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POVZETEK

Osteoporoza je eden od vodilnih zdravstvenih in socialnoekonomskih problemov 21. stoletja.
Izraza se z znalilno zniZzano mineralno gostoto kosti (BMD), spremenjeno mikrostrukturo
kosti in poveCano lomljivostjo kosti. Zlom zaradi osteoporoze dozivi skoraj 40 odstotkov
zensk med petdesetim in osemdesetim letom starosti, kar tretjina pa ostane odvisna od tuje
pomoci. Strokovnjaki predvidevajo, da naj bi se Stevilo zlomov do leta 2050 povecalo na 6,3
milijona zaradi podaljSevanja zivljenjske dobe ljudi in vecjega Stevila starostnikov.

Studije na dvojékih in druZinah obolelih z osteoporozo so potrdile, da imajo geni pomemben
vpliv na razvoj osteoporoze, ki jo uvr§¢amo med poligenske in vecfaktorske bolezni, ker
sodeluje mnogo genov z majhnimi ucinki in vplivi okolja. Odkritih je bilo priblizno 40
kandidatnih genov, katerih raziskave so potrdile povezanost z osteoporozo in vkljucujejo tudi
gen za receptor vitamina D (VDR).

Z nmnaSo raziskavo smo zeleli ugotoviti povezanost  razvoja osteoporoze s tremi
najpomembnejSimi polimorfizmi v genu za VDR: Bsml- polimorfizem (E8-G+284A, rs
1544410), Fokl- polimorfizem (E2-C4T, rs 10735810) in Cdx2-polimorfizem (le-G-1739A,
rs 11568820).

V raziskavo smo vkljucili 625 preiskovank in preiskovancev, ki smo jih razdelili v Stiri
skupine: 57 preiskovank v premenopavzi, 230 bolnic s pomenopavzno osteoporozo, 221
zdravih preiskovank v pomenopavzi in 117 moskih preiskovancev.

Fenotip obolelosti za osteoporozo smo ocenjevali na osnovi izmerjene mineralne kostne
gostote (BMD) z dvo- rentgensko absorpciometrijo (DEXA), na treh predelih skeleta: na
vratu stegnenice, kolku in ledvenih vretencih. Biokemijske kazalce tvorbe kosti: kostna
specificna alkalna fosfataza (BALP), osteokalcin (OC) in biokemijske kazalce razgradnje
kosti: C-terminalni telopeptid (CTx), katepsin K, smo dolocili z rutinskimi metodami v
diagnosti¢nih laboratorijih. Za polimorfizma Bsml in Fokl smo DNA preiskovancev
analizirali z reakcijo veriznega pomnozevanja s polimerazo (PCR) in analizirali polimorfizma
glede na dolzine restrikcijskih fragmentov (RFLP), po Ze razviti hkratni metodi genotipizacije
za polimorfizem Bsml in Fokl. Za polimorfizem Cdx2 smo razvili optimalno reakcijo
veriznega pomnozevanja s polimerazo (PCR) in optimizirali analizo polimorfizma glede na
dolzine restrikcijskih fragmentov (RFLP).

Vsakemu preiskovancu smo dolo€ili genotip na treh polimorfnih mestih ter dolo¢ili haplotip.
Rezultate smo analizirali s statisticnimi testi: Kolmogorov — Smirnov, Levenejev test,
ANOVA, ANCOVA, Kruskal — Wallis in test .

Ugotovili smo frekvence genotipov polimorfizmov Bsm I, Fok I in Cdx 2 v slovenski
populaciji:BB:Bb:bb=0,16:0,46:0,38; FF:Ff:ff=0,39:0,45:0,15 in GG:GA:AA=0,70:0,26:0,04.
Moski imajo statisti¢no znacilno razliko razsirjenosti genotipov polimorfizma Bsm I glede na
zenske v preiskovani skupini Slovenk in Slovencev.Razsirjenost genotipov polimorfizma Fok
I je znacilno razli¢na med zdravimi in osteoporoznimi zenskami v pomenopavzi. Zastopanost
genotipa FF in BB je ve¢ja med zdravimi glede na Zenske v pomenopavzi, ki so obolele z
0steoporozo.

Polimorfizem Fok I je znacilno povezan z BMD-Is (p=0,036) in BMD-fn (p=0,040) pri
slovenski populaciji moskih, pri Zenskah pa povezanosti nismo dokazali.

Polimorfizem Bsm I ne vpliva na BMD na podrocju ledvenih vretenc, kolka in medenice v
slovenski populaciji, zato verjetno ne vpliva na razvoj osteoporoze.

Polimorfizem Cdx 2 je samo v premenopavznem obdobju pri Zenskah znacilno povezan z
BMD-tot in BMD-fn.

Polimorfizmi Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena VDR posamezno ne vplivajo na biokemicne kazalce
izgradnje kosti, prav tako ne na biokemijske kazalce razgradnje kosti, zato genetski vpliv
VDR na kostno remodelacijo verjetno ni kliniéno pomemben.

v
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Najpogostejsi haplotipi in njihove frekvence frekvence za polimorfizme Bsm I, Fok I in Cdx
2 v slovenski populaciji so: bFG : bfG : BFG : BfG : bFA : BFA = 0,326 : 0,194 : 0,183 :
0,129 : 0,061 : 0,052.

V slovenski populaciji se haplotip bFG bistveno pogosteje pojavlja, kot haplotipi bfG, BFG,
BfG, bFA in BFA, glede na prou¢evane polimorfizme gena VDR.

Haplotip BFA je povezan z BMD-fn, haplotipa bfG, in bFG, pa s koncentracijo osteokalcina.
Zaklju¢imo lahko, da so haplotipi BFA, bfG in bFG verjetno povezani z razvojem
osteoporoze v slovenski populaciji in bi jih lahko uporabili kot geneticne kazalce dedne
nagnjenosti k osteoporozi. Pomagali bi pri uvedbi zgodnje preventive in tako pripomogli k
zmanjSanju obolevnosti za osteoporozo.

Nase raziskave, podpirajo Studije, ki so potrdile povezanost gena VDR z BMD in
biokemijskimi kazalci ter vpliv na razvoj osteoporoze. Zato lahko zaklju¢imo, da je gen za
receptor VDR povezan z razvojem osteoporoze pri slovenski populaciji zensk in moskih,
vendar ne daje enozna¢nega odgovora. Z naso raziskavo potrjujemo Studije, ki utemeljujejo,
da je osteoporoza poligenska in vecfaktorska bolezen. V nadaljnjem raziskovanju bolezni
osteoporoze bodo nujne raziskave na mnogih populacijah, s katerimi bi lahko povezali
najpomembnejse dejavnike razvoja osteoporoze in razumeli korelacije okolje-fenotip-genotip.
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ALP Alkalna fosfataza

APOE Apolipoprotein e

BCE Ekvivalent kolagena v kosti (angl. Bone Collagen Equivalent)

BALP Kostna alkalna fosfataza (angl. Bone alkaline phosphatase)

BMD Gostota kostne mase (angl. Bone mineral density)

BSP Kostni sialoproteini (angl. Bone sialoprotein)

COLIA1 Tip 1 kolagena alfa 1 (angl. Type I collagen alpha 1)

CT Kalcitonin

CTX C terminalni telopeptid kolagena tipa I

DPD Deoksipiridinolin

ECLIA Elektro kemiluminiscen¢na imunska analiza (angl. Electrochemiluminescence
Immunoassay)

EGF Epidermalni rastni faktor

ERao. Estrogenski receptor alfa

ELISA Encimsko imunski test (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

ET-Br Etidijev bromid

GH Rastni hormon (angl. Growth hormone)

HCl Klorovodikova kislina

IGF-1 Insulinu podoben rastni faktor -1  (angl. Insulin-like growth factor 1)

IL-1 Interlevkin ena

LD Vezavno nesorazmerje (angl. Linkage disequilibrium)

M-CSF Makrofagne kolonije spodbujajoci faktor

NTX N terminalni telopeptid kolagena tipa I

OPG Osteoprotegerin

PICP C terminalni propeptid prokolagen tip I (angl. C terminal propeptide type I
procollagen

PINP N terminalni propeptid prokolagen tip I (angl. N terminal propeptide type I
procollagen )

PTH Paratiroidni hormon

PTHRI1 Receptor paratiroidnega hormona 1

PYD Piridinolin

QTL Quantitative trait loci

RANKL Receptor aktivacije nuklealnega faktorja NK-kB ligand

RXR Retinoidni X receptor

SD Standardna deviacija

S-0C Osteokalcin v serumu

TGF-p Transformirajoci rastni faktor 3 (angl. Transforming growth factor )

TNFa Dejavnik timorske nekroze alfa (angl. Tumor necrosis factor alfa )

TRAP Tartrat odporna kisla fosfataza (angl. Tartrate-resistant acid phosphatase)

ucOC Premalo karboksiliran osteokalcin

U-DPD Deoksipiridinolin v urinu

U-NTX N terminalni telopeptid kolagena tipa I v urinu

U-PYD Piridinolin v urinu

VDR Vitamin D receptor

VEGF Zilni endotelijski rastni dejavnik  (angl. Vascular endothelial growth factor)

WHO Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organisation)

1,25(0H),D;

1,25 dihidroksi vitamina D3
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Zdravo in osteoporozno tkivo ter zdrava in osteoporozna vretenca

Shematski prikazekstracelularnega matriksa kosti

Shematski prikaz remodelacije kosti

Spreminjanje BMD glede na spol in starost

BMD-Is in BMD-fn pri beli in ¢rni rasi

Presnova vitamina D

Sinteza 10,25(OH)2-vitamina D3 in potek molekulskega mehanizma
Genomska struktura hVDR gena

Pozicije polimorfizmov gena za VDR

Shemati¢ni prikaz veriZne reakcije s polimerazo

Odsek dolzine 632 bp na promotorju 1-e gena za VDR

Mesta, kjer encim HpyCH4III cepi odsek dolZine 632 bp na 1-e promotorju
gena VDR

Mesta, kjer encim Fok I cepi odsek dolzine 266 bp na eksonu 2 gena VDR
Mesta, kjer encim Bsm I cepi odsek dolzine 461 bp na intronu § gena VDR
Ocena produktov prve faze optimizacije reakcije PCR odseka 1-e na
promotorju gena VDR

Ocena produktov reakcije PCR pri temperaturi prileganja 53 °C in 40. ciklih
Ocena produktov reakcije PCR pri temperaturi prileganja 54 °C in casu
prileganja 20 s

Ocena produktov reakcije PCR pri optimalnih pogojih za pomnozZevanje
odseka 1-e na promotorju gena VDR

Ocena produktov reakcije RFLP z razlicno koncentracijo encima HYP CH4 111
v prvi fazi optimizacije reakcije

Ocena uspesnosti reakcije RFLP ob prisotnosti 0,4 pL encima HYP CH4 III in
6,0 uL produkta PCR v reakcijski zmesi

Ocena uspesnosti reakcije RFLP pri koncentraciji encima HYP CH4 III 0,4 pL
in 6,0 uL produkta PCR v reakcijski zmesi

Sekundarna reakcija PCR pomnoZevanja eksona 2 in introna 8 gena VDR
Reakcija PCR z 0,5 pl nerazredéene DNA v reakcijski zmesi

Produkti elektroforeze Fok I- RFLP analize pri pogojih iz literature
Elektroforeza restrikcijskih odsekov Fok I — RFLP analize, pri kateri je bilo 5
uL PCR produkta

Ocena produktov elektroforeze Bsm I — RFLP analize v prvi fazi optimizacije
Ocena restrikcijskih odsekov Bsm I — analize, pri kateri je bilo 5 uL. PCR
produkta, 0,4 uL. encima Bsm I in 3,6 uL vode z uporabo barvila Ksilencianol
Ocena produktov restrikcije Bsm I — RFLP analize z uporabo barvila
Bromfenolmodro.

Zastopanost najpogostejSih haplotipov Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena VDR v
slovenski populaciji.
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Sestava reakcijske zmesi za analizo RFLP z razlicno koncentracijo
encima HYP CH4 III v prvi fazi optimizacije reakcije

Reakcijska zmes za Fok I — RFLP analizo v prvi fazi optimizacije Fok
[-RFLP analize

Reakcijska zmes za Bsm I — RFLP analizo v prvi fazi optimizacije
Frekvence genotipov in test 2 za polimorfizme Bsm I, Fok I in Cdx 2
gena VDR, glede na starostno obdobje in spol
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vrednosti biokemijskih kazalcev: SBALP, OC, CTx in Katepsin K za
preiskovano skupino bolnih v pomenopavzi

Povprecne vrednosti BMD za polimorfizme: Bsm I, Fok I, Cdx 2 ter
vrednosti biokemijskih kazalcev: OC in CTx, za preiskovano skupino
moskih

Najpogostejsi haplotipi polimorfizmov Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena
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1. UVOD

Osteoporoza je ena od vodilnih zdravstvenih in socialnoekonomskih problemov 21. stoletja’
in je vzrok za mnoge bolezni in prezgodnje smrtnosti, tako pri Zenskah, kot pri moskih
povsod po svetu®. Izraza se z znaéilno zniZano mineralno gostoto kosti (BMD), spremenjeno
mikrostrukturo kosti (slika 1-A,B) in povetano verjetnostjo za zlome’. (slikal-C,D) Zlom
zaradi osteoporoze dozivi skoraj 40 odstotkov Zensk med petdesetim in osemdesetim letom,
kar tretjina tistih, ki si zlomijo kolk, pa ostane odvisna od tuje pomoc¢i. Samo v ZDA in
Evropi osteoporoza povzroc€i priblizno 2,3 milijona zlomov na leto, s tem povezani stroski pa
so ocenjeni na priblizno 23 milijard dolarjev. Strokovnjaki predvidevajo, da naj bi se Stevilo
zlomov do leta 2050 povecalo na 6,3 milijona,’ zaradi podaljsevanja Zivljenjske dobe ljudi in
vecjega Stevila starostnikov.

C D

Slika 1: Zdravo in osteoporozno tkivo ter zdrava in osteoporozna vretenca®
A - zdravo kostno tkivo, B - pomanjkanje kalcija pospesuje izgubo kostne gostote,
C — zdrava vretenca, D — vretenca z osteoporoznim zlomom

V Evropi se zaradi osteoporoze vsakih 30 sekund zlomi ena kost. Do 80. leta starosti si zaradi
neprepoznane in nezdravljene osteoporoze kost zlomi vsaka tretja Zenska in vsak peti moski.

1.1. KOSTI

1.1.1. KLASIFIKACIJA KOSTI

Po obliki:
= Dolge,
=  Kratke,

= Ploscate

= Nepravilnih oblik.

Po tipu tkiva:

» Kompaktna ali kortikalna kostnina, je trd zunanji del kostnega tkiva, v njem se kopicijo
kalcij, fosfati in kolagen tipa 1, ki se koncentri¢no razporejajo okoli Haversovih kanalov skozi
katere potekajo krvne in limfne Zile, ter zivci. Kortikalno kostno tkivo predstavlja 80 %
volumna in le 30 % povrSine kosti. Vecina presnovnih procesov v kosti se vr$i na njeni
povrsini.

* Spongiozna ali trabekularna kostnina sestavlja mineralnega mrezja krhkih kostnih
trabekul in predstavlja vecinski delez povrSine kosti.
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1.1.2. KEMIJSKA SESTAVA KOSTI

Organski matriks (35 %), daje kosti strukturo, proznost in jo varuje pred deformacijo.

= Organske snovi:

Kolagenska vlakna (90 %), (vec¢inoma kolagen I, prisotni tudi V, VI, VII)

Osnovna substanca (10 %) vsebuje: glikoprotein, osteokalcin in fosfoprotein osteonektin.

= Celice:

Osteociti predstavljajo 90 % vseh kostnih celic, nastanejo iz osteoblastov, ko jih v celoti obda
matriks. Z dolgimi citoplazemskimi izrastki se povezujejo in zapolnjujejo lakune, ki se s
kos¢enimi lamelami koncentri¢no razporejajo okoli Haversovih kanalov. Imajo pomembno
vlogo pri izmenjavi snovi med kostno tekoc¢ino in zilami. Njihovo delovanje povezujejo z
obcutljivostjo na mehanske spremembe in koordinacijo resorpcije in izgradnje kosti.
Osteoblasti nastajajo iz mezenhimalnih mati¢nih celic, proizvajajo vecino organskega
matriksa. Glede na stopnjo razvoja lahko postanejo aktivni osteoblasti, popolnoma obdani z
matriksom postanejo osteociti ali postanejo neaktivni in tvorijo osteoprogenicne celice.
Vsebujejo receptorje za PTH in vitamin D in so odgovorni za kostno izgradnjo.

Osteoklasti so velike, mnogo jedrne celice, nastajajo iz hematopoeticnih mati¢nih celic.
Imajo veliko celi¢no povrsSino, ki omogoca aktivno izmenjavo med intra- in ekstracelularnim
prostorom. Izrazajo tartrat rezistentno kislo fosfatazo (TRAP) in katepsin K. Po kostni
povrsini se dobro gibljejo in so odgovorni za resorbcijo kosti.

Osteoprogenicne celice nastajajo iz mezenhimalnih mati¢nih celic. So tanke dolge celice, ki
pokrivajo vecino kostne povrSine odraslega skeleta. S citoplazmatskimi izrastki se povezujejo
med seboj in z osteocitami. Njihova vloga Se ni doreCena, povezujejo jih z izloanjem
encimov, ki odstranjujejo osteoid, definirajo kot prekurzorje osteoblastov, povezujejo s
kristalizacijo ali jim pripisujejo vlogo pri barieri med kostjo in ekstracelularno tekocino.

= QOsteoid sestavlja mineraliziran organski matriks prepleten s proteinskimi vlakni kolagena.
Anorganska mineralna komponenta (65 %), daje kosti trdoto, mo¢, trdnost, stanovitnost,
odpornost proti sili pritiska in natega. Kopici kalcij, fosfor, magnezij, baker in minerale soli,

predvsem soli kalcija in fosforja®’.

1.1.3. FIZIOLOSKA REMODELACIJA KOSTI

Skelet je kompleksen in dinamiCen organ in ima Stevilne naloge (varuje mehka tkiva, kopici
soli kalcija in fosfatov, je krvotvorni organ, daje oporo, omogoca gibanje). V razvoju ¢loveka
se kontinuirano spreminja, tako, da se stara kostnina odstranjuje in nova izgrajuje. Ta proces
je dinamicen in dolgotrajen in ga imenujemo proces kostne remodelacije v katerem so
osteoblasti odgovorni za gradnjo kostnine, osteoklasti pa za razgradnjo.

Izgradnja in razgradnja kosti sta v ravnovesju in ohranjata ¢vrstost in integriteto kostnine, ker
so ohranjeni vsi mehanizmi samokontrole, lastnega popravljanja in sposobnosti adaptacije na
stres. V enem letu se obnovi priblizno 10 % celotnega skeleta. Ciklus ima Sest faz in traja
priblizno S$tiri mesece.

o AKTIVACIJA OSTEOKLASTOV

Mezenhimske stromalne celice, osteoblasti ali njihovi prekurzorji izlo¢ajo makrofagne
kolonije spodbujajoci faktor (M-CSF), ki se veze na c-Fms prekurzorje osteoklastov, kar
omogoca njihovo prezivetje, diferenciacijo in proliferacijo. Potrebna je prisotnost citokinov:
interlevkin 1 (IL-1) in 6 (IL-6) in dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-a). Celice
osteoblastov imajo na povrSini ligand RANK, ki se veze na receptor RANK, ki je na
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povrsini osteoklastnih prekurzorjev, tako pride do aktivacije NF- kB transkripcijskega
faktorja ob prisotnosti 1,25(OH), vitamina D3, ki vodi v ekspresijo gena za diferenciacijo
osteoklasta in njegovo aktivacijo™®.

o RESORPCIJA

Osteoklasti se preko tockastih stikov-podozomov, ki jih tvorijo aktin in drugi citoskeletni
proteini: vinkulin, talin in a aktinin, ki poveZejo transmembranske proteine integrine z
aktinskimi filamenti, poveZejo s kostnim mineraliziranim matriksom. Zacne se
demineralizacija, ki poteka ob prisotnosti klorovodikove kisline (HCI), ki nastaja zaradi
delovanja vodikove protonske ¢rpalke in klorovih ionskih kanalov, ter ionskih transportnih
dogajanj v osteoklastih. To zniza v resorptivni mikrosredini pH na 4,5 in vodi do razgradnje
kostnih mineralov. Spro$¢anje lizosomskih proteaz, predvsem katepsina K, vodi v razgradnjo
kolagena. Sproscajo se tudi katepsin B in L, ter metaloproteaze, katerih vloga ni popolnoma
jasna. Produkte razgradnje: Ca’, fosfati, Mg, pyridolin, pyridin, N-telopeptidi kolagena,
hidroksiprolin in hidroksilizin se izlo¢ajo v ekstracelularno tekoc¢ino, ki jih osteoklasti s
transcitozo odstranijo. Osteociti izlo¢ajo osteoprotegerin (OPQG), ki prepreci interakcijo med
RANKL in RANK in zavira delovanje osteoklastov. Po prenehanju resorpcije, se osteoklasti
odcepijo od kosti in se premestijo na novo mesto, kjer se pricne nov ciklus resorpcije ali
umrejo v procesu celi¢ne programirane smrti ali apoptoze™. Hormoni $itnice ( tyroksin in
trijodotyronin) in estrogeni stimulirajo aktivnost osteoklastov in pospesujejo razgradnjo kosti.
Njihovo aktivnost nakazuje tudi tartrat odporna kisla fosfataza (TRAP). Prostaglandini
inhibirajo osteoklaste, hkrati pa vplivajo na njihovo ve&jo tvorbo in proliferacijo’’. IL-1 in
TNF zavirajo apoptozo osteoklastov (pospesujejo pri osteoblastih) in skupaj z TGF-B vplivajo
na sintezo prostaglandinov, ki sprozijo resorpcijo kosti™.

o PREOBRAT

Predpostavljajo, da visoka koncentracija kalcijevih ionov v blizini resorptivne povrSine
osteoklasta deluje na specifi¢ne receptorje, ki ustavijo proces resorpcije in povzrocijo odcep s
povrsine. Estrogeni in bifosfonati delujejo inhibitorno, tako, da sproZijo proces apoptoze
osteoklastov. Deaktivacijo osteoklastov vzpodbudi tudi vezava kalcitonina, ki ga izloc¢ajo
parafolikularne celice $¢itnice. Mononuklealne celice se razvijejo v makrofage, ki ocistijo dno
lakune in ga prekrijejo s cementom.”'*

o AKTIVIRANJE OSTEOBLASTOV
Kostni ekstracelularni matriks izlo¢a insulinu podoben rastni faktor -1 ( IGF-I) in
transformirajoci rastni faktor B (TGF-B), ki prispevata k okrepitvi in aktivaciji

osteoblastov v lakuni.?”'%’

o NASTAJANIJE OSTEOIDA

Osteoblasti sintetizirajo predvsem kolagen tipa I. Prokolagen, ki je sestavljen iz dveh al in
ene 02 polipeptidnih verig, ki vsebujejo hidroksilirane proline in lizine izlo¢ajo osteoblasti.
Cepijo se C-terminalne regije, katerih propeptidi se izlo¢ijo tudi v ekstracelularno tekoc¢ino in
N- terminalne regije, ki se vgradijo v kost in tvorijo trojni heliks kolagena tipa I. Strukturo
kolagena tipa I stabilizirajo tri molekule kolagena: piridinolin, ki se nahaja v kolagenu tkiv
zunaj kosti in DPD, ki se nahaja v kosti, dentinu, skeletnih miSicah in aorti. Nehelikalne
enote kolagena tipa I na C- in N- koncih se imenujejo N-telopepid (NTX) in C-telopeptid
(CTX). Prepletanje vlaken tvori stabilno strukturo in trdnost. Osteoidni matriks tvorijo tudi
osteopontin, osteonektin in osteokalcin, ki so produkti osteoblastov.?”'’
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Slika 2: Shematski prikaz ekstracelularnega matriksa kosti

Mineralizirani ekstracelularni matriks v kosti je prekrit z nemiraliziranim ekstracelularnim
matriksom (osteoid), ki ga tvorijo osteoblasti. Osteoblasti tvorijo enoceli¢ni sloj, ki prekriva
kostno povrsino. (A)

Iniciacijo resorpcije kosti sprozijo hormoni: citokini ali neznani aktivacijski receptorji prisotni
na osteoblastih, ki vodijo v degradacujo osteoida (B) in v poveCano izrazanje M-CSF in
RANKL. (C)

M-CSF aktivira sorodne receptorje c-fms na progenitorskih celicah osteoklastov, kar vodi v
proliferacijo in v vecje prezivetje. Prav tako RANKL aktivira receptor RANK na
progenitorskih celicah osteoklastov, kar vodi v diferenciacijo celici¢ne linije osteoklastov. (D)
Diferenciacijo osteoklastov sprozi vezava ligandov na imunoreceptorje FcR in DAP12. (D)
Konec diferenciacija mononuklearnih progenitorskih celic osteoklastov se zaéne s spojitvijo
v prehodni mnogojedrni osteoklast (E), ki postane aktiven osteoklast za resorpcijo kosti. (F)
Osteoklasti napadejo mineralizirano kostno povr$ino, ko se osteoblasti pomaknejo iz
podrog&ja. (F) (Slika 2)"*

o MINERALIZACIA

Osteoblasti imajo na celicni povrSini receptorje za PTH, ki ga izloca endokrina Zleza
obi¢itnica v odvisnosti od koncentracije Ca™" v plazmi*>. Vezava PTH na receptor sprozi
sintezo alkalne fosfataze, s povrSine osteoblastov se pod vplivom encima
glikozilfosfatidilinozitol specificne fosfataze D sprosti alkalna fosfataza, kot topna dimerna
in/ali netopna nespremenjena oblika. Alkalna fosfataza katalizira hidrolizo fosfatnih estrov na
celicni povrSini osteoblastov in tvori visoko koncentracijo fosfatov potrebnih za
mineralizacijo kosti.

Kostni sialoproteini so kisli proteini z visoko afiniteto do hidroksiapatit kristalov in imajo
Arg-Gly-Ast podroc¢je (RGD), ki delujejo kot ligandi za integrine na celi¢ni povrSini. BSP
sintezo sprozi 1,25(OH),Ds3, ki jo regulirana prostaglandin E, (PGE») in sodelujejo pri
mineralizaciji kosti, tako da se kopi¢ijo v matriksu, kot tudi osteokalcin, osteopontin in
osteonektin.”

Minerali se vgrajujejo v in med kolagenska vlakna, koli¢ina vode in nekolagenskih proteinov
upada, razporeditev in koli¢ina kolagenskih vlaken ostaja enaka. To potrjuje naras¢anje moci
in trdnosti kosti. Kvaliteto in kvantiteto izgradnje kosti regulirata osteokalcin in osteonektin,
ki ju izlo¢ajo osteoblasti.””'*’ (Slika 2)
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Slika 3: Shematski prikaz remodelacije kosti

Remodelacija kosti v kostni mnogoceli¢ni enoti se zacne tako, da osteoblasti aktivirajo
diferenciacijo, zdruzitev in aktivacijo osteoklastov. (A,B) Ko nastane resorpcijska lakuna,
osteoklasti zapustijo to podrocje, pojavijo se enojedrne celice, ki ocistijo ostanke organskega
matriksa in tvorijo cementno povrSino na dnu lakune. (C) Med resorbcijo zdruzitveni faktorji,
IGF-I in TGF, ki so produkt ekstracelularnega matriksa prispevajo k premiku in aktivaciji
osteoblastov v resorpcijsko lakuno. (D) Osteoblasti nato zapolnijo lakuno z novo kostnino. Ko
je dosezena enaka koli¢ina kostnine, kot so jo osteoklasti resorbirali je proces remodelacije
zaklju€en. Mineraliziran ekstracelularni matriks se pokrije z osteoidom in enoceli¢nim slojem
osteoblastov. (E)*' (Slika 3)

1.1.4. DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA KOSTNO REMODELACIJO

Posamezne stopnje remodelacije natan¢no uravnavajo in nadzorujejo sistemski dejavniki, ki

vplivajo na osteoblaste in osteoklaste preko uravnavanja sinteze in delovanja lokalnih
L . L . 1 272832333435,14

dejavnikov in so opisani v preglednici [.27%3%33-343>-147

V dolocenih stanjih izgradnje in razgradnje kosti, pri katerem homeostaza ni vzpostavljena
zaradi spremenjenega poteka posameznih faz remodelacije, se pojavijo kostne bolezni
razgradnje (osteoporoza) ali kostne bolezni izgradnje (osteopetroza).’>*
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Preglednica I: Vpliv lokalnih in sistemskih dejavnikov na kostno remodelacijo

DEJAVNIK TVORBA KOSTNINE RESORBCIJA
KOSTNINE
Parathormon pospesuje pospesuje
& | Kalcitriol pospesuje Ne vpliva
E Kalcitonin ne vpliva zavira
< — - - -
— | Estrogeni in androgeni zavira zavira
2 Vitamin D; pospesuje pospesuje
c% Inzulin pospesuje ne vpliva
S e — —
= Tiroksin pospesuje pospesuje
Z | Glukokortikoidi zavira zavira
Rastni hormon pospesuje ne vpliva
Prostaglandin E, pospesuje pospesuje
| Interlevkini (IL1-6, IL 11) / pospesuje
E Interlevkin 1 zavira pospesuje
g Faktor tumorske nekroze a / pospesuje
> Faktor tumorske nekroze 3 / zavira
5 Trombocitni rastni faktor pospesuje pospesuje
S Transformirajoci rastni faktor 3 pospesuje zavira
Kolonije stimulajo¢i rastni faktor |/ zavira
1.2. OSTEOPOROZA

Leta 1994 je svetovna zdravstvena organizacija (WHO) definirala, da je osteoporoza
sistemska skeletna bolezen, pri kateri je T vrednost izmerjene mineralne gostote kosti (BMD)
za 2,5 ali ve€ standardnih deviacij (SD) pod povpre¢no vrednostjo za mlade odrasle osebe, ob
socasni spremembi mikro arhitekture kostnega tkiva in vodi do vec¢je lomljivosti kosti . O
normalni BMD govorimo, &e je T vrednost BMD znizana za manj kot 1 SD. Ce je T vrednost
BMD zmanjSana od 2,5 SD do 1 SD pod povpre¢jem za mlade odrasle, govorimo o
osteopeniji. Znizanje BMD za 1 SD pod srednjo vrednost, to je za 10 do 12 odstotkov, poveca
verjetnost zlomov merjenega predela 2- do 2,5-krat’. (Preglednica IT)

Preglednica II: Klasifikacija osteoporoze glede na T vrednosti.

Normalno BMD >-1,0

Znizana kostna masa (osteopenija) BMD>-25in<-1,0

Osteoporoza BMD <-2,5

Tezka oblika osteoporoze BMD < - 2,5 s prisotnostjo lomljivosti kosti
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1.2.1. PREVALENCA

Dovzetnost starejSih ljudi za vec¢jo pogostnost zlomov kosti je znana ze najmanj 200 let.
Danes pogostost osteoporoze na Danskem znasa 5 %, v Veliki Britaniji 7,8 % in v ZDA 25 %.
V Sloveniji je prevalenca osteoporoze pri Zenskah nad 50. letom 27,5 %, pri moSkih nad 60.
letom pa 16,6 %. S starostjo deleZ osteoporoze naras¢a. Pri Zenskah nad 65 let je delez 40,6
%, pri moskih nad 65 let je 16,7 %. Klini¢na slika osteoporoze je pred pojavom osteoporoznih
zlomov neznalilna in neprepoznavna. V Sloveniji prejema terapijo le 21,7 % bolnikov z
osteoporozo. Zlomi so pozni zapleti osteoporoze. Vretenca, kolk in zapestje so mesta, kjer so
zlomi zaradi osteoporoze najpogostejsi. Zdravljenje zlomov zahteva veliko dela in finan¢nih
sredstev v vseh segmentih zdravstvenega varstva in celotne druzbe. Zato je osteoporoza
tipicna bolezen, pri kateri so preventivni ukrepi z vidika stroSkov in zapletov bolezni izjemno
pomembni. Zato so potrebne raziskave, ki bi razkrile zanesljiv dejavnik zgodnje opredelitve
za obolelost z osteoporozo, Ze veliko pred pojavom zapletov’.

1.2.2. VRSTE OSTEOPOROZE

PRIMARNA OSTEOPOROZA

Pojavi se pri obeh spolih in v vseh starostih. Verjetnost obolelosti pa se s starostjo povecuje.
Osteoporoza tipa I ali pomenopavzna osteoporoza se pojavi 15-20 let po nastopu menopavze.
Prvi izrazit padec kostnine nastopi v 60. letih in drugi v 70. letih. Zaradi pomanjkanja
estrogena, ki pospesuje kostno remodelacijo, se zmanjsa trabekularna kostnina. ZmanjSana se
produkcija 1,25 dihidroksi vitamina D3 (1,25(OH),D3), ki povzro¢i zmanj$ano absorpcijo
kalcija in hiperparatiroidizem.

Osteoporoza tipa II ali senilna osteoporoza, prizadane moske in Zenske po 70. letu starosti in
se izraza z izgubo kortikalne in trabekularne kosti. Vzroki za pojav $e niso znani'.

SEKUNDARNA OSTEOPOROZA
Pojavi se zaradi drugih bolezni, zdravil in drugih dejavnikov okolja, ki vodijo v izgubo
kostnine.

1.2.3. DEJAVNIKI TVEGANJA ZA RAZVOJ OSTEOPOROZE

Dejavniki tveganja osteoporoze zavirajo gradnjo kostnine v obdobju rasti ali pospesujejo
njeno razgradnjo v kasnejSem starostnem obdobju. Vplivajo na vrednost najvecje doseZene
BMD.

e SPOL

Pospesena izguba BMD pri zenskah se za¢ne med 40. in 44. letom, zaradi pomanjkanja
estrogenov in doseze viSek znizevanja med 50. in 54. letom, nato se stabilizira.. Pri moskih
nastopi padec BMD med 25. in 39. letom starosti, torej prej kot pri zenskah. Drugo obdobje
pospesenega znizevanja BMD je po 70. letu starosti pri Zenskah in po 65 letu pri mogkih®.
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Slika 4: Spreminjanje BMD glede na spol in starost

Iz slike 4 je razvidno, da se pri Zenskah in moSkih BMD spreminja s starostjo. V zgodnji
odraslosti doseze BMD najvis§jo vrednost tako pri zenskah, kot pri moskih(polna ¢rta). Pri
zenskah se pojavi vecja izguba s starostjo in nastopom menopavze. Nizka vrednost BMD v
starejSem obdobju je lahko posledica nizke vrednosti najvisje dosezene BMD v mladosti
(Crtkana Crta) ali zaradi povec€ane izgube kostnine, ki je posledica staranja (Crta s pikami). Oba
vzroka lahko pri posameznikih sovpadata, tako pri mogkih, kot pri Zenskah.”

e STAROST

Je vodilni dejavnik znizane BMD. Kriticno nizka BMD v starosti je pogojena z najvecjo
BMD, ki jo dosezemo med 25. in 30. letom starosti. Vrednost BMD je nato relativno stabilna
do 45-55 leta, oziroma do nastopa menopavze pri zenskah. Nato za¢ne vrednost BMD padati
pri obeh spolih. Zenske doseZejo niZzjo najvedjo BMD kot moski. S starostjo se zmanj$a
tvorba nove kosti tako pri Zenskah kot pri moskih, verjetno zaradi krajSe zivljenjske dobe
osteoblastov in daljSe zivljenjske dobe osteoklastov, nenormalnega signaliziranja osteocit in
psiholoskih dejavnikov. Pomanjkanje estrogena v pomenopavznem obdobju je tipicni
negenetski dejavnik v etiologiji osteoporoze. S starostjo upada tudi intenziteta absorpcije
kalcija v duodenumu.®

e NACIN ZIVLIJENJA

Uzivanje alkohola povzroci povecanje paratiroidnega hormona (PTH) in zmanjSuje resorpcijo
kalcija. Vpliva na izlo¢anje kalcija v urinu, to vodi v nizjo koncentracijo kalcija v serumu in
znizanje BMD.'*®

Kajenje vodi v zniZevanje BMD, &eprav natanéen mehanizem delovanja $e ni razjasnjen.'”
Fizicna aktivnost pove¢a BMD tako pri zdravih, kot pri obolelih z osteoporozo. Zmerno
gibanje v otros$tvu in dobi odras¢anja poveca BMD na kolku za 10 %, kar je povezano z
manj$o verjetnostjo zlomov kolka.'® Intenzivna fizi¢na aktivnost 3portnikov, balerin,
maratoncev... in odsotnost menstruacij, v odvisnosti telesne mase, zmanjSa koli¢ino
estradiola in progesterona, kar vodi v nizjo BMD v obdobju premenopavze. Nizja BMD
atletov z manjSo koncentracijo steroidov vodi v zlome kratkih kosti stopala in jih ne uvr§¢amo
v rizi¢no skupino osteoporoznih zlomov.

Redko izpostavljanje son¢nim Zarkom zmanjSa sintezo vitamina D, kar ima za posledico
malabsorpcijo kalcija, ve¢ kot pet krat nizjo koncentracijo 25-hidroksivitamina D in nizji
BMD.’

Nosecnost vodi v krhkost vretenc v tretjem trimestru. Znizana BMD med nosecnostjo in
laktacijo je samo zaGasen pojav. '
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e TELESNA ZGRADBA
Astenicna konstitucija-pod 58 kg je povezana z nizjim BMD in vecjo verjetnostjo obolenja z
osteoporozolo’68.

e RASA

Crnci imajo vi§ji BMD in pocasnejse starostno odvisno zniZevanje BMD kot belci, zaradi
medsebojnega vpliva genetskih faktorjev in okolja. Zato so belci bolj podvrzeni verjetnosti za
zlome'*%7°, (Slika 5)
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Slika 5: BMD-Is in BMD-fn pri beli in ¢rni rasi

Prikazuje BMD na vratu stegnenice in na lumbalni hrbtenici med 503 starejSimi belimi moski
in 191 starejSimi ¢rnci. Razporeditev je statisticno znacilna za rase, na obeh delih telesa
(p=0,01)".

e ZGODNJA MENOPAVZA

Zenske pri katerih nastopi menopavza pred 40 letom imajo ve&jo verjetnost, da zbolijo za
osteoporozo, zaradi negativnega ravnovesja kalcija, ki je posledica pomanjkanja steroidov,
kar vodi v negativno kostno remodelacijo in izgubo kostnega tkiva. Cas nastopa menopavze je
odvisen od dejavnikov okolja (uzivanje alkohola, kajenje, fizi¢na aktivnost, diete, izobrazbe,
Gas rojstva prvega in zadnjega otroka...) in genetskih faktorjev® (kandidatni geni:
apolipoprotein E (APOE); polimorfizem (Pvull) na genu za ERa .*'®

e POZNA MENARHA, OLIGOMENOREA ali AMENOREA

Cas nastopa menarhe je pomemben bioloski napovedovalec kostne mase, zato je zgodnji
nastop prve menstruacije napovedovalec vec¢je maksimalno dosezene BMD, zaradi zgodnje in
kontinuirane prisotnosti estrogenov, ki so pomemben dejavnik vzdrZzevanja homeostaze v
kosti.

Zenske, ki imajo ve¢ kot 50 % menstruacij glede na normalno $tevilo pri¢akovanih ciklov,
dosezejo le 88 % kostne mase, glede na Zenske z normalnim $tevilom menstruacij. Ce $tevilo
ciklov menstruacij pade pod 50 %, glede na Zenske z rednimi menstruacijami, dosezejo le Se
69 % kostne mase Zensk z normalnim S$tevilom menstruacij. Asimptomatski oligo- ali
amenorea sta posledica nizkega nivoja estradiola in vodita v nizko BMD pri zenskah v

. 12,18
premenopavzi.

e PREHRANA
Hrana z veliko vsebnostjo soli in proteinov vodi v nizjo BMD zaradi povecanega renalnega
izlo¢anja kalcija,29’3°’149
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Nizka koli¢ina proteinov v prehrani je povezana z vecjo verjetnostjo zlomov zaradi
podhranjenosti in Sibke telesne zgradbe.

Vnos kalcija vpliva na BMD in biokemi¢ne kazalce."> Sogasno pomanjkanje kalcija in
vitamina D v prehrani moc¢neje vpliva na znizanje BMD, kot ¢e bi primanjkoval le kalcij.
Manjsi vnos vitamina D zmanj$a BMD in pove&a nevarnost zlomov kolka.®

Vitamin K omogoca karboksilacijo osteokalcina, ki je pomemben dejavnik kostne izgradnje,
zato pomanjkanje zaradi neuravnotezene prehrane povea nevarnost zlomov kolka."

e DOLGOTRAIJNO UZIVANJE ZDRAVIL

Glukokortikosteroidi pospeSujejo znizevanje BMD in vplivajo na zlome hrbtenice v vec;ji
meri pri ¢rni rasi kot pri beli. Vplivajo na replikacijo in diferenciacijo osteoblastov in
vzpodbujajo apoptozo zrelih osteoblastov. Glukokortikosteroidi zavirajo regulacijo genov, ki
kodirajo kolagen, osteokalcin, TRPV6 in Ca*" kanale, ki se izrazajo v epitelu duodenuma’.
Izkazalo se je, da so ljudje razlicno dovzetni za vpliv kortikosteroidov, kar nakazuje
korelacijo gen-okolje in nakazuje potrebo za nadaljne raziskovanje.”

Studije o vplivu jemanja oralne kontracepcije v obdobju premenopavze e niso ovrgle ali
potrdile enotnega dokaza o vplivu na BMD in verjetnostjo za zlome.

Antikoagulantna terapija s heparinom ima morda negativen vpliv na BMD ob prisotnosti
drugih rizi¢nih faktorjev kot so: nepokretnost, nose&nost in endokrine bolezni.”"*

Ledvi¢ni bolniki po transplantaciji ledvic prejemajo ciklosporine in v 88 % primerov pride do
izgube kostne mase in obolelosti za osteopenijo ali osteoporozo.

Reveromycin A, destruksini, statini, ciklosporin A,simbioimin, prodigiozin zavirajo
diferenciacijo ter funkcijo osteoklastov, funkcijo in/ali njihovo prezivetje, torej zavirajo
razvoj osteoporoze. Statini zavirajo resorpcijo osteoklastov in stimulirajo osteoblaste zato
pospesujejo kostno izgradnjo."

e BOLEZNI

Bolezni, ki razvijejo kot spremljajoce bolezensko stanje osteoporozo, ki jo, kot posledica
druge bolezni imenujemo sekundarna osteoporoza so:

Cushingov sindrom spremlja nizja vrednosti BMD in pojav osteoporoze, zaradi poveCane
koncentracije glukokortikoidov, ki zmanjSajo produkcijo osteoblastov, zmanjsajo absorpcijo
kalcija v revesju in ledvi¢nih tubulih.'

Hiperparatiroidizem je bolezen povecane proizvodnje PTH, kar vodi v nenormalno
homeostazo kalcija in pove&ano resorpcijo kostnine tako pri Zenskah kot pri moskih.'’
Hiperparatiroidizem vodi v povecano remodelacijo.

Hipogonadizem se izraza z nizko koncentracijo folikel stimulirajo¢ega hormona (FSH) in
estrogenov, ki stimulirajo resorpcijo osteoklastov, kar vodi v osteoporozo in prisotnost
zlomov hrbtenice."®

Parkinsonova bolezen je pogosto vzrok sekundarne osteoporoze. Bolniki imajo nizko BMD in
nezadostno absorpcijo kalcija. Statisticne raziskave kazejo pozitivno znacilno korelacijo med
BMD in telesno maso, ter negativno znacilno korelacijo med BMD in starostjo, tezavnostjo
parkinsonove bolezni in nivojem osteokalcina.”

Anorexia nervosa se najpogosteje pojavi v dobi adolescence, ¢asu intenzivnega naras¢anja
BMD. Pri obolelih z anoreksijo se pojavi mnogo dejavnikov, ki pospeSujejo znizevanje BMD
in razvoj osteoporoze: amenoreja, nizje vrednosti insulin rastnega faktorja ena (IGF-1), visok
nivo kortizola in izguba telesne mase.'®"

Akromegalija se izraza z vecjim nivojem rastnega hormona (GH) in insulinu podobnega
rastnega faktorja ena (IGF-1), kar vodi v znizanje BMD, pri tem je potrebno upoStevati stanje
spolnih Zlez, spol in bolezensko stanje.’
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Diabetes vodi v hiperglikemijo in porast produktov glikationa. To vodi v moteno homeostazo
kalcija, znizanje izloCanja paratiroidnih hormonov, padca absorpcije kalcija zaradi manjSega
delovanja vitamina D, poveca se izloCanje kalcija skozi ledvica, zmanjSa se funkcija
osteoblastov in spremeni se kvaliteta kostnine. Zaradi metabolicnih sprememb se kopici
mascoba, ki poveca BMD in S§Citi pred pojavom osteoporoze, ¢e bolnik uravnava
hiperglikemijo in se primerno giblje.”

Revmatoidni artritis vodi v znizanje BMD. Zaradi vec¢je koncentracije steroidov in/ali
nastopa pomenopavze se pojavi povecana resorpcija. Vnetna citokina: dejavnik timorske
nekroze alfa (TNFa) in interlevkin ena (IL-1) pospeSujeta diferenciacijo in aktivacijo
osteoklastov in razvoj osteoporoze.”™

Bolniki s kroni¢no ledvi¢no boleznijo obolijo za osteoporozo zaradi pomanjkanja hormonov
spolnih Zlez (estrogeni, testosteron), padca vnosa kalcija in/ali nastopa pomenopavze.
Ledvi¢ne bolezni razvijejo fenotip z renalno osteodistrofijo.™®

Mastocitoza, bolezen kopic¢enja mascobnih celic, katerih produkti pospesSujejo resorpcijo kosti
in pospesujejo razvoj osteoporoze.”

Vnetna crevesna obolenja vodijo v zniZevanje BMD, razvoj osteoporoze in porast zlomov
zaradi pomanjkanja vitamina D, malabsorpcije, nezadostne prehrane in vnetja. Malabsorpcija
kalcija in pomankanje vitamina D (obiajno pri starejSih) povzro¢i sekundarni
hiperparatiroidizem, zato se poveca koncentracija PTH, ki vpliva na povecano resorpcijo v
kosti.?*

Downov sindrom, kot posledica trisomije kromosoma 21 se fenotipsko izraza z nizjo BMD in
pove&ano verjetnostjo za obolelost z osteoporozo.*

1.2.4. DIAGNOSTIKA IN SPREMLJANJE ZDRAVLJENJA
OSTEOPOROZE

1.2.4.1. MERJENJE MINERALNE KOSTNE GOSTOTE

Osteoporozo lahko odkrijemo z merjenjem mineralne gostote kosti (BMD) Ze pred prvim
zlomom kosti. Pri tem se uporabljajo razli¢ne tehnike merjenja tako perifernih delov skeleta,
centralnega skeleta (ledvena vretenca) ali celotnega skeleta. Te tehnike vkljucujejo
enoenergetsko  absorpciometrijo  (SXA), dvoenergetsko absorpciometrijo (DXA),
kvantitativno racunalnisko tomografijo ter ultrazvo¢no kvantitativno ultrasonografijo. Zlati
standard za diagnostiko in spremljanje zdravljenja osteoporoze je dvoenergetska
absorpciometrija (DXA). Kostno gostoto merijo najpogosteje v podrocju ledvenih vretenc in
kolka, ki je cenen in lahko dostopen na&in diagnosticiranja.>*

Ker so spremembe v kostni masi relativno pocasne, s pogostim merjenjem mineralne kostne
gostote pa ne zaznamo sprememb, uporabljamo za spremljanje poteka bolezni in uspesnosti
terapije, za oceno intenzivnosti kostne remodelacije in za oceno ravnotezja procesov tvorbe
in resorpcije kosti biokemic¢ne kazalce kostne tvorbe in resorpcije kosti, ki jih dolo¢amo v
serumu ali v urinu. Biokemi¢ni kazalci omogocajo ugotavljanje sprememb presnove veliko
prej kot vrednosti BMD in s tem tudi hitrejSe in u€inkovitejSe ukrepanje.
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1.2.4.2. BIOKEMICNI KAZALCI

V procesu kostne izgradnje ali razgradnje, se tvorijo znacilni katabolicni in anaboli¢ni
produkti, spros¢ajo se v kri, in se izlo¢ajo z urinom skozi ledvica. Koncentracijo posamezne
substance lahko merimo v klini¢nem laboratoriju in ji pripiSemo vrednost biokemijskega
markerja. Kostni biokemi¢ni kazalci, ki se tvorijo med izgradnjo ali razgradnjo kosti se
imenujejo biokemicni kazalci izgradnje kosti ali  biokemicni kazalci razgradnje kosti.
Imenujemo jih biokemicni kazalci kostne remodelacije. Uporabljamo jih za oceno kostne
tvorbe in razgradnje v Casu zdravljenja osteoporoze. Strokovne smernice jih ne priporocajo za
diagnostiko osteoporoze.

1.2.4.2.1. BIOKEMICNI KAZALCI IZGRADNJE KOSTI

. Kostno specifi¢na alkalna fosfataza (BALP)

BALP je tetramerni produkt zrelih osteoblastov, ki se pod vplivom encima
glikozilfosfatidilinozitol specifi¢ne fosfataze D sprosti z njihove zunanje celi¢ne povrSine v
dveh oblikah: topna dimerna in netopna oblika. Pri zdravih predstavlja topna oblika 35-40 %
celotne ALP. Fiziolosko doseze aktivnost kostne ALP dva starostno odvisna maksimuma, ob
rojstvu in v puberteti zaradi spolnih hormonov. Koncentracija kostno specificne alkalne
fosfataze v serumu kaze na celi¢no aktivnost osteoblastov. Funkcija BALP Se ni popolnoma
razjasnjena, verjetno igra pomembno vlogo pri tvorbi osteoida in mineralizaciji.

Porast celotne ali kostno specificne ALP v serumu je kazalec z bolj predvidljivimi rezultati za
mnoge bolezni, kot osteokalcin. Vi§je vrednosti BALP napovedujejo vecjo verjetnost za
zlome.**

Metode za doloanje BALP v serumu so kemiluminiscentne imunoloske raziskave. Pri
spremljanju terapije je potrebno izmeriti vrednosti pred terapijo in 3-6 mesecev po pricetku
terapije. ALP v jetrih lahko vpliva na vrednosti BALP."** (Preglednica IIT)

Preglednica IlI: Referencne vrednosti BALP v serumu.”*

Leta Moski Zenske

7-9 let 48.6-140.4 pg/L | 36.3-159.4 pug/L
10-12 let 48.8-155.5 pg/L | 44.2-163.3 pg/L
13-15 let 27.8-210.9 pg/L | 14.8-136.2 pg/L
16-17 let 15.3-126.8 ug/L | 10.5-44.8 pg/L
25 let in starej$i | 6.5-20.1pug/L

Premenopavza 4.5-16.9 pg/LL
Pomenopavza 7.0-22.4 ng/L

. Osteokalcin (OC)

Osteokalcin je y peptid bogat s karboksiglutaminsko kislino, ki ga sintetizirajo osteoblasti. Je
nekolagenski protein kostnega matriksa. Njegova natan¢na vloga Se ni znana. Znano pa je, da
ima visoko afiniteto do hidroksipatita, ki je struktura kalcijevega fosfata, ki se veze na
DNA."” Koncentracija OC v serumu izraa njegovo sintezo v osteoblasth v fazi
mineralizacije in je visoko specificen biokemicni kazalec. V cirkulacijo gre samo 50 % OC,
druga polovica se vgradi v hidroksipatit. V serumu je ve¢ oblik OC: 1/3 intakten OC, 1/3 N-
terminalni srednji del in 1/3 manjsi deli. Prisotnost premalo karboksiliranega OC napoveduje
rizicnost za zlome kolka in je v negativni zvezi z BMD.
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Razgradnja OC poteka v ledvi¢nih glumerulih, ¢e je njihova funkcija zmanjSana, pride do
porasta S-OC.

Porast S-OC se pojavi pri visokem razmerju med kostno izgradnjo in razgradnjo in nakazuje
pri¢akovane spremembe pri tvorbi kosti zaradi kirurkih ali terapevtskih posegov.*

Metode za dolocanje OC v serumu so elektrokemiluminiscentne imunoloSke raziskave.
(Preglednica IV) Pri spremljanju terapije je potrebno izmeriti vrednosti pred terapijo in 3-6
mesecev po pricetku terapije. Vrednosti OC pri pacientih z okvaro ledvic so skupek
direktnega in indirektnega OC."**

Preglednica IV: Referencne vrednosti OC v serumu.”*

Starost Moski Zenske

7-9 let 66-182 ng/mL | 73-206 ng/mL
10-12 let 85-232 ng/mL | 77-262 ng/mL
13-15 let 70-336 ng/mL | 33-222 ng/mL
16-17 let 43-237 ng/mL | 24-99 ng/mL
18 let in|11-50 ng/mL | 11-50 ng/mL
starejSi

1.2.4.2.2. BIOKEMICNI KAZALCI RAZGRADNJE KOSTNEGA TKIVA

Povecane koncentracije kazalcev resorpcije kosti v urinu ali serumu kazejo na povecano
aktivnost osteoklastov in poveano resorpcijo.’**® Posledica aktivnosti osteoklastov je
razgradnja kolagena tipa 1. Produkti razgradnje prehajajo v kri, kjer se dokon¢no razgradijo in
se izlo¢ijo v urin. To so derivati piridina (piridinolin in deoksipiridinolin) in derivati pirola, ki
so deli enote tropokolagenske strukture.

. Piridinolin (PYD) in deoksipiridinolin (DPD)

Molekule kolagena tip I so med seboj povezane in stabilizirane z molekulami PYD in DPD.
PYD in DPD se pojavljata v kosti, miSicah, kardiovaskularnem sistemu in ligamentih, katerih
razgradnja vpliva na koncentracijo v urinu izlo¢enega PYD in DPD, ki je za 20-100% vi§ja
kot pri zdravih. Zvisane vrednosti napovedujejo dvakrat vecjo verjetnost zlomov. Na
koncentracijo PYD in DPD vpliva tudi razgradnja s hrano vnesenega kolagena®*~.

Pri zdravih moskih zaradi cirkadianih ritmov doseze koncentracija f-DPD v serumu najvisjo
vrednost med 5.00 in 10.00 uro, ter najnizjo vrednost med 14.00 in 17.00 uro. Starej$i moski
imajo nizje maksimalne vrednosti v serumu. Cirkadiani ritem oslabi pri pacientih obolelih z
osteoporozo in tirotoksikozo. Vzrok je verjetno izguba teh ritmov tudi pri PTH in fosfatih, ki
regulirajo cirkadiani ritem f-DPD. Pri obolelih za osteoporozo in tirotoksikozo je porast
celotnega 24-urnega f-DPD moc¢no povecan zaradi povecane resorpcije.

Pri zdravljenju tirotoksikoze, se po dveh mesecih zdravljenja koncentracija v serumu
normalizira in opravicuje njegovo napovedno vrednost za porast BMD.

DPD je manj obéutljiv kazalec, ki sovpada s stopnjo resorpcije kosti glede na CTX.*
Referen¢ne vrednosti v urinu: Zenske: 3,0-7,4 nM DPD/mM kreatinina; moski: 2,3-5,4

nM DPD/mM kreatinina.*® Koncentracije piridina nam omogo&ajo spremljanje kratkoroéne
terapije (2-3 mesece). Dolo¢amo z encimsko imunolosko preiskavo.
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. Razmerje kalcij/kreatinin v urinu
Kalcij je kazalec raztapljanja kosti, ki je odvisen od prehoda kalcija glede na status PTH in
vnosa kalcija s hrano.

. Razmerje hidroksiprolin/kreatinin
Hidroksiprolin je kazalec razgradnje kolagena v kosti, vendar je vedno prisoten tudi kot
produkt razgradnje kolagena v hrustancu, kozi in vnosu kolagena s hrano.

. Tartrat rezistentna kisla fosfataza (TRACP)

Pri razgradnji kostnega matriksa se TRACP  spro$¢a iz osteoklastov in aktiviranih
makrofagov v kri zato je biokemicni kazalec resorpcije kosti. V serumu se nahajata dve
obliki: TRACP 5a, katere izvor je nedolo¢en in TRACP 5b, ki je produkt osteoklastov.

Studije so pokazale, da je S-TRACP 5b obgutljiv in specifien biokemié¢ni kazalec resorpcije
kosti in bi ga lahko uporabili za diagnostiko in spremljanje patogeneze skeleta. Potrebne bodo
Se nadaljnje raziskave za vrednotenje napovedne vrednosti TRACP.'*

. Kostni sialoproteini (BSP)

Koncentracija BSP v serumu je obcutljiv kazalec resorpcije v kosti in ima pomembno vlogo
pri napovedi ponovitve, rasti in Sirjenju malignih tumorskih celic pri raku dojk in multiplem
mielomu. Cirkadiani ritmi se izrazajo z visokimi vrednostmi v zgodnjih jutranjih urah in
nizjimi popoldanskimi vrednostmi.

Izrazito visje koncentracije BSP v serumu se pojavijo pri hiperparatiroidizmu, Pagetovi
bolezni, osteoporozi in osteomalaciji in poviSane pri reumatoidnem artritisu, anksilioznem
spondilitisu in normalni nose¢nosti.

Zdravljenje starejSih Zensk z estrogenom, kalcijem in vitaminom D povzro¢i ociten padec
BSP v serumu pri ponovnem pojavu zopet dvigne.*’

. Telopeptidi kolagena I z znacilnimi epitopi

V procesu resorpcije se z molekule kolagena I odcepijo beta-CTx, beta-pre¢no prekrizani
(beta-Crosslaps), 1 N terminalni pre¢no povezani telopeptidi (NTx), C-terminalni telopeptid.
Beta-CTx in beta-pre¢no prekrizani (beta-Crosslaps) telopeptidi imajo beta izomerizirane
8AA oktapeptide, ki tvorijo epitope C terminalnih telopeptidov. Beta-precno prekrizani
telopeptidi imajo en 8AA oktapeptid, beta-CTx pa dva.

Padec vrednosti CTx je zgodnji napovedovalec stabilizacije ali naraS¢anja BMD zaradi
ucinkovitosti terapije antiresorptivnih sredstev pri osteoporozi. Koncentracije v serumu in
urinu se znizajo za ve¢ kot 70 % pri zdravljenju z bifosfonati in za 50 % pri hormonalni
terapiji. Maksimalni u¢inek zaznamo po 3-6 mesecih terapije, vrednosti pa napovedujejo
vrednosti BMD, ki se bodo pojavile po 1-2 letih zdravljenja. Vrednosti CTx so obratno
sorazmerne z BMD.

Vrednosti CTx in deoksipiridinolina (DPY) v urinu ter S-CTx napovedujejo verjetnost
zlomov pri starejSih zenskah. S-CTx nakazuje razlike v kostnem statusu med dekleti v
adolescenci in drugimi starostnimi skupinami. StarejSe Zenske imajo za 23% viSje vrednosti
CTx glede na Zenske v premenopavzi. Hkrati zviSane vrednosti S-CTx in zniSanje
koncentracije  osteokalcina (S-OC) v serumu so povezane 2z revmatoidnim
artritisom.(Preglednica V)

Vrednosti CTx nakazujejo presnova kosti pri dializnih bolniki
Koncentracija S-CTx pri zdravih moskih variira zaradi cirkadianih ritmov in doseze najvisjo
vrednost med 7.00 in 11.00 uro, ter najnizjo vrednost med 14.00 in 17.00 uro. Starejs$i moski
imajo nizje maksimalne vrednosti v serumu. Pacienti z osteoporozo in tirotoksikozo imajo
oslabelost cirkadianih ritmov. Vzrok za to je verjetno izguba teh ritmov tudi pri PTH in

34,35
h™™".
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fosfatih, ki verjetno regulirajo cirkadiani ritem CTx. Pri obolelih za osteoporozo in
tirotoksikozo je porast celotnega 24-urnega CTx moc¢no povecana zaradi povecane resorpcije.
Napovedne vrednosti koncentracije CTx v serumu in urinu so med seboj primerljive za
napoved osteoporoti¢nih zlomov.

Metode za doloc¢anje beta-CTx v serumu so elektrokemiluminiscentne imunoloske raziskave.
(Preglednica V) Uporabljajo se za spremljanje antiresorptivne terapije pri zenskah v
pomenopavzi in pri posameznikih z osteopenijo. Test ne more zamenjati diagnosticiranja z
BMD'15}:ri interpretaciji rezultatov je potrebno upostevati dieto, fizi€no aktivnost cirkadiane
ritme.

. . 154
Tabela V: Referencne vrednosti CTx v serumu.

Starost Zenske Moski

18-29 let: 64-640 pg/mL 87-1200 pg/mL
30-39 let: 60-650 pg/mL 70-780 pg/mL
40-49 let 40-465 pg/mL 60-700 pg/mL
Pomenopavza: | 104-1008 pg/mL

50-69 let: 87-345 pg/mL
70 let ali vec: 80-1050 pg/mL

Koncentracije NTx se zniZzajo za 20-30 % pri zdravljenju s kalcitoninom, 35-50 % pri
zdravljenju z estrogeni in ve¢ kot za 50 % pri zdravljenju z alendronatom ali kombinaciji
alendronat estrogen. Vrednosti NTx so obratno sorazmerne z BMD.

Metode za dolocanje beta-NTx v serumu so kemiluminiscentne imunoloske raziskave.
(Preglednica VI) Pri spremljanju terapije je potrebno izmeriti vrednosti pred terapijo in 3-6
mesecev po pricetku terapije. 30-40% nizje osnovne vrednosti po treh mesecih terapije so
razlog za antiresorptivno terapijo.

Preglednica VI: Referencne vrednosti NTx v urinu’*

BCE = Bone Collagen Equivalent ali ekvivalent kolagena v kosti.”*

Leta Moski Zenske

7-9 let 167-578 nM BCE/mM kreatinin | 201-626 nM BCE/mM kreatinin
10-12 let 152-505 nM BCE/mM Kkreatinin | 173-728 nM BCE/mM kreatinin
13-15 let 103-776 nM BCE/mM kreatinin | 38-515 nM BCE/mM kreatinin
16-17 let 34-313 nM BCE/mM kreatinin | 20-144 nM BCE/mM kreatinin
18 let in starejsi 21-83 nM BCE/mM kreatinin

Premenopavza 17-94 nM BCE/mM kreatinin
Pomenopavza 26-124 nM BCE/mM kreatinin

. Katepsin K

Katepsin K je cisteinska proteaza in ima pomembno vlogo pri razgradnji v kostnem matriksu.
Cepi helikalno in telopeptidno regijo kolagena tipa 1. Katepsin K merimo v plazmi in serumu
z laboratorijskimi testi ELISA. Je novejSi biokemicni kazalec, ki obeta moznosti razvoja
novih terapevtskih u¢inkovin za inhibicijo resorpcije kostnega tkiva.'>
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1.2.4.2.3. VPLIVI RAZLICNIH FAKTORJEV NA BIOKEMIJSKE KAZALCE

STAROST

Vpliv starosti na bioloske in kemijske kazalce

U-DPD, U-PYD in U-NTX so kazalci, ki imajo vi$jo koncentracijo ob rojstvu, kot v kasnejSih
letih. Prav tako velja za kazalce kostne izgradnje: BALP, PICP in S-OC sledijo kazalcem
kostne resorpcije. Koncentracije ob rojstvu so zelo velike, verjetno zaradi hitrega procesa
rasti, nato pospeSeno padajo do drugega leta starosti, ki mu sledi kontinuirano a pocasno
upadanje koncentracij. V sredini pubertete pride do ponovnega porasta koncentracij kostnih
biokemijskih kazalcev zaradi ve¢jega delovanja hormonov spolnih zlez.

Nekatere raziskave so pokazale, da je porast biokemijskih kazalcev resorpcije (U-NTX, U-
CTX) tudi za 50-100% vecji glede na kazalce izgradnje (BALP, OC) kosti v pomenopavzi
glede na premenopavzo.

Pri moskih je porast kazalcev resorpcije manj o€iten kot pri Zenskah.

Tako pri zenskah, kot pri moskih raziskave biokemi¢nih kazalcev niso enotne in kazejo tudi
nasprotujoce si rezultate.

upadajo enakemu trendu sledijo kazalci kostne izgradnje: BALP, PICP in S-OC.

Ob rojstvu pride do zviSevanja koncentracije biokemijskih kazalcev, ki doseze vrh ob enem
mesecu starosti zaradi pospeSene rasti. V tretjem mesecu starosti pride do pospeSenega
upadanja, ki se stabilizira po drugem letu starosti. Nato s starostjo biokemicni kazalci
upadajo, verjetno zaradi povecevanja telesne mase. Med 30 in 50 letom so kazalci visoki, po
petdesetem letu pa zatnejo narai¢ati, verjetno zaradi nastopa menopavze.”

SPOL

V prvih mesecih Zivljenja spol ne vpliva na naslednje biokemijske kazalce: PYD, U-CTX, U-
NTX, OC in PICP. V prvih dveh letih zivljenja je pri deklicah visji U-CTX in U-NTX, pri
deckih pa PICP.

V pred puberteti je nivo biokemi¢nih kazalcev primerljiv med deklicami in decki. V puberteti
pa porast kazalcev resorpcije: U-NTX, U-PYD, U-DPD, ICTP in tvorbe OC nastopi pri
dekletih kasneje kot pri deckih. Do padca biokemi¢nih kazalcev pri dekletih pride kasneje, kot
pri deckih, ker dosezejo kasneje vrh gostote kosti. Moski imajo dlje zviSane biokemicne
kazalce remodelacije, zaradi dlje trajajoce rasti.

V zgodnji odrasli dobi so kazalci tvorbe BALP in resorpcije: U-PYD, U-DPD vis§ji pri
moskih, kot pri Zenskah. To je posledica kasnejSega doseganja zrelosti skeleta pri moskih. V
odrasli dobi in starosti imajo moski visji nivo kazalcev remodelacije. Po petdesetem letu, pa
so vi$ji pri zenskah. V odraslosti ni povezave med spoloma in biokemi¢nimi kazalci. Vpliv
starosti na biokemi¢ne kazalce pri mogkih so nasprotujoéi in so potrebne nove raziskave.”

RASA

Studije so pokazale, da je pri otrocih, ki so érne rase niZji nivo kazalcev resorpcije TRACP in
PYD ter izgradnje OC. V odrasli dobi vec¢inoma ni razlik, kar utemeljujejo s tem , da so bili v
preiskavo vkljuéeni preiskovanci, ki so bili v zgodnji odrasli dobi, ko je kostna remodelacija v
ravnotezju. Nadaljnje raziskave so nujne za razjasnitev povezave etninega ozadja in
biokemiénih kazalcev.”
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VPLIV ZDRAVLJENJA OSTEOPOROZE NA BIOKEMICNE KAZALCE KOSTI

e  VPLIV HORMONSKE TERAPIJE

Pomanjkanje estrogenov povzro¢i za 50-100% vecje koncentracije kazalcev kostne
remodelacije, obstojee v normalnem zivljenju. Hormonska terapija povzroci padec
koncentracije biokemijskih kazalcev: U-CTX, U-NTX, S-CTX za 40-60 % in U-prosti DPD
za 20-30 %. Druge raziskave so pokazale padec S-OC in PINP v zacetku terapije in nato Se
padec BALP. To je posledica spremembe presnove v jetrih, ki vpliva na proizvodnji IGF-1, ki
vodi v padec S-OC, PINP in BALP.*

e  VPLIV BIFOSFONATOV

Zdravljenje z bifosfati povzro¢i padec koncentracije kazalcev kostne remodelacije v
odvisnosti od doze zdravila. Po mesecu zdravljenja pride do izrazitega padca kazalcev
razgradnje kosti: U-CTX, U-NTX in S-CTX za 60-70 % in DPD za 50 %. Porast kazalcev
izgradnje doseze plato po 6-12 mesecih zdravljenja v odvisnosti od vrste zdravila, doze in
kazalca. Tri mesece po prenehanju zdravljenja se pojavi izrazito poveCanje kazalcev
razgradnje, kasneje se zniza tudi nivo kazalcev izgradnje. Cas ponovnega doseganja
koncentracij kazalcev prvotnih, Se nezdravljenih stanj, Se ni znan.

Z zdravljenjem dosezeno kratkotrajno zniZanje kostnih kazalcev remodelacije (3-6 mesecev),
to vodi v dolgotrajni - dvoletni porast BMD na hrbtenici. Vecji kot je padec biokemicnega
kazalca:OC, DPD, NTX, CTX, vecji je porast BMD.

Uporaba biokemijskih kazalcev za spremljanje delovanja terapije po krajSem-Sest mesecnem
obdobju je bistvenega pomena, ker v tako kratkem ¢asu ne zaznamo bistvenih sprememb pri
merjenju BMD s preiskavo DEXA. >

Zenske v pomenopavzi z vi§jo koncentracijo kazalcev resorpcije: prosti U-DPD, U-NTX, U-

CTX in S-CTX, imajo dvakrat ve¢jo verjetnost za pojav zlomov glede na zenske, ki imajo v
premenopavzi normalne koncentracije omenjenih kazalcev. S-BALP in ucOC kot kazalca
kostne izgradnje sta napovedovalca verjetnosti pojava zlomov. Kazalci kostne remodelacije
napovedujejo zlome kolka pri starejSih zdravih Zenskah. Visoke koncentracije NTX, CTx,
PYD in DPD, ter OC v serumu vodijo v hitrejSo izgubo kosti na kolku.

Nizka koncentracija estradiola v serumu ima veliko napovedno vrednost za zlome na kolku in
hrbtenico pri starej§ih zenskah. Zenske, ki imajo hkrati povisane vrednosti kazalcev kostne
resorpcije in nizje vrednosti estradiola imajo veliko verjetnost za zlome.>

Biokemijski kazalci resorpcije kosti bolj zanesljivo napovedujejo zlome, kot kazalci tvorbe
kosti. Zanesljive kombinacije vrednosti posameznih kazalcev, kot napovedne vrednosti
osteoporoti¢nih zlomov, bodo lahko doloene na osnovi nadaljnjih primerjalnih raziskav
ostalih rizi¢nih faktorjev, kot so BMD in klini¢nih rizi¢nih faktorjev. Kot tudi raziskave, ki
bodo pokazale prakticno uporabo presejalnih testov za ugotavljanje verjetnost pojava zlomov
pri posamezniku.*

17



Magistrska naloga, Mojca Smelcer Uvod

1.3. GENETIKA OSTEOPOROZE

Osteoporoza je kompleksna ve¢ faktorska bolezen, mo¢no pod vplivom genetskih dejavnikov
in dejavnikov okolja, ter njihovih interakcij. Raziskave so pokazale, da je regulacija BMD
posameznika dedna, kot tudi ostali rizi¢ni faktorji: kvaliteta kosti, geometrija vratu stegnenice
in kostni preobrat, ki so vzrok za osteoporoti¢ne zlome.

Diagnostika osteoporoze se razvija v smeri odkrivanja vpliva genetskih dejavnikov,
odkrivanja rizicnih posameznikov - genetske predispozicije za razvoj bolezni, pri cemer so
primerjali razlike v mineralni kostni gostoti enojajénih in dvojajénih dvojc¢kov. Ugotovili so,
da je razlika pri dvojajénih dvojckih znacilno vecja kot pri enojajénih, ni pa Se poznan gen, ki
je odgovoren za razvoj osteoporoze. Osteoporoza je namre¢ poligenska in polifaktorska
bolezen.” Odkritih je bilo priblizno 40 kandidatnih genov, katerih raziskave so potrdile ali
ovrgle povezanost z osteoporozo.” Kandidatni geni, ki so bili raziskovani vkljucujejo tudi
gen za vitamin D receptor (VDR).>*

1.3.1. ISKANJE KANDIDATNIH GENOV POVEZANIH Z OSTEOPOROZO

Temeljijo na raziskavah vezanega dedovanja (ang. Linkage studies), odkrivanja kandidatnih
genov in raziskovanja izraZanja genov na ljudeh in na Zzivalih. Z raziskavami vezanega
dedovanja so bili odkriti doloCeni odseki na kromosomu (ang. QTL), na katerih se nahajajo
lokusi, ki regulirajo BMD in geometrijo kosti. BMD je lahko merljiva in najbolj znacilna
determinanta, s katero ugotovimo fenotip, za gene, ki so povezani z osteoporozo.

Z raziskavami vezanega dedovanja druzinskih ¢lanov, so odkrili mnoge polimorfne kazalce,
ki so 5-10 cM oddaljeni od lokusa, na katerem se nahaja kandidatni gen, za katerega
predvidevajo, povezanost z dedovanjem kostne mase. To pomeni, da se polimorfni kazalec, ki
ga lahko sledimo deduje vezano s kandidatnim genom, oziroma obolenjem, in je njuna
frekvenca rekombinacije 5-10 %.** Rezultati raziskav vezanega dedovanja so izraZeni v
razvrstitvi LOD (ang. LOD score), ki je skupni logaritem razmerja verjetij (verjetnosti
dogodka, v seriji dogodkov vezanosti pri dolocCeni rekombinacijski frakciji), v primerjavi z
verjetjem, da je dogodek nakljuen in ni vezanosti. Zaradi nakljuc¢nosti krizanja in
rekombinacije, se nevezani lokusi dedujejo skupaj v polovici (50 %) vseh mejoz. Osnovna
verjetnost, da sta lokusa vezana je torej 1/50. Vrednosti LOD, ki so enake ali ve¢je od 3
pomenijo 1000x vecjo verjetnost, da sta lokusa vezana, kot da se naklju¢no dedujeta skupa;.
Vrednosti LOD nizje od -2 izklju¢ujejo vezano dedovanje.

Z raziskavami vezanega dedovanja z BMD so bili odkriti naslednji kandidatni geni: PTHR1
gen, EGF gen, COLIAI gen, COLIA2 gen, gen VDR, gen ER-0, gen IL-1, [L-4, IL-6, CaSR,
TNF- o in IGF.* Mnogo raziskav je pokazalo nasprotujode rezultate, ker so raziskave
vezanega dedovanja manj ustrezne za analizo kompleksnih bolezni, ki so genetsko
heterogene in imajo nizko statistiéno mo¢& odkrivanja napa¢nih pozitivnih rezultatov.***
Dednost (ang. Heritability) h® definira delez BMD varianc (fenotipskih varianc dolo¢enega
obolenja), ki je povzroc€en s seStevkom genetskih varianc. Raziskave na dvojckih so pokazale,
da je vpliv dednosti h* za BMD na hrbtenici in kolku 70-85 % in 50-60% na zapestju. Pri tem
ne smemo zanemariti mnogih drugih faktorjev, ki vplivajo na geometrijo kosti, na nevarnost
zlomov, na biokemi¢ne kazalce kostnega preobrata, telesno tezo, misi¢no mo¢, starost nastop
menogfvze.... Mnogi imajo velik vpliv na fenotip, hkrati pa so genetsko neodvisni med
seboj.
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Z raziskavami kandidatnih genov, odkrivamo polimorfizme doloc¢enih genov in povezave
alelnih variant z BMD ali osteoporoznimi zlomi na populacijskih Studijah in Studijah
posameznih primerov.

Kandidatni gen je izbran izkljuno na osnovi bioloskega ucinka na presnovo kosti ali na
aktivnost kostnih celic. Raziskave kandidatnih genov so lahke za izvedbo in ucinkovito
odkrivajo majhne ucinke. Pomanjkljivost raziskav je moznost napacno pozitivnih in napac¢no
negativnih rezultatov glede na faktorje in populacijsko slojevitost. Z raziskavami povezav z
boleznijo (ang. Association Studies) primerjamo pojavnost doloenega polimorfizma
pacientov s pojavnostjo istega polimorfizma v kontrolni skupini. Ce sta pojavnosti statisti¢no
znacilno razli¢ni, dobimo pozitivno ali negativno asociacijo. Dolo¢imo relativno tveganje,
koliko pogosteje je obolenje pri osebkih z dolocenim kazalcem v primerjavi z osebki brez
kazalca. Asociacija in identifikacija lokusa Se ne pomeni, da smo dolocili bolezenski gen, ker
na pojav obolenja vplivajo drugi genetski in okoljski dejavniki.** Medsebojne povezave
alelov bliznjih polimorfizmov dolocajo meritve vezavnega nesorazmerja (ang. Linkage
disequilibrium LD), kar pomeni, da se kromosomski haplotip, ki je sestavljen iz bolezenskega
in markerskega alela, v populaciji pojavlja pogosteje, kot bi pri¢akovali. To pomeni, da en
polimorfizem lahko napoveduje bliznjega, ker se med njimi pojavi zelo malo rekombinacij v
¢asu zgodovine populacije in poteka evolucije.

To pomeni, da sta vezavno nesorazmerje LD in struktura haplotipov vsakega kandidatnega
gena pomembna za raziskave povezav z boleznijo, ki omogocajo razlago polimorfnih variacij
vsakega gena in omogocajo razlago populacijskih variacij fenotipa, ki nas zanima.

Odkritje haplotipa, ki je nosilec rizi¢nega alela vodi v funkcionalne raziskave celi¢ne in
molekularne biologije, ki bodo potrdile razlicico na haplotipu alelov, ki resni¢no povzroca
dologen fenotip.*

1.3.2. VITAMIN D

Vitamin Dj ali 9,10-seko(5Z,7E)-5,7,10(19)holestattrien-33-ol ali holekalciferol nastane v
kozi ob prisotnosti UVB z valovno dolzino 290 — 315 nm ali ga zauzijemo s hrano. Vitamin
D, ali 9,10-seco(5Z,7E)-5,7,10(19),22-ergostattrien-33-ol je sinteti¢na oblika vitamina D, ki
nastane iz ergosterola ob prisotnosti iradiacije. Vitamin D ima A, B, C in D obroce, ki so
derivati ciklopentanoperihidrofenantrena. Uvrs¢amo ga v sekosteroide, ker je na D obrocu
prekinjena C-9 in C-10 vez. Strukturna razlika med vitaminom D, in D3 je v stranski verigi
vitamina D5, ki vsebuje dvojno vez med C-22 in C-23 ter metilno skupino na C-24.
Vitamin D je nujno potreben za zivljenje in je zelo pomemben bioloski regulator homeostaze
kalcija, ki je doseZzena v procesu presnove vitamin D endokrinega sistema (slika 6), ki
vkljucuje:
- pretvorbo 7-dehidroholesterola v vitamin D3 v kozi ali vnos vitamina D3 s hrano,
- presnova vitamina D3 v jetrih, ki vodi v tvorbo 25(OH)Ds , ki je najpomembnejsa
oblika vitamina D v krvi,
- pretvorbo 25(OH)Ds v ledvicah, ki vodi v tvorbo dveh dihidroksiliranih metabolitov:
1a,25(0OH);-vitamin D3 in 24R,25(OH);-vitamin Dj,
- sistemski transport dihidroksilizitanih metabolitov 10,25(OH);-vitamina D3 in
24R,25(0OH);-vitamina D3 v distalne taréne organe,
- vezava steroidnega hormona 1,25(OH), D3 na jedrski receptor v tar¢nih organih, ki imajo za
posledico razli¢no biolosko odgovornost. (Slika 6)
Encimi, ki sodelujejo v vitamin D endokrinem sistemu so jetrna vitamin D3-25-hidroksilaza
ter ledvicni 25(OH)Ds-1a hidroksilaza in  25(OH)D3-24R hidroksilaza in imajo funkcijo
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citokrom P-450 oksidaze. Glavni regulatorji Vitamin D endokrinega sistema so 10,25(OH),-
vitamin D3, paratiroidni hormon ter koncentracija kalcija in fosfatov v serumu.
1a,25(OH),-vitamin D3 se veze na jedrni receptor VDR, ki regulira gensko transkripcijo in
vpliva na celi€no membrano in njeno propustnost.*® (Slika 7)

HRANA SONCNA SVETLOBA
Vitamin D UVB A=290-315 nm
— e == == PLAZMA ~ KOZA
Vitamin D,, D3 7-dehidroholesterol
Inhiblicija
| JETRA

- s . - 25(0OH)D;
Aktivacija
< Paratiroidni hormon

LEDVICA
1a,25(OH),-vitamin D3

EPITELLJ V INTESTINUMU

Kalcij Kalcij stimulirajoca Alkalna fosfataza
povezujoci ATPaza
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h——————————*

Koncentracija ionov v plazmi e

Slika 6: Presnova vitamina D
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1.3.3. RECEPTOR VITAMINA D (VDR)

Vitamin D receptor (VDR) je protein v velikosti 50 kDa, ki se z visoko afiniteto povezuje z
10,25(OH),-vitaminom Dj. *° Primarna struktura VDR obsega pet funkcijskih regij: regija, ki
omogoca lokalizacijo v jedru (N-terminal in COOH terminal), DNA povezovalna regija,
regija za heteromerizacijo z drugimi jedrskimi proteini, regija za povezovanje z ligandi in
regija za transkripcijsko aktivacijo. (Slika 9)

Receptorji za vitamin D se v telesu nahajajo v razli¢nih tkivih npr. ¢revo, jetra, ledvica, kosti,
koza, srce, itd. Njegovo delovanje v tankem crevesju, ledvicah in kosteh je poglavitnega
pomena za homeostazo kalcijevih ionov ter posredno za kostno premeno. V tankem ¢revesju
vzpodbuja absorpcijo kalcija in sodeluje pri prenosu kalcijevih ionov skozi citoplazmo. V
ledvicah sodeluje pri reabsorpciji kalcijevih ionov iz primarnega seca, v tubularni celici,
omogoca sintezo proteinov, ki vezejo kalcijeve ione, omogoca prenos le teh skozi celico in
uravnava lastno sintezo. V kosteh pospeSuje tvorbo kostnine, ker omogoca sintezo
osteokalcina in osteopontina. PospeSuje tudi dozorevanje prekurzorskih celic osteoklastov,
zato prispeva k razgradnji kosti.”’
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Slika 7: Sinteza 10,25(OH),-vitamina D; in potek molekulskega mehanizma.

V kozi se ob prisotnosti UV svetlobe 7-dehidroholesterol pretvori v vitamin D3. V jetrih se
hidroksilira na mestu 25 in tvori 25-hidroksivitamin D3. Na mestu 1, 1o hidroksilaza pretvori
metabolit v aktivni 1a,25(OH);,-vitamin D3, ki vstopa v kri in se veze na vitamin D-
povezovalni protein. Prosti lipofilni ligand difundira skozi lipidni sloj celicne membrane in
prehaja v jedro, kjer se z visoko afiniteto veze na VDR. Vezava liganda povzro¢i spremembo
konformacije VDR, kar omogoci heterodimerizacijo z retinoidnim X receptorjem (RXR).
Specificno vez med DNA povezujo¢im delom receptorja vitamina D in DNA tvorita dve
cinkovi zanki. VDR-RXR heterodimer veze Se druge koaktivatorje, ki skupaj tvorijo
kompleks, ki reagira z glavnim transkripcijskim aparatom, ki sprozi transkripcijo gena. Novo
sintetizirani proteini vodijo v fiziologke u¢inke."’ (Slika 7)
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1.3.4. GEN ZA RECEPTOR VITAMINA D

Kandidatni geni, ki so bili raziskovani vklju¢ujejo tudi gen za vitamin D receptor (VDR)**,
ki je bil prvi¢ povezan z osteoporozo leta 1994 in je eden prvih genov, ki so ga proucevali v
povezavi z zmanj§ano mineralno gostoto kosti'’. Dologene spremembe v VDR genu
spremenijo stabilnost, strukturo, izrazanje in ucinkovitost VDR, kar vodi v variacije
fenotipov, kot so mineralna kostna gostota in osteoporoti¢ni zlomi''.

Zato je gen za VDR upravic¢eno kandidatni gen za regulacijo BMD. Uravnavanje VDR poteka
na nivoju transkripcije in posttranslacije. Izrazanje gena VDR pospeSuje protein kinaza A,
zavira pa protein kinaza C. Oba signala vplivata na delovanje PTH v tar¢nih celicah, ki
predstavljo mehanizem homeostaze celicne obcutljivosti na 1,25-(OH),D;. Prav tako
estrogeni, tiroidni hormon, glukokortikoidi, retinoi¢na kislina, stanje diferenciacije in celi¢ni
cikel vlivajo na spreminjanje nivoja mRNA, katere izrazanje je tkivno specificno. Zato ima
koli¢ina VDR verjetno pomembno vlogo pri proliferaciji in diferenciaciji ob prisotnosti 1,25-
(OH),D;3 ¥

Seko-steroidni hormon 1,25-(OH),Ds, njegov receptor VDR in metabolni encimi so
dejavniki, ki tvorijo endokrini sistem vitamina D, ki je vkljuCen v Stevilne presnovne poti.
Ima poglavitno vlogo v presnovi kalcija, imunskem statusu, pri regulaciji rasti in
diferenciaciji celic, kot so keratinocite, osteoblasti, rakotvorne celice, T-celice. Zaradi
pleotropi¢ne narave gena VDR raziskave podajajo njegove povezave z mnogimi bolezenskimi
fenotipi: osteoartritis, hiperparatiroidizem, rak, infekcije... (Slika 10) Raziskave so pokazale
variacije v DNA sekvenci pomembnih proteinov tega sistema. Mutacije, ki povzrocijo
delecije v genu za VDR vodijo v fenotip rahitisa z rezistenco na 1,25-(OH),D3;, ki jo
uvrs¢amo med monogenske bolezni.

Manj opazne variacije sekvence so polimorfizmi, ki se pojavijo pogosteje, njihovi u¢inki so
slabo raziskani, mnogi od njih so neznani, pri oblikovanju fenotipa se z majhnimi
medsebojnimi ucinki dopolnjujejo in vodijo v kompleksne bolezni, kot je osteoporoza, pri
katerih je razvoj fenotipa posledica genetskih in okoljskih dejavnikov.*’

PAC 228P16 PAC 1057120
- — ——

o 30 60 90 120 150 kb
L 1 1 L 1 1 1 1 L i L I i 1 L L 1

SNPs B - ABC DE ¥ G H 1

VDR

47,350 47,300 47,250 47,200 47,150 47,100 47,050 47,000 46,950 kb
1 1 1 1 I - 1 1 1 1

~——— TELOMERE : - - : CENTROMERE =

o 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 kb

1f le la1d 1b lc 2 3 4 5 6 78 93 UTR

Slika 8: Genomska struktura hVDR gena

A Organizacija 12q13 hVDR (kb 47032-47145). Smer puscCice za vsak gen prikazuje smer
prepisovanja.

B Crne ¢rte ponazarjajo kodirajode eksone, sive &rte pa 5 eksonov in 3° UTR podrogje.”

Gen za hVDR se nahaja na kromosomu 12q13, ki ga sestavlja 11 eksonov in 8 intronov, ki
obsegajo 75 kb. Trije eksoni 1A, 1B in 1C se nahajajo na 5 nekodirajo¢em koncu-promotorju,
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sledi 8 eksonov, ki kodirajo strukturo produktov VDR. Sekvenca 1A eksona je bogata z GC,
ki tvori mesto vezave za transkripcijski faktor SP1 ter druge transkripcijske faktorje in nima
prisotnosti ponovitev TATA, kar nakazuje, da je struktura gena hVDR enaka, kot pri vseh
ostalih promotorjih steroidnih genov. Mnogi DNA fragmenti eksona 1C, so aktivirani z 1,25
dihidroksivitamin D3 in vplivajo na transkripcijsko aktivnost. Ekson 2 vsebuje mesto zacetka
translacije. 434930 (Slika 8)

1.3.5. POLIMORFIZMI NA GENU ZA RECEPTOR VITAMINA D

Do danes so odkrili Ze ve& kot 62**°* razli¢nih polimorfizmov v promotorju, kodirajogi in
regulatorni regiji gena VDR. Vecina polimorfizmov je bila odkritih na regulatornem 3’- koncu
gena: Bsml (Morrison et all.,1992), Tru9l (Ye et all.,2000), EcoRV (Morrison et all., 2000),
APAI (Faraco et all., 1989), Tagl (Morrison et all., 1994), polyA (Durrin et all.,1999).
Polimorfizem C/T v drugem intronu (Brown et all., 2000) in insercija/delecijaG v sedmem
intronu (Brown et all., 2000), Fok I na drugem eksonu (Arai et al) in v le promotorju Cdx2
(Fang et all.,2001 in Yamamoto et all.,1999). Dokazani so veliki medsebojni vplivi med
polimorfizmi v promotorju, kodirajo¢i in 3" UTR regiji gena za VDR***,

Trije najpomembnejsi polimorfizmi v genu za VDR so: Bsml- polimorfizem (E8-G+284A, rs
1544410), Fokl- polimorfizem (E2-C4T, rs 10735810) in Cdx2-polimorfizem (1e-G-1739A,

rs 11568820). (Slika 9)
PCILIMORF]ZMI YDR GENA

H le lald Tgih fe 456 789 3wwrR
4TIH - l—i- ! TH Hi
Cdx2 Fokl*
G/A CiT cT CiT 13 polymorphizmms
| | |

Bsml Trusl Apal Taql*
AIG GiA GIT TiC

Slika 9: Pozicije polimorfizmov gena za VDR.”

Bsml- polimorfizem (E8-G+284A, rs 1544410)

Morrison s sodelavci je leta 1994 na osnovi raziskav dvoj¢kov in populacij objavil
signifikantne povezave med polimorfizmi 3" UTR regije gena za VDR in BMD. Povzel je, da
polimorfizmi v 3" UTR regiji nakazujejo znacilne razlike v transkripciji gena. Na intronu 8 je
bila odkrita tranzicija G—A, ki so jo imenovali polimorfizem Bsml in je kazalec za druge
razli¢ice v sekvenci te regije, kar vpliva na stabilnost RNA™®. Prisel je do zakljutkov, da je
vrednost BMD vec¢ kot 75 % odvisna od genetskih faktorjev in je nizja vrednost povezana z
alelom B. Dokazal je povezavo Bsml s kostnim preobratom, ki se izraza s koncentracijo
osteokalcina v serumu, ki je bistveno ve&ja pri genotipu BB glede na bb**. Mnoge nadaljnje
Studije so to potrdile ali celo ovrgle. Ferrari s sodelavci in Krall s sodelavcei so leta 1995 nasli
povezavo med BMD in vnosom kalcija. Leta 1997 je Graafmans s sodelavci dokazal
povezavo med BMD in vnosom vitamina D.

Dawson-Hughes s sodelavci, leta 1995 in Gennari s sodelavci, leta 1997 sta dokazala, da je
vnos kalcija v intestinumu odvisen od Bsml polimorfizma.” Studije dokazujejo povezavo
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haplotipov BsmI-Apal-Taql z BMD’® in potrjujejo vpliv Bsml polimorfizma na BMD, vendar
z majhnim uginkom™.

FoklI — polimorfizem (E2-C4T, rs 10735810)

Arai s sodelavci, leta 1997 in Gross s sodelavci, leta 1998 so dokazali polimorfizem Fokl, kot
prehod timidin/citozin T/C, ki se nahaja v eksonu 2, gena za VDR. Tranzicija T/C povzroci
nastanek alternativnega zacetnega kodona ATG — ACG, ki se kaze kot krajSa izoforma
proteina VDR. Ta polimorfizem zaznamo z analizo RFLP, z uporabo endonukleaze Fok I.
Daljsa razlicica proteina VDR (M1) s T alelom ima metionin na prvi poziciji in za tri amino
kisline dalj$i protein. Krajsa razli¢ica proteina VDR (M4) s C alelom, ima metionin na cetrti
poziciji. Studije so pokazale, da je dalj$a oblika manj uginkovita.*’

Fok I polimorfizem je povezan z BMD v Studijah Arai et al.1997, Gross s sodelavci 1997,
Harris s sodelavci 1997. V drugih Studijah, kot so Eccleshall s sodelavei 1998, Lucotte s
sodelavci 1999, Sowers s sodelavei, 1999, niso nasli povezav z BMD. Povezavo s kalcijem so
dokazali v Studiji Ames s sodelavci, 1999, vendar dve drugi Studiji tega nista potrili: Cauley s
sodelavei 1999 in Zmuda s sodelavei 1999. Studija Arai s sodelavei 1997 je potrdila vpliv
polimorfizma na aktivnost luciferaze. Gross je s sodelavci, 1998 dokazal povezanost Fokl z
gensko regulacijo kostne mase, ki je povezana z absorpcijo kalcija v ¢revesju in vnosa kalcija
in vitamina D v telo.’® Abrams je dokazal povezavo polimorfizma Fok I z absorbcijo kalcija v
intestinumu.'"’

Cdx2 - polimorfizem (1e-G-1739A, rs 11568820)

Leta 2001 je Arai s sodelavci pri raziskavi Japonskih Zensk dokazal substitucijo G z A v
promotorju la gena za VDR. Yamamoto s sodelavci je dokazal povezanost s specificnim
transkripcijskim faktorjem v Grevesju in ga poimenoval Cdx2 polimorfizem.*

Cdx 2 alel se v najvecji meri izraza v intestinumu. Molekulski mehanizmi povezani z aleli
Cdx 2 vodijo v znizano izrazanje mRNA VDR. Geni v 3" UTR regiji regulirajo ekspresijo
genov preko stabilnosti mRNA in povzro¢ijo manjse izrazanje VDR v intestinumu.”

Alel A poveca transkripcijsko aktivnost promotorja VDR, ker se bolj ucinkovito veZe na
Cdx2 protein, ki ima kot transkripcijski faktor pomembno vlogo pri transkripciji v ¢revesju,
ker lahko posreduje transkripcijo gena VDR preko cis elementa v le regiji promotorja gena
za VDR in tako vpliva na izrazanje VDR v intestinumu. Genotipa AA in GA v celicah
intestinuma vodita v povefano koncentracijo VDR, kar vpliva na vitamina D, ki preko
kalcijevih kanalov in kalcijevih transportnih proteinov vpliva na absorbcijo kalcija in vodi v
povecanje BMD in zmanjSano verjetnost za zlome. Na manjsi skupini japonskih zensk v
pomenopavzi so dokazali povezanost alela A z vi§jo vrednostjo BMD na lumbalnem delu
hrbtenice.®

Polimorfizem, ki ni funkcionalen sluzi kot kazalec v povezavi z boleznijo.

Alel je funkcionalen, e je povezan z markerskim alelom, ki se nahaja kjerkoli, vendar vedno
v blizini dolo¢enega gena. Vezano dedovanje markerskega alela in funkcionalnega alela je
odvisno od LD obeh alelov. Interakcije med razlicnimi geni in/ali dejavniki okolja so
poglavitnega pomena v delovanju transkripcijskega faktorja steroidnega hormona 1,25
dihidroksivitamin D3. Koncentracije 1,25 dihidroksivitamin D3 v serumu zaradi pomanjkanja
kalcija, ki je posledica premajhnega vnosa s hrano se razlikuje med populacijami.*

24



Magistrska naloga, Mojca Smelcer Namen dela

2. NAMEN DELA

Raziskave na dvojckih in druzinah z osteoporozo so potrdile genetske vplive na razvoj
osteoporoze. Danes Se ne poznamo genov, ki so zaradi poligenske narave osteoporoze
vpleteni v njen razvoj. Vitamin D ima pomembno vlogo v kostni presnovi in regulaciji Ca',
zato je bil eden prvih kandidatnih genov, ki so jih raziskovali na tem podrocju, vendar
kon¢nih zakljuckov Se ni.

Predpostavljamo, da kombinacija polimorfizmov v genu za VDR lahko znacilno vpliva na
BMD in s tem na razvoj osteoporoze.

Zato zelimo z naSo raziskavo ugotoviti povezanost BMD in koncentracijo biokemijskih
kazalcev kostne premene s tremi najpomembnejSimi polimorfizmi v genu za VDR: Bsml-
polimorfizem (E8-G+284A, rs1544410), Fokl- polimorfizem (E2-C4T, rs10735810) in Cdx2-
polimorfizem (1e-G-1739A, rs11568820).

V ta namen bomo analizirali DNA 625 preiskovancev. Najprej bomo razvili novo metodo
genotipizacije za polimorfizem Cdx2 in nato dolocili genotip za SNP.

Vsakemu preiskovancu bomo dolocili genotip na treh polimorfnih mestih ter dolocili haplotip.
Ugotovili bomo njihovo frekvenco, ter proucili povezanost z razvojem osteoporoze Vv
slovenski populaciji. V raziskavo bomo vkljucili 508 preiskovank in 117 preiskovancev.

Rezultate bomo analizirali s statisticnimi testi: ANOVA, ANCOVA in Kruskal — Wallis.
Skusali bomo ugotoviti povezanost polimorfizmov: Bsml, Fokl in Cdx2 z BMD in
biokemijskimi kazalci tvorbe kosti: kostna specifi¢na alkalna fosfataza (BALP), osteokalcin
(OC) in biokemijske kazalce razgradnje kosti: C-terminalni telopeptid (CTx), katepsin K.
Biokemi¢ni kazalci bodo doloceni z rutinskimi metodami v diagnosti¢nih laboratorijih.

Z mnaSimi rezultati bomo prispevali k odkritju klinino pomembnih kombinacij genskih
polimorfizmov, ki so z medsebojnimi vplivi lahko z majhnimi ucinki povezani z razvojem
osteoporoze. Te bi lahko v bodoc¢e uporabljali kot geneti¢ne kazalce za odkrivanje oseb s
povecanim tveganjem za 0steoporozo.
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3.0 PREISKOVANCI, MATERIALI IN METODE

3.1. OPIS PREISKOVANCEV

V raziskavo smo vkljucili 625 preiskovank in preiskovancev, ki smo jih razdelili v Stiri
skupine:

- 57 preiskovank v premenopavzi,

- 230 bolnic s pomenopavzno osteoporozo,

- 221 zdravih preiskovank v pomenopavzi in

- 117 moskih preiskovancev.

Vsi preiskovanci so bili klini¢no pregledani, imeli so opravljene biokemicne in genske analize.
S tem smo izkljucili preiskovance s sekundarno osteoporozo in tiste, ki so imeli prisotna
morebitna druga patoloska stanja.

Vsem preiskovancem je bila izmerjena mineralna kostna gostota (BMD), ker smo fenotip
obolelosti za osteoporozo ocenjevali na osnovi izmerjene mineralne kostne gostote.

Vsem preiskovancem je bila odvzeta periferna venska kri in so bili izmerjeni biokemijski
kazalci kostne izgradnje in razgradnje.

3.2. MERJENJE BIOKEMIJSKIH KAZALCEV

Biokemijski kazalci tvorbe kosti so bili doloceni z rutinskimi metodami v diagnosti¢nih
laboratorijih.

Kostna specifi¢na alkalna fosfataza (BALP) in katepsin K sta bila dolo¢ena z encimskimi
imunskimi testi (ELISA, Biomedica GmbH). Biokemi¢ni kazalec kvantitativno dolo¢imo tako,
da monoklonalno telo reagira z biokemi¢nim kazalcem v vzorcu preiskovanca, nato encim,
konjugiran s protitelesom reagira z brezbarvnim substratom, pri tem nastane obarvan produkt.
Neznano koncentracijo v vzorcu razberemo iz umeritvene krivulje, ki temelji na znanih
koncentracijah substance, ki jo dolo¢amo.>’

Osteokalcin (OC) in  C-terminalni telopeptid (CTx) sta bila dolocena z elektro
kemiluminiscentno imunsko analizo (ECLIA, Elecysis Roche). Sendvi¢ kompleks se tvori tako,
da specificno biotinilirano rekombinantno protitelo, ki je specificno za biokemijski kazalec,
inkubiramo z neznano koncentracijo biokemijskega kazalca, ki se ob dodatku s streptavidinom
prekritih mikrodelcev poveze s specificnim rekombinantnim protitelesom, ki je oznaceno z
rutenijem. Reakcijska meSanica se vnese v merilno celico, kjer napetost na elektrodi inducira
kemilum‘glescentno sevanje, ki ga izmeri fotomultiplikator. Rezultati se dolocijo s kalibracijsko
krivuljo.

3.3. MERJENJE MINERALNE KOSTNE GOSTOTE

Mineralna kostna gostota je bila izmerjena z  neinvazivho metodo, dvo-rentgenske
absorpciometrije (angl. Dual Energy X-ray Absorptiometry, DEXA), na treh predelih skeleta:
na vratu stegnenice (BMD-fn), kolku (BMD-tot) in ledvenih vretencih (BMD-Is).

26



Magistrska naloga, Mojca Smelcer Preiskovanci, materiali in metode

3.4. 1ZOLACIJA DNA

DNA je bila izolirana iz levkocitov periferne venske krvi (antikoagulant EDTA) s postopkom
izsoljevanja proteinov po Miillerju.

3.5. VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

Verizno reakcijo s polimerazo (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction) je odkril Kary Mullis
leta 1985 in zanjo leta 1993 dobil Nobelovo nagrado za kemijo.

PCR je metoda, s katero lahko pomnoZimo posamezne odseke DNA, za katere poznamo robni
zaporedji nukleotidov. Potrebujemo 16-24 nukleotidov dolga oligonukleotidna zacetnika (ang.
oligonucleotide primers), ki sta komplementarna zaporedju odseka DNA, na katerega se
prilegata. Prvi nukleotidni zacetnik se v smeri 5'— 3’ prilega - verigi DNA na koncu odseka,
ki ga zelimo pomnoziti, drugi se v smeri 5'— 3’ prilega +verigi DNA na nasprotnem koncu
odseka, ki ga zelimo pomnoziti. V reakcijsko raztopino damo manjSo kolicino DNA, velik
prebitek obeh nukleotidnih zacetnikov in deoksinukleotidov: dATP, dGTP, dCTP in dTTP, ki
so gradbeni elementi pri sintezi DNA ter temperaturno stabilen encim Tag-polimerazo. To je
encim, ki kot vsaka polimeraza na eno verizni matricni DNA v smeri 5'— 3’ izgradi
komplementarno (drugo) verigo DNA. Kon¢ni produkt reakcije PCR je novi (dvovija¢ni) odsek
molekule DNA. Od ostalih polimeraz se razlikuje po stabilnosti pri visokih temperaturah.
Reakcija poteka v treh stopnjah. Prva stopnja imenovana denaturacija poteka pri 95 °C, s katero
razklenemo dvojno verigo DNA. V drugi stopnji, ki jo imenujemo naleganje zacetnikov, hitro
znizamo temperaturo na 37-55 °C, da se oba oligonukleotidna zacetnika prilezeta. V tretji fazi
imenovani podaljSevanje, hitro dvignemo temperaturo na 72°C, ki je optimalna za delovanje
encima Tag-polimeraze. Vse tri stopnje se ponovijo 25-40 krat, pri tem se Stevilo tar¢nih kopij
DNA podvoji z vsakim ciklom, torej n-ciklov PCR vodi v 2" kopij tarénih odsekov DNA
(Slika 10).

Prednosti metode PCR so: obcutljivost, ker potrebujemo zelo majhne koli¢ine DNA, ni
potrebno radioaktivnega oznagevanja kemikalij, je hitra in enostavna.®®®’

I I I PODROCIENA
I I I MOLEKULI DNE

Denaturacija -
lofevanje verig

ZACETNI OLIGONUKLEOTID

57 31 5¢ 37
Prileganje zafetnih I I I I I I I I I I
LLIB LTI cmomseoner —,
r
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T
:-I—I—I—I—I—r —rpoddjl;wnn;evmgem I I I I I I I I I I
nastanek novih kopi
HENENNEEE A

Ponavijanje ciklov in
ekspotencialno nara¥fanje

kopij specifiénih odsekov

A

N XN NN SWLELTL

Slika 10: Shematicni prikaz verizne reakcije s polimerazo.”
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3.5.1. REAKCIJA VERIZNEGA POMNOZEVANJA ODSEKA 1-e V
PROMOTORJU GENA VDR

Z verizno reakcijo s polimerazo smo pomnozili odsek 1-e, dolzine 632 bp, na promotorju gena
za VDR, ki vsebuje polimorfizem Cdx 2 (Slika 11).

1 CCATGATCTAGGGCAGGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGGGTCTCACTCTGCC
61 TCCCAGGCCTCAAGCATAGTGGCATGATCATAGCTCACTGCAGCCTTGACCTCCTAGGCT
S>SS>S>SSSSSSSSSSS>S>>>

121CAAGCGATCCTCCCACTTCAGCCTCTCAAGCAGCTTGGACTACAAGCGCACACCACAATG
181CCTGGATAATTTTTAAATTTTTTGTAGAGATAGGGTCTCACTATGTTGTCCAGGCTGGTC
241TCAAACTCCTGGCCTCAAAGTAATCCTTCCACCTCAACTTCCTAAAGTACTGGGATTAYA
301GGCCTGAGCCACTGTGTAGGGTAGGATTTTTAATRCTGTATTTTGGGTCACAACCCATTA
361ATGGGCTGTGAAATAAATTTGGTGGATCCCAAAAGGAAAGGAAGGAAGGAAAGAAGGAAG
421GAAAAGAAAGGAAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGGAAAAGCAAGGAAAGAAAGAAAGGAAGG
481AAGGCAGGAAGGAAGGAAGAAAGAAAGAGAGAAAGGAAGAAAAAGGAATGAAAGAGGGAA
541GGAGGCGAGGGAGGAAGGAAGGAAAAGAGGCATAGAGAAAATAATAGAAAACATTGTAGAAC
601ATCTTTTGTATCAGGAACTTATATATATTCCTGAGTAAACTAGGTCACARTAAAAACTTA
661TTTCTTATTATGGGTTGCAGTTAAAATTTTGAAAAATACTGTCCTGGGAAGACCCCTTGG

<<<<<L<LL<L<L <<
721TTTGCTTTCATTGCTACAGCTTCTTACATTTATTCATTCTATTTTTACCATCTGGAACAT

<<<<<<<<

Slika 11: Odsek dolzine 632 bp na promotorju 1-e gena za VDR.

Zaporedje levega zacetnika ACTGCAGCCTTGACCTCCTA in zaporedje desnega zaCetnika
AAAGCAAACCAAGGGGTCTT.

Priprava delovne raztopine zacetnih oligonukleotidov Cdx 2-F in Cdx 2-R.

Obe delovni raztopini pripravimo na enak nacin.

Osnovna raztopina ima koncentracijo 100 pumol/L. Osnovno raztopino red¢imo v razmerju
1:20, tako, da zmeSamo 5 pL osnovne raztopine in 95 pL ultra cCiste vode. Koncna
koncentracija delovne raztopine je 5 umol/L.

Preglednica VII: Sestava reakcijske zmesi za pripravo delovne raztopine za pomnoZevanje
odseka I-e na promotorju gena VDR.

SESTAVINE VOLUMEN KONCENTRACIJA V
uL KONCNI ZMESI

10x Gold pufer 2,0 1 x Gold pufer
Tris-HCI (10mM),
KCI (50 mM)

dNTP (2 mmol/L) 3,0 0,3 mmol/L

MgCl, (25 mmol/L) 1,6 2,0 mmol/L

Cdx2-F (5 umol/L) 1,5 0,375 pmol/L

Cdx2-R (5 pmol/L) 1,5 0,375 pumol/L

Ampli Taq Gold polimeraza (SU/ uL) | 0,2 0,05 U/ uL

Ultra ¢ista voda 9,2

DNA (0,05 g/L) 1,0 0,002 g/L

Skupni volumen zmesi enega vzorca 20 uL
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Pomnozevanje odsekov smo izvedli v seriji 30 vzorcev. Za pomnozitev vsake serije in slepega
vzorca, smo pripravili skupno reakcijsko zmes, v skupni epruveti 31-kratne koli¢ine. Sestavine
smo dodajali v enakem vrstnem redu, kot je navedeno v Preglednici VII, razen vzoréne DNA.
V oznacene epruvete smo odpipetirali po 19 pL reakcijske zmesi. Nato smo v vsako epruveto
dodali 1 pL vzoréne DNA. V slepi vzorec smo namesto vzoréne DNA odpipetirali enako
koli¢ino ultra ¢iste vode.

Epruvete z reakcijskimi zmesmi smo prenesli v cikli¢ni termostat. Pomnozevanje je potekalo
pri specificnih pogojih za dolo¢en odsek 1-e na promotorju gena VDR in so opisani v
Preglednici VIII.

Preglednica VIII: Optimalni pogoji v ciklicnem termostatu za pomnozevanje odseka 1-e na
promotorju gena VDR.

STOPNIJE PCR REAKCIJE TEMPERATURA CAS
(RANKL PR 3; Primus 96 plus, MWG- (°C)
BIOTECH AG)
1. | ZaCetna denaturacija 95 10 min
2. | Denaturacija 95 45 s
Prileganje 58 20 s 40
PodaljSevanje 72 45 s ciklov
3. | Kon¢no podaljSevanje 72 7 min
4. | Prekiniev 8 00

Po koncani reakciji smo epruvete s produkti PCR hladilnik pri temperaturi 3-8 °C. nato smo
preverili njihovo koli¢ino in kvaliteto.

Materiali in reagenti za PCR reakcijo:

delovna raztopina DNA

10 x PCR Gold pufer, Proomega

dNTP (2 mmol/L): dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Applied Biosystems, Perkin Elmer)
MgCl; (25 mmol/L)

ultra Cista voda (bidestilirana, avtoklavirana, pripravljena z aparatom ELGA PURELAB
Classic)

Ampli Taq Gold polimeraza (5U/ uL) (Applied Biosystems, Perkin Elmer)

zacetni oligonukleotid Cdx 2-F: 5'- ACTGCAGCCTTGACCTCCTA -3’

zacetni oligonukleotid Cdx 2-R: 5'- AAAGCAAACCAAGGGGTCTT -3’
bidestilirana, avtoklavirana ultradista voda
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3.5.2. OCENJEVANJE USPESNOSTI REAKCIJE PCR Z ELEKTROFOREZO NA
AGAROZNEM GELU

Elektroforeza je metoda za locevanje komponent v doloCeni zmesi. Pri elektroforezi se
komponente porazdelijo na osnovi pozitivnih in negativnih delcev v elektricnem polju. Zaradi
elektricnega polja potujejo negativno nabiti odseki DNA proti pozitivno nabiti anodi. Lo¢enje
doseZzemo na osnovi razlicnega naboja. Tako dobimo posamezne elektroforetske frakcije v
razli¢ni oddaljenosti in smeri od izhodisca.

Uspesnost reakcije PCR smo preverili z elektroforezno lo€bo na 2 % agaroznem gelu
(Preglednica IX), katerih produkte smo posneli z UV dokumentacijskim sistemom (A= 302
nm).

Za pripravo 2 % agaroznega gela in potek elektroforeze smo uporabili enake metode in tehnike
dela. Spremenili smo le ¢as poteka elektroforeze pri napetosti 90 V.

Po koncani elektroforezi smo lo¢ene PCR produkte posneli z UV transluminatorjem (A=302
nm).

Preglednica IX: Pogoji, sestavine in kolic¢ine za pripravo 2 % agaroznega gela za oceno PCR.

SESTAVINE KOLICINA NAPETOST CAS
Agaroza za PCR 1,5¢g
1 x TAE pufer 75 mL 100 V 30 min.
ET-Br (10 mg/mL) 4 uL

Gel smo pripravili na malem nosilcu (20cm X 15¢cm X 0,5cm) z dvema glavnickoma, tako smo
dobili 60 zepkov. V erlenmajerici smo natehtali agarozo, z merilnim valjem smo odmerili
pufer, ki smo ga nato dodali agarozi. Nato smo pritisnili tipko tare. Zmes smo dobro premesali,
erlenmajerico pokrili z urnim steklom in zmes segrevali v mikrovalovni pecici. Zmes smo
med segrevanjem veckrat premesali. Ko je nastala bistra teko¢ina smo dodali manjkajoco
izparelo vodo, tako, da je tehtnica kazala skupno maso 0. Nato smo zmes ohlajali cca. 15 min.
Ohlajeni raztopin smo v digestoriju dodali 4 uL. ET-Br. Pripravljeno raztopino smo vlili v
veliki nosilec s pripravljenima glavnickoma in pocakali, da se je zmes ohladila cca 30 min.
Odvecni gel smo hranili v hladilniku pri +4°C.

Priprava delovne raztopine tris — acetat - EDTA (TAE) pufra

Delovno raztopino smo pripravili iz osnovne raztopine TAE pufra (50-kratni koncentrat), ki je
bila pripravljena iz 242 g TRIS (2-amino-2-hidroksimetil-1,3 propandiol) baze, 57,1 ml ocetne
kisline in 100 ml 0,5 M EDTA. V 20 ml osnovne raztopine smo dodali 800 ml vode in dobili 1
x TAE pufer oz. delovno raztopino.

Izvedba elektroforeze

Produkte PCR smo po koncani reakciji PCR centrifugirali cca 1 min pri 12000 obratih. V
elektroforezno kadi€ko, napolnjeno z 1 x TAE pufrom, smo horizontalno poloZili 2 % agarozni
gel. Na parafilm smo nanesli kapljice (2 uL) pufra, ki vsebuje barvilo ksilencianol. Nato smo
kapljici dodali 2 uL produkta PCR in vse skupaj nanesli v Zepek na gelu.

V prvi zepek smo nanesli oznacevalec dolzin odsekov DNA, v sledece zepke smo nanasali
produkte PCR, v zadnji Zepek smo nanesli slepi vzorec.

Po loc¢bi smo posamezne elektroforetske frakcije, kot produkta PCR posneli z UV
dokumentacijskim sistemom (A = 302 nm). Zaradi prisotnosti ET-Br, ki se je vgradil med bazne
pare dvoverizne DNA, lahko DNA flurescera v oranznem delu spektra.
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Materiali in reagenti:

agaroza za PCR (Sigma)

osnovna raztopina TAE pufra (50-kratni koncentrat)

etidijev bromid (10 mg/ pL, Sigma)

nanasSalni pufer, ki vsebuje barvilo ksilencianol (Fluka)

ocetna kislina (1 mol/L, Carbo Erba)

TRIS base (2 mol/L, Fluka)

ocetna kislina (1 mol/L, Carbo Erba)

EDTA (0,5 mol/L, Fluka)

oznacevalec dolzin DNA odsekov (50-1000 bp, PCR Marker Promega G 316 A)

Aparature in delovni pribor
e clektronska tehtnica Exacta 300 EB (Tehtnica Zelezniki)
e nosilec za vlivanje gela
glavnicki
erlenmajerica 200 mL
merilni valj 100 ml
urno steklo
steklena palcka
mikrovalovna pecica Optiquick Compact Y52, Moulinex
centrifuga Mikro-242 (Tehtnica, Zelezniki)
elektroforezna kadicka (BioRad ali Sigma Aldrich)
vir napetosti POWER PAC 300 (BioRad)
PCR pomnozevalnik, PRIMUS 96 plus, MWG-BIOTECH AG.
UV transluminator (A= 302 nm, Vilber Lourmat)

3.5.3. HKRATNA REAKCIJA VERIZNEGA POMNOZEVANJA ODSEKOV
EKSONA 2 IN INTRONA 8 GENA VDR

Hkratna verizna reakcija s polimerazo (Multiplex PCR, ang. Multiplex Polymerase Chain
Reaction) je vrsta reakcije PCR, pri kateri hkrati pomnoZujemo dva ali ve¢ odsekov DNA v isti
reakcijski zmesi.

S hkratno veriZzno reakcijo s polimerazo smo istocasno pomnozili odsek dolzine 461 bp na
intronu 8, ki vsebuje polimorfizem in odsek dolzine 266 bp na eksonu 2, ki vsebuje
polimorfizem FokI.

Nukleotidne zacetnike za PCR smo oblikovali z uporabo Primer3 programa, ki je prosto
dostopen na svetovnem spletu ((http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi) in
uporabo referen¢nih identifikacijskih Stevilk polimorfizmov: rs 10735810, rs 1544410 in rs
11568820.

GGCAACCTGAAGGGAGACGTA zaporedje levega zacetnika z oznakoVDR-8IB-F in
zaporedje desnega zacetnika CTCTTTGGACCTCATCACCGAC z oznako VDR-8IB-R.
AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT zaporedje levega zacetnika z oznakoVDR-2-F in
zaporedje desnega zacetnika ATGGGAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC z oznako VDR-2-R.

Priprava delovne raztopine zacetnih oligonukleotidov VDR-8IB-F in VDR-8IB-R.

Obe delovni raztopini smo pripravili na enak nacin. Osnovna raztopina je imela koncentracijo
100 pmol/pL (MWG Biotech), ki smo jo red¢ili v razmerju 1:20 tako, da smo zmeSali 10 pL
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osnovne raztopine in 190 pL ultra Ciste vode. Kon¢na koncentracija delovne raztopine je bila 5
pmol/pL.

Priprava delovne raztopine zacetnih oligonukleotidov VDR-2-F in VDR-2-R

Delovno raztopino VDR-2-F smo pripravili tako, da smo k 6 pL. osnovne raztopine VDR-2-F
(200 pmol/uL, MWG Biotech) dodali 150 pL ultra ¢iste vode. Nato smo nastalo raztopino
dodatno razred¢ili v razmerju 1:2, tako, da smo k 80 uL delovne raztopine VDR-2-F dodali 80
pL ultra ¢iste vode. Koncna koncentracija delovne raztopine VDR-2-F je bila 3,8 pmol/pL.
Delovno raztopino VDR-2-R smo pripravili tako, da smo k 15 pL osnovne raztopine VDR-2-R
(100 pmol/ pL, MWG, Biotech) dodali 135 pL ultra ¢iste vode. Nastalo raztopino smo dodatno
razredcili v razmerju 1:3 tako, da smo k 50 pL delovne raztopine VDR-2-R dodali 100 pL ultra
¢iste vode. Kon¢na koncentracija delovne raztopine VDR-2-R je bila 3,3 pmol/uL.

Preglednica X: Sestava reakcijske zmesi za pomnozevanje odsekov eksona 2 in introna 8 gena
VDR.

SESTAVINE VOLUMEN | KONCENTRACIJA V KONCNI ZMESI
pL

10x Gold pufer 2,0 1 x Gold pufer, Tris-HCI (10mM), KCI (50

mM)

dNTP (2 mmol/L) 3,0 0,3 mmol/L

MgCl, (25 mmol/L) 1,6 2,0 mmol/L

VDR-8IB-F (5 pmol/L) 0,5 0,125 pmol/L

VDR-8IB-R (5 umol/L) 0,5 0,125 pmol/L

VDR-2-F (3,8 pmol/L) 1,2 0,16 pmol/L

VDR-2-R (3,3 umol/L) 0,8 0,13 pumol/L

Ampli Taq Gold polimeraza 0,2 0,05 U/ uL

(5U/ uL)

Ultra ¢ista voda 9,2

DNA (0,05 g/L) 1,0 0,002 g/L

Skupni volumen zmesi enega | 20 uL

vzorca

Za pomnozitev vsake serije 19 vzorcev in slepi vzorec smo pripravili skupno reakcijsko zmes,
v skupni epruveti 20-kratne koli¢ine. Sestavine smo dodajali v enakem vrstnem redu, kot je
navedeno v preglednici X, razen vzoréne DNA. V oznacene epruvete smo odpipetirali po 19
uL reakcijske zmesi. Nato smo v vsako epruveto dodali 1 pL. vzoréne DNA, ki smo jo
pripravili iz osnovne raztopine, ki smo jo razred¢ili v razmerju 1:10; k 2uL raztopine izolirane
DNA smo dodali 18 pL ultra ¢iste vode. V slepi vzorec smo namesto vzoréne DNA
odpipetirali enako koli¢ino ultra ¢iste vode.

Epruvete z reakcijskimi zmesmi smo prenesli v cikli¢ni termostat. Hkratno pomnoZzevanje
odseka eksona 2 in introna 8 gena VDR je potekalo pri optimiziranih pogojih za oba odseka, ki
so opisani v preglednici XI.
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Preglednica XI: Pogoji za pomnozevanje odsekov eksona 2 in introna 8 gena VDR.

STOPNJE PCR REAKCIJE TEMPERATURA  (°C) CAS
1. | Zadetna denaturacija 95 12 min
2. | Denaturacija 94 30s
Prileganje 56 45 s 40
Podaljsevanje 72 30s ? ciklov
3. | Kon¢no podaljSevanje 72 8 min
4. | Prekiniev 8 00

Uspesnost reakcije PCR smo preverili z elektroforezno lo¢bo na 2 % agaroznem gelu, katerih
produkte smo posneli z UV transluminatorjem (A = 302 nm).

PCR
Materiali in reagenti:

e delovna raztopina DNA

e 10 x PCR Gold pufer, Proomega

e dNTP (2 mmol/L): dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Applied Biosystems, Perkin Elmer)

e MgCl, (25 mmol/L)

e ultra Cista voda (bidestilirana, avtoklavirana, pripravljena z aparatom ELGA PURELAB
Classic)

e Ampli Taq Gold polimeraza (5U/ uL) (Applied Biosystems, Perkin Elmer)

e zacCetni oligonukleotid VDR-2F: 5- AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT -3’

e zacCetni oligonukleotid VDR-2R: 5'- ATGGGAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC -3’

e zacCetni oligonukleotid VDR-8IB-F: 5'- GGCAACCTGAAGGGAGACGTA -3’

e zacCetni oligonukleotid VDR-8IB-R: 5'- CTCTTTGGACCTCATCACCGAC -3’

e bidestilirana, avtoklavirana ultracista voda

Aparature in delovni pribor
e avtoklav a-21, Kambic, Laboratorijska oprema
susilnik ST-01/02, instrumentaria
Cikli¢ni termostat, Biometra, Personal Cycler
centrifuga CENTRIC 150 (Tehtnica, Zelezniki)
komora za PCR z UV lucko
polavtomatske pipete (Eppendorf)
avtoklavirani nastavki za pipete
0,5 in 1,5 mL avtoklavirane epruvete za enkratno uporabo (Eppendorf)
Stojala za epruvete

Ocena produktov PCR z elektroforezo

Uspesnost reakcije PCR smo preverili z elektroforezno locbo na 2 % agaroznem gelu, katerih
produkte smo posneli z UV dokumentacijskim sistemom ( A= 302 nm).

Za pripravo 2 % agaroznega gela in potek elektroforeze smo uporabili enake metode in tehnike
dela kot pri elektroforezi za detekcijo produktov PCR, pri pomnozevanju 1-e odseka na
promotorju gena za VDR. Spremenili smo le ¢as poteka elektroforeze na 20 min. pri napetosti
90 V. (Preglednica VIII, str.24 ) Po koncani elektroforezi smo locene produkte PCR posneli z
UV transluminatorjem (A = 302 nm).
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3.6. ANALIZA POLIMORFIZMOV DOLZIN RESTRIKCIJSKIH ODSEKOV DNA

Pri analizi uporabimo restrikcijske encime, ki cepijo predhodno namnozene odseke DNA ob
toéno doloenem zaporedju. Ce se zaporedje, ki ga prepoznava endonukleaza spremeni samo
za en nukleotid, encim mesta ne prepozna in do cepitve ne pride. Kombinacija nastalih odsekov
razliénih dolzin je znacilna za posameznika, razen pri enojajénih dvojckih, ki imajo identi¢no
DNA. Nastale odseke restrikcije lo¢imo z elektroforezo na poliakrilamidnem ali agaroznem
gelu. Z elektroforezo na agaroznem gelu lahko dobro locujemo odseke DNA velike od
priblizno 50 bp do nekaj deset tiso¢ baznih parov. Po elektroforezi ugotovimo velikost
odsekov vzorca DNA s primerjavo hitrosti potovanja odsekov vzorcev in linearnega DNA
velikostnega standarda. Na osnovi prisotnosti specificnih odsekov lahko odkrivamo spremembe
v zaporedju nukleotidov, zato lahko govorimo o polimorfizmu dolZin restrikcijskih odsekov oz.
RFLP.

3.6.1. HpyCH4III - RFLP ANALIZA ZA GENOTIPIZACIJO POLIMORFIZMA Cdx2

632 bp velike produkte PCR smo analizirali glede na prisotnost polimorfizma Cdx 2, z metodo
restrikcije odsekov DNA z encimom HpyCHA4III. To je encim, ki prepozna naslednje zaporedje
nukleotidov:

5.. AC N'GT ..3
3.. TGJuN CA .5

Na oznafenih mestih encim HpyCHA4III cepi fosfodiesterske vezi. Na mestu N je lahko
katerikoli nukleotid.

Polimorfizem Cdx 2 na promotorju gena VDR, je substitucija guanin/adenin - G/A.
Pomnozene odseke, dolzine 632 bp encim HpyCHA4III cepi na Stirih mestih, tako, da dobimo
lahko odseke v velikosti: 217 bp, 24 bp, 312 bp,52 bp in 28 bp. Pri analizi smo spremljali
odseke z dolzino: 217 bp, 312 bp in 363 bp (Slika 12).

G /A
0 217 bp 241 bp 553 bp 604bp 632 bp
| | | | | |
| | | | | |
217 bp 24 bp 312 bp 51bp 28 bp

Dolzine odsekov po cepitvi.

Slika 12: Mesta, kjer encim HpyCHA4III cepi odsek dolzine 632 bp na I-e promotorju gena
VDR.

Ce encim zaradi substitucije G/A, ne prepozna restrikcijskega mesta, nastaneta odseka v dolZini
217 bp in 363 bp. Ce substitucije G/A ni, encim HpyCHA4III cepi na oznacenem mestu, zato
dobimo odseka dolzine 217 bp in 312 bp. (Slika 12) Prisotnost restrikcijskega mesta ozna¢imo

z A, odsotnost restrikcijskega mesta pa z G. V primeru heterozigota nastanejo odseki dolzine:
217 bp, 312 bp in 363 bp.
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Reakcijsko zmes smo pripravili z dodajanjem posameznih sestavin v enakem vrstnem redu, kot
v Preglednici XII, razen produkta PCR. Nato smo pripravili in oznacili epruvete, v katere smo
odpipetirali 5 uL dobro premesane reakcijske zmesi. Nato smo v vsako epruveto dodali Se 5 uLL
produkta PCR. Tako pripravljene vzorce smo centrifugirali in inkubirali 12 ur v vodni kopeli
pri 65°C.

Preglednica XII: Priprava restrikcijske zmesi encima HpyCH4III za analizo RFLP.

SESTAVINE VOLUMEN ENEGA VZORCA
pL

Pufer 10x NEB4 1,5

Ultra ¢ista voda 7,0

Encim HYP CH4 111 (5 U/ ml) 0,5

PCR produkt 6,0

VOLUMEN ZMESI 15,0

Ocena produktov restrikcije z elektroforezo

Preglednica XIII: Pogoji, sestavine in kolicine za pripravo 4 % agaroznega gela za oceno
produktov RFLP.

SESTAVINE KOLICINA NAPETOST CAS
Agaroza za RFLP 30¢g
1 x TAE pufer 75 mL 90V 45 min.
ET-Br (10 mg/mL) 5uL

Gel smo pripravili na malem nosilcu (20cm X 15¢cm X 0,5cm) z dvema glavnickoma, tako smo
dobili 20 zepkov.

Uporabili smo sestavine iz preglednice XIII, postopek priprave pa je potekal tako kot pri
pripravi agaroznega gela za elektroforezo RFLP odsekov DNA za polimorfizma Fok I in Bsm
I. Elektroforeza je potekala 45 min. pri napetosti 90 V.

Produkte restrikcije smo po koncani reakciji centrifugirali 1 min pri 12000 obratih. V
elektroforezno kadicko, napolnjeno z 1 x TAE pufrom, smo horizontalno poloZila 4% agarozni
gel. Na parafilm smo nanesli kapljice (3 pL) pufra, ki vsebuje barvilo brom fenil modro. Nato
smo kapjlici dodali 10 pLL RFLP produkta in vse skupaj nanesli v Zepek na gelu.

V prvi zepek smo nanesli oznacevalec dolzin odsekov DNA, v sledece Zepke smo nanasali
produkte PCR, v zadnji Zepek smo nanesli produkt PCR, ki ni bil izpostavljen restrikciji.

Po koncani elektroforezi smo lo¢ene produkte restrikcije posnela z UV transluminatorjem

(A =302 nm) in dolocila haplotipe.
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Materiali, reagenti, aparature in delovni pribor za oceno produktov restrikcije z
elektroforezo za polimorfizem Cdx 2:

agaroza za RFLP (Sigma)

osnovna raztopina TAE pufra (50-kratni koncentrat)

etidijev bromid (10 mg/ pL, Sigma)

nanasSalni pufer, ki vsebuje barvilo fenil modro (Fluka)

ocetna kislina (1 mol/L, Carbo Erba)

TRIS base (2 mol/L, Fluka)

ocetna kislina (1 mol/L, Carbo Erba)

EDTA (0,5 mol/L, Fluka)

oznacevalec dolzin DNA odsekov (50-1000 bp, PCR Marker Promega G 316 A)
Pufer 10x NEB2 (BioLabs, New England)

Encim HpyCH4III (5 U/ ml) (BioLabs)

Avtoklavirana ultra ¢ista voda

3.6.2. FokI-RFLP ANALIZA ZA GENOTIPIZACIJO POLIMORFIZMA Fok I

Polimorfizem Fok I smo analizirali na osnovi pomnoZzenih, 266 bp velikih odsekov DNA s
PCR, z metodo restrikcije odsekov DNA z encimom Fok 1. To je encim, ki prepozna naslednje
zaporedje nukleotidov:

5. GGATG (N)," ..3'
3... CCTAC (N)i3a ...5'

Na oznacenih mestih encim Fok I cepi fosfodiesterske vezi. Na mestu N je lahko katerikoli
nukleotid

Polimorfizem Fokl, kot tranzicija timidin/citozin - T/C, povzro¢i spremembo alternativnega
zacetnega kodona ATG v ACG, zato encim Fok I ne prepozna restrikcijskega mesta in odseka
odseka eksona 2 gena VDR ne cepi, torej ostane odsek velik 266 bp. Ce pa tranzicije ni, encim
Fok I cepi na oznacenem mestu, zato dobimo dva odseka z dolzino 197 bp in 69 bp (Slika 13).
Prisotnost restrikcijskega mesta oznac¢imo s f, odsotnost restrikcijskega mesta pa s F.

T/C

’

0 69 bp 266 bp

69 bp 197 bp
DolZine odsekov po cepitvi.

Slika 13: Mesta, kjer encim Fok I cepi odsek dolzine 266 bp na eksonu 2 gena VDR.
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Reakcijsko zmes smo pripravili z dodajanjem posameznih sestavin v enakem vrstnem redu, kot
v Preglednici XIV, razen produkta PCR. Nato smo pripravili in oznacili epruvete, v katere smo
odpipetirali 6 uL dobro premesane reakcijske zmesi. Nato smo v vsako epruveto dodali Se 6 uLL
produkta PCR. Tako pripravljene vzorce smo centrifugirali in inkubirali 12 ur v vodni kopeli
pri 37°C.

Preglednica XIV: Priprava restrikcijske zmesi encima Fok I za analizo RFLP.

SESTAVINE VOLUMEN ENEGA VZORCA
pL
Pufer 10x NEB4 1,2
Ultra Cista voda 4.4
Encim za Fok I (4 U/ uL) 0,4
PCR produkt 6,0
VOLUMEN ZMESI 12,0

Ocena produktov restrikcije z elektroforezo

Produkte restrikcije smo po konCani reakciji centrifugirali 1 min pri 12000 obratih. V
elektroforezno kadicko, napolnjeno z 1 x TAE pufrom, smo horizontalno polozili 4 % agarozni
gel (st. 29). Na parafilm smo nanesli kapljice (3 pL) pufra, ki vsebuje barvilo blue orange. Nato
smo kapjlici dodali 12 pLL. produkta RFLP in vse skupaj nanesli v Zepek na gelu.

V prvi zepek smo nanesli oznacevalec dolzin DNA odsekov, v sledece zepke smo nanasali
produkte PCR, v zadnji Zepek smo nanesli produkt PCR, ki ni bil izpostavljen restrikciji.
Elektroforeza je potekala 45 min. pri napetosti 90 V.

Po koncani elektroforezi smo loene produkte restrikcije posneli z UV transluminatorjem
(A=302 nm).

Materiali, reagenti, aparature in delovni pribor za oceno produktov restrikcije z
elektroforezo za polimorfizem Fok I:

agaroza za RFLP (Sigma)

osnovna raztopina TAE pufra (50-kratni koncentrat)

etidijev bromid (10 mg/ pL, Sigma)

nanas$alni pufer, ki vsebuje barvilo blue orange (Fluka)

ocetna kislina (1 mol/L, Carbo Erba)

TRIS base (2 mol/L, Fluka)

ocetna kislina (1 mol/L, Carbo Erba)

EDTA (0,5 mol/L, Fluka)

oznacevalec dolzin DNA odsekov (50-1000 bp, PCR Marker Promega G 316 A)
Pufer 10x NEB4 (BioLabs, New England)

Encim FoklI (4 U/ uL) (BioLabs)

Avtoklavirana ultra Cista voda
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3.6.3. Bsm I - RFLP ANALIZA ZA GENOTIPIZACIJO POLIMORFIZMA Bsm I

461 bp velike produkte PCR smo analizirali polimorfizem Bsm I, z metodo restrikcije odsekov
DNA, z encimom Bsm I. To je encim, ki prepozna naslednje zaporedje nukleotidov:

5.. GAATGC NY .3
3.. CTTACAG ..5

Na oznacenih mestih encim Bsm I cepi fosfodiesterske vezi. Na mestu N je lahko katerikoli
nukleotid.

Polimorfizem Bsml na intronu 8 je tranzicija guanin/adenin — G/A, kar povzro¢i, da
restrikcijski encim Bsm I ne prepozna restrikcijskega mesta in zato ne cepi odseka introna 8
gena VDR. Zato pomnozeni odsek velik 461 bp obdrzi svojo velikost. Ce tranzicije ni, encim
Bsm I cepi na oznaCenem mestu, zato dobimo dva odseka: dolzine 258 bp in 203 bp (Slika 14).
Prisotnost restrikcijskega mesta ozna¢imo z b, odsotnost restrikcijskega mesta pa z B.

G/A

.

0 258 bp 461 bp

258 bp 203 bp
Dolzine odsekov po cepitvi.

Slika 14: Mesta, kjer encim Bsm I cepi odsek dolzine 461 bp na intronu 8 gena VDR.

Priprava reakcijske zmesi

Reakcijsko zmes smo pripravili z dodajanjem posameznih sestavin v enakem vrstnem redu, kot
v Preglednici XV, razen PCR produkta. Nato smo pripravili in oznacili epruvete, v katere smo
odpipetirali 5 pL. dobro premesane reakcijske zmesi. Nato smo v vsako epruveto dodali se 5 pL
PCR produkta. Tako pripravljene vzorce smo centrifugirali in inkubirali 12 ur v vodni kopeli
pri 65°C.

Preglednica XV: Priprava restrikcijske zmesi encima Bsm I za RFLP analizo.

SESTAVINE VOLUMEN ENEGA VZORCA
uL
Pufer 10x NEB2 1
Ultra Cista voda 3,6
Encim za Bsm I (10 U/ uL) 0,4
PCR produkt 5,0
VOLUMEN ZMESI 10,0

Ocena produktov restrikcije z elektroforezo
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Produkte restrikcije smo analizirali z elektroforezno lo¢bo na 4 % agaroznem gelu.
Sestavine in koli¢ine za pripravo 4 % agaroznega gela za oceno produktov RFLP so opisane v
Preglednici XII, st. 29.

Produkte restrikcije smo po koncani reakciji centrifugirali 1 min pri 12000 obratih. V
elektroforezno kadicko, napolnjeno z 1 x TAE pufrom, smo horizontalno polozili 4 % agarozni
gel. Na parafilm smo nanesli kapljice (3 puL) pufra, ki vsebuje barvilo brom fenil modro. Nato
smo kapljici dodali 10 uL. RFLP produkta in vse skupaj nanesli v Zepek na gelu.

V prvi zepek smo nanesli oznacevalec dolzin DNA odsekov, v sledeCe Zepke smo nanasali
PCR produkte, v zadnji Zepek smo nanesli PCR produkt, ki ni bil izpostavljen restrikciji.
Elektroforeza je potekala 30 min. pri napetosti 90 V.

Po koncani elektroforezi smo lo¢ene produkte restrikcije posneli z UV transluminatorjem

(A =302 nm) in dolocili haplotipe.

Materiali, reagenti, aparature in delovni pribor za oceno produktov restrikcije z
elektroforezo za polimorfizem Bsm I:

agaroza za RFLP (Sigma)

osnovna raztopina TAE pufra (50-kratni koncentrat)

etidijev bromid (10 mg/ pL, Sigma)

nanasSalni pufer, ki vsebuje barvilo fenil modro (Fluka)

ocetna kislina (1 mol/L, Carbo Erba)

TRIS base (2 mol/L, Fluka)

ocetna kislina (1 mol/L, Carbo Erba)

EDTA (0,5 mol/L, Fluka)

oznacevalec dolzin DNA odsekov (50-1000 bp, PCR Marker Promega G 316 A)
Pufer 10x NEB2 (BioLabs, New England)

Encim Bsml (10 U/ pL) (BioLabs)

Avtoklavirana ultra ¢ista voda

3.7. STATISTICNA ANALIZA

Za presojo normalnosti porazdelitev nasih rezultatov smo uporabili Kolmogorov — Smirnov
test.

Homogenost varianc smo testirali z Levenejevim testom za ve¢ skupin.

Za oceno razlik med genetskimi podskupinami smo uporabili neparametri¢en Kruskal —
Wallisov test, ¢e predpostavke normalnosti in enakosti varianc niso bile izpolnjene.
Neenakost varianc, v primeru ve¢ skupin, smo skusali zmanj$ati s transformacijami. Ce
transformacije niso bile uspe$ne smo uporabili neparametri¢ni Kruskal — Wallisov test.

Za analizo genotipov in haplotipov glede na BMD smo uporabili parametri¢ni test ANOVA, pri
pogoju homogenosti in normalnosti.

Analizo povezanosti biokemi¢nih kazalcev z BMD smo ocenili s parametricnim testom
ANCOVA, ob prisotnosti normalne porazdelitve in homogenosti.

Test y* smo uporabili za ugotavljanje, e so eksperimentalni podatki v Hardy — Weinbergovem
ravnotezju.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. OPTIMIZACIJA REAKCIJ

4.1.1. OPTIMIZACIJA REAKCIJE VERIZNEGA POMNOZEVANJA 1-e ODSEKA
NA PROMOTORJU GENA VDR

Z reakcijo veriznega pomnozevanja 1-e odseka na promotorju smo Zeleli dobiti ¢im vecjo
koli¢ino specificnih produktov za analizo RFLP. Kriti¢ni dejavniki, ki najbolj vplivajo na
reakcijo PCR so: koncentracija MgCl,, zacetnih oligonukleotidov, pufra, deoksinukleotidov,
temperatura in ¢as posameznih stopenj ter koli¢ina in Cistost DNA.

MgCl,, kot kofaktor vpliva na aktivnost encima DNA polimeraze in s tem na koli¢ino
produkta. Zato smo pri pregledu literature, ki obravnava reakcijo veriznega pomnozevanja 1-e
odseka na promotorju gena za VDR ocenili koli¢ino MgCls, ki je bila uporabljena pri reakciji
PCR. Na osnovi danih podatkov smo se odlocili, da bomo priceli optimizacijo reakcije PCR s
Stirimi razlicnimi koncentracijami MgCl, : 0,8 mmol/L, 1,6 mmol/L, 2,4 mmol/L in 3,2
mmol/L.

Pripravili smo 20 pL. skupnega volumna zmesi enega vzorca, tako, da smo po vrstnem redu
dodajali: 1 x Gold pufer Tris-HCIl (10mM), KCI1 (50 mM); 0,3 mmol/L. dNTP; doloc¢ena
koncentracija MgCl,; 0,375 pmol/L Cdx2-F; 0,375 pumol/L Cdx2-R; 0,05 U/ uL Ampli Taq
Gold polimeraza (5U/ pL); ustrezna koli¢ina ultra ¢iste vode (10,0 pL ali 9,2 pL ali 8,4 puL ali
7,6 uL) in 0,002 g/L DNA (0,05 g/L).

Pomnozevanje odseka 1-e na promotorju DNA gena za VDR smo izvajali v ciklicnem
termostatu, PRIMUS 96 plus, MWG-BIOTECH AG pri pogojih, ki so opisani v Preglednici
XVL

Preglednica XVI: Pogoji na zacetku optimizacije reakcije PCR, v ciklicnem termostatu za
pomnoZevanje odseka 1-e na promotorju gena VDR.

STOPNJE REAKCIJE PCR TEMPERATURA CAS
W)
1. | Zadetna denaturacija 95 10 min
Denaturacija 95 45 s
Prileganje 55 30s 36
Podaljsevanje 72 45s ? ciklov
3. | Kon¢no podaljSevanje 72 7 min
4. | Prekiniev 8 o0

Uspesnost in specifi¢nost reakcije PCR smo preverili z elektroforezo na agaroznem gelu.
Polozaj in intenziteto lis, ki sta merilo za specifi¢nost in koli¢ino produkta PCR smo zaznali
z UV-dokumentacijskim sistemom.
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Slika 15: Ocena produktov prve faze optimizacije reakcije PCR odseka I-e na promotorju
gena VDR.

Iz posnetka je razvidno, da je najve¢ specificnega produkta reakcije PCR nastalo pri vzorcu
A, pri katerem smo v skupni volumen zmesi dali 0,8 mmol/L MgCl, (Slika 15).

Nastalo je premalo specificnega produkta, zato smo morali spremeniti pogoje za reakcijo
PCR.

Da bi zagotovili uspesno analizo RFLP smo Zeleli povecati koli¢ino produkta PCR.
Temperatura in Cas prileganja vplivata na specifi¢nost in koli¢ino produkta, zato smo danim
pogojem znizali temperaturo prileganja iz 55 °C na 53 °C in podaljsali Cas prileganja iz 30 s
na 40 s. Da bi povecali koli¢ino produkta smo povecali tudi Stevilo ciklov iz 36 na 40 (Slika
16).

Cd=x2 PCR optim. 2
29.6.2007

Slika 16: Ocena produktov reakcije PCR pri temperaturi prileganja 53 °C in 40. ciklih.

Pri teh pogojih se je presenetljivo izkazalo, da produkta vzorca A s koncentracijo 0,8
mmol/L MgCl, ni bilo, kljub ponovitvi reakcije. Povecala se je tudi nespecificnost produktov
(Slika 16).

Vzorec B s koncentracijo 1,6 mmol/L MgCl, je imel najve¢ produkta, vsi produkti danih
vzorcev pa so bili nespecificni. Zato smo se odloc¢ili, da nadaljujemo optimizacijo z reakcijsko
zmesjo, ki vsebuje 1,6 mmol/L MgCl,. Da bi povecali specificnost produktov, smo dvignili
temperaturo prileganja iz 53 °C na 54 °C ter zmanjsali Cas prileganja iz 40 s na 20 s. (Slika 17)

FPCR Cdx2 optim2 2.6.2007

Slika 17: Ocena produktov reakcije PCR pri temperaturi prileganja 54 °C in casu prileganja
20 s.

41



Magistrska naloga, Mojca Smelcer Rezultati in razprava

Produkti so nastali v dovolj veliki koncentraciji (Slika 18), ker so lise intenzivne.
Nespecifi¢nost produktov je e vedno prisotna a opazno zmanjSana.

Povecati smo morali specificnost produkta. Ker so bili nastali produkti v dovolj veliki
koncentraciji, smo lahko nespecifi¢nost produktov zmanjsali z nekoliko ve¢jim poviSanjem
temperature prileganja, iz 54 °C na 58 °C, ker poviSanje temperature prileganja hkrati
zmanjSuje tudi koli¢ino produkta, ki ga pomnoZzujemo pri PCR reakciji. Reakcijo smo izvajali
v zmesi za 10 vzorcev (Slika 18).

M Bl -
1113 Iﬁﬁ;li?’g_'ﬁ?z 674
o b: .
" - F % T v s T e =

PCR1 CdxZ 24.7.2007

Slika 18: Ocena produktov reakcije PCR pri optimalnih pogojih za pomnozevanje odseka 1-e
na promotorju gena VDR.

Izkazalo se je , da je optimalna reakcijska zmes z 20 pL. skupnega volumna zmesi enega
vzorca, ki smo jo pripravili tako, da smo po vrstnem redu dodajali: 1 x Gold pufer Tris-HCI
(10mM), KCI1 (50 mM); 0,3 mmol/L dANTP; 1,6 mmol/L MgCl,; 0,375 pmol/L Cdx2-F;
0,375 umol/L Cdx2-R; 0,05 U/ uL. Ampli Taq Gold polimeraza (5U/ pL); 9,2 uL ultra iste
vode in 0,002 g/ DNA (0,05 g/L). Optimalni pogoji v cikli¢nem termostatu so opisani v
preglednici VII, st. 28.

Odseke 1-e promotorja DNA gena VDR, smo pomnozili pri optimalnih pogojih reakcije PCR
v konéni zmesi 31 vzorcev.

4.1.2. OPTIMIZACIJA REAKCIJE GENOTIPIZACIJE ZA UGOTAVLJANJE
DOLZIN RESTRIKCIJSKIH ODSEKOV Cdx 2 POLIMORFIZMOV

Z analizo RFLP smo preizkovancem dolocili haplotipe za polimorfizem Cdx 2. Zato smo
zeleli pripraviti reakcijsko zmes, ki bi omogocila specifi¢nost in dovolj veliko koncentracijo
nastalih restrikcijskih produktov, da bi lahko restrikcijsko zmes analizirali z elektroforezno
lo¢bo na agaroznem gelu.

Ugotoviti smo zeleli optimalno koli¢ino encima za pripravo reakcijske zmesi za analizo
RFLP, zato smo pripravili reakcijsko zmes po Tabeli 16, v katero smo po enakem vrstnem
redu dodajali posamezne sestavine, tako, da smo dobili skupni volumen reakcijske zmesi 15,0
uL. Pripravili smo dva produkta PCR ( $t.: 1011, 1012), pri katerith smo imeli v zmesi
razli¢no koli¢ino restrikcijskega encima HYP CH4 III: 0,2 pL, 0,4 uL in 0,6 pL (Preglednica
XVII). Tako pripravljene vzorce smo centrifugirali in inkubirali 12 ur v vodni kopeli pri 65°C.
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Preglednica XVII: Sestava reakcijske zmesi za analizo RFLP z razlicno koncentracijo encima
HYP CH4 Il v prvi fazi optimizacije reakcije.

SESTAVINE A B C
pL pL pL
Pufer 10x NEB4 1,5 1,5 1,5
Ultra Cista voda 9,3 9.1 8,9
Encim HYP CH4 Il (5 U/ ml) | 0,2 0,4 0,6
PCR produkt 4,0 4.0 4,0
VOLUMEN ZMESI 15,0 15,0 15,0

Slika 19: Ocena produktov reakcije RFLP z razlicno koncentracijo encima HYP CH4 Il v
prvi fazi optimizacije reakcije.

Uspesnost reakcije in produkte restrikcije smo preverili z elektroforezo na agaroznem gelu.
Polozaj in intenziteto lis, ki sta merilo za specificnost in koli¢ino odsekov restrikcije smo
zaznali z UV-dokumentacijskim sistemom.

Iz slike 19 je razvidno, da je bila restrikcija najuspesnejsa pri koncentraciji encima HYP CH4
11 0,6 pL, pri vzorcu 1011 pa tudi pri 0,4 pLL encima.

Da bi dobili ve¢jo koli¢ino produktov restrikcije in s tem mocnejSe lise, ki bi povecale
zanesljivost dolo¢anja haplotipov, smo izvedli reakcijo RFLP tako, da smo reakcijski zmesi s
prisotnostjo 0,4 uLL encima povecali koli¢ino PCR produkta iz 4,0 uL na 6,0 puL.

Reakcijo RFLP smo izvedli na ve¢jem Stevilu vzorcev, da smo dobili primere vseh
haplotipov (Slika 20).

RFLP 54 Cdx2 .

25.10.2007

Slika 20: Ocena uspesnosti reakcije RFLP ob prisotnosti 0,4 uL encima HYP CH4 Il in 6,0
uL produkta PCR v reakcijski zmesi.
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Pri produktih 766, 788, 790, 791, 797 in 809 je v reakcijski zmesi ostal Se ostanek odsekov
PCR produkta, ki ni reagiral zaradi premajhne prisotnosti encima restrikcije (Slika 20).

V nadaljevanju smo morali oblikovati pogoje, pri katerih bi dosegli popolno restrikcijo PCR
produktov. Zato smo povecali koncentracijo restrikcijskega encima iz 0,4 pL na 0,5 pL v
reakcijski zmesi (Slika 21). Tako smo povecali tudi koli¢ino produktov restrikcije in
zagotovili zanesljivost detekcije.

RFLP 15 Cdx2 22.8.2007

Slika 21: Ocena uspesnosti reakcije RFLP pri koncentraciji encima HYP CH4 III 0,4 uL in
6,0 uL produkta PCR v reakcijski zmesi.

S slike 21 je razvidno, da so produkti 819, 925 in 931 nekoliko manj prepricljivi, zato smo
reakcijo RFLP ponovili in dobili jasne rezultate.

Obcasno so se pojavili nekateri primeri restrikcije posameznih vzorcev, ki smo jih s
potrditvenim testom, torej s ponovno reakcijo RFLP ponovili in rezultate ponovno vrednotili.

Dani pogoji restrikcije pomnoZenega odseka promotorja 1-e so bili optimalni, zato smo v
nadaljevanju izvedli reakcijo RFLP pri navedenih pogojih, ki so opisani v poglavju metode
dela.

4.1.3. OPTIMIZACIJA HYP CH4 III - RFLP ANALIZE

Glede na izku$nje pri elektroforezi za dolo€anje odsekov restrikcije za polimorfizem Bsm I in
Fok I smo podaljsali Cas elektroforeze na 45 minut, da sta se odseka velikosti 312 bp in 363
bp, ki se med seboj razlikujeta le za 51 bp dobro locila pri potovanju po 4 % agaroznem gelu.

4.1.4. OPTIMIZACIJA HKRATNEGA POMNOZEVANJA EKSONA 2 IN
INTRONA 8 GENA VDR

Reakcijo PCR pomnoZevanja eksona 2 in introna 8 gena VDR smo izvajali po Ze razviti
metodi optimalne hkratne Reakcije PCR.” Uporaba te metode se je izkazala za uspesno in
racionalno pri raziskavi 621 preiskovancev.

Za §tiri vzorce smo morali pogoje prilagoditi in spremeniti.

Zaradi prenizke koncentracije DNA v delovni raztopini se posamezni odseki DNA za vzorce
755, 1023,1024 in 1128 niso hoteli namnoziti.

Da bi posamezne odseke DNA namnozili v dovolj veliki koli¢ini, smo za vse Stiri vzorce
uporabili za pomnozZevanje odsekov metodo sekundarne reakcije PCR (Slika 23).
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sekundarni iz produktov PCR 71

1.2.2007

Slika 22: Sekundarna reakcija PCR pomnoZevanja eksona 2 in introna 8 gena VDR.

Iz slike 22 je razvidno, da sta se pri preiskovancih 755 in 1024 odseka eksona 2 in introna 8
uspeSno namnozila, zato vidimo lisi, ki oznacujta produkta v velikosti 461 bp in 266 bp. Pri
preiskovancih 1023 in 1128, ter pri kontrolnem vzorcu, vidimo tudi liso, ki je posledica velike
koncentracije zaCetnih oligonukleotidov, ker reakcija PCR ni potekla.

Tako nam je uspelo pomnoziti v dovolj veliki koli¢ini odseke vzorcev 755 in 1024.

Sklepali smo, da je v izolirani DNA zelo majhna koncentracija molekul DNA, zato pri
preiskovancih 1023 in 1128 kljub izvedbi sekundarne reakcije PCR ni prislo do
pomnozevanja odsekov eksona 2 in introna 8.

Reakcijski zmesi vzorcev preiskovancev 1023 in 1128 za PCR reakcijo smo dodali 0,5 pl
nerazred¢ene DNA (Slika 23).

L% | 1128
1023  SL

i

PCRHR 774
15.2.2008

Slika 23: Reakcija PCR z 0,5 ul nerazredcene DNA v reakcijski zmesi.

Iz slike 23 je razvidno, da je reakcija PCR uspela, ker smo uspesno namnozili odseke
eksona 2 in introna 8 gena VDR vzorcev preiskovancev 1023 in 1128.

4.1.5. OPTIMIZACIJA Fok I - RFLP ANALIZE

Preiskovancem smo dolocili haplotipe za polimorfizem Fok I z analizo RFLP. Zato smo
pripravili reakcijsko zmes, z znanimi pogoji, ki so opisani v Tabeli 17'®. Reakcijsko zmes
smo pripravili z dodajanjem posameznih sestavin v enakem vrstnem redu, kot v preglednici
XVII in dodali 5 pLL PCR produkta. Pripravljene vzorce smo centrifugirali in inkubirali 12
ur v vodni kopeli pri 37°C.
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Preglednica XVIII: Reakcijska zmes za Fok I — RFLP analizo v prvi fazi optimizacije Fok I-
RFLP analize."”

SESTAVINE VOLUMEN ENEGA VZORCA
puL

Pufer 10x NEB4 1,2

Ultra Cista voda 5,4

Encim za Fok 1 (4 U/ulL) |04

PCR produkt 5,0

VOLUMEN ZMESI 12,0

Produkte restrikcije smo locili z elektroforezo na 4 % agaroznem gelu in zaznali z UV-
dokumentacijskim sistemom.

Rezultati, ki jih prikazuje slika 24, so slabo vidne ¢rte, ki kazejo na slabo koncentracijo
produkta restrikcije.

RFLP 9 Fokl

20.6.2007
Slika 24: Produkti elektroforeze Fok I- RELP analize pri pogojih iz literature.'”

Da bi lahko iz elektroforeze gelov od¢itali genotip, smo morali optimizirati koli¢ino produkta
PCR glede na pogoje elektroforeze. Zato smo v reakcijski zmesi povecali koli¢ino dodanega
produkta PCR na 5 pL in zmanjsali koli¢ino vode na 4,4 pL (Slika 26).

M AT AT AT AT AT AT AT ZIT ZIT AT AT 21T AT AT AT ZIT AT AT AT

1008 1010 1012 1082 1087 1089 1091 1093 1095 1008
1009 1011 B | 108 . 1094

f Ff e

RFLP 36 Fokl 14.9.2007

Slika 25: Elektroforeza restrikcijskih odsekov Fok I — RFLP analize, pri kateri je bilo 5 uL
PCR produkta.

Na sliki 25 so ¢rte jasno vidne, zato ker je koncentracija pomnozenih odsekov dovolj visoka.

Iz danih rezultatov restrikcije z encimom Fok I smo lahko zakljucili, da so produkti restrikcije
v dovolj veliki koncentraciji in jasno razvidni, da bomo genotipe lahko zanesljivo dolo¢ili.
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4.1.6. OPTIMIZACIJA REAKCIJE ZA UGOTAVLJANJE POLIMORFIZMOV
Bsm I DOLZIN RESTRIKCIJSKIH ODSEKOV

Prav tako kot za dolocitev genotipov za polimorfizem Fok I z analizo RFLP smo tudi za
dolocitev genotipov za polimorfizem Bsm I z analizo RFLP, pripravili reakcijsko zmes, z
znanimi pogoji, ki so opisani v Tabeli 18°*. Reakcijsko zmes smo pripravili z dodajanjem
posameznih sestavin v enakem vrstnem redu, kot v preglednici XIX in dodali 4 uL PCR
produkta.

Pripravljene vzorce smo centrifugirali in inkubirali 12 ur v vodni kopeli pri 65°C.

Preglednica XIX: Reakcijska zmes za Bsm I — RFLP analizo® v prvi fazi optimizacije.

SESTAVINE VOLUMEN ENEGA VZORCA
pL

Pufer 10x NEB2 1

Ultra Cista voda 4,8

Encim za Bsm I (10 U/ puL) 0,2

PCR produkt 4,0

VOLUMEN ZMESI 10,0

M 1033 1035 1037 1040 1048 1060 K
1034 1036 1038 1041 1043 1045 1047 1049 1050

bb <« Bb « bb .Bb .bb Bb Bb .Bb .Bb .bb BB bb BB bb bb BE BB P bb

6.6.2007
RFLP 4 Bsm |

Slika 26: Ocena produktov elektroforeze Bsm [ — RFLP analize v prvi fazi optimizacije.
Pogoji pri katerih je potekala analiza RFLP so opisani v preglednici XIX.

Produkte restrikcije locene z elektroforezo na 4 % agaroznem gelu in zaznane z UV-
dokumentacijskim sistemom prikazuje slika 26. Crte so slabo vidne, ker je koncentracija
restrikcijskega produkta nizka.

Da bi lahko iz elektroforeze gelov odcitali genotip, smo morali optimizirati koli¢ino PCR
produkta glede na pogoje elektroforeze.

Zato smo povecali koli¢ino PCR produkta, ki smo ga dodali v reakcijsko zmes na 5 pL.
Povecali smo tudi koli¢ino restrikcijskega encima Bsm I na 0,4 pL in zmanjsali koli¢ino vode
na 3,6 puL, tako, da smo dobili skupni volumen zmesi 10 pL. (Slika 27)
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Slika 27: Ocena restrikcijskih odsekov Bsm I — analize, pri kateri je bilo 5 uL PCR produkta,
0,4 uL encima Bsm I in 3,6 uL vode z uporabo barvila Ksilencianol.

Na Sliki 27 so lise, ki oznacujejo produkte Bsm I - RFLP reakcije jasno vidne.

Da bomo genotipe lahko zanesljivo dolocili smo zaradi fluresciranja barvila Ksilencianola v
obmocju branja rezultatov (Slika 27), v nadaljevanju uporabili barvilo Bromfenolmodro
(Slika 28).

M ZIT ZIT 2T ZIT ZIT ZIT
1095 1100 1102

1097 101 1095

~ bb Bb Bb Bb bb PRO

RFLP 45 Bsml 20.11.2007

Slika 28: Ocena produktov restrikcije Bsm I — RFLP analize z uporabo barvila
Bromfenolmodro.

Elektroforeza produktov restrikcije Bsm I — RFLP analize z uporabo barvila Bromfenolmodro
daje jasne Crte, ker pri uporabi barvila Bromfenolmodro ni prislo do fluresciranja v obmoc¢ju
rezultatov (Slika 28).

Bromfenolmodro pri poteku elektroforeze potuje hitreje kot nasi produkti, zato interpretacije
rezultatov ne moti ve¢, zato smo lahko iz rezultatov restrikcije z encimom Fok I zakljudili,
da so produkti restrikcije v dovolj veliki koncentraciji in jasno razvidni, da bomo genotipe
lahko zanesljivo dolocili.
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4.2.1. GENOTIPSKE FREKVENCE POLIMORFIZMOY Fok I, Bsm I in
Cdx 2

Zanimalo nas je kaksne so genotipske frekvence oz. pogostost posameznih genotipov v nasi
preiskovani populaciji in kako se razlikujejo glede na starost, spol in obolelost.

Zato smo preiskovano skupino (N=625), v kateri smo analizirali frekvence genotipov,
razdelili na Stiri podskupine: preiskovanke v premenopavzi (N=57), bolnice s pomenopavzno
osteoporozo (N=230), zdrave preiskovanke v pomenopavzi (N=221) in moski preiskovanci
(N=117). Iz podatkov smo izracunali pogostost oz. frekvenco pojavljanja genotipov v
preiskovanih skupinah. (Preglednica XX)

Preglednica XX: Frekvence genotipov za polimorfizme Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena VDR,
glede na starostno obdobje in spol ter ujemanje s Hardy — Weinbergovem ravnoteZjem.

Bsm I Fok I Cdx 2

BB Bb bb FF Ff ff GG GA | AA

Premenopavza 15,8% | 47,4% | 36,8% | 35,1% | 43,8% | 21,1% | 75,4% | 19,3% | 5,3%

N=57 9 27 | 21 | 20 | 25 | 12 | 43 | 11 | 3
Verjetnost p 0,00 0,63 3,27
ZDRAVE 18.1% | 43.4% | 38.5% | 46.6% | 42.1% | 11.3% | 75.1% | 21.3% | 3.6%
Pomenopavza

N=221 40 96 85 103 93 25 166 47 8

Verjetnost p 1,94 0,33 3,73

I?OSHTEH?;SVESZA 10,9% | 45.2% | 43.9% | 35.2% | 47% | 17.8% | 65.2% | 30.4% | 3.9%
01 25 | 104 | 101 | 81 | 108 | 41 | 150 | 70 | 10
N=230

Verjetnost p 0,05 0,23 0,05
gfﬁ;ﬁ;am 14.5% | 44.3% | 41.2% | 40,9% | 44.6% | 14.6% | 70.2% | 25.9% | 3.8%
01 65 | 200 | 186 | 184 | 201 | 66 | 317 | 117 | 17
N=451

Verjetnost p 0,88 0,84 2,14

MOSKI 23.1% | 49.6% | 27.4% | 35.9% | 50.4% | 13.7% | 68.4% | 27.4% | 4.3%
N=117 27 | s8 | 32 | 42 | 59 | 16 | 81 | 31 | 5
Verjetnost p 0,01 0,43 0,81
SKUPAJ 16.2% | 45.6% | 38.2% | 39.4% | 45.6% | 15.0% | 70.4% | 25.6% | 4.0%
N=625 101 | 285 | 239 | 246 | 285 | 94 | 441 | 161 | 23
Verjetnost p 1,06 0,59 2,88

V primeru polimorfizma Cdx 2 v 1-e promotorju gena VDR je frekvenca genotipa GG
najve¢ja v vseh preiskovanih skupinah, frekvenca genotipa AA pa najmanjSa. RazSirjenost
genotipa GG je pri Slovenkah bistveno ve&ja kot pri Kitajkah 25,7%,'" kar je najverjetneje
posledica razlik v rasi. Razsirjenost genotipov polimorfizma Cdx 2 pa se bistveno ne razlikuje
od Zensk v Veliki Britaniji v zgodnji pomenopavzi (GG, 64.1%; GA, 31.5%; AA, 4.4%).”

Pri polimorfizmu Bsm I je genotip Bb najbolj, genotip BB pa najmanj razSirjen v vseh
preiskovanih skupinah. Kitajci v premenopavzi imajo nizko prisotnost genotipa BB (0,4%)*
glede na belce in Japonce (1,6%)® in gen VDR ni pomemben dejavnik za opredelitev BMD

2
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pri kitajskih Zenskah in mogkih.** Evropske belke, vkljutno s Slovenkami imamo ve&jo
prisotnost genotipa BB (15,8%-19%)"%°, kot Kitajke (0%-8,64%) in Japonke v premenopavzi.
Razsirjenost genotipov polimorfizma Bsm I v slovenski populaciji Zensk, ki so bile vklju¢ene
v na$o raziskavo, pa se ne razlikuje od Zensk v Veliki Britaniji (BB, 18.5%; Bb, 47.6%; bb,
33.9%).> Slovenke imamo glede na Cehinje, tako obolele z osteoporozo (BB=32 %), kot
zdrave (BB=30%), bistveno niZjo zastopanost genotipa BB.”® Pri Slovencih je genotip bb
(27,4%) manj zastopan kot pri Svicarjih (44,0%)."*

Zhang s sodelavci je priSel do zakljuckov, da frekvenca genotipa bb VDR variira znotraj
Kitajskih narodov Han in Uygur in da je prisotnost BB genotipa pri Uygurih 8 % pri Hanih pa
0 %'’. Zanimivo je, da je pri Korejcih in Japoncih najvedja zastopanost genotipa bb, ki mu
sledi Bb, pri zdravih Zenskah v pomenopavzi.”’ Raziskave torej kazejo na veliko razliko v
pojavnosti polimorfizma Bsm I med rasami.

Pri polimorfizmu Fok I gena VDR, je genotip ff najmanj zastopan v vseh preiskovanih
skupinah polimorfizma Fok I, prav tako je za vse genotipe Fok I najmanj$a zastopanost
genotipa ff pri Cehinjah tako pri obolelih z osteoporozo (ffi=17 %), kot pri zdravih (ff=15
%).”® Najmanj$o zastopanost polimorfizma ff imajo tudi Zenske v veliki Britaniji (ff=15,5
%).>> Razgirjenost genotipov Fok I se ne razlikuje med Slovenkami, Cehinjami in Zenskami v
veliki Britaniji.”>’® Razgirjenost genotipov Fok I ne kaze razlik med Slovenci, Japonci'” in
moskimi v Veliki Britaniji'**

Zanimalo nas je, ali se pogostost genotipov razlikuje med zdravimi in osteoporoznimi
7enskami v pomenopavzi. Zato smo uporabili test y° in primerjali genotipske frekvence
vseh treh polimorfizmov. (Preglednica XXI)

Preglednica XXI: Rezultati y° testa za primerjavo genskih frekvenc med zdravimi in
osteoporoznimi Zenskami v pomenopavzi.

Bsm I Fok I Cdx 2
Test y’ Verjetnost Verjetnost Verjetnost
p P p
ZDRAVE
POMENOPAVZA
OSTEOPOROZA 0,083 0,024 0,072
POMENOPAVZA

Povezanost polimorfizma Bsm 1 in razSirjenosti genotipov med zdravimi in bolnimi
preiskovankami v pomenopavzi je mejno znaCilna. Morebitno povezanost lahko
predvidevamo tudi na osnovi rezultatatov v preglednici XX, iz katere lahko razberemo, da je
zastopanost genotipa BB pri bolnih preiskovankah v pomenopavzi niZja za 40 % glede na
zdrave preiskovanke v pomenopavzi. Dani rezultati so v nasprotju s Studijami, ki potrjujejo
prisotnost genotipa BB z razvojem osteoporoze'>>'®* in potrjujejo $tudije, ki polimorfizem
Bsm I ne povezujejo z osteoporozo.”**¢67163164165 N orrison s sodelavei je celo dokazal, da na
osnovi genotipa VDR lahko predvidevamo verjetnost razvoja osteoporoze pri posamezniku.
Zdrave Zenske starejse od 60 let, ki so imele genotip BB, so v 75 % dozivele zlom v starosti,
tiste z %gnotipom bb pa v 61 %. Pacienti z osteoporozo imajo vi§jo frekvenco genotipa BB kot
zdravi.

50



Magistrska naloga, Mojca Smelcer Rezultati in razprava

Na osnovi dobljenih rezultatov testa y°, ki so prikazani v preglednici XXI, smo ugotovili, da
je vrednost p nizja od 0,05, za razSirjenost genotipov polimorfizma Fok I, zato lahko
povzamemo, da je razlika v raz§irjenosti genotipov polimorfizma Fok I znacilno razlicna med
zdravimi in bolnimi Zenskami v pomenopavzi. To potrjujejo tudi rezultati v pregledni XX,
kjer lahko razberemo, da je genotip FF pri zdravih preiskovankah v pomenopavzi 34,5 % bolj
razsirjen, kot pri bolnih. Nasprotno je v pomenopavzi genotip ff pri zdravih za 36,5 % manj
razsirjen kot pri bolnih.

Razporeditev genotipov Fok I v populaciji Slovenk, ki niso obolele za osteoporozo je
podoben populaciji Fincev, Francozev, AngleZev, Avstralcem, Japoncem in Tajvancem. Od
vseh nastetih populacij se bistveno razlikuje razsirjenost genotipov zdravih Indijcev, ki imajo
moc¢no zmanjSano zastopanost genotipa ff. Razli¢na razSirjenost genotipov v razli¢nih
populacijah lahko vodi do odkrivanja povezanosti s posameznimi obolenji. S tem bi
omogo¢ili laZje ugotavljanje verjetnosti razvoja obolenja in razvoj kliniénega managementa.”
Nasi rezultati potrjujejo raziskave, ki povezujejo genotip FF z zmanjSano verjetnostjo za
obolelost z osteoporozo in genotip ff s povetano verjetnostjo za obolelost®. In ne podpira
raziskav, ki polimorfizem Fok I ne povezujejo z obolelostjo z osteoporozo >*87102:110:-12>,

Z uporabo testa y°, lahko iz dobljenih rezultatov v preglednici XXI razberemo vrednost p, ki
je ve€ja od 0,05, vendar kaze na mejno znacilno razliko v razSirjenosti genotipov
polimorfizma Cdx 2 med zdravimi in bolnimi Zenskami v pomenopavzi. Prav tako vrednosti
razsirjenosti genotipov polimorfizma Cdx 2 v preglednici XX, ne kaZejo znacilnih razlik med
skupino zdravih in bolnih preiskovank v pomenopavzi. Zato se rezultati nase raziskave
ujemajo z raziskavami, ki ne potrjujejo povezave polimorfizma Cdx 2 z razvojem
osteoporoze'®’ in ne potrjujejo raziskav, ki povezanost polimorfizma Cdx 2 in osteoporoze
potrjujejo®’.

Razlika v razSirjenosti genotipov polimorfizma Fok I je znalilna med zdravimi in
bolnimi Slovenkami v pomenopavzi in mejno znacilna za razSirjenost genotipov
polimorfizma Bsm I in Cdx 2. Pri zdravih Slovenkah v pomenopavzi je zastopanost
genotipa BB in FF vedja, genotipa ff pa manjSa, glede na Zenske v pomenopavzi, ki so
obolele z osteoporozo.

V nadaljevanju nas je zanimalo, kako spol vpliva na frekvenco genotipov.

Zato smo primerjali razirjenost genotipov v populaciji zensk in moskih s pomogjo testa ”.
Ugotovili smo, da je genotipska distribucija genotipov Zensk: BB:Bb:bb = 14,6% : 44,7% :
40,7%; FF:Ff:ff = 0,402 : 0,445 : 0,153 in GG:GA:AA = 0,709 : 0,255 . 0,036 in moskih:
BB:Bb:bb = 0,231 : 0,496 : 0,274; FF:Ff:ff = 0,359 : 0,504 : 0,137 in GG:GA:AA = 0,684 :
0,274 : 0,043. (Preglednica XX)

Rezultati testa y°, s katerim smo primerjali razsirjenost genotipov polimorfizmov Bsm I, Fok I
in Cdx 2 gena VDR med spoloma, v preglednici XXII kazejo, da je vrednost p nizja od 0,05
in statisticno znacilna za razSirjenost genotipov polimorfizma Bsm 1. Iz tabele XX lahko
razberemo, da je zastopanost genotipa BB pri zenskah bistveno manjSa, kot pri moskih,
nasprotno, pa je zastopanost genotipa bb pri zenskah bistveno vecja kot pri moskih.
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Preglednica XXII: Rezultati x° testa za primerjavo genskih frekvenc Zensk in moskih.

Bsm1 Fok I Cdx 2
VERJETNOST VERJETNOST VERJETNOST
. P p p
ZENSKE
MOSKI 0,010 0,509 0,943

Moski imajo statisticno znacilno razliko razSirjenosti genotipov polimorfizma Bsm I
glede na Zenske v preiskovani skupini Slovenk in Slovencev. Genotip BB je pri Zenskah
bistveno manj zastopan, kot pri moskih. Nasprotno, pa je genotip bb pri Zenskah bolj
zastopan, kot pri moskih.

Zeleli smo ugotoviti, ¢e je nasa preiskovana skupina v Hardy — Weinbergovem ravnoteZju, ki
velja v velikih populacijah z nakljuénim razmnoZevanjem, selekcije, mutacij in migracij.
Populaciji, ki je v Hardy — Weinbergovem ravnotezju, se frekvenca genotipov iz generacije v
generacijo ohranja.

V populaciji oznac¢imo frekvenco enega alela na kromosomu s p, frekvenco drugega alela na
istem kromosomu pa s q. Kromosom ima dva alela zato velja p+q=1. Vsota frekvenc
genotipov v populaciji pa je p> + 2pq + q°. Za ugotovitev skladnosti nase frekvence genotipov
s frekvencami v Hardy — Weinbergovem ravnotezju, smo uporabili X test. Nismo dobili
znaCilnih razlik med frekvencami preiskovane skupine in frekvencami Hardy -
Weinbergovega ravnotezja.'® (Preglednica XX)

Zato lahko zaklju¢imo, da so naSe skupine preiskovancev v Hardy — Weinbergovem
ravnotezju in njihove znacilnosti veljajo za slovensko populacijo.

4.2.2. OCENA VPLIVA PROUCEVANIH GENSKIH SPREMEMB NA
RAZVOJ OSTEOPOROZE

Spremembe DNA vodijo v molekulske in genetske spremembe organizma. Po odkritju
zaporedja ¢loveSkega genoma v projektu Human Genome Project leta 2001, so se Studije na
tem podro¢ju mocno razsirile. Namen znanstvenikov je odkriti tiste genetske spremembe, ki
bi jih kot »genetske« kazalce lahko uporabili. To bi omogocilo Ze predsimptomati¢no in
prenatalno diagnostiko, ki omogoca ucinkovito gensko svetovanje in pravilno izbiro
zdravljenja ali lajSanja bolezni Ze v samem zacetku, kar izboljSa kakovost Zivljenja bolniku. S
preiskavami DNA je diagnostika hitra, natan¢na in zanesljiva in omogoc¢a prepoznavanje
bolezni Ze pred pojavom klini¢nih znakov. Preiskave DNA uporabljamo tudi za posredno
diagnostiko, pri kateri preiskujemo DNA v blizini bolezenskega gena, ki se zaradi blizine po
znacilnostih dedovanja prenese skupaj z bolezenskim genom na potomce in lahko sklepamo,
da je potomec bolezen dedoval ali ne. Odkrivamo lahko tudi prenasalce mutiranih genov, ki
ne kazejo znakov bolezni, bolezenski gen pa lahko prenesejo na potomce. Razvoj
laboratorijskih metod raziskovanja DNA bo prinesel tudi nove dosezke na podrocju terapije,
preventive, genetskega zdravljenja in forenzike.*

Pri proucevanju genetskih sprememb v povezavi z razvojem osteoporoze je 23 raziskav od 63
potrdilo, da so polimorfizmi VDR povezani z BMD-Is in 22 raziskav od 51 zavrglo povezavo
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polimorfizmov VDR z BMD-tot."** Uitterlinden s sodelavci v meta analizi ni odkril povezave
med polimorfizmi Fok I in Bsm I in BMD.*®

Ker raziskave vpliva polimorfizmov na BMD, ki je fenotipski kazalec razvoja osteoporoze,
dajejo nasprotujoce si rezultate, smo se odlocili, da ugotovimo, kako genetske spremembe v
slovenski populaciji vplivajo na razvoj osteoporoze.

Da bi ugotovili klini¢ni pomen polimorfizmov na izmerjene vrednosti kostne gostote: v
ledvenem delu hrbtenice (BMD-Is), celokupne mineralne kostne gostote medenice (BMD-tot)
in mineralne kostne gostote vratu stegnenice ((BMD-fn), smo posamezni vrsti genotipa
izraCunali povprecno vrednost BMD na posameznem delu telesa. Z analizo ANOVA smo
med seboj primerjali srednje vrednosti BMD posameznih genotipov. Ce je bila verjetnost p
(p=0,05) manjsa ali enaka od izbrane stopnje tveganja a=5%, smo sklepali, da se vrednosti
BMD, pri dani stopnji tveganja, znacilno razlikujejo med posameznimi genotipi. Ce pa je bila
verjetnost p vecja od 0=0,05, smo sklepali, da je razlika neznacilna.

Rezultate preiskave klinicnega pomena polimorfizmov smo analizirali glede na Stiri
preiskovalne skupine: preiskovanke v premenopavzi, zdrave preiskovanke v pomenopavzi,
bolne preiskovanke v pomenopavzi in moski.

4.2.2.1. OCENA KLINICNEGA POMENA POLIMORFIZMA Bsm I

V nas$i raziskavi (Preglednica XXIII) smo odkrili, da vrednost BMD pada v smeri BMD-Is,
BMD-tot in BMD-fn, pri vseh genotipih polimorfizma Bsm I pri Zenskah v premenopavzi. Ko
smo primerjali vrednosti BMD med posameznimi genotipskimi podskupinami, smo ugotovili,
da so vrednosti p vi§je od 0,66, zato je povezanost BMD s polimorfizmom Bsm I neznacilna.

Narejenih je bilo mnogo raziskav polimorfizmov v 3" UTR regiji gena VDR, ki so si zelo
nasprotujoce in niso dale zanesljivih zakljuckov.®""*® Zdravi otroci imajo znagilno povezavo
med genotipom FF in vigjim BMD, kot pri ff in Ff genotipu.'*” Garnero s sodelavci je prisel
do zakljuckov, da polimorfizem Bsm I ni povezan z BMD pri populaciji Francozinj v
premenopavzi.” Morrison s sodelavci je ugotovil povezavo med BMD in polimorfizmi v 3
regulatorni regiji gena za VDR, ki vpliva na regulacijo izrazanja, preko stabilnosti
mRNA.*® Meta analiza Uitterlinden A. G. in njegovih sodelavcev je potrdila, da
polimorfizem Bsm I ni povezan z BMD ali pove&ano verjetnostjo za zlome.” Eckstein M. in
sodelavci niso dokazali povezave Bsm I polimorfizma z BMD pri Izraelcih.®® Zhao J. in
sodelavei so odkrili, da je Bsm I polimorfizem povezan z BMD pri mladih Kitajkah.®’
Ivanova J je pri naklju¢no izbranih Bolgarkah odkrila povezanost polimorfizma Bsm I z vecjo
riziénostjo za nizji BMD.'"' Ferrari s sodelavci je pri raziskavi belih Evropejk nakazal
moznost, da je genotip bb povezan z nizko BMD-Is pri Zenskah pred puberteto.” Zarrabeitia
s sodelavei ni nagel povezanosti med polimorfizmom Bsm I in BMD pri mladih Spankah,'*®
do enakih zakljud¢kov na BSM-Is, je prisel Baroncelli pri mladih Italijankah.'*

Neskaldnost korelacije med BMD in polimorfizmi VDR v razli¢nih raziskavah, bi lahko
razlozila raziskava Ferrarija s sodelavci, ki so raziskovali medsebojni vpliv vnosa kalcija
glede ne BMD in genotip v ¢asu odras¢anja. Znacilno nizja vrednost BMD-Is in BMD-fn je
bila pri BB genotipu glede na Bb in bb pred puberteto. Ista znacilnost pa ne velja za starejSe.
Povecan vnos kalcija ima vecji vpliv na znacilno vi§ji BMD pri genotipu BB. V nasprotnem
primeru, torej pri znizanem vnosu kalcija v organizem, je vrednost BMD pri genotipu bb
vi$ja, kot pri genotipu Bb in BB. BMD je znacilno povezan z Bsm I polimorfizmom samo
pred puberteto, torej BB genotip ima nizji BMD. Pri mo¢no zmanj$anem vnosu kalcija s
hrano ima genotip bb spontano vi§ji BMD.”
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Mocan vpliv okolja na BMD je potrdila tudi raziskava Lianga in sodelavcev, ki so dokazali,
da poleg koli¢ine vnosa kalcija na BMD (Spanci, Kavkazijci in Azijci), vpliva tudi
pripadnost etni¢ni skupnosti.”

Kompleksnost interakcij med polimorfizmi gena za VDR in vplivi okolja, bi lahko podali
odgovor na razli¢ne zakljuCke povezanosti BMD in polimorfizmi gena VDR.

V premenopavzi pri slovenskih Zenskah, polimorfizem Bsm 1 ne izkazuje
pomembnejSega vpliva na BMD.

Iz preglednice XXIV je razvidno, da vrednost BMD za polimorfizem Bsm I pada v smeri
BMD-Is, BMD-tot in BMD-fn, pri vseh genotipih zdravih zensk v pomenopavzi. Primerjali
smo vrednosti BMD med posameznimi genotipskimi podskupinami in ugotovili, da so
vrednosti p od 0,307, zato je povezanost BMD s polimorfizmom Bsm I neznadilna in ne
potrjuje dosedanje raziskave na slovenski populaciji Zensk v pomenopavzi, ki so pokazale
znatilno povezavo genotipa BB z nizko BMD. '

Mnogi raziskovalci so z raziskavami prisli do nasprotujocih zaklju¢kov. Nguyen s sodelavci
je potrdil, da polimorfizmi VDR vplivajo na povecano verjetnost za zlome, neodvisno od
BMD pri starej$ih belkah.'” Perez A. s sodelavei je dokazal, da je genotip bb gena VDR
povezan z nizko vrednostjo BMD-Is pri zdravih Argentinkah v pomenopavzi glede na
genotip Bb.*” Dong J. s sodelavci je prisel do zakljutka, da je BMD-Is povezana z Bsm I
polimorfizmomo za genotip Bb, ki ima znacilno nizji BMD-Is kot posamezniki z genotipom
bb pri pomenopavznih Kitajskih kmeckih Zenskah in je zakljucil, da dejavniki okolja vplivajo
na korelacijo med BMD in VDR polimorfizmi.*' Mitra S. s sodelavci je raziskal, da genotip
bb vodi v ve¢ kot 10 % visji BMD na hrbtenici in kolku, kot pri genotipu BB pri populaciji
Indijk v pomenopavzi.** Vidal s sodelavci je prisel do zaklju¢kov, da imajo Zenske na Malti v
pomenopavzi z genotipom bb vigji BMD-Is in BMD-fn.'"® Zaji¢kova ni potrdila povezave
Bsm I polimorfizma z BMD pri Cehinjah v pomenopavzi.” Tudi Thakkinstian v meta analizi
ni nadel nobene povezave.''? Prav tako Jaramillo-Rangel s sodelavci ni nasel povezave med
polimorfizmom Bsm I in BMD pri zdravih Mexikankah v pomenopavzi.'*! in Holmberg-
Marttila pri Finkah.'*®

V pomenopavzi pri zdravih Slovenkah, polimorfizem Bsm I ne izkazuje pomembnejSega
vpliva na BMD.

V nasi raziskavi rezultati niso pokazali statisticno znacilne povezave polimorfizma Bsm I z
BMD pri bolnih preiskovankah v pomenopavzi. Primerjali smo vrednosti BMD med
posameznimi genetskimi podskupinami in smo ugotovili, da so vrednosti p visje od 0,056.
Ugotovili smo tudi mejno znacilnost polimorfizma Bsm I z BMD-fn (p=0,056). (Preglednica
XXV)

Tudi mnogi drugi raziskovalci niso dali enotnega zakljucka. Pérez A s sodelavci je potrdil, da
imajo Argentinke z osteoporozo v pomenopavzi z genotipom bb nizjo BMD-fn glede na
genotip BB.* Seremak-Mrozikiewicz in Lister s sodelavci sta prisla do enakih zaklju¢kov, da
pri Zenskah v pomenopavzi z nizkim BMD prevladuje genotip bb.'°*''* Nasprotno, je
Quesada pri Spankah zakljuéil, da Bsm I polimorfizem ni povezan z BMD pri bolnih
Spankah v pomenopavzi.''' Langdahl s sodelavci je pri Dankah obolelih za osteoporozo, v
pomenopavzi ugotovil, da je bb genotip povezan z vi§jo BMD-tot in ugotovil, da je genotip
BB Bsm I polimorfizma povezan z nizko BMD medenice in osteoporoznimi zlomi.'?
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Pri preiskovankah obolelih z osteoporozo v pomenopavzi v slovenski populaciji nismo
nasli povezave med polimorfizmom Bsm I in BMD. Nakazana pa je moZnost vpliva na
BMD-fn (p=0,056). Za potrditev bi bile potrebne nadaljnje raziskave na ve¢ji skupini
preiskovank.

Iz preglednice XXVI je razvidno, da vrednost BMD za polimorfizem Bsm I pada v smeri
BMD-Is, BMD-tot in BMD-fn, pri vseh genotipih v skupini preiskovanih moskih. Vrednosti
p so vi§je od 0,144, zato je povezanost BMD s polimorfizmom Bsm I neznacilna.

Braga s sodelavci pri raziskavi moskih v Italiji ni naSel povezave med polimorfizmom Bsml
in BMD.'"" Langdahl s sodelavci je pri Dancih obolelih za osteoporozo, v pomenopavzi
ugotovil, da je bb genotip povezan z vi§jo BMD-tot in ugotovil, da je B alel Bsm I
polimorfizma povezan z nizko BMD medenice in osteoporoznimi zlomi.'” Lorentzon s
sodelavci je pri raziskavi zdravih moskih belih Svedih zakljugil, da Bsm I polimorfizem ni
povezan z BMD.'? Baroncelli je pri mladih Italijanih prisel do zakljugkov, da polimorfizem
Bsm I ni povezan z BMD-Is."*" Ferrari s sodelavci je pri moskih Svicarjih v premenopavzi
priSel do zakljuc¢kov, da imajo posamezniki z genotipom BB in hkratno prisotnostjo alela f
znatilno nizjo BMD.'*

Pri populaciji moskih v Sloveniji nismo nasli povezave med Bsm I in BMD. BMD pri
moskih se mejno znacilno spreminja s starostjo (p=0,051).

Polimorfizem Bsm I pri Zenskah in mosSkih ni bil povezan z vrednostmi BMD na
podrocju ledvenih vretenc, vratu stegnenice in na medenici, zato verjetno ne vpliva na
razvoj osteoporoze.

4.2.2.2. OCENA KLINICNEGA POMENA POLIMORFIZMA Fok I

V nasi raziskavi se je izkazalo, da vrednost BMD pada v smeri BMD-ls, BMD-tot in BMD-fn,
pri vseh genotipih polimorfizma Fok I. Ko smo primerjali vrednosti BMD med posameznimi
genetskimi podskupinami, smo ugotovili, da so vrednosti p vi§je od 0,239, zato je povezanost
BMD s polimorfizmom Bsm [ statisticno neznacilna. (Preglednica XXIII)

Razli¢ne raziskave, ki so proucevale povezanost polimorfizma Fok I z BMD niso dale enotnih
zakljuCkov. Arai s sodelavci je povezal Fok I polimorfizem z odsotnostjo prvih treh AK, s
povecano interakcijo s transkripcijskim faktorjem IIB in povezavo z BMD. Mnoge raziskave
niso nasle enakega udinka kot Arai,*> mnoge raziskave so to celo ovrgle. Eccleshall s
sodelavci je zakljucil, da Fok I polimorfizem verjetno ni povezan z BMD pri vseh etni¢nih
skupinah.*® Zmuda s sodelavci je potrdil, da pri starejsih Afriskih Ameri¢ankah Fok I
polimorfizem ni povezan z BMD.® Laaksonen s sodelavci je z raziskavo na Finskem
ugotovil, da je Fok I polimorfizem povezan z BMD na podlakti.* Ferrari s sodelavci je v
raziskavi Evropskih belk nakazal moznost, da je genotip ff povezan z nizko BMD-Is pri
enskah pred puberteto.”® Meta analiza Uitterlinden A. G. in njegovih sodelavcev je potrdila,
da polimorfizem Fok I ni povezan z BMD ali povegano verjetnostjo za zlome.”® Do enakih
zakljuckov je prisel Morita s sodelavci pri Japonkah'” in Duman pri zdravih Turkinjah v
pomenopavzi.''® Zhang s sodelavci je pri kitajskih deklicah ugotovil vigji BMD pri genotipu
FF glede na Ff, ki je statisti¢no znailen za povezavo z nizko vrednostjo BMD podlaktnice.”’
Ivanova J je pri naklju¢no izbranih Bolgarkah odkrila povezanost polimorfizma Fok I z vecjo
rizi¢nostjo za nizji BMD.'"' Do enakih zakljutkov je prisel Katsumata pri raziskavi japonskih
deklic.'*’ Zarrabeitia s sodelavci ni nael povezanosti med polimorfizmom Bsm I in BMD pri
mladih Spankah.'?®
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V premenopavzi pri slovenski populaciji Zensk polimorfizem Fok I ne izkazuje
pomembnejSega vpliva na BMD.

Iz preglednice XXIV je razvidno, da vrednosti BMD za polimorfizem Fok I pada v smeri
BMD-Is, BMD-tot in BMD-fn, pri vseh genotipih zdravih zensk v pomenopavzi. Vrednosti p
so visje od 0,217, zato je povezanost BMD s polimorfizmom Fok I neznacilna in ne potrjuje
povezave z BMD, kot nekatere druge raziskave.

Nguyen s sodelavci je potrdil, da polimorfizmi VDR vplivajo na povefano verjetnost za
zlome, neodvisno od BMD pri starejsih belkah.'™ Mitra S. s sodelavci je prisel do zakljutkov,
da genotip FF vodi v ve¢ kot 10 % vi§ji BMD na hrbtenici in medenici, kot pri genotipu ff pri
populaciji Indijk v pomenopavzi. V razlicnih etniénih skupinah prisotnost frekvenc
posameznih genotipov variira, povezava posameznih genotipov z BMD pa nakazuje enake
rezultate.** Bandrés s sodelavci je pri populaciji pomenopavznih Spank zakljugil, da je
genotip FF povezan z vi§jo BMD-Is in BMD—fn, ff pa z nizjo.' Vidal s sodelavci je prisel do
zakljuckov, da imajo zenske na Malti v pomenopavzi z genotipom bb vi§ji BMD-Is in BMD-
fn.'"® Do podobnih zakljutkov je priila Zajickova s sodelavci, ki je zakljugila, da je Fok I
polimorfizem povezan z BMD kolka in lumbalne hrbtenice pri ceski populaciji zensk v
pomenopavzi. ff genotip ima znacilno nizji BMD kolka, za 9,4 %, glede na genotip Ff. Enak
trend velja za BMD-Is, vendar ni specifi¢no znagilen.”*'” Chen s sodelavci je prisel do
zaklju€kov, da imajo zenske v Taiwanu z genotipom ff, 2,8 krat ve¢jo verjetnost, z genotipom
FF pa 0,8 krat vecjo verjetnost, da bodo zbolele za osteoporozo glede na zenske z genotipom
Ff.”® Zhang s sodelavci ni nasel povezanosti med BMD in polimorfizmom Fok I pri Zenskah v
pomenopavzi v Shanghaju.'® Do enakih zaklju¢kov je prisel Morita s sodelavei pri
Japonkah.'” Zhang ni nasel povezanosti med polimorfizmom Fok I in BMD pri Zenskah v
pomenopavzi.'” prav tako Kim pri Korejkah.'**

Pri populaciji zdravih Slovenk v pomenopavzi nismo ugotovili povezave med
polimorfizmom Fok I in BMD-fn, BMD-Is in BMD-tot.

Rezultati naSe raziskave v preglednici XXV, pri primerjavi posameznih genotipskih
podskupin Zensk obolelih z osteoporozo v pomenopavzi ponazarjajo, da so vrednosti p visje
od 0,436, zato je povezanost BMD s polimorfizmom Fok I neznacilna in ne potrjuje povezave
z BMD, kot nekatere druge raziskave.

Moffett SP s sodelavci je priSel do zaklju¢kov, da je BMD kozZeljnice niZji pri genotipu FF
glede na ff pri starejiih osteoporoznih ameridkih Zenskah.” Lister s sodelavci je pri
pomenopavznih zenskah v Mexiku prisel do zakljuckov, da genotip FF nima zasCitne vloge
pred obolenjem osteoporoze.''* Duman s sodelavci ni nasel povezave med polimorfizmom
Fok I in BMD pri Turkinjah v pomenopavzi obolelih z osteoporozo,''’ Quesada je pri
Spankah prisel do enakih zakljuckov.''' Lucotte s sodelavci je pri Francozinjah v
pomenopavzi obolelih z osteoporozo priSel do zakljuckov, da ff genotip sovpada z nizjo
BMD-fn.'* Gennari je pri osteoporoznih Italijankah v pomenopavzi povezal ff genotip z
osteoporozo in nizjim BMD-Is in ne z BMD-fn."*!

V slovenski populaciji nismo nasli povezave med polimorfizmom Fok I in BMD pri
bolnih preiskovankah v pomenopavzi.
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Ko smo primerjali BMD vrednosti med posameznimi genskimi podskupinami pri slovenskih
moskih, smo ugotovili, da so vrednosti p BMD-Is (0,036) in BMD-fn (0,040) statisticno
znaCilne, vrednosti BMD-tot pa ne. Zato je polimorfizem Fok I povezan z BMD pri
slovenskih moskih in podpira druge raziskave z enakimi zakljucki. (Preglednica XXVI)
Zhang s sodelavci je pri kitajskih deckih ugotovil vi§ji BMD pri genotipu FF glede na Ff, ki je
statistiGno zna¢ilen za povezavo z nizko vrednostjo BMD podlaktnice.”” Yamada s sodelavci
je pri Japonskih moskih v pomenopavzi prisel do zakljuckov, da je genotip Ff znacilno
povezan z nizko BMD-fn, pri Zenskah v pomenopavzi ni nasel nobene povezave.'
Strandberg s sodelavci je prisel do zakljuckov, da je genotip FF neodvisno povezan z BMD-Is
in BMD-tot in zakljucil, da je Fok I polimorfizem neodvisni napovedovalec BMD-Is in BMD-
tot, vsekakor pa ne za BMD-fn.''® Braga s sodelavci pri raziskavi moskih v Italiji ni nasel
povezave med polimorfizmom FokI in BMD.""” Kanan s sodelavci je pri zdravih moskih
Anglezih nasel znaéilno razliko med FF in ff v BMD-Is in nobene povezave z BMD-fn.'**

Pri slovenski populaciji moskih je polimorfizem Fok I znadilno povezan z BMD-Is
(p=0,036) in BMD-fn (p=0,040). Moski z genotipom FF so imeli najniZje vrednosti BMD.

Polimorfizem Fok I v slovenski populaciji Zensk nima klini¢nega pomena, pri slovenskih
moskih verjetno vpliva na BMD-Is in BMD-fn in posledi¢no na razvoj osteoporoze.

4.2.2.3. OCENA KLINICNEGA POMENA POLIMORFIZMA Cdx 2

V nasi raziskavi (Preglednica XXIII) se je izkazalo, da vrednost BMD pada v smeri BMD-Is,
BMD-tot in BMD-fn, pri vseh genotipih polimorfizma Cdx 2 v skupini preiskovank v
premenopavzi. S statistino analizo ANOVA smo analizirali povezanost preiskovanih SNP z
BMD in ugotovili, da so vrednosti p pri BMD-Is vecje od 0,05, zato je statistiCen vpliv
polimorfizma Cdx 2 neznacilen. Nasprotno pa je polimorfizem Cdx 2 statisticno znacilen za
BMD-tot (p =0,011) in BMD-fn (p = 0,011), kar potrjuje raziskave, ki dokazujejo povezanost
polimorfizma Cdx 2 z razvojem osteoporoze.

Meta analiza Uitterlinden A. G. in njegovih sodelavcev je nakazala verjetnost povezanosti
polimorfizma Cdx 2 A alelom z zmanj$ano nevarnostjo za zlome hrbtenice.”® Morita s
sodelavci je pri Japonkah v premenopavzi prisel do zakljuckov, da imajo posameznice z
genoti%(ém GG nizji BMD. Niso pa nasli povezave med polimorfizmom Cdx 2 in spremembo
BMD.

V pomenopavzi je pri slovenskih Zenskah Cdx 2 polimorfizem znacilno povezan z BMD-
tot (p=0,011) in BMD-fn (p=0,011).

Iz rezultatov naSe raziskave v preglednici XXIV ugotovimo, da vrednost BMD =za
polimorfizem Cdx 2 pada v smeri BMD-Is, BMD-tot in BMD-fn, pri vseh genotipih zdravih
zensk v pomenopavzi. Vrednostti p so vi§je od 0,05, zato je povezanost BMD s
polimorfizmom Cdx 2 neznacilna in ne potrjuje povezave z BMD, kot nekatere druge
raziskave.

Fang s sodelavci je v analizi nemskih Zensk in moskih potrdil, da se alel A pri belcih pojavlja
z nizko frekvenco in je povezan z za$¢ito pred zlomi.”® Arai s sodelavci je potrdil, da imajo
Japonke v pomenopavzi z genotipom GG za 12 % nizjo BMD, kot z genotipom AA.* Zhang
s sodelavci ni naSel povezanosti med BMD in polimorfizmom Cdx 2 pri Zenskah v
pomenopavzi v Shanghaju.'” Choi s sodelavci je prisel do zakljutkov, da je Fok I
polimorfizem znacilno povezan z BMD-Is, ne pa z BMD-fn. Preizkovanke z alelom ff imajo
za 13% nizji BMD-Is, kot tiste z FF genotipom. Vi§ja prevalenca ff genotipa je bila pri
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preizkovankah z osteoporozo pri Korejskih Zenskah v pomenopavzi.'” Macdonald s
sodelavci je pri Zenskah v pomenopavzi v Veliki Britaniji priSel do zakljuckov, da Cdx 2
polimorfizem ne vpliva na BMD.""’

V pomenopavzi zdravih Slovenk polimorfizem Cdx 2 ni povezan z BMD.

S statisticno analizo ANOVA smo proucevali mineralno kostno gostoto bolnih Zensk v
pomenopavzi razli¢nih genotipskih podskupin polimorfizma Cdx 2.

Iz preglednice XXV smo na osnovi dobljenih rezultatov ugotovili, da so vrednosti p pri vseh
genotipih polimorfizma Cdx 2 vi§je od 0,05, zato je povezanost polimorfizma Cdx 2 z BMD
neznacilna, kar ne potrjuje povezave polimorfizma Cdx 2 z BMD, kot nekatere druge
raziskave.

Casado-Diaz A s sodelavci je pri raziskavi Spanskih Zensk obolelih z osteoporozo v
pol{)%enopavzi prisel do zakljuckov, da je niZja vrednost BMD povezana s polimorfizmom Cdx
2.

V pomenopavzi preiskovank z osteoporozo v slovenski populaciji nismo nasli povezave
med polimorfizmom Cdx 2 in BMD.

Pri raziskavi mineralne kostne gostote pri moskih, ki smo jo proucevali s statisticnim testom
ANOVA na osnovi dobljenih rezultatov v Preglednici XXVI, smo ugotovili, da so vrednosti
p pri vseh genotipih polimorfizma Cdx 2 visje od 0,05, zato je povezanost polimorfizma Cdx
2 z BMD neznacilna, kar ne potrjuje povezave polimorfizma Cdx 2 z BMD, kot nekatere
druge raziskave.

Uitterlinden s sodelavci je v meta analizi moske populacije prisel do zakljuckov, da je A alel
verjetno povezan z zas¢ito pred zlomi.™

Pri slovenski populaciji mosSkih polimorfizem Cdx 2 ni povezan z BMD.

Polimorfizem Cdx 2 je samo v premenopavznem obdobju pri Zenskah znacilno povezan

z BMD-tot in BMD-fn. Zato bi z nadaljnjimi raziskavami lahko bil klju¢ni dejavnik
zgodnje diagnostike in preventive pri razvoju osteoporoze.
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Preglednica XXIII: Povprecne vrednosti BMD za polimorfizme: Bsm I, Fok I, Cdx 2 ter vrednosti biokemijskih kazalce:v sBALP, OC, CTx in
Katepsin K za preiskovano skupino v premenopavzi.

B‘f{l;;;‘:gsk‘ ES-G+284A(Bsm I) E2-C4T(FokI) 1e-G_1739A(Cdx 2)
AA(BB) | AG(Bb) GG(bb) P cC CT(Ff) TT(ff) P GG GA AA P
(FF)
N (%) 9(158) | 27(47.4) | 21(36,8) 20(35,1) | 25(43,9) | 12 2L1) 43 (754) |11 (193) |3 (5.3)
BMD-Is 1,028+ | 1,000+ 1,005+0,118 | 0,813 | 1,038  + | 0979 +]| 1,008 + 0239 | 1,017 + | 0,967+ 0,989 + | 0,430
(g/em’) 0,128 0,112 0,145 0,095 0,091 0,123 0,092 0,050
BMD-tot 0,929+ |0923+ 0,918+0,080 | 0,982 | 0,931 =+ 0,905 +|00940 =+ 04830940 =+ | 0,849+ 0,913 +] 0,011
(g/em’) 0,080 0,106 0,111 0,545 0,055 0,083 0,102 0,054
< | BMD-fn 0,799+ | 0,784+ 0,771+ 0,069 | 0,664 | 0,787 = | 0,771 + | 0,797 =+ | 0,608 | 0,798 =+ | 0,723+ 0,763 + | 0,011
> | (g/em) 0,041 0,092 0,091 0,077 0,050 0,070 0,086 0,039
S INST (%) |9 (6) 27 (47) 21 (37) 20 (35) | 25 (44) 12 21) 43 (75) 11(19) 3 (5
S [sBALP 8002+ | 8,902+ 7,520 + 0,430 | 8,003 = 8268 + | 8330 + | 0993 | 7,997+ 8,303+ 1051 | 0,195
= 3,175 3,379 2,477 2,558 3,178 3,675 3,110 2,963 1,496
= [N57 (%) |9 (16) 27 (47) 21 (37) 20 (35) | 25 (44) 12 (21) 43 (75) 11 (19) 3 (5)
E oC 11,644+ | 10,519+ | 10,343+ 0,363 [ 11,145+ | 11,144+ | 8,708 + | 0,160 | 10,665 | 9,882+ 12,900+ | 0,412
ng/mL 2,441 5311 4,535 3,970 5,417 3,613 4,820 4,197 3,869
N 57,56,56 | 9 (16) 27 (48) 20 (36) 20 (36) | 24 (43) 12 (21) 42 (75) 11 (20) 3 (5)
(%)
CTx 3063,11 £ | 2708,7= | 2466,2+1101,4 | 0,539 | 2368,6 + | 31034+ | 2347.6 + | 0,097 | 2749,7 =+ | 27202 =+ | 15383+ | 0,239
ng/mL 1373,51 | 1547,74 1352,70 142419 | 1115,90 1454,55 105596 | 572,50
N 58,57,57 | 9 (17) 27 (47) 21 (36) 20 (35) | 25 (44) 12 (21) 43 (76) 1119 |30
(%)
Katepsin K 3,744+ | 12967+ | 5319+ 0,509 | 1,122 + 1,102 = 0,813+ 0,940 | 7,1556+ | 5,610 % 42,033+ | 0,241
ng/mL 5,759 28,256 6,684 1,676 1,469 1,447 15,467 4,784 67,274
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Preglednica XXIV: Povprecne vrednosti BMD za polimorfizme: Bsm I, Fok I, Cdx 2 ter vrednosti biokemijskih kazalcev: sBALP, OC, CTx in

Katepsin K za preiskovano skupino zdravih v pomenopavzi.

B‘l"(':;‘;‘é'zk‘ E8-G+284A  (Bsm1) E2-CAT  (Fok) 1e-G_1739A  (Cdx 2)
AA(BB) | AG(Bb) | GG®b) | » CC(FF) | CT(FDH | TI (M P GG GA AA P
N (%) 20(18.1) | 96(43.4) | 85(38.5) 103(36,6) | 93(21) | 25(113) 166(75.1) | 47213) | 8G.6)
BMD-Is 0971+ [0992+ 0961+ | 0307 | 0976+ 0988+ | 0932= 0217|0077+ 0,960+ 1.053= | 0215
S | (@em)) 0.115 0.152 0.135 0.144 0.139 0.112 0.140 0.109 0.249
> [ BMD-tot 0926+ | 0916% | 0906+ | 0.699 | 0.901 = 0925+ | 0926= 0382|0913+ 0.915% 0930 | 0931
= | (g/emd) 0.132 0.138 0.122 0.128 0.137 0.114 0.130 0.120 0.194
S 'BMD-f 0776+ 0767+ | 0756+ | 0.667 | 0.761 = 0764= | 0780= 0779 ] 0.764 = 0.758% 0795 | 0733
& | (/o) 0.137 0.122 0.114 0.119 0.128 0.109 0.122 0.108 0.179
Z NG B |52 17 39) | 21 (49) 16 (37) 21 49) |6 (14) 33 (77) 921 1 Q)
& [SBALP 0892+ | 12072+ | 12112+ | 0514 | 11.040& | 12480+ | 11722+ | 0557 | 11.804+ | 12483+ | 7.170 0451
- 2,967 3.788 4298 2.974 4,671 3.675 3311 5.909
E N63 (%) |8 (12) 28 (41) | 32 (47) 31 (45) 20 43 |8 (12) 49 (72) 1725 |23
2 [p0C 13413+ | 15339+ | 144754 | 0649 | 14842+ | 14790+ | 13.875& | 0902 | 14510« | 15071+ | 16400= | 0.851
R | ng/mL 6.265 4,402 6.132 6.242 4,691 5.325 5.140 6.121 10.607
N 94 (%) |10 (10) |42 (45) | 42 (45) 36 (38) 44 (47) | 14 (15) 69 (73) 21 (22 |4 4
CTx 38532 < | 4122.0¢ | 37185 < | 0475 [ 41221 = | 37185+ | 38532+ | 078237185+ | 38532+ | 41220+ | 0287
ng/mL 263293 | 166535 | 1939.23 1665.35 193923 | 2632.93 1939.23 263293 | 166535
N4l (%) |5 (12) 16 (39) | 20 (49) 16 (39) 19 (46) | 6 (15) 32 (78) 8 (20) 1 )
Katepsin K | 5560 | 1,775+ | 5045+ | 0,076 | 1,775 = 5045+ | 55605 | 0557 | 5045+ | 5560+ | 1775+ | 0223
ng/mL 7.427 1.693 4,851 1.693 4,851 7.427 4,851 7.427 1.693
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Preglednica XXV: Povprecne vrednosti BMD za polimorfizme: Bsm I, Fok I, Cdx 2 ter vrednosti biokemijskih kazalcev: sBALP, OC, CTx in
Katepsin K za preiskovano skupino bolnih v pomenopavzi.

BOLNE POMENOPAVZA

Biokemijski

apa ES-G+284A (Bsm I) E2-CAT  (FokI) le-G_1739A  (Cdx2)
AA (BB) | AG (Bb) GG (bb) P CC (FF) | CT (F TT (ff) P GG GA AA P

N=230(%) | 25(10,9) | 104(452) | 101(43,9) 81(352) | 108(47,0) | 41(17.8) 150(65,2) | 70(30,4) |9 (3.9)

BMD-Is 0,721 + 0,748 + 0,741+ 0399 | 0,737+ | 0,746+ 0,741 + 0,787 | 0,980+ 0,960+ 1,053+ 0,215

(g/cm’) 0,088 0,080 0,097 0,090 0,082 0,105 (0,140) (0,109) (0,249)

BMD-tot 0,737 + 0,767 + 0,750+ 0,286 | 0,768+ | 0,750 = 0,750 + 0,436 | 0,913  + | 0,915+ 0,930+ | 0,931

(g/cm’) 0,088 0,094 0,106 0,099 0,104 0,083 (0,130) (0,120) (0,194)

BMD-fn 0,608 + 0,640 = 0,615+ 0,056 | 0,629 = | 0,625+ 0,618 + 0,792 | 0,764  + | 0,758= 0,795+ | 0,733

(g/cm’) 0,065 0,087 0,082 0,086 0,084 0,079 (0,122) (0,108) (0,179)

N110 (%) |13 (12) 48 (44) 49 (44) 38 (35) | 49 (44) 23 (21) 69 (63) 37 34) |3 (3)

SBALP 12,501+ 12,464+ 12,758+ 0,967 | 13,125 12,183+ | 12247+ | 0,725 | 12,707+ | 12,101 + | 16,130+ | 0,482
3,930 6,415 5,322 +5982 | 5879 4,891 5,586 5,676 8,275

N67 (%) |69 34 (51) 27 (40) 21 31) | 32 (48) 14 (21) 44 (66) 21 31) |2 (3)

pOCng/mL | 31,417+ 29412 + 26,936 + 0,707 | 24,319 30316+ | 30,893 0,265 | 29,691 = | 26,862 21,400 0,594
14,458 13,492 15,617 +16,064 | 14,481 +10,334 14,440 +14,566 | 13,152

N 62 (%) |8 26 28 24 31 7 36 23 3

CTx 424031+ | 4504,15+ | 4181,51= | 0,938 | 4091,5+ | 45552+ 4100,1+ | 0,747 | 1,350 37069+ | 4316,6= | 0,275

ng/mL 2407,80 1966,941 2703,131 2679.98 | 2259.34 1550,33 1,366 179494 | 2884,09

NI12 (%) |1 7 4 5 6 1 6 6 0

Katepsin K | 0,000 2,157 + 0,550 + 0,417 | 1,76+ 1,400 + 0,10 0,662 | 135+ 1,53 + / 0,849

ng/mL 1,662 0,592 1,55 1,705 137 1,85
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Preglednica XXVI: Povprecne vrednosti BMD za polimorfizme: Bsm I, Fok I, Cdx 2 ter vrednosti biokemijskih kazalcev: OC in CTXx, za
preiskovano skupino moskih.

Biokemijski

Lt ES-G+284A (Bsm I) E2-CAT  (FokI) le-G_1739A  (Cdx 2)
AA (BB) | AG(Bb) | GG (bb) P CC (FF) | CT(FD TT (ff) P GG GA AA P
N=117 (%) 27(23,1) | 58(49,6) | 32(27.4) 42(35,9) | 59(504) | 16(13,7) 80(68.4) | 32(27.4) | 5(43)
BMD-ls 1,005 = 1,067 + 1,080 + 0223 | 1,007 = 1,097 + 1,036 + 0,036 | 1,050 + 1,080+ 0,999 + 0,943
(g/cm’) 0,136 0,195 0,166 0,171 (0,169) (0,188) 0,168 0,204 0,109
2 [BMD-tot (g/em’) | 0,949 = 1,044 + 1,027 + 0,158 | 1,017 = 1051+ | 0,944+ 0,167 | 1,031+ 1,016+ 0,950+ 0,748
Z 0,083 0,181 0,160 0,181 0,156 (0,115) 0,181 0,127 0,073
S | BMD-fn 0,739 = 0,833 + 0,813+ 0,144 | 0,794 + 0851« |0721= 0,040 | 0,809+ | 0,822+ 0,819+ 0,549
(g/cm’) 0,095 0,171 0,154 0,151 0,168 0,096 0,169 0,139 0,067
N25 (%) 5 (20) 13 (52) 7 (28) 12 48) |11 (44 |2 (8 17 (68) | 6 (24) 2 (8)
pOC 8,080+ 9,100 + 11,429+ | 0,510 | 8,358+ | 9,482+ 17,050+ | 0,084 | 9,618+ 10.883 = | 4.950 = 0,387
ng/mL 2,754 4,930 6,896 5,071 3,522 10,253 5,591 4,204 0,354
N 20 (%) 4 (20 10 (50) 6 (30) 9 (45) 9 (45) 2 (10) 15 (75 |3 (15) 2 (5)
CTx 1784,15+ | 187230+ | 2369,12+ | 0,635 | 1602,1= | 22713+ | 2606,5% 0319 | 20045+ | 18333+ | 1577.8% 0,820
ng/mL 1224,17 837,01 1447,16 969,35 1169,07 | 1072,68 1141,14 | 907,09 1410,25
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4.2.3. OCENA VPLIVA PROUCEVANIH GENSKIH SPREMEMB NA
BIOKEMIJSKE KAZALCE

Spremembe v kostni masi so relativnho pocasne, zato lahko z merjenjem mineralne kostne
gostote zaznamo spremembo BMD Sele po enem letu. Zato je doloCanje in spremljanje
biokemicnih kazalcev kostne remodelacije bistvenega pomena za spremljanje poteka bolezni
in uspesnosti terapije, za oceno intenzivnosti kostne remodelacije in za oceno ravnotezja
procesov tvorbe in resorpcije kosti. Biokemicni kazalci omogoc€ajo ugotavljanje sprememb
presnove veliko prej kot vrednosti BMD in s tem tudi hitrejSe in u¢inkovitejSe ukrepanje.

Mnoge raziskave so pokazale povezanost biokemijskih kazalcev za napoved razvoja
osteoporoze,'*’ vendar niso pokazale zanesljivega biokemijskega kazalca za zgodnjo napoved
nizke BMD in zlomov v pomenopavzi.'*""'**

Z naso raziskavo smo Zeleli ugotoviti povezanost polimorfizmov gena VDR z biokemijskimi
kazalci tvorbe kosti: kostna specificna alkalna fosfataza v serumu (sBALP), osteokalcin
(pOC) in biokemijskimi kazalci razgradnje kosti: C-terminalni telopeptid (CTx), katepsin K.
V ta namen smo biokemijske kazalce, ki so bili doloCeni z rutinskimi metodami v
diagnosti¢nih laboratorijih analizirali glede na proucevane polimorfizme gena VDR s
statisticnimi metodami ANOVA in v primeru neenakosti in normalnosti varianc s testom
Kruskal — Wallis. Ce je bila verjetnost p (p<0,05) manj$a ali enaka od izbrane stopnje
tveganja 0=5%, smo sklepali, da se vrednosti BMD, pri dani stopnji tveganja, znacilno
razlikujejo med posameznimi genotipi. Ce pa je bila verjetnost p veéja od 0=0,05, smo
sklepali, da je razlika neznacilna.

Vpliv genetskih sprememb na biokemijske kazalce smo analizirali glede na Stiri preiskovalne
skupine: preiskovanke v premenopavzi, zdrave preiskovanke v pomenopavzi, bolne
preiskovanke v pomenopavzi in moski.

4.2.3.1. POVEZANOST POLIMORFIZMOY VDR Z BIOKEMIJSKI KAZALCI
TVORBE KOSTI

Da bi ugotovili vpliv polimorfizmov gena VDR na kostno tvorbo, smo ocenjevali
koncentracijo OC v plazmi in BALP v serumu.

BALP je tetramerni produkt zrelih osteoblastov, koncentracija kostno specificne alkalne
fosfataze v serumu kaze na celi¢no aktivnost osteoblastov. Funkcija BALP §e ni popolnoma
razjasnjena, njeno vlogo povezujejo pri tvorbi osteoida in mineralizaciji.

Porast celotne ali kostno specificne ALP v serumu je kazalec z bolj predvidljivimi rezultati za
mnoge bolezni, kot osteokalcin. Visje vrednosti BALP napovedujejo vecjo verjetnost za
zlome.**?

Osteokalcin je y peptid, ki ga sintetizirajo osteoblasti. Njegova natan¢na vloga Se ni znana.
Znano pa je, da ima visoko afiniteto do hidroksipatita, ki je struktura kalcijevega fosfata, ki se
veze na DNA.' Koncentracija OC v serumu izraZa njegovo sintezo v osteoblasth v fazi
mineralizacije in je visoko specificen biokemi¢ni kazalec. Prisotnost premalo
karboksiliranega OC napoveduje rizicnost za zlome kolka in je v negativni zvezi z BMD.
Porast S-OC se pojavi pri visokem razmerju med kostno izgradnjo in razgradnjo in nakazuje
pri¢akovane spremembe pri tvorbi kosti zaradi kirurskih ali terapevtskih posegov.>

Rezultati naSe raziskave so predstavljeni v preglednicah: XXIII, XXIV, XV in XXVI, iz
katerih je razvidno da je polimorfizem Fok I mejno znacilen za pOC (p=0,084) v moski
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skupini preiskovancev, ki imajo bistveno povisano koncentracijo pOC pri genotipu TT(ff).
vrednostih BMD bi lahko predpostavljali, da so moski z genotipom TT osebe z vecjim
tveganjem za razvoj osteoporoze.Vendar nas rezultat nima vrednosti, ker imata polimorfizem
ff le dva preiskovanca (Preglednica XXVI).

V vseh ostalih skupinah preiskovank in preiskovancev so bile vrednosti p visje od 0,05, zato
nismo nasli statisticno znacilne povezave med preiskovanimi polimorfizmi gena VDR in
biokemijskimi kazalci izgradnje kosti. Z nasimi rezultati smo podprli Ze znane raziskave, ki
niso potrdile povezave polimorfizmov Bsm I in Fok I z biokemijskimi kazalci izgradnje
kosti. Raziskav na podro¢ju povezanosti polimorfizma Cdx 2 z biokemic¢nimi kazalci Zal
nismo zasledili.

Baltzer s sodelavci pri heterogeni populaciji Nemcev v premenopavzi ni nasel nobene
povezave genotipa BB s koncentracijo kostne alkalne fosfataze.'”” Prav tako Zmuda s
sodelavci ni naSel povezave s Fok I polimorfizmom in biokemijskimi kazalci kostne
remodelacije pri zdravih preiskovankah v pomenopavzi.®’ Kim pri Korejkah ni nasel
povezave med biokem. kazalcem kostno spec. ALP in BMD-Is in proksimalni stegnenici.'*
Nasprotno pa je Lofman O s sodelavci je nasel povezavo med OC, BALP in BMD.'*

Tudi raziskave biokemijskih kazalcev ALP in OC, bolnih in zdravih Cehinj v pomenopavzi,
niso potrdile povezanosti z Bsm I in Fok I polimorfizmom. Povezanost je nakazana le z Bsm
I.”® Duman ni potrdil povezave med osteokalcinom in Fok I polimorfizmom pri bolnih
pomenopavznih Zenskah.''

Remes s sodelavcei, pri moskih Fincih ni nasel povezave med osteokalcinom v serumu in
BMD katerega koli telesa.'” Braga s sodelavci pri raziskavi mogkih v Italiji ni nasel
povezave med polimorfizmi Fok I in Bsml in vrednostjo kostne ALP in estradiola.'"’

Visja koncentracija OC je v nekaterih raziskavah pokazala povezavo z genotipom BB v
drugih to ni bilo potrjeno.'*

V nasi skupini preiskovancev polimorfizmi Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena VDR ne vplivajo
na biokemicna kazalca izgradnje kosti: BALP v serumu in osteokalcina v plazmi, zato
smo zakljucili, da genetski vpliv VDR na kostno izgradnjo ni klinicno pomemben.

4.2.3.2. POVEZANOST POLIMORFIZMOY VDR Z BIOKEMIJSKI KAZALCI
RAZGRADNJE KOSTI

Vpliv polimorfizmov gena VDR na razgradnjo kosti smo ocenjevali na osnovi koncentracije
biokemijskih kazalcev razgradnje kosti: C-terminalni telopeptid (CTx), katepsin K.

V procesu resorpcije se z molekule kolagena I odcepi C-terminalni telopeptid. Vrednosti CTx
in deoksipiridinolina (DPY) v urinu ter S-CTx napovedujejo verjetnost zlomov pri starejSih
zenskah. S-CTx nakazuje razlike v kostnem statusu med dekleti v adolescenci in drugimi
starostnimi skupinami. StarejSe Zenske imajo za 23% visje vrednosti CTx glede na zenske v
premenopavzi. Hkrati zviSane vrednosti S-CTx in zniSanje koncentracije osteokalcina (S-
OC) v serumu so povezane z revmatoidnim artritisom.">*

Katepsin K je cisteinska proteaza in ima pomembno vlogo v kostnem matriksu pri poteku
resorpcije kostnega tkiva. Cepi helikalno in telopeptidno regijo kolagena tipa I. Je novejsi
biokemic¢ni kazalec, ki obeta mozZnosti razvoja novih terapevtskih ucinkovin za inhibicijo
resorpcije kostnega tkiva.'*
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Statisticni rezultati proucevanja vpliva polimorfizmov Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena VDR na
biokemijske kazalce razgradnje kosti: C-terminalni telopeptid (CTx) in katepsin K v S$tirih
skupinah preiskovank in preiskovancev v slovenski populaciji, so predstavljeni v
preglednicah: XXIII, XXIV, XXV in XXVI.

Povezanost polimorfizma Fok I je mejno znacilna s koncentracijo CTx v preiskovani skupini
zensk v premenopavzi (p=0,097), ki obsega 25 preiskovank, ki imajo bistveno zviSano
koncentracijo CTx-a v urinu in imajo genotip CT oz. polimorfizem Ff (Preglednica XXIII).
Ker je visja koncentracija CTx v urinu povezana z intenzivno razgradnjo kosti, bi z
nadaljnjimi preiskavami na vecji skupini preiskovank lahko pripeljale do jasnejSih rezultatov.

Polimorfizem Bsm I pri zdravih preiskovankah v pomenopavzi (17) s haplotipom AG (ff), je
mejno znacilen (p=0,076) za koncentracijo katepsina K (Preglednica XXIV). Preiskovanke
imajo bistveno znizano koncentracijo katepsina K, ki se v vecjih koli¢inah izlo¢a pri
razgradnji kosti. Zato bi lahko imeli heterozigoti polimorfizma Bsm I manjSo verjetnost za
obolelost z osteoporozo, kar bi morda razjasnile nadaljnje raziskave.

V nasi raziskavi so imele vse preiskovane skupine preiskovancev polimorfizma Cdx 2
vrednosti p visje od 0,05, zato pri nobeni skupini preiskovank in preiskovancev nismo nasli
statisti¢no znacilne povezave med polimorfizmom Cdx 2 z biokemijskimi kazalci razgradnje
kosti. S podobno raziskavo pri Slovenkah je Prezelj s sodelavei na manjsi skupini (45)
ugotovil, da koncentracija katepsina K ni v korelaciji z drugimi biokemijskimi kazalci in je
morda povezan z izgubo kostne gostote.'*°

Druge raziskave so pokazale, da je koncentracija CTx v serumu obratno sorazmerna z BMD-
Is in BMD-fn.'"* Tudi koncentracija U-NTX je znaéilno povezana z izgubo kostne mase in
nizjim BMD-Is, tri leta po nastopu menopavze, kar potrjuje, da je presnova kolagena pri
patogenezi osteoporoze pomemben dejavnik.'*” Trento s sodelavci je na populaciji Italijank in
Italijanov nasel povecano koncentracijo CTx v serumu pri preiskovancih z nizkim BMD-Is in
BMD-fn v pomenopavzi.'*’

Kalai s sodelavci je pri Zzenskah v pomenopavzi dokazal, da je ve¢ja koncentracija CTx v
serumu povezana z nizjo BMD.'"* Meier s sodelavci je pri pacientkah v pomenopavzi
obolelih z osteoporozo prisel do zaklju¢kov, da koncentracija katepsina K izraza aktivnost
osteoklastov (p=0,01).145

Tudi razlisékave moskih so pokazale, da je koncentracija CTx povezana z BMD pri starejSih
moskih.

Ce bi nam uspelo dokazati povezanost polimorfizmov na genu za VDR z biokemijskimi
kazalci, bi nova dognanja lahko uporabili za zgodnje odkrivanje oseb s povecanim tveganjem
za razvoj osteoporoze. Omogocili bi uvedbo presejalnih testov in preventivnih ukrepov (vnos
kalcija, fizicna aktivnost, nain zivljenja, izogibanje kajenju in alkoholu...) Ze v mladostnem
obdobju, ko poteka intenzivna izgradnja kostnine. S tem bi vsak posameznik lahko zavestno
prispeval k doseganju ¢im visje vrednosti BMD ter zmanjsal tveganje obolevnosti za
osteoporozo. Zal nam tega na slovenski populaciji ni uspelo dokazati.

Polimorfizmi gena VDR: Bsm I, Fok I in Cdx 2 niso povezani s koncentracijo
biokemijskih kazalcev razgradnje kosti v serumu: CTx in katepsin K.
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4.3.1. RAZSIRJENOST HAPLOTIPOV POLIMORFIZMOV GENA VDR
V SLOVENSKI POPULACIJI

SNP predstavlja variacijo v genskem zapisu, ki nastane zaradi zamenjave enega nukleotida.
SNP-i so pogostejSi pri posameznih boleznih. Ta variabilnost lahko vpliva na fenotipske
razlike med ljudmi. Medsebojne povezave alelov bliznjih polimorfizmov, ki tvorijo
kromosomski haplotip, ki je sestavljen iz bolezenskega in markerskega alela, lahko prispevajo
ve¢ manjSih uc¢inkov posameznih alelov in s tem vpliv na razvoj osteoporoze in variacij
fenotipa.®

Zato nas je zanimalo, ¢e kateri od haplotipov proucevanih polimorfizmov gena VDR vpliva
na BMD in biokemijske kazalce, kar bi potrdilo vpliv na razvoj osteoporoze.

Da bi ugotovili povezanost haplotipov z BMD-tn, BMD-tot, BMD-Is, in biokemijskimi
kazalci: pOC, BALP, CTx in katepsin K smo uporabili statisti¢ne analize. Za analitiko
povezanosti haplotipov z BMD-fn, BMD-tot, BMD-Is smo uporabili parametricno metodo
ANOVA. Povezanost haplotipov in biokemijskih kazalcev pa smo proucevali z
neparametri¢nim statisticnim testom Kruskal — Wallis. Vrednosti p, ki so bile nizje od 0,05
smo ovrednotili za znacilno povezanost med primerjanimi parametri.

Raziskave razSirjenosti genotipov in njihovih povezav z BMD in biokemijskimi kazalci
kostne remodelacije, bi lahko vodile do pomembnih zaklju¢kov in povezav z obolenjem
osteoporoze in posledicno do prepoznavanja ogrozenosti posameznika ali populacije za
posamezno obolenje in oblikovanje medicinskega managmenta.

Zato nas je zanimalo, katere kombinacije alelov posameznih polimorfizmov v genu VDR se v
slovenski populaciji pojavljajo najpogosteje in  kakSni so njihovi vplivi na BMD in
biokemijske kazalce kostne remodelacije.

Da bi to ugotovili, smo doloc¢ili haplotipe in rekonstrukcijo razmerja le teh v Stirih skupinah
proucevane populacije Slovenk in Slovencev s pomocjo programske opreme PHASE na
internetnem naslovu: http://stephenslab.uchicago.edu/software.html.

Izracunali smo najbolj pogoste haplotipe in ugotovili, kateri je najverjetne;jsi pri posamezniku.
V naSo raziskavo smo vkljucili haplotipe, ki se pojavljajo v slovenski populaciji s frekvenco,
ki je vecja od 0,05.

Preglednica XXVI: Najpogostejsi haplotipi polimorfizmov Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena VDR,
ki so zastopani v slovenski populaciji.

HAPLOTIP STEVILO FREKVENCA STANDARDNA NAPAKA
BFG (ACG) 172 0,182641 0,005764
BFA (ACA) 126 0,051774 0,003662
BfG (ATG) 226 0,129002 0,004919
BfA (ATA) 21 0,023656 0,002958
bFG (GCG) 508 0,325805 0,005716
bFA (GCA) 69 0,061229 0,003656
bfG (GTG) 265 0,194228 0,005023
bfA (GTA) 21 0,031664 0,003210
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Slika 29: Zastopanost najpogostejsih haplotipov Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena VDR v slovenski
populaciji.

Iz preglednice XXVII je razvidno, da so najpogostejsi haplotipi, katerih frekvenca je vecja od
0,05 v slovenski populaciji: bFG, bfG, BFG, BfG, bFA in BFA. Njihova razsirjenost je:

bFG : bfG : BFG : BfG : bFA : BFA =0,326: 0,194 : 0,183 : 0,129 : 0,061 : 0,052.

Na osnovi rezultatov, ki jih predstavlja slika 29 je jasno razvidno, da se v slovenski populaciji
haplotip bFA bistveno pogosteje pojavlja, kot haplotipi bfG, BFG, BfG, bFA in BFA, glede
na proucevane polimorfizme gena VDR.

4.3.2. OCENA SKUPNIH VPLIVOV POLIMORFIZMOV GENA VDR NA
BMD

Rezultati so predstavljeni v tabelah od XXVIII do XXXIII.

Haplotip BFA je statisticno znacilno povezan z BMD-fn (p= 0,001) (Preglednica XXVIII). 7
bolnih preiskovank, ki so imele haplotip BFA, so imele bistveno visjo vrednost BMD na vratu
stegnenice, kot 222 bolnih preiskovank z odsotnostjo haplotipa BFA. Zato je haplotip BFA
lahko eden od genetskih dejavnikov, ki z majhnim u¢inkom prispeva v korelaciji z drugimi
dejavniki tveganja, kot zas¢itni dejavnik pred razvojem osteoporoze, kar bi morale potrditi
nadaljne raziskave na vecjih populacijah.

V vseh skupinah slovenske populacije, ki smo jih proucevali ima haplotip BFA vrednosti p
vi§je od 0,05 za BMD- tot, BMD-Is in pOC, zato ni statisti¢no znacilen (Tabela 39).

Rezultati kazejo mejno znacilnost pri zenskah v premenopavzi s CTx (p=0,070), katepsinom
K (p=0,099) in pri sBALPm(p=0,072) (Tabela 39), vendar je vrednotenje teh rezultatov
nesmiselno, ker sta v skupini preiskovank le dve preiskovanki herterozigota, prav tako je pri
zdravih Zenskah v pomenopavzi nakazana mejna znacilnost s katepsinom K in je v tej skupini
le ena preiskovanka heterozigot.

Haplotip BFA vpliva na BMD-fn (p= 0,001) in je povezan z razvojem osteoporoze v
populaciji osteoporoznih Slovenk.

Haplotip bFA je pri statisti¢ni analizi preiskovank in preiskovancev vseh preiskovanih
skupin, statisticno neznacilen (p>0,05) za BMD, pOC, sBALP, CTx in katepsin K. Mejno je
znacilen za koncentracijo biokemijskega kazalca kostne izgradnje: pOC (p=0,090) in sBALP
(p=0,079) pri bolnih Zenskah v pomenopavzi (Preglednica XXIX). Nakazuje mnogo visjo
koncentracijo sSBALP pri homozigotih, kar ne daje moznosti za povzemanje zakljuckov, ker
je v naSem primeru s to kombinacijo le ena preiskovanka. Mejno znalilen je tudi za
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biokemijski kazalec pOC, pri katerih odsotnost haplotipa bFA nakazuje visje koncentracije
pOC, kar bi lahko vodilo k zakljucku, povezave haplotipa bFA z zmanjSano izgradnjo kosti, a
zal nimamo primera homozigotnosti, povezava pa je zal le nakazana.

Haplotip bFA ni povezan z razvojem osteoporoze v slovenski populaciji.

Haplotip BfG ima vrednosti p vi§je od 0,05 v vseh preiskovanih skupinah za BMD, pOC,
sBALP, CTx in katepsin K, zato zanje ni statisticno znacilen, kaZze pa mejno znacilnost v
skupini preiskovanih moskih za BMD-fn (p=0,089) (Preglednica XXX). Vendar zal ne
moremo povzeti zakljuckov, ker je imelo znizane vrednosti BMD na vratu stegnenice le 10
moskih v heterozigotni kombinaciji, ostali moski pa so imeli odsotnost haplotipa BfG.
Haplotip BfG ni povezan z razvojem osteoporoze v slovenski populaciji.

Haplotip BFG v skupini zdravih preiskovank v pomenopavzi je statisticno znacilen za
koncentracijo katepsina K (p=0,018) (Preglednica XXXI). V preiskovani skupini je imelo 10
heterozigotnih preiskovancev znizane koncentracije katepsina K, homozigotov zal ni bilo,
zato so podatki premalo obsezni in zakljucki niso mogoci brez nadaljnih raziskav vecjih
skupin preiskovancev. Haplotip BFA je za vse ostale skupine preiskovank in preiskovacev
statisti¢no neznacilen glede na BMD, CTx, sBALP in pOC.

Haplotip BFG ni povezan z razvojem osteoporoze v slovenski populaciji.

Haplotip bfG je v skupini moskih statisticno znacilen za pOC (p=0,005), ki je biokemijski
kazalec izgradnje kosti. 7 preiskovancev s heterozigotno kombinacijo ima visje koncentracije
pOC, kot 17 preiskovancev z odsotnostjo haplotipa bfG. Zal pa imamo v preiskovani skupini
le enega homozihota haplotipa bfG, ki ima Se vi§je koncentracije pOC (Preglednica XXXII).
Haplotip bfG vpliva na vi§je koncentracije pOC, ki je produkt aktivnih osteoblastov, zato
zavira razvoj osteoporoze. Haplotip bfG je v skupini bolnih preiskovank v pomenopavzi
mejno znacilen za biokemijska kazalca kostne resorpcije: CTx (p=0,091) in katepsin K
(p=0,073), kar nakazuje verjetnost vpliva na razvoj osteoporoze. Za vse preiskovane skupine
je haplotip bfG statisti¢no neznacilen za BMD in sBALP.

Haplotip bfG je pri slovenski populaciji moSkih lahko genetski dejavnik, ki zavira
razvoj osteoporoze. Pri bolnih slovenskih Zenskah haplotip bfG nakazuje rizi¢nost za
razvoj osteoporoze.

Haplotip bFG je statisticno znacilno povezan z pOC (p=0,039) pri preiskovankah v
premenopavzi. Preiskovanke, ki so v homozigotni kombinaciji imajo bistveno visje
koncentracije pOC in torej intenzivnejSo izgradnjo kostnine, zato je haplotip bFG genetski
dejavnik, ki napoveduje manjSo nevarnost za razvoj osteoporoze. Visoka aktivnost kostne
remodelacije vodi v osteoporozo, zato so smiselne nadaljnje raziskave. Haplotip bFG je
mejno znacilen za pOC (p=0,053) in CTx (p=0,072) pri bolnih preiskovankah v pomenopavzi
(Preglednica XXXIII) .

V slovenski populaciji je haplotip bFG genetski dejavnik, ki vpliva na izgradnjo kosti in
zmanjSuje verjetnost razvoja osteoporoze.

Haplotip BFA je povezan z BMD-fn (p= 0,001), haplotipa bfG (p=0,005), in bFG
(p=0,039), pa s koncentracijo pOC, zato so haplotipi BFA in bfG in bFG verjetno
povezani z razvojem osteoporoze v slovenski populaciji in bi lahko imeli pomemben
klini¢ni pomen pri preventivi in spremljanju razvoja osteoporoze.
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Preglednica XXVIII: Povezanost haplotipa BFA z BMD in biokemijskimi kazalci kostne remodelacije.
0-odsotnost haplotipa, 1- ena kopija , 2-dve kopiji
Statisti¢na analiza : ANOVA test (p) ali kruskal-Wallis test (p )

Statisticno znacilna razlika pri p < 0,05

HAPLOTIP

ZDRAVE ZENSKE V

BFA (ACA) ZENSKE V PREMENOPAVZI POMENOPAVZI BOLNE ZENSKE V POMENOPAVZI MOSKI
ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. | VREDNOST p
BMD-fn 0 |55 0,783 + 0,078 210 | 0,764 + 0,120 222 | 0,621+ 0,080 83 |0,817+0,161
1 |2 0,750 + 0,044 0,559 [ 10 | 0,772+0,161 0,972 |7 0,729 + 0,079 0,001 |6 |0,766+0,137 0,726
2 o / 1 10,778 0 / 1 0,771
BMD-tot 0 | 54 0,920 + 0,093 209 | 0,914 + 0,129 221 | 0,753 +0,097 83 | 1,032+0,169
1 |2 0,939 + 0,041 0,781 [ 10 | 0,909 +0,176 0,961 |7 0,803 + 0,086 0,183 |6 |0954+0,073 0,406
2 o / 1 0,880 0 / 1 0,898
BMD-Is 0 |55 1,006 0,117 209 | 0,973 + 0,135 221 | 0,742 + 0,089 106 | 1,062 +0,179
1 |2 1,981 + 0,068 0,762 | 10 | 1,053+0,211 0,106 |7 0,738 + 0,091 0,908 |8 1,018 + 0,149 0,441
2 o / 1 0814 0 / 2 10,922+0,076
pOC 0 |55 10,569 + 4,654 65 | 14,715+ 5492 64 28,557 + 14,356 22 |9,945+5325
1 |2 12,350 +£5,303 | 0,398" | 3 14,500 + 5,456 0,947" |3 28,557 + 14,356 0,569" | 2 | 7,600 + 3,394 0,581"
2 o / 0o |/ 0 28,557 + 14,356 1 | 4,700
sSBALP 0 |55 8,073 + 3,029 42 | 11,950 + 3,930 105 | 12,595 + 5,665 / / /
1 |2 11,350 £ 0,495 | 0,072" | 1 7,170 0,236" | 4 28,557 + 14,356 0,189"
2 o / 0o |/ 0 28,557 + 14,356
S-CTx 0 | 54 2733,17+1361,30 89 | 3963,12+1883,00 61 4324,40+2347,160 18 | 2051,04+1085,93
1 |2 1218,50 204,35 | 0,070" | 5 | 3024,54+2095,08 0,283 |1 4324,40+2347,160 0,601" | 1 ]2575,00 0,201"
2 o / o |/ 0 4324,40+2347,160 1 580,60
KatepsinK 0 | 55 6,751 + 13,825 40 | 3,880 +4,582 0 / / 0o |/ /
1 |2 62,100 + 81,459 | 0,099" | 1 1,900 0,800" | 0 0
2 o / 0 |/
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Preglednica XXIX: Povezanost haplotipa bFA z BMD in biokemijskimi kazalci kostne remodelacije.
0-odsotnost haplotipa, 1- ena kopija , 2-dve kopiji
Statisti¢na analiza : ANOVA test (p) ali kruskal-Wallis test (p*)
Statisticno znacilna razlika pri p < 0,05

HAPLOTIP

ZDRAVE ZENSKE V

bFA (GCA) ZENSKE V PREMENOPAVZI POMENOPAVZI BOLNE ZENSKE V POMENOPAVZI MOSKI
ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. | VREDNOST p
BMD-fn 0 |51 | 0,788 +0,075 190 | 0,766 + 0,124 187 | 0,621 0,081 80 | 0,811+0,166
1 0,714 % 0,090 0,120 {30 |0,757+0,102 0,453 |39 | 0,637+0,089 0,401 10 | 0,826+ 0,091 0,786
201 ]0,790 1 0,619 3 0,652 + 0,104 0 |/
BMD-tot 0 | 50 | 0,928 + 0,090 189 | 0,914+ 0,132 186 | 0,750 + 0,096 80 | 1,027+ 0,169
1 0,865 + 0,108 0,284 |30 |0919+0,124 0,562 |39 | 0,774 +0,099 0,103 10 | 1,010+ 0,130 0,755
201 0,860 1 0,776 3 0,835+ 0,135 0 |/
BMD-Is 0 |51 | 1,007+0,117 189 | 0,977+ 0,144 186 | 0,747 0,091 105 | 1,063 + 0,180
1 0,988 + 0,126 0,939 |30 |0971+0,112 0,918 |39 [0,620+0,079 0,265 11 |0997+0,122 0,237
2 |1 1,004 1 0,927 3 0,626 + 0,051 0 |/
pOC 0 |51 |10471+4,708 57 | 14,495 + 5,043 56 | 29,875+ 13,723 22 | 9273 +5,084
1 11,600 + 4,418 0,436° | 10 | 14,990 + 7,286 0,230 [ 11 | 21,846 + 16,286 0,090 |3 11,567+ 6,519 | 0,483
2 1 14,000 1 23,900 0 / 0 |/
sSBALP 0 |51 |8,082+3,074 38 | 11,746 3,528 89 | 12,557 +5,712 0o |/
U "5 19,144 +3,002 0,534 |5 | 12,538+ 6932 0,733" [19 | 12,113 = 4.907 0,079 [0 |/ /
2 7 18830 0 |/ 1 25.140 0 |/
S-CTx 0 |50 |2779,04+1400,21 81 | 3857,15+1776,84 48 | 4430,06+2407,50 18 | 2023,46+1104,10
1[5 1779,60+674,32 0,203 |12 | 4502,50+2528,77 0,223" | 12 | 3801,00+2015,92 0,669 |2 1826,00+1282,69 | 0,815
2 1 [2178,00 1 1381,00 2 4929,00+3792,92 0 |/
Katepsin K 0 | 51 | 6,704 + 14,292 37 | 3,6027 4,502 9 1,156 + 1,385 0o |/
1[5 30,340 + 50,164 0,083 |4 5,950 + 4,943 0,404" |3 2,300 + 2,022 028" [0 [/ /
201 1,900 0 / 0 / 0 |/
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Preglednica XXX: Povezanost haplotipa BTG z BMD in biokemijskimi kazalci kostne remodelacije.
0-odsotnost haplotipa, 1- ena kopija , 2-dve kopiji
Statisti¢na analiza : ANOVA test (p) ali kruskal-Wallis test (p )

Statisticno znacilna razlika pri p < 0,05

HAPLOTIP ZENSKE V } BOLNE ZENSKE V %
BfG (ATG) PREMENOPAVZI ZDRAVE ZENSKE V POMENOPAVZI POMENOPAVZI MOSKI
ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p
BMD-fa 0 45 0,772 + 0,826 186 | 0.761+0,122 195 0,626 + 0,082 80 0,823 + 0,163
1 12 0,819 + 0,037 0,109 | 35 0.782 £ 0,120 0,349 | 34 0,610 + 0,082 0,717 | 10 0,732 + 0,083 0,089
2 0 / 0 / 0 / 0 /
BMD-tot 0 44 0,913 + 0,099 185 | 0910+0,133 194 0,758 £ 0,099 80 1,032 +0,171
1 12 0,950 + 0,053 0,225 | 35 0.935+0,116 0,305 | 34 0,736 + 0,083 0,776 | 10 0,966 + 0,085 0,229
2 0 / 0 / 0 / 0 /
BMD-Is 0 45 1,009 0,118 186 | 0,980+ 0,145 195 0,744 + 0,087 98 1,063 £0,173
1 12 0,991 + 0,106 0,626 | 34 0.953 +0,103 0,300 | 33 0,728 + 0,101 0,123 | 18 1,021 £0,192 0,361
2 0 / 0 / 0 / 0 /
pOC 0 |57 10,796 + 4,874 61 14,826 + 5,378 56 27,884 £ 14,933 22 9,682 + 5,667
1 12 10,017 +2,826 | 0,674 | 7 13,657 + 6,405 0,595 | 11 31,982 + 10,874 0,391° | 3 8,567 2,312 0,734
2 0 / 0 / 0 / 0 /
sBALP 0 45 8,095 £ 3,036 38 11,958 + 4,044 91 12,662 + 5,799 0 /
1 12 8,536 + 3,850 0,8917 | 5 10,926 + 3,386 0,589" | 18 12,255 + 5,070 0,782" | 0 / /
2 0 / 0 / 0 / 0 /
CTx 0 44 2693,48+1412,40 83 3907,45+1864,94 56 4238,53+2401,29 17 1971,66£1111,26
1 12 2626,25+1238,05 | 0,984 | 11 3956,49£2202,94 | 0,936" | 6 5125,83+1711,86 | 0,383 [ 3 2185,33+1132,33 | 0,763
2 0 / 0 / 0 / 0 /
Katepsin K 0 45 9,598 +22,518 36 3,669 + 4,064 0 / 0 /
1 12 5,300 + 5,902 0,645 | 5 5,000 £ 7,698 0,952" [ 0 / / 0 / /
2 0 / 0 / 0 / 0 /
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Preglednica XXXI: Povezanost haplotipa BFG z BMD in biokemijskimi kazalci kostne remodelacije.

0-odsotnost haplotipa, 1- ena kopija , 2-dve kopiji

Statisti¢na analiza : ANOVA test (p) ali kruskal-Wallis test (p*)
Statisticno znacilna razlika pri p < 0,05

HAPLOTIP

ZDRAVE ZENSKE V

BOLNE ZENSKE V

BFG (ACG) ZENSKE V PREMENOPAVZI POMENOPAVZI POMENOPAVZI MOSKI
ST. | VREDNOST | p ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. | VREDNOST | p
BMD-fn 0 34 0,785 + 0,062 121 0,767 +0,122 141 0,620 + 0,084 33 [0,789 + 0,144
1 23 0,778 + 0,097 0,758 100 | 0,761 +0,121 0,756 88 0,630 + 0,079 0376 |57 [0,827+0,166 0,277
2 0 / 0 / 0 / 0 |/
BMD-tot 0 33 0,933 + 0,073 120 | 0,914+0,1329 141 0,751 + 0,101 33 | 1,002+0,145
1 23 0,904 + 0,113 0,411 100 | 0,913+0,133 0,974 87 0,761 + 0,052 0,462 57 | 1,038+0,175 0,316
2 0 / 0 / 0 / 0 [/
BMD-Is 0 34 1,016 £ 0,117 120 | 0,968 +0,142 141 0,738 + 0,096 48 | 1,058 +0,174
1 23 0,991 +0,113 0,425 100 | 0,986 + 0,137 0,344 87 0,748 + 0,076 0,578 68 | 1,055+0,179 0,959
2 0 / 0 / 0 0 [/
pOC 0 34 10,347 + 4,220 EE 14,400 + 5,808 EL 27,412 + 14,651 |10 [9.970+6,243 0.747
1 23 11,052 +£5.262 | 0,631 26 15,200 + 4,886 | 0,560" | 26 30,362 +13,969 | 0417 [25 [9267+4,535 M
2 0 / 0 / 0 / 0 [/
sBALP 0 34 8,055 + 3,104 29 11,753 + 4,020 68 12,743 £ 5210 0 |/
1 23 8,385 2,992 0,620° |14 12,016 3,947 | 0,841" | 41 12351+6410 |0,728° [0 |/ /
2 0 / 0 / 0 / 0 [/
CTx 0 33 2456,97+1253 .8 L 375536+1921,8 36 4071,80+2559,8 o[ 1213537+129867 | oo
1 23 2997,74+14842 | 0,164" |37 4156,34+1850,8 | 0,319 |26 4674,15+2012,4 | 0,323 11 | 1896,00+930,6 M
2 0 / 0 / 0 / 0 [/
Katepsin K 0 34 8,274 + 20,539 28 4,825+ 1,867 5 1,060 + 1,250 0 |/
1 23 9313+20,151 | 0,845 |13 1,692 + 4,535 0,018 |7 1,714+ 1,778 0,498° [0 |/ /
2 0 / 0 / 0 / 0 [/
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Preglednica XXXII: Povezanost haplotipa bfG z BMD in biokemijskimi kazalci kostne remodelacije.
0-odsotnost haplotipa, 1- ena kopija , 2-dve kopiji
Statisti¢na analiza : ANOVA test (p) ali kruskal-Wallis test (p )

Statisticno znacilna razlika pri p < 0,05

HAPLOTIP

ZENSKE V

ZDRAVE ZENSKE V

BOLNE ZENSKE V

bfG (GTG) PREMENOPAVZI POMENOPAVZI POMENOPAVZI MOSKI
ST. | VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. | VREDNOST p
BMD-fn 0 |27 | 0,776+ 0,092 136 | 0,771+0,122 131 | 0,627 + 0,086 54 | 0,811+0,147
1 [25 [0,788+0,065 0,856 69 0,750+0,116 0,518 | 86 0,621 + 0,077 0,856 33 | 0,824 +0,180 0,552
2 |5 0,781 + 0,050 16 0,768+0,143 12 0,616 + 0,077 3 0,720 £ 0,113
BMD-tot 0 |27 | 0,909+0,110 135 0,916+0,130 130 | 0,759 + 0,097 54 | 1,030+0,164
1 [25 ]0,931+0,070 0,659 69 0,906+0,129 0,750 | 86 0,747 + 0,096 0,648 33 | 1,025+0,170 0,663
2 |4 0,937 + 0,093 16 0,932+0,144 12 0,766 £ 0,112 3 0,940 + 0,162
BMD-Is 0 |27 |0,992+0,125 136 | 0,977+0,146 130 | 0,734+ 0,088 72 | 1,045+0,188
1 [25 ]1,003+0,101 0,195 68 0,980+0,123 0,627 | 86 0,746 + 0,090 0,306 39 | 1,080+0,162 0,589
2 |4 1,093+ 0,115 16 0,944+0,156 12 0,775 + 0,087 5 1,037 £ 0,102
pOC 0 |27 ]10,900+4,021 42 14,450 + 6,167 37 26,276+14,970 17 | 8,353+ 4,399
1 |25 |10,560+5,556 0,672° | 22 15,427 + 4,227 0,711° | 26 32,169+13,478 0,264" |7 10,343+ 3,780 0,005
2 |5 9,540 + 2,930 4 13,425 + 3,397 4 26,175+12,096 1 24,300
sSBALP 0 |27 |8267+2,677 22 11,198 4,513 61 12,863 + 5,857 0 /
1 [25 |[38,208+3553 0,846 | 17 12,521 + 3,335 0,565 | 42 12,228 +5,582 | 0,856 |0 / /
2 |5 7,662 £2,510 4 12,458 + 3,239 6 12,452 + 4,899 0 /
CTx 0 |27 |2566,85+1207,24 52 3711,64+2006,13 42 4226,24+2263,98 13 | 1811,56+978,01
1 [24 |2764,67+1212,44 0,962" | 35 4186,31+1767,26 0,514" [ 17 4999,94+2418,16 | 0,091° |6 2193,17+1297,11 | 0,359°
2 |5 2960,60+1597,89 7 4044,86+1706,00 3 1870,50:1749,63 1 3365,00
Katepsin K 0 | 27 | 7,868 + 17,521 21 3,776 + 4,726 9 1,911 1,522 0 /
1 [25 [7.868+17,521 0,134° |16 3,294 + 3,602 0,467 | 3 0,033 + 0,058 0.073° |0 / /
2 |5 1,280 + 1,522 2 6,275+ 7,137 0 / 0 /
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Preglednica XXXIII: Povezanost haplotipa bFG z BMD in biokemijskimi kazalci kostne remodelacije.
Podatki z oznako / niso bili izracunani zaradi neustreznosti razporeditve haplotipov za statisticno obdelavo.

0-odsotnost haplotipa, 1- ena kopija , 2-dve kopiji

Statisti¢na analiza : ANOVA test (p) ali kruskal-Wallis test (p")

Statisti¢no znacilna razlika pri p < 0,05

HAPLOTIP

ZENSKE V

ZDRAVE ZENSKE V

BOLNE ZENSKE V

bFG (GCG) PREMENOPAVZI POMENOPAVZI POMENOPAVZI MOSKI
ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. VREDNOST p ST. | VREDNOST p
BMD-fn 0 36 0,779 + 0,074 122 0,769 = 0,128 142 ]0,632+0,084 57 | 0,806+ 0,148
1 15 0,779 + 0,086 0,697 65 0,750 + 0,101 0,543 | 58 0,616 + 0,071 0,343 |25 |0,843+0,192 0,434
2 6 0,808 = 0,088 34 0,773 = 0,135 29 0,602 = 0,093 8 [0766+0,117
BMD-tot 0 35 0,914 = 0,094 122 0,927 + 0,134 142 | 0,763 +0,095 57 | 1,008 0,139
1 15 0,922 + 0,071 0,441 64 0,889 + 0,122 0,158 | 57 0,741 + 0,093 0,348 |25 | 1,067 +0,224 0,330
2 6 0,961 = 0,129 34 0,912 +0,128 29 0,741 + 0,013 8 1,018 + 0,109
BMD-Is 0 36 1,001 + 0,101 121 0,980 = 0,136 141 | 0,742 40,081 78 | 1,055+0,169
1 15 1,013 + 0,134 0,957 65 0,966 + 0,135 0,787 | 58 0,738 + 0,102 0,815 |28 | 1,064+0,195 0,954
2 6 1,017 + 0,168 34 0,979 + 0,161 29 0,750 + 0,101 10 | 1,047 +0,194
pOC 0 36 10,919 + 4,703 36 14,822+ 4,894 43 28,137+12,996 14 |10371 +5,497
1 15 8,913 + 4,364 0,039° | 20 15,175+ 6,158 0,717° | 15 34,720+16,272 0,053" | 9 8,933 + 5,050 0,581"
2 6 13,200 + 3,904 12 13,575+ 6,112 9 20,289+14,182 2 |6,550+3,748
sBALP 0 36 8,657 3,179 22 12,019+ 4,568 68 12,295 + 65,530 0 |/
1 15 7,213 +2.813 0271 |15 11,989+ 3,325 0,793" | 30 13,040 + 6,539 0,775° [0 |/ /
2 6 7,813 £ 2,403 6 10,798+ 3,322 11 13,239 + 4,003 0 |/
CTx 0 36 2814,19+ 1433,08 53 3912,19+1931,25 40 4038,11+1982,16 11 | 1902,33+995,98
1 14 232286+ 1115,71 0,696 |28 4128,04+2039,99 | 0,576" | 11 5786,45+2787,04 | 0,072 [ 7 | 2465,86+1201,62 | 0,201°
2 6 2699,50+ 1561,04 13 3454,54+1396,87 11 3903,38+2764,27 2 | 943.85+35,14
Katepsin K 0 36 9,036 + 23,079 20 4,935+ 5,651 7 1,314 + 1,782 0 |/
1 15 10,067 + 13,554 0313" |15 2,753 +2.827 0,499" | 3 2,000 + 1,735 0,789 [0 |/ /
2 6 3,233 + 5,083 6 2,850 + 3,361 2 1,050 + 0,212 0 |/
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Preglednica XXXIV: Pregled povezanosti polimorfizmov Bsm I, Fok I, Cdx 2 in haplotipov
BFA, bFA, BfG, BFG, bfG, bFG gena VDR v posameznih preiskovanih skupinah glede na
BMD in biokemijske kazalce.

Rdeca — statisticno znacilni rezultati, povdarjena crna — mejno statisticno znacilni rezultati

Premenopavza Pomenopavza Pomenopavza Pomenopgvza Moski
zdrave osteoporoza skupaj
Bsm | 0,664 0,667 0,055 0,239 0,144
Fok I 0,608 0,779 0,792 0,355 0,040
Cdx 2 0,011 0,733 0,041 0,145 0,943
BMD-fn BFA 0,559 0,972 0,001 0,081 0,726
bFA 0,120 0,453 0,401 0,752 0,786
() BfG 0,109 0,349 0,717 0,856 0,089
BFG 0,758 0,756 0,367 0,747 0,277
bfG 0,856 0,518 0,856 0,256 0,552
bFG 0,697 0,543 0,343 0,895 0,434
Bsm | 0,982 0,699 0,156 0,405 0,158
Fok I 0,488 0,382 0,436 0,419 0,167
Cdx 2 0,011 0,931 0,171 0,394 0,748
BMD-tot BFA 0,781 0,961 0,183 0,556 0,406
bFA 0,284 0,562 0,103 0,924 0,755
(p) BfG 0,225 0,305 0,776 0,887 0,229
BFG 0,411 0,974 0,462 0,737 0,316
bfG 0,659 0,750 0,648 0,193 0,663
bFG 0,441 0,158 0,348 0,420 0,330
Bsm [ 0,813 0,307 0,590 0,255 0,223
Fok I 0,239 0217 0,787 0,044 0,036
Cdx 2 0,430 0,330 0,184 0,019 0,549
BMD-Is BFA 0,762 0,106 0,908 0,333 0,441
bFA 0,939 0,918 0,265 0,166 0,237
(p) BfG 0,626 0,300 0,123 0,381 0,361
BFG 0,425 0,344 0,578 0,176 0,959
bfG 0,195 0,627 0,306 0,733 0,589
bFG 0,957 0,787 0,825 0,599 0,954
Bsm I 0,363 0,649 0,707 0,234 0,510
Fok I 0,160 0,902 0,265 0,034 0,084
Cdx 2 0,412 0,851 0,594 0,952 0,387
pOC BFA 0,398 0,947 0,569 0,921 0,581
bFA 0,436 0,230 0,090 0,200 0,483
(p) BfG 0,674 0,595 0,391 0,246 0,734
BFG 0,631 0,560 0,417 0,273 0,747
bfG 0,672 0,711 0,264 0,046 0,005
bFG 0,039 0,717 0,053 0,058 0,581
Bsm | 0,430 0,514 0,967 0,854 /
Fok I 0,993 0,557 0,725 0,948 /
Cdx 2 0,195 0,451 0,482 0,818 /
sBALP BFA 0,072 0,236 0,189 0,099 /
bFA 0,534 0,733 0,079 0,049 /
(p) BfG 0,984 0,936 0,383 0,682 0,763
BFG 0,620 0,841 0,728 0,838 /
bfG 0,846 0,565 0,856 0,992 /
bFG 0,271 0,793 0,775 0,891 /
Bsm I 0,539 0,475 0,938 0,669 0,635
Fok I 0,097 0,782 0,747 0,939 0,316
Cdx 2 0,239 0,287 0,275 0,346 0,820
CTx BFA 0,070 0,283 0,601 0,214 0,201
bFA 0,203 0,223 0,669 0,948 0,815
(p) BfG 0,984 0,936 0,383 0,542 0,763
BFG 0,164 0,319 0,323 0,149 0,637
bfG 0,962 0,514 0,091 0,208 0,359
bFG 0,696 0,578 0,072 0,164 0,201
Bsm | 0,509 0,076 0,417 0,284 /
Fok I 0,940 0,557 0,662 0,344 /
Cdx 2 0,241 0,223 0,849 0,721 /
Katepsin K BFA 0,099 0.800 / 0,948 /
bFA 0,083 0,404 0,289 0,378 /
) BfG 0,645 0,952 / 0,831 /
BFG 0,845 0,018 0,498 0,035 /
bfG 0,134 0,467 0,789 0,296 /
bFG 0,313 0,499 0,789 0,822 /
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Ob zakljucku smo zeleli povzeti vse rezultate. Pripravili smo pregledno tabelo in zdruzili
vrednosti p iz posameznih statistinih analiz. Iz preglednice XXXIV je razvidno, da
posamezni polimorfizmi bolj izkazujejo vplive na vrednosti BMD, predvsem na BMD v
predelu stegnenice. Pri tem izstopa polimorfizem Cdx 2. Nasprotno pa haplotipi v glavnini
izkazujejo vpliv na biokemicne kazalce. Najmocnejsi se kaze na koncentracijo pOC (bfG in
bFQG) ter katepsin K (BFG).
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SKLEPI

Namen naSega dela je bil ugotoviti povezanost razvoja osteoporoze s polimorfizmi: Bsml (E8-
G+284A, rs 1544410), Fokl (E2-CAT, rs 10735810) in Cdx2 (1e-G-1739A, rs 11568820),
BMD in biokemijskimi kazalci tvorbe kosti: kostna specifi¢na alkalna fosfataza (BALP),
osteokalcin (OC) in biokemijskimi kazalci razgradnje kosti: C-terminalni telopeptid (CTx),
katepsin K. posebej nas je zanimala katera kombinacija alelov polimorfizmov Bsm I, Fok I in
Cdx 2 vplivajo na BMD in biokemijske kazalce.

V raziskavo smo vkljucili 508 preiskovank in 117 preiskovancev, skupaj 625 preizkovancev v
slovenski populaciji.

V nasi raziskavi smo ugotovili:

e  Frekvence genotipov polimorfizmov Bsm I, Fok I in Cdx 2 v slovenski populaciji so:
BB:Bb:bb =0,16:0,46:0,38; FF:Ff:ff = 0,39:0,45:0,15 in GG:GA:AA = 0,70:0,26:0,04.

o Moski imajo statisti¢no znacilno razliko razsirjenosti genotipov polimorfizma Bsm I
glede na zenske v preiskovani skupini Slovenk in Slovencev. Slovenke imamo nizjo
zastopanost genotipa BB, nasprotno pa je genotip bb manj zastopan pri Slovencih.

o Razsirjenost genotipov polimorfizma Fok I je znacilno razlicna med zdravimi in
osteoporoznimi zenskami v pomenopavzi. Zastopanost genotipa FF in BB je ve¢ja med
zdravimi glede na Zenske v pomenopavzi, ki so obolele z osteoporozo.

J Polimorfizem Bsm I ne vpliva na BMD na podroc¢ju ledvenih vretenc, kolka in
medenice v slovenski populaciji, zato verjetno ne vpliva na razvoj osteoporoze.

. Polimorfizem Fok I je znac¢ilno povezan z BMD-Is (p=0,036) in BMD-fn (p=0,040) pri
slovenski populaciji moskih, pri zenskah pa povezanosti nismo dokazali.

J Polimorfizem Cdx 2 je samo v premenopavznem obdobju pri Zenskah znacilno povezan
z BMD-tot in BMD-fn. Zato bi z nadaljnjimi raziskavami lahko bil klju¢ni dejavnik
zgodnje diagnostike in preventive pri razvoju osteoporoze.

e  Polimorfizmi Bsm I, Fok I in Cdx 2 gena VDR posamezno ne vplivajo na biokemicne
kazalce izgradnje kosti, prav tako ne na biokemijske kazalce razgradnje kosti, zato smo
zakljucili, da genetski vpliv VDR na kostno remodelacijo ni kliniéno pomemben.

e  Najpogostejsi haplotipi in njihove frekvence za polimorfizme Bsm I, Fok I in Cdx 2 v
slovenski populaciji so: bFG : bfG : BFG : BfG : bFA : BFA = 0,326 : 0,194 : 0,183 :
0,129 : 0,061 : 0,052.

e  V slovenski populaciji se haplotip bFA bistveno pogosteje pojavlja, kot heplotipi bfG,
BFG, BfG, bFA in BFA, glede na prou¢evane polimorfizme gena VDR.

e  Haplotip BFA je povezan z BMD-fn (p= 0,001), haplotipa bfG (p=0,005), in bFG
(p=0,039), pa s koncentraciji pOC, zato so haplotipi BFA in bfG in bFG verjetno
povezani z razvojem osteoporoze v slovenski populaciji in imajo pomemben klini¢ni
pomen pri preventivi in spremljanju razvoja osteoporoze.

Nase raziskave so potrdile povezanost medgenskih interakcij v genu VDR z BMD in
biokemijskimi kazalci, tako kot nekatere druge Studije. Zato lahko zaklju¢imo, da je gen za
VDR receptor povezan z razvojem osteoporoze pri slovenski populaciji Zensk in moskih,
vendar ne daje enoznacnega odgovora. Vse to pa podpira Studije, ki utemeljujejo, da je
osteoporoza poligenska in vecfaktorska bolezen in da so raziskave na mnogih populacijah
nujne, da bi lahko povezali vse dejavnike razvoja osteoporoze in razumeli korelacije okolje-
fenotip-genotip.
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