktora trwa okoto 4-5 tygodni. Skutkuje



Wstep

powstawaniem ubytkow na powierzchni kostnej, nazywanymi lukami Howshipa. Osteoklasty
nastepnie ulegajg apoptozie konczac faze resorpcji [87].

Po resorpcji nastgpuje faza odwrocenia. W ciggu Kilku miesiecy do ubytkow kostnych
pozostatych po osteoklastach trafiajg r6zne komorki, w tym monocyty, osteocyty i osteoblasty.
Produkuja one osteoid, wypetiajac luki biatkami macierzy kostnej, gtownie kolagenem typu
I. W miare stopniowej mineralizacji macierz tworzy nowa ko$¢. Osteoblasty kontynuuja
ko$ciotworzenie, dopoki nie przeksztatcg si¢ W komorki podscieliska w stanie spoczynku, ktore
catkowicie pokrywajg nowo powstalg powierzchnie kosci. Cze$¢ osteoblastow zostaje
zatopiona w nowo utworzonej macierzy kostnej, stajac si¢ osteocytami z rozbudowang siecig
kanalikow 1gczacych je z komorkami wys$cielajgcymi powierzchni¢ kosci, osteoblastami
I innymi osteocytami. Po zakonczeniu procesu tworzenia kosci, od 50% do 70% osteoblastow
ulega apoptozie, a reszta staje si¢ osteocytami lub komérkami podscieliska kosci. Komorki
podscieliska zachowujg zdolno$¢ do przeobrazenia si¢ W osteoblasty pod wpltywem
odpowiednich bodzcow, a takze reguluja wymiane jonéw mineralnych do i z ptynu
zewnatrzkomorkowego kosci [88]. Ostatnig faza jest proces mineralizacji, ktory rozpoczyna si¢
okoto 30 dni po utworzeniu osteoidu. W kosci gabczastej proces ten konczy si¢ 90 dni po
odtozeniu osteoidu, natomiast w kosci zbitej konczy si¢ po 130 dniach. Mineralna zawarto$é
kos$ci sklada si¢ glownie z krysztalow hydroksyapatytu [Caio(POa4)s(OH)2] oraz mniejszych
ilosci weglanow, cytrynianu sodu i magnezu oraz $ladowych ilosci innych pierwiastkow.
Zawarto$¢ mineratow W kosci zapewnia sztywno$¢ mechaniczng i wytrzymatos¢ na obciazenia,
podczas gdy matryca organiczna nadaje kosci elastyczno$¢ i sprezystos¢. Proces mineralizacji
jest regulowany przez kinazy fosfoproteinowe i fosfatazg alkaliczng. Po mineralizacji, kos¢
wchodzi w fazg spoczynku, a ilos¢ utworzonej kosci jest rowna ilosci zresorbowanej [89].
Rycina 2 przedstawia proces obrotu kostnego. Created with BioRender.com.

Tabela4. Pordéwnanie procesu remodelingu i modelowania strukturalnego kosci

Przebudowa Modeling
Cel Odnowienie kosci Ksztattowanie i zwekszeme masy
kostne;
Mechanizm Aktywacja, resorpea, _odwrocenle, Aktywacja — resorpcja I_ub aktywacja —
mineralizacja formowanie
Komérii biorace udziat Ostegklasty, osteoblasty Osteok!asty lub osteoblasty
i ich prekursory i ich prekursory
Wptyw na mase kostng Utrzymanie lub lekki spadek Wzrost
Ramy czasowe Cate zycie Gtoéwnie dziecinstwo

Y/
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Rycina 2. Regulacja przebudowy kosci wg. [90].
Stworzone w BioRender.com.

Osteoporoza pomenopauzalna charakteryzuje si¢ zwigkszong aktywnoscig procesu

przebudowy — tzn. w szkieletach osob cierpigcych na te chorobe zwigksza si¢ ilo$¢ rozktadanej

kos$ci wzgledem tworzenia nowej tkanki, czego wskaznikiem sg markery obrotu kostnego, takie

jak np. osteokalcyna. Zwigksza si¢ zarowno ilo$¢ osteoblastow jak i osteoklastow, jednak przez

zwickszong czestotliwos¢ aktywacji remodelingu i zmniejszong zdolno$¢ osteoblastow do

kosciotworzenia, masa kostna ulega zmniejszeniu, co przyczynia si¢ do zmniejszenia

wytrzymato$ci a w efekcie podatnosci na ztamania kosci [91].



Wstep

2.3. Odkrycie kompleksu OPG/RANK/RANKL

Nieustannie od lat prowadzone sg liczne badania dotyczgce mechanizmu metabolizmu
kostnego. Poznanie tych mechanizmow jest niezbedne do stworzenia nowych metod leczenia
pacjentow z chorobami kosci. W tym kontekscie koniec XX wieku byt przetomowy, gdyz udato
si¢ W tym okresie wyodrebnié trzy najwazniejsze czasteczki biorgce udziat w kontroli absorpcji
kostnej. Odkrycie szlaku sygnalizacyjnego OPG/RANKL/RANK umozliwito zrozumienie
mechanizmu powstawania ubytkéw masy kostnej, a W nastepstwie pozwolito rozpoczaé
intensywne badania nad metodami ich leczenia.

OPG zostato odkryte niespodziewanie w 1997 roku podczas badan majacych na celu
identyfikacj¢ czasteczek zwigzanych z czynnikiem martwicy nowotworéw (TNF) 0 mozliwe;j
uzyteczno$ci terapeutycznej [82]. Niezaleznie od siebie, badacze z Japonii poinformowali
0 swoim odkryciu identycznej czasteczki, stosujac metodg, polegajaca na oczyszczeniu
czynnika hamujacego osteoklastogeneze z ludzkich fibroblastow embrionalnych. Uzyskali oni
czesciowa sekwencje biatka, a nastepnie sklonowali cDNA dla OPG [92]. Wykorzystujac
nastepniec OPG jako swego rodzaju sondg, obie grupy szybko zidentyfikowatly jego ligand,
ktory okazat si¢ identyczny z innym cztonkiem rodziny ligandow TNF, ktory rok wczesniej
zostal zidentyfikowany jako RANKL. Wkrotce po zidentyfikowaniu liganda, podczas
sekwencjonowania cDNA z mieloidalnych komorek z ludzkiego szpiku kostnego,

zidentyfikowano jego receptor — RANK [93].

2.3.1. Osteoprotogeryna

Osteoprotogeryna (OPG) jest receptorem cytokinowym nalezacym do grupy TNF,
jednak w odréznieniu od innych TNF nie posiada hydrofobowej domeny transmembranowej,
dlatego jest wydzielana przez komorki jako rozpuszczalne biatko. Pojawia si¢ w literaturze po
raz pierwszy pod koniec lat 90. XX wieku [94]. Jej nazwa pochodzi od funkcji — ochrony kosci
(fac: ,,08” — kos¢ i ,,protegere” — chroni¢). OPG znana jest rowniez jako czynnik hamujacy
osteoklastogeneze (OCIF) lub TNFRS1 1B, FDRCL1 lub TR1. Ligandami OPG sg RANKL
I zwigzany z czynnikiem martwicy nowotworu ligand aktywujacy apoptoze (ang. TRAIL) [95].
Jej zdolno$¢ do hamowania wzrostu osteoklastow zostata potwierdzona zarowno in vitro, jak
i in vivo [6].

Gen kodujacy OPG sktada si¢ z pigciu eksonow i znajduje si¢ na dlugim ramieniu
6smego chromosomu. Osteoprotegeryna syntetyzowana jest jako propeptyd, z ktorego

wyodrgbniany jest krotki peptyd sygnatowy, tworzac dojrzate 380 aminokwasowe homodime-
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ryczne biatko, ktore zawiera siedem domen: cztery bogate w cysteing domeny N-koncowe
(1-4), dwa regiony zwigzane z apoptoza (5, 6) oraz C-koncowy region wiazacy heparyne oraz
C-koncowa domen¢ wigzaca heparyng (7) [96]. Domeny 1-4 sg strukturalnie zwigzane
z rodzing receptorow TNF i sa wystarczajagce do zniesienia réznicowania osteoklastow.
Natomiast domeny 5 i 6 mogg posredniczy¢ w przekazywaniu sygnatu cytotoksycznego, gdy
sa wlaczone do chimerycznego biatka OPG-Fas, jednak ich funkcje fizjologiczne pozostaja
niejasne. Ostatnia domena posiada miejsce wigzace heparyne. Podobne domeny wigzace
heparyne zaobserwowano w strukturze wielu innych biatek, jak np. czynnikoéw wzrostu
fibroblastow 1 ich receptorow, W ktorych pelni ona liczne kluczowe funkcje (aktywacja,
autofosforylacja, itp.) [97].

OPG oprocz osteoblastow, ulega ekspresji rowniez w wielu innych tkankach: w sercu,
nerkach, watrobie, Sledzionie i szpiku kostnym, a jej ekspresja jest regulowana przez wigkszos¢
czynnikoéw indukujacych ekspresje RANKL przez osteoblasty. OPG chroni tez duze naczynia
krwionos$ne przed zwapnieniem, co wywnioskowano na podstawie obserwacji zwapnien nerek
I aorty wystepujacych u myszy pozbawionych OPG [49].

Osteoprotegeryna jest kluczowym regulatorem remodelingu tkanki kostnej. Chroni
kos$ci przed nadmierng resorpcja poprzez hamowanie koncowych etapéw osteoklastogenezy,
tlhumienie aktywacji dojrzatych osteoklastow i dalszej indukcji ich apoptozy [98]. Zaroéwno
OPG, jak i RANK sg receptorami wykazujagcymi powinowactwo do tego samego liganda —
RANKL. OPG jest antagonistycznym receptorem endogennym i po zwigzaniu si¢ Z RANKL
hamuje osteoklastogeneze, hamujagcym samym proces resorpcji kosci [99]. Potwierdzeniem
tego moze by¢ fakt, ze u transgenicznych myszy, u ktorych usunigto gen OPG, szybko pojawita
si¢ ciezka osteoporoza, obserwowano u nich spontaniczne ztamania spowodowane
nadmiernym tworzeniem kompleksu RANKL-RANK [92].

2.3.2. RANKL

Odkrycie liganda receptora aktywatora jadrowego czynnika kB i jego receptora RANK
zbiegto si¢ mniej wigcej w czasie z odkryciem OPG [100]. RANKL (znany roéwniez
w literaturze jako OPGL, ODF i TRANCE), jest biatkiem produkowanym przez osteoblasty
I niektore inne komorki, jak komoérki zrebu, komorki synowialne, szpik kostny, aktywowane
komorki T, komorki B, fibroblasty, komorki srodbtonka, chondrocyty oraz komorki nabtonka
sutka. Ulega wysokiej ekspresji w obwodowych weztach chtonnych i szpiku kostnym, grasicy,
$ledzionie, plamach Peyera, mozgu, sercu, skorze, migsniach szkieletowych, nerkach, watrobie,

ptucach i tkance sutkowej [101]. Jest ligandem dla RANK. Zadaniem RANKL jest stymulacja

B
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réznicowania preosteoklastow, nastepnie promocja przylegania osteoklastow do tkanki kostnej
anastepnie ich aktywacja [4]. Ponadto cytokina ta uczestniczy rowniez w tworzeniu gruczotéw
sutkowych i mieszkow wlosowych, regulacji temperatury ciata, metabolizmie mig$niowym,
rozZwoju nowotworow oraz ma znaczgcy udziat w uktadzie odporno$ciowym organizmu [102].

Ludzki gen RANKL zlokalizowany jest na chromosomie 13 (13q14.11) i koduje
glikoproteing 0 diugosci 317 aminokwasow. Ekspresja RANKL jest regulowana wielo-
poziomowo. Czynniki wzrostu, peptydy, cytokiny oraz hormony majg wptyw na transkrypcje
oraz translacje tej cytokiny [103]. RANKL jest biatkiem transmembranowym typu Il z domeng
zewnatrzkomérkowag na C-koncu, ktéra rozszczepiana jest przez enzymy takie jak
metaloproteinazy macierzy i uwalniana do srodowiska pozakomorkowego jako rozpuszczalny
RANKL. Zaréwno RANKL zwigzany z btong, jak i rozpuszczalny wigza si¢ z RANK, ale ten
pierwszy wydaje si¢ by¢ obecnie bardziej istotny funkcjonalnie [104].

Interakcja RANKL i RANK jest kluczowym etapem w aktywacji osteoklastow. Po
zwigzaniu RANKL z RANK nastgpuje rekrutacja czynnika zwigzanego z receptorem TNF
(TRAF). Chociaz kilka z tych biatek (1-6) jest zaangazowanych w $ciezke sygnalizacji RANK,
TRAF-6 wydaje si¢ by¢ kluczowym biatkiem dla sygnalizacji RANKL w osteoklastach [105].
Uwaza sie, ze biatka TRAF aktywuja kilka innych szlakow sygnatowych, z ktorych jeden
obejmuje czynnik transkrypcyjny jadrowy kappa B (NF-«B) i c-Jun. Aktywowany NF-xB
zwigksza ekspresje c-fos, ktory nastgpnie oddziatuje z czynnikiem jadrowym aktywowanych
komorek T (NFAT-cl), aby indukowac transkrypcje genéw osteoklastycznych. Krytyczna rola
NFAT-c1 w posredniczeniu w osteoklastogenezie doprowadzita do opisania go jako
kluczowego regulatora tego procesu. Inne szlaki sygnatowe posrednicza w aktywacji
I przezyciu osteoklastow poprzez inne biatka, takie jak Src, kinaza regulowana sygnatem
zewnatrzkomorkowym, kinaza ERK, c-Jun N-terminalna kinaza (JNK), p38 i inhibitor kinazy
NF-xB (IKK) [106].

Zidentyfikowano rowniez inne biatka adaptorowe, np. biatko wigzace receptor
czynnika wzrostu-2, ktore rowniez odgrywaja wazng role w indukowanej przez RANKL
osteoklastogenezie [107].

RANKL odgrywa wazng role na réznych etapach funkcjonowania i réznicowania
osteoklastow. Wptywa na fuzje prekursorow osteoklastow w celu utworzenia komorek
wielojadrzastych, réznicowanie do dojrzatych osteoklastow, adhezje osteoklastow do kosci
oraz aktywacje resorpcji kosci [4]. RANKL hamuje rowniez apoptoze osteoklastow, prowadzac
do przezycia tych komoérek [108]. Dominujaca role RANKL w osteoklastogenezie wykazano

u myszy z niedoborem genu TNFSF11. Myszy te chorowaty na osteopetroze spowodowang
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nadmiernym tworzeniem kos$ci z powodu braku osteoklastow [109]. Kilka cytokin i hormonow
reguluje poziomy RANKL, a zatem moze kierowaé przebudowsa kosci, w tym IL-1, IL-7,
IL-17, TNF-a, parathormon (PTH), peptyd pokrewny PTH (PTHrP), glukokortykoidy, hormon
wzrostu i witamina D hamujg aktywno$¢ osteoklastow. Estrogeny, interferon G, transformujgcy
czynnik wzrostu b (TGF-b) oraz I1L-13 maja tendencj¢ do hamowania osteoklastogenezy [110].

Zaburzenie rownowagi RANKL/OPG na korzys¢ RANKL prowadzi do nasilenia
osteoklastogenezy i w konsekwencji do zwigkszenia utraty kosci i osteoporozy. Innym waznym
czynnikiem ryzyka osteoporozy, szczegdlnie postaci pomenopauzalnej, jest niedobor
estrogenéw. Ochronnym wpltywem estrogenow na kosci jest wtorne zmniejszenie liczby
osteoklastow przez zwigkszenie czgstotliwosci apoptozy tych komorek oraz zmniejszenie
zdolnosci osteoklastow do resorpcji kosci [111]. Po odkryciu szlaku sygnalizacyjnego
RANKL/RANK/OPG nastgpily proby okreslenia jego zwigzku z poziomem estrogendéw i tym
samym wyjasnieniem jego roli w patogenezie osteoporozy pomenopauzalnej. Pierwsze dowody
na istnienie zwigzku pomigdzy estrogenami a poziomem RANKL w surowicy pochodzity
z modeli zwierzgcych, w ktorych u szczuréw poddanych owariektomii stwierdzono
podwyzszony poziom RANKL [112]. Natomiast w badaniu z 2003 roku poréwnano poziomy
RANKL w szpiku kostnym pomiedzy kobietami przed menopauza, nieleczonymi kobietami po
menopauzie i kobietami po menopauzie na estrogenowej terapii zastepczej. Poziom RANKL
byt szacowany na 2—-3 wyzszy u kobiet po menopauzie z niedoborem estrogenéw W poréwnaniu
do pozostatych dwoch grup. Natomiast pomigdzy kobietami przed- i pomenopauzalnymi na
terapii estrogenowej poziomy tej cytokiny byty na podobnym poziomie. Ponadto, zwigkszona
ekspresja RANKL w szpiku kostnym bezposrednio korelowata z podwyzszonymi markerami
resorpcji kosci. Zauwazono rowniez, ze komoérki T wydaja si¢ mie¢ znaczacy wptyw na poziom
RANKL w szpiku kostnym, zatem wzrost RANKL w komorkach szpiku kostnego moze by¢
kluczowg determinantg zwigkszonej resorpcji kosci indukowanej przez niedobor estrogenow
[113].

Niedobor estrogenéow powoduje rowniez zwigkszong osteoklastogeneze wtorng do
zwickszonej produkcji TNF-a i RANKL. Poréwnano liczbe osteoklastow, aktywnosé
osteoklastow oraz poziomy TNF-a i RANKL w surowicy krwi pomigdzy pacjentkami
Z osteoporozg pomenopauzalng, a zdrowymi kobietami przed menopauzg. Hodowle
niestymulowanych komorek jednojadrowych krwi obwodowej od pacjentek z osteoporoza
pomenopauzalng produkowaty wiecej osteoklastow, a takze wykazywaty wieksza aktywnos¢
w porownaniu do zdrowej grupy kontrolnej. Poziomy RANKL i TNF byty znaczaco wyzsze

w populacji osteoporotycznej po menopauzie W poréwnaniu Z grupg kontrolng [114].
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2.3.3. RANK

Ludzki RANK jest homotrimerycznym peptydem, sktadajacym si¢ z 616
aminokwasow, N-koncowej domeny zewnatrzkomorkowej i duzej C-koncowej domeny
cytoplazmatycznej, jak rowniez 28-aminokwasowego peptydu sygnalizacyjnego i 21-amino-
kwasowej, krotkiej domeny transmembranowej [93]. RANK jest przede wszystkim ulega
ekspresji w komorkach linii makrofagéw/monocytow, w tym komorkach preosteo-
klastycznych, komorkach T i B, komodrkach dendrytycznych i fibroblastach [5]. Oprocz tego
ulega ekspresji w gruczotach sutkowych oraz niektorych komoérkach nowotworowych, w tym
raka piersi i prostaty [115, 116], s3 to dwa nowotwory o duzym potencjale przerzutowym do
kosci. Badanie przeprowadzone przez J Li et al. [4] wykazato, ze myszy, u ktorych usunigto
gen RANK rozwingly osteopetroze i brak u nich byto dojrzatych osteoklastow. Po odkryciu
ligandu i jego receptora sygnalizacja RANKL/RANK zostata poddana intensywnym badaniom.

2.3.4. Kolejny receptor dla RANKL — LGR4

W 2016 roku odkryto kolejny receptor dla RANKL — LGR4, zwanym réwniez
receptorem sprz¢zonym z biatkiem G (GPR) [117]. Receptor ten przeciwdziata
osteoklastogenezie napg¢dzanej przez RANKL, a takze aktywuje szlak Wnt/B-katenina [118].
Wpltywa na tworzenie kosci, ale moze tez niekorzystnie promowaé kalcyfikacje naczyn
krwionosnych. W badaniu na myszach usuni¢cie genu dla LGR4 spowodowato zwigkszong
utrate masy kostnej i wzrost aktywnosci osteoklastow mierzony ich specyficznym markerem
TRAP. Po zwigzaniu RANKL, LGR4 aktywuje sygnalizacje z udziatem biatka Gag, aby
ustabilizowac¢ beta kinaze syntazy glikogenu-3 (GSK3p) i zapobiec jej fosforylacji skutkujace;j
inaktywacja. GSK3p to inhibitor r6znicowania osteoklastow [119].

LGR4 bierze udzial rowniez na etapie kosSciotworzenia poprzez aktywacje
dojrzewania osteoblastow i ich mineralizacje. Myszy pozbawione genu dla LGR4 rozwijaty
nieprawidtowos$ci budowy kosci w okresie embrionalnym i postnatalnym, wystepowato u nich
réwniez Z opoznienie W roznicowaniu i mineralizacji osteoblastow, zmniejszenie tworzenia
osteoidu i wzrost aktywnosci osteoklastow [120]. Odkryto, ze rowniez u ludzi mutacja LGR4
jest silnie zwigzana z niska gesto$cig mineralng kosci i ztamaniami osteoporotycznymi [121].

Jednak ze wzgledu na relatywnie niedawne odkrycie, doktadny mechanizm dziatania,

wszystkie funkcje oraz ich potencjat do wykorzystania klinicznego nie jest jeszcze poznany.
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2.3.5. Szlak sygnalizacyjny OPG/RANK/RANKL

Szlak RANKL/RANK/OPG jest znany przede wszystkim ze swojej roli w dojrzewaniu
osteoklastow, modelowaniu kosci i ich remodelingu. Aktywator receptora NF-kxB (RANK),
ligand aktywatora receptora NF-«xB (RANKL) i osteoprotegeryna (OPG) sg gléwnymi
sktadnikami tego systemu sygnalizacji. Prekursory osteoklastow wykazuja ekspresje RANK,
przez co rozpoznaja RANKL wyrazony przez osteoblasty poprzez interakcje komorkowa
i roznicujg si¢ W osteoklasty w obecnosci M-CSF [122]. Osteoprotegeryna jest rozpuszczalnym
receptorem dla RANKL, produkowanym gtéwnie przez osteoblasty, ktory zapobiega tworzeniu
osteoklastow 1 osteoklastycznej resorpcji kosci poprzez hamowanie interakcji RANKL-RANK.
Dojrzate osteoklasty rowniez wykazuja ekspresje RANK, a RANKL zaréwno wspiera
przezycie, jak i prowadzi do zwigkszenia masy kostnej poprzez zapobieganie osteoklastycznej
resorpcji kosci. Proces ten przedstawiono na rycinie 3. W zwiazku z tym, OPG i rozpuszczalny
RANK byty badane jako potencjalne cele terapeutyczne, a przeciwciato przeciwko ludzkiemu
RANKL o nazwie denosumab jest stosowany w warunkach klinicznych w leczeniu osteoporozy

i zaburzen kostnych zwigzanych z nowotworami [123].

Szlak sygnalizacyjny OPG/RANK/RANKL
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Rycina 3. Szlak sygnalizacyjny OPG/RANK/RANKL wg. [124]
Stworzone w BioRender.com

2.3.6. Szlak sygnalizacyjny Wnt/B-katenina

Whnt/B-katenina jest wewnatrzkoméorkowym szlakiem sygnatowym, ktory odgrywa

kluczowa role w tworzeniu kosci, regulujac aktywno$¢ osteoblastow. Gdy szlak Wnt/B-kate-
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nina jest aktywowany, dochodzi do formowania kos$ci, natomiast gdy jest hamowany, tworzenie
kosci zostaje zatrzymane [125]. Aktywacja szlaku Wnt/B-katenina rozpoczyna si¢ kiedy ligand
Wnt wigze si¢ ze swoimi receptorami — Frizzled i bialkiem zwigzanym z receptorem
lipoprotein o niskiej gestosci (LRP)5/6, inaktywujgc kinaz¢ syntazy glikogenu 3 (GSK3) oraz
stabilizujac B-katening W cytoplazmie, powodujac translokacje 3-kateniny do jadra a w nastep-
stwie inicjacj¢ transkrypcji genow kosciotworczych i regulowanie réznicowania preosteo-
blastow poprzez czynnik transkrypcyjny 2 (Runx2). W przypadku braku liganda Wnt, pB-kate-
nina jest fosforylowana przez GSK3, co prowadzi do jej zniszczenia unikajac jej translokacji
do jadra oraz dyferencjacji osteoblastow 1 tworzenia osteocytow. Inhibitorami szlaku
Whnt/B-katenina sag m.in. Dickkopfl (Dkk1) i sklerostyna, ktore wiaza si¢ z receptorem LRP5/6
umozliwiajac jego internalizacj¢ do cytoplazmy, oraz biatka zwigzane z Frizzled, ktore sg
w stanie blokowa¢ szlak Wnt/f3-katenina, hamujac i zmniejszajac odpowiednio réznicowanie

I przezywalnos$¢ osteoblastow [126, 127]. Proces ten przedstawiony jest na rycinie 4.

Szlak Wnt nieaktywny Szlak Wnt aktywny Ihibicja szlaku Wnt
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{\ B-katerina B-katerina O/'\
O B-katerina  Jadro Jadro B-katerina
0 0 O komérkowe | komérkowe G 0 O
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Tce) [ TCF — ) [
Zahamowanie Aktywowane Zahamowanie
réoznicowania réznicowanie réznicowania
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i tworzenia osteocytow i tworzenia osteocytéw i tworzenia osteocytéw

Rycina 4. Szlak Wnt/B-katenina wg. [128].
Stworzone w BioRender.com.
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2.4. Osteoporoza postmenopauzalna

Kobiety po menopauzie charakteryzuja si¢ zwickszong jednoczesng resorpcja
i tworzeniem kosci na poziomie tkankowym, co okresla si¢ mianem wysokiego obrotu
kostnego. Jednak na poziomie komorkowym, resorpcja kosci przewyzsza ich tworzenie. Na
podstawie biochemicznych markerow metabolizmu kostnego, pomenopauzalna resorpcja
zwicksza sie¢ 0 90%, podczas gdy tworzenie kosci wzrasta tylko o 45%, co skutkuje
zmniejszeniem masy kostnej na kazdy cykl remodelingu [129]. Utrata kosci u kobiet po
menopauzie przebiega w dwoch gltéwnych fazach: poczatkowa krotka faza trwajaca 3-5 lat
z szybka utratag kosci beleczkowej (menopauzalny ubytek kosci) oraz druga, dtuzsza faza
powolnej utraty, trwajaca 1020 lat wystepujaca U obu pici (utrata kosci zwigzana z wiekiem)
[130]. To wyjasnia, dlaczego czgstos¢ wystgpowania ztaman U me¢zczyzn wzrasta okoto 10 lat
p6zniej niz u kobiet.

Estrogeny dziatajg jako hormony antyresorpcyjne, ktore ograniczajg resorpcje i utrate
masy kostnej. Reguluja kompleks RANK/RANKL/OPG na kilku poziomach — zwigkszaja
ekspresjc RANKL w osteoblastach i indukuja ekspresje OPG [131]. Co wigcej, estrogeny
zaklocaja sygnalizacje osteoklastow, hamujac W ten sposob ich roznicowanie | promujg
apoptoze osteoklastow poprzez zwigkszong produkcje TGFp przez osteoblasty. W warunkach
ostrego niedoboru estrogenow, réznicowanie I aktywnos¢ osteoklastow jest zwigkszona przez
wyzszg ekspresj¢ RANKL [132] i innych cytokin proosteoklastycznych, w tym TNF, IL-1
i IL-6 [133].

Ponadto ksztalt kosci dtugich znaczaco rézni si¢ U mgzezyzn i kobiet. To réwniez
cze$ciowo wyjasnia, dlaczego kobiety sg bardziej narazone na rozwoj osteoporozy [134].
W okresie dojrzewania indukowane testosteronem tworzenie okostnej jest bardziej nasilone na
zewnetrznej powierzchni kosci U chtopcow, co powoduje, ze kosci sg Szersze i maja grubsza
korg, co skutkuje ich wigkszg wytrzymatoscig. Od mtodej dorostosci do okresu przed
menopauzg remodeling kosci korowej u kobiet polega na resorpcji kosci, ktora jest w duzej

mierze kompensowana przez zrosty okostnowe [135].

2.4.1. Hormony — udziat w powstawaniu osteoporozy pomenopauzalnej

Wplyw hormonow na metabolizm zaré6wno osteoblastow, jak i osteoklastow nie
ogranicza si¢ jedynie do hormonéw piciowych. Kilka innych hormonéw, ktérych poziomy

zmieniajg si¢ Wraz z wiekiem, moze rowniez wptywac na przemiang kostna.
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Estrogeny to hormony oszczedzajace kosci, ich receptory znajduja si¢ zarowno na
osteoklastach jak i osteoblastach. Estrogeny sa kluczowymi hormonami w kontrolowaniu
dlugosci zycia komorek kostnych poprzez wywolywanie apoptozy pre-osteoklastow
I osteoklastow, hamujac jednoczesnie apoptoze osteoblastow i osteocytow Oraz zapobiegajac
nadmiernej resorpcji kosci. Dlatego po menopauzie u kobiet, gdy poziom estrogenow spada,
nastepuje wzrost liczby i przezywalnos$ci osteoklastow, co prowadzi do zwigkszonej resorpcji
kosci [136].

Androgeny moga wptywac na metabolizm ko$ci zarowno bezposrednio, wigzac si¢ ze
swoim specyficznym receptorem, jak i posrednio, dziatajac na receptor estrogenowy. Receptor
androgenowy zostat zidentyfikowany w hodowanych ludzkich ptodowych osteoblastach, gdzie
promuje proliferacj¢ i roznicowanie komorek, hamujac ich apoptoze poprzez dziatanie IL-1p
i czynnik wzrostu fibroblastow (FBF). Androgeny wydaja si¢ rowniez posrednio hamowaé
proliferacj¢ osteoklastow, poniewaz hipogonadyzm bedacy konsekwencjg orchiektomii
prowadzi do proliferacji osteocytow. Hipotestosteronemia zwigksza réwniez wydzielanie
RANKL przez prekursory osteoblastow, stymulujac tym samym proliferacj¢ osteoklastow
[137].

Parathormon jest hormonem wydzielanym przez przytarczyce, uczestniczy
w utrzymaniu homeostazy wapnia w organizmie. Jest wydzielany w odpowiedzi na obnizony
poziom wapnia w surowicy. Dziata bezposrednio na nerki i na kosci, a posrednio na jelita [138].
W kosciach PTH wiaze si¢ z receptorem na powierzchni osteoblastow i komoérek podscieliska,
ktore aktywuja ekspresje czynnika stymulujgcego koloni¢ makrofagow (M-CSF), ligandu
aktywatora jadrowego czynnika kappa B (RANKL) i interleukin, indukujac réznicowanie
i aktywacje osteoklastow [82]. PTH zwigksza rowniez nerkowe wchtanianie wapnia i stymuluje
produkcje aktywnej witaminy D z nieaktywnego prekursora. Witamina D wptywa rowniez na
resorpcje kosci, zwiekszajac wchtanianie wapnia z jelit i nerek. Zwigksza rowniez ekspresje
RANKL i M-CSF w osteoblastach. Peini role ochronng w stosunku do tkanki kostnej, dziatajac
glownie na osteoblasty. Receptor witaminy D ulega ekspresji zaréwno w osteocytach, jak
I osteoblastach. W tych ostatnich posredniczy we wzroscie masy kostnej poprzez supresje
resorpcji kosci [139].

Glukokortykosteroidy wptywaja na metabolizm kosci, dziatajac przede wszystkim na
osteoblasty, zatem hamuje ko$ciotworzenie [140]. W badaniu in vitro wykazano, ze deksa-
metazon hamowat osteogeneze i ekspresje biatek osteogennych (np. fosfatazy alkalicznej
I osteokalcyny) poprzez obnizenie fosforylacji szlaku PI3K/Akt [141]. Ponadto gluko-

kortykoidy moga powodowaé osteonekroze lub martwice awaskularng poprzez indukcje
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apoptozy osteoblastow oraz zmniejszenie przeptywu Kkrwi i nawilzenia kosci. Ocena
immunohistochemiczna wykazata, ze osteocyty rowniez ulegaja autofagii lub apoptozie po
ekspozycji na glukokortykoidy. Rzeczywiscie, po inkubacji z glukokortykoidami, zaczynaja
one wydziela¢ katepsyng K, ktora usuwa kolagen typu I i inne biatka z macierzy kostnej [142].

Odwrotnie, wykazano, ze hormon adrenokortykotropowy (ACTH) ma dziatanie
ochronne przed osteonekroza wywotang przez glukokortykoidy. W jednym z badan oceniano,
czy inkubacja z ACTH moze wptywac na roznicowanie ludzkich osteoblastow. Ekspozycja na
ACTH powodowala nasilenie osteogenezy poprzez przyspieszenie ekspresji genow
specyficznych dla kosci (np. kolagenu I, biglikanu, receptora witaminy D i TGF-f) [143].

Tyreotoksykoza wiaze si¢ z czasowym rozregulowaniem przebudowy kosci, co
prowadzi do zmniejszenia masy kostnej. Po raz pierwszy zajely si¢ tym wczesne badania
in-vitro pokazujace wptyw hormonéw tarczycy (T3 i T4) na resorpcje i tworzenie kosci.
Receptor hormonu tyreotropowego (TSH) ulega ekspresji zar6wno w prekursorach
osteoklastow, jak i osteoblastow. Spadek ekspresji TSHR o 50% powoduje osteoporoze
i ogniskowa osteoskleroze u badanych myszy. Ponadto stwierdzono, ze TSH utrudnia tworzenie
I przezycie osteoklastow dziatajac na sygnalizacj¢ JNC/c-jun i NF-kB uruchamiang przez
RANKL i TNFa, na co wskazujg dane z hodowli osteoklastow lub osteoblastow inkubowanych
z rhTSH. Hamuje on rowniez roznicowanie osteoklastow, hamujgc sygnalizacje Wnt-f-
-kateninia [144].
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3. Cel pracy

W procesie badania zaleznosci miedzy fenotypem, a genotypem opisano i udokumen-
towano ponad 150 genow jako geny kandydujace, czyli zwigzane z metabolizmem kosci
I potencjalnie zaangazowane W rozwo6j osteoporozy [145]. Liczne badania na osobach
spokrewnionych potwierdzity silny udziat czynnikow genetycznych w etiologii osteoporozy.
Uwaza sig, ze osteoporoza jest uwarunkowana wieloma wariantami licznych genéw(QTL, ang.
quantitative trait loci). QTL to regiony chromosomalne zawierajace allele wplywajace na
wartosci BMD i inne cechy fenotypowe kosci. Markery genetyczne mogg obejmowac
powtorzenia tandemowe o zmiennej dlugosci (VNTR) lub polimorfizmy pojedynczych
nukleotydow (SNP) [146]. Analizy korelacji wykonuje si¢ w celu okreslenia i poréwnania
czestoscei alleli genow polimorficznych w grupach chorych i kontrolnych. Jednym z najczesciej
analizowanych genow jest gen OPG — osteoprotegeryny, zwanej takze ,,protektorem kosci”.
OPG jest cytoking nalezacg do rodziny receptoréw czynnika martwicy nowotworow TNF
i bierze udziat w szlaku RANK/RANKL/OPG, ktory kontroluje przebudowe kosci. RANK jest
receptorem odpowiedzialnym za wigzanie RANKL. OPG uniemozliwia tgczenie RANKL
z RANK, hamujac w ten sposob osteoklastogenezg i zmniejszajac resorpcje kosci.

Dotychczas opublikowano nieliczne szeroko zakrojone, dhugoterminowe badania
oceniajgce wplyw czynnikow genetycznych na gestos¢é mineralng kosci i czgstosé ztaman. Brak
systematycznych danych i wieloczynnikowy charakter osteoporozy wymagaja dalszych badan
w celu walidacji i zbadania nowych czynnikow sprawczych oraz retrospektywnej oceny
istniejgcych danych. Dlatego tez niniejsze badanie zostato zaprojektowane w celu okreslenia
roli polimorfizméw genu OPG: rs3102735 (—163A>G), rs3134070 (—245 T>G), rs207361
(—950T>C), rs7844539 (A>C), rs2073618 (1181G>C) w wystegpowaniu 0Steoporozy pomeno-
pauzalnej.

Cele badania:

1. Okreslenie czgstosci wystgpowania wybranych polimorfizmow genu kodujacego OPG.

2. Ocena zwigzku polimorfizmow genu OPG z klinicznymi parametrami obrotu kostnego
| progresji osteoporozy.

3. Ocena badanych wariantow genetycznych genow OPG w etiopatogenezie osteoporozy.

4. Ocena zwiazku polimorfizmow genu OPG z parametrami densytometrycznymi, czgstoscia

wystepowania 0steoporozy i osteopenii w badanej populacji kobiet.
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4. Materiat i metody

4.1. Opis badanego materiatu badawczego

Do badan zakwalifikowano 802 niespokrewnionych kobiet rasy kaukaskiej, ktore
zglosity si¢ do szpitala SPSK 1 Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie.
Wszystkie pacjentki przed wiaczeniem do badan zostaly szczegdétowo poinformowane o ich
zakresie. Zakwalifikowane kobiety poddano badaniu densytometrycznemu w pracowni
densytometrii w Szpitalu Klinicznym nr 1 Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie. Pacjentkom wykonano pomiar masy ciata oraz wzrostu, co umozliwito
wyliczenie wskaznika masy ciata BMI (ang. Body Mass Index). Zastosowano wzér — masa
ciala [kg]/wzrost> [m?]. Oznaczono réwniez wskazniki $redniej gestosci mineralnej kosci
badanych w odniesieniu do $redniej dla dorostych mtodych kobiet (YA — ang. young adult)
oraz $redniej gestosci mineralnej kosci do sredniej dla danego wieku (AM — ang. age
matched).

Z pacjentkami zakwalifikowanymi do udziatu w eksperymencie przeprowadzono
doktadny wywiad medyczny dotyczacy przebytych chorob, masy urodzeniowej, wieku
pierwszej i ostatniej miesigczki oraz stosowanego leczenia farmakologicznego, ze szczegolnym
uwzglednieniem leczenia hormonalnego oraz preparatow z grupy lekow oddziatujacych na
mase kostng.

Do eksperymentéow zakwalifikowano kobiety z menopauzg, nie przyjmujace
hormonalnej terapii zastepczej. Z eksperymentu wykluczono réwniez pacjentki po obustronnej
owariektomii, z zaburzeniami endokrynologicznymi, chorobami metabolicznymi oraz choro-
bami tkanki tacznej, gdyz mogloby to wptywaé na obnizenie masy kostnej. 802 kobiet
w wieku pomenopauzalnym, zakwalifikowano do grup w zaleznosci od wspolczynnika
T-score:

A. Grupa kontrolna — T-score >—1,0
B. Osteopenia — T-score migdzy —1,0 2 —2,5

Badanie densytometryczne zakwalifikowanych kobiet przeprowadzono przy uzyciu
aparatu Lunar DPX100 (Lunar Corp. Madison USA) doktadnos¢ pomiaru wynosita 0,5%.
Oznaczono gestos¢ mineralng kosci (BMD) w odcinku ledzwiowym od kregu L1 do L4, przy
pomocy metody podwojnej wigzki rentgenowskiej (DXA). Uzyskane wyniki pomiaréw przyjeto

jako warto$ci bezwzgledne [BMD (g/cm?)] i odnoszono do wartosci $redniej W grupie
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wiekowej. Nastepnie obliczono wartos¢ wspotczynnikow T-score oraz Z-score, ktore pozwolity
na przyporzadkowanie badanych kobiet do poszczegélnych grup. Po przeanalizowaniu
uzyskanych wynikéw wytaczono z badan pomiary, ktére moglyby odpowiada¢ zmianom
zwyrodnieniowym w odcinku ledzwiowym kregostupa.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode komisji bioetycznej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Wszystkie badania wykonano zgodnie z zasadami
dobrej praktyki laboratoryjnej (GLP — ang. Good Laboratory Practice).

4.2. Metody badawcze

Badania genetyczne wykonano w Zaktadzie Komoérek Macierzystych i Medycyny
Regeneracyjnej Instytutu Wtokien Naturalnych i Roslin Zielarskich — Panstwowy Instytut

Badawczy w Poznaniu.

4.2.1. lzolacja materiatu genetycznego

U badanych kobiet pobrano 6 ml krwi zylnej z okolicy zgiecia tokciowego. Pobrany
material biologiczny przechowywano w probéowkach z EDTA, w temperaturze —20°C.
Wyizolowano wysokoczasteczkowy DNA 0 najwyzszej jako$ci, oczyszczony z biatek
i inhibitorow enzymow. Do przeprowadzenia izolacji DNA uzyto komercyjnie dostgpne
zestawy ,,QlAamp DNA kit Blood Mini Kit”(Qiagen). Do probowki, ktora zawierata 20 ul
proteinazy K dodano 200 ul krwi obwodowej a nastepnie dodawano 200 ul buforu do lizy
(bufor AL). Po worteksowaniu zawarto$ci probowki, inkubowano w temperaturze 56°C przez
okres 20 minut. W nastgpnym etapie wykonano krotkie wirowanie a nastgpnie do probowki
dodano 200 ml etanolu o stezeniu 96% i worteksowano przez okoto 15 sekund. Zawarto$é
probowki przeniesiono na kolumienke (QlAamp Mini Spin Column) i wirowano z prgdkoscia
8000 rpm przez okres 1 minuty a nastepnie usunig¢to supernatant. Na kolumienk¢ dodano
500 ml buforu przemywajacego AWL1 i wirowano przez okres 1 minuty przy 8 000 rpm
| ponownie usuni¢to supernatant. Czynnos¢ tg powtorzono przy uzyciu buforu przemywajgcego
AW?2 a czas wirowania wynosit 3 minuty przy predkosci 12 000 rpm. W kolejnym etapie
izolacji kolumienke umieszczono w probowce typu eppendorf i dodano 200 ul buforu do elucji
(bufor AE), po czym probowke inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut.
Nastgpnie proboéwke zwirowano w warunkach 8000 rpm w czasie jednej minuty celem
uwolnienia DNA ze zloza.

Do analizy ilosciowej i jakoSciowej izolatu DNA wykorzystano spektrofotometr

(DeNovix), co umozliwito uzyskanie pomiaréw absorpcji. Wyznaczone wartosci stezenia DNA
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miescity si¢ w granicach 30 do 120 mg na mikrolitr przy wartosciach wspotczynnika
A260/A280 rownych 1,7 do 2,0.

4.2.2. Oznaczenie polimorfizméw genu OPG

Analizowano pie¢ polimorfizméw genu OPG: 163A>G (rs3102735), 245T>G
(rs3134069), 950 T>C (rs2073617), 6890A>C (rs7844639) oraz okreslono czgstosci ich
wystepowania U badanych kobiet. Do analizy wykorzystano tancuchowa reakcje polimerazy
w czasie rzeczywistym (real-time PCR, ang. Polymerase Chain Reaction). Metoda ta
wykorzystuje sondy hybrydyzacyjne znakowane barwnikiem fluorescencyjnym, ktore wigza
si¢ Z DNA w okreslonym miejscu. Dzigki tej metodzie na podstawie kolejnych pomiarow cyklu
mozna okresli¢ ilos¢ produktu w fazie jego wzrostu wyktadniczego, dzigki czemu proces
amplifikacji DNA moze by¢ monitorowany w czasie rzeczywistym. Do badan molekularnych
wykorzystano aparat LightCycler®96 oraz LightCycler®96 Basic Software do analizy
uzyskanych wynikow. Zastosowano sondy hybrydyzacyjne SimpleProbe znakowane
barwnikami fluorescencyjnymi. Fluorescencja mierzona podczas analizy krzywej topnienia
byta wykorzystywana do genotypowania. Dla polimorfizméw dotaczono startery i detektory
specyficzne dla amplifikowanych fragmentow — uzyto odczynniki LightSNiP rs3102735,
LightSNIP rs3134069, LightSNiP rs2073617, LightSNIP rs7844639. Reakcje Real-time PCR
przeprowadzano przez 45 cykli dla kazdego badanego polimorfizmu (tab. 5.).

Tabela 5.  Warunki termiczne real-time PCR dla wybranych polimorfizmow OPG

Reakcja Temperatura Czas [l0$€ cyKkli
Denaturacja wstepna 95°C 10 min. 1
Denaturacja 95°C 10 sek. 45
Przytaczanie starteréw 60°C 10 sek. 45
Elongacja 72°C 15 sek. 45

Na koncu kazdej reakcji amplifikacji produkt jest topiony poprzez podniesienie

temperatury do 95°C. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6. Sktadniki reakcji real-time PCR dla badanych polimorfizméw genu OPG

Sktad mieszaniny reakcyjnej llo$¢ na prébke (ul)
H,0 6,7
LightSNiP 0,5
Genotyping Master Mix 1,0
MgCl> 0,8
DNA (50 ng) 1,0
Objetos¢ koncowa 10,0

Kazdy genotyp OPG analizowano na podstawie pikow krzywej topnienia oraz krzywe

topnienia wskazujacych na specyficznos¢ reakcji dla kazdego z badanych polimorfizméow.

Badane polimorfizmy OPG
— 153102735 (-163A>G)
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Rycina 5. Wyznaczanie temperatury topnienia dla OPG (rs3102735). Temperatura topnienia
produktu amplifikacji dla allelu A Tm1=57,5°C; allelu G Tm2=64,5°C.
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Rycina 6. Analiza topnienia amplifikowanego produktu dla OPG (rs3102735) — piki
krzywych topnienia. Temperatura topnienia produktu dla allelu A Tm1=57,5°C;
allelu G Tm=64,5°C.
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— 153134070 (~245 T>G)

1.600

1.400

Fluorescence
o i bt
@« o nN
=] o =]
o o o

0.600

0.400
40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 56.00 58.00 60.00 62.00 64.00 66.00 68.00 70.00 72.00 74.00
Temperature

Rycina 7. Wyznaczanie temperatury topnienia dla OPG (rs3134070). Temperatura topnienia
produktu amplifikacji dla allelu T Tm1=49°C; allelu G Tm2=58°C.
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Rycina 8. Analiza topnienia amplifikowanego produktu dla OPG (rs3134070) — piki
krzywych topnienia. Temperatura topnienia produktu dla allelu T Tn1=49°C; allelu
G Tm2=58°C.

— 5207361 (-950T>C)
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Rycina 9. Wyznaczanie temperatury topnienia dla OPG (rs207361). Temperatura topnienia
produktu amplifikacji dla allelu T Tm1=57,5°C; allelu C Tm2=64,5°C.
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Rycina 10. Analiza topnienia amplifikowanego produktu dla OPG (rs207361) — piki
krzywych topnienia. Temperatura topnienia produktu dla allelu T Tmi=57,5°C;
allelu C Tm2=64,5°C.
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Rycina 11. Wyznaczanie temperatury topnienia dla OPG (rs7844539). Temperatura topnienia
produktu amplifikacji dla allelu A Tm1=53,5°C; allelu C Tm2=60,5°C.
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Rycina 12. Analiza topnienia amplifikowanego produktu dla OPG (rs7844539) — piki
krzywych topnienia. Temperatura topnienia produktu dla allelu A Tm1=53,5°C;
allelu C Tm2=60,5°C.
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— 152073618 (1181G>C)
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Rycina 13. Wyznaczanie temperatury topnienia dla OPG (rs2073618). Temperatura topnienia
produktu amplifikacji dla allelu G Tm1=54,5°C; allelu C Tm>=63°C.
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Rycina 14. Analiza topnienia amplifikowanego produktu dla OPG (rs2073618)
— piki krzywych topnienia. Temperatura topnienia produktu dla allelu G
Tm1=54,5°C; allelu C Tmz=63°C.

4.3. Metody statystyczne stuzace prezentacji uzyskanych wynikéw

Analize statystyczng wynikéw uzyskanych w pracy przeprowadzono wykorzystujac
program R (wersja 4.1.2) (R Foundation for Statistical Computing, Wieden, Austria) [147] oraz
pakietu SNPassoc [148]. Dla zmiennych ilosciowych przeprowadzono analiz¢ zgodnosci
z rozktadem Gaussa wykorzystujac test normalnosci Shapiro-Wilka i przedstawiano je jako
sredniexodchylenie standardowe (SD — ang. standard deviation). W przypadku zgodnosci
rozktadu cechy z rozktadem normalnym, do oceny zalezno$ci migdzy $rednimi w badanych
grupach zastosowano jednoczynnikowa analize¢ wariancji dla zmiennych niepowigzanych
(ANOVA), a nastgpnie postuzono sig¢ testem post-hoc Tukeya HSD. Zmienne kategoryczne
zostaly przedstawiane jako liczby (procenty i poréwnywano je w zaleznosci od liczebnos$ci
wartosci oczekiwanych za pomoca testu y? Pearsona badz testu doktadnego Fishera. Wszystkie
przeprowadzone testy statystyczne byly obustronne. Za statystycznie istotne przyjeto wartosci

dwustronnego p<0,05. W przypadku gdy dwie analizowane cechy miaty charakter ilosciowy
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do poszukiwania zalezno$ci miedzy nimi wykorzystano korelacje Pearsona z poprawka Holma
na wielokrotne testowanie.

Sprawdzono za pomoca testu y®> Pearsona czy kazdy z badanych wariantow
genetycznych spetniat zatozenia roéwnowagi Hardy’ego-Weinberga (HWE — ang. Hardy-
Weinberg Equilibrium). Asocjacje badanych SNP z ryzykiem wystgpienia oSteopenii
I osteoporozy oceniano w pigciu modelach genetycznych (kodominujacy, dominujacy,
recesywny, nad-dominujacy i log-addytywny) za pomocg bezwarunkowej analizy regresji
logistycznej i przedstawiano jako ilorazy szans (OR — ang. odds ratio) i zwigzane z nimi 95%
przedziaty ufnosci (95% Cl — ang. 95% confidence interval). Najlepsze modele dziedziczenia
wybrano za pomoca kryterium informacyjnego Akaike (AIC).

Obliczono parametry nierownowagi sprzezen (LD — ang. linkage disequilibrium)
pomigdzy badanymi SNP oraz czgstosci wystepowania haplotypow przy uzyciu programu
Haploview w wersji 4.2 [149]. Statystycznie istotne wartosci p skorygowano stosujac 10 000-
krotny test permutacji.
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5. Wyniki

5.1. Charakterystyka pacjentek zakwalifikowanych do badania

W pracy analizie poddano tacznie 802 kobiety rasy kaukaskiej i narodowosci polskiej.

Srednia wieku catej zebranej grupy wynosita 54,7+8,6 lat (zakres 51—78 lat).

U wszystkich pacjentek wykonano pomiary gestosci mineralnej kosci (BMD)
w Pracowni Densytometrii, Szpitala Klinicznego nr 1 Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie. Na podstawie przeprowadzonych badan DEXA pacjentki zakwalifikowano do
trzech grup:
A. Grupa kontrolna — T-score wigkszy od —1,0
B. Osteopenia — T-score migdzy —1,0 a —2,5
C. Osteoporoza — T-score mniejszy od —2,5

Do grupy kontrolnej wiaczono 375 pacjentek (46,8%), u 110 kobiet (13,6%)
stwierdzono osteopeni¢, a u 317 (39,6%) osteoporozg. Podziat pacjentek wiaczonych do

badania przedstawiono naryc. 1.

osteopenia gener 3
T-score od -1,0 do -2,5 % g,
13,6% \§
802 46,8%
pacjentki grupa kontrolna
T-score powyzej -1,0
osteoporoza

T-score ponizej -2,5

acj@nfe k

Rycina 15. Podziat pacjentek zakwalifikowanych do badania.

W tabeli 1. przedstawiono $rednie wynikow densytometrycznych pacjentek z grup
wyszczegolnionych W pracy. Srednia gestosé mineralna kosci kregostupa ledzwiowego
(L2-L4), w g/cm? wynosita 1,20+0,10 w grupie kontrolnej, 0,98+0,05 u kobiet z osteopenia
i 0,82+0,07 u pacjentek z osteoporozg (p<0,001). Wskazniki $redniej BMD w poréwnaniu ze
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srednig dla mtodych dorostych kobiet (YA — ang. young adults) i sredniej BMD w poréwnaniu
ze $rednig dla danego wieku (AM — ang. age matched) wynosily odpowiednio w procentach:
100,45+8,03 i 108,52+10,23 w grupie kontrolnej, 81,71+4,43i 89,24+6,62 w osteopenii
i 68,26+5,34 oraz 78,10+7,15 w osteoporozie (p<0,001). Srednie warto$ci parametréow T-score
I Z-scorew grupie kontrolnej wynosity 0,05+0,90 i 0,64+1,11, w osteopenii —1,80+0,43
I —0,84+0,66, oraz —3,16+0,54 i —1,62+0,72 w osteoporozie (p<0,001).

Tabela 7. Poréwnanie wynikow densytometrycznych pacjentek

A B c ) )
Parametr Grupa kontrolna Osteopenia Osteoporoza

(n=375) (n=110) (n=317) (Anova) | (Tukey HSD)

BMD L2-L4 (glem?)
748D 120£0,10 0,98£0,05 0828007 | o0t |omert
Me 119 0,07 0,83 <o 001
(min-max) (1,08-1,47) (0,90-1,07) (0,63-0,90) o
BMD L2-L4 YA (%)
7£SD 100,458,03 81,71+4,43 68.26£534 | oo, g:ﬁ::g 88}
Me 99,00 81,00 69,00 <o 001
(min-max) (90,00-123,00) | (75,00-89,00) | (53,00-75,00) !
BMD L2-L4 AM (%)
725D 10852£1023 |  89.2416,62 BAOKTAS | oo [
Me 107,00 89,00 78,00 <0 001
(min-max) (91,00-133,00) | (74,00-108,00) | (60,00-92,00) ’
T-score
748D 0,06:0,90 1808043 | 6084 | o o0s |Shet
Me ~0,17 -1,89 -3,05 St FAped
(min-max) (-097-313) | (-2,49)~(-1,05) | (-4,73)~(-2,50) —<
Z-score
#SD 0,64+1,11 ~0,84+0,66 ~1,620,72 e
Me 0,56 -0,88 1,62 <0,00 B‘C‘:8’881
(min-max) (-1,85-2,65) (-2,36-0,77) (-3,13-0,98) =<

Analizujac zebrane z dokumentacji medycznej i wywiadu z pacjentkg dane kliniczne
zaobserwowano, ze sredni wiek kobiet z osteoporozg byl statystycznie istotnie wyzszy od
srednich w pozostatych grupach: 56,45+8,83 lata vs. 53,4948,23 lata w grupie kontrolnej
(p=0,058) oraz 53,1948,20 lata u kobiet z osteopenig (p=0,010). Roznice statystycznie istotne
obserwowano roéwniez dla wzrostu, masy ciata (p<0,001) oraz wskaznika masy ciala BMI
(p=0,004). Najnizszg srednig wzrostu odnotowano w grupie z osteoporozg 160,18+5,12 cm vs.
162,81+5,02 cm w osteopenii (p=0,002) i 163,17+5,98 cm w grupie kontrolnej (p=0,002).
Pacjentki z osteoporozg miaty rowniez najnizszg $rednig masg ciata 60,93+9,16 kg, a roznica
byta statystycznie istotna w porownaniu ze $rednig kobiet z osteopenig (p=0,011) oraz grupa

kontrolna (p<0,001). Srednia wskaznika masy ciata w grupie kobiet z osteoporoza byla
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statystycznie istotnie nizsza od $redniej w grupie kontrolnej (23,70+3,10kg/m? vs.
25,84+4,55 kg/m?, p=0,003). Nie zaobserwowano roznic statystycznie istotnych pomiedzy
srednimi latami wystgpienia pierwszej i ostatniej miesigczki oraz wyliczonym na ich podstawie
okresem reprodukcyjnym. W grupie z osteoporozg $rednio uptyneto wiecej lat od menopauzy,
niz W pozostatych grupach: 10,63+5,75 vs. 7,18+6,02 w osteopenii (p=0,013), oraz 7,03+5,59
w kontroli (p=0,003). Liczba przebytych ciaz byta bardzo podobna we wszystkich grupach
(mediana — dwie cigze, zakres od braku przebytej ciagzy do 6 cigz w grupach kontrolnej
| osteopenii oraz 7 w grupie z osteoporozg). Natomiast srednia masa urodzeniowa ich dzieci
byta statystycznie istotnie najwyzsza dla kontroli: 3628,95+480,75 g vs. 3226,79+411,07 g
w osteopenii (p=0,014) i 3141,25+536,32 g w osteoporozie (p=0,009) (tab. 8.).
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Tabela 8. Poréwnanie danych klinicznych pacjentek

A B C
. p p
Parametr Grupa kontrolna Osteopenia Osteoporoza

A Tukey HSD
(n=375) (n=110) (n=317) (Anova) (Tukey HSD)

Wiek pacjentki (lata) C-A-0,058
x+SD 53,4918,23 53,1948,20 56,45+8,83 0,007 B-A-0,972
me (min-max) 55,00 (51,00-71,00) 53,00 (52,00-77,00) 57,00 (51,00-78,00) B-C-0,010
Wzrost (cm) C-A-0,002
x+SD 163,17+5,98 162,8115,02 160,18+5,12 <0,001 B-A-0,905
me (min-max) 164,00 (152,00-180,00) 163,00 (150,00-175,00) 160,00 (150,00-175,00) B-C-0,002
Masa ciata (kg) C-A-<0,001
x+SD 68,71+£12,22 65,51£11,14 60,9349,16 <0,001 B-A-0,148
me (min-max) 66,00 (50,00-100,00) 65,00 (41,00-114,00) 61,00 (43,00-85,00) B-C-0,011
BMI (kg/m2) C-A-0,003
x+SD 25,8414 55 24,72+3,97 23,70£3,10 0,004 B-A-0,157
me (min—-max) 24,76 (18,33-37,18) 24,98 (17,30-43,43) 23,63 (17,10-31,63) B-C-0,168
Pierwsza miesigczka (lata) C-A-0,630
x+SD 13,38+1,88 13,12+2,39 12,94+2,16 0,654 B-A-0,854
me (min-max) 14,00 (9,00-16,00) 13,00 (9,00-18,00) 13,00 (9,00-18,00) B-C-0,894
Ostatnia miesigczka (lata) C-A-0,060
x+SD 50,17+4,39 49,341+4,59 48,06+5,08 0,057 B-A-0,646
me (min-max) 50,00 (41,00-58,00) 50,00 (38,00-60,00) 49,00 (34,00-60,00) B-C-0,237
Okres reprodukcyjny (lata) C-A-0,766
xxSD 36,38+5,35 36,20+4,93 35,62+5,01 0,724 B-A-0,986
me (min-max) 37,00 (27,00-48,00) 36,50 (23,00-49,00) 36,00 (24,00-48,00) B-C-0,795
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A B C
: p p
Parametr Grupa kontrolna Osteopenia Osteoporoza

Tukey HSD

(n=375) (n=110) (n=317) (Anova) (Tukey HSD)

Lata od menopauzy C-A-0,013
x+SD 7,03+5,59 7,18+6,02 10,6315,75 0,001 B-A-0,992
me (min-max) 6,50 (1,00-23,00) 6,00 (0,00-25,00) 10,00 (1,00-22,00) B-C-0,003
Liczba cigz C-A-0,994
xxSD 1,94+1,22 1,84+1,13 1,92+1,31 0,852 B-A-0,867
me (min-max) 2,00 (0,00-6,00) 2,00 (0,00-6,00) 2,00 (0,00-7,00) B-C-0,902
Masa noworodka (g) C-A-0,009
xxSD 3628,95+480,75 3226,79+411,07 3141,25+536,32 0,005 B-A-0,014
me (min-max) 3600 (2460-5100) 3200 (2500-4500) 3000 (2470-4500) B-C-0,828

49—




Wyniki

5.1.1. Charakterystyka badanych wariantéw genu TNFRSF11B

W toku pracy przeanalizowano pig¢ polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP —

ang. single nucleotide polymorphism) genu TNFRSF11B (TNF — ang. receptor

superfamilymember 11b) kodujacym osteoprotegeryne. W tabeli 3 zestawiono nazwy

Zwyczajowe,
referencyjnego genomu GRCh38.p14) oraz

numery identyfikacyjne rs,

ich funkcje i

czestosci

pozycje wariantow na chromosomie (wg.

wystepowania

poszczeg6lnych alleli w populacjach europejskich wg Projektu 1000 Genomoéw [150].

Tabela 9. Badane warianty genu TNFRSF11B
N Pozycja Czestosé

azwa . . ; :
2WvCzaiowa Numerrs | Allele | na chromsomie Znaczenie wystepowania alleli

yeza) (GRCh38.p14) w populaciji europejskiej

163A>G rs3102735 | T>C | chr8:118952831 | 2KB Upstream Variant T=0,8678/ C=0,1322
245T>G rs3134069 | A>C | chr8:118952749 | 2KB Upstream Variant A=0,9563/ C=0,0437
950T>C rs2073617 | G>A | chr8:118952044 | 2KB Upstream Variant G=0,4891/ A=0,5109
1181G>C rs2073618 | G>C | chr8:118951813 Missense Variant G=0,5328/ C=0,4672
6890A>C rs7844539 | T>G | chr8:118926486 Intron Variant T=0,8777/ G=0,1223

5.1.2. Allele Frequencyl1000Genomes(Europe)

Po przeprowadzeniu analiz laboratoryjnych metoda real-time PCR uzyskano wyniki
dla 375 kontroli, 110 kobiet z osteopenia oraz 317 z osteoporoza. Czgstosci wystepowania
genotypow analizowanych w pracy wariantow polimorficznych byly dla wszystkich grup
zgodne z prawem rownowagi Hardy’ego-Weinberga (HWE — ang. Hardy-Weinberg
Equilibrium). Czg¢stos¢ wystepowania alleli rzadszych (MAF — ang. minor allele frequency)

dla danych grup oraz procent brakujacych oznaczen genotypoéw przedstawiono w tabeli 10.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/docs/gsr/alfa
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJEB6930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN07488239
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Tabela 10. Analiza SNP dla caltej grupy

Grupa kontrolna Osteopenia Osteoporoza
SR n=375 _ n=110 _ n=317 _
MAE H\:)VE Ml(so/sol)ng MAE H\:JVE MI?;)I;Q MAE H\:)VE Ml(s;:;}g
rs3102735 | G=14,2 | 0,28 1,6 G=126 | 0,37 1,8 G=149 | 0,51 0,6
rs3134069 | G=7,3 1,00 3,7 G=5,3 1,00 4,6 G=6,6 0,45 15,8
rs2073617 | C=459 | 0,40 24 C=432 | 0,16 55 T=48,5 0,57 2,8
rs2073618 | C=45,8 | 0,25 1,1 C=444 | 0,56 1,8 C=454 | 0,31 0,9
rs7844539 | C=12,9 | 0,31 11 C=154 1,00 1,8 C=14,0 1,00 2,86

5.1.3. Czestos¢ wystepowania genotypow i alleli badanych polimorfizméw genu
TNFRSF11B w badanych grupach

Czgstos¢ wystgpowania genotypow i alleli analizowanych w pracy wariantow genu

TNFRSF11Bw badanych grupach kobiet przedstawiono w tabeli 5. Przeprowadzona analiza

testem chi kwadrat wykazata, roznice statystycznie istotne w czgstoSci wystepowania alleli

wariantu 950T>C (rs2073617) pomig¢dzy grupami. Allel C wystepowat u 43,2% pacjentek

Z osteopenig, 45,9% kontroli i 51,5% kobiet z osteoporoza (p=0,047).

Tabela 11. Czgstos¢ wystepowania genotypow i alleli polimorfizméw genu TNFRSF11B
w badanych grupach kobiet.

Grupa kontrolna Osteopenia Osteoporoza
SNPI/rs Genotypy/allele n=375 n=110 n=317 p
n (%) n (%) n (%)
AA 274 (74,3) 83 (77,6) 226 (71,7)
AG 85 (23,0) 21(19,6) 84 (26,7) 0,491
163A>G GG 10 (2,7) 3(2,8) 5(1,6)
rs3102735 Suma 369 (100,0) 107 (100,0) 315 (100,0)
AllelA 633 (85,8) 187 (87,4) 536 (85,1) 0.705
AllelG 105 (14,2) 27 (12,6) 94 (14,9)




Wyniki

Grupa kontrolna Osteopenia Osteoporoza
SNPI/rs Genotypy/allele n=375 n=110 n=317 p
n (%) n (%) n (%)
TT 310 (85,9) 93 (89,4) 238 (87,5)
TG 49 (13,6) 11(10,6) 32 (11,8) 0,827
245T>G GG 2(0,6) 0(0,0) 2(0,7)
rs3134069 Suma 361 (100,00) 104 (100,00) 272 (100,00)
AllelT 669 (92,7) 197 (94,7) 508 (93,4) 0,580
AllelG 53(0,73) 11(0,53) 36 (0,66)
TT 111 (30,3) 37 (35,9) 75 (24,4)
TC 174 (47,5) 43 (41,7) 149 (48,4) 0,137
950T>C CcC 81(22,1) 23 (22,3) 84 (27,3)
rs2073617 Suma 366 (100,0) 103 (100,0) 308 (100,0)
AllelT 396 (54,1) 117 (56,8) 299 (48,5) 0,047
AllelC 336 (45,9) 89 (43,2) 317 (51,5)
GG 103 (27,8) 31(29,0) 89 (28,3)
GC 196 (52,8) 57 (53,3) 165 (52,5) 0,996
1181G>C CcC 72 (19,4) 19 (17,8) 60 (19,1)
rs2073618 Suma 371 (100,0) 107 (100,0) 314 (100,0)
Allel G 402 (54,2) 119 (55,6) 343 (54,6) 0,032
Allel C 340 (45,8) 95 (44,4) 285 (45,4)
AA 282 (75,8) 76 (71,0) 217 (73,8)
AC 84 (22,6) 29 (27,1) 71(24,2) 0,964
6890A>C cC 6 (1,6) 2(1,9) 6 (2,0)
rs7844539 Suma 372 (100,0) 107 (100,0) 294 (100,0)
Allel A 648 (87,1) 181 (84,6) 505 (85,9) 0,803
Allel C 96 (12,9) 33(15,4) 83 (14,1)
p=Chi-kwadrat
W kolejnym etapie pracy przeprowadzono szczegétowa analize czgstosci

wystepowania genotypow i alleli pomigdzy grupag kontrolng i osteoporozg oraz grupg kontrolng

I osteopenig. Obliczono wspotczynniki ryzyka dla 5 modeli genetycznych (kodominujacego,

dominujacego, recesywnego, nad-dominujacego oraz log-addytywnego).

5.1.4. Grupy kontrolna i osteopenia

W tabeli 6 poréwnano czestos¢ wystepowania alleli omawianych w pracy wariantow

polimorficznych u pacjentek z osteopenig i grupg kontrolng. Czestosci wystepowania rzadszych
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alleli tych SNP byty porownywalne w obu grupach. Allele typu dzikiego wariantowrs3102735,
rs3134069, rs2073617 oraz rs2073618 obserwowano czesciej u kobiet z osteopeniag
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Tylko dla polimorfizmu rs7844539 rzadszy allelC
wystepowat U 15%pacjentek z osteopenig oraz u 13% w grupie kontrolnej (OR=1,23; 95%PU:
0,65-2,34; p=0,526).

Tabela 12. Czestos¢ wystgpowania alleli polimorfizmow genu TNFRSF11B w grupach
kontrolnej i z osteopenia

Odsetek Pearson's
SNP grupa Allele przebadanych | Chi? OR (95% Cl)
0sob P
A G
163A>G osteopenia | 187 (0,87) | 27 (0,13) 0,98 0,360 0,548 0,87 (0,55-1,37)
($3102735 P ’ : ’ ’ ’ ST
kontrola | 633 (0,86) | 105 (0,14)
T G
245T>G osteopenia | 197 (0,95) | 11 (0,05) 0,96 1,061 0,302 0,70 (0,36-1,38)
rs3134069 P ’ ! ’ ’ ’ RS
kontrola | 669 (0,93) | 53(0,07)
T C
90T>C osteopenia | 117 (0,57) | 89 (0,43) 0,97 0,472 0,491 0,90 (0,66-1,22)
52073617 P ’ ! ! ’ ’ o0 B
kontrola | 396 (0,54) | 336 (0,46)
G C
1816>C osteopenia | 119 (0,56) | 95 (0,44) 0,99 0,136 0,711 0,94 (0,70-1,28)
52073618 P ’ ! ’ ’ ’ = B
kontrola | 402 (0,54) | 340 (0,46)
A C
6890A>C .
<7844539 osteopenia | 181 (0,85) | 33(0,15) 0,98 0,401 0,526 1,23 (0,65-2,34)
kontrola | 648 (0,87) | 96 (0,13)

W nastepnym etapie pracy zbadano asocjacje badanych SNP z ryzykiem wystapienia
osteopenii w pigciu modelach genetycznych (kodominujacy, dominujgcy, recesywny, nad-
dominujacy i logarytmiczny) za pomoca bezwarunkowej analizy regresji logistycznej. Dla

zadnego z modeli nie uzyskano statystycznie istotnych wynikéw (tab. 13.).
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Tabela 13. Asocjacje wariantow genu TNFRSF11B z osteopenig

SNP model kontrola osteopenia OR (95%PU) p AIC
AA 274 (74,3) 83 (77,6) 1,00
AG 85 (23,0) 21(19,6) 0,82 (0,48-1,40) 0,752 | 512,8
GG 10 (2,7) 3(2,8) 0,99 (0,27-3,68)
:;3331'6(‘)2335 dominujacy 95 (25,7) 24 (22,4) 0,83 (0,50-1,39) 0,482 | 510,8
recesywny 359 (97,3) 104 (97,2) 1,04 (0,28-3,83) 0,958 | 511,3
nad-dominujacy 284 (77,0) 86 (80,4) 0,82 (0,48-1,39) 0,451 | 510,8
log-addytywny 369 (77,5) 107 (22,5) 0,88 (0,57-1,36) 0,557 | 511,0
T 310(85,9) 93 (89,4) 1,00
TG 49 (13,6) 11 (10,6) 0,75 (0,37-1,50) 0,704 | 498,6
GG 2(0,6) 0(0,0) —
245T>G dominujacy 51 (14,1) 11(10,6) 0,72 (0,36-1,44) 0,337 | 4974
rs3134069
recesywny 359 (99,4) 104 (100,0) — 1,000 | 497,3
nad-dominujacy 312 (86,4) 93 (89,4) 0,75 (0,38-1,51) 0,413 | 497,6
log—addytywny 361 (77,6) 104 (22,4) 0,70 (0,36-1,38) 0,704 | 497,2
TT 111 (30,3) 7(35,9) 1,00
TC 174 (47,5) 3(41,7) 0,74 (0,45-1,22) 0,504 | 4984
CcC 81(22,1) 3(22,3) 0,85 (0,47-1,54)
?:2001-72% 17 Dominujacy 255 (69,7) 66 (64,1) 0,78 (0,49-1,23) 0,284 | 496,6
Recesywny 285 (77,9) 0(77,7) 1,01 (0,60-1,71) 0,966 | 497,8
nad-dominujacy 192 (52,5) 0 (58,3) 0,79 (0,51-1,23) 0,297 | 496,7
log-addytywny 366 (78,0) 103 (22,0) 0,90 (0,67-1,22) 0,505 | 497,3
GG 103 (27,8) 1(29,0) 1,00
GC 196 (52,8) 7 (53,3) 0,97 (0,59-1,59) 0,920 | 514,2
CC 72 (19,4) 19 (17,8) 0,88 (0,46-1,67)
:;28017?32?8 dominujacy 268 (72,2) 76 (71,0) 0,94 (0,59-1,52) 0,807 | 512,3
recesywny 299 (80,6) 8 (82,2) 0,90 (0,51-1,57) 0,700 | 512,2
nad-dominujacy 175 (47,2) 0 (46,7) 1,02 (0,66-1,57) 0,936 | 512,3
log—addytywny 371 (77,6) 107 (22,4) 0,94 (0,68-1,29) 0,702 | 512,2
AA 282 (75,8) 76 (71,0) 1,00
AC 84 (22,6) 29 (27,1) 1,28 (0,61-2,67) 0,795 | 227,7
CcC 6 (1,6) 2(1,9) 1,24 (0,11-14,02)
?5798(13;29 dominujacy 90 (24,2) 31(29,0) 1,28 (0,62-2,61) 0,499 | 2257
recesywny 366 (98,4) 105 (98,1) 1,16 (0,10-13,08) | 0,903 | 226,1
nad-dominujacy 288 (77,4) 78 (72,9) 1,27 (0,61-2,65) 0,513 | 2257
log—addytywny 372 (36,7) 107 (63,3) 1,24 (0,64-2,38) 0,518 | 2257
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Grupy kontrolna i osteoporoza

Porownujac czgstos¢ wystepowania alleli badanych wariantéw genu TNFRSF11B
w grupach kontrolnej i z osteoporoza zaobserwowano statystycznie istotng réznice dla
rs2073617. AllelC wystepowal czesciej u pacjentek z osteoporozag W poréwnaniu Z grupa
kontrolng 51% vs. 46%, p=0,041; OR=1,249; 95%PU: 1,008-1,548. Dla pozostatych warian-
tow polimorficznych nie zaobserwowano statystycznie istotnych roéznic w czestosci wystepo-

wania alleli pomig¢dzy grupg kontrolng i osteoporoza (tabela 8.).

Tabela 14. Czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmow genu TNFRSF11B w grupach
kontrolnej i z osteoporozg

Odsetek 0sdb Pearson's OR
SNP Grupa Allele z niebrakujgcymi | Chi? 0
. p (95% ClI)
genotypami
A G
163A>G 1,057
<3102735 osteoporoza | 536(0,85) 94(0,15) 0,988 0,131 0,717 (0,782~1.428)
kontrola 633(0,86) | 105(0,14)
T G
245T>G 0,894
53134069 osteoporoza | 508(0,93) 36(0,07) 0,918 0,155 0,693 (0,514~1,556)
kontrola 669(0,93) 53(0,07)
T C
950T>C 1,249
2 4 17 (0,51 7 41 41 i
$2073617 osteoporoza | 299 (0,49) | 317(0,51) 0,973 ,139 0,0 (1,008~1,548)
kontrola 396 (0,54) | 336 (0,46)
G C
1181G>C 0,982
4 285(0,4 2 7 :
<2073618 osteoporoza | 343(0,55) 85(0,45) 0,989 0,026 0,870 (0,793~1,216)
kontrola 402(0,54) | 340(0,46)
A C
6890A>C 1.101
14 2 1 7 ;
57844539 osteoporoza | 505 (0,86) | 83(0,14) 0,96 0,100 0,750 (0,606~2,002)
kontrola 108 (0,87) | 16(0,13)

Rowniez w analizie asocjacji wariantow polimorficznych genu TNFRSF11B z ryzykiem
wystgpienia 0steoporozy najciekawsze wyniki uzyskano dla rs2073617. Zaobserwowano
w modelu dominujgcym (TT vs. TC+CC) przewage genotypow zawierajgcy zmutowany allelC
W grupie z osteoporozg 27,3% vs. 22,1% w kontroli (OR=1,35; 95%PU: 0,96-1,90; p=0,083;
AIC=930,4). Najlepszym dla tego wariantu okazal si¢ model log-addytywny OR=1,24;
95%PU: 1,00-1,53; p=0,046; AlC=929,4). Dla pozostatych SNP analiza pojedynczych loci nie

wykazala statystycznie istotnych asocjacji z osteoporoza.
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Tabela 15. Asocjacje wariantoéw genu TNFRSF11B z osteoporoza

SNP Model Kontrola Osteoporoza OR (95%PU) p AIC
AA 274 (74,3) 226 (71,7) 1,00
AG 85 (23,0) 84 (26,7) 1,20 (0,84-1,70) 0,358 | 9479
GG 10 (2,7) 5(1,6) 0,61 (0,20-1,80)
rs136 13(';;(3;5 dominujacy 95 (25,7) 89 (28,3) 1,14 (0,81-1,59) 0,461 | 9474
recesywny 359 (97,3) 310 (98,4) 0,58 (0,20-1,71) 0,312 | 946,9
nad-dominujacy 284 (77,0) 231 (73,3) 1,21 (0,86-1,72) 0,273 | 946,8
log-addytywny 369 (53,9) 315 (46,1) 1,06 (0,78-1,43) 0,718 | 9478
TT 310(85,9) 119 (87,5) 1,00
TG 49 (13,6) 16 (11,8) 0,85 (0,47-1,55) 0,846 | 589,0
GG 2(0,6) 1(0,7) 1,30 (0,12-14,50)
245T>G .
s3134069 dominujacy 51 (14,1) 17 (12,5) 0,87 (0,48-1,56) 0,635 | 587,1
recesywny 359 (99,4) 135 (99,3) 1,33(0,12-14,78) | 0,820 | 587,3
nad-dominujacy 312 (86,4) 120 (88,2) 0,85 (0,46-1,55) 0,590 | 587,0
log-addytywny 361 (72,6) 136 (27,4) 0,90 (0,52-1,55) 0,693 | 587,2
T 111 (30,3) 75 (24,4) 1,00
TC 174 (47,5) 149 (48,4) 1,27 (0,88-1,83) 0,135 | 9314
CcC 81(22,1) 84 (27,3) 1,53 (1,01-2,34)
r39250072>6c1:7 dominujacy 255 (69,7) 233 (75,6) 1,35 (0,96-1,90) 0,083 | 930,44
recesywny 285 (77,9) 224 (72,7) 1,32 (0,93-1,88) 0,122 | 931,0
nad-dominujacy 192 (52,5) 159 (51,6) 1,03 (0,76-1,40) 0,829 | 933,3
log-addytywny 366 (54,3) 308 (45,7) 1,24 (1,00-1,53) 0,046 | 9294
GG 103 (27,8) 89 (28,3) 1,00
GC 196 (52,8) 165 (52,5) 0,97 (0,69-1,38) 0,985 | 950,8
CC 72 (19,4) 60 (19,1) 0,96 (0,62-1,50)
;12317;:% dominujacy 268 (72,2) 225 (71,7) 0,97 (0,70-1,36) 0,866 | 948,8
recesywny 299 (80,6) 254 (80,9) 0,98 (0,67-1,44) 0,921 | 9489
nad-dominujacy 175 (47,2) 149 (47,5) 0,99 (0,73-1,34) 0,941 | 9489
log-addytywny 371 (54,2) 314 (45,8) 0,98 (0,79-1,22) 0,866 | 948,8
AA 282 (75,8) 217 (73,8) 1,00
AC 84 (22,6) 71(24,2) 1,09 (0,55-2,15) 0,948 | 290,44
cC 6 (1,6) 6 (2,0) 1,30 (0,14-11,89)
6890A>C .
(<7844539 dominujacy 90 (24,2) 77 (26,0) 1,10 (0,57-2,14) 0,773 | 288,55
recesywny 366 (98,4) 288 (98,0) 1,27 (0,14-11,59) | 0,828 | 288,5
nad-dominujacy 288 (77,4) 223 (76,0) 1,08 (0,55-2,13) 0,821 | 2885
log-addytywny 372 (54,0) 294 (46,0) 1,10 (0,61-2,00) 0,750 | 288,44
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5.1.5. Analiza nierébwnowagi sprzezen i czestosci wystepowania haplotypéw
analizowanych wariantow genu TNFRSF11B
Wykorzystano program Haploview 4.2 [151] do analizy nierownowagi sprz¢zen (LD)
pomiedzy badanymi wariantami genu TNFRSF11B oraz czestosci wystgpowania haplotypow
badanych wariantéw genu TNFRSF11B.

Tabela 16. Statystyki sity nierownowagi sprzgzen pomiedzy analizowanymi wariantami genu

TNFRSF11B

SNP1 SNP2 D' LOD r2 Odlegtos¢ w pz
rs7844539 rs2073618 0,193 0,52 0,008 25327
rs7844539 rs2073617 0,712 6,47 0,077 25558
rs7844539 rs3134069 1,0 1,08 0,01 26263
rs7844539 rs3102735 0,373 8,5 0,124 26345
rs2073618 rs2073617 0,539 42,57 0,224 231
rs2073618 rs3134069 0,696 4,89 0,043 936
rs2073618 rs3102735 0,089 0,18 0,001 1018
rs2073617 rs3134069 0,751 9,3 0,048 705
rs2073617 rs3102735 0,254 2,25 0,012 787
rs3134069 rs3102735 0,876 41,12 0,346 82

Analize nier6wnowagi sprzezen przeprowadzono dla catej badanej grupy 802
pacjentek. Odlegtos¢ pomiedzy analizowanymi SNP genu TNFRSF11B wynosi tylko 82 para
zasad wariantow rs3134069 i rs3102735, natomiast rs7844539 i rs3102735 dzieli ponad 26 kpz
(doktadnie 26345 par zasad). Uzyskane statystyki: D' Lewontina, logarytm szans (LOD — ang.
logarithm of the odds) oraz wspétczynniki korelacji r? pomiedzy polimorficznymi wariantami
zestawiono w tabeli 10 oraz przedstawiono na rycinie 2.

Asocjacje haplotypow genu TNFRSF11B z osteopenig i osteoporoza przeprowadzono
dla czterech wariantoéw polimorficznych. Wariant rs7844539 zostat wytaczony z analizy ze
wzgledu na stabe sprzezenie z pozostatymi polimorfizmami. Uzyskane asocjacje przedstawia
tabela 11, a litery w haplotypach oznaczaja odpowiednio: pierwsza — allel polimorfizmu
rs2073618, druga — rs2073617, trzecia — rs3134069 i czwarta — rs3102735. W grupie
kontrolnej najczesciej wystepowal haplotyp CTTA. Haplotyp GCTA wystepowat u 32,4%
pacjentek z grupy kontrolnej i u 40,7% z osteoporoza (p=0,0078). Natomiast haplotyp GTTA
wystepowat rzadziej w grupie pacjentek z osteoporoza W porownaniu z grupg kontrolng (7,6%

vs. 12,1%, p=0,0171). Statystycznie istotne réznice zaobserwowano réwniez W czgstosci

57—



Wyniki

wystepowania haplotypu CCTA pomiedzy grupa kontrola a osteopenig (p=0,0083) oraz
osteoporoza (p=0,0022). Przeprowadzony zostat rowniez test 10000 permutacji, ktory podnidst
warto$¢ poziomu istotnosci p. Uzyskane w tym tescie wartosci p zostaty przedstawione w tabeli
11 w nawiasach przy odpowiednich statystycznie istotnych warto$ciach. Test potwierdzit
statystycznie istotne asocjacje haplotypow CCTA i GCTA z osteoporoza (odpowiednio
p=0,0132 i p=0,0467).
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Rycina 16. Analiza nierownowagi sprzezen pomi¢dzy pigcioma analizowanymi w pracy SNP

genu TNFRSF11B w catej grupie 802 pacjentek. Sprzezenie pomiedzy SNP
oceniono na podstawie wartoéci D’ i r.

(A) wartosci D' po lewej stronie. D'=1 oznacza petne sprzg¢zenie (linkagedisequilibrium),
D'=0 oznacza brak sprzezenia czyli rownowage sprzezen (linkageequilibrium). (B) r? po
prawej stronie. r>=1 oznacza pelne sprzezenie, r>>0,33 oznacza silne sprzezenie, a r>=0

rownowage sprzezen.

Tabela 17. Wyniki asocjacji haplotypéw genu TNFRSF11B z osteopenig i osteoporoza

Erekwencia w arubie Osteopenia Osteoporoza
ja W grup vs, kontrola vs, kontrola
haplotyp*
. Chi2 Chi?
grupa kontrolna osteopenia osteoporoza 0 0
CTTA 0,346 0,380 0,358 0,5531 0,7774
GCTA 0,324 0,352 0,407 0,5191 0,0078 (0,0467)
GTTA 0,121 0,143 0,076 0,3454 0,0171 (0,0981)
GTTG 0,063 0,041 0,062 0,4069 0,8409
CCTA 0,055 0,001 0,011 0,0083 (0,0608) 0,0022 (0,0132)
CCGG 0,048 0,060 0,064 0,6116 0,3317
GCTG 0,014 0,025 0,011 0,8498 0,5419

*rs2073618/rs2073617/rs3134069/rs3102735. W nawiasach warto$¢ p po tescie 10000 permutacji.
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5.1.6. Asocjacje danych klinicznych z badanymi wariantami polimorficznymi

W tabeli 12 przedstawiono wyniki asocjacji $rednich wartosci danych klinicznych
i densytometrycznych pacjentek dla poszczegoélnych genotypoéw badanych wariantow genu
TNFRSF11B w wyodrebnionych ze wzgledu na warto$¢ T-score grupach kobiet.

Statystycznie istotne okazaly si¢ roznice pomie¢dzy $rednimi masy urodzeniowej
noworodkow a genotypami wariantu 245T>G(rs3134069) w grupie kobiet z osteoporoza
(p=0,028; post hoc test: TG-GG p=0,026, TT-GG p=0,030, TT-TG p=0,784) oraz genotypami

1181G>C (rs2073618) w grupie kontrolnej (p=0,044; post hoc test: GC-GG p=0,035,
GG-CC p=0,679, CC-GC p=0,430).

Srednia warto$é T-score u pacjentek z osteoporoza roznita si¢ pomigdzy genotypami
polimorfizmu 1181G>C (rs2073618) i wynosita $rednio 1,21+0,55 dla genotypu GG oraz
1,83+0,61 dla heterozygot GC oraz 1,61+0,92 genotypu CC (Anova p=0,020, post hoc:
GC-GG p=0,015, GG-CC p=0,256, CC-GC p=0,545).

Jednak najciekawsze wyniki uzyskano dla rs3102735 (950T>C). Dla catej badanej
populacji kobiet $rednia masa urodzeniowa noworodkéw matek z genotypem CC wynosita
4056,47 g i byla znaczaco statystycznie wyzsza od $redniej 3238,33 g kobiet z genotypem
heterozygotycznym TC (p<0,001) oraz 3177,699g z genotypem TT (p<0,001). Rodznica
pomigdzy srednimi dla genotypow TC i TT nie byla statystycznie istotna i wynosita p=0,872
(rycina 17.). Po podziale na grupy badane w pracy roznice zaobserwowano dla kobiet
z osteoporoza (Anova p=0,001; post hoc test: TC-CC p=0,0004, TT-CC p=0,002, TT-TC
p=0,669) oraz dla grupy kontrolnej (Anova p=0,006; post hoc test: TC-CC p=0,033, TT-CC
p=0,011, TT-TC p=0,457). Dla pacjentek z osteopenig roznica nie byla statystycznie istotna
(p=0,075), jednak srednia masa noworodkow matek z genotypem CC byta rowniez najwyzsza
wynoszac 3850,00+£705,34 g, a z genotypem TT najnizsza 3198,57+349,90 g (post hoc test:
TC-CCp=0,091, TT-CCp=0,066, TT-TC p=0,957).
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Tabela 18. Srednie+SD wartosci danych klinicznych i densytometrycznych pacjentek dla poszczegodlnych genotypéw polimorfizméw genu

TNFRSF11B w badanych grupach

Gruba Kontrola Osteopenia Osteoporoza
P (n=375) (n=110) (n=317)
163A>G AA AG GG AA AG GG AA AG GG
(3102735 N=274) | (N=85) | (N=10) | P | (N=83) (N=21) (N=3) P | N=226) | (N=84) | (N=5) | P
. 67,61 74,64 76.80 65,68 64,67 6133 6089 | 6195 | 6133
Masa ciata (kg) #1177 | 1488 | #1038 |09 197 15,50 560 |07 4916 | 1875 | 1387 | 900
BMI (kg/m?) 25,62+4,56 | 27,31403 | 28454411 | 0.276 |24.64+3,35] 24812581 | 23164193 | 0,793 |23,623,04|24,25+3 16| 24,59+5,10| 0,661
380611 | 328000 | 325000 320727 | 327000 3850,00 307429 | 273000 | 3700,00
Masanoworodka (9) | 151561 | +71582 | 70071 |0989| sd0585 |  x42778 70534 | 0074| 454752 | +20149 | +105357 | @11
BMD L2-L4 (glcm?) | 1212010 | 1204005 | 1.24+0,14 | 0,676|0,98£0,05 | 0984006 | 095001 |0,687 | 0,82+007 | 0,81+0,06 | 0804011 | 0,591
100,60 99,70 103,60 81,81 81,89 79,67 6872 | 6738 | 6667
BMDL2-L4YA (%) | 4548 w455 | 1178 | 9884 143 510 £153 |07 4519 | 531 | 2850 |09
10896 | 10620 | 110,80 89.16 89,84 88.33 7862 | 7648 | 76,00
BMDL2-LAAM(R) | 1047 | 4763 | 21720 |988%| 4679 7,07 379|988 70 | as10 | w73 [ 0436
T-score 0,08£0,96 | -0,08£0.45 | 0.36+117 | 0,669 |-1,792043| -180£050 | -2,04£0.12 | 0,615 |-3 1120,53|-3 260,55 -3 340,87| 0,445
Z-score 0704116 | 0758042 | 0304143 | 0821|-0,812068| -097+065 | -0,77£0,04 | 0714 |-1,50+0,68|-173+0,84|~2,06+0,33| 0,457
245T>G T 16 GG T 16 GG T TG GG
rs3134069 (n=310) (n=49) (n=2) P (n=93) (n=11) (n=0) Pl (n=238) | (n=32) | (n=2) P
. 68.24 76,00 74,00 65,96 6145 6151 | 5990 | 4600
Masa ciata (kg) £1229 | #1528 | 1414 |%978] 41018 +8 54 - 0163|118 | 858 | a#nA | 0222
BMI (kg/m?) 25704450 | 27.25+6,14 | 26,34+2.34 | 0,704 |24 83+3,55|  23,57+3,24 _ 0,265 | 23,9143 08|22,92+3.26| 19,14+NA | 0,217
368526 | 335600 | 4000,00 321462 | 3510,00 319200 | 296000 | 4800,00
Masanoworodka (9) | 1643139 | 261780 | 14142 |0%%2| 130890 | 469678 - 0191\ t5eo57 | +16523 | +NA | 0028
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Grupa Kontrola Osteopenia Osteoporoza
P (n=375) (n=110) (n=317)

BMD L2-L4 (glom?) | 1210,10 | 1,224011 | 123£0,19 | 0,957 | 098+0,05 | 0,9740,05 _ 0543 | 0,8240,07 | 0,81£0,07 | 0,69tNA | 0,151
10076 | 10133 | 10200 81,95 81,00 6845 | 6770 | 5800

BMDL2-L4YA(%) | 1509 +8.96 +1556 0909 4457 +437 - 05191 (503 | 4587 | Na |01
10004 | 10683 | 107,50 89.46 89,00 7841 | 7570 | 77,00

BMDL2-LAAM(A) | 41045 | 1389 | #2192 |9889| 4679 +566 - 0839| 4753 | 1447 | +nA | 0940

T-score 0104092 | 0,04£086 | 0.22+156 | 0970 |-1774043] 1924041 _ 0.304 | -3.14+0 53| ~3.25£0,60| -4, 24+NA | 0,118

7-score 074110 | 0214154 | 0712175 | 0712 |-0.84068| —0,8620,52 _ 0.938 |-1,6420.68|1,61£1,05| 1. 74+NA | 0,985

950T>C T TC cC T TC cC T TC cC

52073617 0=111) | @=174) | (@=81) | P | (n=37) (n=43) (n=23) Pl (n=75) | (n=149) | (n=84) | P

. 64.13 70,77 72,00 65,08 66,42 67,00 6230 | 6223 | 57.10

Masa ciata (kg) 868 £1365 | +1279 |19 11025 £11,52 1223 [0 4995 | 1789 | g5 |00

BMI (kg/m?) 24,36+2,56 | 26,68+542 | 26,34+4.46 | 0277 |24.00+341| 24.86+436 | 24724440 | 0985 |24,16+3 43|24 2242 79]22,34+2.80| 0,067
306500 | 343000 | 400917 39857 | 324467 3850,00 319750 | 301800 | 4650,00

Masa noworodka (9) | 1e76'93 | 440308 | +55310 |90%8| 134990 +460 67 170534 | 9070| 137557 | 249679 | 421213 | 0001

BMD L2-L4 (glom?) | 1,19£0,05 | 1204011 | 125:0,11 |0152|098£0,05| 097006 | 099+0,05 |0,568 | 0,82+0,08 | 0,82+0,05 | 0.81+0,07 | 0,618

BMD L2-L4 YA (%) | 98,93+4,60 | 99,68+9,33 | 104,0648,96 0,160 [82,00+422| 81,14+4,80 | 8220410 | 0,591 |68,57+6,36|68,60+3,80|67,15+5,79| 0,569
104,71 10824 | 112,00 89,17 88,89 91,12 7850 | 7700 | 7845

BMDL-L4AM (%) | 4786 | #1047 | #1303 |0180) 4713 +6,62 574 |04 igos | 550 | xg02 | 0670

T-score _016£0,49 | 0,04+1.09 | 036£090 | 0266 |-181£041| -1814049 | -1.77£0,36 | 0944 |-3.1240,65|-3.13+0.38|~3,28+0,58| 0,537

Z-score 056073 | 053089 | 081148 |0.809 |-0.83£066| —-0,98+067 | -042+042 | 0,079 |-1,65+0,60|~1,72+0,79|-1,49+0,76| 0,635

1181G>C GG GC cC GG GC cC GG GC cC

152073618 (n=103) | (=196) | (=72) | P | (n=31) (n=57) (n=19) P | (n=89) | (n=165) | (n=60) | P

. 71.25 68,65 67,69 66,17 64.73 65,89 5835 | 6278 | 6032
Masa ciata (kg) 1154 | 21347 | +1247 |90%| 11052 £10,06 s1a72 |9828) L0147 | 1805 | 988 | 0170
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Grupa Kontrola Osteopenia Osteoporoza
P (n=375) (n=110) (n=317)
BMI (kg/m?) 26,62+4,29 | 26,03£5,16 | 25,05¢3,85 | 0,621 (24,62+3,49| 24,38+360 | 2540£531 |0,622(23,213,27(24,172,70|23,56+3,76 | 0,476
3958,18 | 336455 | 3720,00 3166,00 3319,50 3254,29 3523,33 | 3166,15 | 3226,00
Masa noworodka (g) | 1603114 | 50371 | 30332 | 00| 127382 534,86 366,87 | 2801 | +1017.17 | 64305 | 38292 | 07
BMD L2-L4 (gfcm?) | 1,24£0,10 | 1,18£0,10 | 1,20£0,08 | 0,095 0,98£0,06 | 0,98+0,05 0,98£0,05 | 0,956 | 0,84+0,06 | 0,81£0,06 | 0,81+0,08 | 0,411
BMD L2-L4 YA (%) | 103,25+8,11 | 98,3248,52 | 99,75£6,65 | 0,102 |82,00+4,73| 8176+4,35 | 81,44+449 | 0,924 |69,50+4,74|67,91£5,25(68,0046,03| 0,520
111,42 106,60 106,00 89,04 89,62 88,61 8030 | 7718 | 7747
| 0, 3 3 ’ ’ ) ) ) ) )
BMDL-L4AM (%) | 11080 | #1119 | =869 |%2%| sgof +6,39 575 |84 1790 | 631 | 760 | O
T-score 0,33£0,81 | 0,09£1,03 | 0,09+0,69 |0,194 | 1,75£0,44 | 1,81£044 1,86£0,42 | 0,703 | 3,02£0,47 | 3,21+0,52 | 3,15£0,63 | 0,430
Z-score 0,85£1,23 | 044+1,08 | 041:095 |0565|0,71£0,71 |  0,85£0,69 0,96£0,49 | 0,625 | 1,21£0,55 | 1,83£0,61 | 1,6120,92 | 0,020
6890A>C AA AC cC AA AC cC AA AC cC
57844539 (n=282) (n=84) (n=6) P | (n=76) (n=29) (n=2) Py (n=217) | (=71) | (n=6) P
. 68,62 68,36 67,00 66,16 64,38 62,00 6134 | 5883 | 69,33
Masa ciata (kg) £1224 | +1343 NA 0990 41106 959 w424 |97 191g | go8 | 1401 | 0172
BMI (kg/m?) 257444541 | 26324530 | 26,17+NA | 0,921 |24,85¢4,24| 2456+£347 | 238242,67 | 0,898 |23,92+3,01(23,0143,45(25313,44| 0,38
371500 | 3388,00 3260 3265,50 3336,00 3165,00 335929 | 2680,00 | 3250,00
Masanoworodka (9) | 444798 | 453788 | +NA | 0200| 149720 | 458741 19100 | 873 166011 | x206.08 | 77782 | 0407
BMD L2-L4 (gfcm?) | 1,20£0,11 | 1,20£0,06 | 1,38tNA | 0214 | 0,98£0,06 | 0,970,05 0,95£0,02 | 0,434 | 0,81+0,07 | 0,81+0,06 | 0,8620,04 | 0,564
BMD L2-L4 YA (%) | 100,39+8,84 | 99,62+4,99 | 115,00tNA | 0,197 |82,10+4,61| 81,14+4,18 | 78,50£2,12 | 0,381 |68,00+5,48|67,81+5,0571,33£3,79| 0,563
109,22 105,92 125,00 88,73 90,50 91,00 7753 | 7944 | 7967
| 0, L] L] ) ) ) H ) ) )
BMDL-L4AM (%) | 11061 | +892 N 0178 g6 +6,60 566 |04 1737 | 615 | 896 | OO%
T-score 0,06£0,99 | -0,08£0,51 | 147+NA |0261|-177£045 1872042 | -2,112020 |0,367 |-3,1920,57|-3,17+0,50|-2,87£0,37| 0,609
Z-score 0,63£1,21 | 0,70£0,73 | 0,67+NA |0,883|0,89£0,68 | 0,760,63 1,142NA | 0,710 | 1,6420,75 | 1,59+0,66 | 1,80+0,86 | 0,900
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Rycina 17. Poréwnanie $rednich mas noworodkow w zaleznosci od genotypow matek dla
wariantu rs2073617(950T>C) dla catej badanej grupy kobiet.

5.1.7. Kaorelacje danych densytometrycznych z wiekiem i BMI pacjentek

W ostatnim etapie pracy oceniano korelacje wieku i BMI pacjentek z badanych grup
z uzyskanymi w badaniu densytometrycznym parametrami. Stwierdzono dodatnia korelacje
pomigdzy wiekiem i BMI kobiet z grup kontrolnej (r=0,59; p<0,001), z osteopenig (r=0,39;
p<0,001) oraz osteoporoza (r=0,25; p=0,158).

Wszystkie analizowane dane densytometryczne we wszystkich grupach wykazywaty
wzajemne statystycznie istotne, jak rowniez co oczywiste wartosci BMD w poréwnaniu ze
$rednig dla danego wieku (BMD L2-L4 AM) wykazywaly silng korelacje z wiekiem pacjentek.
Nie stwierdzono natomiast istotnych korelacji pomiedzy badanymi parametrami densytome-
trycznymi a wskaznikiem masy ciata BMI. Jedyng statystycznie istotng obserwacja byta

korelacja pomiedzy BMI, a T-score w grupie kontrolnej (r=0,32; p=0,046) (Rycina 18.).
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Rycina 18. Korelacje danych densytometrycznych z wiekiem i BMI pacjentek w poszczegol-
nych grupach kobiet.
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6. Dyskusja

6.1. Genetyczne uwarunkowania osteoporozy

Ryzyko wystapienia ztozonych, wieloczynnikowych schorzen, jaka jest m.in.
osteoporoza, jest silnie uwarunkowane genetycznie. Naukowcy w ostatnich dekadach
poszukiwali, konkretnych genow predysponujacych do tej choroby. Badania asocjacyjne catego
genomu (ang. GWAS) zrewolucjonizowaly podejscie to tego tematu. Metoda bada caty genom
w poszukiwaniu regionow, W ktorych warianty sekwencji DNA wptywaja na ryzyko
wystgpienia choroby. Ustalenia GWAS moga mie¢ kilka implikacji. Moga by¢ wykorzystane
do identyfikacji osob, ktore sa w grupie podwyzszonego ryzyka wystapienia osteoporozy albo
rzuci¢ $wiatlo na mechanizmy, ktore lezg u podstaw powstawania choroby. Daje to mozliwo$¢
nie tylko poszerzenia wiedzy na temat choroby, ale moze rowniez potencjalnie przyczynic si¢
do opracowania nowych metod leczenia. Informacje uzyskane z tych badan mogg rowniez by¢
wykorzystane do precyzyjnego dopasowania leku do pacjenta, w celu uzyskania lepszych
efektow lub zmniejszenia dziatan niepozadanych [152].

Genom kazdego czlowieka jest inny. Roéznice moga polega¢ na istnieniu
nadmiarowego fragmentu (insercja), brakujacych fragmentow (delecja) lub mogg wystepowac
mutacje pojedynczych nukleotydéw. Gdy dana mutacja wystepuje U wiecej niz 1% populacji,
nazywa si¢ ja polimorfizmem pojedynczego nukleotydu. W duzym badaniu obejmujacym
19 000 osob, Richards et al. ocenili 36 000 polimorfizméw pojedynczych nukleotydow
w 150 enach kandydujacych, czyli takich, ktore moga by¢ potencjalna przyczyna osteoporozy.
Tylko dziewig¢ genow (TNFRSF11A, TNFRSF11B, ESR1, LRP5, SOST, LRP4, SPP1, ITGAL
I TNFSF11) wykazato silng korelacj¢ z gestoscig mineralng szyjki kosci udowej lub kregostupa
ledzwiowego, a kolejne cztery geny (LRP5, SPP1, SOST, i TNFRSF11A) byly zwigzane
z ryzykiem ztaman [145].

Przedmiotem niniejszej pracy byta analiza wptywu w patogenezie osteoporozy pigciu
polimorfizméw genu OPG TNFRSF11B — 163A>G (rs3102735), 245 T>G (rs3134069), 950
T>C (rs2073617), 6890 A>C (rs7844639), znajdujgcych si¢ W regionie promotora oraz
1181G>C (rs2073618), znajdujacego si¢ na pierwszym eksonie. Zbadano ich wptyw zaréwno
na osteoporozeg, jak i osteopeni¢. Polimorfizmy 163A>G, 245 T>G, 950 T>C, 1181G>C
wystepowaty czesciej U kobiet u ktorych zaobserwowano osteopenie, jednak nie byty to wyniki

istotne statystycznie. Natomiast analizujac dane zebrane od pacjentek chorujacych na
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osteoporoz¢ zauwazono istotng statystycznie roznice dla polimorfizmu 950 T>C. Kobiety
0 genotypie CC i TC chorowaly 0 5% czg¢sciej od osob 0 genotype TT. Z kolei sprawdzajac
potencjalnie asocjacje czterech haplotypow genu OPG wykazano istotne zwigzek haplotypow
CCTA i GCTA z wystepowaniem osteoporozy, gdzie litery oznaczajg po kolei: pierwsza —
allel polimorfizmu rs2073618, druga — rs2073617, trzecia — rs3134069 i czwarta —
rs3102735. Dodatkowo statystycznie istotne réznice zaobserwowano réwniez W czestosci
wystepowania haplotypu CCTA pomiegdzy grupg kontrolg a osteopenia.

Analizujgc inne dane kliniczne uzyskane w badaniu zauwazono réwniez istotne
statystycznie réznice pomigdzy S$rednimi masy urodzeniowej noworodkéw a genotypami
wariantu 245 T>G w grupie kobiet z osteoporozg i genotypami 1181 G>C w grupie kontrolne;j.
Srednia warto$é T-Score, u pacjentek z osteoporoza roznila si¢ miedzy genotypami wariantu
1181 G>C. Heterozygoty i homozygoty CC mialy wyzsza mas¢ kostng, co wydaje si¢ by¢
zgodne z badaniami przeprowadzonymi przez Abdi et al. [153]. Natomiast nie wystepujaca
wczesniej W literaturze istotng statystycznie zalezno$cia okazal si¢ wptyw polimorfizmu
950 T>C na masg¢ urodzeniowg noworodkéw. Dzieci kobiet z genotypem CC mialy znaczaco

wickszg mase urodzeniowg W porownaniu zZ dzie¢mi matek o genotypie TCi TT.

6.2. Udziat badanych polimorfizméw genu OPG w etiopatogenezie

osteoporozy

Osteoporoza jest najpowszechniejsza chorobg kosci charakteryzujacg si¢ zmniejszong
gestoscig kosci i zwigkszonym ryzykiem zitaman. Wiele badan wykazato, ze genetyka jest
jednym z najwazniejszych czynnikow ryzyka tej choroby [154]. Gen OPG jest jednym z takich
genow, ktory byt badany pod katem jego potencjalnego udziatu w etiologii osteoporozy. OPG
jest biatkiem, ktore reguluje resorpcje kosci poprzez hamowanie aktywnosci osteoklastow,
czyli komorek, ktore rozkladaja tkanke kostng. Polimorfizmy w genie OPG moga zmieniaé
ekspresje lub funkcje biatka OPG, co moze wplywaé na remodeling kosci i potencjalnie
prowadzi¢ do osteoporozy.

W badaniu autorskim nie wykazano zadnego wplywu polimorfizmu 163A>G na
frekwencje wystepowania osteopenii i osteoporozy. Wydaje si¢ by¢ to zgodne z badaniami
przeprowadzonymi przez Wu et al., ktorych badang grupg byty kobiety po menopauzie, ze
szczegdlnym uwzglednieniem kobiet chorych na osteoporoze, zaobserwowali, ze polimorfizm
ten nie ma wplywu na mase kostng ani u kobiet z osteoporoza pomenopauzalng, ani u zdrowych
kobiet po menopauzie [155]. Podobnie, w 2008 roku w Hiszpanii Garcia-Unzueta et al. nie

znalezli zalezno$ci miedzy polimorfizmem 163A>G a zmniejszong masg kostng u kobiet [156].
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W 2012 roku Brambila-Tapia et al. badali znaczenie polimorfizmu 163A>G w u meksy-
kanskich kobiet z reumatoidalnym zapaleniem stawow i osteoporoza. Nie zaobserwowali
zadnych istotnych statystycznie zalezno$ci [157]. Podobnie w polskich badaniach z 2015 roku
przeprowadzonych przez Boron et al., gdzie badano wplyw réznych polimorfizmoéow gendow
OPG na T-score, nie stwierdzono aby polimorfizm 163A>G mial wptyw na wyniki badanych
kobiet [158]. Przedmiotem brazylijskich badan z 2014 roku byt zwigzek poziomu RANKL
i OPG w surowicy ze ztamaniami kregow i gesto$cig mineralng kosci u kobiet chorujacych na
toczen rumieniowaty uktadowy. Dane uzyskane przez badaczy nie wykazaty statystycznie
istotnych zaleznosci [159]. Z kolei z wynikow badan przeprowadzonych w 2017 roku przez
Mydlarova Blascakova et al. wykazano istotne réznice pomigdzy gestoscig mineralng kosci
wsrod badanych o genotypach AA i GG (p<0,05) w grupie kontrolnej oraz genotypami AA
i AG (p<0,01) w grupie osteoporotycznej jednak nie stwierdzono istotnosci Statystycznej
w reprezentowanych genotypach pomigdzy grupg kontrolng a osteoporotyczng [160].
Podobnie, w 2021 r. Abdi et al. stwierdzili, ze polimorfizm 163A>G nie jest potencjalnie
czynnikiem ryzyka osteoporozy pomenopauzalnej, koreluje natomiast z BMD kobiet juz
chorych na osteoporoze [153].

Istnieje rowniez Szereg badan wskazujacych na zwiazek tego polimorfizmu
z wystepowaniem osteoporozy. Pierwszymi byty przeprowadzone na populacji dunskiej
w 2002 roku przez Langdahl et al., gdzie badacze zasugerowali, ze polimorfizm 163A>G moze
mie¢ wplyw zarowno na osteoporoze, jak I wystegpowanie ztaman, poniewaz wystepowanie
tego polimorfizmu korelowato z masg kostng [161]. W innym badaniu dunskich kobiet po
menopauzie z 2004 roku, Jorgensen et al. zauwazyli istotny wptyw polimorfizmu 163A>G
w regionie promotora OPG na mas¢ kostng i ilo$¢ ztaman, niezaleznie od poziomu
osteoprotegeryny w surowicy [162]. W 2006 roku nad problemem pochylity si¢ dwie grupy
naukowcow z Chin. Hsu et al. stwierdzili, ze genotyp GG polimorfizmu 163A>G pozytywnie
korelowal z catkowitym BMD w badaniu populacyjnym, jednak bylo to badanie
przeprowadzone wsrod mezezyzn [163]. Pierwsze polskie badania na ten temat
przeprowadzone zostaty w 2009 roku przez Seremak-Mrozikiewicz et. al., W ktérym objeto
310 niespokrewnionych kobiet. Whnioskiem naukowcow bylo to, ze wariant moze mieé
znaczenie dla rozwoju osteoporozy w grupie osteoporotycznych kobiet, jednak sami badacze
przyznali, ze niezb¢dne sa dalsze badania w tym kierunku, ze szczegdlnym uwzglednieniem
potencjalnego wplywu innych czynnikow [164]. Natomiast badania wykonane na grupie 200
kobiet w tym 2012 roku w Egipcie przez Hussien et al. wskazaty, ze homozygotyczny genotyp

GG wystepujacy przy polimorfizmie 163A>G istotnie zwickszat ryzyko osteoporozy [165].
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W 2016 roku w chorwackim badaniu stwierdzono, ze kobiety po menopauzie z osteoporoza
miaty czgsciej genotyp AG niz kobiety bez osteoporozy, co moze sugerowac, ze polimorfizm
163A>G ma wplyw na wiekszg utrate masy kostnej u kobiet po menopauzie. Jednak jak sami
autorzy zauwazaja, ze liczba osob przez nich zbadanych jest zbyt mata aby méc wysnué
jednoznaczne wnioski [166].

Obszerna metaanaliza wykonana w 2022 roku przez Han et al., gdzie przeanalizowano
wyniki wiekszosci powyzszych badan jak i poprzednio wykonane metaanalizy wykazata, ze
wszystkie znaczace zaleznosci mig¢dzy polimorfizmami OPG 163A>G a zwigkszonym
ryzykiem osteoporozy bytly raczej wynikami niejednoznacznymi, co pokrywa si¢ z wynikami
uzyskanymi w przeprowadzonym eksperymencie [167].

W badaniu autorskim nie wykazano réwniez wptywu polimorfizmu genu 245 T>G na
wystepowanie osteoporozy i osteopenii. Podobne wnioski wyciagnegli Wu et al., ktorzy
sprawdzili zwiazek migdzy iloscig tkanki ttuszczowej, polimorfizmem 245 T>G a wystgpo-
waniem osteoporozy. Zauwazyli , ze masa kostna kobiet po menopauzie chorych na
osteoporozg byta znaczaco nizsza niz kobiet zdrowych po menopauzie. Natomiast procent masy
thuszczowej ciata kobiet z osteoporoza byt rowniez znaczaco nizszy niz U kobiet zdrowych.
Jednak sam polimorfizm 245 T>G nie ma zadnego wpltywu na BMD zaréwno
u osteoporotycznych kobiet po menopauzie, jak i kobiet zdrowych [168]. Podobnie badania
przeprowadzone przez Kim et al. na koreanskiej populacji kobiet wykazaty brak wptywu tego
polimorfizmu zaréwno na mase kostng, jak i same poziomy osteoprotegeryny we krwi [169].
Rowniez badania przeprowadzone w 2011 roku przez Mencej-Bedrac et al. nie wykazaty
wpltywu 245 T>G na poziom OPG w surowicy. W badaniu tym wykazano réowniez, ze
polimorfizm ten nie moze by¢ uznany za czynnik genetycznej podatno$ci na osteoporozg
pomenopauzalng i nie ma wptywu na gestos¢ mineralng kosci [170]. W 2015 roku Zavala-
-Cerna et al. badali polimorfizm osteoprotegeryny 245 T>G w populacji meksykanskiej
z reumatoidalnym zapaleniem stawow i osteoporoza, nie znajdujac przy tym zadnej znaczacej
statystycznie korelacji [171]. Cvijetic et al. rowniez nie znalezli zadnego wptywu tego
polimorfizmu ani na masg¢ kostng ani na czestotliwo$¢ wystgpowania osteoporozy [166].

Istnieje rowniez kilka publikacji wskazujacych na zwiagzek tej zmiany z osteoporoza
I zwigzang Z nig ztamaniami. W przypadku polimorfizmu 245 T>G, pierwszym badaczem
szukajagcym Kkorelacji ze zmniejszong masg kostng i osteoporoza byli Langdahl et al. wykazat
on ze polimorfizm ten jest zwigzany z wystepowaniem zlaman osteoporotycznych [161].
Innymi badaniami, w ktorych wykazano wptyw tego polimorfizmu na gesto$¢ mineralng kosci

byty te przeprowadzone przez Arko et al. [98] oraz Zajickova et al. [172]. Na uwagg zastuguje
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wigksza czgstos¢ wystepowania polimorfizmu 245 T>G u chorych na toczen rumieniowaty
uktadowy z niskg BMD w poréwnaniu z chorymi z prawidlowag BMD. Bonfa et al. sugeruja, ze
mozliwym wyja$nieniem jest to, ze allel G moze wywoltywa¢ dysfunkcje OPG z niekorzystnym
wplywem na BMD, mimo prawidtowych stezen OPG w surowicy, lub ze polimorfizm ten moze
mie¢ jeszcze inny, nieodkryty wptyw na budowe i utrzymanie zdrowia kosci [159].

Metaanaliza przeprowadzona w 2022 przez Han et al., bioragc pod uwagg wszystkie
dotychczas przeprowadzone badania, rowniez nie wykazata zadnego wplywu polimorfizmu
osteoprotegeryny 245 T>G na wystepowanie 0Steoporozy, co pokrywa sie¢ z wnioskami
uzyskanymi z przeprowadzonych badan [167].

W pracy stwierdzono istotng Statystycznie roznice pomigdzy wystgpowaniem
polimorfizmu 950 T>C miedzy grupa kontrolng a grupa chorg na osteoporoze. Allel C
wystepowal czgs$ciej U pacjentow z osteoporoza W poréwnaniu grupg kontrolng. Ponadto,
w analizie korelacji wariantow polimorficznych zaobserwowano w modelu dominujgcym (TT
vs. TC+CC) przewage genotypow zawierajacy zmutowany allel C w grupie z osteoporoza
27,3% vs. 22,1% w kontroli. Podobne wyniki otrzymali w 2005 roku Wu et al. ktorzy odkryli,
ze U kobiet z osteoporoza pomenopauzalng BMD szyjki kosci udowej byta istotnie nizsza
u osoéb z genotypem CC w poréownaniu do osoéb z genotypem TT i TC. W grupie zdrowych
kobiet po menopauzie nie stwierdzono istotnych réznic BMD pomigdzy tymi trzema
genotypami, jednak sam polimorfizm nie wptywat na czestotliwo$¢ wystepowania osteoporozy
[173]. Natomiast Boron et al. wykazali w 2015 roku, ze genotyp CC moze by¢ czynnikiem
zwickszonego ryzyka szybszej utraty masy kostnej i wystapienia osteoporozy u polskich kobiet
po menopauzie. Autorzy sugeruja, ze polimorfizm ten moze by¢ potencjalnym markerem
genetycznym odpowiedzialnym za rozwoj osteoporozy [158].

Istnieje rowniez wiele badan sugerujacych brak zwigzku tego polimorfizmem
z osteoporoza. Pierwszymi doniesieniami sugerujacymi wptyw tej zmiany na kosci byto
szwedzkie badanie przeprowadzone w 1999 roku przez Brandstrom et al., gdzie zasugerowano
jego wplyw na zmniejszong masg¢ kostng wérod mezczyzn [174]. Dwa lata pozniej Langdahl et
al. wykazali brak wptywu tego polimorfizmu zaréwno na czgstotliwo$¢é wystepowania
osteoporozy i ztaman z nig zwigzanych. Co ciekawe, w tym samym badaniu wykazano, ze
genotyp CC byt zwigzany ze zwickszong masg kostng w odcinku ledzwiowym kregostupa
U pacjentow chorych na osteoporoze [161]. Inne badanie, przeprowadzone w tym samym roku
przez Wynne et al. wykazato jednak brak wptywu tego polimorfizmu na mase¢ kostng wsrod
populacji irlandzkich kobiet [175]. W badaniu Vidal et al. nie stwierdzono istotnego

statystycznie zwigzku pomiedzy 950 T>C a gestoScig mineralng kosci kobiet po menopauzie.
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Jednak podobnie jak w badaniu przeprowadzonym przez Langdahl et al. [161], u homozygot
CC stwierdzono wyzsza BMD we wszystkich lokalizacjach anatomicznych, podczas gdy
homozygoty TT mialy jg relatywnie nizszg [176]. Co ciekawe, w badaniu przeprowadzonym
przez Zavala-Cerna et al., gdzie sprawdzano korelacje polimorfizméw osteoprotegeryny
w populacji meksykanskiej z reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS) i osteoporoza,
wykazano zwiazek allela C polimorfizmu C950T z RZS, jednak gltéwne zatozenie tego badania
nie zostatlo udowodnione [171]. Brak zwigzku pomiedzy 950 T>C lub jego st¢zeniem
W surowicy a wystepowaniem 0steoporozy u starszych australijskich kobiet wykazali rowniez
Ueland et al. [177].

Lee et al. przeprowadzili w 2009 roku metaanalizg, ktora obejmowata osiem badan,
a autorzy nie odnotowali zadnego zwiazku miedzy polimorfizmami T950C a gestoscig
mineralng kosci [178]. Natomiast wyniki metaanalizy Guo et al. wskazaty, ze 163 A>G jest
zwigzany z ryzykiem rozwoju osteoporozy [179]. Kolejna metaanaliza dotyczaca zwiazku
polimorfizmu genu OPG 950 T>C genu z ryzykiem osteoporozy zostata przeprowadzona
w 2017 roku przez Li et al. i brata pod uwage populacj¢ chinska. Na podstawie siedmiu badan,
ktore obejmowaty tacznie 1850 przypadkow osteoporozy i 3074 kontrole, wykazano, ze
polimorfizm byt istotnie zwigzany z ryzykiem rozwoju osteoporozy pomenopauzalnej. Jednak
sami autorzy przyznaja, ze ze wzgledu na ograniczenia tego badania, przedstawione wyniki
I wnioski nalezy interpretowa¢ ostroznie [180]. Rowniez metaanaliza z 2022 roku,
przeprowadzona przez Han et al., bioragca pod uwage 12 badan, w tym 1610 przypadkow i 1234
kontrole i poprzednie metaanalizy, wykazata brak istotnej statystycznie korelacji miedzy
polimorfizmem 950 T>C a osteoporoza [167].

Zarbéwno rezultaty pojedynczych badan, jak i wigkszych analiz, wydajg si¢ nie by¢ ze
sobg do konca zgodne. Wynik tej pracy wskazuje na asocjacje polimorfizmu z choroba,
natomiast sprzeczne wyniki z innych prac moga by¢ wynikiem zmiennych takich jak np. rasa
etniczna. Polimorfizm 163 A>G moze by¢ potencjalnie markerem genetycznym
odpowiedzialnym za rozwoj osteoporozy wsrod osob rasy kaukaskiej.

Wyniki tego badania rowniez nie wykazaly wptywu polimorfizmu 1181 G>C na
rozwo6j osteoporozy. Podobnie Wynne et al. stwierdzili brak istotnej korelacji miedzy BMD
kregostupa ledzwiowego w obecnosci alleli C [175]. Roéwniez badania przeprowadzone przez
Vidal et al. dotyczace wptywu tego polimorfizmu na gesto$¢ mineralng kosci u kobiet po
menopauzie na Malcie rowniez nie daty zadnych istotnych statystycznie wynikéw [176]. Bonfa
et al. badajac wptyw 1181 G>C na ztamania kregdéw i gestos¢ mineralng kosci u kobiet przed

menopauza chorujacych na toczen rumieniowaty uktadowy nie znalazt Zzadnych istotnych

70 —



Dyskusja

statystycznie zaleznosci [159]. W meksykanskim badaniu przeprowadzonym w 2017 roku
przez Nava-Valdivia et al. nie stwierdzono powigzania mi¢dzy 1181 G>C a ggstoscig mineralng
kos$ci u kobiet chorujgcych na reumatoidalne zapalenie stawow [181]. Meksykanskie badania
przeprowadzone przez Gonzalez-Mercado et al., ktorych przedmiotem byto ustalenie zwigzku
tego polimorfizmu z gestoscig mineralng kosci u kobiet po menopauzie, rowniez wykazato brak
zwiagzku migdzy jednym a drugim. Co ciekawe, wyniki badania wskazaty, ze genotyp GG byt
istotnie zwigzany z nizszym BMI u kobiet z osteoporozg [182]. Zaréwno w tej pracy, jak
I W duzej ilo$ci badan zauwazono powigzanie allelu C z wyzszg gesto$cig mineralng kosci.
W badaniu Langdahl et al. stwierdzono, ze genotyp CC polimorfizmu 1181 G>C wystgpowat
rzadziej u pacjentdbw z osteoporoza i byt zwigzany ze zmianami masy kostnej w odcinku
ledzwiowym kregostupa. Osoby z genotypem GG mialy wyzsze BMD we wszystkich
lokalizacjach niz osoby z genotypem GC, jednak jak sami autorzy podaja, roznica ta nie byta
statystycznie istotna. Ponadto polimorfizm nie byl znaczacym predyktorem ztaman
osteoporotycznych. Wyniki te nie dostarczyty jednoznacznych dowodow na role polimorfizmu
1181 G>C w patogenezie osteoporozy [161]. Podobnie Choi et al. wykazali, ze 1181 G>C jest
zwigzany z BMD kosci promieniowej i kosci pigtowej u Koreanek po menopauzie. Ggstosc¢
mineralna tych kosci u kobiet z genotypem CC byta wyzsza niz U 0séb z genotypem GG [183].
Co ciekawe, Moffett et al. rowniez znalezli zwigzek GG genotypu 1181 G>C z nizsza BMD,
ale jednoczesnie wystgpowato U tych osob nizsze ryzyko ztamania szyjki kosci udowej i biodra
[184]. Garcia-Uzueta et al. wskazali, ze allel C polimorfizmu 1181 G>C jest zwigzany z wyzsza
BMD na kregostupa ledzwiowego u kobiet. Badacze sugeruja, ze wptywa on w sposob bardziej
istotny na kos$¢ beleczkowa niz na kos$¢ zbita, poniewaz nie ma istotnego zwiazku z BMD
bioder. Ponadto, poniewaz zwigzek ten jest silniejszy u kobiet przed menopauza, moze by¢
bardziej istotny dla szczytowej masy kostnej niz dla BMD bioder [156]. Z kolei Kim et al.
badajac zwigzek miedzy polimorfizmami gendéw osteoprotegeryny, RANK i RANKL
a krazacym OPG, rozpuszczalnym RANKL i gesto$cia mineralng ko$ci U koreanskich kobiet
po menopauzie zauwazyli, ze 1181 G>C, w potaczeniu z polimorfizmem RANKL rs2277438,
okazat si¢ zwicksza¢c BMD kregostupa ledzwiowego, CO sugeruje istotng interakcje gen—gen
pomiedzy polimorfizmami OPG i RANKL [169].

Badania z 2004 roku przeprowadzone przez Arko et al. wzigty pod lupe osiem réznych
polimorfizméw OPG, wedhlug ich analizy polimorfizm 1181 G>C jest zwigzany z BMD
I dlatego moze by¢ uwazany za element genetycznej podatnosci na osteoporoze [98]. Natomiast
whnioskiem z badania z 2011 roku przeprowadzonego przez Mencej-Bedrac et al. jest to, ze ten

polimorfizm moze by¢ uznany za czynniki ryzyka genetycznej podatnosci na osteoporoze
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pomenopauzalng, nie majac rownoczesnie wptywu na poziom OPG w surowicy [170]. Wyniki
Boron et al. wskazaty, ze polimorfizm ten jest powigzany ze zmniejszong gestoscia kosci
i zwickszonym ryzykiem osteoporozy pomenopauzalnej, ale réwniez z masg ciata i masa
urodzeniowg kobiet [158]. W badaniu przeprowadzonym w 2021 roku na populacji arabskich
kobiet po menopauzie przez Abdi et al. stwierdzono istotng réznice w dystrybucji allelicznej
I genotypowej 1181 G>C wsrod uczestnikow z i bez osteoporozy. Wedlug badaczy,
heterozygota CG byla zwigzana ze zmniejszonym ryzykiem osteoporozy pomenopauzalnej.
Allel G miat efekt ochronny w odniesieniu do tej choroby, co jest sprzeczne z wyzej
wymienionymi wyzej badaniami, gdzie stwierdzono, ze kobiety z osteoporoza rzadziej
posiadaty allel C. Dodatkowo w tym samym badaniu Abdi et al. analiza polimorfizmu nie
wykazata wptywu ani na stezenie OPG w surowicy, RANKL, ani na BMD [153].

Metaanaliza przeprowadzona przez Han et. al w 2022 roku, ktora przeanalizowata
wickszo$¢ powyzszych badan, dajac w sumie 3,472 przypadkow i 3,035 kontroli wykazata, ze
znaczace Wyniki migdzy polimorfizmem genu 1181G>C rs2073618 a ryzykiem osteoporozy
byty najprawdopodobniej wynikami fatszywie dodatnimi, zatem wykazano brak wplywu tej
zmiany na wzrost zachorowalnos$ci na osteoporoze, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi
w tym eksperymencie [167].

[lo§¢ innych badan dotyczacych wplywu polimorfizmu 6890 A>C na gestos¢
mineralng kosci 1 osteoporoze jest zdecydowanie najmniejsza, pordwnujac z reszta zmian
branych pod uwage w tej pracy. Uzyskane wyniki nie wykazuja zadnego istotnego wptywu tego
polimorfizmu na wystapienie osteoporozy, ani na inne czynniki sprawdzane w tym badaniu, co
jest zgodne z wnioskami wyciggnietymi zarowno przez Langdahl et al. [161] oraz Choi et al.
[183].

6.3. Udziat polimorfizméw genu OPG w patogenezie innych choréb

Oprocz dobrze znanej roli w regulacji obrotu kostnego, stwierdzono, ze OPG pekni
w organizmie kilka innych funkcji. OPG jest zaangazowana W utrzymanie zdrowia naczyn
krwiono$nych poprzez regulacj¢ aktywnosci komorek srodblonka, ktore wyscietajg ich
wnetrze. Wykazano, ze OPG promuje przetrwanie komoérek $rodblonka oraz hamuje stan
zapalny i stres oksydacyjny, ktore sa kluczowymi czynnikami w rozwoju chor6b uktadu
sercowo-naczyniowego [185]. Wykazano, réwniez ze OPG moduluje odpowiedz
immunologiczng poprzez regulacje aktywno$ci komorek dendrytycznych, ktore pomagaja
w inicjowaniu i regulacji odpowiedzi immunologicznych. Osteoprotegeryna wptywa rowniez

na réznicowanie i aktywno$¢ komoérek T, ktore odgrywajg kluczowa role w adaptacyjnej
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odpowiedzi immunologicznej [186]. OPG ulega ekspresji w osrodkowym uktadzie nerwowym
I wykazano, ze odgrywa rolg w rozwoju i funkcji neuronow. Sugeruje si¢ rowniez, ze OPG ma
dziatanie neuroprotekcyjne w niektorych chorobach neurologicznych, takich jak choroba
Alzheimera [187].

Polimorfizm genu OPG 163A>G pojawia si¢ W literaturze réwniez W kontekscie
innych dziedzin medycyny. W badaniu przeprowadzonym przez Ney et al. zasugerowano,
istnieje zwigzek tego polimorfizmu z podatno$cig na rozwdj raka piersi [188], natomiast
w badaniu przeprowadzonym w 2022 roku przez Hayat et al., stwierdzono zwigkszone ryzyko
powstania przerzutow do kosci tego nowotworu u chorych z polimorfizmem 163A>G [189].
W badaniu przeprowadzonym przez Zheng et al. stwierdzono, ze polimorfizm ten jest nie tylko
skorelowany z rozwojem wrzodziejacego zapalenia jelita cienkiego, ale takze z cigzko$cig
przebiegu tej choroby [190]. Zhao et al. wykryli z kolei zalezno$¢ z wystepowaniem
I cigzkoscig udaru niedokrwiennego spowodowanego miazdzyca duzych tetnic [191].

W metaanalizie przeprowadzonej w 2020 roku przez Wu et al. [192] wykazano,
zwigzek 245 T>G ze zwickszonym ryzykiem udaru niedokrwiennego mozgu wsrod
Chinczykow. Wykazano, ze polimorfizm ten moze by¢ zaangazowany W progresje zmian
miazdzycowych [193]. Wykazano rowniez, ze polimorfizm ten byt skorelowany z gorszym
wynikiem u pacjentow z udarem mozgu z miazdzycg duzych tetnic [194]. Sugeruje si¢ rowniez,
ze 245 T>G moze mie¢ wplyw zard6wno na ryzyko wystapienia cukrzycy [195], jak
i zwickszenia frekwencji wystepowania jej pozniejszych powiktan pod postacig retinopatii
[196] i stopy cukrzycowej [197, 198]. Inne badanie wskazuje roéwniez , ze kombinacja 245 T>G
rs3134069 1 1181G>C rs2073618 moze zwigksza¢ ryzyko wystapienia retinopatii cukrzycowej.

Z badan dotyczacych wplywu polimorfizmu 950 T>C na przypadtosci inne niz
osteoporoza, ciekawymi wydaja si¢ by¢ wyniki otrzymane przez Wu et al. w 2019 roku, ktorzy
sugeruja ze 0soby o genotypie CC majg wigksze ryzyko do przewlektego zakazenia HCV,
w poréwnaniu z osobami o genotypie TT [199]. Natomiast badania z 2022 przeprowadzone
przez Youssry et al. sugerujg, zwigzek tego polimorfizmu z chorobg kostng wyst¢pujacych
u dzieci cierpigcych na beta-talasemig¢ zalezng od transfuzji, jednak sami autorzy zauwazaja, ze
jest to pierwsze badanie w tym kierunku i jego wyniki nalezy interpretowac z ostroznoscia
[200]. Wyniki uzyskane przez Chen et al. sugeruja z kolei, ze polimorfizm 950 T>C koreluje
z podatnoscig na osteonekroze gtowy kosci udowej [201].

Polimorfizm 1181 G>C pojawia si¢ rowniez W literaturze w zwigzku z innymi
przypadlosciami. Metaanaliza z 2022 roku przeprowadzona przez Xu et al. wykazata, ze

genotyp CC zwiegksza ryzyko peri-implantitis, czyli wywotany przez bakterie proces zapalny
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w tkankach wokot implantéw dentystycznych [202]. Dwa badania, przeprowadzone przez
Corso et al. przeprowadzone w 2019 i 2021 roku sugeruja, ze zmiana ta moze by¢ markerem
ryzyka wystapienia ankylozy stawu skroniowo-zuchwowego, czyli przypadto$ci zwigzanej ze
zesztywnieniem tego stawu, co skutkuje brakiem lub znacznym ograniczeniem ruchomosci
[203, 204]. Z kolei wyniki metaanalizy z 2020 roku, przeprowadzonej przez Bouzid et al.
wskazaly na powigzanie tej zmiany z otoskleroza, czyli chorobg kosteczek stuchowych ucha
srodkowego [205]. Wyniki Omar et al. sugeruja powigzanie polimorfizmu z rozwojem raka
piersi [206], natomiast Hertz et al. zasugerowali, ze 0soby z tg zmiang mogg by¢ w grupie
zwigkszonego ryzyka wystapienia toksyczno$ci zwigzanej z leczeniem tego nowotworu
inhibitorami aromatazy [207]. Badanie Mankuc Ramus et al. wskazuje, ze kombinacja
1181G>C rs2073618 i 245 T>G rs3134069 moze zwigksza¢ ryzyko wystapienia retinopatii
cukrzycowej [208]. Natomiast polskie badania przeprowadzone w 2018 roku przez
Mrozikiewicz-Rakowska et al. sugeruje wptyw tego polimorfizmu zaré6wno na powstawanie
retinopatii, jak i stopy cukrzycowej u chorych cierpigcych na cukrzyce typu 2 [209]. Natomiast
konkluzja badania przeprowadzonego przez Liu et al. byto to, ze polimorfizm 1181G>C jest

odpowiedzialny za zwiekszone ryzyko udaru krwotocznego [210].
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7. Wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wyciggna¢ nastepujgce wnioski:

1. Badanie polimorfizmow genu OPG wskazato, ze polimorfizm rs2073617 wptywa istotnie
statystycznie na wystepowanie 0Steoporozy pomenopauzalnej.

2. Uzyskane wyniki badan wskazujg na brak zaleznosci migdzy polimorfizmami rs3102735,
rs3134069, rs7844639, rs2073618 a wystepowaniem osteoporozy pomenopauzalne;.

3. W niniejszych badaniach stwierdzono, ze allel C polimorfizmu rs2073618 zwigksza gestos¢
mineralng kosci.

4. Polimorfizm rs2073617 moze mie¢ potencjalne znaczenie diagnostyczne w monitorowaniu

rozwoju osteoporozy pomenopauzalnej.
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8. Streszczenie

Osteoporoza pomenopauzalna jest najczestsza metaboliczng chorobg kosci 0 silnym
podtozu genetycznym, a jej zmiennos¢ populacyjna jest uwarunkowana interakcja czynnikow
genetycznych i srodowiskowych. Poznanie roznych wariantow genetycznych biorgcych udziat
W patogenezie osteoporozy pozwoli na personalizacj¢ leczenia objawowego, jak rowniez
wczesng prewencj¢ 0steoporozy.

Celem pracy byto:

1. Okreslenie czgstosci wystepowania wybranych polimorfizmow genu kodujacego OPG.

2. Ocena zwigzku polimorfizmow genu OPG z klinicznymi parametrami obrotu kostnego
| progresji osteoporozy.

3. Ocena badanych wariantéw genetycznych genow OPG w etiopatogenezie osteoporozy.

4. Ocena zwigzku polimorfizméw genu OPG z parametrami densytometrycznymi, czgstoscia
wystepowania 0Steoporozy i osteopenii w badanej populacji kobiet.

Badania przeprowadzono na materiale pobranym od 802 niespokrewnionych kobiet,
rasy kaukaskiej i narodowosci polskiej. Srednia wieku catej zebranej grupy wynosita 54,7+8,6
lat (zakres 51-78 lat). U wszystkich pacjentek wykonano pomiary gestosci mineralnej kosci
(BMD) w Pracowni Densytometrii, Szpitala Klinicznego nr 1 Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie. Okreslono nastepujgce parametry: gesto$s¢ mineralng kosci (BMD),
T-score, Z-score, wskazniki $redniej BMD w poréwnaniu ze $rednig dla mtodych dorostych
kobiet (YA — ang. young adults) i sredniej BMD w poréwnaniu ze $rednig dla danego wieku
(AM — ang. age matched). Dokonano réwniez pomiardw Wzrostu, masy ciata, wyznaczono
BMI i zebrano informacje na temat daty wystgpienia pierwszej i ostatniej miesigczki, liczby
przebytych cigz i masy urodzeniowej dzieci.

Metoda real-time PCR zbadano czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych polimor-
fizmow genu OPG w grupie pacjentek zdrowych w wieku menopauzalnym, pacjentek
Z osteopenig, osteoporozg i W grupie kontrolnej.

Uzyskane wyniki badan bedacych tematem niniejszej pracy nie wykazaty
statystycznie istotnych zaleznosci pomigdzy zadnym z polimorfizméw, a wystgpowaniem
osteopenii. Natomiast dla polimorfizmu rs207361 zaobserwowano statystycznie istotny
zwigzek z wystepowaniem O0Steoporozy, co moze wskazywaé¢ na udzial polimorfizmu
w patogenezie tej choroby. Polimorfizm ten moze by¢ jednym z potencjalnych markerow
genetycznych odpowiedzialnych za nasilong utrat¢ masy kostnej.
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9. Abstract

Postmenopausal osteoporosis is the most common metabolic bone disease with
a strong genetic basis, and its population variability is determined by the interaction of genetic
and environmental factors. Learning about the different genetic variants involved in the
pathogenesis of osteoporosis will allow personalization of symptomatic treatment, as well as
early prevention of osteoporosis.

The aim of this study was to determine the prevalence of the gene encoding OPG,
assess the association of OPG polymorphism with clinical parameters of bone turnover and
progression of osteoporosis, evaluate the studied genetic variants of OPG genes rs3102735
(—163A>G), rs3134070 (—245 T>G), rs207361 (—950T>C), rs7844539 (A>C), rs2073618
(1181G>C) in the etiology of osteoporosis, and to evaluate the association of these
polymorphisms with densitometric parameters, incidence of osteoporosis and osteopenia in the
study population of women.

The study was conducted on material collected from 802 unrelated women, Caucasian
and Polish nationality. The mean age of the entire collected group was 54.7+8.6 years (range
51-78 years). Bone mineral density (BMD) was measured in all patients at the Densitometry
Laboratory, Clinical Hospital No. 1 of the Pomeranian Medical University in Szczecin, and the
following parameters were determined: bone mineral density (BMD), T-score, Z-score, indices
of mean BMD compared to the mean for young adult women (YA — ang. youngadults) and
mean BMD compared to the mean for age (AM — ang. agematched). Height, weight and BMI
were also measured, and information was collected on the date of first and last menstrual
periods, number of pregnancies and birth weight of their children.

Using real-time PCR, the prevalence of individual OPG polymorphisms was
investigated in a group of healthy menopausal patients, patients with osteopenia, osteoporosis
and a control group.

The results of the studies that are the subject of this work showed no correlation
between any of the polymorphisms and the occurrence of osteopenia. However, for the 950T>C
polymorphism, a statistically significant coincidence with the occurrence of osteoporosis was
observed, which may indicate the involvement of this polymorphism in the pathogenesis of this
disease, suggesting that it may be one of the potential genetic markers responsible for increased

bone breakdown.
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