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POVZETEK

Osteoporoza je najpogostejSa presnovna bolezen kosti, ki zaradi izgube kostne mase, ki je
posledica poruSenega ravnovesja med kostno razgradnjo in tvorbo, vodi v povecano
tveganje za zlome. Osteoblasti, celice odgovorne za izgradnjo kosti, in adipociti izhajajo iz
skupnih mezenhimskih mati¢nih celic (MMC). Receptor, aktiviran s proliferatorjem
peroksisomov y (PPARY), v kostnem mozgu aktivira diferenciacijo MMC v adipocite in
tako zavira njihovo diferenciacijo v osteoblaste. PPARy ima tako pomembno viogo v
uravnavanju kostne mase.

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti pogostost in povezanost polimorfizmov
-2957A>G (rs12497191) in Prol2Ala (rs1801282) v genu PPARG in njunih haplotipov z
mineralno kostno gostoto (MKG) in biokemi¢nimi kazalci kostne premene. Proucili smo
tudi vpliv obeh polimorfizmov na odzivnost zdravljenja z alendronatom in raloksifenom
ter vpliv na pojav nizkoenergijskega zloma, znacilnega za bolnike z osteoporozo.

V raziskavo je bilo vklju¢enih 734 preiskovancev (117 moskih in 617 Zensk), ki smo jim
dolo¢ili genotip za polimorfizem -2957A>G (AA, GA, GG) s pomoc¢jo analize talilnih
krivulj visoke lo€ljivosti in genotip za polimorfizem Prol2Ala (CC, CG, GG) z metodo
alelne diskriminacije s sondami TagMan.

Relativne frekvence genotipov polimorfizma -2957A>G so bile 70,3% : 27,6% : 2,1% za
genotipe AA : GA : GG, za polimorfizem Pro12Ala pa so bile frekvence naslednje: 69,1%
. 26,6% :4,3% za genotipe CC : GC : GG. Dokazali smo povezanost polimorfizma -
2957A>G s koncentracijami RANKL (p=0,011) pri pomenopavznih preiskovankah in z
odzivnostjo na zdravljenje z alendronatom. Po enoletnem zdravljenju se je statisticno
znacilno povecala MKG ledvenih vretenc pri pomenopavznih preiskovankah s prisotnim
mutiranim alelom (p=0,024). Pokazali smo tudi, da prisotnost alela G zmanjsa obete za
pojav nizkoenergijskega zloma (p=0,025). Polimorfizem Prol2Ala ni pokazal povezanosti
z nobeno od proucevanih klini¢nih lastnosti, zato smo zakljucili, da nima pomembnejSega
vpliva na kostno premeno in nastanek osteoporoze. Statisticna analiza podatkov za
haplotipe je pokazala povezanost Stevila kopij haplotipa AC s koncentracijami
osteoprotegerina (p=0,040) pri moskih preiskovancih. Pri zdravih pomenopavznih
preiskovankah smo odkrili povezanost Stevila kopij haplotipa AG s koncentracijami

osteokalcina (p=0,012). Pri pomenopavznih preiskovankah smo odkrili povezanost Stevila
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kopij haplotipa GC s koncentracijami RANKL (p=0,013). Ugotovili smo tudi vpliv stevila
kopij haplotipa GC na odzivnost na zdravljenje z alendronatom.

Na osnovi nasih rezultatov lahko zaklju¢imo, da osebe z genotipom -2957AA predstavljajo
rizicne osebe za pojav osteoporoznega zloma, ki se slabse odzovejo na zdravljenje z

alendronatom.

ABSTRACT

Osteoporosis is the most common metabolic disease of bones, which due to bone loss as a
result of imbalance between bone resorption and formation, leading to increased risk of
bone fractures. Osteoblasts, bone forming cells, and adipocytes are both derived from the
marrow mesenchymal stem cells. Peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY)
activates differentiation of marrow mesenchymal stem cells to adipocytes and blocks their
ability to differentiate into osteoblasts. PPARy thus plays an important role in regulating
bone mass.

The objective of our work was to determine frequency and association of polymorphisms
-2957A>G (rs12497191) and Prol12Ala (rs1801282) in PPARG gene and their haplotypes
with bone mineral density (BMD) and biochemical markers of bone turnover. We also
aimed to determine the impact of both polymorphisms on the response to alendronate or
raloxifene treatment and on the low-energy fracture.

We genotyped samples of 734 volunteers (117 males and 617 females). High resolution
melting was used to analyze the -2957A>G polymorphism and the analysis of the
Prol2Ala polymorphism was performed by an allelic discrimination method using TagMan
probes.

The relative frequencies of genotypes for polymorphism -2957A>G were 70,3% : 27,6% :
2,1% for AA : GA : GG genotypes. For polymorphism Prol2Ala frequencies were as
follows: 69,1% : 26,6% :4,3% for genotypes CC : GC : GG.

We discovered statistically significant association between the -2957A>G polymorphism
and concentrations of RANKL (p=0,011) in group of postmenopausal women and a
significant association with responsiveness to alendronate treatment. After one year of
treatment BMD of lumbar spine has significantly increased in group of postmenopausal
women carrying at least one copy of mutated G allele (p=0,024). Mutated allele was also

associated with reduced odds for low-energy fracture occurrence (p=0,025). Polymorphism
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Prol2Ala showed no association with any of the studied clinical characteristics, therefore
we concluded that it has no significant impact on the bone loss and on the risk of
developing osteoporosis. Statistical analysis of haplotypes showed that the number of AC
haplotype copies was associated with osteoprotegerin concentrations (OPG; p=0,040) in
male individuals. In the group of healthy postmenopausal women the number of AG
haplotype copies was related to osteocalcin concentrations (p=0,012). An association
between the number of GC haplotype copies and RANK concentrations (p=0,013) was
found in the group of postmenopausal women. We have also discovered that the number of
GC haplotype copies was related to alendronate treatment responsiveness.

Based on our results we can conclude that individuals with -2957AA genotype represent
individuals with higher risk for osteoporotic fracture and have poorer responsiveness to

alendronate treatment.

Vi
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1 UvOD

1.1 KOSTNINA

Kosti dajejo ¢loveskemu telesu oporo, §€itijo zivljenjsko pomembne organe, so nasadisce
za miSice in shramba za kostni mozeg, zagotavljajo pa tudi zadostno zalogo kalcija in

drugih mineralov za vzdrZevanje ravnovesja notranjega okolja (1).
1.1.1 ZGRADBA IN SESTAVA KOSTI

Loc¢imo dva tipa kostnega tkiva; kortikalno (kompaktno) in trabekularno (gobasto)
kostno tkivo. Kortikalno kostno tkivo tvori 80% kostne mase in se nahaja v zunanjih
plasteh dolgih kosti. Trabekularno kostno tkivo zavzema 20% kostne mase in se nahaja v
vretencih, ploséatih kosteh in konénih delih dolgih kosti. Z razliko od Kkortikalnega je
moc¢no porozno, ima vec¢jo povrsino ter je metabolno bolj aktivno, saj presnovni procesi

potekajo na povrsini kosti (1).

Kost je sestavljena iz anorganskih (65%) in organskih (35%) snovi. Anorganski del kosti

sestavljajo v glavnem Kkalcijevi ioni in fosfati. V kosteh se nahaja 99% vsega kalcija, in

sicer v obliki amorfnega kalcijevega fosfata, ki se lahko izmenjuje s kalcijem v telesnih
tekocinah, in v obliki kristalov hidroksiapatita. V manjsi koli¢ini so prisotni tudi karbonati,

citrati in fluor kot anioni ter natrij, magnezij in drugi kot kationi (1, 2).

Organski del kosti je sestavljen iz kolagena tipa I, nekolagenih proteinov (osteonektin,

osteokalcin), ki tvorijo nemineraliziran kostni matriks ali osteid, in kostnih celic (1, 2). Te

vzdrzujejo strukturno integriteto kosti in regulirajo presnovo. Lo¢imo tri tipe celic (2):

e Osteoblasti se razvijejo iz mezenhimskih mati¢nih celic kostnega mozga (MMC) (iz
njih se razvijejo tudi hondrociti, miSi¢ne celice, adipociti) in so odgovorni za izgradnjo
kosti. Izlocajo proteine (najpomembnejsi je kolagen tipa I), ki sestavljajo osteoid,
sodelujejo pri mineralizaciji kosti in uravnavajo delovanje osteoklastov (RANKL,
OPG, m-CSF). Osteoblasti se lahko naprej razvijejo v osteocite ali pa se preoblikujejo
v ploscate, podolgovate celice, ki pokrivajo povrsino kosti (2, 3).

e Osteociti so preoblikovani osteoblasti, ki ostanejo ujeti v mineraliziranem kostnem
matriksu. Zanje so znacilni dolgi izrastki, s katerimi komunicirajo z drugimi celicami.
Osteociti aktivno sodelujejo pri izmenjavi ionov in delujejo kot mehanosenzori¢ne

celice, ki zaznajo potrebo po remodelaciji in popravljanju mikroposkodb (2, 3).



Diplomska naloga Vesna Mursak

e Osteoklasti izvirajo iz celic krvotvornega sistema in so odgovorni za resorpcijo kosti.
So vecjedrne celice, ki preko delovanja od ATP odvisne protonske ¢rpalke v membrani
ustvarijo kisel medij, ki raztopi mineralne komponente. Izlo¢ajo tudi proteoliticne
encime (katepsin K, kisla fosfataza, karbonska anhidraza), ki razgrajujejo osteoid (2,
3).

1.1.2 KOSTNA PREMENA

Kostna premena je proces, sestavljen iz razgradnje in tvorbe kosti, ki poteka vse zivljenje.
V enem letu se obnovi od 5-10% celotnega skeleta (4). Namen premene je mobilizacija
kostnega kalcija v okviru vzdrZevanja notranjega ravnovesja, nadomescanje starega
kostnega tkiva, prilagajanje skeleta razlicnim mehanskim obremenitvam ter popravljanje in
obnavljanje poskodovane kostnine (2, 5). Obnova kostnega tkiva ne poteka na celotni
povrsini kosti, ampak na tocno dolo¢enih mestih t.i. kostnih remodelacijskih enotah (ang.
bone remodeling units) (4). En cikel kostne premene traja tri do Stiri mesece in je
sestavljen iz vecih faz. V zacetni fazi aktivacije pride do interakcije med osteoblasti in
prekurzorji osteoklastov, kar vodi do diferenciacije v ve¢jedrne osteoklaste, ki migrirajo do
razgaljene kostne povrsine in se prilepijo nanjo. Zreli osteoklasti izlo¢ajo vodikove protone
in proteolitiéne encime, ki omogocajo demineralizacijo in razgradnjo osteoida v fazi
resorpcije. Sledi faza preobrata, kjer osteoklaste nadomestijo enojedrne celice, ki pocistijo
nastalo resorpcijsko votlino in odloZijo cementno plast (sestavljeno iz proteoglikanov) ter
izloCajo rastne dejavnike, ki sprozijo tvorbo nove kosti. V fazi tvorbe nove kosti
osteoblasti najprej izgradijo osteoid, ki se nato mineralizira (2, 5). Na razvoj in
diferenciacijo osteoklastov in osteoblastov in s tem na kostno remodelacijo vplivajo
razli¢ni sistemski (PTH, kalcitonin, estrogeni, rastni hormon) in lokalni dejavniki (citokini,

rastni faktorji) (3).
1.2 OSTEOPOROZA

Osteoporoza je sistemska skeletna bolezen, za katero so znacCilne nizka kostna masa in
mikroarhitekturne spremembe kostnega tkiva, kar poveca krhkost kosti in tveganje za
zlome. Svetovna zdravstvena organizacija (SZO; ang. World Health organisation — WHO)
je definirala osteoporozo na osnhovi izmerjene mineralne kostne gostote (MKG).
Osteoporoza je opredeljena kot bolezen, pri kateri je izmerjena MKG za 2,5 ali ve¢

standardnih deviacij (SD) pod povpre¢no vrednostjo za mlade odrasle osebe (4).
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Klini¢no delimo osteoporozo v dve skupini: primarno osteoporozo, ki se naprej deli na
juvenilno, idiopati¢no, pomenopavzalno (tip I) ter senilno (tip II) osteoporozo, in na
sekundarno osteoporozo. Najpogostejsi sta pomenopavzalna in senilna osteoporoza (1).
Pomenopavzalna osteoporoza (osteoporoza tipa I) prizadene zenske v prvih 15 do 20
letih po menopavzi, glavni vzrok pa predstavlja pomanjkanje estrogenov (1, 6). Zaradi
pomanjkanja estrogenov pride do povecane tvorbe osteoklastov in osteoblastov (estrogeni
namre¢ zavirajo izlo¢anje in delovanje citokinov, IL-6, TNF, M-CSF, ki so odgovorni za
osteoklastogenezo in osteoblastogenezo) in s tem do povecane hitrosti kostne remodelacije.
Posledica pomanjkanja estrogenov je tudi podaljSana zivljenjska doba osteoklastov in s
tem poruseno ravnovesje med resorpcijo in tvorbo kosti (estrogeni spodbujajo apoptozo
zrelih osteoklastov) (3). Znacilni so kompresijski zlomi tistih kosti, kjer prevladuje
trabekularna kostnina (zlomi vretenc, reber, zapestja in kolka) (1).

Senilna osteoporoza (osteoporoza tipa 1) prizadene moske in Zenske po 70. letu starosti.
Vzroka za nastanek sta manjSanje kostne mase in manjSa absorpcija kalcija iz Crevesa
(zaradi sprememb na ¢revesni sluznici in zmanjsane tvorbe aktivne oblike vitamina D3 v
ledvicah), ki ima za posledico zviSano koncentracijo PTH. Manj$anje kostne mase se zacne
ze po 40. letu starosti in je posledica pospesene razgradnje kosti ob nespremenjeni stopnji
tvorbe nove kosti ali zmanjSane gradnje kosti ob nespremenjeni razgradnji kosti. Glavna
klini¢na znacilnost senilne osteoporoze je zlom kolka in vretenc (1, 6).

Sekundarna osteoporoza je redkejSa in se razvije kot posledica razli¢nih bolezni
(nezdravljen hipogonadizem, boleznih prebavil z moteno absorpcijo kalcija) oziroma
delovanja zdravil (dolgotrajno zdravljenju z glukokortikoidi) (1).

1.2.1 EPIDEMIOLOGIJA OSTEOPOROZE IN NJENIH ZAPLETOV

Osteoporoza je najpogostejSa presnovna bolezen kosti. Ocenjujejo, da trenutno preko 200
milijonov ljudi po vsem svetu trpi za osteoporozo (7). Je trikrat pogostejsa pri zenskah kot
pri moskih zaradi niZje maksimalne kostne mase (ang. peak bone mass) in zaradi
hormonskih sprememb po menopavzi (4). Prevalenca osteoporoze v Sloveniji je pri
zenskah nad 50. letom 27,5%, pri moskih nad 60. letom pa 14,6%. Delez osteoporoznih
bolnic je pri zenskah nad 65. letom 40,6%, pri moskih nad 65. let pa 16,7%, kar kaZze na
porast osteoporoze s starostjo (8).

Glavni zaplet osteoporoze predstavljajo zlomi, njihova incidenca z leti naras¢a. Po 50. letu

starosti je tveganje za zlom zaradi osteoporoze priblizno 40% in je podobno tveganju za
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koronarno sr¢no bolezen (9). Vsaka tretja Zenska in vsak peti moski, starejsi od 50. let,
bodo doziveli osteoporozni zlom (7). Po 45. letu so najbolj pogosti zlomi zapestja, po 65.
letu pa zac¢ne eksponentno narascati zlom kolka (9). Pri osebah, ki so ze dozivele zlom, se

tveganje za ponoven zlom poveca za 86% (7).
1.2.2 KLINICNA SLIKA

Klini¢na slika je do zloma kosti neizrazita in neznadilna. Ze majhne telesne obremenitve
lahko povzrocijo kompresijski zlom vretenc, za katerega je znacilna moc¢na bolecina, ki pa
mine spontano po enem do dveh mesecih. KasnejSi dodatni zlomi vretenc vodijo do
deformacije hrbtenice in kroni¢ne tope bolecine v hrbtu. Zaradi kompresijskih zlomov
prsnih in ledvenih vretenc se telesna visina zmanjsa tudi do 20 ¢cm, nastane pa tudi znacilna
ukrivljenost hrbta v predelu prsnega kosa (1). Najhujsi zaplet osteoporoze predstavlja zlom

kolka, ki je zelo bole¢, potrebna je hospitalizacija, zaradi zapletov pa je lahko usoden (4).
1.2.3 DEJAVNIKI TVEGANJA

Dejavniki, ki pove€ajo tveganje za razvoj osteoporoze in z njo povezanih zlomov so (4, 7):

e zenski spol e nagnjenost k padcem

e starost o dolgotrajna terapija z glukokortikoidi

e genetski dejavniki e hormonske motnje (zgodnja

e prehrana (nizek vnos kalcija) menopavza, hipogonadizem,

e pomanjkanje vitamina D hiperparatiroidizem, hipertiroidizem)

e nacin zivljenja (fizi¢na neaktivnost, e nekatere bolezni jeter, Zol¢nih poti in
prekomerno pitje alkohola, kajenje) prebavil

e nizek indeks telesne mase

Genetski dejavniki imajo pomembno vlogo pri razvoju osteoporoze. Studije na dvojckih
in druZinah so pokazale vpliv genetskih dejavnikov na uravnavanje MKG in na druge
dejavnike tveganja za osteoporozni zlom (geometrija kolka, kvantitativne ultrazvocne
lastnosti kosti, biokemic¢ni kazalci kostne premene, indeks telesne mase, miSicna moc,
starost ob menopavzi). V splos$ni populaciji so genetski vplivi na MKG in ostale zgoraj
omenjene fenotipe poligenske narave, torej so pod vplivom razli¢nih genetskih sprememb

(vsaka z majhnim, omejenim vplivom) in njihovo interakcijo z okoljskimi faktorji. Za
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odkrivanje kandidatnih genov se uporabljajo asociacijske Studije, Studije vezanega
dedovanja na ljudeh in zivalih ter vsegenomske analize genskega izrazanja.

Do danes je bilo raziskanih Ze veliko kandidatnih genov, ki naj bi bili povezani s kostno
maso ali osteoporoznimi zlomi (Preglednica I), najbolj prou¢evani pa so gen za receptor
vitamina D (VDR), gen za kolagen tipa | al (COL1A1) in gen za estrogenski receptor (10,
11).

Preglednica I: Najbolj proucevani kandidatni geni pri osteoporozi (11).

Hormoni in receptorji Citokin in receptorji

androgenski receptor (AR) interlevkin-1 a in B (IL-1 a in B)

aromataza (CYP19A1) antagonist receptorja za interlevkin-1 (IL-1RA)
receptor za kalcitonin (CTR) interlevkin-6 (I1L-6)

estrogenski receptor o in  (ESR1 in ESR2) dejavnik tumorske nekroze (TNF)

paratiroidni receptor tipa | (PTHR1) receptor dejavnika tumorske nekroze 2 (TNFR2)

paratiroidni hormon (PTH)
receptor za vitamin D (VDR)

Regulatorni dejavniki osteoblastov Z osteoklasti povezani geni

Alox 12 in Alox 15 katepsin K (CTSK)

kostni morfogeni protein 2 in 4 (BMP2, BMP4) kloridni kanal 7 (CLCN7)

jedrni vezavni dejavnik AL(RUNX2) osteoprotegerin (OPG)

inzulinu podoben rastni dejavnik 1 (IGF1) receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika «B
sklerostin (SOST) (RANK)

transformirajo¢i rastni dejavnik p (TGFp) ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika xB

LDL-receptorju soroden protein 5 in 6 (LRP5 in 6) (RANKL)
receptor, aktiviran s proliferatorjem peroksisomov y

(PPARY)

Sestavine kostnega matriksa Ostali

o HS2 glikoprotein (AHSG) apolipoprotein EC(APOE)

kolagen tipa 1 a I (COL1A1) metilentetrahidrofolatna reduktaza (MTHFR)
osteokalcin (BGLAP) HLA razred Il (HLA-D)

Proucevanje genov, ki vplivajo na razvoj osteoporoze, ima pomembno vlogo v klini¢ni
praksi. Geni, ki uravnavajo MKG in krhkost kosti, predstavljajo potencialne tarCe za
nacrtovanje novih ucinkovin za zdravljenje osteoporoze. Genetski kazalci pa bi se lahko v
prihodnosti uporabljali kot diagnosti¢no orodje za ocenjevanje tveganja za osteoporozni

zlom pri posameznikih (10).
1.2.4 DIAGNOSTIKA

Po priporocilu SZO je diagnozo osteoporoze mozno postaviti na podlagi merjenja MKG z
dvoenergijsko rentgensko absorpcimetrijo (DXA, ang. dual energy x-ray absorpciometry)

(Preglednica Il) ali na osnovi ze dokazanih osteoporoznih zlomov (12).
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Rezultati merjenja MKG so lahko predstavljeni v obliki (7):

e T-vrednosti (Stevilo SD nad ali pod srednjo vrednostjo MKG za zdrave, mlade odrasle
osebe)

e Z-vrednosti (Stevilo SD nad ali pod srednjo vrednostjo MKG za populacijo enake
starosti in spola)

Meritve MKG z DXA potekajo na obmocju ledvenih vretenc, kolka in zapestja. Meritve

motijo kalcinacije v aorti, skolioza in osteoartritis, ki lazno zvisajo MKG (13).

Danes se poleg DXA za dolocanje kostne gostote dostopne Se druge tehnike kot npr.

kvantitativni ultrazvok (QUS, ang. quantitative ultrasound) in kvantitativna ra¢unalniska

tomografija (QCT, ang. quantitative computer tomography), ki pa niso uporabne za

diagnostiko osteoporoze, ampak se uporabljajo za ocenjevanje tveganja za zlom Kkosti

(QUS) in v klini¢nih raziskavah (QCT) (7, 13).

Preglednica I1: Definicija osteoporoze na podlagi merjenja MKG z DXA (12).

MKG (T-vrednost) Klasifikacija
0do-1 normalno
-1do-2,5 osteopenija
pod -2,5 osteoporoza
pod -2,5 + zlomi huda osteoporoza

Biokemicni kazalci kostne premene so uporabno orodje za Studijo kostne premene.

Uporabljajo se za spremljanje ucinkovitosti in nadzor zdravljenja, saj lahko spremembe v

njihovi koncentraciji zaznamo Ze po nekaj tednih terapije, medtem ko se spremembe v

MKG pojavijo po 1-2 letih (7, 14). Delimo jih na kazalce kostne tvorbe (odrazajo aktivnost

osteoblastov) in kazalce kostne resorpcije (odrazajo aktivnost osteoklastov) (14).

Biokemi¢ni kazalci kostne tvorbe (15):

o Kostna alkalna fosfataza (BALP) je specificen produkt osteoblastov, ki ima pomembno
vlogo pri tvorbi osteoida in mineralizaciji. Pri odraslih z normalno jetrno funkcijo
predstavlja BALP 50% celokupne aktivnosti alkalne fosfataze v serumu.

e Osteokalcin (OC) je kalcij vezoci protein, ki ga sintetizirajo osteoblasti in sodeluje pri
mineralizaciji kostnega tkiva. Je specificen kazalec funkcije osteoblastov, njegova

koncentracija v serumu pa je sorazmerna s stopnjo kostne tvorbe.
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Propeptidi prokolagena tipa | — C-terminalni propeptid prokolagena tipa I (PICP) in N-
terminalni propeptid prokolagena tipa | (PINP) nastaneta po cepitvi molekule

prokolagena tipa I do kolagena in odrazata koli¢ino novo nastalega kolagena tipa I.

Biokemi¢ni kazalci resorpcije kosti (15):

Hidroksiprolin (HYP) nastane s posttranslacijsko hidroksilacijo prolina in predstavlja
12-14% aminokislin, ki sestavljajo kolagen. Najdemo ga tudi v drugih tkivih (koza),
zato je nespecificni kazalec razgradnje kolagena.

Glikozidi hidroksilizina nastajajo med posttranslacijsko fazo sinteze kolagena. Znani
sta dve obliki galaktozil hidroksilizin in glikozilgalaktozil hidroksilizin. Med
razgradnjo kolagena se sproscajo v sistemski krvni obtok in nato v urin.

Piridinolin (PYD) in deoksipiridinolin (DPYD) pre¢no povezujeta snope kolagenskih
vlaken in tako stabilizirata molekule kolagena. Med fazo resorpcije kosti se izlocata v
sistemski krvni obtok in urin. Sta specifi¢na za kostno tkivo in odrazata razgradnjo
zrelega kolagena.

C-terminalni (CTX) in N-terminalni (NTX) telopeptid sta telopeptida kolagena tipa I,
ki imata vezane $e preéne povezovalce. Poznani sta dve obliki CTX, in sicer aCTX in
BCTX. aCTX predstavlja razgradnjo na novo nastalega kolagena, BCTX razgradnjo
starega kolagena, njuno razmerje aCTX/BCTX pa je merilo hitrosti kostne premene.
Tartrat rezistentna kisla fosfataza (TRAP) — znanih je Sest izoencimov, v kosti
prevladuje izoencim 5b, ki ga izloCajo osteoklasti, zato je uporaben za oceno njihove
aktivnosti.

Katepsin K je proteazni encim, ki cepi verige kolagena tipa 1. Izlo¢ajo ga osteoklasti
med fazo resorpcije kosti

Kostni sialoprotein (BSP) je glikoprotein, katerega sinteza poteka v osteoblastih in

osteoklastom podobnih celicah. Povezan naj bi bil z aktivnostjo osteoklastov.

Dejavniki, ki uravnavajo delovanje osteoblastov in osteoklastov

RANKL in osteoprotegerin (OPG) sta proteina osteoblastov in lokalna dejavnika, ki

uravnavata kostno premeno. OPG je receptor, ki veze RANKL in prepreci njegovo vezavo

na RANK ter tako zavira osteoklastogenezo. Visja serumska koncentracija RANKL in

nizja serumska koncentracija OPG sta pokazatelj pospesene osteoklastogeneze (16).
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1.2.5 ZDRAVLJENJE

Za zdravljenje osteoporoze so na voljo ucéinkovine, ki zavirajo resorpcijo kosti ali
uc¢inkovine, ki spodbujajo tvorbo kosti ter tako povecajo MKG in preprecujejo (zmanj$ajo
tveganje za) osteoporozne zlome (Preglednica I1lI). Osnovo vsakega zdravljenja
osteoporoze in obvezen dodatek k terapiji osteoporoze predstavljata zadosten vnos kalcija
(najmanj 1000mg/dan) in vitamina D (800 IU/dan). Poleg farmakoloskih ukrepov pa je
potrebno poskrbeti tudi za zdrav naéin zivljenja (fizi¢na aktivnost, prenehanje s kajenjem,

ustrezna prehrana) (7, 9).

Preglednica I11: U¢inkovine za zdravljenje osteoporoze.

Zaviralci resorpcije kosti Spodbujevalci tvorbe kosti

hormonsko nadomestno zdravljenje PTH

bisfosfonati teriparatid

selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev stroncijev ranelat

kalcitonin

denosumab

1.3 PPARy (RECEPTOR, AKTIVIRAN S PROLIFERATORJEM

PEROKSISOMOV 7)

Receptorji, aktivirani s proliferatorjem peroksisomov (PPAR; ang. Peroxisome
proliferator-activated receptor), so transkripcijski faktorji, ki spadajo v druzino jedrnih
receptorjev in igrajo pomembno vlogo v metabolizmu glukoze in lipidov. Do danes so pri
¢loveku poznani trije podtipi: PPARa, PPARp in PPARYy. Najbolj proucevan je PPARYy, ki
prevladuje v mascevju, kjer igra kljuéno vlogo pri uravnavanju adipogeneze ter tako

sodeluje pri nadzoru energijskega ravnotezja in homeostazi lipidov in glukoze (17, 18).
1.3.1 STRUKTURA PPARY

PPARY sestavljajo, podobno kot vse jedrne receptorje, $tiri funkcijske domene (Slika 1):

e domena A/B (ang. Ligand-independent activation domain) z od ligandov neodvisno
aktivacijsko funkcijo (AF-1) na N-terminalnem koncu,

e domena C ali vezavna domena za DNA (ang. DNA binding domain) z dvema
cinkovima prstoma, ki sta odgovorna za vezavo PPARy na promotorsko mesto

tarénega gena,
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e domena D (ang. Hinge domain), ki povezuje domeno C in E/F, je tarCa za vezavo
kofaktorjev. Vsebuje zaporedje, ki ga prepoznajo transportni proteini, in dolo¢a prenos
na novo sintetiziranih proteinov iz citoplazme do celi¢nega jedra,

e domena E/F ali vezavna domena za ligand (ang. Ligand-binding domain) na C-
terminalnem delu je odgovorna za vezavo specifi¢nih ligandov na receptor in s tem za
aktivacijo vezave PPARy na odzivne elemente PPAR (PPRE; ang. PPAR response
elements) v promotorski regiji tarénega gena. Vsebuje fragment, imenovan od

ligandov odvisna aktivacijska funkcija 2 (AF-2) (17).

Od ligandov neodvisna
aktivacijska domena

Povezovalna domena

AF~1E~B D E/F lAF—zi

{DNA vezavna domenal Ligand vezavna domenal

Slika 1: Struktura PPARy (17).

PPARYy obstaja v obliki dveh proteinskih izoform, PPARy1 in PPARYy2. PPARy2 ima na N-
terminalnem koncu 28 dodatnih aminokislin, ki so kodirane z eksonom B in povecajo
transkripcijsko aktivnost PPARy2 za 5-10 krat. Medtem ko je izoforma PPARYy1 znacilna

za $irok spekter tkiv, je PPARy2 omejena na masc¢obno tkivo (17).
1.3.2 MEHANIZEM DELOVANJA PPARY

PPARY tvori heterodimer z retinojskim receptorjem o (RXR a; ang. Retinoic X receptor )
in se veze na PPRE v regulatorni regiji tar¢nih genov (19). PPRE so sestavljeni iz dveh
ponovitev zaporedja AGGTCA, ki sta med seboj loceni z enim nukleotidom. V neaktivnem
stanju je PPARY vezan na korepresor, ki aktivira histon-deacetilazo in s tem onemogoca
transkripcijsko aktivnost jedrnega receptorja. Po vezavi liganda na kompleks
PPARYy/RXRo/korepresor se korepresor odcepi, hkrati pa se aktivirajo koaktivtorji
(CBP/p300, SRC1) s histon-acetil-transferazno aktivnostjo, ki povzroc¢ijo dekondenzacijo
kromatina. V naslednji fazi se aktivirani kompleks PPARY/RXRa veze na PPRE in aktivira
transkripcijo tarénega gena (17). Specifi¢nosti tar¢nih genov ne dolocajo le lastnosti
odzivnih elementov v promotorju, ampak tudi koaktivatorji, ki se vezejo na kompleks

PPARY/RXRa, le-ti pa so odvisni od vezanega liganda (Slika 2) (19).
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Slika 2: Prikaz signalnih poti PPARy (20).

PPARy aktivira $irok spekter naravnih in sintetiénih ligandov. Med naravne ligande
spadajo polinenasi¢ene mascobne kisline (linolna kislina, arahidonska Kkislina),
prostaglandin PGJ2 in njegovi derivati ter oksidirane mascobne kisline. Med sinteticnimi
ligandi so najbolj znani tiazolidindioni (TZD), ki se uporabljajo v terapiji sladkorne
bolezni tipa 1l (SBII) (17).

1.3.3 VLOGA PPARY V TELESU

Raziskave so pokazale klju¢no vlogo PPARy pri diferenciaciji adipocitov. Ektopicno
izrazanje PPARy pospesi adipogenezo v neadipogenih fibroblastnih celicah. Adipociti
odrasle misi brez PPARy umrejo v nekaj dneh, misi z izbitim genom za PPARy pa ne
zmorejo razviti maScobnega tkiva (17, 18). Poleg diferenciacije adipocitov ima PPARy
pomembno vlogo tudi pri vzdrZzevanju njihovih funkcij. Kot transkripcijski faktor tako
inducira oz. aktivira izrazanje $tevilnih genov, ki vplivajo na fenotip adipocitov, kot npr.
vezavni protein za masScobne kisline v adipocitih aP2, fosfoenolpiruvat-karboksikinaza,
lipoproteinska lipaza, sintaza mascobnih kislin, acetilkoencim A-karboksilaza (17, 18, 21).
PPARY pa sodeluje tudi v razlicnih patoloskih stanjih, kot so sladkorna bolezen tipa I,
vnetje (aktivacija PPARy zmanjSa izrazanje vnetnih citokinov TNFa, IL-6, IL-1p),
ateroskleroza in rakava obolenja. Tiazolidindioni, ki se uporabljajo v terapiji SBIl,

povecajo izraZanje in aktivacijo PPARY, kar zmanjSa inzulinsko rezistenco in zniZa nivo

10
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glukoze pri bolnikih s SBII. Aktivacija PPARy s TZD stimulira diferenciacijo adipocitov,
in sicer se poveca Stevilo majhnih adipocitov, ki so bolj obcutljivi na inzulin kot vecji
adipociti. Prav tako povecajo izrazanje gena, ki kodira od inzulina odvisen glukozni
transporter (GLUT4; ang. Insulin-dependent glucose transporter) in gena, ki kodira z c-

Cb1 povezani protein (CAP; ang. C-Cbl-associated protein) (17, 18).
1.3.4 PPARy IN OSTEOPOROZA

Osteoblasti in adipociti izhajajo iz skupnih MMC (3). V kostnem mozgu je usoda MMC
odvisna od izrazanja oz. aktivacije specificnih transkripcijskih faktorjev, ki sprozijo
diferenciacijo specifi¢ne linije celic. Za diferenciacijo v osteoblaste je potrebna aktivacija
transkripcijskih faktorjev Runx2, osterix (OSX), DIx5, za diferenciacijo v adipocite pa so
potrebni transkripcijski faktorji iz druzine C/EPB in PPARYy (21, 22) (Slika 3).

Pre-osteoklast Osteoklast
Krvotvorne -
matitne celice |'/--i -\| N y
N »]\
= BANE -
- OPG
M-CSE IL-6 FANEL %
| =
Hondrociti, T 7 Osteohlast

migiéne celice, —_— o
fibroblasti T - —f} ! )

Pre-osteoblast - ~
e N ) '["I.'.‘{--
---*’*@ i, Oser™ b
e jyjred

f"’._.% - J/

(<

Mezenhimske ° /" — 4

matiéne celice - _-_""---._} (5\' C/E Adipocit

kostnega mozga \ .___'_E:_BP, PPAR. ——
Pre-adipocit __"'-——-__}i__}<. .a

Slika 3: Shematski prikaz razvoja kostnih celic in adipocitov (21).

S starostjo se povecuje delez adipocitov v kostnem mozgu pri moskih in Zenskah, hkrati pa
se zmanjSuje volumen trabekularne kostnine (23). Pri starostni osteoporozi je znizanje
kostnega volumna povezano s povecanjem deleza adipoznega tkiva v kostnem mozgu (23,
24). Povecan delez adipocitov je pri bolnikih z osteoporozo obratno sorazmeren s hitrostjo
tvorbe kosti (23).

Razli¢ne Studije kazejo na pomembno vlogo PPARYy v uravnavanju kostne homeostaze in
diferenciaciji MMC (22). PPARY v kostnem mozgu aktivira diferenciacijo preadipocitov in
zavira diferenciacijo preosteoblastov in tako uravnava ravnotezje med adipogenezo in

osteoblastogenezo. Akune in sod. so pokazali, da imajo mis$i z znizano aktivnostjo PPARy

11
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povecano kostno maso, ki je posledica poveCane osteoblastogeneze in zmanjSane
adipogeneze, pri tem pa je funkcija osteoblastov in osteoklastov normalna (24). Aktivacija
PPARY2 izoforme v modelnih misjih MMC z aplikacijo rosiglitazona vodi v pretvorbo
celic osteoblastnega rodu v terminalno diferencirane adipocite preko inhibicije izraZzanja za
osteoblaste specifi¢nih genov (22). Aplikacija rosiglitazona glodalcem aktivira PPARY in
povzroci zmanj$anje MKG ter volumna trabekularne kosti, poveca pa se delez adipocitov v
kostnem mozgu (21, 22). Zaviranje tvorbe Kkosti je delno posledica inhibicije
transkripcijskih faktorjev Runx2, OSX in DIx5 (21).

Klini¢ne Studije na ljudeh porocajo o nezelenih ucinkih tiazolidindionov na kosti, in sicer 0
pove¢anem pojavu zlomov pri posameznikih na terapiji s tiazolidindioni. Studije kaZejo, da
povzro¢ijo zmanjSanje tvorbe kosti in s tem pospesijo izgubo kostne mase pri zdravih

posameznikih in pri bolnikih s SBII, ter tako povecajo tveganje za zlome (25).
1.3.5 GEN ZA PPARG

Gen PPARG se pri ljudeh nahaja na kromosomu 3 na poziciji 3p25 (17). Gen, ki ga
sestavlja devet eksonov (Al, A2, B, eksoni 1-6) in §tirje promotorji, kodira dve proteinski
izoformi, PPARy1l in PPARY2, ter $tiri razlicne mRNA (PPARyl, PPARYy2, PPARY3,
PPARY4), ki so posledica uporabe razli¢nih promotorjev in razlicnega izrezovanja mRNA
(23) (Slika 4).

1.3.5.1 ZNANI POLIMORFIZMI V GENU PPARG IN NJIHOV KLINICNI POMEN

V okviru genetskih $tudij pri ljudeh so odkrili veliko polimorfizmov v genu PPARG, ki so
jih raziskovali v povezavi z razlicnimi boleznimi. Najpogosteje so preiskovali njihovo
vlogo v debelosti, SBII in metabolnem sindromu (19).

Najpogosteje analizirani polimorfizem je Prol2Ala (C—G; rs1801282), ki se nahaja v
eksonu B in je tako specifiCen za izoformo PPARy2 (19, 26). Gre za mutacijo s
spremenjenim pomenom, kjer pride do zamenjava C (citozina) za G (gvanin), posledica pa
je sprememba aminokisline (prolin v alanin). Pokazali so, da prisotnost alela Ala zmanj$a
afiniteto PPARYy2 za vezavo na PPRE in transkripcijsko aktivnost tako v prisotnosti kot
odsotnosti PPARy agonistov. Razli¢ne Studije povezujejo alel Ala s povecano zascito pred

SBII, z zmanj$ano incidenco sré¢no-zilnih obolenj in dovzetnostjo za kolorektalni rak (19).

12
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Slika 4: Shema genomske strukture ¢loveskega gena PPARG (17).

PPARy4

Naslednji pogosto preiskovani polimorfizem je His477His (161C>T; rs3856806) v eksonu
6 gena PPARG. JPOS studija na Japonski populaciji je pokazala povezavo polimorfizma z
nizko maksimalno kostno maso (27).

Med nedavno odkrite polimorfizme v promotorju PPARYy2 spada polimorfizem
-2957A>G (A—G, rs12497191), ki se nahaja v vezavnem mestu za transkripcijski represor
SEF1. Muller in sod., ki so polimorfizem poimenovali -2821C>T , so z in vitro studijami
so pokazali, da alel -2957A poveca transkripcijo gena PPARG. Polimorfizem povezujejo s
SBII in debelostjo pri Pima Indijancih (28).

13
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2 NAMEN DELA

Osteoporoza je presnovna bolezen kosti, na razvoj katere vplivajo tako okoljski kot
genetski dejavniki. Stevilne raziskave so pokazale, da je okoli 85% sprememb v MKG
gensko pogojenih, zato je veliko raziskav usmerjenih v proucevanje kandidatnih genov,
katerih produkti sodelujejo v presnovi kosti. Eden izmed kandidatnih genov je tudi gen, ki
kodira protein PPARy. PPARY je transkripcijski dejavnik, za katerega je znano, da ima
pomembno vlogo pri regulaciji adipogeneze in lipidne presnove. Raziskave so pokazale, da
PPARy v kostnem mozgu aktivira diferenciacijo preadipocitov in istoCasno zavira
diferenciacijo  preosteoblastov ter uravnava ravnotezje med adipogenezo in
osteoblastogenezo in tako sodeluje tudi v uravnavanju kostne mase. Prevelika aktivnost

PPARYy bi lahko vodila v zmanjsano $tevilo osteoblastov in osteoporozo.

Namen diplomske naloge je dolociti pogostost polimorfizmov v promotorju (-2957A>G)
in eksonu B (Prol2Ala) v genu PPARG ter njunih haplotipov in ugotoviti njihovo
povezanost z MKG in biokemi¢nimi kazalci kostne premene. Ugotoviti bomo poskusali
tudi njihov vpliv na odzivnost zdravljenja z alendronatom in raloksifenom ter vpliv na

tveganje za pojav nizkoenergijskega zloma.

V ta namen bomo:

e v raziskavo vkljucili 734 preiskovancev, ki jim je bila odvzeta kri in izmerjene
vrednosti biokemicnih kazalcev in izmerjena MKG

e 7 reakcijo PCR v realnem &asu in z uporabo TagMan® sond preverili prisotnost
polimorfizma Prol12Ala in dolocili genotipe priskovancev

e 7 analizo talilnih krivulj visoke lo¢ljivosti (HRM) preverili prisotnost polimorfizma
V promotorju gena za PPARy (-2957A>G) in dolo¢ili genotipe priskovancev

e s pomocjo programa PHASE predvidevali pare haplotipov za polimorfizma

e statisticno ovrednotili podatke in ugotovili ali polimorfizma Prol2Ala, -2957A>G
v genu PPARG ter njuni haplotipi vplivajo na MKG, biokemic¢ni kazalci kostne
premene, odzivnost na zdravljenje z alendronatom in raloksifenom ter na tveganje

za pojav nizkoenergijskega zloma
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 SPLOSNA OPOZORILA

Nase delo je temeljilo na metodi verizne reakcije s polimerazo (PCR), ki je zelo specifi¢na
in obcutljiva, zato je potrebna posebna pazljivost pri delu, da se izognemo kontaminaciji.
Potrebna je prostorska loc¢itev stopenj dela (prostor za pripravo vzorcev, prostor pre- in
post-PCR). Tako smo reakcijsko zmes za PCR reakcijo pripravljali v naj¢istejSem obmocju
(prostor pre-PCR) v delovni komori. Delovno komoro in delovni pribor smo predhodno
odistili s 3% natrijevim hipokloritom in vse skupaj Se 25 min osvetljevali z UV-svetlobo.
Plasti¢ne epruvete in nastavke za pipete za enkratno uporabo smo avtoklavirali 21 min pri
temperaturi 121°C in nadtlaku 1 bar (avtoklav A-21 Kambi¢) . Pri delu smo uporabljali
ultracisto vodo (bidestilirana, avtoklavirana, pripravljena z aparatom ELGA PurelLab

Classic), ¢iste rokavice za enkratno uporabo in svezo haljo.
3.2 PREISKOVANCI

V raziskavo smo vkljucili 734 preiskovancev iz razli¢nih slovenskih centrov. Glede na
spol, menopavzni status, diagnozo in terapijo smo jih razdelili v naslednje skupine:
e moski preiskovanci (N=117)
e premenopavzne preiskovanke (N=59)
e pomenopavzne preiskovanke (N=478):

o zdrave preiskovanke (N=233)

o osteoporozne preiskovanke (N=245)
e pomenopavzne osteoporozne preiskovanke, ki so se zdravile z:

o alendronatom (N=53)

o raloksifenom (N=56)
e preiskovanci, ki so utrpeli nizkoenergijski zlom (N=110)
Preiskovancem so odvzeli kri (za dolocCitev koncentracije biokemic¢nih kazalcev kostne
premene in analizo DNA), izmerili vi§ino, telesno maso in izraunali ITM (indeks telesne
mase). Z metodo DXA so jim izmerili MKG na podrocju vratu stegnenice (ang. femoral
neck bone mineral density; MKGy,), kolka (ang. total hip bone mineral density; MKGy) in
ledvenih vretenc (ang. lumbar spine bone mineral density; MKGis). Na osnovi kriterijev

SZO ter izmerjenih vrednosti MKG so preiskovancem postavili diagnozo.
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Prav tako so jim izmerili biokemi¢ne kazalce kostne premene, in sicer RANKL, OPG, OC,
CTX, BALP, DPYR in katepsin K. Testi za merjenje koncentracij posameznih
biokemicnih kazalcev so podrobneje opisani v diplomski nalogi Luke Kurenta v poglavju
3.1 (30). Po zafetnem merjenju MKG so 53 pomenopavznih preiskovank z osteoporozo
zaceli zdraviti z alendronatom (v odmerku 10 mg dnevno) in 56 pomenopavznih
preiskovank z osteoporozo z raloksifenom (v odmerku 60 mg dnevno). Poleg tega so
preiskovanke jemale tudi kalcij (500 mg dnevno ob terapiji z alendronatom in 1000 mg
dnevno ob terapiji z raloksifenom) ter vitamin D (500 IU dnevno ob terapiji z
alendronatom in 400 IU dnevno ob terapiji z raloksifenom). Po enem letu so

preiskovankam ponovno izmerili MKG in vrednosti biokemic¢nih kazalcev kostne premene.
3.3 PRIPRAVA RAZTOPIN VZORCNIH DNA

Genomska DNA je bila predhodno izolirana iz levkocitov periferne venske krvi z metodo
izsoljevanja po Millerju. Iz osnovnih nerazredéenih raztopin smo najprej pripravili t.i.
delovne raztopine, tako da smo red¢ili osnovne raztopine v razmerju 1:10 (5ul osnovne
raztopine DNA + 45ul pufra tris-HCI). Za red¢enje smo uporabili pufer tris-HCI (Buffer
FG3 iz kompleta FlexiGene DNA Kit) s pH 8,5. Delovnim raztopinam smo izmerili
koncentracije s spektrofotometrom NanoDrop ND-1000, ki omogo¢a merjenje
koncentracije nukleinskih kislin in proteinov v vzorcih z volumnom vsaj 1ul. Tako
pripravljene delovne raztopine smo na osnovi izmerjenih koncentracij red¢ili do koncne
koncentracije 10 ng/ul. Kon¢ne raztopine vzor¢nih DNA smo pripravili v mikrotitrskih
plosc¢icah s 96 vdolbinicami. V prvo vdolbinico vsake plos¢ice smo odpipetirali le pufer
tris-HCI, ki je sluzil kot negativna kontrola.

REAGENTI

e pufer tris-HCI (Buffer FG3, FlexiGene DNA Kit, QIAGEN, Diisseldorf, Nem¢ija)

e Osnovne raztopina vzor¢nih DNA

e ultradista voda

APARATURE IN PRIBOR:

e polavtomatske pipete za razli¢ne volumne (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

e avtoklavirane plasti¢ne epruvete s pokrovckom, 0,5 in 1,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht,
Nemcija)

o avtoklavirani nastavki za pipete brez filtra (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)

e mikrotitrske ploséice s 96 vdolbinicami (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)
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e mini centrifuga/vortex CombiSpin FVL-2400N (Biosan, Riga, Latvija)
e centrifuga 5415 R (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)
e spektrofotometer NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA)

3.4 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

Verizna reakcija s polimerazo (PCR, ang. polymerase chain reaction) je in vitro metoda, ki
omogoca sintezo velikega Stevila kopij tarcnega odseka DNA v kratkem casu. Reakcijsko
zmes za PCR sestavljajo matricna DNA, dva zacetna oligonukleotida, deoksinukleozid-
trifosfati (ANTP), ki so gradniki nove verige, Mg?* ioni, reakcijski pufer in termostabilna
DNA-polimeraza.  Reakcija  poteka
cikliéno (ponavadi 20-40 ciklov) (31,

b 3

3 g@vorerizmaDNA 35y Posamezni cikel je sestavljen iz treh
94.95°C @ DENATURACUA stopenj (Slika 5). Teoreti¢no se v vsakem
3 o 2 ciklu Stevilo kopij Zelenega odseka
. podvoji, vendar pa se v poznejsih ciklih
. PRILEGANJE : reakcija postopno upocasnjuje, dokler ne

40-60°C| | ZACETNIH . e e .
@ OLIGONUKLEOTIDOV doseze platoja in Stevilo kopij produktov
% 2 ne naras¢a veC eksponentno kot v
"3 —— , zacetnih ciklih. Do upocasnitve reakcije

- @ PODALISEVANIES pride zaradi kopicenja inhibitornih

POLIMERAZO produktov, porabe reakcijske zmesi in

5. 3’

: manjSe aktivnosti DNA-polimeraze (31,
5 5 32).

Slika 5: Shematski prikaz enega cikla veriZne reakcije s polimerazo.

3.4.1 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU

PCR Vv realnem casu ali kvantitativni PCR (qPCR) predstavlja nadgradnjo
konvencionalnega PCR, saj omogoc¢a merjenje koli¢ine produkta v vsakem ciklu med samo
reakcijo. Pomnozevanje in detekcija produktov PCR potekata socasno. Detekcija temelji na
merjenju fluorescence (32). Spremljanje poteka reakcije v vsakem ciklu nam omogoci
merjenje nastalega produkta v eksponentni fazi PCR reakcije, ko lahko iz koli¢ine

produkta PCR zanesljivo sklepamo na zacéetno $tevilo kopij matrice v vzorcu (31).
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Poznamo ve¢ nacinov za detekcijo produktov PCR v realnem c¢asu, ki jih lahko razdelimo
v nespecificne in specifi¢ne nacine detekcije. Med nespecifi¢ne nacine detekcije spadajo
fluorescentna barvila (etidijev bromid, SYBR Green 1), ki imajo v prosti obliki barvila
nezaznavno fluorescenco. Barvila se nespecificno vgradijo v dvoverizno DNA in za¢nejo
po ekscitaciji mocno fluorescirati, pri ¢emer je jakost fluorescence sorazmerna s koli¢ino
nastale dvoverizne DNA (31).

Pri  specificnih  na¢inih  detekcije

POLIMERIZACITA ® =Reportersko barvilo } ) 5
® = Dusilec uporabljamo s  fluorofori  oznacene
clizenukleotidni = . ] ) ) )
o Btk < e ®3' oligonukleotide (sonde), ki se specificno
4 5 .. . o
vezejo na odsek, ki ga pomnozujemo.
5 ¥
- ¥ Detekcija je osnovana na dveh fluoroforih
i oligonukleotidni
PODALIEVANE 3 zadetnik (donorski  in  akceptorski),  katerih
VERIGE b @ o o
5 A} ¥ ekscitacijski in emisijski spekter se
4 5
5 . prekrivata. Ko sta dovolj blizu, povzroci
* ¥ vzdrazenje donorskega barvila emisijo
i . " .
R-“-ZP-*DSONDE_.@{; svetlobe, ki vzdrazi akceptorsko barvilo,
5 ' - ®3 to pa emitira svetlobo drugacne valovne
cl 5
. » dolzine. Lahko pa kot akceptor uporabimo
- 5 . .
molekulo, ki absorbira svetlobo donorske
KONEC _
POLIMERIZACLE | molekule, sama pa ne fluorescira. Glede
w -é‘.—
‘Q{' o0 J% na tip sonde lo¢imo hidrolizirajo¢e sonde
3 5 (Slika  6), hibridizacijske sonde in

Slika 6: Detekcija produktov PCR s molekularna svetila (31, 32).

hidrolizirajoéimi sondami (33).

Uporaba hidrolizirajocih sond TagMan® za alelno diskriminacijo

Vsaka sonda TagMan® je sestavljena iz:

e reporterskega barvila na 5' koncu; barvili FAM in VIC emitirata svetlobo pri razli¢nih
valovnih dolzinah (FAM pri 465-510nm, VIC pri 533-580nm), kar nam omogoca
alelno diskriminacijo

e MGB molekule (ang: minor groove binder), ki poveca temparaturo talis¢a (Tp) pri
doloceni dolzini sonde, kar omogoca oblikovanje krajsSih sond,

e dusilca na 3' koncu.
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Za alelno diskriminacijo enega polimorfizma je potreben par oligonukleotidnih zacetnikov
in dve TagMan® sondi. Sondi se razlikujeta po reporterskem barvilu vezanem na 5' koncu
(barvilo VIC ali FAM) in v enem baznem paru, tako da ustreza ena sonda nemutiranemu
zaporedju, druga pa mutiranemu zaporedju. Na 3' koncu imata obe vezan dusilec. Ko sta
sondi intaktni, duSilec prestreze fluorescenco reporterskega barvila. Med podvojevanjem
Taq DNA-polimeraza cepi sondo, ki je vezana na tar¢no zaporedje, pri tem pride do
porasta fluorescence reporterskega barvila, saj se poveca se razdalja med reporterskim

barvilom in dus$ilcem (33).
3.5 GENOTIPIZACIJA POLIMORFIZMA Prol2Ala

Vzoréne raztopine DNA smo shranjevali v hladilniku pri temperaturi 4°C, reagente pa v
zamrzovalniku pri temperaturi -20°C. Pred uporabo smo reagente odmrznili in jih dobro
premesali ter na kratko centrifugirali. TagMan® sonde smo pred svetlobo zaiéitili z
aluminijasto folijo in jih odmrznili tik pred uporabo. V PCR komori smo pripravili
reakcijsko zmes (sestava je podana v Preglednica 1V) brez dodatka vzorcev DNA, jo
premesali in nanesli na na mikrotitrsko plos¢ico (384). Z multikanalno pipeto smo nanesli
vzorce DNA. Mikrotitrsko plos¢ico smo pokrili z opti¢no lepljivo folijo in jo centrifugirali
pri 2100 obratih/min 5 minut.

Preglednica IV: Sestava reakcijske zmesi za genotipizacijo polimorfizma Prol2Ala.

Reagent Volumen (ul) za en vzorec

5x HOT FIREPoI® Probe gPCR Mix Plus (no ROX) 1,2

20x TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay Mix* 0,3 %_ 3,15 pl
ultracista voda 1,65 _J

vzorec DNA (c=3ng/ pl) 2,85

Konéni volumen 6

Plos¢ico smo nato prenesli v cikliéni pomnozevalnik Light Cycler® 480 Real-time PCR
system, kjer je potekalo pomnoZevanje in detekcija produktov pod reakcijskimi pogoji,
opisanimi v Preglednica V.

Preglednica V: Pogoji PCR v realnem casu.

Stopnja PCR Temperatura | Cas

zaCetna denaturacija 95°C 15 min
denaturacija 90°C 20s 50
prileganje oligonukleotidnih zacetnikov in podaljSevanje 60°C 90s } ciklov
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REAGENTI

e 5x HOT FIREPol® Probe gPCR Mix Plus (no ROX) (Solis BioDyne, Tartu, Estonija),
ki vsebuje HOT FIREPol® DNA-polimerazo, 5x Probe qPCR pufer, 15mM MgCl,,
dNTP, brez pasivne reference (ROX)

e 20x TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assay Mix, C_1129864 10 (Applied
Biosystems, Carlsbad, ZDA), ki vsebuje necozanfena zacetna oligonukleotida in
TagMan® MGB sondi (ena oznacena z barvilom VIC® in enas FAM™)

e ultradista voda

e vzorc¢ne raztopine DNA

APARATURE IN PRIBOR

e polavtomatske pipete za razli¢ne volumne (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

e polavtomatska 12-kanalna pipeta (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

e avtoklavirane plasti¢ne epruvete s pokrovckom, 0,5 in 1,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht,
Nemcija)

e avtoklavirani nastavki za pipete brez filtra (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)

e sterilni nastavki za pipete s filtrom (do 10 uL) (Sarstedt, Niimbrecht, Nem¢ija)

e mikrotitrske plos¢ice s 384 vdolbinicami (Roche Applied Science, Penzberg, Nemcija)

e opti¢na lepljiva folija (Roche Applied Science, Penzberg, Nemcija)

e delovna komora z UV-lucko (Krom, Ljubljana, Slovenija)

e mini centrifuga/vortex CombiSpin FVL-2400N (Biosan, Riga, Latvija)

e cikli¢ni pomnoZevalnik LightCycler®480 Real-time PCR systems (Roche Applied
Science, Penzberg, Nemcija)

e centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)
3.6 ANALIZA TALILNIH KRIVULJ VISOKE LOCLJIVOSTI

Analiza talilnih krivulj visoke lo¢ljivosti (HRM, ang. high resolution melting) je enostavna
post-PCR metoda za genotipizacijo znanih polimorfizmov in odkrivanje novih variacij.
Princip HRM temelji na pomnoZevanju tar¢nega zaporedja v prisotnosti interkalirajocih
fluorescenénih barvil (npr. LCGreen®™), ki se vgradijo v dvojno verigo po celotni dolZini
produkta PCR in tudi v visokih koncentracijah ne inhibirajo reakcije. Prosta barvila imajo
nizko fluorescenco, po vgraditvi v dvoverizno DNA pa moc¢no fluorescirajo.

Pomnozevanju s PCR sledi denaturacija in hitra renaturacija produktov PCR, pri ¢emer
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pride do navzkriznega kombiniranja enoveriznih DNA. Sledi pocasno dviganje
temperature, pri tem pride do denaturacije dvoverizne DNA v enoverizno in s tem do
padca fluorescence. Z merjenjem fluorescence v odvisnosti od temperature dobimo talilno
krivuljo. Temperaturna stabilnost PCR produkta je dolo¢ena z njegovim zaporedjem
(vsebnost GC obmod¢ja, dolzina). Posledica spremembe nukleotidnega zaporedja je
sprememba v stabilnosti in drugacen talilni profil. Zaradi razlik v obliki in polozaju talilnih
krivulj je razlikovanje med homozigoti in heterozigoti enostavno. V primeru heterozigota
nastanejo pri hitri renaturaciji homodupleksi (komplementarni verigi) in heterodupleksi
(verigi se ne ujemata). Zaradi neujemanja verig se heterodupleksi talijo pri nizji
temperaturi kot homodupleksi. Talilna krivulja heterozigota je tako kombinacija talilnih
profilov homo- in heterodupleksov. Razlikovanje nemutiranih in mutiranih homozigotov
na podlagi talilne krivulje pa je v nekaterih primerih, ko so talilne krivulje podobnih oblik,
tezje. Pomagamo si s t.i. spikingom, kjer k neznanim homozigotom po opravljeni analizi
HRM dodamo dolo¢eno koli¢ino (10-20% volumna reakcijske zmesi) produkta PCR

znanega nemutiranega homozigota, ¢emur sledi Se druga analiza HRM (35, 36).
3.6.1 GENOTIPIZACIJA -2957A>G

Vzoréne raztopine DNA in MasterMix smo shranjevali v hladilniku pri temperaturi +4°C,
ostale reagente pa v zamrzovalniku pri temperaturi -20°C.

Reakcijsko zmes smo najprej optimizirali. Po optimizaciji smo jo pripravljali brez dodatka
vzorcev DNA po sestavi, ki je podana v Preglednici VI.

Preglednica VI: Optimirana sestava reakcijske zmesi za genotipizacijo polimorfizma -2957A>G.

Reagent Volumen (ul) za en vzorec
Master Mix, 2x konc. 5 N

MgCl, (25 mM) 1,2

istosmerni zacetni oligonukleotid (10 uM) 0,2 9ul
obratnosmerni zacetni oligonukleotid (10 pM) 0,2

ultradista voda 2,4

vzorec DNA (c=10ng/ul) 1 J

Kon¢ni volumen 10

Pripravljeno reakcijsko zmes brez vzorcev DNA smo razdelili v vdolbinice na mikrotitrsko
ploséico (384). Z multikanalno polavtomatsko pipeto smo v vdolbinice z reakcijsko zmesjo

odpipetirali Se vzor¢ne raztopine DNA. Mikrotitrsko plos¢ico smo pokrili z opticno
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lepljivo folijo in centrifugirali pri 2100 obratin/min 5 minut in prenesli v cikli¢ni
pomnozevalnik Light Cycler® 480 Real-time PCR system, kjer je potekalo pomnoZevanje

in analiza HRM pod reakcijskimi pogoji, opisanimi v Preglednici VII.

Preglednica VII: Pogoji PCR v realnem ¢asu in analize HRM.

Stopnja Temperatura (°C) | Cas Stevilo
ciklov
preinkubacija 95 10 min |1
pomnoZevanje zacetna denaturacija 95 10s
prileganje zacetnih oligonukleotidov | 65-55 (0,5°C/cikel) | 15s 50
podaljSevanje 72 10s
HRM zacetna denaturacija 95 1 min
renaturacija 40 1 min
talilni interval 70-90 1
hlajenje 40 10s 1

S pomod&jo programske opreme LightCycler” 480 Gene Scanning smo analizirali dobljene
talilne krivulje in dolo¢ili genotipe.
Za razlikovanje mutiranih in nemutiranih homozigotov smo vsem homozigotom dodali
produkt PCR znanega nemutiranega homozigota (referen¢ni vzorec, nukleotidno zaporedje
doloc¢eno s sekvenciranjem). V ta namen smo pri vsaki analizi poleg neznanih vzorcev
pomnozili tudi ustrezno koli¢ino referencénega vzorca. Mikrotitrsko plos¢ico (384) smo
vzeli iz cikliénega pomnozevalnika in jo prenesli v post-PCR prostor, kjer smo odlepili
opti¢no folijo in k vsem homozigotom dodali 2 pl produkta PCR referen¢nega vzorca.
Plos¢ico smo pokrili z novo opti¢no folijo, jo centrifugirali pri 2100 obratih/min, 5 minut
in prenesli v cikli¢ni pomnoZevalnik Light Cycler® 480 Real-time PCR system, kjer smo
ponovili stopnji HRM in hlajenje, katerih pogoji so opisani v Preglednici VII.
REAGENTI
e LightCycler® 480 High Resolution Master (Roche Applied Science, Penzberg,
Nemcija):
o Master Mix (2x konc.), ki ga sestavljajo FastStart Taqg DNA-polimeraza,
reakcijski pufer, ANTP (namesto dTTP vsebuje dUTP) in HRM barvilo
o MgCl; (25mM)

o ultradista voda

22



Diplomska naloga Vesna Mursak

e raztopina oligonukleotidnih zadetnikov (Sigma-Aldrich, St. Luis, ZDA):
o istosmerni  oligonukleotidni  zacetnik (PPARG2 F), Tn=63,4;
nukleotidno zaporedje: 5'-ACCCTTCTGTCTCCAAAGTCC-3'
o oObratnosmerni oligonukleotidni zacetnik (PPARG2 R), T,=60,4;
nukleotidno zaporedje: 5'-TACAGAGTGAGGAGGAGTGGT-3'
APARATURE IN PRIBOR
Glej APARATURE IN PRIBOR v poglavju 3.5

3.7 DOLOCANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA

Visoko avtomatizirana metoda sekveneciranja po Sangerju za dolo¢anje nukleotidnega
zaporedja temelji na modificirani PCR reakciji. Reakcijska zmes za razliko od klasi¢ne
reakcije PCR vsebuje le en zacetni oligonukleotid (pomnoZuje se ena veriga) in dodatne
dideoksinukleotide (ddNTP), oznafene s S$tirimi razlicnimi fluorescenénimi barvili. Po
vstavitvi ddNTP v nastajajoco verigo se sinteza DNA prekine, saj ddNTP nima 3'-OH
skupine na deoksiribozi. Ta proces se veckrat ponovi, pri tem pa nastane zmes razli¢no
dolgih fragmentov DNA, ki se vsi za¢nejo z enakim 5' koncem in konéajo z ustreznim
ddNTP na 3' koncu. Sledi lo¢evanje razli¢no dolgih fragmentov s kapilarno elektroforezo

in doloc¢itev fluoroforov, kar omogoca dolocitev nukleotidnega zaporedja (32).

3.7.1 POMNOZEVANJE TARCNEGA ODSEKA DNA IN CISCENIJE
PRODUKTOV PCR

3.7.1.1 REAKCIJA PCR

Za potrjevanje genotipov polimorfizma -2957A>G, dobljenih na podlagi talilnih krivulj,
Smo na izbranih vzorcih (predstavnikih razli€nih talilnih krivulj) dolocili nukleotidno
zaporedje. Najprej smo s PCR reakcijo pomnozili 133 baznih parov dolg fragment DNA.
Sestava reakcijske zmesi je podana v Preglednici VIII. Vse komponente reakcijske zmesi,
razen Taq polimeraze, smo dobro premesali in centrifugirali.

Pripravljeno reakcijsko zmes brez vzorca DNA smo razdelili v predhodno oznacene
plasticne epruvete s pokrovékom. Nato smo dodali Se vzorce DNA, jih premesali in
centrifugirali ter dali v cikli¢ni termostat, kjer je potekalo pomnoZevanje tarénega odseka
(Preglednica IX). Vsak vzorec smo pripravili v dvojniku, po kon¢anem pomnoZzevanju smo

obe reakcijski zmesi zdruzili.
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Preglednica VII1: Sestava reakcijske zmesi za reakcijo PCR.

Vesna Mursak

Reagent Volumen (pnl) za eno reakcijo
ultradista voda 17,15

10x pufer Gold 3,00

dNTP (2 mM) 3,00

istosmerni zacetni oligonukleotid (10 pm) 0,60

obratnosmerni zacetni oligonukleotid (10 pum) 0,60

MgCl; (25 mM) 3,00

5 U/ul Tag-polimeraza 0,15

vzorec DNA (c=10 ng/ pul) 2,50

Kon¢ni volumen 30

Preglednica IX: Pogoji reakcije PCR za pomnoZevanje tarénega DNA odseka.

Stopnja Temperatura (°C) Cas

zaCetna denaturacija 95 10 min

denaturacija 95 20s

prileganje zacetnih oligonukleotidov 57 30s 36 ciklov
podaljsevanje 72 30s

konéno podalj$evanje 72 7 min

prekinitev reakcije 8 ©

REAGENTI
e ultracista voda

e raztopina ANTP, 2mM

e 25mM raztopina MgCl, (Applied Biosystems, Carlsbad, ZDA)
e 10x PCR Gold Buffer (Applied Biosystems, Carlsbad, ZDA)
e AmpliTag Gold® DNA polymerase, 5U/ul (Applied Biosystems, Carlsbad, ZDA)

e raztopina oligonukleotidnih zacetnikov: glef REAGENTI v poglavju 3.6.1.

APARATURE IN PRIBOR

e polavtomatske pipete za razliéne volumne (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

e avtoklavirane plasti¢ne epruvete s pokrovckom, 0,5 in 1,5 ml (Sarstedt, Niimbrecht,

Nemcija)

e avtoklavirani nastavki za pipete brez filtra (Sarstedt, Niimbrecht, Nemcija)

e delovna komora z UV-lucko (Krom, Ljubljana, Slovenija)

e mini centrifuga/vortex CombiSpin FVL-2400N (Biosan, Riga, Latvija)
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e cikli¢ni termostat MWG AG Biotech Primus 96™° (MWG-Biotech, Ebersberg,

Nemcija)
3.7.1.2 PREGLED USPESNOSTI REAKCIJE PCR NA AGAROZNEM GELU

Z agarozno elektroforezo smo preverili ali so v vseh epruvetah nastali produkti, ¢e je prislo
do nespecificnega pomnozevanja ali do kontaminacije (slepi vzorec).

Locevanje produktov PCR smo izvajali na 2% agaroznem gelu, na katerem smo jih
detektirali s pomogjo interkalirajoega fluorescencnega barvila SYBR® Safe. Pri pripravi 2
% agaroznega gela in elektroforezni lo¢bi smo sledili navodilom in pogojem, opisanim v
diplomski nalogi Tine Zuran v poglavju 3.5.3 (37), le da smo v na$em primeru uporabili
barvilo SYBR™ Safe (7ul) in ne etidijevega bromida, ki je kancerogen. Elektroforeza je
potekala 20 min pri konstantni napetosti 100V. Po koncani elektroforezi smo gel prenesli v
G:BOX sistem za detekcijo in analizo gelov (Syngene, Cambridge, Velika Britanija), kjer
smo ga osvetlili z UV-svetlobo in tako detektirali ter fotografirali rezultate elektroforezne

loc¢be.
3.7.1.3 CISCENJE PRODUKTOV PCR

V naslednji fazi smo oéistili dobljene produkte PCR s pomog&jo GenElute” PCR Clean-Up
Kit-a po navodilih proizvajalca (39). Odstranili smo komponente reakcije PCR, kot so
prebitni zacetni oligonukleotidi, nukleotidi, DNA polimeraza in soli, ki bi lahko motile

doloc¢anje nukleotidnega zaporedja.

3.7.2 PRIPRAVA PRODUKTOV PCR ZA SEKVENCIRANJE

3.7.2.1 PRIPRAVA SEKVENCNE REAKCIJE

V PCR komori smo pripravili dve reakcijski zmesi brez dodatka produktov PCR, v eno
smo dodali istosmerni in v drugo obratnosmerni zacetni oligonukleotid. Pred pripravo
reakcijske zmesi smo vse sestavine temeljito premesali in jih centrifugirali. Pripravljeni
reakcijski zmesi (Preglednica X) brez dodanih PCR produktov smo dobro premesali in
nato razdelili v 0,2 ml ustrezno oznacene plasticne epruvete s pokrovckom. Plasti¢ne
epruvete z reakcijsko zmesjo smo prenesli v post-PCR prostor, kjer smo v vsako epruveto

WV v

dodali pripravljene raztopine o¢is¢enih produktov PCR (c= 2ng/pul).
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Preglednica X: Sestava reakcijske zmesi.

Reagent Volumen (pnl) za eno reakcijo
visoko precisc¢ena voda 571

istosmerni ali obratnosmerni zacetni oligonukleotid (5pM) | 0,64 > 835l
DTCS Quick Start MasterMix 2,00

PCR produkti (2ng/ul) 1,65 _/

Kon¢ni volumen 10,00

Epruvete smo nato dobro premesali in centrifugirali ter jih dali v ciklicni termostat. Za
vsak vzorec smo v eni epruveti pomnozili pozitivno (s pomocjo istosmernega zacetnega
oligonukleotida) in v drugi negativno verigo (s pomocjo obratnosmernega zacetnega

oligonukleotida) produkta PCR. Pogoji reakcije PCR so podani v Preglednici XI.

Preglednica XI: Pogoji PCR reakcije.

Stopnja Temperatura (°C) Cas

denaturacija 96 20s

prileganje oligonukleotidnih zacetnikov 57 20s 30 ciklov
podaljSevanje 60 4 min

prekinitev reakcije 8 0

REAGENTI

e ultraCista voda
e Dye Terminator Cycle Seqgencing Quick Start Master Mix (Beckman Coulter, Brea,
ZDA):
o dATP,dCTP,dTTP,dITP
o ddUTP, ddGTP, ddCTP, ddATP (WellRED label)
o Tris—=HCL, MgCl,, reakcijski pufer - pH 8,9
o Thermo Sequenase DNA Polymerase, pirofosfataza
e raztopina oligonukleotidnih zacetnikov: glef REAGENTI v poglavju 3.6.1.
APARATURE IN PRIBOR
Glej APARATURE IN PRIBOR v poglavju 3.7.1.1.

3.7.2.2 ETANOLNO OBARJANJE

Sekven¢ni reakciji je sledilo ¢is¢enje produktov PCR z etanolnim obarjanjem. Najprej smo
pripravili raztopino STOP (Preglednica XII) in jo razdelili v ustrezno oznacene plasti¢ne

epruvete s pokrovckom.
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Preglednica XlI: Sestava raztopine STOP.

Reagent Volumen (ul) za en vzorec
3 M Na acetat (pH 5,2) 2
100 mM Na,-EDTA (pH 8,0) 2
20mg/ml glikogen 1
Konéni volumen 5

Nato smo v epruvete prenesli celotni volumen sekvenéne reakcije in dobro premesali. Tej

zmesi smo dodali 60 pl 95% (v/v) raztopine etanola, ki smo ga vzeli iz zamrzovalnika (-

20°C) tik pred uporabo, temeljito premesali in centrifugirali 15 min pri 14000 obratov/min

in 4°C. Supernatant smo s pomoc¢jo pipete previdno odstranili, pelete pa sprali Se dvakrat z

200 pl 70% (v/v) raztopine etanola, ki smo ga tik pred uporabo vzeli iz zamrzovalnika (-

20°C). Po vsakem dodatku etanola, smo zmes centrifugirali najmanj 2 min pri 14000

obratov/min in 4°C. Pelete smo suS$ili na sobni temperaturi priblizno 20 min in nato

resuspendirali v 40 ul Sample loading solution.

REAGENTI

e ultracista voda

e 3 M Na acetat pH 5,2 (Sigma Aldrich, St. Luis, ZDA)

e 100 mM Na-EDTA pH 8,0 — pripravljen iz 0,5 M Na,-EDTA (Sigma Aldrich, St.
Luis, ZDA)

e 70 % (v/v) raztopina etanola, 95 % (v/v) raztopina etanola

e Genome Lab™ Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit (Beckman
Coulter, Brea, ZDA): glikogen (20 mg/ml), Sample loading solution

APARATURE IN PRIBOR

e polavtomatske pipete za razli¢ne volumne (Eppendorf)

e avtoklavirane plasti¢ne epruvete s pokrovékom, 0,5 in 1,5 ml (Sarstedt)
e avtoklavirani nastavki za pipete brez filtra (Sarstedt)

e mini centrifuga/vortex CombiSpin FVL-2400N (Biosan)

e centrifuga 5415 R (Eppendorf)

3.7.2.3 KAPILARNA ELEKTROFOREZA

Resuspendirane vzorce smo prenesli na mikrotitrsko plos¢ico (96 vdolbinic). Vsak vzorec
smo pokrili z eno kapljico mineralnega olja in analizirali s sistemom GenomelLab™ GeXP

Genetic Analysis (Beckman Coulter) s programom Short PCR method. Pogoji reakcije:
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o TkapilarezsoOC

e injiciranje: napetost 2,0 kV; trajanje: 10 s

e denaturacija: T=90°C, trajanje: 120 s

e locevanje: napetost 4,0 KV; trajanje: 45 min.
3.8 STATISTICNI TESTI

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabljali program SPSS Statistics 17.0. Pri vseh
analizah smo vrednost p < 0,05 opredelili za statisticno znacilno. Povezanost
polimorfizmov -2957A>G in Pro12Ala ter njunih haplotipov z izbranimi spremenljivkami
smo ugotavljali s pomoc¢jo parametri¢nih in neparametri¢nih testov. S testom Kolmogorov-
-Smirnov oziroma Shapiro-Wilk (e je bilo manj kot 50 preiskovancev) smo preverili
normalnost porazdelitve spremenljivk. V primeru normalne porazdelitve smo uporabili
parametri¢ne teste, in sicer T-test (za dve neodvisni spremenljivki) ali analizo variance (za
ve¢ neodvisnih spremenljivk). Za wugotavljanje statistiéno znaCilnih razlik med
posameznimi podskupinami za ve¢ neodvisnih spremenljivk smo uporabili Scheffe post
hoc test. Ce smo s testom ANOVA odkrili statisti¢no znaéilne razlike v starosti ali ITM
med posameznimi podskupinami, smo uporabili analizo kovariance ANCOVO, za
primerjavo posameznih podskupin pa Bonefferonijev post hoc test.

Ce se spremenljivke niso porazdeljevale normalno, smo poskusali podatke transformirati z
naravnim logaritmom. Ce je transformacija dala normalno porazdelitev, smo uporabili
parametricne teste po zgoraj opisanih kriterijih. Po opravljenem testu smo z
antilogaritmiranjem srednje vrednosti dobili geometri¢no sredino, prav tako pa smo
antilogaritmirali meje 95% intervala zaupanja (1Zgsy). V primeru nenormalne porazdelitve
smo uporabili neparametri¢ne teste, in sicer Mann Whitneyev test (za dve neodvisni
spremenljivki) in Kruskall Wallisov test (za ve¢ neodvisnih spremenljivk).

Vpliv polimorfizmov in njihovih haplotipov na pojav nizkoenergijskegih zlomov smo

ugotavljali s pomoc¢jo binarne logisti¢ne regresije.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 GENOTIPIZACIJA POLIMORFIZMA Prol2Ala

Genotipizacijo polimorfizma Prol2Ala smo izvedli z metodo alelne diskriminacije s
pomod&jo hidrolizirajoéih sond TagMan®. Sestava reakcijske zmesi za genotipizacijo in
pogoji za PCR v realnem c¢asu so bili predhodno doloceni s strani proizvajalca in jih ni bilo
potrebno optimizirati. Detekcija produktov PCR je potekala na podlagi porasta
fluorescence po razpadu sonde vezane na komplementarno zaporedje. V Preglednica XllII
je prikazana povezava med fluorescencnimi signali in nukleotidnim zaporedjem tarcne

DNA, Slika 7 pa prikazuje rezultate genotipizacije za eno plos¢ico vzorcev.

Preglednica XIl1: Povezava med fluorescenénim signalom in nukleotidnim zaporedjem DNA

- . Genotip za polimorfizem Prol2Ala
Porast fluorescencnega signala
samo za VIC® homozigot za alel 1 CcC
samo za FAM™ homozigot za alel 2 GG
za VIC® in FAM™ heterozigot (oba alela) GC
Endpoint Fluorescence Scatter Plot
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12,000 ¥
17.000H
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Slika 7: Prikaz rezultatov genotipizacije s sondami TaqMan®; modra barva: genotip CC, rdeca

barva: genotip GC, zelena barva: genotip GG, siva barva: negativne kontrole in neuspeli vzoreci.
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Vzorce DNA, Kkjer genotipizacija ni uspela, smo na novo razredc¢ili in jih ponovili.
Nekaterih vzorcev kljub temu nismo uspeli genotipizirati, zato smo jih izkljucili iz
nadaljnje statisti¢ne analize. Razlog za neuspelo genotipizacijo bi lahko bil kontaminacija s

proteini, prisotnost inhibitorjev reakcije PCR ali razpad vzoréne DNA.

4.2 GENOTIPIZACIJA POLIMORFIZMA -2957A>G

4.2.1 OPTIMIZACIJA POGOJEV

Polimorfizem -2957A>G se v literaturi pojavlja z razlicnimi oznakami npr. -2821C>T (28)
in -2819A>G (29). Costa in sod. v italijanski populaciji polimorfizma -2821C>T niso nasli,
dva bazna para vstran pa so odkrili polimorfizem -2819A>G (29). Sami smo preverili
pozicijo in vrsto teh dveh polimorfizmov in ugotovili, da gre za isti polimorfizem, ki smo
ga oznacili kot -2957A>G, uposStevajo¢ pravila o poimenovanju enonukleotidnih
polimorfizmov po navodilih Dunnen in sod. (38).

Genotipizacijo vzorcev za polimorfizem -2957A>G smo izvedli z analizo HRM. Sestavo
reakcijske zmesi in pogoje smo dolo¢ili na podlagi priporocil proizvajalcev reagentov (40)
in na osnovi teoreti¢nega znanja o PCR.

Zacetna oligonukleotida smo oblikovali s pomocjo programa Primer-BLAST, NCBI (41).
Oblikovali smo ju tako, da imata podobno temperaturo talis¢a (okoli 60°C), njuni zapored;ji
nista komplementarni in ne tvorita nespecificnih produktov in dimerov.

Za zagotovitev specifi¢nosti in ucinkovitosti pomnoZevanja tarénega odseka, je potrebna
tudi optimalna koncentracija MgCl,, ki je nujen za delovanje DNA polimeraze. Odlocali
smo se med koncentracijami 2,0, 2,5, 3,0, in 3,5 mM MgCl, v reakcijski zmesi, in sicer s
pomocjo krivulj pomnozevanja (Slika 8). Izbrali smo 3mM koncentracijo MgCl, zaradi
ustrezno visokega platoja krivulje in nizke vrednosti c, (cikel, ko je presezena linija
fluorescenénega praga) ter ujemanja talilnih vrhov vzorcev z enakim genotipom.
Specifi¢nost reakcije PCR smo preverili s pomoc¢jo standardne talilne krivulje, saj v
primeru pomnozevanja nespecifi¢nih produktov dobimo vec talilnih vrhov.

Za vecCjo specificnost pomnozevanja smo uporabili za t.i. 'touch-down' PCR, kjer se
temperatura prileganja zacetnih oligonukleotidov med posameznimi cikli spreminja. V
zacetnih ciklih je bila tako uporabljena visoka temperatura prileganja, ki je zagotovila
visoko specificnost prileganja in pomnozevanja, v kasnejsih ciklih pa se je temperatura

prileganja znizala, s ¢imer smo zagotovili ustrezno koli¢ino PCR produkta.
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Samples
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Slika 8: Krivulja pomnoZevanja dveh vzorcev (C16 in C18) pri razli¢nih koncentracijah MgCl,.

V stopnji HRM smo na zacetku nastavili §irok talilni interval (od 65°C do 95°C), ko pa

smo dolo¢ili talilne temperature (Tr,) PCR produktov (Slika 9), smo talilni interval zozali

(od 70°C do 90°C), tako da se je zacel in koncal priblizno 10°C pred in po pri¢akovani Tp,.

Melting Peaks
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19.447
=

T 14.447
9.447
4.447
-0.5531
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Temperature (*C)

2 94

Slika 9: Prikaz talilnin vrhov za razlicne genotipe polimorfizma -2957A>G: nemutiran
homozigot (AA), heterozigot (GA) in mutiran homozigot (GG). Pri mutiranem homozigotu pride
do minimalnega zamika talilnega vrha v desno (vecja Tn), Saj je za prekinitev treh vodikovih vezi
med C =G potrebna visja temperatura kot za prekinitev dveh vodikovih vezi A=T.
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4.2.2 POTEK GENOTIPIZACIE

Analizirali smo 734 vzorcev. Na vsako plos¢ico smo poleg neznanih vzorcev vkljuéili tudi
vzorce z 7e dolo¢enim genotipom (nemutiran homozigot — AA, heterozigot — GA in
mutiran homozigot — GG), ki so sluzili kot pozitivna kontrola, in negativho kontrolo.
Dobljene rezultate smo analizirali z LightCycler® 480 Gene Scanning programsko opremo.
Najprej smo pregledali krivulje pomnoZevanja, in sicer so vsi vzorci morali doseci plato, ¢,
se med posameznimi vzorci ni smel razlikovati za veC kot 5 in je moral biti manjsi od 30,
kar kaze na ustrezno koli¢ino produktov PCR in ustrezno u¢inkovitost pomnoZevanja. Prav
tako smo pregledali talilne vrhove za pojav nespecifi¢nih produktov. Talilne krivulje, ki jih
pridobimo z analizo HRM, je potrebno obdelati. Tako smo v prvem koraku normalizirali
neobdelane podatke z nastavitvijo zacetne fluorescence (pre-melt) in kon¢ne fluorescence

(post-melt) vseh vzorcev na enotne vrednosti (Slika 10).

Negatives | Normalization | Temperature Shift | Difference Plot |

Melting Curves

510)

56.112
06.112-
56.112

6112

- -

Fluoréscence (465.

66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94
Temperature [*C)

—Pre-Melt Slider Settings————— Post-Melt Slider Settings————
Low [7816 =] High[7316 =| |-I.uw [Bs08 = High|ssos =

Select|

Relative Signal (%)
:

81
Temperature [*C)

Slika 10: Prikaz normalizacije osnovnih talilnih krivulj. Gre za pretvorbo fluorescencnega v
relativni signal (v %), tako da doloc¢imo temperaturno obmodje, v katerem so v vseh vzorcih
fragmenti DNA v dvoverizni obliki (t.i. Pre-melt slider settings; relativni signal 100%) oziroma
popolnoma denaturirani (t.i. Post-melt slider settings; relativni signal 0 %). Legenda: rdeca barva
— heterozigoti (GA), modra barva — homozigoti (AA, GG).
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Nato je sledil temperaturni premik, ki premakne talilne krivulje po temperaturni osi do
tocke, v kateri so vse dvovijatne DNA v vsakem vzorcu popolnoma denaturirane (Slika
11). Tako kompenziramo razlike med vzorci, nastale zaradi temperaturnih razlik med
vdolbinicami na mikrotitrski plos¢ici, hkrati pa izni¢imo vsakr$no potencialno
diskriminatorno moc¢ temperaturnih podatkov. V zadnjem koraku je raCunalnik od
referencne krivulje odstel normalizirane, premaknjene krivulje vzorcev. Tako smo dobili
jasnejsi prikaz razlik med oblikami talilnih krivulj v obliki diagrama razlik, ki je omogocal
grupiranje glede na podobnost oblik talilnih krivulj (Slika 12). Ker lo¢itev nemutiranih in
mutiranih homozigotov na podlagi dobljenih krivulj ni bila mogoca, smo se odlocili za
dodatek referencnega nemutiranega homozigota vsem homozigotom in ponovili analizo

HRM. Tako smo uspeli uspesno lociti posamezne genotipe med seboj (Slika 13).

Negatives ‘ Normalization | Temperature Shift | Difference Plot ‘
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Slika 11: Prikaz temperaturnega premika normaliziranih talilnih krivulj po temperaturni osi.
Legenda: rdeca barva — heterozigoti (GA), modra barva — homozigoti (AA, GG).

33



Diplomska naloga Vesna Mursak
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Slika 12: Prikaz konénih obdelanih talilnih krivulj v obliki diagrama razlik. Legenda: rdeca
barva — heterozigoti (GA), modra barva — homozigoti (AA, GG).
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Slika 13: Prikaz koncnih obdelanih talilnih krivulj v obliki diagrama razlik po dodatku
referencénega nemutiranega homozigota.. Legenda: rdeca barva — heterozigoti (GA), modra barva
— nemutirani homozigoti (AA), zelena barva — mutirani homozigoti (GG).
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Vzorce DNA, Kjer genotipizacija ni uspela, smo na novo razredéili in jih ponovili. Ce je bil
Cp Vzorcev vecji od 30 in genotipizacija ni uspela, smo sklepali na prisotnost inhibitorjev
reakcije PCR, zato smo zmanjsali koli¢ino vzorca DNA v reakcijski zmesi (namesto 1,00
ul vzorca smo dodali le 0,25 pl). Nekaterih vzorcev kljub vsemu nismo uspeli
genotipizirati, zato smo jih izkljucili iz nadaljnje statisticne analize. Razlog za neuspelo
genotipizacijo bi lahko bil v kontaminaciji s proteini, prisotnost inhibitorjev PCR reakcije
ali razpad vzor¢ne DNA.

Nato smo izbrali nakljuéne predstavnike razliénih oblik talilnih krivulj in jim s
sekvenciranjem dolocili nukleotidno zaporedje ter tako potrdili pravilnost genotipizacije.
Nukleotidno zaporedje smo dolocili tudi vzorcem, ki se niso uvrstili v nobeno od
omenjenih genotipskih skupin, ter tako preverili, ¢e je mogoce vzrok za to prisotnost do

sedaj Se neodkritega polimorfizma.

4.3 UGOTAVLJANJE POGOSTOSTI POLIMORFIZMOV

Relativne frekvence polimorfizmov Prol2Ala in -2957A>G v slovenski populaciji smo
izraCunali na podlagi genotipov, ki smo jih dobili z genotipizacijo 734 vzorcev s sondami
TagMan® in analizo HRM. Relativne frekvence genotipov za polimorfizem -2957A>G v
celotni skupini preiskovancev so 70,3 % : 27,6 % : 2,1 % za genotipe AA : GA : GG,
relativne frekvence v preiskovanih skupinah pa so podane v Preglednici XIV.

Preglednica XIV: Relativne frekvence (%) posameznih genotipov za polimorfizem -2957A>G v
preiskovanih skupinah.

Skupina N AA (%) | GA (%) | GG (%)
Moski 117 71,1 27,2 1,8
Pomenopavzne preiskovanke 478 68,4 29,2 24
Osteoporozne pomenopavzne preiskovanke 245 67,7 29,7 2,6
Zdrave pomenopavzne preiskovanke 233 69,1 28,7 2,2
Osteoporozne preiskovanke, zdravljene z alendronatom 53 60,8 35,3 3,9
Osteoporozne preiskovanke, zdravljene z raloksifenom 56 68,6 27,5 3,9
Premenopavzne preiskovanke 59 70,2 28,1 1,8
Preiskovanci z nizkoenergijskim zlomom 110 82,1 17,0 0,9

Relativne frekvence genotipov za polimorfizem Prol2Ala v celotni skupini preiskovancev
pa so 69,1 % : 26,6 % : 4,3 % za genotipe CC : GC : GG, relativne frekvence v

preiskovanih skupinah pa so podane v Preglednici XV.
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Preglednica XV: Relativne frekvence (%) posameznih genotipov za polimorfizem Prol2Ala v
preiskovanih skupinah.

Skupina N CC (%) | GC (%) | GG (%)
Moski 117 69,6 25,2 52
Pomenopavzne preiskovanke 478 67,8 28,2 4,0
Osteoporozne pomenopavzne preiskovanke 245 64,2 30,8 50
Zdrave pomenopavzne preiskovanke 233 71,6 25,4 3,0
Osteoporozne preiskovanke, zdravljene z alendronatom 53 66,7 33,3 /
Osteoporozne preiskovanke, zdravljene z raloksifenom 56 66,0 30,2 3,8
Premenopavzne preiskovanke 59 70,2 24,6 53
Preiskovanci z nizkoenergijskim zlomom 110 67,6 26,9 5,6

Za vsako skupino priskovancev in za vsak polimorfizem smo s testom y’za dva neodvisna
vzorca preverili, ¢e so frekvence genotipov v Hardy-Weinbergovem ravnotezju. Hardy-
Weinbergovo nacelo pravi, da se pogostost posameznih genotipov med generacijami
ohranjanja in velja za razmerje genotipov v velikih populacijah, kjer se osebki naklju¢no
razmnozujejo, kjer ni naravne selekcije in dodatnih mutacij ter migracij (42). Ugotovili
smo, da so vse frekvence genotipov v preiskovanih skupinah za oba polimorfizma v

Hardy-Weinbergovem ravnotezju.
4.4 IZRACUN IN ANALIZA HAPLOTIPOV

Haplotip je kombinacija alelov, ki se nahajajo na istem kromosomu. Glede na polozaj SO v
genskem zapisu obicajno blizu skupaj in se skupaj dedujejo. Za napovedovanje haplotipov
smo uporabili program PHASE (43). Vkljucili smo le vzorce, za katere smo imeli podatke
o genotipih za oba polimorfizma, ostale smo izkljucili iz analize. Program PHASE nam za
vsak vzorec izraCuna mozne pare haplotipov, verjetnost, da je dolo¢en haplotip prisoten na

alelu in frekvence posameznih haplotipov, ki so predstavljene v Preglednici XVI.

Preglednica XVI: Frekvence napovedanih haplotipov (AC, AG, GC, GG).

Haplotip | Frekvenca (%)
AC 66,6
AG 17,5
GC 15,7
GG 0,17

Prisotnost vezavnega neravnovesja med aleli obeh polimorfizmov smo ugotavljali s
programom EMLD (44). Vezavno neravnovesje pomeni nenaklju¢no povezanost alelov na
razli¢nih lokusih. Vecja kot je povezanost med aleloma, vecja je moznost, da se dedujeta

skupaj (45). V izraun parametrov vezavnega neravnovesja smo vkljucili samo vzorce s
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podatki 0 genotipih za oba polimorfizma, ostale pa smo izkljucili iz analize. Program je

izraCunal parametre vezavnega neravnovesja, ki so podani v Preglednica XVII.

Preglednica XVII: Prikaz parametrov vezavnega neravnovesja.

D Dl r2

-0,0281 0,9999 0,0405

Parameter D je koeficient vezavnega neravnovesja in je razlicen od 0, kar nakazuje na
prisotnost vezavnega neravnovesja. Parameter D' je zelo blizu ena, kar nam pove, da sta
lokusa, na katerih se nahajata alela, odvisna drug od drugega in se z veliko verjetnostjo
dedujeta skupaj. Parameter r® je indikator korelacije obeh alelov. Ce je njegova vrednost
enaka ena, lahko na podlagi informacij o enem alelu sklepamo o lastnostih drugega alela.

Vrednost parametra r? je blizu nig, kar nakazuje na odsotnost korelacije.

4.5 OCENA POVEZANOSTI POLIMORFIZMOV Prol2Ala IN
-2957TA>G  TER NJUNIH HAPLOTIPOV Z MKG IN
BIOKEMICNIMI KAZALCI KOSTNE PREMENE

V statisticno obdelavo smo vkljucili 734 preiskovancev (117 moskih in 617 Zensk), ki smo
jih razdelili na Ze omenjene skupine. V Preglednici XVIII in Preglednici XIX so prikazane
povprecne vrednosti izmerjenih osnovnih parametrov kot so starost, vi§ina, masa, ITM,
priCetek menopavze in trajanje menopavze za posamezne skupine in podskupine
preiskovancev. Posamezne skupine preiskovancev smo za oba polimorfizma razdelili na tri
genotipske podskupine (CC, GC, GG za Prol2Ala in AA, GA in GG za -2957A>G). Ker
pa je relativna frekvenca genotipa GG pri obeh polimorfizmih zelo nizka, smo zdruzili
podskupini heterozigozov in mutiranih homozigotov. Posamezne skupine preiskovancev
smo razdelili tudi glede na Stevilo kopij posameznega haplotipa, ki jih ima posameznik (0
— nobene kopije, 1 — eno kopijo, 2 — dve kopiji). Frekvence haplotipa GG je zelo nizka,
zato smo ga izkljucili iz nadaljne analize. V okviru statisticne analize smo tako primerjali
povprecne vrednosti spremenljivk glede na prisotnost mutiranega oz. nemutiranega alela za
oba polimorfizma ter glede na prisotnost Stevila kopij posameznega haplotipa pri

posamezniku z MKG in biokemi¢nimi kazalci kostne premene.
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Preglednica XVIIl: Povprecne vrednosti in SD izmerjenih parametrov v skupini moskih,

premenopavznih in pomenopavznih preiskovank.

Moski Premenopavzne | Pomenopavzne | Osteoporozne Zdrave
preiskovanke preiskovanke | pomenopavzne | pomenopavzne
preiskovanke priskovanke
Stevilo 117 59 478 245 233
preiskovancev
starost 67,6+6,1 456 +4,8 63,0 £ 8,4 64,4 +£8,2 61,6 £38,3
vi§ina (m) 1,71 £ 0,06 1,64 £ 0,06 1,60 = 0,06 1,58 £ 0,06 1,61+ 0,06
masa (kg) 81,7+ 12,8 65,4+ 11,6 69,7 £ 12,2 66,0 + 10,0 73,6 +13,0
ITM (kg/m?) 275+3,8 24,3+4,0 27,3+4,6 26,2+3,8 28,4+5,1
Starost ob / / 495+4.2 48,8 +4,5 49,8 +4,1
menopavzi
Trajanje / / 12,2+9,2 15,3+ 94 10,4 + 8,7
menopavze
(leta)

Preglednica XIX: Povpreéne vrednosti in SD izmerjenih parametrov za pomenopavzne
osteoporozne preiskovanke, zdravljene z alendronatom ali raloksifenom, in preiskovancev z
nizkoenergijskim zlomom.

Zdravljenje z Zdravljenje z Preiskovanci z
alendronatom raloksifenom nizkoenergijskim zlomom
Stevilo preiskovancev 53 56 110
starost 65,1 £ 6,6 60,6 £ 5,6 75,2+9,5
vi§ina (m) 1,57 +£0,05 160+5.5 1,61 +0,08
masa (Kg) 65,9+9,7 65,5 + 8,1 69,7 £ 13,1
ITM (kg/m?) 26,6 + 3,6 257+33 26,7 +4,2

4.5.1 MOSKI PREISKOVANCI

V skupini moskih preiskovancev smo ocenili povezanost polimorfizmov Prol2Ala in -
2957A>G in njunih haplotipov z MKG in biokemi¢nimi kazalci kostne premene. V to
skupino smo vkljucili 117 moskih preiskovancev, katerih osnovne lastnosti so
predstavljene v Preglednici XVIII. V Preglednicah XX do XXV so podane vrednosti MKG
in biokemic¢nih kazalcev kostne premene ter rezultati statistiéne obdelave za polimorfizma

Prol2Ala in -2957A>G ter za njune haplotipe.
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Preglednica XX:Vpliv polimorfizma -2957A>G na MKG in biokemicne kazalce kostne premene
pri moskih: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statistiéne obdelave .

MKGi, MKGit MKGi; RANKL™ ocC CTX OPG
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/I] [ng/l] [pmol/I] [pmol/I]

alel | 0,812 1,0217 1,051 0,16 8,66 2146 4,98

A (0,771 do | (0,980 do | (1,012 do | (0,10 do 0,22) | (6,68 do | (1138 do | (4,29 do
0,853) 1,064) 1,090) N=13 10,65) 3154) 5,79)
N=60 N=60 N=80 N=13 N=9 N=13

alel | 0,816 0,993 1,077 0,19 10,17 1815 5,88"

G (0,749 do | (0,933 do | (1,012 do | (0,10d00,28) | (517 do | (1069 do | (4,88 do
0,882) 1,096) 1,143) N=10 15,17) 2562) 7,08)
N=27 N=27 N=33 N=10 N=9 N=10

p 0,919 0,448 0,477 0,522 0,540 0,553 0,134

* . v .
geometricna sredlna,

“"Mann-Whitney test, brez oznak — t-test

Preglednica XXI: Vpliv polimorfizma Prol2Ala na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne premene
pri moskih: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs,, ter rezultatov statisticne obdelave .

MKG;, MKGot MKGi RANKL ocC CTX OPG
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/1] [ng/l] [pmol/1] [pmol/l]

alel | 0,796 1,026 1,051 0,18 9,63 1872" 5,10

C (0,760 do | (0,984 do| (1,013 do| (0,12 do| (699 do| (1469 do | (453 do
0,833) 1,068) 1,088) 0,24) 12,27) 2386) 5,77)
N=66 N=66 N=79 N=19 N=19 N= 16 N=19

alel | 0,792 1,008 1,068 0,18 9,74 1282 6,05

G (0,728 do | (0,949 do| (0,999 do| (0,04 do| (3,70 do | (311 do | (4,03 do
0,862) 1,068) 1,136) 0,32) 15,78) 5282) 9,10)
N=22 N=22 N=35 N=5 N=5 N=4 N=5

p 0,917 0,657 0,643 0,986 0,968 0,235 0,225

* . v .
geometricna sredina

Preglednica XXII: Vpliv Stevila kopij haplotipa AC na MKG in biokemi¢ne kazalce kostne
premene pri moskih: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statisti¢ne obdelave .

AC | MKGy, MKGyot MKG, RANKL ocC CTX OPG™
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/1] [ng/l] [pmol/1] [pmol/l]

0 |0817 1,011 1,089 0,14 8,08 1950 6,70
(0,78 do | (0,917 do | (0,975 do | (0,03 do| (228 do|(-100 do | (491 do
0,932) 1,104) 1,200) 0,31) 13,88) 4001) 8,48)
N=10 N=10 N=15 N=5 N=5 N=5 N=5

1 [0,792 1,004 1,061 0,20 11,38 2013 5,77
(0,740 do | (0,950 do | (1,005 do | (0,10 do | (5,32 do | (994 do | (412 do
0,849) 1,058) 1,117) 0,30) 17,43) 3031) 7,42)
N=35 N=35 N=46 N=8 N=8 N=6 N=8

2 10,790 1,036 1,045 0,17 8,43 1974 4,76
(0,746 do | (0,981 do | (0,999 do| (008 do| (611 do| (1036 do| (421 do
0,837) 1,091) 1,090) 0,25) 10,76) 2911) 5,31)
N=41 N=41 N=51 N=9 N=9 N=7 N=9

p |0782 0,828 0,683 0,597 0,430 0,918 0,040

“geometricna sredina, - Kruskal Wallis test, brez oznake - ANCOVA (kovariata: starost)

39




Diplomska naloga

Vesna Mursak

Preglednica XXI11: Prikaz rezultatov Mann Whitneyevega testa za primerjavo srednjih vrednosti
OPG med posameznimi skupinami glede na $tevilo kopij haplotipa AC. Ce je p<0,0167, je razlika
statisticno znacilna.

Stevilo kopij haplotipa AC | Stevilo kopij haplotipa AC | p
0 1 0,284
2 0,002
1 2 0,481

Preglednica XXIV: Vpliv Stevila kopij haplotipa AG na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne
premene pri moskih: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov statisticne obdelave .

AG | MKGq, MK Gt MKGi RANKL™ | oc™ OoPG™
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/I] [ng/l] [pmol/I]

0 |0795" 1,024 1,052 0,17 9,32 5,35
(0,758 do | (0,981 do | (1,014 do | (0,11 do | (6,51 do | (4,61 do
0,833) 1,067) 1,090) 0,23) 12,15) 6,09)
N=64 N=64 N=77 N=17 N=17 N=17

1 |0765 0,992 1,058 0,23 10,83 5,37
(0,695 do | (0,920 (0,985 do | (0,09 do | (-2,40 do | (1,73 do
0,841) do1,063) 1,131) 0,38) 24,07) 9,02)
N=18 N=18 N=29 N=3 N=3 N=3

2 0927 1,083 1,113 / / /

(0,860 do | (1,061 do | (0,867 do
0,998) 1,106) 1,358)
N=4 N=4 N=6
p |0,184 0,552 0,729 0,305 0,666 0,765

* . v .
geometricna sredina,

“t-test,” Mann-Whitney test, brez oznake - ANOVA

Preglednica XXV: Vpliv Stevila kopij haplotipa GC na MKG in biokemi¢ne kazalce kostne
premene pri moskih: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statisti¢ne obdelave .

GC | MKG;, MK G MKG, RANKL ocC CTX OPG
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/l] [ng/l] [pmol/1] [pmol/l]

0 |[0,791 1,015 1,049 0,16 8,80 2145 4,99
(0,754 do | (0,975 do | (1,009 do | (0,09 do| (6,65 do| (1137 do | (423 do
0,831) 1,057) 1,088) 0,23) 10,95) 3153) 5,88)
N=59 N=59 N=79 N=12 N=12 N=9 N=12

1 |o0811 1,006 1,087 0,21 10,72 1720 5,90
(0,751 do | (0,947 do| (1,019 do| (0,12 do | (520 do | (890 do | (478 do
0,875) 1,069) 1,155) 0,30) 16,24) 2550) 7,29)
N=25 N=25 N=31 N=9 N=9 N=8 N=9

p | 0587 0,807 0,312 0,298 0,473 0,468 0,169

*geometriéna sredina, brez oznake - t-test

Statisticna obdelava rezultatov pri moskih preiskovancih je pokazala statisticno znacilno

povezavo Stevila kopij haplotipa AC s srednjimi vrednostmi OPG (p=0,040) (Preglednica

XXII). Z dodatnim Mann Whitneyevim testom smo ugotovili, da so srednje vrednosti OPG
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pri skupini z dvema kopijama AC statisticno znacilno nizje (p=0,002) od vrednosti pri
skupini z nobeno kopijo AC, medtem ko med skupinama z eno in nobeno kopijo AC ter
eno in dvema kopijama ni statisti¢cno znaéilnih razlik (Preglednica XXIII). Tako alel A v
primeru polimorfizma -2957A>G kot tudi alel C v primeru polimorfizma Prol2Ala
povzrocita povecano aktivnost PPARY, kar ima za posledico manjse Stevilo osteoblastov in
s tem zmanjSano sintezo OPG. Nizje koncentracije OPG, ki preko vezave RANKL zavira
osteoklastogenezo, pomenijo povecano tveganje za razvoj osteoporoze in z njo povezanih
zapletov.

V skupini moskih preiskovancev smo odkrili vpliv Stevila kopij haplotipa AC na
koncentracijo OPG, vendar kon¢nega ucinka na kostno maso nismo ugotovili. Ker je
skupina preiskovancev majhna, ima pokazan vpliv S$tevila kopij haplotipa AC na
koncentracijo OPG pri moskih preiskovancih majhen pomen, zato bi bilo potrebno
rezultate preveriti na ve¢jem Stevilu preiskovancev.

Preostali rezultati statisticne obdelave podatkov moskih preiskovancev niso pokazali
vpliva polimorfizmov Prol2Ala in -2957A>G ter njunih haplotipov (AC, AG, GC) na

MKG in biokemi¢ne kazalce kostne premene.
4.5.2 PREMENOPAVZNE PRISKOVANKE

V skupini premenopavznih preiskovank smo ocenili povezanost polimorfizmov Prol2Ala
in -2957A>G in njunih haplotipov z MKG in biokemi¢nimi kazalci kostne premene. V
statisticno obdelavo smo vkljucili 59 premenopavznih preiskovank, katerith osnovne
lastnosti so predstavljene v Preglednici XVIII. Vrednosti MKG in biokemi¢nih kazalcev
kostne premene ter rezultati statisticne obdelave podatkov iz skupine premenopavznih
preiskovank so prikazani v Preglednicah XXVI do XXX.

V skupini premenopavznih preiskovank nismo ugotovili statisticno znalilnih vplivov
polimorfizmov Prol2Ala in -2957A>G ter njunih haplotipov na MKG in biokemicne
kazalce kostne premene. Tako kot mi tudi Rhee in sod. v raziskavi, v katero je bilo
vklju€enih 239 korejskih Zensk (114 premenopavznih in 125 pomenopavznih Zensk), niso
ugotovili nobene povezave polimorfizma Prol2Ala z MKG ter biokemi¢nimi kazalci

kostne premene pri premenopavznih preiskovankah (26).
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Preglednica XXVI: Vpliv polimorfizma -2957A>G na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne
premene pri premenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisticne obdelave .

MKGs | MKGy: | MKG, | RANKL™ | OC CTX BALP | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/I] g/l | [pmol/l] | [mg/] | [pmol/l] | K
[pmol/l]

alel | 0,775 0,911 0,981 0,47 10,33° | 2953 761 |381 2,74"

A | (0,755 | (0,888 (0,949 | (0,36 do| (889 | (2474do | (668 | (3,56 do | (1,73 do
do do do 0,57) do 3431) do 4,06) 4,34)
0,795) | 0,935) 1,014) | N=40 12,01) | N=40 8,67) | N=40 N=36
N=40 N=40 N=40 N=40 N=38

alel | 0,785 0,926 1,030 0,58 961" | 2274 783 |4,32 3,75

G |(0,732 | (0,865 (0,967 | (0,25 do | (8,06 | (1689 do | (6,46 | (3,74 do | (1,33 do
do do do 0,91) do 2859) do 4,90) 10,55)
0,838) | 0,987) 1,092) | N=17 11,46) | N=17 9,49) | N=17 N=15
N=17 N=16 N=17 N=17 N=17

p 0,715 0,571 0,127 0,775 0,518 | 0,098 0,803 | 0,056 0,506

“geometricna sredina, Mann-whitney test, brez oznake — t-test

Preglednica XXVII: Vpliv polimorfizma Prol2Ala na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne
premene pri premenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisti¢ne obdelave .

MKGs, | MKGy: | MKG, | RANKL™ | OC CTX BALP | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/l] g/l | [pmol/l] | [mg/ | [pmol/l] | K
[pmol/]

alel | 0,778 0,917 0,995 0,54 10,237 | 2247 748" | 4,00 2,707

C |(0,754 | (0,888 (0,962 | (0,38 do| (899 |(1861do | (6,64 | (3,70 do | (1,69 do
do do do 0,69) do 2712) do 4,30) 4,65)
0,802) | 0,946) 1,027) | N=40 11,63) | N=40 8,41) | N=40 N=36
N=40 N=39 N=40 N=40 N=39

alel | 0,778 0,912 0,998 0,41 9,85 | 2726 8,20 | 3,87 3,56

G |(0,738 | (0,874 (0,933 | (0,25 do | (755 | (2023do| (649 | (3,42 do | (1,48 do
do do do 0,56) do 3673) do 4,33) 8,60)
0,819) | 0,951) 1,064) | N=17 12,83) | N=16 10,37) | N=17 N=15
N=17 N=17 N=17 N=17 N=16

p 0,988 0,854 0,905 0,066 0,790 | 0,265 0,423 | 0,645 0,609

“geometricna sredina, . Mann-whitney test, brez oznake — t-test
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Preglednica XXVIII: Vpliv Stevila kopij haplotipa AC na MKG in biokemicne kazalce kostne
premene pri premenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisticne obdelave .

AC | MKGy, | MKGy: | MKG, | RANKL™ | OC CTX BALP | OPG katepsin

[ka/m?] | [ka/m?] | [ka/m?] | [pmol/l] [ng/l | [pmol/l] | [ng/l] | [pmol/l] | K
[pmol/l]

0 |0,79 0,944 1,020 0,45 11,47° | 2461° 822" | 4,22 572"
(0,691 | (0,849 (0,908 | (0,19 do | (7,33 | (1431do | (530 | (351 do| (1,05 do
do do do 0,71) do 4232) do 4,92) 31,23)
0,900) | 1,038) 1,132) N=8 17,94) | N=8 12,77) | N=8 N=7
N=8 N=8 N=8 N=8 N=7

1 [0,774 0,906 1,005 0,50 9,05 | 2413 7,80 | 4,00 247"
(0,745 | (0,870 (0,952 | (0,24 do | (7,52 | (1909 do | (6,69 | (3,50 do | (1,16 do
do do do 0,77 do 3049) do 4,49) 5,29)
0,802) | 0,942) 1,057) N=22 10,44) | N=21 9,10) N=22 N=19
N=22 N=21 N=22 N=22 N=22

2 0777 0,915 0,981 0,51 10,66~ | 2320 744" | 386 2,91
(0,750 | (0,882 (0,944 | (0,38 do| (891 | (1807 do | (6,32 | (3,55 do | (1,65 do
do do do 0,65) do 2979) do 4,17) 5,15)
0,803) | 0,948) 1,018) N=27 12,75) | N=27 8,76) N=27 N=25
N=27 N=27 N=27 N=27 N=26

p |0779 0,582 0,603 0,327 0,292 | 0,958 0,812 | 0,624 0,460

“geometricna sredina, . Kruskal Wallis test, brez oznake — ANOVA

Preglednica XXIX: ¥pliv Stevila kopij haplotipa AG na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne
premene pri premenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisticne obdelave .

FEEH

AG | MKGs, | MKGy: | MKG | RANKL™ | OC CTX BALP OPG katepsin

[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/l] [ng/l] | [pmol/] | [ng/l] [pmol/l] | K™
[pmol/l]

0 0,778 0,917 0,995 0,54 10,23" | 2247 7,97 4,00 2,80
(0,754 | (0,888 | (0,962 | (0,38 do | (8,99 | (1861 (7,02 do | (3,70 do | (1,69 do
do do do 0,69) do do 8,93) 4,30) 4,65)
0,802) | 0,946) | 1,027) | N=40 11,63) | 2712) N=39 N=40 N=36
N=40 N=39 N=40 N=40 | N=40

1 0,788 0,914 1,009 0,41 926" | 2522" 9,18 3,87 3,28"
(0,740 | (0,868 | (0,933 | (0,22 do | (7,01 | (1760 (715 do | (3,34 do | (1,19 do
do do do 0,60) do do 11,21) 4,41) 8,99)
0,836) | 0,961) | 1,085) | N=14 12,25) | 3614) N=14 N=14 N=13
N=14 N=14 N=14 N=14 | N=13

2 0,734 0,904 0,950 0,40 13,09 | 3820" / 3,89 /
(0,642 | (0,776 | (0,668 | (-0,26 (2,44 | (2903 (1,93 do
do do do do 1,06) do do 5,84)
0,826) |1,031) |1,232) |N=3 70,34) | 5029) N=3
N=3 N=3 N=3 N=3 N=3

p | 0,546 0,965 0,699 0,178 0,446 | 0,291 0,230 0,900 0,754

*geometriéna sredina, - Kruskal Wallis test, ~ t-test,

FHEF
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Preglednica XXX: Vpliv Stevila kopij haplotipa GC na MKG in biokemicne kazalce kostne
premene pri premenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisticne obdelave .

GC | MKGy, | MKGy: | MKG,;, | RANKL™ | OC CTX BALP | OPG katepsin

[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/I] [ng/l] | [pmol/] | [ng/l] | [pmol/l] | K
[pmol/l]

0 0,775 0,912 0,981 0,47 10,33" | 2953 761 |381 2,747
(0,755 | (0,888 (0,949 | (0,36 do| (889 | (2474do | (6,68 | (3,56 do | (1,73 do
do do do 0,57) do 3431) do 4,06) 4,34)
0,795) | 0,935) 1,014) | N=40 12,01) | N=39 8,67) | N=40 N=36
N=40 N=40 N=40 N=40 N=38

1 0,774 0,915 1,025 0,59 9,50 | 2228 7,78 | 431 4,40
(0,724 | (0,855 (0,959 | (0,24 do | (7,89 | (1611do | (6,33 | (3,69 do | (1,53 do
do do do 0,95) do 2846) do 4,94) 12,65)
0,824) | 0,976) 1,091) | N=16 11,45) | N=16 9,55) | N=16 N=14
N=16 N=15 N=16 N=16 N=16

p |0952 0,881 0,177 0,690 0,523 | 0,086 0,857 | 0,067 0,322

“geometricna sredina, . Mann Whitney test, brez oznake — t-test

4.5.3 POMENOPAVZNE PREISKOVANKE

Ocenili smo povezanost polimorfizmov Prol2Ala in -2957A>G ter njunih haplotipov z
MKG in biokemi¢nimi kazalci kostne premene v skupini pomenopavznih preiskovank. V
to skupino smo vkljucili 478 pomenopavznih preiskovank, katerih osnovne lastnosti so
predstavljene v Preglednici XVIII. Vrednosti MKG in biokemi¢nih kazalcev kostne
premene ter rezultati obdelave podatkov iz skupine pomenopavznih preiskovank so
prikazani v Preglednicah XXXI do XXXVI.

Statisticna obdelava podatkov pri pomenopavznih priskovankah je pokazala statisticno
znadilno povezavo (p=0,011) polimorfizma -2957A>G z RANKL, in sicer so srednje
vrednosti RANKL v primeru vsaj ene kopije alela G vi§je od srednjih vrednosti pri
preiskovankah z alelom A (Preglednica XXXI).

Prav tako smo s Kruskal Wallisovim testom ugotovili statisticno znacilno razliko
(p=0,013) med srednjimi vrednostmi RANKL glede na Stevilo prisotnih kopij haplotipa
GC (Preglednica XXXV). Z Mann Whitneyevim testom smo primerjali po dve podskupini
med seboj in ugotovili, da so srednje vrednosti RANKL pri preiskovankah z nobeno kopijo
GC statisti¢no znacilno nizje od vrednosti pri preiskovankah z eno kopijo GC (p=0,004),
med skupinami z eno in dvema kopijama GC ter dvema in nobeno kopijo GC ni statisti¢no

znacilnih razlik (Preglednica XXXVI). Ti rezultati niso zanesljivi, saj so v skupini z dvema
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kopijama GC le stiri preiskovanke, zato bi bilo potrebno rezultate preveriti na vecjem
Stevilu preiskovank.

Iz zgornjih ugotovitev lahko sklepamo, da prisotnost polimorfizma -2957A>G na enem
alelu statisti¢no znaéilno vpliva na koncentracije RANKL, saj so le-te pri nosilkah vsaj
enega alela G visje kot pri tistih z alelom A, prav tako pa so visje pri nosilkah ene kopije
haplotipa GC v primerjavi s preiskovankami brez GC. Prisotnost alela G zmanjsa aktivnost
PPARY, kar posledicno pomeni vecje Stevilo osteoblastov in s tem vecjo sintezo RANKL.
Visje koncentracije RANKL lahko pomenijo poveCano diferenciacijo osteoklastov in
njihovo aktivacijo in s tem povecano razgradnjo kostnine z osteoklasti, kar poveca

tveganje za osteoporozo.

Preglednica XXXI: Vpliv polimorfizma -2957A>G na MKG in biokemi¢ne Kkazalce kostne
premene pri pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy ter rezultatov
statisticne obdelave .

MKGs, | MKGy: | MKG, | RANKL™ | OC™ | CTX BALP™ | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/l] | [ng/l] | [pmol/l] | [ng/l] [pmol/l] | K
[pmol/]

alel [ 0,679° | 0,818 | 0,859 0,30 22,07 | 3922 12,74 5,57 2,01

A | (0,666 | (0,803 | (0,840 (0,21 do | (20,08 | (3559 (11,64 | (5,26 do | (1,27 do
do do do 0,39) do do do 5,87) 3,19)
0,692) |0,833) |0,877) N=105 24,06) | 4285) 13,84) | N=133 | N=33
N=309 | N=307 | N=309 N=129 | N=108 | N=101

alel [ 0,690° | 0,834 |0,850 0,43 22,37 | 4204 11,64 5,78 2,39

G | (0671 | (0811 | (0,823 (0,31 do | (19,43 | (3529 (10,41 | (5,31 do | (1,34 do
do do do 0,54) do do do 6,25) 4,27)
0,710) | 0,858) | 0,877) N=51 25,30) | 4879) 12,86) | N=62 N=12
N=143 | N=143 | N=141 N=64 | N=47 N=51

p | 0,364 0,253 0,820 0,011 0,953 | 0,428 0,358 0,435 0,674

“geometricna sredina, . Mann-Whitney test, brez oznake — t-test
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Preglednica XXXII: Vpliv polimorfizma Prol2Ala na MKG in biokemicne kazalce kostne
premene pri pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisticne obdelave .

EX3

MKGs, | MKGy: | MKG), | RANKL™ | OC CTX BALP™ | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] | [ka/m?] | [pmol/I] [ng/l] | [pmol/l] | [ng/] [pmol/l] | K
[pmol/l]
alel | 0,685~ [ 0,825 | 0,860 0,39 20,16 | 4059 12,04 5,61 245"
C | (0672 | (0809 | (0,842 (0,28 do | (18,42 | (3650do | (11,14 | (5,30 do | (1,61 do
do do do 0,50) do 4469) do 5,91) 3,74)
0,698) | 0,841) | 0,879) N=108 22,08) | N=105 | 12,94) N=135 | N=30
N=320 | N=319 | N=318 N= N=103
129
alel | 0,673 [ 0,812° | 0,845 0,32 17,64" | 4162 13,09 5,78 1,65
G | (0,654 | (0,792 | (0,820 (0,22 do | (14,85 | (3593do | (11,38 | (5,36 do | (0,83 do
do do do 0,42) do 4731) do 6,19) 3,30)
0,692) |0,833) | 0,869) N=56 20,96) | N=55 14,80) N=70 N=16
N=152 | N=151 | N=152 N=68 N=52
p |0,295 0,345 0,387 0,274 0,134 | 0,771 0,638 0,575 0,292

“geometricna sredina, . Mann-Whitney test, brez oznake — t-test

Preglednica XXXIII: Vpliv Stevila kopij haplotipa AC na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne
premene pri pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisti¢ne obdelave .

**

AC | MKGy, | MKGy: | MKGs | RANKL™ | OC CTX BALP™ | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/l] | [ug/l] | [pmol/I] | [pg/I] [pmol/l] | K
[pmol/l]
0 |0,684 0,828 0,844 0,39 23,77 | 4325 13,29 5,59 0,997
(0,659 do | (0,796 do | (0,805 (0,20 do | (18,83 | (3295 (10,11 | (4,90 do | (0,32 do
0,710) 0,861) do 0,57) do do do 6,28) 3,07)
N=58 N=57 0,882) N=25 28,71) | 5355) 16,48) | N=28 N=5
N=58 N=24 | N=23 N=17
1 |0695 0,837 0,852 0,33 21,58 | 4234 12,34 5,83 2,33
(0,677 do | (0,816 do | (0,829 (0,25 do | (19,14 | (3694 (11,12 | (5,46 do | (1,33 do
0,714) 0,858) do 0,41) do do do 6,20) 4,08)
N=201 N=201 0,874) N=67 24,02) | 4774) 13,57) | N=88 N=20
N=199 N=94 | N=66 N=75
2 10693 0,834 0,864 0,34 22,39 | 3670 12,14 5,43 2,307
(0,676 do | (0,814 do | (0,840 (0,21 do | (19,84 | (3259 (10,90 | (5,02 do | (1,29 do
0,710) 0,854) do 0,47) do do do 5,84) 4,11)
N=193 N=192 0,888) N=64 24,93) | 4080) 13,37) | N=79 N=20
N=193 N=75 | N=66 N=60
p |0773 0,899 0,738 0,819 0,917 | 0,201 0,956 0,344 0,334

“geometricna sredina, ~ Kruskal Wallis test, brez oznake — ANOVA
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Preglednica XXXIV: Vpliv $tevila kopij haplotipa AG na MKG in biokemicéne Kazalce kostne
premene pri pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov
statisti¢ne obdelave .

AG | MKGs, | MKGy: | MKG~ | RANKL™ | OC CTX BALP™ | OPG™ | katepsin

[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/l] | [ug/l] | [pmol/] | [ng/l] [pmol/l] | K
[pmol/l]

0 0,686 | 0,827 | 0,861 0,36 19,99 | 3926 11,98 5,57 245"
(0,673 | (0,811 | (0,842 (0,27 do | (18,25 | (3538 (11,08 | (5,25 do | (1,61 do
do do do 0,45) do do do 5,89) 3,74)
0,699) | 0,843) | 0,880) N=103 21,89) | 4314) 12,89) | N=129 | N=30
N=307 | N=306 | N=305 N=127 | N=102 | N=102

1 |06777 |0816° |0,840 0,31 16,80" | 3920 12,69 5,83 1,807
(0,656 | (0,794 | (0,813 (0,19 do (13,90 | (3295 (10,69 | (5,38 do | (0,77 do
do do do 0,44) do do do 6,29) 4,20)
0,698) | 0,839) | 0,867) N=44 20,30) | 4546) 14,42) | N=56 N=12
N=126 | N=127 | N=127 N=59 | N=45 N=46

2 |o665 0804 0878 0,24 24,62° | 5528 18,45 5,30 0,89"
(0,618 | (0,748 | (0,802 (0,16 do | (16,14 | (3829 (3,76 do | (4,0 do | (0,03 do
do do do 0,31) do do 33,13) | 6,59) 26,16)
0,714) | 0,865) | 0,955) N=9 37,57) | 7227) N=4 N=10 N=3
N=18 N=17 N=18 N=7 N=8

p | 0,605 0,631 0,390 0,418 0,089 | 0,093 0,235 0,357 0,335

“geometricna sredina,  Kruskal Wallis test, brez oznake — ANOVA

Preglednica XXXV: Vpliv Stevila kopij haplotipa GC na MKG in biokemi¢ne kazalce kostne
premene pri pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy ter rezultatov
statisti¢ne obdelave .

23

Fx

GC | MKGy, | MKGy: | MKG, | RANKL™ | OC CTX BALP~ | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/l] | [ng/l] | [pmol/l] | [ng/l] [pmol/l] | K™
[pmol/l]
0 0,689 0,818" | 0,859 0,30 22,07 | 3922 12,74 5,57 2,017
(0,676 do | (0,803 | (0,840 (0,21 do | (20,07 | (3559 (11,64 | (5,26 do | (1,27 do
0,703) do do 0,39) do do do 5,87) 3,19)
N=309 | 0,833) |0,877) N=105 24,06) | 4285) 13,84) | N=133 | N=33
N=307 | N=309 N=129 | N=108 | N=101
1 ]0702 0,835" | 0,852 0,44 21,76 | 4224 11,50 5,77 2,39
(0,679 do | (0,810 | (0,823 (0,32 do | (18,68 | (3549 (10,22 | (5,25 do | (1,34 do
0,724) do do 0,56) do do do 6,29) 4,27)
N=132 | 0,860) | 0,881) N=47 24.85) | 4898) 12,78) | N=56 N=12
N=132 | N=130 N=59 | N=43 N=47
2 [0683 0,826° | 0,832 0,33 29,46 | 3989 13,21 5,89 /
(0,631 do | (0,758 | (0,736 (-0,52 (18,17 | (-1892 | (6,48 do | (4,78 do
0,735) do do do1,18) |do do 19,94) | 7,00)
N=11 0,901) | 0,927) N=4 40,75) | 9869) N=4 N=6
N=1 N=11 N=5 N=4
p |0,880 0,512 0,855 0,013 0,211 | 0,713 0,481 0,698 0,674

“geometricna sredina, ~ Kruskal Wallis test,  t-test, brez oznake — ANOVA
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Preglednica XXXVI: Prikaz rezultatov Mann Whitneyevega testa za primerjavo srednjih
vrednosti RANKL med posameznimi skupinami glede na Stevilo kopij haplotipa GC. Ce je
p<0,0167, je razlika statisti¢no znacilna.

Stevilo kopij haplotipa GC | Stevilo kopij haplotipa GC | p

0 1 0,004
2 0,506

1 2 0,251

V skupini pomenopavznih preiskovank smo odkrili vpliv polimorfizma -2957A>G na
koncentracijo RANKL, vendar kon¢nega ucinka na kostno gostoto nismo odkrili.
Preostali rezultati niso pokazali vpliva polimorfizmov Prol2Ala in -2957A>G ter njunih
haplotipov na MKG in biokemi¢ne kazalce kostne premene pri pomenopavznih
preiskovankah. Rhee in sod. so z razliko od nas pri pomenopavznih korejskih
preiskovankah odkrili statisticno znacilen vpliv polimorfizma Prol2Ala na koncetracijo

OPG, med tem ko vpliva na MKG tako kot mi niso ugotovili (26).

Skupino pomenopavznih preiskovank smo nadalje razdelili na dve skupini glede na T-
vrednost na zdrave in osteoporozne pomenopavzne preiskovanke. V obeh podskupinah
smo zeleli oceniti povezanost polimorfizmov Pro12Ala in -2957A>G ter njunih haplotipov

z MKG in biokemi¢nimi kazalci kostne premene.
4.5.3.1 ZDRAVE PREISKOVANKE

V statisticno obdelavo smo vkljucili 233 zdravih pomenopavznih preiskovank s T-
vrednostjo vecjo od -2,5 SD. Vrednosti MKG in biokemicnih kazalcev kostne premene ter
rezultati statistiéne obdelave podatkov iz skupine zdravih pomenopavznih preiskovank so
prikazani v Preglednicah XXXVII do XLII.

Statisticna obdelava podatkov v skupini zdravih pomenopavznih preiskovank je pokazala
statisticno znacilne razlike (p=0,012) v srednjih vrednostih osteokalcina glede na razli¢no
Stevilo kopij haplotipa AG (Preglednica XL). Bonfferonijev post hoc test je pokazal
statisticno znacilno (p=0,028) vi§je vrednosti osteokalcina pri zdravih preiskovankah z
dvema kopijama AG v primerjavi s z zdravimi preiskovankami z eno kopijo AG
(Preglednica XLI). Med skupinami z eno in nobeno kopijo AG ter dvema in nobeno kopijo
AG ni statisti¢no znacilnih razlik. Koncentracije osteokalcina v serumu so sorazmerne s
stopnjo kostne tvorbe. ManjSe koncentracije osteokalcina so tako kazalec manjSe kostne

tvorbe in s tem povecanega tveganja za osteoporozo. Ti rezultati imajo omejen pomen, saj
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so v skupini z dvema kopijama AG le tri preiskovanke, zato bi bilo potrebno rezultate

preveriti na ve¢jem Stevilu preiskovank.

Preglednica XXXVII: Vpliv polimorfizma -2957A>G na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne
premene pri zdravih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs ter
rezultatov statisticne obdelave .

MKG:, | MKGy | MKG,s | RANKL™ | OC CTX BALP | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] [kg/m?] | [pmol/l] [ng/ll | [pmol/l] | [ng/l] | [pmol/l] | K
[pmol/l]

alel | 0,749 | 0,908 0,963" [ 0,36 14,81 | 3890 11,95 | 5,07 2,20

A | (0732 | (0889 do| (0941 | (0,24 do| (13,25 | (3435do | (10,38 | (4,71 do | (1,29 do
do 0,928) do 0,48) do 4344) do 5,44) 3,73)
0,766) | N=153 0,984) | N=69 16,37) | N=65 13,52) | N=69 N=26
N=154 N=154 N=48 N=29

alel | 0,768 | 0,932 0,969 | 045 15,41 | 3894 11,88 | 5,40 2,50

G | (0,739 | (0,893 do | (0,940 | (0,29 do | (12,70 | (3082 do | (9,62 | (4,75 do | (1,32 do
do 0,970) do 0,60) do 4706) do 6,05) 4,71)
0,798) | N=69 0,998) | N=31 18,12) | N=30 14,13) | N=31 N=11
N=69 N=68 N=22 N=13

p |0252 0,215 0,754 0,063 0,678 | 0,992 0,957 | 0,342 0,769

“geometricna sredina, . Mann-Whitney test, brez oznake — t-test

Preglednica XXXVIII: Vpliv polimorfizma Prol2Ala na MKG in biokemicne kazalce kostne
premene pri zdravih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs ter
rezultatov statisti¢ne obdelave .

MKGsx, | MKGy: | MKG, | RANKL™ | OC CTX BALP | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] [kg/m?] | [pmol/I] [no/1] | [pmol/l] | [ng/l] | [pmol/l] | K
[pmol/l]

alel | 0,753" | 0,914 0,962° | 041 16,05 | 3868 11,69 | 5,10 2,82

C | (0,736 | (0,892 do | (0,941 | (0,29 do | (14,57 | (3405do | (10,31 | (4,72 do | (1,91 do
do 0,936) do 0,54) do 4331) do 5,49) 4,15)
0,771) | N=165 0,983) | N=69 17,52) | N=65 13,07) | N=69 N=27
N=166 N=165 N=49 N=30

alel | 0,757 | 0,917 0971° [0,31 12,96 | 4066 12,18 | 5,39 1,43

G | (0,730 | (0,889 do | (0,944 | (0,19 do | (10,34 | (3307 do | (9,39 | (4,84 do | (0,51 do
do 0,945) do 0,43) do 4825) do 5,94) 4,00)
0,785) | N=66 0,999) | N=33 15,57) | N=32 14,98) | N=33 N=11
N=66 N=66 N=23 N=13

p |0575 0,806 0,945 0,239 0,057 | 0,421 0,507 | 0,622 0,188

“geometricna sredina, . Mann-Whitney test, brez oznake — ANCOVA (kovariata: ITM)
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Preglednica XXXIX: Vpliv haplotipa AC na MKG in biokemicne kazalce kostne premene pri
zdravih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisticne obdelave .

*

AC | MKGq, | MKGy: | MKG,, | RANKL™ | OC CTX BALP™ | OPG katepsin

[kg/m?] | [ka/m?] | [ka/m?] | [pmol/l] [ng/l] | [pmol/l] | [ng/I] [pmolN] | K™
[pmol/l]

0 [0760° |[0913° [0972° |0,32 13,70 | 2996" / 5,58 /
(0,720 | (0,863 | (0,923 | (0,05 do | (6,05 | (1843 do (4,66 do
do do do 0,59) do 4870) 6,50)
0,802) | 0,965) |0,976) | N=14 21,34) | N=14 N=14
N=22 N=22 N=22 N=7

1 |o0762° |0914 |0,97 [0,38 15,03 | 3656 12,23 5,23 2,23
(0,738 | (0,887 | (0,946 | (0,28 do | (12,99 | (3107 do | (10,38 do | (4,73 do | (1,19 do
do do do 0,48) do 4301) 14,09) 5,74) 4,18)
0,788) | 0,942) | 0,994) | N=42 17,07) | N=40 N=22 N=42 N=18
N=99 N=99 N=98 N=33

2 |o0746" 0,898 [0,958 |041 15,28 | 3268" 11,42 4,99 2,84
(0,727 | (0,874 | (0,930 | (0,22 do | (13,50 | (2779 do | (9,57 do | (4,51 do | (1,66 do
do do do 0,59) do 3844) 13,26) 5,47) 4,86)
0,767) |0,922) |0,987) | N=44 17,06) | N=41 N=18 N=44 N=17
N=101 | N=101 | N=102 N=30

p |0576 0,634 0,776 0,261 0,801 | 0,468 0,523 0,463 0,540

*geometric'na sredina, - Kruskal Wallis test,” t-test, brez oznake — ANOVA

Preglednica XL: Vpliv haplotipa AG na MKG in biokemi¢ne kazalce kostne premene pri zdravih
pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov statisti¢ne

obdelave .

AG | MKGs, | MKGy: | MKG | RANKL™ | OC CTX BALP™ | OPG katepsin
[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pomol/l] | [ng/l] | [pmol/I] | [ng/I] [pmol/] | K™

[pmol/I]

0 0,762 0,915 0,962 | 0,42 15,90 | 3824 11,69 5,09 2,82
(0,744 | (0,892do | (0,941 | (0,29 do | (14,43 | (3362 (10,31 do | (4,70 do | (1,91 do
do 0,937) do 0,55) do do 13,07) 5,48) 4,15)
0,780) | N=159 0,984) | N=68 17,38) | 4286) N=30 N=68 N=27
N=160 N=159 N=48 | N=64

1 |0,766 0,919 0,964" | 0,32 11,83 | 3702 12,12 5,42 1,59
(0,734 | (0,889 do | (0,935 | (0,17 do | (9,38 | (2884 (8,99 do | (4,76 do | (0,49 do
do 0,950) do 0,47) do do 15,24) 6,07) 5,12)
0,798) | N=57 0,994) | N=27 14,28) | 4520) N=11 N=27 N=9
N=57 N=57 N=19 | N=26

2 |o0761 0,907 1,020 | 0,25 20,63 | 5729 / 5,07 /
(0,660 | (0,785 do | (0,885 | (0,18 do | (0,24 | (3214 (3,92 do
do 1,028) do 0,31) do do 6,23)
0,863) | N=6 1,176) | N=5 41,03) | 8244) N=5
N=6 N=6 N=3 N=5

p |0772 0,942 0,554 0474 0,012 | 0,060 0,762 0,657 0,199

“geometricna sredina, ~ Kruskal Wallis test,” t-test, brez oznake — ANCOVA (kovariata:ITM)
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Preglednica XLI: Prikaz rezultatov Bonferroni post hoc testa za OC kot odvisno spremenljivko in
Stevilo kopij haplotipa AG kot neodvisno spremenljivko.

Stevilo kopij haplotipa AG | Stevilo kopij haplotipa AG | p

0 1 0,080
2 0,277

1 2 0,028

Preglednica XLII: Vpliv haplotipa GC na MKG in biokemi¢ne kazalce kostne premene pri
zdravih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisti¢ne obdelave .

GC | MKGy, | MKGy: | MKG)s | RANKL™™ | OC™ | CTX™ | BALP™ | OPG™ | katepsin

[kg/m?] | [kg/m?] | [kg/m?] | [pmol/I] [ng/l] | [pmol/l] | [ng/l] [pmolN] | K™
[pmol/l]

0 |0749" | 0,908 0,963° | 0,36 14,81 | 3890 11,95 5,08 2,207
(0,732 | (0,888 do | (0,941 | (0,24  do | (13,25 | (3435 (10,38 (4,71do | (0,77 do
do 0,927) do 0,48) do do do 5,44) 3,73)
0,766) | N=153 0,984) | N=69 16,37) | 4344) 13,52) N=69 N=26
N=154 N=154 N=48 | N=65 N=29

1 ]0,770" | 0,935 0,970° | 0,45 15,41 | 3894! 11,88 5,40" 2,50
(0,739 | (0,895 do | (0,940 | (0,29 (12,70 | (3082 (9,62 (4,75 do | (1,32 do
do 0,975) do do0,60) do do do14,13) | 6,05) 4,71)
0,802) | N=64 1,000) | N=31 18,12) | 4891) N=13 N=31 N=11
N=64 N=63 N=22 | N=30

2 10737 |o0,8971 0,949 |/ / / / / /
(0,642 | (0,717 do | (0,818
do 1,064) do
0,845) | N=5 1,101)
N=5 N=5

p | 0420 0,463 0,896 0,063 0,678 | 0,992 0,957 0,342 0,769

“geometricna sredina, ~ Kruskal Wallis test,” t-test, Mann Whitney test, brez oznake — ANOVA
v primeru RANKL, CTX in BALP sta bili samo 2 preiskovanki v podskupini 2, zato smo ju zdruZili s
podskupino 1.

V skupini zdravih pomenopavznih preiskovank smo odkrili vpliv Stevila kopij haplotipa
AG na koncentracijo osteokalcina, vendar imajo rezultati omejen pomen zaradi majhnega
Stevila vkljucenih preiskovank. Preostali rezultati niso pokazali vpliva polimorfizmov
Prol2Ala in -2957A>G ter njunih haplotipov na MKG in biokemicne kazalce kostne
premene pri zdravih pomenopavznih preiskovankah.

4.5.3.2 OSTEOPOROZNE PREISKOVANKE

V statisticno obdelavo smo vkljuéili podatke 245 pomenopavznih preiskovank, obolelih za
osteoporozo (T-vrednost < -2,5 SD). Vrednosti MKG in biokemi¢nih kazalcev kostne
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iz skupine osteoporoznih

pomenopavznih preiskovank so prikazani v Preglednicah XLIII do XLVII.

Preglednica XLIII: Vpliv polimorfizma -2957A>G na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne
premene pri osteoporoznih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter
rezultatov statisticne obdelave .

MKGs, MKGot MKG, | RANKL | OC CTX BALP™ | OPG
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/l] | [ng/ [pmol/l] | [ng/ [pmol/I]
alel | 0,622 0,750 0,746 0,23 26,37 3970 13,05 6,10
A | (0,608 do | (0,734 do | (0,732 do | (0,16 do | (23,73 (3348 do | (11,63 do | (5,63 do
0,636) 0,766) 0,759) 0,33) do 4593) 14,48) 6,56)
N=155 N=154 N=155 N=22 29,01) N=43 N=72 N=64
N=81
alel | 0,628 0,767 0,733 0,28" 26,01 4750 11,55 6,16
G | (0,612 do | (0,745 do | (0,711 do | (0,17 do | (22,14 (3478 do | (10,05 do | (5,46 do
0,645) 0,788) 0,755) 0,48) do 6022) 13,06) 6,86)
N=74 N=74 N=73 N=18 29,88) N=17 N=38 N=31
N=42
p 0,591 0,233 0,584 0,458 0,875 0,212 0,291 0,876

“geometricna sredina, . Mann-Whitney test, brez oznake — t-test

Preglednica XLIV: Vpliv polimorfizma Prol2Ala na MKG in biokemicéne Kkazalce kostne
premene pri osteoporoznih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter
rezultatov statisti¢ne obdelave .

MKGs, MKGw: | MKGs | RANKL™ | OC CTX BALP™ | OPG
[kg/m?] | [kg/m?] [kg/m?] [pmol/I] [no/1] [pmol/l] | [mg/l] [pmol/I]
alel | 0,618 0,756 0,740 0,35 27,08 4371 12,18 6,13
C | (0,605 do | (0,740 do | (0,726 do | (0,14 do | (24,32 | (3584 do | (11,03 do | (5,68 do
0,632) 0,771) 0,754) 0,55) do 5158) 13,34) 6,59)
N=154 N=154 N=153 N=39 29,84) N=40 N=73 N=66
N=80
alel | 0,615 0,749 0,743 0,34 25,88 4296 13,39 6,12
G | (0,597 do | (0,729 do | (0,724 do | (0,14 do | (22,16 | (3368 do | (11,25 do | (550 do
0,633) 0,769) 0,762) 0,53) do 5223) 15,54) 6,74)
N=86 N=85 N=86 N=23 29,60) N=23 N=39 N=37
N=45
p 0,752 0,606 0,941 0,900 0,606 0,903 0,682 0,967

“geometricna sredina, . Mann-Whitney test, brez oznake — t-test
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Preglednica XLV: Vpliv haplotipa AC na MKG in biokemicne kazalce kostne premene pri
osteoporoznih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisticne obdelave .

AC | MKGy, MK Gt MKG, | RANKL | OC CTX BALP™ OPG
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/l] | [ng/l] [pmol/l] | [ng/I] [pmol/l]

0 |0635 0,771 0,761 0,38" 22,92 5037 13,32 5,60
(0,615 do | (0,741 do | (0,729 do | (0,23 do | (22,56 do | (3306 do | (9,74 do | (4,44 do
0,654) 0,801) 0,793) 0,67) 33,28) 6769) 16,90) 6,75)
N=36 N=35 N=36 N=10 N=17 N=9 N=15 N=14

1 ]0620 0,752 0,730 0,21 25,13 4395 12,39 6,38
(0,604 do | (0,734 do | (0,713 do | (0,13 do | (21,83 do | (3410 do | (10,79 do | (5,87 do
0,636) 0,770) 0,747) 0,36) 28,42) 5380) 13,98) 6,89)
N=102 N=102 N=101 N=17 N=61 N=26 N=53 N=46

2 0625 0,754 0,747 0,22" 27,13 3675 12,44 5,98
(0,606 do | (0,731 do | (0,729 do | (0,13 do | (23,66 do | (2950 do | (10,83 do | (5,29 do
0,644) 0,776) 0,764) 0,37) 30,60) 4399) 14,06) 6,67)
N=91 N=91 N=91 N=13 N=45 N=25 N=42 N=35

p | 0,644 0,601 0,573 0,216 0,583 0,223 0,997 0,338

“geometricna sredina,  Kruskal Wallis test, brez oznake — ANOVA

Preglednica XLVI: Vpliv haplotipa AG na MKG in biokemic¢ne kazalce kostne premene pri
osteoporoznih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov
statisticne obdelave .

AG | MKGs, MKGw: | MKG, | RANKL™ | OC CTX BALP™ | OPG
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/1] [ng/l] [pmol/l] | [ng/l] [pmol/I]
0 |0619 0,758 0,741 0,25 26,73 4099 12,10 6,12
(0,605 do | (0,741 do | (0,726 do | (0,15 do | (24,02 (3380 do | (10,94 do | (5,62 do
0,633) 0,774) 0,755) 0,35) do 4817) 13,27) 6,61)
N=147 N=147 N=146 N=35 29,44) N=38 N=72 N=61
N=79
1 |0617 0,750 0,733 0,30 24,76 4219 12,88 6,22
(0,597 do | (0,728 do | (0,714 do | (0,07 do | (20,94 (3170 do | (10,75 do | (5,58 do
0,637) 0,772) 0,753) 0,52) do 5267) 15,00) 6,85)
N=70 N=70 N=70 N=17 28,58) N=19 N=35 N=29
N=40
2 |0623 0,760 0,804 0,23 31,53 5193 18,93 5,52
(0,582 do | (0,704 do | (0,739 do | (-0,01 do | (10,97 (-883 do | (-8,99 do | (2,39 do
0,667) 0,817) 0,868) 0,46) do 11269) 46,84) 8,64)
N=12 N=11 N=12 N=4 52,09) N=3 N=3 N=5
N=4
p | 0,965 0,860 0,053 0,853 0,474 0,707 0,492 0,743

“geometricna sredina, . Kruskal Wallis test, brez oznake — ANOVA
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Preglednica XLVII: Vpliv haplotipa GC na MKG in biokemicne kazalce kostne premene pri
osteoporoznih pomenopavznih preiskovankah: Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs, ter rezultatov

statisticne obdelave .

ETTY

GC | MKGy, MKGw: | MKGs | RANKL™ | OC CTX BALP™ | OPG
[kg/m?] [kg/m?] [kg/m?] [pmol/l] [no/l] [pmol/l] | [ng/I] [pmol/l]
0 |0,622 0,750 0,746 0,23" 26,37 3970 13,05 6,10
(0,608 do | (0,734 do | (0,732 do | (0,16  do | (23,73 (3348 do | (11,63 do | (5,63 do
0,636) 0,766) 0,759) 0,33) do 4593) 14,48) 6,56)
N=155 N=154 N=155 N=22 29,01) N=43 N=72 N=64
N=81
1 0,628 0,765 0,734 0,26 25,54 4524 11,36 6,19
(0,610 do | (0,742 do | (0,710 do | (0,15 do | (21,27 (3231 do | (9,74 do | (540 do
0,646) 0,788) 0,758) 0,47) do 5818) 12,97) 6,99)
N=68 N=68 N=67 N=16 29,82) N=15 N=34 N=27
N=37
2 10636 0,784 0,729 / 29,46 / 13,21 5,94
(0,616 do | (0,756 do | (0,668 do (18,17 (6,48 do | (4,20 do
0,656) 0,812) 0,790) do 19,94) 7,67)
N=6 N=6 N=6 40,75) N=4 N=4
N=5
p |0,844 0,444 0,836 0,607 0,785 0,384 0,430 0,956

*geometric'na sredina, ~ Kruskal Wallis test,” t-test, brez oznake — ANOVA

V skupini osteoporoznih preiskovank nismo odkrili statisticno znacilnih vplivov
polimorfizmov Prol2Ala in -2957A>G ter njunih haplotipov na MKG in biokemi¢ne
kazalce kostne premene. Tako kot mi tudi Harslef in sod. v §tudiji AROS, ki je vkljucevala
462 preiskovancev (moskih in Zensk) obolelih za osteoporozo, niso ugotovili povezave
polimorfizmov -2957A>G in Pro12Ala z MKG (46).

4.6 VPLIV POLIMORFIZMOV PRO12ALA IN -2957A>G TER

NJUNIH HAPLOTIPOV NA POJAV NIZKOENERGIJSKEGA
ZLOMA

Ocenili smo vpliv polimorfizmov -2957A>G in Prol2Ala ter njunih haplotipov na pojav
nizkoenergijskega zloma. S tem namenom smo v statisticno obdelavo vkljucili 163
preiskovancev brez dokumentiranega nizkoenergijskega zloma (kontrolna skupina) in 110
preiskovancev z dokumentiranim nizkoenergijskim zlomom. Z metodo binarne logisti¢ne
regresije, s katero pojasnjujemo rezultate v binarni odvisni spremenljivki z nizom
neodvisnih spremenljivk, smo s pomocjo statistiénega programa SPSS sestavili model za
ocenjevanje vpliva posameznih parametrov na pojav nizkoenergijskih zlomov. Odvisno

spremenljivko je v vseh primerih predstavljal podatek o prisotnosti/odsotnosti kateregakoli
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nizkoenergijskega zloma, neodvisne spremenljivke oz. napovedni parametri pa so bili
starost, spol, ITM in polimorfizem -2957A>G, polimorfizem Prol2Ala, haplotip AC,
haplotip AG ali haplotip GC.

4.6.1 VPLIV POLIMORFIZMA -2957A>G

Z metodo binarne logisti¢ne regresije smo ocenili vpliv polimorfizma -2957A>G, spola,
starosti in ITM na tveganje za pojav nizkoenergijskega zloma (Preglednica XLVIII). Model
je bil statisticno znacilen (p<0,001) in je v 78,2 % pravilno napovedal pojav
nizkoenergijskega zloma. Obeti za nizkoenergijski zlom pri nosilcih alela G so 2,3x man;jsi
kot obeti za zlom pri nosilcih alela A (p=0,025). Obeti za zlom so veéji pri Zenskah
(p=0,005) in se vecajo s starostjo (p<0,001).

Preglednica XLVIII: Ocena vpliva polimorfizma -2957A>G ter spola, starosti in ITM na pojav
zlomov z logisti¢no regresijo.

B p-vrednost | Razmerje obetov | 1Zgs0, za razmerje obetov
spodnji zgornji
starost 0,12 | <0,001 1,13 1,09 1,17
spol 0,97 | 0,005 2,63 1,33 5,21
I™ -0,05 | 0,256 0,96 0,88 1,03
-2957A>G | -0,83 | 0,025 0,44 0,21 0,90

Harslof in sod. so v §tudiji AROS, ki je vkljucevala 454 Zensk in 120 moskih, heterozigote
za polimorfizem -2957A>G povezali z vertebralnimi zlomi (46). V nasi studiji na 273
preiskovancih smo ugotovili povezanost polimorfizma -2957A>G z nizkoenergijskimi
zlomi, vendar je v nasprotju z ugotovitvami Harslefa in sod. prisotnost mutiranega alela

zmanjSala obete za pojav nizkoenergijskih zlomov.
4.6.2 VPLIV POLIMORFIZMA PRO12ALA

Z metodo binarne logisti¢ne regresije smo ocenili vpliv polimorfizma Prol2Ala, spola,
starosti in ITM na verjetnost za pojav nizkoenergijskega zloma (Preglednica XLIX).
Model, je bil statisti¢no signifikanten (p<0,001) in je v 74,5 % pravilno napovedal pojav
nizkoenergijskega zloma. Obeti za zlom so vecji pri Zenskah (p=0,007) in se vecajo s
starostjo (p<0,001).
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Preglednica XLIX: Ocena vpliva polimorfizma Prol2Ala ter spola, starosti in ITM na pojav
zlomov z logisti¢no regresijo.

B p-vrednost | Razmerje obetov | 1Zgse, za razmerje obetov
spodnji zgornji
starost 0,11 | <0,001 1,11 1,08 1,16
spol 0,93 | 0,007 2,53 1,30 4,96
IT™ -0,03 | 0,373 0,97 0,90 1,04
Prol2Ala | 0,23 | 0,459 1,26 0,68 2,33

4.6.3 VPLIV HAPLOTIPA AC

Z metodo logistic¢ne regresije smo ocenili vpliv Stevila kopij haplotipa AC, spola, starosti
in ITM na verjetnost za pojav nizkoenergijskega zloma (Preglednica L). Model je bil
statisticno signifikanten (p<0,001) in je v 76,2 %. pravilno napovedal pojav
nizkoenergijskega zloma. Obeti za zlom so ve¢ji pri zenskah (p=0,007) in se vecajo s
starostjo (p=0,007).

Preglednica L: Ocena vpliva Stevila kopij haplotipa AC ter spola, starosti in ITM na pojav
zlomov z logisti¢no regresijo.

B p-vrednost | Razmerje obetov | 1Zgse, za razmerje obetov
spodnji zgornji
starost 0,12 | <0,001 1,13 1,09 1,17
spol 0,95 | 0,007 2,58 1,30 5,13
IT™ -0,05 | 0,184 0,95 0,88 1,03
hap AC (1) | 0,49 | 0,372 1,64 0,55 4,85
hap AC (2) | 0,64 | 0,245 1,90 0,64 5,63

4.6.4 VPLIV HAPLOTIPA AG

Z metodo logisticne regresije smo ocenili vpliv Stevila kopij haplotipa AG, spola, starosti
in ITM na tveganje za pojav nizkoenergijskega zloma (Preglednica LI). Model je bil
statisticno znacilen (p<0,001) in je v 74,6 % pravilno napovedal pojav nizkoenergijskega

zloma. Obeti za zlom so ve¢ji pri zenskah (p=0,004) in se vecajo s starostjo (p<0,001).
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Preglednica LI: Ocena vpliva stevila kopij haplotipa AG ter spola, starosti in ITM na pojav
zlomov z logisti¢no regresijo.

B p-vrednost | Razmerje obetov | 1Zgse, za razmerje obetov
spodnji zgornji
starost 0,12 | <0,001 1,13 1,09 1,17
spol 1,01 | 0,004 2,74 1,38 5,45
IT™ -0,05 | 0,200 0,95 0,88 1,03
hap AG(1) | 0,20 | 0,563 1,22 0,63 2,36
hap AG(2) | 0,47 | 0,526 1,60 0,38 6,81

4.6.5 VPLIV HAPLOTIPA GC

Z metodo logisti¢ne regresije smo ocenili vpliv Stevila kopij haplotipa GC, spola, starosti
in ITM na tveganje za pojav nizkoenergijskega zloma (Preglednica LII). Model je bil
statisticno signifikanten (p<0,001) in je v 78,6 % pravilno napovedal pojav
nizkoenergijskega zloma. Obeti za nizkoenergijski zlom pri nosilcih ene kopije haplotipa
GC so 2,1x man;jsi kot obeti za zlom pri preiskovancih brez GC (p=0,025). Obeti za zlom
so vedji pri zenskah (p=0,006) in se vecajo s starostjo (p<0,001).

Preglednica LII: Ocena vpliva stevila kopij haplotipa GC ter spola, starosti in ITM na pojav
zlomov z logisti¢no regresijo.

B p-vrednost | Razmerje obetov | 1Zgse, za razmerje obetov
spodnji zgornji
starost 0,12 | <0,001 1,13 1,09 1,17
spol 0,97 | 0,006 2,64 1,33 5,24
IT™M -0,05 | 0,263 0,96 0,88 1,03
hap GC(1) | -0,76 | 0,042 0,47 0,22 0,97
hap GC(2) | -1,87 | 0,162 0,15 0,01 2,13
4.7 OCENA POVEZANOSTI POLIMORFIZMOV PRO12ALA

IN -2957A>G TER NJUNIH HAPLOTIPOV Z ODZIVNOSTJO NA
ZDRAVLJENJE

V naso raziskavo je bilo vkljucenih 109 osteoporoznih pomenopavznih Zensk, Ki So se
zdravile z alendronatom (53 preiskovank) ali raloksifenom (56 preiskovank). Zeleli smo
ugotoviti ali polimorfizma Pro12Ala in -2957A>G ter njuni haplotipi vplivajo na odzivnost

zdravljenja z alendronatom ali raloksifenom.
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V statisticno obdelavo smo vkljucili 53 osteoporoznih pomenopavznih preiskovank
(osnovne lastnosti so podane v Preglednici XIX), ki so se zdravile z alendronatom. V
Preglednicah LIl do LVI so podane vrednosti sprememb MKG in biokemi¢nih kazalcev

kostne premene po enem letu zdravljenja in rezultati statisticne obdelave.

Preglednica LIII: Vpliv polimorfizma -2957A>G na odzivnost na zdravljenje z alendronatom:
Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgs0, ter rezultatov statisticne obdelave .

dMKG [%] | dMKG[%] | dOC [%0] dBALP [%] dDPYR [%]
alel A | 3,97 5,60 52,19 37,69 65,51
(3,02do 1,92) | (4,62 do6,77) | (45,58 do 59,76) | (32,96 do 43,10) | (55,36 do 77,52)
N=27 N=27 N=28 N=24 N=30
alel G | 3,15 8,07" 52,46 43,56" 62,31
(2,27 do 4,37) | (6,17 do 10,55) | (42,23 do 65,17) | (27,53 do 68,92) | (49,82 do 77,94)
N=15 N=15 N=17 N=10 N=17
p 0,284 0,024 0,965 0,382 0,713

“geometricna sredina, brez oznake — t-test

Statisticna obdelava podatkov pri preiskovankah, zdravljenih z alendronatom, je pokazala
vpliv polimorfizma -2957A>G na spremembo vrednosti MKG ledvenih vretenc po enem
letu (Preglednica LIII) . MKG ledvenih vretenc se je po enem letu statisti¢no znacilno bolj
povecala (p=0,024) pri preiskovankah z vsaj eno kopijo alela G kot pri preiskovankah z
alelom A.

Preglednica LIV: Vpliv polimorfizma Prol2Ala na odzivnost na zdravljenje z alendronatom:
Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statisti¢ne obdelave .

dMKGq [%6] dMKGjs [%] dOC [%0] dBALP™ [%] dDPYR [%0]
alelC | 3,81 7,32 53,68 43,68 64,99
(2,99 do 4,85) (5,80 do 8,84) (45,92 do 62,75) | (29,56 do 57,81) | (55,21 do 76,49)
N=28 N=31 N=31 N=23 N=31
alel G | 3,37 5,07 49,35 44,56 63,10"
(2,191 do 5,17) (2,17 do 7,98) (43,44 do 56,06) | (33,58 do 55,53) | (49,68 do 80,14)
N=14 N=14 N=14 N=11 N=16
p 0,575 0,123 0,389 0,308 0,831

“geometricna sredina, . Mann-Whitney test, brez oznake — t-test
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Preglednica LV: Vpliv haplotipa AC na odzivnost na zdravljenje

srednjih vrednosti in 1Zgsy ter rezultatov statistiéne obdelave .

Vesna Mursak

AC | dMKG [%6] dMKG[%] | dOC [%] dBALP” [%] | dDPYR™ [%)]

0 |266 6,18 50,36 57,20 54,43
(1,92 do 3,70) (0,17 do 12,19) | (34,92 do 72,62) | (4,32 do 110,08) | (35,42 do 73,42)
N=6 N=6 N=6 N=3 N=6

1 |361 6,90 52,85 46,13 75,68
(2,48 do 5,24) (4,49 do 9,32) | (45,09 do 61,95) | (24,40 do 67,86) | (61,26 do 90,11)
N=19 N=21 N=21 N=15 N=23

2 | 4145 6,44 52,31 39,45 69,64
(3,051 do 5,631) | (4,89do7,99) | (42,32 do 64,64) | (32,22 do 46,68) | (54,66 do 84,62)
N=17 N=18 N=18 N=16 N=18

p |0377 0,923 0,963 0,219 0,359

*geometric“na sredina, . Kruskal Wallis, brez oznake — ANOVA

Preglednica LVI: Vpliv haplotipa AG na odzivnost na zdravljenje z alendronatom: Prikaz

srednjih vrednosti in 1Zgsy ter rezultatov statistiéne obdelave .

AG | dMKG[%] | IMKG[%] | dOC [%] dBALP [%] | dDPYR [%)]

0 |[381 7,32 53,68 43,68 64,99
(2,99 do 4,85) | (5,80 do 8,84) | (45,92 do 62,75) | (29,56 do 57,81) | (55,21 do 76,49)
N=28 N=31 N=31 N=23 N=31

1 [337 5,07 49,35 44,56 63,10
(2,19 do 5,17) | (2,17 do 7,98) | (43,44 do 56,06) | (33,58 do 55,53) | (49,68 do 80,14)
N=14 N=14 N=14 N=11 N=16

p |0,575 0,123 0,389 0,308 0,831

“geometricna sredina,” Mann Whitney test, brez oznake — t-test

Preglednica LVII: Vpliv haplotipa GC na odzivnost na zdravljenje z alendronatom: Prikaz

srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statistiéne obdelave .

GC | dAMKG[%] | dMKGs[%] | dOC [%] dBALP™ [%] | dDPYR™ [%]

0 3,97 5,60 52,19 37,69 65,51
(3,01 do 5,22) | (4,62 do 6,77) | (45,58 do 59,76) | (32,96 do 43,10) | (60,58 do 77,52)
N=27 N=27 N=28 N=24 N=30

1 3,15 8,07 52,46 43,56" 62,31
(2,27 do 4,37) | (6,17 do 10,55) | (42,23 do 65,17) | (27,53 do 68,92) | (49,82 do 77,94)
N=15 N=15 N=17 N=10 N=17

p |0.284 0,024 0,965 0,382 0,713

“geometricna sredina, brez oznake - t-test

z alendronatom: Prikaz

Statisti¢na obdelava je pokazala vpliv Stevila kopij haplotipa GC na spremembo vrednosti

MKG ledvenih vretenc po enem letu zdravljenja z alendronatom (Preglednica LVII). MKG

ledvenih vretenc se je statisticno znacilno bolj povecala (p=0,024) pri preiskovankah z eno

kopijo GC kot pri preiskovankah z nobeno kopijo GC. V obeh primerih se vrednost MKG

ledvenih vretenc po enem letu bolj poveca pri preiskovankah s prisotnim alelom G.

Sklepamo lahko, da prisotnost vsaj enega alela G v primeru polimorfizma -2957A>G
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poveca odzivnost na zdravljenje z alendronatom. Rezultate bi bilo potrebno preveriti na
vecjem Stevilu preiskovancev.

Preostali rezultati statisticne obdelave niso pokazali statisticno znalilnega vpliva
polimorfizmov Prol2Ala in -2957A>G ter njunih haplotipov na spremembe vrednosti
MKG kolka in biokemic¢nih kazalcev kostne premene po enem letu zdravljenja z

alendronatom.
472 ZDRAVLIJENJE Z RALOKSIFENOM

V statisticno obdelavo smo vkljucili 56 osteoporoznih pomenopavznih preiskovank
osnovne lastnosti so podane v Preglednici XIX, ki so se zdravile z raloksifenom. V
Preglednicah LVIII do LXII so podane vrednosti sprememb MKG in biokemicnih kazalcev
kostne gostote po enem letu zdravljenja z raloksifenom in rezultati statisticne obdelave

podatkov.

Preglednica LVIII: Vpliv polimorfizma -2957A>G na odzivnost na zdravljenje z raloksifenom:

Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statisti¢ne obdelave .

dMKGyy [%] | AMKG,s [%] | dAMKGy,  [%] | dOC [%] dBALP [%]

alel A | 1,57 1,30 1,12 -23,26 -23,70
(-1,25do 4,39) | (-0,41do 3,01) | (-0,74 do 2,99) | (-29,88 do -16,63) | (-32,22 do -15,18)
N=35 N=35 N=35 N=35 N=29

alel G | -6,24 3,43 2,22 -28,15 -27,00
(-19,57 do 7,10) | (1,65do 5,21) | (-0,67 do5,11) | (-35,47 do -20,83) | (-36,06 do -17,94)
N=16 N=16 N=16 N=15 N=15

p 0,570 0,054 0,490 0,376 0,617

““Mann Whitney test, brez oznake — t-test

Preglednica LIX: Vpliv polimorfizma Prol2Ala na odzivnost na zdravljenje z raloksifenom:

Prikaz srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statisti¢ne obdelave .

dMKGy; [%] | AMKGy, [%] | dMKG,[%] | dOC [%] dBALP [%]

alel C | -1,33 2,22 1,30 -26,32 -22,36
(-7,86 do 5,20) | (0,61 do3,84) | (-0,34do2,93) | (-33,06 do -19,58) | (-30,21 do -14,51)
N=35 N=35 N=35 N=34 N=31

alel G | 0,69 1,71 2,15 -24,04 -29,87
(-0,52 do 1,89) | (-0,43 do 3,85) | (-1,05 do 5,35) | (-31,50 do -16,57) | (-38,96 do -20,79)
N=18 N=18 N=18 N=18 N=15

p 0,625 0,940 0,587 0,664 0,238

“"Mann Whitney test, brez oznake — t-test

60




Diplomska naloga

Preglednica LX: Vpliv haplotipa AC na odzivnost na zdravljenje z raloksifenom: Prikaz srednjih
vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statisti¢ne obdelave .

Vesna Mursak

AC | dMKGy [%] | AMKGs [%] | dMKGy,[%] | dOC™ [%] dBALP [%]

0 |[225 4,05 1,57 -27,05 -24,90
(-1,57 do 6,07) | (1,48d06,64) | (-2,57 do5,71) | (-39,62 do -14,49) | (-54,49 do 4,69)
N=5 N=5 N=5 N=4 N=3

1 |-397 2,10 2,20 -25,52 -29,97
(-11,57 do 3,63) | (0,43 do 3,78) | (-0,36 do 4,75) | (-31,45 do -19,58) | (-36,92 do -23,01)
N=27 N=27 N=27 N=27 N=25

2 |268 1,23 0,40 23,11 -16,78
(-2,61d0 7,97) | (-1,42 do3,88) | (-1,55do 2,36) | (-34,02 do -12,20) | (-29,91 do -3,64)
N=19 N=19 N=19 N=19 N=16

p |0,368 0,132 0,551 0,792 0,130

" Kruskal Wallis, brez oznake — ANOVA

Preglednica LXI: Vpliv haplotipa AG na odzivnost na zdravljenje z raloksifenom: Prikaz

srednjih vrednosti in 1Zgsy ter rezultatov statistiéne obdelave .

AG | dMKGy [%] | dMKG) [%] | dMKGt,[%] | dOC [%6] dBALP [%]

0 |[-152 2,18 1,24 -25,63 -21,98
(-8,24 do 5,19) | (0,52 do 3,85) | (-0,44 do2,93) | (-32,43 do -18,83) | (-30,07 do -13,89)
N=34 N=34 N=34 N=33 N=30

1 1[040 1,54 1,91 -22,97 -30,92
(-0,71do 1,52) | (-0,70do 3,79) | (-1,45 do 5,28) | (-30,56 do -15,38) | (-40,44 do -21,39)
N=17 N=17 N=17 N=17 N=14

p | 0,675 0,905 0,681 0,620 0,179

“ Mann Whitney, brez oznake — t-test

Preglednica LXII: Vpliv haplotipa GC na odzivnost na zdravljenje z raloksifenom: Prikaz

srednjih vrednosti in 1Zgsy, ter rezultatov statistiéne obdelave .

GC | dAMKGy [%] | AMKGs [%] | dMKGy,  [%] | dOC [%] dBALP [%]

0 |[157 1,30 1,12 -23,26 -23,70
(-1,25do0 4,39) | (-0,41do3,01) | (-0,74 do 2,99) | (-29,88 do -16,63) | (-32,22 do -15,18)
N=35 N=35 N=45 N=35 N=29

1 |-624 3,43 2,22 -28,15 -27,00
(-19,57 do 7,10) | (1,65do05,21) | (-0,67 do5,11) | (-35,47 do -20,83) | (-36,06 do -17,94)
N=16 N=16 N=16 N=15 N=15

p | 0570 0,054 0,490 0,376 0,617

“ Mann Whitney, brez oznake — t-test

Rezultati statisticne obdelave niso pokazali statistiéno znacilnega vpliva polimorfizmov
Prol2Ala in -2957A>G ter njunih haplotipov na spremembe vrednosti MKG kolka in vratu

stegnenice ter biokemicnih kazalcev kostne premene po enem letu zdravljenja z

raloksifenom.
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5 SKLEP

V na$i raziskavi smo poskuSali ugotoviti povezanost polimorfizmov -2957A>G in
Prol2Ala ter njunih haplotipov z MKG in biokemic¢nimi kazalci kostne premene in
pojavnostjo nizkoenergijskih zlomov. Ugotoviti smo poskusali tudi njihov vpliv na
odzivnost zdravljenja z alendronatom in raloksifenom. V raziskavo smo vkljucili 734
preiskovancev, ki smo jim doloc¢ili genotip za polimorfizem -2957A>G s pomocjo analize

HRM in genotip za polimorfizem Pro12Ala z metodo alelne diskriminacije.

Dokazali smo povezanost polimorfizma -2957A>G s koncentracijo RANKL pri
pomenopavznih preiskovankah, in sicer so srednje vrednosti RANKL statisti¢éno znacilno
vi§je v primeru prisotnosti vsaj enega mutiranega alela (p=0,011). Za ostale biokemi¢ne
kazalce kostne kostote in MKG nismo dokazali statisticno znacilne povezanosti s
polimorfizmom -2957A>G. Ugotovili smo vpliv polimorfizma -2957A>G na pojav
nizkoenergijskega zloma, in sicer prisotnost mutiranega alela zmanjSa obete za pojav
nizkoenergijskega zloma (p=0,025). Ugotovili smo tudi vpliv polimorfizma -2957A>G na
odzivnost na zdravljenje z alendronatom. MKG ledvenih vretenc se je po enoletnem
zdravljenju z alendronatom pri statisti¢éno znacilno povecala (p=0,024) pri pomenopavznih
preiskovankah s prisotnim vsaj enim alelom G. Prav tako smo ugotovili statistino
znacCilno povecanje (p=0,024) MKG ledvenih vretenc po enoletnem zdravljenju pri
pomenopavznih preiskovankah z eno kopijo haplotipa GC v primerjavi s preiskovankami z

nobeno kopijo GC.

Za polimorfizem Prol2Ala nismo dokazali statisticno znacilne povezanosti z MKG in
biokemi¢nimi kazalci kostne premene. Prav tako polimorfizma Prol2Ala nismo uspeli
povezati s pojavnostjo nizkoenergijskega zloma in odzivnostjo na zdravljenje z

alendronatom ali raloksifenom.

Povezanost haplotipov (AC, AG in GC) z MKG in biokemi¢nimi kazalci kostne premene
smo ugotovili v naslednjih primerih:
e pri moSkih preiskovancih smo ugotovili statisti¢no znacilno povezavo (p=0,040) Stevila

kopij haplotipa AC s srednjimi vrednostmi osteoprotegerina, in sicer so bile vrednosti
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osteoprotegerina v skupini z dvema kopijama AC statisti¢no znacilno (p=0,002) nizje
od vrednosti pri skupini z nobeno kopijo AC;

e pri pomenopavznih preiskovankah smo ugotovili statisticno znacilno povezavo
(p=0,013) stevila kopij haplotipa GC s srednjimi vrednostmi RANKL, le-te so visje pri
preiskovankah z eno kopijo GC v primerjavi s preiskovankami z nobeno kopijo GC
(p=0,004);

e pri zdravih pomenopavznih preiskovankah smo ugotovili statisticno znacilno povezavo
(p=0,012) stevila kopij haplotipa AG s srednjimi vrednostmi osteokalcina, le-te so bile
vi§je pri preiskovankah z dvema kopijama AG v primerjavi s preiskovankami z eno

kopijo AG (p=0,028);

Medtem ko polimorfizma Prol12Ala nismo uspeli povezati z osteoporoznim fenotipom in
odzivnostjo na zdravljenje z zdravili, smo pri polimorfizmu -2957A>G ugotovili
pomembno povezavo z odzivnostjo na zdravljenje z alendronatom kot tudi z obeti za pojav
nizkoenergijskega zloma, vendar pa bi bilo naSe ugotovitve potrebno potrditi na vecjem
Stevilu preiskovancev. Na$i rezultati predstavljajo majhen prispevek k pojashjevanju
Stevilnih genetskih vplivov na nastanek osteoporoze. V prihodnosti bi bilo smiselno
ovrednotiti tudi druge polimorfizme v genu za PPARY, Studije pa bi bilo potrebno razsiriti

Se na druge etnicne skupine.
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7 PRILOGE

7.1 REZULTATI GENOTIPIZACIJE
Stevilka | Oznaka Genotip za 626 ralo CG AA
vzorca | Studije polimorfizem 627 ralo CC AA
Pro12Ala | -2957A>G
628 ralo CcC GG
587 ralo CG AA
=55 : = v 629 ralo CcC AG
ralo
630 ralo CcC AG
589 ralo CG AA
631 ralo CcC AA
591 ralo CcC AA
=97 I = ~ 632 ralo X X
ralo
633 ralo CcC AA
593 ralo CcC AA
634 ralo CG X
594 ralo CcC AG
ot I = e 635 ralo CcC GG
ralo
636 ralo CcC AG
596 ralo CcC AG
637 ralo CcC AA
597 ralo CG AG
=98 I = v 639 ralo CcC AA
ralo
659 ralo CG AA
600 ralo CG AA
660 ralo X X
601 ralo CcC AG
=03 I e v 661 ralo X X
ralo
662 ralo CG AA
603 ralo CcC AG
663 ralo CcC AA
604 ralo CcC AA
o I = e 664 ralo CcC AA
ralo
666 prev.OP CG AA
606 ralo CcC AG
666 ralo GG AA
607 ralo CcC AA
e : = v 667 prev.OP CC AG
ralo
667 ralo CG AA
609 ralo CcC AA
669 prev.OP CG AG
610 ralo CG AA
670 prev.OP GG AA
611 ralo CcC AA
671 prev.OP CcC AA
612 ralo CcC AA
673 prev.OP CC AA
613 ralo CG AA
ST : = e 674 prev.OP CC AA
ralo
675 prev.OP CcC X
616 ralo CcC AA
676 prev.OP CC AA
617 ralo CG AA
15 I = v 677 prev.OP GG AA
ralo
678 prev.OP CcC AG
619 ralo CcC AG
679 prev.OP CcC AG
620 ralo GG AA
T I = e 681 prev.OP cC AA
ralo
682 prev.OP CG AA
623 ralo CcC AA
684 prev.OP cC AA
624 ralo CG AA
o I = vy 685 prev.OP CG AG
ralo
687 prev.OP CC AG
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688 prev.OP CcC AA 750 prev.OP CcC AG
690 prev.OP CcC AA 752 prev.OP CcC AA
691 prev.OP CC AA 753 prev.OP CG AG
695 prev.OP cC AA 754 prev.OP CG AA
696 prev.OP CG AA 755 prev.OP CG X

697 prev.OP CcC AA 756 prev.OP CcC AG
698 prev.OP CG AA 757 prev.OP cC X

701 prev.OP CcC AG 758 prev.OP CcC AA
703 prev.OP CC AA 759 prev.OP CG AA
704 prev.OP CG AA 761 prev.OP cC AA
705 prev.OP CcC AA 763 prev.OP CcC AA
706 prev.OP CcC AA 764 prev.OP CcC X

708 prev.OP CG AG 766 prev.OP cC AA
709 prev.OP CcC AG 768 prev.OP CcC X

710 prev.OP CcC AG 769 prev.OP CG AA
711 prev.OP cC AA 770 prev.OP CcC AA
713 prev.OP CG AA 771 prev.OP CG AA
715 prev.OP CcC AG 772 prev.OP CcC AG
717 prev.OP CG AG 774 prev.OP CcC AG
718 prev.OP CcC AA 775 prev.OP CcC AA
719 prev.OP CcC AG 777 prev.OP CcC X

720 prev.OP CG AA 778 prev.OP CG AA
721 prev.OP CcC AA 781 prev.OP CcC AA
122 prev.OP CcC AA 782 prev.OP CcC AA
723 prev.OP cC AG 783 prev.OP CcC AA
725 prev.OP CG AG 785 prev.OP CcC AA
726 prev.OP CcC AA 787 prev.OP CcC AA
727 prev.OP CcC GG 788 prev.OP CG X

728 prev.OP CcC AG 789 prev.OP CcC X

729 prev.OP CG AA 790 prev.OP GG X

730 prev.OP cC AA 793 prev.OP cC AA
732 prev.OP CcC AG 794 prev.OP CcC AA
733 prev.OP CcC AA 795 prev.OP CcC AG
734 prev.OP GG AA 796 prev.OP CG AA
738 prev.OP CcC AA 797 prev.OP CcC AA
741 prev.OP CG AA 798 prev.OP CG AA
743 prev.OP CcC GG 801 prev.OP CcC AG
744 prev.OP CcC AG 802 prev.OP cC AA
745 prev.OP CcC AA 808 prev.OP CG AA
747 prev.OP cC AA 809 prev.OP CG AA
748 prev.OP CcC AA 811 prev.OP CcC AA
749 prev.OP CcC AA 812 prev.OP cC AG

69




Diplomska naloga Vesna Mursak
813 prev.OP CcC AG 1001 opg CG AA
815 prev.OP CcC AA 1002 prev.OP CcC AA
816 prev.OP CG AA 1004 prev.OP CcC AA
817 prev.OP cC AA 1004 | opg cC AA
818 prev.OP CG AG 1005 opg CcC AA
819 prev.OP CcC AA 1005 prev.OP CcC AA
820 prev.OP cC AG 1006 prev.OP CG AA
822 prev.OP CcC AG 1006 opg CcC AA
824 prev.OP CC AG 1009 prev.OP CG AA
827 prev.OP CG AA 1010 prev.OP cC AA
920 prev.OP CcC AG 1011 opg CG AA
921 prev.OP CcC AG 1012 prev.OP CcC AA
923 prev.OP CcC AA 1012 opg CG AG
927 prev.OP CcC AG 1013 opg GG AA
928 prev.OP CcC AA 1014 opg CcC AG
929 prev.OP CcC AA 1014 prev.OP CG AG
930 prev.OP CG AG 1015 prev.OP CcC AA
936 prev.OP CcC AA 1015 opg GG AA
938 prev.OP cC AA 1016 prev.OP CcC AG
947 prev.OP CG AA 1016 opg CcC AA
950 prev.OP CG AA 1017 opg CC AA
955 prev.OP CG AA 1018 opg CcC AA
956 prev.OP CC AG 1020 prev.OP CC AA
960 prev.OP CcC AG 1020 | opg CcC AG
961 prev.OP cC AG 1021 prev.OP CG AA
962 prev.OP CC AG 1021 opg CC AA
964 prev.OP CG AA 1022 prev.OP CG AA
966 prev.OP CG AA 1023 prev.OP GG AA
967 prev.OP CC AA 1024 | opg CC AA
969 prev.OP CcC AA 1025 prev.OP CC AA
970 prev.OP cC AA 1025 opg cC AA
971 prev.OP CC AG 1026 prev.OP CC AA
977 prev.OP CC AG 1026 opg CC AG
983 prev.OP CG AA 1027 prev.OP cC AA
987 prev.OP CcC AA 1028 opg CcC AA
988 prev.OP CG AG 1029 prev.OP CG AA
990 prev.OP CG AA 1030 prev.OP CG AA
991 prev.OP CcC AG 1032 opg cC AG
995 prev.OP CcC AA 1033 prev.OP CcC GG
997 prev.OP cC AA 1035 prev.OP CG AA
999 prev.OP CcC X 1035 opg CG AA
1000 prev.OP CcC AA 1036 opg cC AA
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1038 prev.OP CcC AG 1079 opg CcC AA
1039 opg cC AA 1080 | opg CcC AA
1041 prev.OP CC AA 1080 prev.OP CcC AA
1042 prev.OP cC AG 1081 opg CG AA
1042 opg cC AA 1083 opg CG AA
1043 prev.OP CcC AA 1084 prev.OP CG AA
1044 prev.OP CcC AA 1086 opg CG AA
1045 prev.OP CcC AG 1087 prev.OP CG AG
1045 opg CG AA 1087 opg CC AA
1046 prev.OP GG AA 1088 prev.OP cC AA
1047 prev.OP CcC AA 1088 opg CcC AG
1048 opg CG AG 1089 opg CcC AG
1049 opg CcC AA 1089 prev.OP CcC AG
1050 prev.OP CcC AG 1090 opg CcC AA
1050 opg GG AA 1091 opg CC AA
1052 opg CcC AA 1092 prev.OP CcC AA
1053 opg CG AA 1092 opg CG AA
1054 prev.OP CG AA 1093 prev.OP X X

1054 opg CG AA 1093 opg CG X

1055 prev.OP CcC AA 1095 opg CcC AG
1057 prev.OP GG AA 1095 prev.OP GG AA
1058 prev.OP cC AA 1096 prev.OP GG AA
1059 prev.OP GG AA 1097 prev.OP CG AA
1060 prev.OP CcC AA 1098 prev.OP CcC AA
1060 opg CcC AG 1099 prev.OP CG AA
1061 prev.OP CcC AA 1100 prev.OP CcC AA
1061 opg cC AA 1101 opg CC AG
1062 prev.OP CcC AA 1101 prev.OP cC AA
1064 prev.OP CcC AA 1102 opg CG AA
1064 | opg cC AA 1103 prev.OP CC AA
1065 prev.OP CcC AG 1103 opg CG AA
1065 opg ccC AG 1104 prev.OP CG AA
1066 prev.OP CcC AG 1107 prev.OP CcC AA
1067 prev.OP CcC GG 1110 prev.OP CcC AA
1070 prev.OP CcC AG 1111 prev.OP GG AA
1070 opg GG AA 1112 prev.OP CC AA
1071 prev.OP CG AG 1113 opg CcC AA
1072 prev.OP CcC AA 1113 prev.OP cC AA
1072 opg ccC AG 1115 prev.OP CC AG
1073 opg cC AG 1116 prev.OP CG AA
1076 opg ccC AA 1117 prev.OP CG AA
1077 opg CG AG 1118 prev.OP CG AA
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1121 prev.OP CG AA 1036Z | ZIT CC AA
1123 prev.OP GG AA 10372 | zIT CG AA
1126 prev.OP CG AA 1038Z | zIT CG AG
1127 prev.OP CC AA 1039z | ZIT CC AA
1128 prev.OP CcC X 103f Fosamax CC AA
1129 prev.OP CcC AA 1040z | zIT CcC AG
1130 prev.OP cC AG 1041z | ZIT cC GG
1131 prev.OP CcC AG 10422 | zIT CcC AG
1132 prev.OP CC AG 10432 | zIT CC AG
1133 prev.OP CC AA 1045z | ZIT CC AA
1134 | prev.OP CC AA 1049Z | zIT CC AA
1135 prev.OP CcC AA 10512 | zIT CG AA
1138 prev.OP cC AG 1052z | ZIT CG AG
1140 prev.OP CcC AG 10532 | zIT GG AA
1141 prev.OP CC AA 1054Z | zIT CC AA
1142 prev.OP CcC AA 10552 | ZIT CcC AG
1145 prev.OP CG AG 1056Z | zIT CC AA
1146 prev.OP CcC AG 10572 | zIT CG AG
1149 prev.OP CG AA 10582 | ZIT CcC AA
1150 prev.OP CG AA 1059z | zIT CG AA
1002z | ZIT CC AG 1060Z | zIT CC AA
1003z | ZIT CcC AA 1061Z | ZIT CG AA
1004z | ZIT cC X 1062Z | zIT CC X
1005Z | ZIT CG AG 1064z | ZIT CcC AA
1006Z | ZIT CcC X 1065Z | ZIT CcC AA
1007Z | ZIT CC AG 1066Z | ZIT CC AA
1008z | ZIT CC AG 10672 | ZIT CG AA
1009z | ZIT CG AA 1068Z | ZIT GG AA
100f Fosamax CC GG 1069Z | zIT CC AA
1010Z | ZIT CcC AA 106f Fosamax CG AA
1011z | Z2IT CG X 1070Z | ZIT CcC AG
10122 | ZIT CC AA 1071z | zIT CC AA
101f Fosamax CC AG 10722 | zIT CC AA
1021z | Z2IT CcC AG 1074z | ZIT CcC GG
1028Z | ZIT CcC AA 10752 | ZIT CG AG
102f Fosamax X X 10762 | ZIT CC AG
10302 | ZIT CcC X 1077z | ZIT CG AG
1031Z | ZIT CG AA 1078z | zIT CC AA
10322 | ZIT CC AG 10792 | ZIT CC AA
1033z | ZIT cC GG 1081z | ZIT CG AA
1034z | ZIT ccC AA 1082z | zIT CC AA
1035Z | ZIT CC AG 1083z | zIT CC AG
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1085z | ZIT CG AG 135f Fosamax CcC AG
1087Z | ZIT cC AA 136f Fosamax CcC GG
1088Z | ZIT cC AA 138f Fosamax CC AG
1089Z | ZIT CG AA 139f Fosamax CG AA
108f Fosamax CcC AA 140f Fosamax CG AG
1090Z | ZIT cC AA 141f Fosamax CcC AA
1091z | ZIT CG AA 142f Fosamax cC AA
1092Z | ZIT cC AA 148f Fosamax CcC AG
1093Z | ZIT cC AA 149f Fosamax CC AG
1094z | ZIT CG AA 155f Fosamax cC AA
1095Z | ZIT cC AG 156f Fosamax CG AA
1097Z | ZIT CG X 158f Fosamax CG AG
1098z | ZIT cC AA 159f Fosamax cC AA
10992 | ZIT cC AA 160f Fosamax CcC AA
109f Fosamax CcC AG 161f Fosamax CcC AA
1100z | ZIT CcC AA 163f Fosamax CG AA
1101z | zZIT CG AA 167f Fosamax CG AA
11022 | ZIT cC AA 168f Fosamax CcC AA
1103z | ZIT CcC AA 170f Fosamax CcC AG
1104z | ZIT CG AA 171f Fosamax X X
1105Z | ZIT cC AA 174f Fosamax CC AA
1106Z | ZIT CcC AA 175f Fosamax CG AA
11072 | ZIT cC AG 176f Fosamax CC AA
1108z | ZIT CG AA 93f Fosamax CcC AG
110f Fosamax CG AG 94f Fosamax CG AA
1110Z | ZIT ccC AA 95f Fosamax CG AG
111f Fosamax CG AA 96f Fosamax CcC AA
112f Fosamax CcC AA 97f Fosamax CG AA
113f Fosamax CcC AA 98f Fosamax CcC AG
115f Fosamax CcC AG 1002 opg CcC AA
117f Fosamax cC AA 1003 opg cC AA
118f Fosamax CcC AA 1007 opg CG AG
119f Fosamax CG AA 1008 opg CcC AA
120f Fosamax CG AG 1009 opg cC AA
121f Fosamax CG AA 1010 opg CG AA
122f Fosamax CG AA 1019 opg CG AG
123f Fosamax CcC AA 1022 opg cC GG
124f Fosamax CcC AG 1023 opg cC AA
125f Fosamax CcC AA 1027 opg CcC AA
126f Fosamax cC AA 1029 opg CcC AA
131f Fosamax CcC AG 1030 opg CcC AA
134f Fosamax CcC AG 1031 opg CG AA
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1034 | opg cC AA 1116 opg CC AA
1037 opg cC AA 1117 opg CcC AG
1038 opg cC AG 668 prev.OP CC AA
1041 opg cC AG 672 prev.OP CcC AA
1043 opg cC AA 680 prev.OP CC AA
1044 | opg cC AG 683 prev.OP CcC AA
1046 opg CG AA 686 prev.OP CcC AA
1047 opg cC AG 689 prev.OP CcC AA
1051 opg cC AG 692 prev.OP CC AA
1055 opg cC AA 693 prev.OP CG AA
1056 opg CG AA 694 prev.OP CG AA
1057 opg CG AG 699 prev.OP CcC AG
1058 opg CcC AG 700 prev.OP CG AA
1059 opg cC AA 702 prev.OP CcC AA
1062 opg cC AA 707 prev.OP CC AA
1063 opg cC AG 712 prev.OP CG AA
1066 opg cC AA 714 prev.OP CC AA
1067 opg cC AA 716 prev.OP CcC AG
1068 opg CcC AA 731 prev.OP CcC AG
1069 opg CG AA 735 prev.OP CcC AA
1071 opg cC AA 736 prev.OP CG AA
1074 opg GG AA 737 prev.OP CcC AA
1075 opg cC AA 739 prev.OP CG AA
1078 opg cC AG 740 prev.OP CcC AA
1082 opg X X 742 prev.OP CcC AA
1084 | opg GG AA 746 prev.OP CG AA
1085 opg cC AA 751 prev.OP GG AA
1094 opg cC AA 760 prev.OP CcC AA
1097 opg cC AA 762 prev.OP CC AG
1099 opg CG AA 765 prev.OP CC AG
1100 opg CG AA 773 prev.OP CG AA
1104 | opg ccC AA 784 prev.OP X X

1105 opg cC AA 786 prev.OP CC AA
1106 opg CcC AG 792 prev.OP CG AA
1107 opg cC AG 799 prev.OP CC AG
1108 opg ccC AA 805 prev.OP CC AA
1109 opg X X 806 prev.OP CcC AG
1110 opg CG AA 807 prev.OP CG AG
1111 opg CG AG 814 prev.OP CG AA
1112 opg cC AG 821 prev.OP CG AG
1114 | opg CG AA 823 prev.OP CC AA
1115 opg CG AA 913 prev.OP CC AA
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914 prev.OP CG AG 1036 prev.OP CcC AA
919 prev.OP CcC AA 1037 prev.OP CcC AA
922 prev.OP GG AA 1040 prev.OP CcC AA
924 prev.OP CG AG 1048 prev.OP cC AA
935 prev.OP CG AA 1049 prev.OP CG AA
937 prev.OP CG AA 1051 prev.OP CcC X
940 prev.OP CcC AA 1052 prev.OP CcC AG
941 prev.OP CcC AA 1053 prev.OP X AA
943 prev.OP CG AG 1056 prev.OP CcC AG
944 prev.OP CG AA 1063 prev.OP cC AA
946 prev.OP CG AA 1068 prev.OP CcC AA
948 prev.OP CG AA 1069 prev.OP CcC AA
951 prev.OP cC AA 1073 prev.OP CG AG
952 prev.OP CcC AG 1074 prev.OP CG AG
953 prev.OP CcC AG 1077 prev.OP CcC AG
957 prev.OP cC AA 1078 prev.OP CcC AG
958 prev.OP CcC AA 1082 prev.OP GG AA
965 prev.OP CcC AA 1083 prev.OP CcC AA
972 prev.OP cC AA 1090 prev.OP CcC AA
973 prev.OP CcC AA 1091 prev.OP CcC AG
974 prev.OP CcC AG 1094 prev.OP CcC AA
975 prev.OP GG AA 1102 prev.OP CcC AA
979 prev.OP CcC AA 1105 prev.OP CcC AA
980 prev.OP CG AA 1106 prev.OP CcC AA
981 prev.OP CG AA 1108 prev.OP CcC AA
984 prev.OP CG AA 1109 prev.OP CcC AA
985 prev.OP CG AA 1114 prev.OP CcC X
986 prev.OP cC AG 1119 prev.OP CcC AA
992 prev.OP CcC AA 1120 prev.OP CcC AG
993 prev.OP CG AA 1122 prev.OP CcC GG
994 prev.OP cC AA 1124 prev.OP GG AA
996 prev.OP CcC AG 1125 prev.OP CcC AG
998 prev.OP CcC AG 1137 prev.OP CcC AA
1001 prev.OP cC GG 1144 prev.OP cC AA
1003 prev.OP GG AA 1148 prev.OP CcC AA
1011 prev.OP CcC AA 31 Komadina- CcC AA
1013 | prev.OP cC AG Darja_

32 Komadina- X X
1017 prev.OP CcC AG Darja
1024 prev.OP CG AA 35 Komadina- CcC AA
1028 | prev.OP cC AG Darja_

36 Komadina- CcC AA
1032 prev.OP CcC AG Darja
1034 prev.OP CcC AA 37 Komadina- CG AA

Darja
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38 Komadina- CG AA 68 Komadina- CcC X
Darja Darja

39 Komadina- CcC AA 69 Komadina- CG AA
Darja Darja

40 Komadina- CcC AA 70 Komadina- CcC AG
Darja Darja

41 Komadina- CG AA 71 Komadina- CG AA
Darja Darja

42 Komadina- CcC AA 72 Komadina- CcC AG
Darja Darja

43 Komadina- CG AG 73 Komadina- cC AA
Darja Darja

44 Komadina- CcC AG 74 Komadina- CcC AG
Darja Darja

45 Komadina- CG AA 75 Komadina- cC AA
Darja Darja

46 Komadina- GG AA 76 Komadina- CcC AA
Darja Darja

47 Komadina- cC AG 77 Komadina- cC GG
Darja Darja

48 Komadina- CcC AA 78 Komadina- cC AA
Darja Darja

49 Komadina- cC AG 79 Komadina- cC AA
Darja Darja

50 Komadina- GG AA 80 Komadina- cC AG
Darja Darja

51 Komadina- cC AG 81 Komadina- cC AG
Darja Darja

52 Komadina- CcC AA 82 Komadina- cC AA
Darja Darja

53 Komadina- CG AA 83 Komadina- CG AA
Darja Darja

54 Komadina- CcC AA 84 Komadina- cC AG
Darja Darja

55 Komadina- CC AA 85 Komadina- cC AG
Darja Darja

56 Komadina- GG AA 86 Komadina- X X
Darja Darja

57 Komadina- CG AA 87 Komadina- cC AG
Darja Darja

58 Komadina- CcC AA 88 Komadina- CG AA
Darja Darja

60 Komadina- cC AG 89 Komadina- cC AA
Darja Darja

61 Komadina- CcC AA 90 Komadina- CG AA
Darja Darja

62 Komadina- CG AA 91 Komadina- cC AA
Darja Darja

63 Komadina- cC AG 92 Komadina- CG AA
Darja Darja

64 Komadina- cC AG 93 Komadina- cC AA
Darja Darja

66 Komadina- CG AG 94 Komadina- CG AA
Darja Darja

67 Komadina- CC AA 95 Komadina- CG AG
Darja Darja

76




Diplomska naloga

Vesna Mursak

96 Komadina- CcC AA 18 VindiSar GG AA
DEN R 19 | Vindisar cC AA
97 Komadina- CcC AA —
Darja 20 VindiSar CcC AA
99 Komadina- CcC AA 21 Vindisar CcC AA
Darja 22 | Vindisar cC AA
100 Komadina- CC AG —
101 Komadina- CcC AA 24 Vindisar CG AA
Darja 25 | Vindisar cC AG
102 Komadina- CcC AA —
Darja 26 VindiSar CcC AA
103 Komadina- CcC AA 27 Vindisar CcC AA
Darja 28 | Vindisar cC AA
104 Komadina- CC AA —
105 Komadina- CcC AA 30 Vindisar CcC AA
Darja 31 | Vindisar cC AG
106 Komadina- CcC AA —
Darja 32 VindiSar CcC AA
107 Komadina- CcC AG 33 Vindisar CG AA
Darja 34 | Vindidar cC AA
108 Komadina- CcC AA —
Darja 35 VindiSar CcC AG
109 Komadina- CcC AA 36 Vindisar CcC AG
Darja 37 | Vindisar cC AA
110 Komadina- cC AG —
Darja 38 VindiSar CcC AA
111 Komadina- X X 39 Vindisar CcC AG
Darja 41 | Vindisar cC AA
112 Komadina- cC GG —
Darja 42 VindiSar CcC AA
114 Komadina- CG AA 43 Vindisar CcC AA
Darja 44 | Vindisar cG AA
1 VindiSar CcC AA
— 45 Vindisar CC AG
2 VindiSar CG AA
— 49 Vindisar CcC AA
3 VindiSar CcC AA
— 50 Vindisar CG AA
4 VindiSar CG AA
— 51 Vindisar CcC AA
5 VindiSar CG AA
— 52 VindiSar CcC AA
6 VindiSar CG AA
53 VindiSar CcC AG
7 VindiSar GG AA
— 54 Vindisar CG AG
8 VindiSar CcC AA
— 55 Vindisar CcC AA
9 VindiSar CcC AA
56 VindiSar CcC AA
10 VindiSar CcC AA
— 57 VindiSar CcC AA
11 VindiSar CcC AA
— 61 VindiSar CcC AA
12 VindiSar CG AA :
62 VindiSar CcC AA
13 VindiSar CG AA
— 65 VindiSar CcC AA
14 VindiSar CcC AA
— 66 VindiSar CcC AG
15 Vindisar CcC AA -
— 101 Komadina CcC AA
16 VindiSar CcC AA -
— 102 Komadina CcC AG
17 VindiSar CcC AA
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103 Komadina CcC AA 107 Komadina CcC AA
104 Komadina GG AA 108 Komadina CcC AA
105 Komadina CG AA 109 Komadina CG AG
106 Komadina CG AA 110 Komadina cC AA
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