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‘l PRACA ORYGINALNA ”

Polimorfizm 575C/T genu RANK i jego zwiazek
z osteoporoza u kobiet po menopauzie

575C/T polymorphism of RANK gene and its association
with osteoporosis in postmenopausal women

Dariusz Boron', Ariel Plewka?, Przemystaw Jedrusik?

STRESZCZENIE

WSTEP

Osteoporoza jest szkieletowym zaburzeniem charakteryzujacym si¢ obnizeniem
wytrzymato$ci kosci, zwigkszajacym ryzyko zlamania. Wykazano, ze genetycz-
ne wariacje w RANK maja zwigzek z chorobami szkieletu kostnego.

Celem pracy byto zbadanie czgstosci wystgpowania polimorfizmu genu RANK
oraz ocena jego zwigzku z parametrami klinicznymi dotyczacymi obrotu kostne-
go i stopnia zaawansowania osteoporozy pomenopauzalnej.

MATERIALY | METODY

Badania przeprowadzono w grupie 570 kobiet w wieku postmenopauzalnym
(404) i rozrodczym (166). Grupa w wieku postmenopauzalnym obejmowata
kobiety z osteoporoza, osteopenia i zdrowe. Kobiety w wieku rozrodczym byty
zdrowe.

Zbadano czesto$¢ wystepowania polimorfizmu badanego genu w grupie pacjen-
tek z oznaczong gesto$cig mineralng kosci (bone mineral density — BMD) oraz
w grupie kontrolnej. Badanie przeprowadzono metodg RFLP-PCR.

WYNIKI

Uzyskane wyniki badan nie wykazaly korelacji polimorfizmu RANK C575T
ze zmniejszong gestoscig kosci oraz zwigkszonym ryzykiem wystepowania
osteoporozy pomenopauzalne;j.

WNIOSKI

Homozygota TT polimorfizmu genu receptora RANK nie jest czynnikiem
zwigkszonego ryzyka wystapienia osteoporozy i jest powigzana z nizszymi war-
tosciami opisujacymi BMD u kobiet z osteoporozg i osteopenia.

SEOWA KLUCZOWE
RANK, polimorfizm, osteoporoza, kobieta, wiek
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Osteoporosis is a skeletal disturbance in which bone strength is at increased risk of fracture. It was demonstrated
that genetic variations in RANK are associated with skeletal diseases.

AIM OF STUDY

The aim of the study is to examine the frequency of RANK gene polymorphism and evaluate its relation with
clinical parameters concerning bone turnover and the degree of postmenopausal osteoporosis progress.

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 and healthy individuals.
The women at reproductive age were healthy. The polymorphism incidence of the examined gene in a group of
patients with a determined bone mineral density (BMD) and in the control group was studied. The study was

performed by means of the RFLP-PCR method.

RESULTS

The obtained results did not show a correlation of RANK C575T polymorphism with decreased bone density
or increased risk of postemopausal osteoporosis incidence.

CONCLUSIONS

The TT polymorphism homozygote of the RANK receptor gene is not an increased risk factor of osteoporosis
development and is associated with lower values describing bone density in women with osteoporosis and osteo-

penia.

KEY WORDS
RANK, polymorphism, osteoporosis, women, age

WSTEP

Regulacja cyklu zyciowego osteoklastow jest obecnie
dobrze poznana [1]. Proces osteoklastogenezy z pre-
kursoréw hematopoetycznych wymaga czynnika sty-
mulujacego kolonie makrofagéw (M-CSF), wydziela-
nego przez komorki zrebu, lecz kluczowymi czastecz-
kami kontrolujacymi réznicowanie, aktywacje i prze-
zycie osteoklastow sa RANK i jego swoisty ligand,
nazywany ligandem RANKL, oraz osteoprotegeryna
(OPQG), produkowane i uwalniane przez komorki zre-
bu szpiku kostnego i osteoblasty [2].

RANKL zlokalizowany jest na powierzchni komorki
i wigze si¢ ze swoistym receptorem RANK na po-
wierzchni prekursorow osteoklastow. Jest to istotny
proces w mechanizmie wytwarzania nowych osteokla-
stow [3]. Ponadto wigzanic RANKL do RANK
na dojrzatych osteoklastach wspomaga ich przyleganie
do kosci i hamuje ich apoptoze. Osteoprotegeryna jest
fizjologicznym receptorem putapkowym dla RANKL,
ktéry wigze zardéwno rozpuszczalne, jak i zwigzane
z btong czasteczki RANKL, przez co kompetycyjnie

hamuje wigzanie RANKL z RANK na osteoklastach
i ich prekursorach [4,5]. Wigzanie OPG z RANKL
powoduje hamowanie ro6znicowania osteoklastow,
blokuje aktywacje¢ dojrzatych osteoklastow i pozwala
na apoptoze osteoklastow. RANKL i jego receptor,
tj. RANK, stanowig zatem istotne determinanty
resorpcji  kosci za posrednictwem osteoklastow,
a wigc przemiany kostnej i remodelowania catego
szkieletu [6].

Precyzyjna rola $ciezki sygnalizacyjnej OPG/
/RANKL/RANK w regulowaniu remodelowania ko$ci
i masy kostnej zostala udowodniona w badaniach
ukierunkowanych na konkretny gen u myszy. Gene-
tyczny brak RANKL lub jego receptora RANK powo-
dowatl u myszy osteopetroze ze wzgledu na zupelny
brak osteoklastow [7], natomiast myszy z genetycz-
nym brakiem OPG wykazywaly nadmierng osteokla-
stogenezg 1 osteoporoze [8], podczas gdy nadekspresja
OPG powodowata wysoka mase¢ kostng lub osteope-
troze.

Klonowanie receptora sygnalizujacego RANKL, czyli
RANK, zostato przeprowadzone w kilku laboratoriach
niemalze rownoczesnie. Po raz pierwszy RANK sklo-
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nowano z biblioteki cDNA mieloidalnych komorek
dendrytycznych pobranych ze szpiku kostnego,
apozniej jako receptor sygnalizujacy zwigzany
Z réznicowaniem osteoklastow in vitro [9,10]. Ludzkie
cDNA dla RANK koduje glikoproteing transblonowa
typu I zbudowang z 616 aminokwasow, a mysie z 625
reszt. U czltowieka zawiera ono 29-aminokwasowy
peptyd sygnalizacyjny, 183-aminokwasowa domeng
pozakomorkowa, 21-aminokwasowa domeng transbto-
nowa oraz duza cytoplazmatyczna domeng zawieraja-
ca 383 aminokwasow. Jako ze receptory TNF, takie
jak FAS, TNF-R1 i TNF-R2, zazwyczaj lacza si¢
w kompleksy trimeryczne na powierzchni komorki
przed zwigzaniem liganda, wywnioskowano, ze trime-
ryzacja RANK jest wymagana do wigzania RANKL
i transmisji sygnatow [11,12]. mRNA dla RANK
wystepuje w duzych ilosciach w komoérkach dendry-
tycznych, komodrkach kosci, migéniach szkieletowych,
grasicy, watrobie, okr¢znicy, jelicie cienkim i nadner-
czu [9,13]. Biatlko RANK wykrywane jest na po-

wierzchni  komorek  dendrytycznych, komorek
T CD4+ 1 CD8+ [14], komoérek Langerhansa i na
komorkach nabtonka gruczotu mlekowego,

gdzie ekspresja jest regulowana przez caly czas trwa-
nia ciagzy [15].

Celem pracy byto zbadanie czestosci wystgpowania
polimorfizmu RANK 575C/T ze szlaku cytokinowego
RANK/RANKL/OPG u kobiet po menopauzie. Anali-
zie zostal poddany zwigzek badanych wariantow ge-
netycznych w powigzaniu z zaawansowaniem zmian
kostnych, a takze powigzanie z parametrami obrotu
kostnego oraz ocena znaczenia badanych polimorfi-
zmow genetycznych w etiopatogenezie osteoporozy.

MATERIAL | METODY

Grupa badana

Badaniami objgto grupe 570 niespokrewnionych kobiet
populacji kaukaskiej w wieku pomenopauzalnym (404)
i rozrodczym (166), zamieszkujacych region Wielko-
polski (woj. zachodniopomorskie i wielkopolskie),
ktére zgtosily si¢ do Ginekologiczno-Potozniczego
Szpitala Klinicznego Akademii Medycznej (GPSK
AM) w Poznaniu w latach 2002-2005. Grupa w wieku
pomenopauzalnym obejmowata 268 kobiet z osteopo-
roza, 65 z osteopenig oraz 71 zdrowych. Wszystkie
pacjentki poddano badaniom densytometrycznym
w Pracowni Densytometrii GPSK AM, w wyniku kto-
rych oznaczono gestos¢ mineralng kosci (BMD — bone
mineral density) oraz parametry T-score, Z-score,
atakze wskazniki $redniej gestosci mineralnej kosci
badanych w poréwnaniu ze $rednig dla mtodych doro-
stych kobiet (YA — young adults) oraz wskazniki $red-
niej BMD w poréwnaniu ze $rednig dla danego wieku

(AM — age matched). Dodatkowo dokonano pomiaru
masy ciata i wzrostu w celu obliczenia wskaznika
masy ciata (BMI — body mass index) wedtug odpo-
wiedniego wzoru (masa ciala/wzrost).

Przeprowadzono takze szczegolowy wywiad z kazda
pacjentka, dotyczacy przebytych chordb, stosowanych
lekow, wieku wystapienia pierwszej i ostatniej miesiacz-
ki, liczby ciaz, masy urodzeniowej i palenia tytoniu.

Do badan genetycznych zakwalifikowano kobiety,
u ktérych menopauza wystapita przynajmniej przed
rokiem i ktére nie stosowaly terapii wplywajacej
na mas¢ kostna, w tym lekow takich 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 zastepczej (HTZ). Z badan wy-
kluczono pacjentki po zabiegu owariektomii obu-
stronnej, a takze cierpiace na zaburzenia endokrynolo-
giczne i metaboliczne, schorzenia hematologiczne,
chorobe nowotworowa, choroby nerek, schorzenia
autoimmunologiczne i choroby tkanki t3cznej,
ze wzgledu na mozliwos$¢ ich wptywu na utrate masy
kostnej. Dodatkowo zbadano grupe kobiet populacji
kaukaskiej w wieku rozrodczym.

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

Gesto$¢ mineralna ko$ci zostata oznaczona w odcinku
ledzwiowym kregostupa od kregu L2 do L4 metoda
podwojnej absorpcjometrii rentgenowskiej (DXA —
— dual energy X-ray absorptiometry). Badania densy-
tometryczne przeprowadzono aparatem LUNAR DPX
100 (Lunar Corporation, Madison, USA).

Wyniki pomiarow BMD wyrazone zostaty 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 BMD metoda DEXA,
mieszczacy sie miedzy jednym odchyleniem standar-
dowym od $redniej wiekowej w odniesieniu do szczy-
towej masy kostnej (T-score od +1 do —1).

Izolacja DNA

Badania genetyczne przeprowadzono w Zakladzie
Badania Jakosci Produktow Leczniczych i Suplemen-
tow Diety Instytutu Wtokien Naturalnych i Roslin
Zielarskich w Poznaniu oraz w Pracowni Farmakoge-
netyki Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, w celu
okreslenia czestosci wystgpowania i rozktadu po-
szczegolnych genotypow analizowanych polimorfi-
zmoOw w grupie badanej i kontrolne;.
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Materiatlem biologicznym, z ktorego wyizolowano
DNA, byta krew obwodowa pobrana w ilosci 5 ml
z okolicy zgiecia lokciowego i umieszczona w pro-
béwkach zawierajacych sol sodowa etylenodiaminote-
traoctanu (EDTA-salt). Przed etapem izolacji DNA
materiat przechowywano w temperaturze -20°C.
Do izolacji DNA zastosowano komercyjnie dostgpny
zestaw ,,QIAamp DNA Blood Mini Kit” (Qiagen).
Uzyskany materiat wykorzystano do dalszych badan.
Analizg ilosciowa i jakoSciowa DNA przeprowadzono
mierzac absorbancje na spektrofotometrze Eppendorf.
Preparaty rozcieficzono woda w proporcji 2 ul 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. tho).
Do obliczen postuzono si¢ wartoSciami gestosci op-
tyCZnEj ODyo i OD g, po odjqciu warto$ci tta (ODgzo).
Przyjmuje si¢, ze warto§¢ OD,g rowna jest 1 dla
dsDNA o stezeniu 50 pg/ml, ssDNA o stezeniu
33 ug/ml oraz RNA o stezeniu 40 pg/ml. Stezenie
DNA obliczano wedlug wzoru:

Stezenie DNA [ug/ml] = ODyg x50 xR

gdzie: R — krotnos¢ rozcienczenia.

Wyznaczone wartosci stezen DNA miescity sig¢
w granicach 75-100 ng/ul, przy warto$ciach wspot-
czynnika A260/A280 réwnych 1,7-2,0.

Jako$¢ uzyskanego DNA sprawdzano technika roz-
dziatu elektroforetycznego w 0,8% zelu agarozowym
w buforze TBE. W tym celu DNA w ilosci 0,5 pg,
po wczesniejszym zawieszeniu w koncowej objetosci
10 p! i po podaniu buforu obcigzajacego (3 nl, 6x SB
— sodium-bhorate), nanoszono na zel i rozdzielano elek-
troforetycznie przy napieciu 5 V/cm przez okoto
30 minut. Zgodnie z wymogami procedury, efekt roz-

dzialu obserwowano w $wietle U; DNA genomowy
byt widoczny jako pojedynczy prazek.

Reakcja lancuchowej polimerazy
(PCR - polymerase chain reaction)

W pracy przeprowadzono reakcj¢ PCR w celu powie-
lenia badanych fragmentow sekwencji genu RANKL.
Dla analizowanych fragmentow zaprojektowano od-
powiednie pary starterow, ktore nie tworzyly we-
wnetrznych sparowan, homodimerycznych czy hete-
rodimerycznych struktur typu spinka do wlosow.
Specyficzno$¢ starteréw sprawdzono za pomocg pro-
gramu do projektowania starterow OLIGO oraz pro-
gramu BLAST.

Sekwencje starterow dla: RANK 575C/T

F:5’- CAT CAT GGG ACAGAG AAATCCGACG-3
R:5’- GAG AAT GAA ATATTC AGC TGA CC-3’
Dhugo$¢ produktu amplifikacji: 250 pz

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

Produkty reakcji PCR analizowano przez elektroforezg
w 1,5% zelu agarozowym. W tym celu do 5 ul pro-
duktu reakcji PCR dodano 3 ul buforu obcigzajacego
i prowadzono rozdzial przy napieciu 70 V. Jako$¢
produktéw oceniano przez wizualizacje w swietle UV,
wykorzystujac do tego system dokumentacji i kompu-
terowej analizy obrazu UVI-KS4000/Image PC firmy
Syngen Biotech Molecular Biology Instruments.

Analiza polimorfizméw technika PCR-RFLP

Analiza dlugosci fragmentow restrykcyjnych PCR-
-RFLP (RFLP — restriction fragments length polymor-
phisms) pozwala wykry¢ roznice w sekwencji produk-
tow PCR, polegajace na obecnosci lub braku tzw.
miejsca restrykcyjnego, rozpoznawanego przez endo-
nukleazy restrykcyjne. W pracy, za pomocg techniki
PCR-RFLP, analizowano polimorfizm RANK 575C/T.
Do analizy restrykcyjnej zastosowano enzym BstUI.
Sekwencje nukleotydowe rozpoznawane przez wyko-
rzystane enzymy oraz dlugosci fragmentdéw DNA
uzyskane w wyniku hydrolizy enzymatycznej umiesz-
czono w tabeli I.

Tabela I. Charakterystyka enzymu restrykcyjnego zastosowanego do badania polimorfizmu
Table I. Characteristics of restriction enzymes used for the studied polymorphism

Enzym (polimorfizm)

Charakterystyka miejsca hydrolizy

Wielkosci uzyskanych fragmentow
restrykcyjnych badanego amplimeru

BstUI

) enzym hydrolizuje, gdy wystepuje C
(Beni2sor) nie hydrolizuje, gdy wystepuje T
RANK 575C/T ¥ Je, gdy wystepuj

CC (225 pz, 25 pz)
CT (250 pz, 225 pz, 250 pz)
TT (250 pz)
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Produkt reakcji PCR (15 pl) inkubowano w obecno$ci
enzymu restrykcyjnego i buforu przez 16 godzin
w temperaturze 37°C. Fragmenty DNA uzyskane
po analizie restrykcyjnej analizowano podczas roz-
dziatu elektroforetycznego w 2,75% zelu agarozowym
przy napigciu 70 V.

Analiza polimorfizméw technika real-time PCR

Analiza polimorfizmu genu RANKL zostata wykonana
technikg real-time PCR. W tym celu postuzono
si¢ sondami hybrydyzacyjnymi (HybProbe), aparatem
LightCycler® 480 przeznaczonym do szybkiej i pre-
cyzyjnej tancuchowej reakcji polimerazy oraz opro-
gramowaniem LightCycler® 480 Basic Softwar
do analizy wynikow. Do genotypowania, czyli wy-
krywania  pojedynczo-nukleotydowych  polimorfi-
zméw badanych genow, wykorzystano pomiary fluo-
rescencji dokonywane w trakcie analizy krzywej top-
nienia po PCR.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikow uzyskanych w pracy
przeprowadzono za pomocg programu SPSS 17.0 PL
dla Windows. W bazie danych zgromadzono parame-
try kliniczne pacjentek, czgstosci wystepowania po-
szczegblnych genotypow i alleli badanych polimorfi-
zZmow.

Czestosci genotypdw obserwowane w niniejszej pracy
poréwnano z wartosciami oczekiwanymi dla rozktadu
genotypow w stanie rownowagi Hardy’ego-Weinber-
ga za pomocg testu chi-kwadrat (Xz). Postugiwano
sie wzorem p® + 2pq + g = 1. Wyniki podano z 95%
przedziatem ufnosci (95% PU).

Zbadano wptyw badanych polimorfizmoéw na wartos-
ci wskaznikow T-score, Z-score, L2-L4 AM, L2-
-L4 YA, L2-L4 BMD, BMI oraz innych parametrow
klinicznych, przedstawionych za pomocg S$redniej
arytmetycznej, odchylenia standardowego oraz btedu
standardowego $redniej. W tym celu zastosowano
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA. Przyjeto
wystapienie istotnosci statystycznej dla p < 0,05.

WYNIKI

Analiza czgsto$ci wystgpowania homozygotycznych
genotypéw CC i TT oraz heterozygotycznego CT
w polimorfizmie 575C/T (C575T) genu RANK wyka-
zata, ze byly one poréwnywalne w grupach kobiet
Z osteoporoza oraz bez osteoporozy, ktora obejmo-
wata kobiety z osteopenig i zdrowe po menopauzie
(tab. I).

W obu tych badanych grupach genotypem wystepuja-
cym z wigksza czestoscig byt heterozygotyczny geno-
typ CT.

Analiza czgsto$ci wystgpowania homozygotycznych
genotypéw CC i TT oraz heterozygotycznego CT
w polimorfizmie 575C/T (C575T) genu RANK wyka-
zata, ze byly one poréwnywalne w grupach kobiet
Z osteoporoza oraz w grupie kobiet zdrowych po me-
nopauzie i nie zaobserwowano migdzy nimi rdznic
istotnych statystycznie. W obu grupach kobiet geno-
typem wystepujacym z wyraznie wigksza czgstoscia
byt heterozygotyczny genotyp CT (tab. II 1 III).
Czgstos¢ wystgpowania homozygotycznych genoty-
pow CC i TT oraz heterozygotycznego CT w polimor-
fizmie 575C/T (C575T) genu RANK byta poréwny-
walna u kobiet z grupy badawczej (kobiety z osteopo-
rozg) oraz w grupie kobiet zdrowych w wieku rozrod-
czym. Nie zaobserwowano w tym przypadku réznic
statystycznie znamiennych. W tej grupie kobiet czg¢-
sto$¢ wystepowania heterozygotycznego genotypu CT
byta znacznie wyzsza niz pozostatych genotypow (tab.
1 1).

Czestos¢ wystepowania homozygotycznych genoty-
poéw CC i TT oraz heterozygotycznego CT w polimor-
fizmie 575C/T (C575T) genu RANK byta w grupach
kobiet z osteopenig oraz w grupie kobiet zdrowych
po menopauzie poréwnywalna, nie obserwowano
roznic statystycznie znamiennych. W obu badanych
grupach genotypem wyraznie cze¢stszym byt heterozy-
gotyczny genotyp CT.

Analiza czgsto$ci wystgpowania homozygotycznych
genotypéw CC i TT oraz heterozygotycznego CT
w polimorfizmie 575C/T (C575T) genu RANK
w grupach kobiet z osteopenig oraz w grupie kobiet
zdrowych w wieku reprodukcyjnym wykazata porow-
nywalne wartosci. Nie obserwowano roznic staty-

stycznie znamiennych (tab. 111 i IV). W obu grupach
kobiet czgstszym genotypem byl heterozygotyczny
genotyp CT.

Analiza czgstosci wystgpowania homozygotycznych
genotypow CC i TT oraz heterozygotycznego genoty-
pu CT w polimorfizmie 575C/T (C575T) genu RANK
w grupie kobiet z osteoporozg i w grupie Kkobiet
z osteopenig wykazata porownywalne wyniki (tab. Il
i 111). W obu grupach heterozygotyczny genotyp CT
wystepowat czgdciej niz oba pozostate genotypy.
Analiza czgstosci wystepowania homozygotycznych
genotypow CC 1 TT oraz heterozygotycznego genoty-
pu CT w zakresie polimorfizmu 575C/T (C575T)
genu RANK w grupach kobiet, ktore tworzyly grupe
badawcza obejmujaca kobiety z osteopenia i z osteo-
poroza tacznie, oraz w grupie kobiet zdrowych
po menopauzie wykazata poréwnywalne wyniki (tab.
I1'i IV). W obu grupach genotypem wystepujacym
czegsciej byt heterozygotyczny genotyp CT.
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Tabela Il. Czesto$¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu RANK 575C/T u kobiet z osteoporoza i bez osteoporozy (z osteopenia, i zdrowe)

Table II. Occurance frequency of RANK 575C/T genotype polymorphism in women with osteoporosis and without osteoporosis (with osteopenia and

healthy ones)
Kobiety z osteoporoza Kobiety bez osteoporozy
Genotyp
RANK warto$¢ warto$¢ 95% PU warto$¢ warto$¢ 95% PU
obserwowana n (%) oczekiwana (%) ° obserwowana n (%) oczekiwana (%) ’
cc 59 (23,2) 23,8 19,0-25,7 35(23,9) 229 16,4-24,2
CT 127 (50,3) 50,0 46,8-59,0 77 (52,1) 49,9 48,7-62,7
T 67 (26,5) 26,2 16,7-29,2 36 (24,0) 27,2 21,2-284
Razem 253 (100) 100 - 148 (100) 100 -
Tabela lll. Czesto$¢ wystepowania genotypdw polimorfizmu RANK 575C/T u kobiet z osteopenig i zdrowych po menopauzie
Table lIl. Occurance frequency of RANK 575C/T genotype polymorphism in women with osteopenia and healthy women after menopause
Kobiety z osteopenia Kobiety zdrowe
Genotyp pp - - -
RANK wartos¢ wartos¢ 95% PU wartos¢ wartos¢ 95% PU
obserwowana n (%) oczekiwana (%) ’ obserwowanan (%)  oczekiwana (%) ’
cc 20 (22,0) 22,7 18,56-22,1 10 (22,1) 23,3 17,5-23,6
CT 49 (53,6) 49,9 49,0-61,6 25 (55,0) 49,9 46,3-57,7
T 23 (24,4) 274 20,2-30,1 11(22,9) 26,8 21,3-275
Razem 92 (100) 100 - 46 (100) 100 -

Tabela IV. Czesto$¢ wystepowania genotypéw polimorfizmu RANK 575C/T u kobiet z osteoporoza i osteopenia oraz kobiet w wieku rozrodczym
Table IV. Occurance frequency of RANK 575C/T genotype polymorphism in women with osteoporosis and osteopenia and healthy in reproductive age

Osteoporoza z osteopenia

Kobiety w wieku rozrodczym

G;R%t%p warto$¢ wgrtoé(: 95% PU warto$¢ wa}rtoé(: 95% PU
obserwowana n (%) oczekiwana (%) obserwowana n (%) oczekiwana (%)
cc 79(25,2) 235 19,7-26,6 51(23,0) 234 18,6-27,3
cT 161 (51,2) 50,0 48,3-59,0 115 (51,9) 50,0 42,4-56,2
T 75 (23,6) 26,5 21,6-30,3 55 (25,1) 26,6 23,7-308
Razem 315 (100) 100 - 221 (100) 100 -
Analiza czgstosci wystepowania homozygotycznych DYSKUSJA

genotypow CC i TT oraz heterozygotycznego genoty-
pu CT w przypadku polimorfizmu 575C/T (C575T)
genu RANK w grupach kobiet, ktore tworzyly grupe
badawcza obejmujaca kobiety z osteopenig i z osteo-
poroza tacznie, oraz w grupie kobiet zdrowych
w wieku rozrodczym takze wykazata poréwnywalne
wyniki (tab. IV). Nie stwierdzono réznic znamiennie
statystycznych. W grupach tych czestszy byl hetero-
zygotyczny genotyp CT.

Czesto$¢ wystepowania homozygotycznych genoty-
poéw CC i TT oraz heterozygotycznego genotypu CT
w polimorfizmie 575C/T (C575T) genu RANK
w grupie badawczej (kobiety zdrowe po menopauzie)
oraz w grupie kobiet zdrowych w wieku rozrodczym
byta porownywalna (tab. III i IV). Nie stwierdzono
W réznic znamiennie statystycznych. W grupach tych
czesciej wystepowat heterozygotyczny genotyp CT.

Jak wiadomo, masa kostna gromadzi si¢ w ciagu
pierwszych dwoéch dekad zycia. U zdrowych osob
szczyt masy kostnej zalezy przede wszystkim
od czynnikéw genetycznych i masy ciata [16,17].
Choroby i niedobory Zzywnosciowe w okresie dziecin-
stwa i obnizona ekspozycja na steroidy plciowe
w okresie dojrzewania czgsto zmniejszajg gromadze-
nie sie¢ szczytowej masy ciala, predysponujac
do osteoporozy w wieku pdzniejszym.

Rozwoj genetyki i biologii molekularnej przyczynit
si¢ do poznania podtoza genetycznego wielu chorob,
w tym osteoporozy, co przyczynito si¢ do lepszego
zrozumienia etiologii i czynnikéw ryzyka choroby.
Poznanie réznych genotypow lezacych u podloza
osteoporozy umozliwi, by¢ moze, w przysztosci pro-
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wadzenie leczenia ukierunkowanego na konkretnego
pacjenta i pozwoli na skuteczng i aktywng prewencje.
Jak dotad, nie okreslono jednoznacznego wpltywu
badanych gendéw na rozrost masy kostnej. Podejmo-
wane s3 jednak proby znalezienia dowodow zwigzku
migdzy okreslonym fenotypem i polimorfizmem mar-
kerow genetycznych. Genetyczne markery, ktore
znalazly zastosowanie w badaniach nad osteoporoza,
sa polimorficznymi regionami DNA, analizowanymi
za pomocg technik PCR.

Czynnik stymulujacy btong makrofagow (M-CSF)
indukuje ekspresje receptora dla RANKL w osteobla-
stach 1 ekspresje RANK w prekursorach osteoklastu,
inicjujac réznicowanie tych komorek w osteoklasty
w obecno$ci RANKL [18]. RANKL eksponowany
na powierzchni komorek preosteoblastycznych wiaze
si¢ z RANK na komorkach prekursora osteoblastow
[19]. Ligand RANK jest niezmiernie wazny dla rozni-
cowania oraz fuzji do komorek wielojadrzastych,
a takze aktywacji i przezycia komorek osteoblastycz-
nych.

Analizujac polimorfizm RANK C575T we wszystkich
badanych grupach kobiet w wieku pomenopauzalnym,
stwierdzono czestsze wystepowanie homozygoty CC
oraz heterozygoty CT w grupie kobiet ze zdiagnozo-
wang osteoporoza. W sumarycznej grupie kobiet
obejmujacej chore na osteopeni¢ i osteoporoze z grupa
pacjentek o prawidtowych warto$ciach T-score, ujaw-
niono podobng obserwacj¢e. Porownanie czgstosci
genotypéw CC 1 CT w grupie kobiet z osteopenia
oraz w grupie kobiet w wieku rozrodczym nie wyka-
zato opisanych zaleznosci.

Na podstawie danych z pi$miennictwa mozna stwier-
dzi¢, ze rozktad czgstosci genotypow polimorfizmu
RANK C575T jest r6zny w badanych populacjach.
Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze wyniki w populacji
polskiej wyraznie r6znig od wynikow populacji kore-
anskiej czy chinskiej, co znaczy, ze zaleznie od grupy
etnicznej rozklad genotypow polimorfizmu C575T
jest odmienny [20,21].

Nalezy pamigta¢, ze dane literaturowe odnosnie
do wptywu polimorfizmu RANK C575T na parametry
kostne sg niejednoznaczne. Wyniki badan uzyskane
W niniejszej pracy, dotyczacej populacji polskiej,

raczej potwierdzaja wyniki Kim i wsp. [22], na pod-
stawie ktorych wykazano, ze polimorfizm RANK
C575T nie wydaje si¢ czynnikiem genetycznym zwig-
zanym z BMD odcinka ledzwiowego kregostupa
U koreanskich kobiet w wieku pomenopauzalnym
[22,23].

W innym badaniu koreanskim z udzialem Kkobiet
W okresie pomenopauzalnym zaobserwowano wplyw
polimorfizmu C575T na BMD kosci pictowej [20].
Autorzy ci wykazali rowniez, ze genotyp TT tego
polimorfizmu ma zwiazek z wyzsza wartoscia BMD
w kosci pigtowej niz u kobiet z genotypem CC. Suge-
ruja tez, ze allel T mozna uznaé za ochronny w sto-
sunku do tkanki kostnej. Biorac pod uwage wyniki
przedstawionych badan, mozna przyjac teze, ze gene-
tyczne zrdéznicowanie w obrebie genu RANK moze
mie¢ wplyw na obrét kostny [20].

Hsu i wsp. [21] poréwnujac chinskg populacje pacjen-
tow, u ktorych stwierdzono niskg mas¢ kostna, z 0s0-
bami z wysoka BMD, jako grupa kontrolng, wykazali
zwigzek omawianego polimorfizmu z BMD.

W populacji chinskiej zaobserwowano zwiazek jedne-
go z polimorfizméw RANK z BMD odcinka ledzwio-
wego kregostupa oraz stawu biodrowego [24].
Ta sama grupa stwierdzita, ze geny RANK i RANKL
wykazuja zwiazek z wiekiem wystapienia pierwszej
miesigczki i wiekiem wystapienia naturalnej meno-
pauzy u biatych kobiet w Stanach Zjednoczonych.
Trzy polimorfizmy genu RANK miaty zwiazek z wy-
stapieniem pierwszej miesigczki, natomiast dwa SNP
tego genu wykazaly zwiazek z wiekiem wystgpienia
menopauzy. Ponadto polimorfizmy genu RANK miaty
rowniez istotny statystycznie zwigzek z wiekiem
pierwszej miesigczki i poczatkiem menopauzy [25].

WNIOSKI

Homozygota TT polimorfizmu genu receptora RANK
nie jest czynnikiem zwigkszonego ryzyka wystapienia
osteoporozy i jest powigzana z nizszymi wartosciami
opisujacymi BMD u kobiet z osteoporozg i oste-
openig.
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