-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byﬁ CORE

provided by Via Medica Journals

ginekologia

Polimorfizm genu kodujacego osteoprotegeryne
a wystepowanie osteoporozy u kobiet
po menopauzie

Polymorphism of osteoprotegerin gene and osteoporosis in post-
menopausal women

Seremak-Mrozikiewicz Agnieszka', Tatusko Joanna’, Drews Krzysztof®,
Barlik Magdalena’, Krajewski Pawel’, Spaczynski Marek’,
M. Mrozikiewicz Przemystaw?

' Klinika Perinatologii i Choréb Kobiecych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

? Instytut Roslin i Przetwordw Zielarskich w Poznaniu

* Studenckie Koto Naukowe przy Klinice Perinatologii i Chorob Kobiecych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
“ Instytut Genetyki Roslin PAN

* Katedra Ginekologii, Potoznictwa i Onkologii Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Streszczenie
Wstep: Biatko osteoprotegeryna (OPG) petni kluczowa role w kontroli resorpgji kosci blokujac kompetencyjnie li-
gand jadrowego czynnika aktywujacego receptor kB (RANKL). Proces ten prowadzi do hamowania réznicowania
i aktywnosci osteoklastow. Celem badania byfa ocena rozkfadu genotypow polimorfizméw -163A>G oraz
1181G>C genu OPG, a takze analiza zwiazku genotypow z gestoscia mineralna kosci (BMD) oraz innych parame-
tréw obrotu kostnego w populacji kobiet polskich po menopauzie.
Materiat i metoda: Badaniem objeto 310 niespokrewnionych kobiet rasy kaukaskiej (54,48+8,53 lata) po meno-
pauzie (139 kobiet z osteoporoza, 107 kobiet z osteopenia, 64 zdrowych kobiet). Analize genetyczna przeprowa-
dzono przy pomocy reakcji PCR/RFLP. Pomiar BMD wykonano przy zastosowaniu metody podwdjnej absorpcjome-
trii rentgenowskiej (DXA).
Wyniki: W przypadku polimorfizmu -163A>G zauwaZono czestsze wystepowanie heterozygot AG (26,6 vs 18,7%,
ns) oraz nieznacznie wyzsza czestos¢ wystepowania zmutowaneqgo allela G (14,1 vs 10,9%, ns) w grupie kobiet
z osteoporoza. Czestos¢ wystepowania homozygot recesywnych CC oraz alleli C polimorfizmu 1181G>C nie wyka-
zywata réznic pomiedzy badanymi podgrupami. Rozkfad wystepowania poszczegolnych haplotypow polimorfizmow
-163A>G oraz 1181G>C we wszystkich podgrupach byt podobny. Nie zaobserwowano korelagji pomiedzy warto-
Sciami badanych parametrow obrotu kostnego a czestoscia pojawiania sie poszczegdlnych genotypdw badanych
polimorfizmdw w analizowanych podgrupach.
Whioski: Czestsze wystepowanie heterozygot AG oraz zmutowanego allela G polimorfizmu -163A>G genu OPG
w grupie kobiet z osteoporoza moze sugerowac znaczenie tego wariantu w rozwoju osteoporozy. Wskazana jest
szersza analiza wariantow genetycznych szlaku sygnatowego RANKL/RANK/OPG facznie z badaniem modulacyjne-
go wplywu estrogendw, TNF-a oraz niektdrych interleukin na rozwdj osteoporozy.

Stowa kluczowe: osteoporoza / szlak sygnalowy RANKL/RANK/OPG /
/ polimorfizm genetyczny /
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Summary

Introduction: Osteoprotegerin (OPG) plays a crucial role in the control of bone resorption through competitive inhi-
bition of receptor activator of nuclear factor kB ligand (RANKL). This process leads to inhibition of osteoclasts dif-
ferentiation and activity. The aim of the following study was to evaluate the distribution of genotypes of -163A>G
and 1181G>C polymorphisms in OPG gene, and analyze their relationship with bone mineral density (BMD) and
other parameters of bone turnover in population of Polish postmenopausal women.

Material and method: The study included 310 postmenopausal Caucasian women (54,48+8,53 years), 139
women with osteoporosis, 107 with osteopenia and 64 healthy women. Genetic analysis was performed by
PCR/RFLP reaction. BMD value was measured by dual energy X-ray absorptiometry (DXA).

Results: For -163A>G polymorphism the higher frequency of heterozygotes AG (26.6 vs. 18.7%, ns) and slight
overrepresentation of mutated G allel (14,1 vs. 10,9%, ns) in the osteoporosis group was observed. The frequency
of recessive CC homozygotes and C alleles of 1181G>C polymorphism did not differ among the investigated groups.
The distribution of particular haplotypes of -163A>G and 1181G>C polymorphisms in all subgroups was similar.
Correlation between values of investigated parameters of bone turnover and frequency of genotypes of investigat-
ed polymorphisms has not been observed.

Conclusions: The overrepresentation of heterozygous AG genotype and mutated G allele of -163A>G polymor-
phism of OPG gene in the group of women with osteoporosis might suggest the significance of this variant in the
development of osteoporosis. A more extensive analysis of genetic variants of RANKL/RANK/OPG signal pathways,
Joint with an investigation of modulated influence of estrogens, TNF-a or several interleukin influencing the deve-

lopment of osteoporosis is necessary.

Key words: osteoporosis / RANKL/RANK/OPG pathway / genetic polymorphism /

Wstep

Osteoporoza jest przewlekla, uogdlniona choroba meta-
boliczng uktadu kostnego uwarunkowana wieloczynnikowo.
Jedna z przyczyn osteoporozy moga by¢ zaburzenia aktywno-
$ci osteoklastéw prowadzace do nasilonej resorpcji kosci. Sto-
sunkowo niedawno opisano, iz powstawanie i dojrzewanie
osteoklastow regulowane jest w duzej mierze przez trzy czyn-
niki nalezace do nadrodziny czynnika martwicy nowotworow.
Sa to aktywator receptora czynnika jadrowego kappa B (xB)
(RANK - receptor activator of nuclear factor kappa B), jego
ligand (RANKL - receptor activator of nuclear factor — kB
ligand) oraz biatko osteoprotegeryna (OPG — osteoprotegerin)
[1, 2]. Obecnie uwaza si¢, ze szlak sygnatowy
RANKL/RANK/OPG jest $cisle zaangazowany w proces
resorpcji kosci [3].

Biatko RANKL ulega ekspresji na powierzchni komorek
zrgbu szpiku, limfocytow T i B oraz w tkankach limfoidalnych
(weztach chtonnych, $ledzionie, grasicy, kgpkach Peyera i wa-
trobie ptodu) [4, 5]. W macierzy kostnej biatko RANKL jest
niezbednym czynnikiem do réznicowania osteoklastow, odpo-
wiedzialnym za ich rekrutacje, fuzje w wielojadrzaste komorki
kosciogubne, aktywacje form dojrzatych, a takze hamowanie
apoptozy osteoklastow. Receptorem dla RANKL jest trans-
membranowe biatko RANK, ktorego obecnos¢ opisano na
powierzchni hematopoetycznych komoérek prekursorowych,
dojrzatych osteoklastow, chondrocytow, komorek nabtonko-
wych gruczotu sutkowego oraz trofoblastu. Wynikiem pota-
czenia RANK z RANKL na poziomie komoérkowym jest roz-
nicowanie preosteoklastow do form dojrzatych, nasilenie ak-
tywnosci osteoklastow oraz zahamowanie ich apoptozy [1, 5].
Osteoprotegeryna, cytokina syntetyzowana i wydzielana po-
przez zaktywowane osteoblasty, jest dimerycznym rozpusz-
czalnym biatkiem i rodzajem receptora blokujacego RANKL.
OPG ma zdolnos$¢ wigzania si¢ z RANKL (,,receptor-putap-
ka” dla RANKL) co uniemozliwia wigzanie si¢ RANKL
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z RANK i w konsekwencji zatrzymuje caly szlak dojrzewania
osteoklastow juz na jego poczatkowych etapach. W tym me-
chanizmie OPG pelni rolg inhibitora resorpcji kosci [6, 7]
i funkcje czynnika regulujacego mase kostna. Zmniejsza re-
sorpcje kosci poprzez hamowanie réznicowania osteoklastow,
blokadg ich aktywnosci oraz indukowanie ich apoptozy [1, 7].
Zadaniem biatka OPG jest wigc zmniejszanie puli aktywnych
osteoklastow i hamowanie resorpcji kosci. Dynamiczna réw-
nowaga pomi¢gdzy RANKL/RANK a poziomem biologicznie
aktywnego biatka OPG pozwala na regulacje dojrzewania
oraz aktywacji osteoklastow, a tym samym wplywa na meta-
bolizm tkanki kostnej. Od momentu opisania szlaku
RANKL/RANK/OPG udowodniono, iz OPG obok RANKL
jest bezposrednio zaangazowane zaréwno w proliferacj¢ pre-
kursoréw osteoklastow, jak tez w proces apoptozy dojrzatych
komoérek.  Zaburzenia  oddzialywan ~w  systemie
RANKL/RANK/OPG moga by¢ elementem etiopatogenezy
osteoporozy pomenopauzalnej [8, 9] stad wydaje sig, iz geny
kodujace kazdy z tych trzech czynnikdw sq dobrze rokujacymi
genami kandydujacymi, ktore moga warunkowaé rozwoj oste-
oporozy. Gen kodujacy OPG zlokalizowany na chromosomie
8 (locus 8q23-24, 5 eksonow, 29 kilo par zasad), wystepuje
w pojedynczej kopii [10]. W genie OPG do tej pory zidentyfi-
kowano 12 polimorfizmoéw. Wiele sposrod nich pozostaje
w catkowitym sprzg¢zeniu [11, 12].

Cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie czgstosci wystgpowania poli-
morfizmow -163A>G w rejonie promotorowym oraz
1181G>C w eksonie 1 genu kodujacego osteoprotegeryng
w grupie kobiet po menopauzie, ocena zwigzku badanych wa-
riantow genetycznych z parametrami obrotu kostnego i za-
awansowania osteoporozy oraz ocena znaczenia badanych
wariantow genetycznych w etiopatogenezie osteoporozy.
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Materiat i metody

Badaniem objeto 310 niespokrewnionych kobiet rasy kau-
kaskiej po menopauzie (54,48%8,53 lata, mediana 54), ktére
zglosily si¢ do Pracowni Densytometrii Ginekologiczno-Po-
fozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu w latach 2004-2006. Pacjentki zakwalifikowano
do trzech podgrup pod wzgledem wartosci wspotczynnika t-
score: 139 kobiet z osteoporoza (t-score < -2,5, 56,0618,83 la-
ta, mediana 56), 107 kobiet z osteopenia (t-score pomigdzy -
2,5 a -1, 53,27£8,09 lat, mediana 54), 64 zdrowych kobiet (t-
score>-1, 53,38+8,22 lata, mediana 54). Kryterium kwalifiku-
jacym do badania bylo wystapienie menopauzy co najmniej
przed rokiem. Z badania wykluczono kobiety, u ktorych weze-
$niej przeprowadzona zostata operacja obustronnego usunig-
cia jajnikdw, kobiety przyjmujace leki mogace mie¢ wplyw na
metabolizm kostny (hormonalna terapia, selektywne modula-
tory receptorow estrogenowych, kalcytonina, bisfosfoniany,
hormony tarczycy, sterydy, heparyna, leki przeciwpadaczko-
we, analogi GnRH, tibolon) oraz kobiety z chorobami wpty-
wajacymi na gestos¢ i utrat¢ masy kostnej (zaburzenia endo-
krynologiczne i metaboliczne, choroby hematologiczne, nowo-
tworowe, choroby nerek, autoimmunologiczne oraz tkanki
facznej).

Wszystkie kobiety zostaly szczegdtowo poinformowane
o zakresie i celu prowadzonych badan i wyrazily zgode na
udziat w badaniach. Na przeprowadzenie badan uzyskano
zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Po-
znaniu (1426/04).

Na podstawie przeprowadzonych badan densytometrycz-
nych (metoda podwojnej absorpcjometrii rentgenowskiej
(DXA — dual energy X-ray absorptiometry), aparat LUNAR
DPX 100, Lunar Corp., Madison, USA) obliczone zostaty
parametry opisujace stan tkanki kostnej: warto$¢ gestosci
mineralnej kosci (BMD — bone mineral density) w odcinku lg-
dzwiowym kregostupa L2-L4, a takze wspdtczynniki: z-score
oraz z-score. Obliczono réwniez wskazniki $redniej gestosci
mineralnej kosci w poréwnaniu do $redniej dla mtodych doro-
stych (YA — young adults) oraz $redniej gestosci mineralnej
kosci w poréwnaniu do $redniej dla danego wieku (AM — age
matched). Dodatkowo wyznaczono wskaznik masy ciata
(BMI — body mass index) na podstawie pomiaru masy ciata
1 wzrostu.

Czestos¢  wystepowania polimorfizméw: -163A>G
1 1181G>C genu OPG zbadano przy zastosowaniu reakcji
fancuchowej polimerazy oraz polimorfizmu dtugosci fragmen-
tow restrykcyjnych (PCR/RFLP — polymerase chain reac-
tionlrestriction fragment length polymorphism). W celu ampli-
fikacji wybranych fragmentéw gendw przeprowadzono reak-
cje PCR z zastosowaniem 2 starterow (Tib MolBiol, Polska).
(Tabela I).

Warunki reakcji PCR dla obydwu badanych polimorfi-
zmow genu OPG przedstawiono w tabeli I1.

Uzyskane fragmenty genu osteoprotegeryny o wielkosci
355 par zasad (pz) obejmujacego rejon promotorowy oraz
o wielkosci 220 pz obejmujacy ekson 1, poddawano hydrolizie
enzymami restrykcyjnymi (odpowiednio: Asel i1 Spel).
W przypadku polimorfizmu -163A>G obecnos¢ genotypu
AA rozpoznawano przy obecnosci prazkow wielkosci 147 oraz
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Tabela I. Zastosowane startery i dfugosci produktéw PCR.

Dlugosé
Polimorfizm Sekwencje starterow* prog:’lktu
amplifikacji
16345G F: 5 -CTT GAA CAC TTG GCC CTG AT-3’ 355pz
- R: 5’ -GCA GAG TGA AAA TTG GAC TGC-3’
F: 5" -GTT TCC GGG GAC CAC AAT GAA CTA-3’
11816>C R: 5’ -TAG GGG AAG CAT GGC ATA ACT TGA-3’ 220pz
*startery zaprojektowano przy uzyciu programu Oligo 4.0 (National Biosciences)
Tabela IIl. Warunki reakgji PCR.
Temp. i czas - Temp. i czas -
Faza reakcji PCR polimorfizm polimorfizm To$¢ eykli
-1634>G 1181G>C
Denaturacja wstgpna 95°C, 4 min. 95°C, 4 min. 1
Denaturacja 95°C, 40 sek. 95°C, 40 sek.
Hybrydyzacja 63°C, 30 sck. 62°C, 35 sck. 35
starterow
Elongacja 72°C, 1 min. 72°C, 1 min.
Koncowa elongacja 72°C, 5 min. 72°C, 4 min. 1

208 pz, genotyp heterozygotyczny AG przy wielkosci prazkow
355, 208 oraz 147 pz, natomiast genotyp GG w obecnosci
prazka wielkosci 355 pz. Dla polimorfizmu [188C>G obec-
nos¢ genotypu CCrozpoznawano przy obecnosci prazka wiel-
kosci 220 pz, genotyp heterozygotyczny GC 220 pz, 199 pz, 21
pz, natomiast genotyp GG w obecnosci dwoch prazkow wiel-
kosci 199 pz, 21 pz. Analiz¢ otrzymanych fragmentow restryk-
cyjnych przeprowadzono przy pomocy elektroforezy w zelu
agarozowym (odpowiednio 2,5% oraz 3% zel agarozowy, na-
piecie okoto 70V). Produkty rozdziatu elektroforetycznego
oceniano poprzez wizualizacje w swietle UV, wykorzystujac
w tym celu system dokumentacji i komputerowej analizy ob-
razu UVI — KS4000/ Image PC firmy Syngen Biotech Mole-
cular Biology Instruments.

Do analizy statystycznej otrzymanych w pracy wynikow
czestoscl wystegpowania genotypdw 1 polimorficznych alleli
badanych gendéw, zastosowano program statystyczny SPSS
14.0 PL dla Windows. Za statystycznie istotng przyjeto war-
tos¢ p < 0,05. W celu oceny czestosci wystepowania haploty-
pow polimorfizmoéw genu osteoprotegeryny zastosowano pro-
gram PHASE.

Wyniki

W badanej populacji kobiet po menopauzie wiek pomig-
dzy podgrupami z osteoporoza, osteopenia oraz prawidiowa
masa kostng nie roznif si¢ istotnie. Obserwowano natomiast
roznice statystycznie istotne w stosunku do masy ciafa i wzro-
stu (p<0,001) oraz wskaznika BMI (p=0,004). Réwniez para-
metry zwiazane z gestoscia kostna: BMD L2-1.4, BMD L2-1L4
YA (%), BMD L2-1L4 AM (%), t-score, z-score, roznily si¢ sta-
tystycznie istotnie (p<0,001).
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Tabela Ill. Poréwnanie czestosci wystepowania genotypéw polimorfizméw -163A>G oraz 1181G>C dla genu OPG w grupie kobiet

z osteopenia, osteoporoza i w grupie kobiet z prawidtowym t-score.

Grupa kobiet 7 osteoporozq Grupa kobiet 7 osteopeniq Grupa kobiet z osteopeniq / Gr:up @ kobiet
Genotyp _ _ osteoporozq z prawidtowym t-score
n=139 n=107 - _
n=246 n=64
Wartosé Wartosé Wartosé Wartosé Wartosé Wartosé Wartosé Wartosé
obserwowana | oczekiwana | obserwowana | oczekiwana | obserwowana | oczekiwana | obserwowana | oczekiwana
n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%) n (%) (%)
polimorfizm
-1634>G
AA 101 (72,7) 73,8 82 (76,6) 75,5 183 (74,4) 74,6 51(79,7) 79,4
AG 37 (26,6) 24,2 22 (20,6) 22,8 59 (24,0) 23,5 12 (18,7) 19,4
GG 1(0,7) 2,0 3(2,9) 1,7 4 (1,6) 1,9 1(1,6) 1,2
Allele
A 239 (85,9) - 186 (86,9) - 425 (86,4) - 114 (89,1) -
G 39 (14,1) - 28 (13,1) - 67 (13,6) - 14 (10,9) -
polimorfizm
1181G>C
Genotyp
GG 27 (19,4) 20,9 18 (16,8) 19,3 45 (18,3) 20,2 12 (18,8) 20,5
GC 73 (52,5) 49,6 58 (54,2) 49,3 131 (53,2) 49,5 34 (53,1) 49,6
cC 39 (28,1) 29,5 31(29,0) 31,4 70 (28,5) 30,3 18 (28,1) 29,9
Allele
G 127 (45,7) - 94 (43,9) - 221 (44,9) - 58 (45,3) -
C 151 (54,3) - 120 (56,1) - 271 (55,1) - 70 (54,7) -

W przypadku polimorfizmu -163A>G zauwazono czest-
sze wystepowanie heterozygot AG w grupie kobiet z osteopo-
roza (26,6% vs 18,7% w grupie z prawidlowa wartoscia #-sco-
re, ns), a takze mniej czgste wystegpowanie homozygot domi-
nujacych AA (72,7 vs 79,7%, ns) w poréwnaniu do grupy ko-
biet z prawidtowym t-score. Czgstos¢ wystgpowania zmutowa-
nego allela G byta nieznacznie wyzsza w podgrupie z osteopo-
roza (14,1 vs 10,9%, ns). (Tabela III).

Dla polimorfizmu 1181G>C nie stwierdzono réznic w wy-
stegpowaniu heterozygotycznego genotypu GC (52,5% oraz
54,2% vs 53,1% w grupie z prawidtowa wartoscia t-score, ns),
homozygotycznego genotypu CC (28,1% oraz 29,0% vs
28,1%, ns) oraz zmutowanego allela C (54,3 oraz 56,1 vs
54,7%, ns) pomigdzy badanymi grupami kobiet z osteoporo-
za, osteopenig oraz kontrolna. We wszystkich analizowanych
przypadkach wartosci obserwowane byly zgodne z wartoscia-
mi oczekiwanymi wyliczonymi na podstawie prawa Hardy-
Weinberga. (Tabela I11).

Oproécz badania czestosci wystgpowania pojedynczych po-
limorfizméw genu biatka OPG podjeto probe catosciowego
spojrzenia na wzajemne relacje polimorfizmoéw - 163A>G oraz
1181G>Cw badanej grupie poprzez oceng czgstosci wystepo-
wania haplotypow. Czestosci wystepowania poszczegdlnych
haplotypow w badanych podgrupach byty podobne i nie r6z-
nily si¢ statystycznie istotnie. (Tabela IV).

Dokonano réwniez poréwnania Srednich wartosci para-
metréw obrotu kostnego dla poszczegdlnych genotypdw ba-
danych polimorfizmoéw -163A>G oraz 1181G>C genu biatka
OPG.

W zadnej z podgrup kobiet z osteoporoza, osteopenia oraz
z prawidiowa wartoscia t-score nie zaobserwowano korelacji
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pomiedzy wartosciami badanych parametrow a czgstoscia po-
jawiania si¢ genotypow zawierajacych zmutowane allele.
(Tabela Vi VI).

Dyskusja

W zrozumieniu patomechanizméow powstawania osteopo-
rozy istotny aspekt badawczy stanowi¢ moze diagnostyka
obecnosci polimorfizmdéw genetycznych, badz tez ich wptywu
na wartosci parametrow okreslajacych stan tkanki kostnej
u kobiet po menopauzie [13, 14].

Wpltyw obecnosci  polimorfizmow -163A>G  oraz
1181G>C genu OPG na ggstos¢ mineralng kosci nadal pozo-
staje niejasny. W przypadku polimorfizmu 1181G>C sugeruje
sig, ze zamiana trzeciego aminokwasu w kodonie biatka OPG
z zasadowej lizyny na polarng asparaging moze powodowaé
zmiany w kinetyce wydzielania tej proteiny. Ekson 1, w kto-
rym wystepuje ten polimorfizm koduje peptyd sygnalowy dla
OPG niezbedny dla prawidtowego przebiegu jego sekrecji.
Wspomniana substytucja aminokwasowa w tancuchu biatko-
wym moze wigc powodowac uposledzenie sekrecji biatka
OPG 1, 6].

W niniejszej pracy rozktad czestosci wystgpowania geno-
typow polimorfizmu -163A>G oraz 1181G>C nie wykazat
statystycznie istotnych réznic w badanych podgrupach kobiet
z osteoporoza, osteopenig oraz z prawidtowymi wartosciami
t-score. Jedynie w zakresie polimorfizmu -163A>G obserwo-
walismy przewage heterozygot AG oraz zmutowanego allela
G w grupie kobiet z osteoporoza. Wyniki te wyznaczone sa
w populacji kobiet polskich po raz pierwszy, stad na obecnym
etapie trudno si¢ jednoznacznie do nich ustosunkowac.
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Tabela IV. llosciowe zestawienie obserwowanych haplotypéw -163/7181 polimorfizméw genu osteoprotegeryny
oszacowane za pomocg programu PHASE.

Grupa kobiet Grupa kobiet Grup “ kobiet

Haplotyp Z osteopenig 7 osteoporozq @ prawidiowym
t-score
AC 0,4370 0,4859 0,4663
AG 0,4171 0,3848 0,3922
GC 0,0837 0,0747 0,0766
GG 0,0621 0,0546 0,0648

Tabela V. Porownanie wartosci srednich parametréw klinicznych dla poszczegdlnych genotypéw polimorfizmu -163A>G genu OPG
w badanych grupach kobiet.

Grupa kobiet 7 osteoporozq Grupa kobiet 7 osteopeniq Grupa kobiet 7 prawidlowym
n=139 n=107 t-score
n=64
-1634>G AA AG GG AA AG GG AA AG GG
n 101 37 1 82 22 3 51 12 1
t-score -3,11+0,53 -3,26 £0,56 -4,24 -1,79 £0,42 -1,81 +£0,48 -2,04 +0,11 0,08 £0,95 -0,08 0,45 1,47
z-score -4,34 £18,65 -1,70 0,84 -1,74 -0,80 +0,68 -0,97 £0,65 -0,77 £0,04 0,70 1,16 0,75 +0,42 -
mas(zgal” 60,89+9,16 | 61,8+8,95 46,0 65,6849.87 | 639541549 | 61334569 | 67,61 +11,77 | 74,64 +14,68 67.0
wzrost (cm) 160,2+5,04 160,35 +5,49 155,0 163,27 5,25 161,27 +4,31 162,67 +1,15 162,65 +5,65 165,18 £7,59 160,0
BMIZ 23,69 £3,14 24,01 £3,01 19,15 24,61 £3,35 24,57 £5,79 23,17 +1,93 25,59 +4,48 27,31 +4,93 26,17
(kg/m’)
BMD LZZ- 0,82 +0,07 0,81 +0,07 0,69 0,98 £0,05 0,98 £0,05 0,96 £0,02 1,21 0,10 1,20 £0,06 1,38
L4 (g/em’)
BMD L2-
68,72 £5,19 67,4 +5,44 58,0 81,81+4,34 81,8 +4,98 79,6 £1,52 100,6 8,48 99,7 £4,55 115,0
L4 YA (%)
BMD L2-
78,62+7,71 76,6 £5,20 77,0 89,16 £6,72 89,6 £6,97 88,33 £3,79 108,96 10,47 106,2 £7,63 125,0
L4 AM (%)

Tabela VI. Poréwnanie wartosci srednich parametrow klinicznych dla poszczegélnych genotypédw polimorfizmu 1181G>G genu OPG
w badanych grupach kobiet.

Grupa kobiet 7 osteoporozq Grupa kobiet 7 osteopeniq Grupa kobiet z prawidlowym
n=139 n=107 t-score
n=64
1181G>G GG GC cc GG GC cc GG GC cc
n 27 73 39 18 58 31 14 33 17
t-score -3,15 £0,63 -3,21 £0,54 -3,05 +0,47 -1,9+0,39 -1,79 £0,45 -1,75 £0,44 -0,14 £0,55 -0,08 1,027 | 0,32 +0,82
z-score -9,53 £31,61 -1,79 +0,61 -1,15£0,52 -0,97 £0,49 -0,85 +0,69 -0,71 +0,71 0,26+0,63 0,51+1,09 0,85+1,23
'”“S(Z gc)’“’“ 60324988 | 62,684822 | 57584983 | 66,56%1485 | 64541007 | 66,17+1052 | 66,55£12,54 | 67.23+£12,81 | 71,83 1144
wzrost (cm) 160,0 +5,01 160,86 +4,27 158,79+ 6,8 161,61 +4,43 162,74 £5,15 163,9 +£5,16 163,54 +5,73 162,6 +6,45 163,70 £5,77
BMI (kg/mz) 23,57 +£3,76 24,19 £2,70 22,77 £3,14 25,44 £5,45 24,36 £3,58 24,60 £3,48 24,83 +4,11 25,49 £5,00 26,80 +4,01
BMD LZZ_L4 0,81 £0,08 0,81 £0,07 0,83 £0,06 0,97 £0,048 0,98 £0,05 0,98 £0,06 1,19 £0,06 1,18 £0,10 1,24 £0,10
(g/cn’)
Bﬂfg fﬂ/z)-l/’ 68,0 +6,03 67,95 £5,37 69,21 +4,69 81,0 4,20 81,9 +4,42 82,0 +4,73 99,3 +£5,08 98,46 +8,41 103,22+ 8,30
0,
BZZI(‘OZ/-)L4 71,47 £7,6 77,33 £6,42 80,47 £8,1 88,35 £5,82 89,69 +6,34 89,04 +8,01 | 105,7 46,18 106,58+10,54 | 111,60+11,00
0,
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W badaniach przeprowadzonych w populacjach kobiet
maltanskich, koreanskich oraz hiszpanskich z osteoporoza nie
wykazano statystycznie istotnych réznic w czgstosci pojawia-
nia si¢ badanego polimorfizmu -163A>G genu OPG [15, 16,
17, 18]. Natomiast w badaniu Langdahl i wsp. przeprowadzo-
nym w populacji dunskich kobiet wykazano statystycznie
istotnie czgstsze wystgpowanie zmutowanych homozygot GG,
jak rowniez allela G w grupie kobiet z osteoporoza w poroéw-
naniu do grupy kontrolnej. Jednoczesnie wykazano wystgpo-
wanie statystycznie nizszych wartosci BMD L2-L4 u kobiet
z osteoporozg z wariantem allela G w pordwnaniu do grupy
kontrolnej. W pracy tej wykazano réwniez mniej czgste wyste-
powanie zmutowanego genotypu CC polimorfizmu
1181G>C w grupie pacjentek z osteoporoza i zlamaniami
kosci [11].

Nie mniej istotna jest ocena wptywu polimorfizmow genu
OPG na parametry obrotu kostnego. W naszym badaniu nie
obserwowaliSmy istotnej statystycznie korelacji czgstosci wy-
stgpowania zmutowanych genotypow badanych polimorfi-
zmow z gestoscia mineralng kosci oraz innymi wspdtczynnika-
mi. W badanianiach przeprowadzonych przez Vidal i wsp.
w zakresie polimorfizmu 1181G>C odnotowano czgstsze wy-
stepowanie (p=ns) homozygotycznego genotypu typu dzikiego
GG w grupie 0séb o obnizonym wskazniku BMD w stosunku
do grupy kontrolnej z normalnymi jego wartosciami [15].

Podobne wyniki uzyskano takze w badaniach Langdahl
1 wsp. gdzie statystycznie istotne okazaty si¢ roznice pomigdzy
BMD dla genotypow GC oraz CC polimorfizmu [181G>C -
najwyzsze wartosci BMD odnotowano dla homozygot CC
podczas gdy u kobiet bedacych nosicielkami genotypu GG re-
jestrowano nizsze wartosci BMD L2-L4 [11]. Podobng zalez-
nos¢ odnotowali Kim 1 wsp. ktorzy wykazali, ze BMD w od-
cinku lgdzwiowym kregostupa u kobiet z genotypem CC byto
znaczaco wyzsze niz u kobiet z genotypem GC lub GG [16].

W badaniach przeprowadzonych przez Choi i wsp., gdzie
obserwowano wzrost wartosci BMD wraz ze zwigkszeniem
czestosci allela C (uzyskano statystycznie istotny wynik, takze
po skorygowaniu danych wzgledem wieku oraz BMI), kobiety
z genotypem CC mialy o 7% wyzsze BMD w dystalnej czesci
kosci promieniowej i 10% wyzsze BMD w kosci pigtowej w po-
rownaniu do grupy z genotypem GG [17]. W sprzecznosci
z powyzszymi danymi pozostaja wyniki uzyskane przez Wyn-
ne i wsp. gdzie w grupie kobiet po menopauzie allel C wydaje
si¢ by¢ czynnikiem ryzyka dla niskich wartosci BMD. W ba-
daniach tych wykazano wystepowanie o 14,4% nizszych war-
tosci BMD w szyjce kosci udowej oraz o 14,8% nizszego BMD
w odcinku ledZzwiowym kregostupa w grupie kobiet nosicielek
genotypu homozygotycznego CC lub heterozygotycznego GC
polimorfizmu 1181G>C[19].

Zaprezentowane w naszej pracy wyniki dotyczace popula-
cji kobiet polskich wskazuja na brak wplywu polimorfizmu
1181G>C w eksonie 1 oraz mozliwy, staby wptyw polimorfi-
zmu -163A>G w promotorze genu OPG na rozwdj osteoporo-
zy. Jednoczesnie czgstos¢ wystegpowania genotypdw polimorfi-
zmu -163A>G oraz 1181G>Cw grupie kontrolnej z prawidto-
wym t-score nie odbiegata zasadniczo od czgstosci alleli pre-
zentowanych w innych populacjach rasy kaukaskiej [11, 15,
18]. Nieznaczne roznice pojawialy si¢ jedynie w porownaniu
do rasy azjatyckiej [17].

© 2009 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Brak roznic statystycznie istotnych w czgstosci wystepo-
wania badanych polimorfizmoéow genu OPG w powyzszym ba-
daniu moze wynikac z niedostatecznie duzej grupy badanych
kobiet lub braku takiego zwiazku w badanej populacji. Nale-
zy rOwniez zauwazyc, iz osteoporoza jest choroba o ztozonej
etiologii, dlatego tez efekty badanych polimorfizmow moga
by¢ maskowane przez dziatanie innych polimorfizmdéw gene-
tycznych lub dziatanie hormonow i cytokin zaangazowanych
w proces przebudowy kosci [20].

Roéznorodne cytokiny (TNF-a, IL-1, IL-11, IL-17) prze-
jawiaja zdolnos$¢ wptywania na homeostaze tkanki kostnej po-
przez zwigkszanie resorpcji kosci. Stwierdzono, ze regulacja
dziatania systemu sygnalowego RANKL/RANK/OPG jest
$cisle powigzana z mediatorami standw zapalnych, czynnika-
mi wzrostowymi i ukfadem hormonalnym.

W tkance kostnej efektem tej regulacji jest nadmiar
RANKL w stosunku do OPG, ktory wiedzie do wzmozonej
aktywnosci osteoklastow lub odwrotnie nadmiar OPG hamu-
jacy procesy resorpcji kostnej. Cytokiny te wptywaja wigc na
szlak RANKL/RANK/OPG zmieniajac wzajemny stosunek
tych biatek i modulujac w ten sposob resorpcje kosci. Stwier-
dzono rowniez zwigkszona ekspresj¢ genu oraz biosynteze
biatka OPG pod wplywem estrogenu w eksperymentach in
vitro w osteoblastach ludzkich i szczurzych [21, 22].

Whnioski

Zaobserwowane czestsze wystegpowanie heterozygot AG
oraz zmutowanego allela G polimorfizmu -163A>G genu
OPG w grupie kobiet z osteoporoza moze sugerowac znacze-
nie tego wariantu w rozwoju osteoporozy. Wskazana jest szer-
sza analiza wariantow genetycznych szlaku sygnatowego
RANKL/RANK/OPG tacznie z badaniem modulacyjnego
wplywu estrogenow, TNF-a oraz niektérych interleukin na
rozwdj osteoporozy.
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