PRACA ORYGINALNA

Polimorfizm 1181G/C genu OPG i jego zwiazek
Z osteoporozg u kobiet po menopauzie

1181G/C polymorphism of OPG gene and its association
with osteoporosis in postmenopausal women

Dariusz Boron', Ariel Plewka?, Przemystaw Jedrusik3

STRESZCZENIE

WSTEP

Osteoporoza jest uktadowa choroba uktadu kostnego, charakteryzujaca si¢ niska
masg kostng i zaburzeniami mikroarchitektury kosci, ze zwigkszong krucho$cia
kosci oraz podatnoscia na ztamania. Istnieje istotny wklad genetyczny tak
w gesto$¢ kosci, jak i jej przemiang. Sugeruje si¢, ze polimorfizm OPG moze
wplywaé na gestosé kosci oraz jej przemiang.

CEL PRACY

Celem pracy byto zbadanie czgsto$ci wystgpowania polimorfizmu genu OPG
oraz ocena jego zwiazku z parametrami klinicznymi dotyczacymi obrotu kostne-
go i stopnia zaawansowania osteoporozy pomenopauzalnej.

MATERIALY | METODY

Badania przeprowadzono na grupie 570 kobiet w wieku postmenopauzalnym
(404 kobiety) i rozrodczym (166 kobiet). Grupa w wieku postmenopauzalnym
obejmowata kobiety z osteoporozg, osteopenig i zdrowe. Kobiety w wieku roz-
rodczym byly zdrowe.

Zbadano czestos¢ wystepowania polimorfizmu badanego genu w grupie pacjen-
tek z oznaczona gestoscig mineralng kosci (bone mineral density — BMD) oraz
w grupie kontrolnej. Badanie przeprowadzono metodag RFLP-PCR.

WYNIKI

Wykazano korelacje polimorfizmu G1181C genu OPG z masg ciata i masa uro-
dzeniowg oraz zwiazek ze zmniejszong BMD, a takze zwigkszonym ryzykiem
powstawania osteoporozy pomenopauzalne;j.

WNIOSKI

Genotypy homozygotyczne polimorfizmu G1181C genu OPG mogg mie¢ wplyw
na mas¢ urodzeniowa kobiet i wzrost ryzyka wystapienia osteoporozy.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Osteoporosis is a systemic disease of the bone system, characterized by low bone mass and bone microarchitec-
ture disturbances, increased bone brittleness and susceptibility to fracture. There is an essential genetic contribu-
tion to bone density, as well as its transformation. It is suggested that the OPG polymorphism may affect bone
density and its transformation.

AIM OF STUDY

The aim of the study was to examine the incidence of OPG gene polymorphism and evaluate its association with
the clinical parameters concerning bone turnover and the degree of postmenopausal osteoporosis development.

MATERIAL AND METHODS

The study was conducted among a group of 570 women at postmenopausal age (404) and reproductive age
(166). The group at postmenopausal age included women with osteoporosis, osteopenia as well as healthy indi-
viduals. The women at reproductive age were healthy. The polymorphism incidence of the examined gene
in a group of patients with determined bone mineral density (BMD) and in the control group was studied.
The study was performed by means of the RFLP-PCR method.

ReEsSULTS The correlation of the G1181 polymorphism of the OPG gene with body mass and birth mass was
demonstrated as well as the association of decreased bone density and increased risk of postmenopausal osteopo-

rosis development.

CONCLUSIONS

Homozygotic genotypes of the G1181C polymorphism of the OPG gene may affect women’s birth mass

and an increased risk of osteoporosis development.

KEY WORDS
OPG, polymorphism, osteoporosis, women, age

WSTEP

Osteoprotegeryna (osteoprotegerin — OPG) ktorej
nazwa w wolnym tlumaczeniu oznacza ,,ochraniacz
kosci”, zostata odkryta jako pierwsza z kompleksu
OPG/RANK/RANKL. Jej zdolno$¢ do hamowania
rozwoju osteoklastow potwierdzono zaréwno in vitro,
jak i in vivo [1,2]. Po raz pierwszy czasteczka OPG
bedaca sekrecyjnym czynnikiem hamujacym réznico-
wanie i aktywnos$¢ osteoklastow, zostata opisana pod
koniec lat 90. ubiegtego wieku [2]. Osteoprotegeryna
jest glikoproteing nalezaca do rodziny TNF (tumor
necrosis factor — czynnik martwicy nowotworu).
W formie dojrzalej wystepuje w postaci homodimeru,
ktéry stanowi dominujacg zewnatrzkomorkowa postac
tego biatka. Powstanie homodimeru zalezy od obec-
nosci wigzan disiarczkowych migdzy resztami cystei-
nowymi w pozycji 400 tancucha aminokwasowego,
jednak przy braku dimeryzacji biatko to zachowuje
nadal swoja aktywno$¢ biologiczna [2,3].

Osteoprotegeryna jest zbudowana z 7 domen. Wigzac
RANKL czasteczka ta warunkuje aktywnos¢ OPG
jako inhibitora osteoklastogenezy [4,5]. Fragment
C-koncowy OPG zawiera dwa regiony homologiczne
z domenami $mierci (death domain homologous re-
gion — DDH) [6] i dlatego regiony te zostaty okreslone
mianem cytoplazmatycznych mediatorow apoptozy.
Wspomniany fragment tancucha aminokwasowego
zawiera takze domene wigzacg heparyne [5,6].

U czlowieka gen OPG zlokalizowany jest na dtugim
ramieniu chromosomu i stanowi pojedyncza kopig
sktadajagcg sie z pieciu eksonow [2,7]. Blokujace
go mutacje mogg U cztowieka przyczynia¢ si¢ m.in.
do wzmozonego obrotu kostnego, a konsekwencja
tych zaburzen moze by¢ mlodziencza choroba Pageta
czy deformacja ko$ci oraz ich nieprawidtowe kostnie-
nie [8]. Polimorfizm genu OPG jest skorelowany
Z gestoscia mineralng odcinka ledzwiowego kregostu-
pa u kobiet po menopauzie [9].

Na powierzchni komérkowych prekursordw osteokla-
stow obecny jest RANK. Receptor ten nalezy do re-
ceptorow nadrodziny TNF i jest bialkiem przezblono-
wym typu | [5,8]. Produkowany przede wszystkim
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przez komorki zrgbu i osteoblasty peptyd RANKL
jest ligandem dla RANK, okres§lanym czasem jako
ligand OPG. Zwigzanie receptora z ligandem wpltywa
na przebieg osteoklastogenezy, regulujac wszystkie
jej etapy, w tym rekrutacj¢ i roznicowanie prekurso-
row, ich fuzje w wielojadrzaste osteoklasty, a takze
aktywacj¢ dojrzalych komorek kosciogubnych i w kon-
sekwencji nasilenie aktywnosci resorpcyjnej. Wytwa-
rzana przez komorki osteoblastyczne OPG pelni role
swoistego receptora wabika dla RANKL [10,11],
blokuje ona bowiem wigzanie RANKL z RANK i w ten
sposob przerywa przekazywanie sygnalu migdzy ko-
moérkami  zrebu, osteoblastami a  osteoklastami.
Wptyw OPG na ko$¢ jest wigc przeciwny do tego, jaki
wywoluje interakcja RANKL-RANK, zapobiega
bowiem utracie tkanki kostnej [5,12].

Celem pracy bylo zbadanie czestosci wystgpowania
polimorfizmu OPG 1181G/C ze szlaku cytokinowego
RANK/RANKL/OPG w grupie kobiet po menopauzie.
Analizie poddano zwigzek badanych wariantow gene-
tycznych w powigzaniu z zaawansowaniem zmian
kostnych, a takze powigzanie z parametrami obrotu
kostnego oraz ocena znaczenia badanych polimorfi-
zmoOw genetycznych w etiopatogenezie osteoporozy.

MATERIAL | METODY

Grupa badana

Badaniami objeto grupe niespokrewnionych Kkobiet
populacji kaukaskiej w wieku pomenzopauzalnym
(404 kobiety) i rozrodczym (166 kobiet), zamieszku-
jacych region Wielkopolski (woj. zachodniopomor-
skie i wielkopolskie), ktére w latach 2002—2005 zgto-
sity si¢ do Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala
Klinicznego Akademii Medycznej (GPSK AM). Gru-
pa w wieku pomenopauzalnym obejmowata 268 ko-
biet z osteoporozg, 65 z osteopenig i 71 zdrowych.
Pacjentki poddano badaniom densytometrycznym
w Pracowni Densytometrii GPSK AM, w wyniku
ktorych oznaczono gesto$¢ mineralng kosci (bone
mineral density — BMD) oraz parametry T-score,
Z-score, a takze wskazniki $redniej BMD w porowna-
niu ze $rednig dla mtodych dorostych kobiet (young
adults — YA) i $redniej BMD w poréwnaniu ze $red-
nig dla danego wieku (age matched — AM). Dodatko-
WO przeprowadzono pomiar masy ciata i wzrostu,
w celu obliczenia wskaznika masy ciata (body mass
index — BMI) wedlug odpowiedniego wzoru (masa
ciata/wzrost). Z kazda pacjentka przeprowadzono
szczegdtlowy wywiad na temat przebytych chordb,
stosowanych lekow, wieku wystapienia pierwszej
i ostatniej miesigczki, liczby ciaz, masy urodzeniowej
i palenia tytoniu.

Do badan genetycznych zakwalifikowano kobiety,
u ktérych menopauza wystapita przynajmniej przed
rokiem i ktore nie stosowaly terapii majacej wpltyw
na mase¢ kostng, w tym takich lekow, jak: selektywne
modulatory receptora estrogenowego — SERM (selec-
tive estrogen-receptor modulator), kalcytonina, bifos-
foniany, heparyna, sterydy, hormony tarczycy, leki
przeciwpadaczkowe, analogi GnRH (gonadotropin-
-releasing hormone), tibolon, oraz nie poddaty si¢
hormonalnej terapii zastgpczej (HTZ). Z badan wy-
kluczono pacjentki po zabiegu owariektomii obu-
stronnej, a takze kobiety cierpigce na zaburzenia en-
dokrynologiczne i metaboliczne, schorzenia hemato-
logiczne, chorobe nowotworowa, choroby nerek,
schorzenia autoimmunologiczne, choroby tkanki tacz-
nej, ze wzgledu na mozliwos¢ wptywu tych schorzen
na utratg masy kostnej. Dodatkowo zbadano grupeg
kobiet populacji kaukaskiej w wieku rozrodczym.

Od wszystkich pacjentek uzyskano zgode na uczest-
nictwo w badaniach, o ktérych zakresie i celu zostaly
szczegblowo poinformowane. Na przeprowadzenie
badan uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej Akademii
Medycznej w Poznaniu nr 1415/03 (158/06).

Ggestos¢ mineralna kosci zostata oznaczona w odcinku
ledzwiowym kregostupa od kregu L2 do L4, za pomo-
cg metody podwojnej absorpcjometrii rentgenowskiej
(dual energy X-ray absorptiometry — DXA). Badania
densytometryczne przeprowadzono aparatem LUNAR
DPX 100 (Lunar Corporation, Madison, USA).
Wyniki pomiardéw BMD zostaly wyrazone w g/cm?
i przedstawione za pomoca wskaznikow T-score
i Z-score, ktore odnosza si¢ do wartosci $rednich
dlaBMD w danej grupie wiekowej. Za prawidtowa
przyjeto warto§¢ pomiaru BDM metoda DEXA,
mieszczaca si¢ migdzy jednym odchyleniem standar-
dowym od sredniej wickowej w odniesieniu do szczy-
towej masy kostnej (T-score od +1 do —1).

Izolacja DNA

Badania genetyczne przeprowadzono w Zakladzie
Badania Jakos$ci Produktow Leczniczych i Suplemen-
tow Diety Instytutu Widkien Naturalnych i Roslin
Zielarskich w Poznaniu oraz w Pracowni Farmakoge-
netyki Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, w celu
okreslenia czgstosci wystepowania 1 rozktadu po-
szczegblnych genotypow analizowanych polimorfi-
zméw w grupie badanej i kontrolnej.

Materialem biologicznym, z ktérego wyizolowano
DNA, byta krew obwodowa pobrana w ilosci 5 ml
z okolicy zgiecia lokciowego pacjentek i umieszczona
w probowkach z solg sodowsg etylenodiaminotetraoc-
tanu (EDTA-salt). Przed etapem izolacji DNA mate-
riat przechowywano w temperaturze -20°C.

Do izolacji DNA zastosowano komercyjnie dostgpny
zestaw ,,QlAamp DNA Blood Mini Kit” (Qiagen).
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Uzyskany material wykorzystano do dalszych badan.
Analizg ilosciowa i jakosciowa DNA przeprowadzono
mierzac absorbancj¢ na spektrofotometrze Eppendorf.
Preparaty rozcienczono woda w proporcji 2 pul DNA
na 98 ul wody, wytrzasano i odwirowano. Do kalibra-
cji spektrofotometru wykorzystano 100 ul wody. Od-
czyt przeprowadzano przy trzech dlugosciach fali
elektromagnetycznej:
— 260 nm — maksimum absorpcji dla DNA,
— 280 nm — maksimum absorpcji dla biatek,
— 320 nm — absorpcja dla drobin komérkowych (tzw.
tlo).
Do obliczen postuzono si¢ warto$ciami gestosci op-
tycznej ODygq | ODygp po odjeciu wartosci tta (ODzpp).
Przyjmuje si¢, ze warto§¢ ODys rowna jest 1 dla
dsDNA o stezeniu 50 pg/ml, ssDNA o st¢zeniu
33 pg/ml oraz dla RNA o stgzeniu 40 pg/ml. Stgzenie
DNA obliczano wedtug podanego ponizej wzoru:

Stezenie DNA [pg/ml] = ODyg x50 xR
gdzie: R — krotno$¢ rozcienczenia.

Wyznaczone wartosci stgzenn DNA miescity si¢ w gra-
nicach 75-100 ng/ul ekstraktu, przy warto$ciach
wspotczynnika A260/A280 réwnych 1,7-2,0.

Jako$¢ uzyskanego DNA sprawdzano na podstawie
rozdziatu elektroforetycznego w 0,8% zelu agarozo-
wym w buforze TBE. W tym celu DNA w ilosci
0,5 pg po wczesniejszym zawieszeniu w koncowe;j
objetosci 10 ul i po podaniu buforu obcigzajacego
(3 pl, 6x SB — sodium-borate) nanoszono na zel
i rozdzielano elektroforetycznie przy napieciu 5 V/ecm
przez okoto 30 minut. Zgodnie z wymogami procedu-
ry, efekt rozdziatu obserwowano w §wietle UV. DNA
genomowy byt widoczny jako pojedynczy prazek.

Reakcja lancuchowej polimerazy
(PCR - polymerase chain reaction)

W pracy przeprowadzono reakcje PCR w celu powie-
lenia badanych fragmentéw sekwencji genu OPG.
Dla analizowanych fragmentow zaprojektowano od-
powiednie pary starterow, ktore nie tworzyly we-
wnetrznych sparowan, homodimerycznych czy hete-
rodimerycznych struktur typu spinka do wloséw.
Specyficzno$¢ starteréw sprawdzono programem
do projektowania starterow OLIGO oraz programem
BLAST.

Sekwencje starterow dla: OPG 1181C/G

F:5°-GTT TCC GGG GAC CAC AAT GAA CTA-¥
R: 5°-TAG GGG AAG CAT GGC ATA ACT TGA-3’

Dlugosc¢ produktu amplifikacji: -220 pz

Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze
PTC-200 (MJ Research, USA).

Produkty reakcji PCR analizowano przez elektrofore-
z¢ w zelu agarozowym o stezeniu 1,5%. W tym celu
do 5 ul produktu reakcji PCR dodano 3 pl buforu
obcigzajacego 1 prowadzono rozdzial przy napigciu
70 V. Jakos¢ produktow oceniano przez wizualizacje
w $wietle UV, wykorzystujac w tym celu system do-
kumentacji i komputerowej analizy obrazu UVI-
-KS4000/Image PC firmy Syngen Biotech Molecular
Biology Instruments.

Analiza polimorfizméw technika PCR-RFLP

Analiza dlugosci fragmentow restrykcyjnych produk-
tow amplifikacji PCR-RFLP (restriction fragments
length polymorphisms — RFLP) pozwala wykry¢ roz-
nice w sekwencji produktow PCR, polegajace
na obecnosci lub braku tzw. miegjsca restrykcyjnego,
rozpoznawanego przez endonukleazy restrykcyjne.
Za pomoca techniki PCR-RFLP analizowano polimor-
fizm OPG 1181C/G. Do analizy restrykcyjnej zasto-
sowano enzym Spel. Sekwencje nukleotydowe rozpo-
znawane przez wykorzystane enzymy oraz dlugosci
fragmentow DNA uzyskane w wyniku hydrolizy en-
zymatycznej umieszczono w tabeli 1.

Produkt reakcji PCR (15 ul) inkubowano w obecnosci
enzymu restrykcyjnego i buforu przez 16 godzin
w temperaturze 37°C. Fragmenty DNA uzyskane
po analizie restrykcyjnej analizowano podczas roz-
dziatu elektroforetycznego w zZelu agarozowym
0 stezeniu 2,75%, przy napigciu 70 V.

Analiza polimorfizméw technika real-time PCR

Analiz¢ polimorfizmu genu OPG wykonano technika
real-time PCR. W tym celu postuzono si¢ sondami
hybrydyzacyjnymi (HybProbe), aparatem LightCyc-
ler® 480 do szybkiej i precyzyjnej tancuchowej reak-
cji polimerazy oraz oprogramowaniem LightCyc-
ler® 480 Basic Softwar do analizy wynikow. Do ge-
notypowania, czyli wykrywania pojedynczo-nukleo-
tydowych polimorfizmoéw badanych genow, wykorzy-
stano pomiary fluorescencji dokonywane w trakcie
analizy krzywej topnienia po PCR.

Tabela I. Charakterystyka enzymu restrykcyjnego zastosowanego do badania polimorfizmu

Table I. Characteristics of restriction enzymes used for studied polymorphism

Enzym (polimorfizm)

Charakterystyka miejsca hydrolizy

Wielkosci uzyskanych fragmentéw restrykcyjnych
badanego amplimeru

Spel

(OPG 1181G/C) nie hydrolizuje, gdy wystepuje C

enzym hydrolizuje, gdy wystepuje G

GG (199 pz, 21 pz)
CG (220 pz, 199 pz, 21 pz)
CC (220 pz)
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Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng wynikéw uzyskanych w pracy
przeprowadzono za pomoca programu SPSS 17.0 PL
dla Windows. W bazie danych zgromadzono parametry
kliniczne pacjentek, czgstosci wystepowania poszczegol-
nych genotypow i alleli badanych polimorfizmow.
Czestosci genotypow obserwowane w niniejszej pracy
poréwnano z wartosciami oczekiwanymi dla rozktadu
genotypow w stanie réwnowagi Hardy’ego-Wein-
berga za pomoca testu chi-kwadrat (y°). Postugiwano
sic wzorem p® + 2pq + g = 1. Wyniki podano z 95%
przedziatem ufnosci (95% PU).

Zbadano wplyw badanych polimorfizméw na wartosci
wskaznikow T-score, Z-score, L2-L4 AM, L2-L4
YA, L2-L4 BMD, BMI oraz innych parametrow kli-
nicznych, przedstawionych za pomocg $redniej aryt-
metycznej, odchylenia standardowego oraz bledu
standardowego $redniej. W tym celu zastosowano
jednoczynnikows analize wariancji ANOVA. Przyjeto
wystapienie istotnosci statystycznej dla p < 0,05.

WYNIKI

Czestos¢ wystepowania homozygotycznych genoty-

poéw GG i CC oraz heterozygotycznego GC w poli-

morfizmie 1181G/C (G1181C) genu OPG byta po-
rownywalna:

— w grupach kobiet z osteoporoza oraz bez osteopo-
rozy (kobiety z osteopenig i zdrowe po menopau-
zie; tab. 1), w obu tych grupach wyraznie czesciej
wystepowat heterozygotyczny genotyp GC;

— W grupie pacjentek z osteoporoza oraz w grupie
kobiet zdrowych po menopauzie, nie zaobserwo-

wano mi¢dzy nimi réznic istotnych statystycznie,
w grupie osteoporotycznej czgsciej wystgpowal
heterozygotyczny GC, natomiast u kobiet zdro-
wych po menopauzie — homozygotyczny CC;
w obydwu grupach wyraznie cze¢sciej wykrywano
heterozygotyczny genotyp GC (tab. I1i Il1);

— w grupie kobiet z osteoporoza oraz w grupie ko-
biet zdrowych w wieku rozrodczym, przy czym
nie zaobserwowano mig¢dzy nimi roznic istotnych
statystycznie; heterozygotyczny genotyp GC byt
czestszy w grupie kobiet zdrowych (tab. Il i 1),
a homozygotyczny genotyp CC ujawniano czesciej
u pacjentek z osteoporoza; w obydwu badanych
grupach wyraznie czgstszy byl heterozygotyczny
genotyp GC;

Czestos¢ wystepowania homozygotycznego genotypu

GG w polimorfizmie 1181G/C (G1181C) genu OPG

byta takze poréwnywalna:

— w grupach kobiet z osteopenig oraz zdrowych
po menopauzie (tab. 111); heterozygotyczny geno-
typ GC stwierdzano czgéciej w grupie kobiet
z osteopenig (tab. 111), a genotyp homozygotyczny
CC byt zdecydowanie czestszy u kobiet zdrowych
po menopauzie; w obydwu grupach czgsciej wy-
stepowat heterozygotyczny genotyp GC;

— w grupach kobiet z osteopenig oraz zdrowych
w wieku rozrodczym byla porownywalna, przy
czym nie zaobserwowano mie¢dzy nimi roznic
istotnych statystycznie; u kobiet zdrowych w wie-
ku rozrodczym czestszy byt heterozygotyczny ge-
notyp GC, a u kobiet z osteopenig — genotyp ho-
mozygotyczny CC; w obydwu grupach kobiet
z wigksza czgstoscia wystepowat heterozygotycz-
ny genotyp GC (tab. Il i 1V).

Tabela Il. Czesto$¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu 1181G/C genu OPG u kobiet z osteoporozg i bez osteoporozy (z osteopenia i zdrowe)
Table Il. Frequency of occurrance of 1181G/C OPG genotype polymorphism in women with osteoporosis and without osteoporosis (with osteopenia

and healthy ones)

Kobiety z osteoporoza

Kobiety bez osteoporozy

Genotyp wartosé wartosé warto$¢é wartosé
OPG obserwowana oczekiwana 95% PU obserwowana oczekiwana 95% PU
n (%) (%) n (%) (%)
GG 58(21,3) 20,6 16,6-26,3 23(17,2) 18,2 13,2-235
GC 144 (52,6) 496 44,2-58,8 70 (52,8) 489 45,6-60,7
cc 71(26,1) 29,8 27,3-37,8 39(30,0) 32,5 25,5-36,7
Razem 273 (100) 100 132 (100) 100
Tabela lll. Czesto$¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu 1181G/C genu OPG u kobiet z osteopenia i zdrowych po menopauzie
Table lll. Frequency of occurance of 1181G/C OPG genotype polymorphism in women with osteopenia and healthy after menopause
Kobiety z osteopenia Kobiety zdrowe
Genotyp wartosé wartosé wartosé wartosé
OPG obserwowana oczekiwana 95% PU obserwowana oczekiwana 95% PU
n (%) (%) n (%) (%)
GG 16 (18,7) 19,3 15,0-25,2 10 (18,9) 16,5 13,7-26,2
GC 48 (53,6) 493 42,3-558 23 (47,3) 48,2 38,4-52,2
cc 24 (21,7) 314 25,8-35,0 17 (33,8) 353 32,1-40,1
Razem 88 (100) 100 50 (100) 100
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Poréwnywalna byta takze czgsto$¢ wystgpowania

homozygotycznych genotypow GG i CC oraz hetero-

zygotycznego genotypu GC w polimorfizmie
1181G/C (G1181C) genu OPG u kobiet z osteoporoza

i w grupie pacjentek z osteopenig, w obu badanych

grupach zdecydowanie czgéciej wystepowat heterozy-

gotyczny genotyp GC (tab. I1i Il1).

Czestos¢ wystepowania homozygotycznego genotypu

GG w polimorfizmie 1181G/C (G1181C) genu OPG

byta porownywalna:

— u kobiet z grupy badawczej (kobiety z osteoporozg
i ostopenig tacznie) oraz w grupie kobiet zdrowych
po menopauzie (tab. Il i 1V), u kobiet chorych
czestszy byt heterozygotyczny genotyp GC (tab.
1V), a w grupie kobiet zdrowych po menopauzie —
homozygotyczny genotyp CC, w obu badanych
grupach wyraznie czgstszy byl heterozygotyczny
genotyp GC,;

— w grupie badawczej (kobiety z osteopenig i oste-
oporozg tacznie) oraz w grupie kobiet zdrowych w
wieku rozrodczym, nie stwierdzono w tym przy-
padku réznic statystycznie znamiennych, u kobiet
zdrowych w wieku rozrodczym czestszy byt geno-
typ heterozygotyczny GC, natomiast kobiety z
osteoporoza i osteopenig tacznie zdecydowanie Czg-
$ciej reprezentowaty homozygotyczny genotyp CC
(tab. 1V); w obu badanych grupach wyraznie czest-
szy byt heterozygotyczny genotyp GC.

— w grupie kobiet zdrowych po menopauzie oraz
w grupie kobiet zdrowych w wieku rozrodczym;
w grupie kobiet zdrowych w wieku rozrodczym
czestszy byl heterozygotyczny genotyp GC,
a u kobiet zdrowych po menopauzie nieco czgsciej
stwierdzano homozygotyczny genotyp CC (tab. 11l
i 1V), w obu badanych grupach zdecydowanie
czestszy byl heterozygotyczny genotyp GC.

Tabela IV. Czesto$¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu 1181G/C genu OPG u kobiet z osteoporoza i osteopenia oraz kobiet w wieku rozrodczym
Table IV. Frequency of occurance of OPG 1181G/C genotype polymorphism in women with osteoporosis and osteopenia and healthy in reproductive

age
Osteoporoza z osteopenia Kobiety w wieku rozrodczym
Genotyp wartosé wartosé warto$é wartosé
OPG obserwowana oczekiwana 95% PU obserwowana oczekiwana 95% PU
n (%) (%) n (%) (%)
GG 65(20,3) 20,3 13,8-24,6 31(17,8) 29,1 13,3-22,0
GC 175 (54,7) 49,5 48,3-60,2 108 (63,2) 49,7 63,6-72,0
cc 80 (25,8) 30,2 25,7-35,0 32(19,0) 21,2 18,5-28,4
Razem 320 (100) 100 171 (100) 100
DYSKUSJA Genetyka osteoporozy nalezy do bardziej dynamicznie

Osteoporoza jest choroba zalezng od wielu czynni-
kow, a jej zmienno$¢ populacyjna okreslaja interakcje
czynnikow genetycznych ze s$rodowiskowymi [13].
Czesto jest ona dziedziczona niezgodnie z prawami
Mendla, co wynika z tego, ze np. w przypadku masy
kostnej mutacja jednego genu moze prowadzi¢ do
zniesienia wpltywu innych gendéw warunkujacych
wystepowanie okreslonej cechy. Wykazano, ze czyn-
niki genetyczne odgrywajg istotng role w regulacji
BMD [14]. Podstawg do potwierdzenia tej tezy staty
sic m.in. pomiary wartosci BMD w tzw. punkach
krytycznych. Stwierdzono réwniez, ze pod wzglgdem
BMD bliznigta monozygotyczne sa do siebie bardziej
podobne niz heterozygotyczne. Sugeruje to wyrazny
udziat czynnikow genetycznych w realizacji stanu
fizjologicznego organizmu. Mimo wielu badan prze-
prowadzonych na populacji kaukaskiej i azjatyckiej,
uzyskane wyniki pozostajg nadal dyskusyjne, nie
pozwalajagc m.in. jednoznacznie okresli¢ wpltywu
polimorfizméw genu OPG na sktonnos¢ do wystgpie-
nia osteoporozy.

rozwijajacych si¢ obszarow badan dotyczacych
biologii kosci. Corocznie pojawia si¢ wiele nowych
publikacji w tym zakresie, dlatego niezbedne jest
gromadzenie wszystkich danych pozwalajach na pod-
sumowanie wynikow prob zidentyfikowania gene-
tycznych czynnikow i interakcji stanowigcych podioze
osteoporozy. Juz na poczatku obecnego wicku
powstaty prace dotyczace roli genetycznych czyn-
nikow wplywajacych na powstawanie osteoporozy
oraz strategie ich poszukiwania.

Dostgpne w literaturze wyniki badan czynnikow
genetycznych rozwoju osteoporozy dotycza w duzej
mierze badan genow wplywajgcych na metabolizm
kosci, szczegdlnie genu VDR. Poznanie funkcji uktadu
RANK/RANKL/OPG w osteoklastogenezie wskazuje
na jego rolg w patogenezie osteoporozy pomenopau-
zalnej [15,16]. Ostatnie badania dowiodty, ze wzmo-
zona ekspresja RANKL na komoérkach szpiku kostne-
go indukowana niedoborem estrogenéw u kobiet po
menopauzie jest odpowiedzialna za resorpcje kosci
[17]. Blokujac interakcje RANKL z RANK in vivo,
OPG redukuje wyniki osteoresorpcyjne tego szlaku
sygnalizacyjnego [18]. Co wiecej, liczne badania
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na myszach, ktorym usunigto jajniki (osteoporoza indu-
kowana brakiem estrogenéw), doprowadzity do wniosku,
ze nadmierna ekspresja OPG nie tylko zapobiega utracie
kosci, lecz wzmaga rowniez BMD, prowadzac do
osteopetrozy  [18,19,20]. Wykazano  ponadto,
ze Wstrzyknigcie pojedynczej dawki OPG kobietom
po menopauzie powoduje szybka i gleboka redukuje
przemian kostnych [21]. Osteoprotegeryna, podobnie
jak RANK, nalezy do nadrodziny TNF i odgrywa
kluczowsa role w regulacji osteoklastogenezy. Podsta-
wowym dziataniem biologicznym OPG jest inhibicja
roznicowania osteoklastu. Stosunek RANKL/OPG jest
glownym regulatorem réznicowania osteoklastu,
jak sie bowiem wydaje, reguluje on aktywacje RANK
w prekursorach osteoklastu. Wptyw na osteoklastoge-
nez¢ poprzez regulacje produkcji OPG i RANKL
przez komorki osteoblastyczne wywiera takze wiele
innych cytokin i hormonoéw, takich jak TGF-f, IL-1,
PTH i 1,25(0OH),D; [22].

Zwigzkami wchodzgcymi w interakcje ze sktadnikami
OPG/RANKL sg m.in. hormony, cytokiny, czynniki
wzrostu i witaminy. Do najbardziej istotnych hormo-
ndéw uczestniczacych w przemianie kostnej naleza
estrogeny. Wyniki réznych prac dotyczacych ich inter-
akcji ze szlakiem omawianych ligandow sa jednak
sprzeczne, poniewaz — jak wykazano — estrogen sty-
muluje wydzielanie OPG, ale obniza ekspresje
RANKL [17,23,24].

W przypadku polimorfizmu G1181C zaobserwowano
nieznacznie czestszg obecno$¢ genotypu CC u kobiet
z prawidtowymi warto$ciami T-score tak w poréwna-
niu z grupa pacjentek z osteoporozg i osteopeniag
tacznie, jak i w stosunku do grupy z osteoporoza.
Genotyp GC byt nieznacznie czgstszy wsrod kobiet
Z osteopenig oraz osteopenia i osteoporoza w porow-
naniu z grupa kobiet z prawidlowymi warto$ciami
T-score.

Poréwnujgc ten sam genotyp w grupie pacjentek
Z osteoporozg i osteopenig oraz u kobiet przed meno-
pauzg zaobserwowano W tej ostatniej nieznacznie
wyzszg czesto$é wystepowania heterozygot. Porownu-
jac badane polimorfizmy u Kkobiet z osteopenig
i osteoporozg oraz w grupie kontrolnej kobiet przed
menopauza odnotowano nieznacznie czgstsze poja-
wienie si¢ homozygot recesywnych CC oraz allelu C,
a takze homozygot dominujacych GG w grupie kobiet
z osteoporoza/osteopenia.

Prezentowane w niniejszej pracy wyniki po raz pierw-
szy dotycza populacji kobiet polskich. Oczywiste jest
wiec, ze mozna je obecnie porownywac tylko z dany-
mi uzyskanymi w innych krajach. W badaniach popu-
lacji kobiet dunskich wykazano np. statystyczng zna-
mienno$¢ czestszego niz w grupie kontrolnej wyste-
powania zmutowanych homozygot GG u kobiet
z osteoporoza [25]. Zaobserwowano roéwniez nizsze

wartosci BMD L2-14 u kobiet z osteoporoza z alle-
lem G w poréwnaniu z grupa kontrolng oraz nizsza
czestos¢ wystepowania zmutowanego genotypu CC
polimorfizmu G1181C w grupie z osteoporoza i zta-
maniami kosci.

Polimorfizm genu OPG jest ponadto zwigzany z za-
chowang masg kostng w kregostupie ledzwiowym
u osobnikow homozygotycznych 1181CC, podczas
gdy jednostki homozygotyczne 1181GG i heterozygo-
tyczne 1181GC byly czgstsze u chorych ze zdiagno-
zowang osteoporoza [242]. Kilku autoréw nie zglosito
jednak istotnego zwigzku mig¢dzy genotypami OPG
G1181C oraz BMD [26,27], co sugeruje, ze przewaga
genotypu polimorfizmu OPG G1181C i jego wplywu
genotypowego na mas¢ kostng moze by¢ rdzna
w grupach etnicznych lub roznych krajach o tej samej
etnicznos$ci. Niestety, mechanizm oddzialywania po-
limorfizmu OPG G1181C na BMD jest nieznany,
aczkolwiek zmiana trzeciego aminokwasu OPG
z podstawowej lizyny na asparaging moze wplynacé
na kinetyke wydzielnicza OPG [28].

W Kkontekscie tezy postawionej w niniejszej pracy
wydaje si¢ konieczne oszacowanie wptywu polimorfi-
zmow gendow OPG i innych na parametry obrotu kost-
nego. W prezentowanych badaniach nie zaobserwo-
wano statystycznie waznych korelacji miedzy czesto-
$cig wystgpowania zmutowanych genotypow bada-
nych polimorfizméw a gestoscia kosci oraz innymi
zaleznosciami.

Vidal i wsp. [27] zanotowali tendencje do czestszego
niz w grupie kontrolnej pojawiania si¢ homozygo-
tycznych genotypoéw dzikiego typu GG w polimorfi-
zmie G1181C u kobiet z obnizong warto§cia BMD.
Podobne wyniki uzyskali Langdah i wsp. [25], bada-
jac kobiety z osteoporoza. Stwierdzili statystyczne
réznice migdzy BMD dla genotypow GC i CC poli-
morfizmu GI1181C. Maksymalne wartosci BMD
ujawniono dla homozygot CC, natomiast u kobiet
z genotypem GG wartosci BMD L2-L4 byly nizsze.
W badaniach koreanskich wykazano, ze BMD obszaru
ledzwiowego kregostupa u kobiet z genotypem CC
byt znacznie wyzszy niz u kobiet z genotypem GC lub
GG [29]. W badaniach Choi i wsp. [30], w ktorych
wzrost BMD obserwowano razem ze wzrostem cze-
stosci allelu C, kobiety z genotypem CC miaty wyzsze
BMD w dystalnej czgsci kosci promieniowej 1 wyzsze
w kosci pigtowe] w niz grupa o genotypie GG.
Przeciwne wyniki uzyskali Wynne i wsp. [31] w gru-
pie kobiet po menopauzie, stwierdzajagc wartosci
BMD nizsze o okoto 15% w trzonie kosci udowe;j
i w obszarze ledzwiowym kregostupa u kobiet z ho-
mozygotycznym CC lub heterozygotycznym genoty-
pem GC polimorfizmu G1181C. Uzyskane rezultaty
wydajg si¢ sugerowac, ze allel C moze by¢ czynni-
kiem ryzyka nizszych warto$ci BDM.
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WNIOSKI

1. Prezentowane wyniki wskazujg na brak wplywu
polimorfizmu genotypu G1181C w eksonie pierw-
szym i przypuszczalnie staby wptyw polimorfizmu
A-163G w promotorze genu OPG na rozwoj
osteoporozy. Jednoczesnie czestos¢ wystgpowania
genotypow polimorfizmu A-163G i G1181C
W grupie z prawidtowym T-score nie rézni si¢ za-
sadniczo od czgstosci tych genotypéw w innych
grupach populacji kaukaskiej [25,27,32]. Na pod-
stawie danych literaturowych mozna sadzié,
ze w porownaniu z populacja azjatycka moga
si¢ pojawi¢ niewielkie r6znice [30].

2. Regulacja ukladu RANKL/RANK/OPG jest zwig-
zana z czynnikami zapalnymi, wzrostowymi oraz
uktadem hormonalnym. Jej efektem w tkance
kostnej jest nadmiar RANKL w stosunku do OPG,
co zwykle prowadzi do zwigkszonej aktywnosci
osteoklastow. Nadmiar OPG z kolei hamuje re-
sorpcje kosci. Cytokiny te — wptywajac na szlak
RANKL/RANK/OPG — zmieniajg wzajemne rela-
cje wspomnianych biatek i moduluja w ten sposéb
resorpcje kosci. Wykazano rowniez zwigkszong
ekspresje genu OPG i w konsekwencji biosynteze
biatka OPG uzyskano pod wplywem estrogenéow
w do$wiadczeniach in vitro u ludzi i na osteobla-
stach szczurow [33,34].
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