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POVZETEK

Raloksifen, ki se uporablja za zdravljenje in prepreCevanje osteoporoze pri zenskah v
pomenopavzi, zmanjsa Stevilo in aktivnost osteoklastov ter posledi¢no zveca mineralno
kostno gostoto (MKG) hrbtenice in vratu stegnenice ter zmanjSa tveganje za zlome
vretenc. Poleg tega zniZza koncentracije biokemi¢nih oznaevalcev kostne premene
(BOKP), ne zveCa pa tveganja za akutne sréno-Zilne dogodke. Na farmakokinetiko
raloksifena lahko, poleg presnovnih encimov, vplivajo tudi prenaSalni proteini. NaSe
predhodne Studije in vitro in nekatere druge raziskave so pokazale, da so raloksifen in
njegovi presnovki lahko substrati prenaSalnih proteinov P-gp, MRP2, OATP1B1 in
OATP1B3, zato smo se odlo¢ili raziskati, ali obstaja povezava med genotipi teh
prenaSalnih proteinov in farmakokinetiko ter farmakodinamiko raloksifena.

Genotipizacijo vzorcev, odvzetih 63 pacientkam s pomenopavzno 0steoporozo na terapiji z
raloksifenom, smo izvedli z uporabo hidrolizirajo¢ih sond. Serumske koncentracije
raloksifena in njegovih presnovkov so dolo¢ili na Katedri za biofarmacijo in
farmakokinetiko na Fakulteti za farmacijo, farmakodinamske parametre pa Vv
Univerzitetnih Klini¢nih centrih v Ljubljani in Mariboru.

Statisticna analiza naSih rezultatov je pokazala statistiéno znacilen vpliv polimorfizma
388A>G v genu za OATP1BL1 na koncentracije raloksifena, raloksifen-6,4’-diglukuronida
(M3) ter na seStevek molarnih koncentracij vseh raloksifenovih zvrsti (TRHP).
Koncentracije raloksifena in omenjenih presnovkov so bile statisticno znacilno visje pri
nosilkah genotipa GG, v primerjavi s tistimi z genotipoma AG in AA. Ta isti polimorfizem
je statisti¢no znacilno vplival tudi na spremembo MKG vratu stegnenice in koncentracij
trigliceridov po zdravljenju z raloksifenom. MKG vratu stegnenice se je zvisala le pri
nosilkah genotipa AG polimorfizma 388A>G v genu za OATP1B1. Pri isti genotipski
podskupini so se koncentracije trigliceridov po terapiji znizale. Genotipi polimorfizma
521T>C v genu SLCO1BL1 so znacilno vplivali na spremembo vrednosti kvantitativnega
ultrazvoc¢nega indeksa (QUI) po zdravljenju z raloksifenom. Vrednosti tega parametra so
se zviSale le pri nemutiranih homozigotih. Ugotovili smo, da haplotipa *1b (388A>G) in
*1a (referencni haplotip) statisticno znacilno vplivata na koncentracije raloksifena ter
presnovkov M3 in TRHP. NajviSje vrednosti raloksifena, M3 in TRHP so imele
preiskovanke z dvema kopijama haplotipa *1b. Prav tako so bile, v skladu z naSimi

pricakovanji, koncentracije raloksifena in omenjenih presnovkov najvisje pri
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preiskovankah, ki nimajo nobene kopije haplotipa *1a. Ob prisotnosti haplotipa *1b so se
koncentracije C-terminalnega telopeptida kolagena tipa | (CTX) znacilno znizale po
zdravljenju z raloksifenom. Najvecje znizanje koncentracij CTX smo ugotovili pri
posameznicah z dvema kopijama tega haplotipa. Vrednosti parametra QUI in hitrosti
Sirjenja ultrazvocnega signala (SOS) so se po zdravljenju z raloksifenom znacilno zvisale
pri preiskovankah, ki nimajo nobene kopije haplotipa *15 (388A>G in 521T>C).
Povezanost smo dokazali tudi v primeru polimorfizma 3435C>T v genu ABCBL in
spremembe MKG celotnega kolka ter vrednosti parametra QUI po zdravljenju z
raloksifenom. Prirastek je bil v obeh primerih znacilno vecji pri polimorfnih homozigotih
polimorfizma 3435C>T v genu ABCB1. Polimorfizem 3435C>T v genu ABCBL1 je
znaCilno vplival tudi na endotelijsko neodvisno vazodilatacijo (END), kjer smo pri
nosilkah genotipov CC in CT ugotovili statistiéno znacilno zviSanje vrednosti END po
zdravljenju z raloksifenom. Polimorfizem 3972C>T v genu ABCC2 je znacilno vplival na
spremembo celotnega in LDL-holesterola ter endotelijsko odvisne vazodilatacije (EOD).
Koncentracije celotnega in LDL-holesterola so se pri nosilkah genotipov CC in TT
polimorfizma 3972C>T v genu ABCC2 zniZale, EOD pa se je pri nosilkah genotipov CT in
TT omenjenega polimorfizma znacilno zvecala. Polimorfizem C>G v intronu 7 gena
SLCO1BS3 je statisti¢no znacilno vplival na spremembo koncentracij osteokalcina (OC) po
12 mesecih zdravljenja. Znizanje OC je bilo pri nosilkah genotipa ne-CC statisti¢no
znacilno vecje kot pri preiskovankah z genotipom CC polimorfizma C>G v intronu 7 gena
SLCO1B3.

Nasi rezultati kazejo, da lahko del interindividualne variabilnosti koncentracij raloksifena
in njegovih presnovkov pojasnimo z vplivom polimorfizma 388A>G v genu SLCO1BL1.
Del interindividualne variabilnosti tako kostnih farmakodinamskih parametrov kot
dejavnikov tveganja za bolezni srca in ozZilja po zdravljenju z raloksifenom lahko
pojasnimo z vplivom proucevanih polimorfizmov v genih SLCO1B1 in ABCBI.
Polimorfizmi v genih SLCO1B3 in ABCC2 pa lahko bolj ciljano vplivajo na ucinek
raloksifena. Tako lahko proucevani polimorfizem v genu SLCO1B3 prispeva k
interindividualni variabilnosti kostnih farmakodinamskih parametrov, medtem ko lahko
proucevani polimorfizem v genu ABCC2 prispeva k interindividualni variabilnosti

dejavnikov tveganja za bolezni srca in ozilja po zdravljenju z raloksifenom.
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ABSTRACT

Raloxifene has been approved for the treatment and prevention of postmenopausal
osteoporosis. It reduces the number and activity of osteoclasts, increases the bone mineral
density (BMD) of the lumbar spine and femoral neck, and reduces the risk for vertebral
fractures. Raloxifene also decreases biochemical markers of bone turnover and does not
increase the risk for acute cardiovascular disease. In addition to metabolic enzymes, the
pharmacokinetics of raloxifene may also be affected by transport proteins. Our in vitro
results, as well as other studies, showed that raloxifene and its metabolites may be
substrates for the P-gp, MRP2, OATP1B1 and OATP1B3 transport proteins. Therefore, we
decided to determine the relationship between the genetic variants of these transport
proteins and the pharmacokinetics and pharmacodynamics of raloxifene.

Genotyping of DNA samples from 63 postmenopausal female patients with osteoporosis
on raloxifene therapy was performed by polymerase chain reaction (PCR) with a
hydrolysable probe. Serum concentrations of raloxifene species were determined on the
Chair of Biopharmacy and Pharmacokinetics on Faculty of Pharmacy and
pharmacodynamic parameters were determined in University Medical Centres in Ljubljana
and Maribor using the same samples.

Statistical analysis of our results showed a strong influence of SLCO1B1 c¢.388A>G
polymorphism on the concentrations of raloxifene, raloxifene-6,4'- diglucuronide (M3) and
total raloxifene in hydrolized plasma (TRHP). Concentrations of raloxifene and these
metabolites were significantly higher in patients with a GG genotype when compared to
those with the AG and AA genotypes. Statistically significant associations of SLCO1B1
¢.388A>G polymorphism with BMD of the femoral neck and triglyceride concentrations
were observed after raloxifene therapy. The BMD of the femoral neck was significantly
increased only in patients with the AG genotype, whereas triglyceride concentrations
decreased in patients with this genotype. Statistical significance was observed between
SLCO1B1 ¢.521T>C polymorphism and the quantitative ultrasound index (QUI) after
raloxifene treatment. Parameter QUI significantly increased in wild-type individuals. We
also observed that the concentrations of raloxifene, M3 and TRHP significantly differed
between patients with one copy, two copies and no copies of the *1b (c.388A>G) and *1a
(reference haplotype) haplotypes. Concentrations of raloxifene and its metabolites were

significantly higher in patients with two copies of the *1b haplotype and in patients with
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no copies of the *1a haplotype. The presence of the *1b haplotype significantly decreased
C-terminal telopeptides type I collagen (CTX) concentrations after raloxifene therapy. The
largest decrease of CTX was observed in individuals with two copies of the *1b haplotype.
A significant increase in parameter QUI and the speed of sound (SOS) after therapy was
observed in patients with no copies of the *15 haplotype (c.388A>G and ¢.521T>C).
Statistically significant associations of ABCB1 ¢.3435C>T polymorphism with BMD of the
hip, parameter QUI and endothelium-independent vasodilation were observed after
raloxifene therapy. The BMD of the hip and the QUI parameter significantly increased in
patients with TT genotype of the ABCB1 ¢.3435C>T polymorphism. Endothelium-
independent vasodilation significantly increased in individuals with CC and CT genotypes
after raloxifene therapy. Concentrations of total and LDL cholesterol and the endothelium-
dependent vasodilation differed significantly between the genotypes of the ABCC2
€.3972C>T polymorphism after raloxifene therapy. Concentrations of total and LDL
cholesterol significantly decreased in patients with the CC and TT genotypes, whereas
endothelium-dependent vasodilation significantly increased in individuals with the CT and
TT genotypes. Statistical significance was observed between SLCO1B3 int7C>G
polymorphism and osteocalcin (OC) concentrations after raloxifene treatment. Decrease in
OC concentration was significantly higher in patients with non-CC genotypes than in those
with the CC genotype of the SLCO1B3 int7C>G polymorphism.

Our results suggest that SLCO1B1 ¢.388A>G polymorphism could contribute to the inter-
individual variability in concentrations of raloxifene and its metabolites.

The presented data implicate that at least a part of inter-individual variability in
pharmacodynamic parameters could be explained by genetic influence of polymorphisms
in the SLCO1B1 and ABCBL1 genes after raloxifene therapy. Effect of the studied
polymorphism in the SLCO1B3 gene was more specific and could contribute to the inter-
individual variability in bone pharmacodynamic parameters only, while studied
polymorphism in ABCC2 gene could contribute to the inter-individual variability in risk

factors for cardiovascular disease after raloxifene therapy.
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1. UvoD

1.1 Kosti

Kosti so sestavljene iz kortikalnega ali kompaktnega dela, ki se nahaja v diafizah dolgih
kosti in subperiostalno, in trabekularnega ali spongioznega dela, ki je sestavni del plos¢atih
kosti, vretenc in epifiz dolgih kosti. Trabekularne kostnine je manj, vendar je povrsina tega
dela kosti ve¢ja od povrSine kortikalnega, kar je pomembno, saj se presnovni procesi
odvijajo samo na povrSini kosti. Biokemi¢no je kost sestavljena iz organskih in
anorganskih sestavin. Anorganski del kosti, ki predstavlja vec¢ji del kostne mase (65 %
kostne mase), sestavljajo pretezno kalcij in fosfati. Kalcij je v kosteh vezan kot kalcijev
fosfat, ki pa se pojavlja v dveh oblikah: kot amorfni kalcijev fosfat in v kristalih
hidroksiapatita [Cai0(POa4)s(OH)2]. Organske sestavine predstavljajo 35 % kostne mase.
Prisotne so v obliki beljakovin, mukopolisaharidov in kostnih celic. Kolagen tipa |
predstavlja 90 % vseh beljakovin, kolageni tipa V, VI, VIII in XII pa so prisotni le v
manjSih koli¢inah (1, 2). Osteokalcin in osteonektin predstavljata 40 % do 50 %
nekolagenskih proteinov kosti in sta pomembna za mineralizacijo osteoida (1, 3). Med
kostne celice uvrs¢amo osteoblaste, osteoklaste, osteocite in mirujoce osteoblaste.
Osteoblasti, osteociti in mirujo¢i osteoblasti nastanejo iz mezenhimskih mati¢nih celic,
medtem ko osteoklasti izvirajo iz hematopoeticnih mati¢nih celic. Razlikujejo se tudi glede
na lokacijo. Osteoblasti, osteoklasti in mirujo¢i osteoblasti se nahajajo na povrSini kosti,

osteociti pa v njeni notranjosti (2).

Kostna premena

Kost se vse Zivljenje gradi in razgrajuje. Ta proces nastajanja in razgradnje kosti, ki poteka
v ve¢ stopnjah, imenujemo kostna premena. V stopnji aktivacije se neaktivni ploscati
osteoblasti razmaknejo in razgali se kostna povrSina, ki v naslednji stopnji privabi
osteoklaste. Osteoklasti v stopnji resorpcije izdolbejo Howshipovo lakuno, nakar se v
naslednji stopnji preobrata odmaknejo, dno votline pa ocistijo enojedrni fagociti in ga
oblozijo s cementno plastjo. Sledi stopnja pridobivanja osteoblastov in tvorbe osteoida, ki
izpolni Howshipovo lakuno in se postopoma mineralizira. V stopnji mirovanja povrsino

novonastale kosti prekrijejo neaktivni osteoblasti (1). V enem letu se obnovi priblizno 10
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% celotnega skeleta. Trabekularna kostnina je pogosteje podvrzena kostni premeni, zato jo
tudi presnovne bolezni kosti, kot je osteoporoza, pogosteje prizadenejo (4).

Uravnavanje kostne premene

Na kostno premeno lahko vplivajo Stevilni lokalni in sistemski dejavniki. Med
najpomembnejSe mehanizme za lokalno uravnavanje kostne premene sodi sistem RANK
(receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kapa-B)/RANKL (receptorski ligand za
aktivacijo jedrnega dejavnika kapa-B)/OPG (osteoprotegerin). Celice osteoblastne vrste
izrazajo tako membransko vezano kot tudi topno obliko RANKL ter osteoprotegerin.
RANKL in OPG imata ravno nasprotna ucinka na kostno tkivo. RANKL prispeva h kostni
resorpciji in zmanjSanju kostne mase, medtem ko OPG, nasprotno, nevtralizira ucinke
RANKL ter tako zmanjSa kostno resorpcijo (5). RANKL deluje tako, da se veZe na
receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kapa B (RANK) na povrsini predhodnikov
osteoklastov. Ob prisotnosti makrofagno kolonijo stimulirajo¢ega dejavnika (M-CSF), ki
se veze na receptor c-Fms predhodnikov osteoklastov, RANKL omogoca diferenciacijo
osteoklastov, njihovo zlitje do vec¢jedrnih celic, aktivacijo in prezivetje zrelih osteoklastov
(6). Sistem RANK/RANKL je torej odgovoren za osteoklastogenezo (7). OPG z vezavo na
katerokoli obliko RANKL nevtralizira vse njegove bioloSke ucinke, saj prepreci njegovo
vezavo na receptor RANK. OPG tako inhibira proliferacijo, diferenciacijo, prezZivetje in
zlitje predhodnikov osteoklastov. Zavira aktivacijo zrelih osteoklastov in pospeSuje
njihovo apoptozo (8).

Na kostno premeno lahko poleg omenjenega sistema RANK/RANKL/OPG vplivajo Se
Stevilni drugi lokalni in sistemski dejavniki. Med lokalne dejavnike sodijo interlevkini-1, 6,
10 in 11 (IL-1, 6, 10, 11), prostaglandini in dejavnik tumorske nekroze o (TNF a), Ki
spodbujajo kostno resorpcijo, ter transformirajo¢i rastni dejavnik B, trombocitni rastni
dejavnik (PDGF) in fibroblastni rastni dejavniki (FGFs), ki pospeSujejo tvorbo kosti. Tudi
sistemske dejavnike lahko razdelimo na tiste, ki prispevajo k tvorbi kosti, in tiste, ki
spodbujajo kostno resorpcijo. Kalcitonin, kalcitriol, estrogeni, androgeni hormoni, rastni
hormon in inzulin na razli¢ne naéine spodbujajo nastajanje nove kosti, medtem ko imajo
glukokortikoidi in vitamin D3 tako spodbujevalni kot zaviralni u¢inek na kostne celice (1,
2,9, 10, 11, 12).
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1.2 Osteoporoza

Izraz osteoporoza se je v medicinskem izrazoslovju prvi¢ pojavil v 19. stoletju v Franciji in
Nemc¢iji in histolo§ko opisuje postarano ¢lovesko kost, s poudarkom na poroznem kostnem
tkivu (13). Osteoporoza je sistemska skeletna bolezen, za katero sta znacilni zmanjSana
koli¢ina kostne mase in porusena mikroarhitektura kostnega tkiva, kar vodi do povecane
lomljivosti kosti. O osteoporozi govorimo, kadar se mineralna kostna gostota (MKG)
zmanjSa za 2,5 ali ve¢ standardnih deviacij od povpre¢ne kostne gostote v zgodnji odrasli
dobi, upostevajo¢ spol in raso. Lo¢imo dve veliki skupini oSteoporoze: primarno in
sekundarno. Primarna je bolj pogosta in se pojavi najveckrat po menopavzi oz. v starosti
(1). Sekundarna osteoporoza pa se lahko razvije kot posledica razli¢nih bolezni 0ziroma
delovanja toksi¢nih dejavnikov (14).

Osteoporoza predstavlja enega od pomembnih zdravstvenih problemov, saj se starost
prebivalstva zviSuje (14). Raziskovalci ocenjujejo, da je trenutno v svetu ve¢ kot 200
milijonov ljudi z osteoporozo. 30 % vseh pomenopavznih Zensk v ZDA in Evropi ima
osteoporozo. 40 % teh Zensk naj bi utrpelo vsaj en zlom zaradi osteoporoze (15).
Prevalenca osteoporoze v Sloveniji je pri Zzenskah nad 50. letom 27,5 %, pri moskih nad
60. letom pa 14,6 %. S starostjo se ta delez $e povecuje in je pri zenskah nad 65. letom
40,6 %, pri moskih nad 65. letom pa 16,7 % (14).

1.2.1 Dejavniki tveganja za razvoj osteoporoze

Na razvoj osteoporoze lahko vplivajo razli¢ni genetski dejavniki in dejavniki okolja ter
njihove interakcije. Med najpomembnejSe spadajo spol, starost, nacin zivljenja, prehrana,
doloCena zdravila in genetski dejavniki. Osteoporoza prizadene =zlasti zenske po
menopavzi. Nacin zivljenja, predvsem kajenje, telesna neaktivnost ali ¢ezmerna telesna
aktivnost ter prehrana, revna s kalcijem, ¢ezmerno uzivanje alkohola, pretirano pitje kave

in dolo¢ena zdravila, kot so kortikosteroidi, lahko prispevajo k razvoju osteoporoze (14).
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Genetski dejavniki

Studije dvojékov in druZin so pokazale, da imajo genetski dejavniki pomembno vlogo pri
uravnavanju mineralne kostne gostote in drugih dejavnikov tveganja za osteoporoticni
zlom, kot so ultrazvocne lastnosti kosti, kostna geometrija in kostna premena (16, 17, 18).
Osteoporoza je poligenska bolezen, saj je za njen razvoj odgovornih vec¢ razli¢nih genov.
Pristopi za odkrivanje vpletenih genov vkljucujejo asociacijske Studije kandidatnih genov,
GWAs ali vsegenomske Studije (ang. Genome Wide Association studies) ter Studije
vezanega dedovanja na ljudeh in zivalih. Do sedaj so proucevali ze Stevilne vpletene gene.
Med bolj pogostimi so gen za: OPG, RANK, RANKL, receptor za vitamin D (VDR),
estrogenski receptor (ER), kolagen tipa | alfa 1 (COL1A1), transformirajo¢i rastni faktor
beta, interlevkin-1 in 6 (IL-1 in 6), kostni morfogeni protein, sklerostin, LRP-5 (ang.
lipoprotein receptor-related protein) itd. (14, 18, 19, 20). OPG prepre¢i vezavo proteina
RANKUL na receptor RANK ter tako zavira kostno resorpcijo. 1z tega lahko sklepamo, da je
tudi gen za OPG lahko pomemben kandidatni gen za osteoporozo. Ugotovili so, da
polimorfizma 245T>G in 1181G>C ter haplotip CT v genu za OPG znacilno vplivajo na
MKG ledvene hrbtenice (19). Odkrili so tudi znacilno povezavo med polimorfizmom v
genu za RANK in MKG ledvene hrbtenice, kolka in vratu stegnenice pri pomenopavznih
Zenskah. Interakcije med geni RANK/RANKL in RANK/OPG so prav tako vplivale na
MKG pomenopavznih preiskovank (20). V trenutno najvecji vsegenomski Studiji so
raziskovalci iskali genetske oznacevalce, povezane z MKG. Identificirali so 56 genetskih

lokusov, od tega 32 novih, ki so povezani z MKG in razvojem osteoporoze (21).

1.2.2 Diagnostika in spremljanje zdravljenja osteoporoze

1.2.2.1 Merjenje mineralne kostne gostote

Za oceno mineralne kostne gostote je na voljo vec razli¢nih tehnik. Najbolj so razSirjene
tehnike rentgenske absorpciometrije, saj je absorpcija rentgenskih zarkov zelo obcutljiva
na vsebnost kalcija v tkivih (22). Diagnozo osteoporoze je mozno postaviti na osnovi
merjenja mineralne kostne gostote (MKG) z dvozarkovno rentgensko absorpciometrijo

(DXA) ali na osnovi ze dokazanih osteoporoti¢nih zlomov (23). Meritve DXA se izvajajo
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na ledvenem delu hrbtenice in na kolku. Namen teh meritev je postavitev diagnoze
osteoporoze, ocena tveganja bolnika za osteoporoti¢ni zlom in spremljanje njegovega
odziva na zdravljenje (24). Druge tehnike za oceno MKG so kvantitativni ultrazvok
(QUS), kvantitativna racunalniSka tomografija (QCT), ki se uporablja tako za meritve
hrbtenice kot tudi kolka in apendikularnega skeleta, periferna DXA in Stevilne radiografske
preiskave (22).

1.2.2.2 Biokemic¢ni oznacevalci kostne premene (BOKP)

Z doloc¢evanjem biokemi¢nih oznacevalcev lahko ocenimo intenzivnost kostne premene ter
tako lazje odkrijemo posameznike, ki hitro izgubljajo kostno maso in imajo zvecano
tveganje za zlom kosti. BOKP so Se posebej pomembni pri zgodnjem potrjevanju
uspesnosti terapije. Z meritvami MKG lahko namre¢ ugotovimo, kak3na je uspeSnost
predpisane terapije Sele po enem letu, medtem ko biokemi¢ni oznacevalci pokaZzejo
uspesnost terapije ze po treh mesecih. Osnovni slabosti BOKP sta velika variabilnost med
osebki ter relativna nespecifiénost. Najveckrat jih delimo na oznacevalce tvorbe in
oznacevalce razgradnje kostne mase (25).

V nasi raziskavi smo ugotavljali vpliv polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine na
koncentracije alkalne fosfataze (ALP), kostne alkalne fosfataze (BALP) in osteokalcina
(OC), kot oznacevalcev tvorbe kosti, ter C-terminalnega telopeptida kolagena tipa | (CTX),
kot predstavnika oznacevalcev resorpcije kosti. Pri odraslih z normalno jetrno funkcijo
priblizno 50 % ALP izhaja iz jeter, preostalih 50 % pa iz kosti. OC je specifi¢en kazalec
funkcije osteoblastov, saj njegove serumske koncentracije korelirajo s tvorbo kosti (26).
Vecji del sintetiziranega proteina se takoj po sprostitvi iz osteoblastov vgradi v
zunajceliéni kostni matriks, kjer predstavlja priblizno 15 % nekolagenskih proteinov.
Manjsi delez se sprosti v krvni obtok, kjer ga lahko dolo¢amo z imunskimi testi (27). CTX,
ki se sprosti med kostno resorpcijo in razgradnjo kolagena s katepsinom K, obstaja v
naravni a- in izomerni B-obliki in obe sta lahko podvrzeni racemizaciji (28).

Mednarodno zdruzenje za osteoporozo (IOF) in Mednarodna zveza klini¢ne kemije in
laboratorijske medicine (IFCC) priporocata uvedbo in uporabo referenénega oznacevalca
kostne premene. V ta namen priporoCata uporabo enega oznacevalca tvorbe kosti (N-
terminalni propeptid prokolagena | ali PINP) in enega oznacevalca kostne resorpcije
(CTX) (29).
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1.2.3 Zdravljenje osteoporoze

Cilj zdravljenja osteoporoze je preprecevanje zlomov. V ta namen lahko uporabljamo
bodisi antiresorptivno, anabolno ali kombinirano terapijo, ter zdravljenje s kalcijem,
vitaminom D in analogi vitamina D. V skupino antiresorptivnih zdravil sodijo: hormonsko
nadomestno zdravljenje (HNZ; na voljo so razli¢ni pripravki, ki lahko vsebujejo samo
estrogene ali samo progestagene ali pa kombinacijo obojih), bisfosfonati (alendronat,
risedronat, ibandronat), selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev (SERM; raloksifen,
bazedoksifen, lasofoksifen, arzoksifen), kalcitonin in denosumab. Med anabolna zdravila
sodijo parathormon in monoklonska protitelesa proti sklerostinu, katerih anabolno
delovanje Se proucujejo (7, 30, 31). Anabolna zdravila omogocajo vecje zvecanje kostne
mase kot antiresorptivna ter izboljSajo kakovost in trdnost kosti (32). Stroncijev ranelat je
novejSe inovativno zdravilo za zdravljenje osteoporoze. Predstavlja kombinirano terapijo,
saj stimulira tvorbo nove kosti, hkrati pa zavira kostno resorpcijo. Obravnava
osteoporoticne bolnice vkljucuje tudi popravljanje prehranskih pomanjkljivosti. Dodatek
vitamina D in kalcija predstavlja obvezno komponento pri zdravljenju osteoporoze (7).
Bisfosfonati so zdravila, ki se najpogosteje uporabljajo za zdravljenje pomenopavzne
osteoporoze. Imajo visoko afiniteto za hidroksiapatit, zmanjSajo Stevilo in aktivnost
osteoklastov ter tako moc¢no zavirajo resorpcijo kosti. BioloSka uporabnost bisfosfonatov je
nizka, od 1 % do 3 %. Dodatno jo lahko Se poslabsajo hrana, kalcij, Zelezo, kava, ¢aj in
pomaranc¢ni sok. Razpolovni ¢as bisfosfonatov v kosteh je ve¢ let (33). Za zdravljenje
osteoporoze najpogosteje uporabljamo alendronat, risedronat in ibandronat. Alendronat in
risedronat priblizno za polovico zmanjSata tveganje za nov zlom vretenca in nevretenéni
zlom, vklju¢no z zlomom kolka. Pri bolnicah s pomenopavzno osteoporozo in zlomom
vretenca ibandronat zmanjsa tveganje za nov zlom za 50 do 60 % (7).

Hormonsko nadomestno zdravljenje (HNZ) zmanjSa incidenco zlomov tudi pri zenskah z
normalno MKG in ne samo pri tistih, ki imajo pove¢ano tveganje za zlome. (7). Glavna
indikacija za HNZ je prepreCevanje osteoporoze pri zenskah v zgodnjem pomenopavznem
obdobju. Dodatek kalcija med zdravljenjem lahko poveca ucinek estrogena na MKG (33).
Po drugi strani HNZ povezujejo s povecanim tveganjem za razvoj raka dojke ter bolezni
srca in ozZilja (34), zato pri upoStevanju koristi in tveganja pri dolgotrajnem zdravljenju,

velja, da HNZ ni zdravilo prvega izbora (7).
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Kalcitonin zavira resorpcijo kosti z neposrednim zaviranjem aktivnosti osteoklastov (33).
Pri bolnicah s pomenopavzno osteoporozo za tretjino zmanjSa tveganje za zlome vretenc,
medtem ko na druge zlome nima ucinka (7).

Denosumab je monoklonsko protitelo, ki se z visoko afiniteto in specifi¢nostjo veze na
RANKL ter s posnemanjem delovanja osteoprotegerina ovira interakcijo RANKL-RANK
na povrsSini predhodnikov osteoklastov. Na ta na¢in zmanjsa resorpcijo kosti in poveca
MKG pri pomenopavznih Zenskah z nizko kostno maso (35). Tri leta trajajoca Studija, v
kateri so pomenopavzne bolnice z osteoporozo prejemale 60 mg denosumaba subkutano
vsakih 6 mesecev, je pokazala, da zdravilo znalilno zniza tveganje za vretencne in
nevretencne zlome, vkljuéno z zlomom kolka (36).

Parathormon v obliki podkoznih injekcij spodbuja tvorbo nove kosti (7). Dnevno
injiciranje predstavlja pomembno omejitev za dolgorocno uporabo parathormona, zato se
raziskujejo moznosti uporabe manj invazivnih farmacevtskih oblik, predvsem nazalnega
prsila (32). Parathormon omogoca odlaganje novega kostnega tkiva na kortikalno in
trabekularno kostnino ter odebelitev skorje in trabekularnega dela kosti. Na ta nacin
poveca trdnost kosti in zmanjSa tveganje za zlom (37).

Monoklonska protitelesa proti sklerostinu predstavljajo nov obetaven terapevtski pristop k
anabolnem zdravljenju osteoporoze. Sklerostin je glikoprotein, ki ga v glavnem proizvajajo
osteociti, Ceprav je gen SOST za sklerostin izrazen tudi v osteoblastih, hrustancu, ledvicah,
jetrih, kostnem mozgu, srcu, trebusni slinavki, v manjsi meri pa tudi v placenti. Deluje kot
naravni inhibitor mo¢ne anabolne poti Wnt (38). Monoklonska protitelesa inhibirajo
delovanje sklerostina in na ta na¢in povecajo tvorbo in maso kosti ter njihovo trdnost in
izboljSajo zdravljenje zlomov. Rezultati prve klini¢ne Studije kazejo znacilno povecanje
oznacevalcev tvorbe kosti in znizanje oznacevalcev kostne resorpcije ter znacilno zvecanje
MKG tako pri zdravih moskih kot pri pomenopavznih Zenskah (39).

Stroncijev ranelat je novejSe zdravilo za zdravljenje osteoporoze, ki aktivira kalcijeve ali
druge kationske receptorje, poveca izrazanje OPG in hkrati zniza izrazanje RANKL v
osteoblastih (40). Tako isto¢asno spodbuja tvorbo nove kosti in zavira kostno razgradnjo
(7). Pri pomenopavznih Zenskah z osteoporozo, ki so prejemale 2 g stroncijevega ranelata
dnevno, se je tveganje za zlome vretenc znizalo (41).

Selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev (SERM) so antiresorptivna zdravila, kamor
uvrS¢amo raloksifen, bazedoksifen, lasofoksifen, arzoksifen (7). Raloksifen je podrobneje

opisan v poglavju 1.3.
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1.2.3.1 Farmakogenetika osteoporoze

Farmakogenetika je disciplina, ki zdruzuje nacela farmakologije in genetike. Njen glavni
cilj je preuciti vpliv genetskih polimorfizmov na posameznikov odgovor na zdravilo in s
tem prispevati k optimalnemu terapeviskemu izidu. S staliS¢a farmakogenetike so
najpomembnejsi polimorfizmi v genih za presnovne encime, prenaSalne proteine in
receptorje zdravilnih ucinkovin. Za dolo¢ene zdravilne uéinkovine se farmakogenetsko
testiranje Ze priporoca in ponekod tudi izvaja v klini¢ni praksi. Na podrocju zdravljenja
osteoporoze in drugih presnovnih bolezni kosti pa je Studij zaenkrat malo, tako da
farmakogenetski testi, ki bi zdravnikom omogocili prilagajanje odmerka zdravila glede na
genotip posameznika ali izbiro alternativnega zdravljenja, Se niso na voljo (42).

Raziskave so pokazale, da dolo¢eni genetski polimorfizmi sodelujejo pri odgovoru bolnika
na zdravljenje (14). V skupini brazilskih pomenopavznih preiskovank so tako ugotovili, da
prisotnost genotipa PP polimorfizma Pvull v genu za ERa zvisa MKG ledvene hrbtenice
po zdravljenju z raloksifenom (42). Po drugi strani pa Zavratnik s sodelavci vpliva
polimorfizma Pvull v genu za ERa na naSi skupini preiskovank ni potrdil (43). V treh
razli¢nih Studijah so pokazali povezavo med polimorfizmom Bsml v genu za VDR in
odzivom na razli¢ne antiresorptivne terapije (42, 44, 45, 46). Ugotovili so tudi povezavo
med genotipom SS polimorfizma Spl v genu za COL1A1 in zviSanjem MKG stegnenice
med zdravljenjem z bisfosfonati (42, 47). Kim s sodelavci je pred kratkim prvi ovrednotil
vpliv polimorfizmov v genih za proteine anabolne poti Wnt na MKG med hormonskim
nadomestnim zdravljenjem (42, 48). V naSi raziskavi pa smo Zeleli raziskati vpliv
polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine na farmakokinetiko in farmakodinamiko

raloksifena.

1.3 Raloksifen

V na8i raziskavi smo se osredotoCili na raloksifen (slika 1), ki spada med selektivne
modulatorje estrogenskih receptorjev. Te zdravilne ucinkovine z vezavo na estrogenski
receptor (ER) v nekaterih tkivih delujejo kot agonisti, v drugih pa zavirajo estrogensko

delovanje (49). Estrogenski receptorji obstajajo v dveh izoformnih oblikah, ER-o. in ER-3,
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in obe sta prisotni v kosteh, maternici, dojkah, prostati in mozganih. Tako ER-a kot ER-3
imata vezavno mesto za ligand (estrogen ali SERM) in DNA vezavno mesto (50).

Slika 1: Strukturna formula raloksifena

Podobno kot estrogen, tudi raloksifen deluje preko vezave z veliko afiniteto na estrogenske
receptorje ter preko uravnavanja izrazanja genov. Vezava na estrogenske receptorje
povzroci razlicno izrazanje veC estrogensko uravnavanih genov v razli¢nih tkivih (51).
Selektivno delovanje SERM-ov je odvisno od izoformne oblike in konformacijskih
sprememb ER, ki jih z vezavo nanj sprozi SERM, kot tudi od ko-regulatornih proteinov
(52).

1.3.1 Ué¢inki raloksifena

Raloksifen, ki je predstavnik druge generacije SERM-ov, deluje kot estrogenski agonist na
kosti in na presnovo lipidov in kot antagonist na maternico in dojke (53).

V kosteh zmanj$a Stevilo in aktivnost osteoklastov ter posledicno zve¢a MKG hrbtenice in
vratu stegnenice ter zmanjSa tveganje za zlome vretenc, ne vpliva pa na incidenco
nevreten¢nih zlomov (54, 55, 56). Jolly s sodelavci je v pet let trajajoCi raziskavi na
pomenopavznih bolnicah z osteoporozo pokazal, da raloksifen znacilno zvisa MKG
ledvenih vretenc in kolka ter tako znacilno zniza verjetnost razvoja osteoporoze, v
primerjavi s placebom in izhodis¢nimi vrednostmi (57).

Raloksifen zniza tudi koncentracije biokemicnih oznaCevalcev kostne premene pri
pomenopavznih bolnicah z osteoporozo (58). Studija MORE je pokazala, da raloksifen po
enem letu zdravljenja znacilno zniza serumske koncentracije PINP, OC in BALP ter
CTX/Cr v urinu. Potrdili so tudi, da je PINP kazalec kostne premene, ki lahko pri terapiji z
raloksifenom napove zmanjSanje tveganja za zlome vretenc (59). Tudi Jolly s sodelavci je

potrdil, da raloksifen zniZa serumske koncentracije OC in BALP ter CTX/Cr v urinu (57).
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Raloksifen zmanjSa obolevnost za invazivno obliko primarnega raka na dojki (60) in ne
stimulira endometrija. 1zboljSa endotelno funkcijo zil, zniza serumske koncentracije
celotnega in LDL-holesterola, pri tem pa ne zvisa koncentracij trigliceridov. Zniza tudi
serumske koncentracije homocisteina, fibrinogena, C-reaktivnega proteina ter celi¢nih
adhezijskin molekul (medcelicne adhezijske molekule 1 (ICAM-1), Zilne -celi¢ne
adhezijske molekule 1 (VCAM-1) in E-selektina) (57, 61, 62).

Nezeleni ucinki raloksifena

V Studijah zdravljenja in prepreCevanja osteoporoze so belezili tudi nezelene ucinke,
povezane z uporabo raloksifena. Zelo pogost nezeleni u¢inek zdravljenja z raloksifenom so
vroc¢inski oblivi. V' primerjavi z bolnicami, ki so prejemale placebo, je bila pogostnost
vroc¢inskih oblivov zmerno povecana pri bolnicah, zdravljenih z raloksifenom. Ta neZeleni
ucinek je bil najpogostejSi v prvih 6 mesecih zdravljenja, kasneje se je le redko pojavil
prvic. Obcasno se lahko pojavijo tudi venski trombemboli¢ni dogodki, vklju¢no z globoko
vensko trombozo, plju¢no embolijo in trombozo retinalnih ven ter tromboflebitis povrhnjih
ven. Bolezni miSi¢no-skeletnega sistema in vezivnega tkiva so prav tako lahko posledica
delovanja raloksifena. Pogost nezeleni ucinek so kr¢i v nogah. Pri uporabi raloksifena so

pogosto opazili tudi sploSne tezave, kot sta sindrom gripe in periferni edem (51).

1.3.2 Farmakokinetika raloksifena

Absorpcija

Raloksifen se hitro absorbira iz gastrointestinalnega trakta (63). Kljub temu, da se pri
peroralni aplikaciji absorbira priblizno 60 % raloksifena, je njegova absolutna bioloSka
uporabnost zelo nizka, samo 2 % (51). Maksimalna plazemska koncentracija raloksifena

nastopi 6 ur po peroralni aplikaciji (63).

Distribucija

Raloksifen se v veliki meri porazdeli po telesu. Navidezni volumen distribucije je 2348
L/kg telesne teze in je neodvisen od odmerka. Raloksifen in njegovi presnovki se mo¢no
vezejo na plazemske proteine (ve¢ kot 95 %), zlasti na albumine in kisli glikoprotein alfa-

1, ne pa tudi na globuline, ki vezejo spolne hormone (63).

10
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Presnova

Nizka bioloska uporabnost je posledica obsezne presnove Il. faze, predvsem konjugiranja z
glukuronsko kislino, ki ga katalizirajo uridindifosfoglukuronozil-transferaze UGT1AlL,
UGT1A8, UGT1A9 in UGT1A10 (64, 65, 66, 67). Pri tem se tvorijo raloksifen-6-
glukuronid (M1), raloksifen-4'-glukuronid (M2) in raloksifen-6,4"-diglukuronid (M3).
Drugih presnovkov ni, kar je dokaz, da se raloksifen ne presnavlja s citokromi skupine
P450 (63). Presnova raloksifena naj bi potekala tako v steni tankega ¢revesa kot tudi v
jetrih (63, 68). Mnenja raziskovalcev glede prispevka razli¢nih izoform UGT in organov k
celokupnemu ocistku raloksifena so razlicna. Razpolovni ¢as raloksifena v plazmi po
enkratnem odmerjanju je priblizno 27,7 ur, kar je pripisati enterohepatic¢ni cirkulaciji.
Raloksifenovih presnovkov namre¢ ne moremo obravnavati kot neaktivno uéinkovino,
temvec kot obliko, iz katere ponovno nastaja raloksifen. Iz ¢revesne svetline se ta lahko

ponovno absorbira v krvni obtok in zakljuéi enterohepati¢no krozenje (63, 67).

Izlocanje
Iz telesa se raloksifen izloca v glavnem s fecesom. V urinu se izlo¢i manj kot 0,2 %
odmerka raloksifena v nespremenjeni obliki in do 6 % apliciranega odmerka v obliki

glukuronidov (63).

1.4 PrenaSalni proteini

Poleg presnovnih encimov lahko na farmakokinetiko raloksifena vplivajo tudi prenaSalni
proteini (64). Znano je, da so prenaSalni proteini lahko odlo¢ilnega pomena za
farmakokinetiko, saj so v Stevilnih tkivih odgovorni za privzem in izlo¢anje ucinkovin ali
njihovih presnovkov. V sploSnem se prenasalni proteini delijo na primarne, sekundarne in
terciarne aktivne prenaSalne proteine. Primarni potrebujejo za svoje delovanje ATP; taksSna
sta P-glikoprotein (P-gp) ter protein, povezan z odpornostjo proti ve¢ uc¢inkovinam (angl.
multi drug resistance-associated protein, MRP). Sekundarni in terciarni aktivni prenaSalni
proteini pa ¢rpajo molekule substrata skupaj z izmenjavo ali kotransportom intra- in/ali
ekstracelularnih ionov v smeri njihovega gradienta. VV to skupino sodijo polipeptidni
prenasalni proteini za organske anione, OATP (69).

11
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PrenaSalne proteine lahko razdelimo v dve veliki naddruzini proteinov: naddruzina
proteinov ABC (»ATP-Binding Cassette proteins«) ali ATP vezoci proteini in naddruzina
proteinov SLC (»Solute Carrier Proteins«) (70).

Glede na smer prenosa substratov lahko govorimo o absorptivnih in sekretornih
prenaSalnih proteinih (70). PrenaSalni proteini v membrani enterocitov vplivajo na
absorpcijo ucinkovin. Tisti v jetrih in ledvicah pa vplivajo na izlo¢anje ucinkovin tako, da
nadzorujejo njihov transport v hepatocite (celice, odgovorne za razgradnjo u¢inkovin) in iz
njih ter v ledvi¢ne tubulne celice (celice, odgovorne za izlo¢anje snovi) in iz njih.
Prenasalni proteini tudi omejujejo prodiranje snovi v cerebrospinalno tekoc¢ino in krvne
celice (71). Interindividualna variabilnost aktivnosti in izrazanja prenaSalnih proteinov je
lahko posledica Stevilnih dejavnikov, kot so genetska heterogenost, dolo¢ene bolezni in
zdravila ter zeliS€a in sestavine prehrane, ki lahko zavirajo ali sprozijo izrazanje ali
aktivnost prenaSalnega proteina (72). V nasi raziskavi smo se omejili na dva sekretorna
prenaSalna proteina naddruzine ABC: P-gp in MRP2 ter na dva absorptivna prenasalna
proteina naddruzine SLC: OATP1B1 in OATP1B3, katerih substrat je tudi raloksifen (64,
73). Nekateri izmed Stevilnih substratov in inhibitorjev prenaSalnih proteinov P-gp, MRP2,
OATP1BL1 in OATP1B3 so zbrani v preglednici 1.

Preglednica 1: Substrati in inhibitorji prenaSalnih proteinov P-gp, MRP2, OATP1B1 in OATP1B3

PrenaSalni  Substrati/u¢inkovine Inhibitorji Vir

protein

P-gp Zdravila proti raku (vinblastin, itrakonazol, ciklosporin, 74,75,76, 77,78
vinkristin, paklitaksel, docetaksel, kinidin, verapamil,

doksorubicin, epirubicin, irinotekan). elakridar (gf120918)
Zaviralci HIV proteaze (sakvinavir,

ritonavir, nelfinavir, indinavir,

lopinavir, amprenavir). Druga zdravila

(feksofenadin, loperamid, ketokonazol,

atorvastatin, lovastatin, ciklosporin A,

takrolimus, digoksin).

MRP2 Zdravila proti raku (doksorubicin, azitromicin, ciklosporin A, 79, 80, 81, 82
metotreksat, cisplatin, vinkristin, glibenklamid, furosemid,
vinblastin, irinotekan). Zaviralci HIV progesteron, MK 571
proteaze (indinavir, ritonavir,
sakvinavir, nelfinavir, lopinavir).
Antibiotiki (ampicilin, azitromicin,
grepafloksacin, eritromicin). Statini
(atorvastatin, pravastatin) .

OATP1B1 Statini (atorvastatin, cerivastatin, sakvinavir, ciklosporin A 83, 84, 85
fluvastatin, pitavastatin, pravastatin in in rifampicin
rosuvastatin). Druga zdravila
(feksofenadin, metotreksat,
olmesartan, rifampicin in valsartan).
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OATP1B3 Statini  (fluvastatin, pitavastatin in ciklosporin A, rifampicin 83, 84
rosuvastatin). Druga zdravila
(digoksin,  docetaksel,  enalapril,
feksofenadin, metotreksat, paklitaksel,
rifampicin, olmesartan, telmisartan in
valsartan)

1.4.1 P-glikoprotein (P-gp)

P-gp je verjetno najbolj prepoznaven predstavnik naddruzine prenaSalnih proteinov ABC.
Je produkt gena ABCB1 ali MDR1, ki lezi na kromosomu 7g21.1 in je sestavljen iz 28
eksonov. Nahaja se na apikalni membrani celic in izlo¢a ksenobiotike iz celice ter tako
prispeva k niZji znotrajceli¢ni koncentraciji toksinov (71, 86). IzraZen je v Stevilnih tkivih,
v ledvicah in nadledvi¢ni Zlezi, v jetrih, tankem c¢revesu, kolonu in pljuc¢ih, v majhni meri
pa tudi v prostati, kozi, vranici, srcu, skeletnih miSicah, Zelodcu in jajénikih, ter mozganih
in placenti (87). Njegovo izraZanje v prebavnem traktu naras¢a od Zelodca do debelega
Crevesa (71). lzrazanje P-gp je v rakasto spremenjenih celicah povisano in je odgovorno za
t. i. pojav odpornosti proti ve¢ u¢inkovinam (»multi-drug resistance«), ki predstavlja velik
izziv pri zdravljenju raka. Z zaviranjem delovanja P-gp bi tako lahko povecali obcutljivost
rakasto spremenjenih celic in izboljsali u¢inkovitost kemoterapije (74).

Funkcionalno enoto P-gp, ki je vkljuCena v prenos substratov, sestavlja 12
transmembranskih domen (TMD), ki so razdeljene na polovico, vsaka polovica pa ima po
eno nukleotid vezavno domeno (NBD) na citoplazemski strani membrane (87, 88).

Zunajceliéni
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prostor - - P

Znotrajceliéni
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Slika 2: Zgradba P-gp (prirejeno po 87)

Za aktivacijo P-gp se mora na vsako NBD vezati po en ATP, vendar Se ni popolnoma
jasno, ali je za delovanje proteina potrebna tudi hidroliza obeh molekul ATP. Vecje
strukturne spremembe proteina se zgodijo ravno ob vezavi ATP in ne ob njegovi hidrolizi
(89).
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Prenos P-glikoproteinskih substratov lahko opisemo s pomocjo treh modelov: model pore,
flipazni model in model vakuumskega sesalnika. Model vakuumskega sesalnika
predpostavlja, da se substrati s pomocjo difuzije porazdelijo znotraj lipidnega dvosloja in
od tu vstopajo v poro P-glikoproteina ter preidejo v zunajceli¢ni prostor. Flipazni model
predpostavlja, da P-glikoproteinski substrati vstopijo vse do znotrajcelicnega dela
lipidnega dvosloja, kjer se vezejo na P-gp, ki jih prenese v zunanji del lipidnega dvosloja.
Od tu potem lahko difundirajo v zunajceli¢ni prostor. Za razliko od klasi¢nega modela
pore, Kjer se P-glikoproteinski substrati prenesejo iz citoplazme v zunajceli¢ni prostor,
model vakuumskega sesalnika in flipazni model predvidevata kopicenje substrata v

membrani (90).

1.4.2 Prenasalni protein MRP2 (»multidrug resistance-associated protein«)

MRP2 je ¢lan skupine proteinov MRP, ki tako kot P-gp sodi v naddruzino prenasalnih
proteinov ABC. lzrazen je predvsem na apikalni membrani hepatocitov, enterocitov in
celic ledvicnih tubulov, kjer sodeluje pri izloCanju konjugiranih in nekonjugiranih
anionskih spojin v zol¢. Gen za protein MRP2 (ABCC2) se nahaja na kromosomu 10g24 in
je sestavljen iz 32 eksonov (87, 91). MRP2 je strukturno podoben prenaSalnemu proteinu
P-gp, le da ima Se dodatnih pet transmembranskih domen na N-terminalnem koncu (slika
3). MRP2 kaze do doloCene stopnje tudi prekrivajoco substratno specificnost s P-gp. Njuno
usklajeno izraZzanje na apikalni membrani enterocitov tako predstavlja zelo veliko oviro za

absorpcijo u¢inkovin v krvni obtok (87).

12 13 14 15 1617
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Slika 3: Zgradba prenaSalnega protein MRP2 (prirejeno po 82 in 87)

Za aktiven prenos substratov sta potrebni vezava in hidroliza ATP, vendar pa nukleotid
vezavni domeni (NBD) pri MRP2 ne kazeta enakih afinitet do ATP. NBD1 ima visjo
afiniteto do ATP kot NBD2, ki pa je odgovorna predvsem za hidrolizo ATP. Prenos

14



Magistrska naloga Katja Deli¢

substratov je omogocen Sele po vezavi in hidrolizi ATP na NBD2. MRP2 poleg svojih
substratov transportira tudi konjugate z glutationom, glukuronsko kislino in sulfatom (82).
Spremembe v izrazanju in/ali delovanju MRP2 imajo lahko razli¢ne klini¢ne ucinke.
Znizano delovanje MRP2 lahko oslabi normalno delovanje jeter, vklju¢no s sposobnostjo
izlo¢anja endogenih spojin, kot so konjugati bilirubina, steroidi in levkotrieni. Pri bolnikih
z Dubin-Johnsonovim sindromom je MRP2 odsoten, zato so za njih znacilni konjugirana
hiperbilirubinemija, pigmentno odlaganje v jetrih ter prisotnost Stevilnih polimorfizmov v
genu za MRP2. Poleg tega spremembe v delovanju MRP2 lahko vplivajo tudi na
absorpcijo, tkivno oziroma organsko razporeditev in ocCistek Stevilnih zdravil, kot so
kemoterapevtiki, antibiotiki in statini. Izrazanje MRP2 je v rakasto spremenjenih celicah
poviSano, kar ima za posledico t. i. pojav odpornosti proti ve¢ uc¢inkovinam. PoviSano
izraZzanje na krvno-mozganski pregradi pa onemogoca normalno delovanje antiepilepti¢nih

zdravil (82).

1.4.3 PrenaSalna proteina OATP1B1 in OATP1B3 (»organic anion transporting
polypeptide«)

Druzina absorptivnih prenaSalnih proteinov OATP je sestavljena iz 11 ¢lanov. OATP1BI
in OATP1B3 sta produkta genov SLCO1B1 in SLCO1BS3, ki se nahajata na kromosomu 12
in sta sestavljena iz 14 eksonov. IzraZzena sta zlasti na bazolateralni membrani hepatocitov,
kjer prenaSata substrate iz krvi v celice. SLCO1B1 mRNA so odkrili tudi v drugih tkivih,
vkljucno z enterociti tankega crevesja. OATP1B1 in OATP1B3 prenasata poleg u¢inkovin,
prikazanih v preglednici 1, tudi Stevilne fizioloSke substrate, kot so konjugirani in
nekonjugirani bilirubin, zol¢ne kisline, konjugirani spolni hormoni, $¢itnicni hormoni in
anionski oligopeptidi, medtem ko se peptidni hormon holecistokinin prenasa samo z
OATP1B3 (71, 84). V sploSnem imajo substrati za OATP visoko molekulsko maso (>450
KD) in so mo¢no vezani na plazemske albumine. Znano je, da je prenos substratov za
OATP neodvisen od hidrolize ATP, gradienta natrijevih, kalijevih in kloridnih ionov ter
membranskega potenciala, vendar so ostali vidiki prenosa manj jasni (85, 92). Nekatere
Studije predvidevajo, da substrati za OATP vstopajo v celico preko centralne, pozitivno
nabite pore prenasalnega proteina. Prenos poteka kot kotransport z nevtralizirajocimi
anioni, kot so bikarbonati, glutation ali konjugati glutationa. Inhibitorji OATP1B1 in

OATP1B3, kot je npr. rifampicin, zavirajo delovanje prenaSalnih proteinov ter tako
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onemogoc¢ajo vnos Substratov za OATP1B1 in/ali OATP1B3 (npr. atorvastatina) v
hepatocite, kar se kaze z zviSanjem povrSine pod krivuljo (AUC) atorvastatina. Po drugi
strani pa rifampicin med dolgotrajnim zdravljenjem inducira izrazanje presnovnih encimov
ter tako zniza AUC atorvastatina za priblizno 80 % (85). Spremembe v funkciji prenaSalnih
proteinov OATP so lahko posledica bodisi polimorfizmov v genih za OATP bodisi
interakcij socasno apliciranih u¢inkovin, ki so obenem tudi substrati prenasalnega proteina
(93).

1.5 Polimorfizmi v genih za prenaSalne proteine

Na raven izraZanja prenasalnih proteinov in na njihovo ucinkovitost ter posledicno na
farmakokinetiko in farmakodinamiko nekaterih zdravil, med drugim raloksifena, lahko

vplivajo Stevilni polimorfizmi.
1.5.1 Polimorfizmi v genu za P-gp (ABCB1)

V genu za prenaSalni protein P-gp (ABCB1) so v zadnjih letih odkrili ve¢ kot 20
polimorfizmov posameznih nukleotidov (ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
(86). Mnogo polimorfizmov je tihih, torej takSnih, ki ne spremenijo aminokislinskega
zaporedja prenaSalnega proteina, lahko pa vplivajo na stabilnost prepisov mRNA ter na
strukturo in delovanje proteinov (94, 95). Med polimorfizme, ki spremenijo
aminokislinsko zaporedje P-gp, sodijo: polimorfizem A61G blizu N-terminalnega konca P-
gp proteina, ki povzro€i zamenjavo Asn z Asp, G1199A (Ser400Asn) v blizini prve
nukleotid vezavne domene, G2677T na drugi transmembranski domeni vodi v zamenjavo
Ala v Ser ali Thr in G2995A, ki je prav tako na drugi transmembranski domeni, toda blizje
drugi nukleotid vezavni domeni. Redki polimorfizmi v eksonih 7 (A548G), 13 (C1474T) in
26 (A332C in T3421A) prav tako povzrocajo spremembe aminokislinskega zaporedja P-
gp. Najbolj raziskan je tihi polimorfizem C3435T, ki je pogosto povezan s polimorfizmom
G2677T (Ala893Ser) in tihim polimorfizmom C1236T (86).
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Polimorfizem C3435T v genu za P-gp (ABCB1)

Alelne frekvence polimorfizma C3435T (lle1145l1le) so v razli¢nih skupinah prebivalstva
razli¢ne, v sploSnem pa velja, da so aleli C bolj pogosti kot T, zato jih Stejemo za diviji tip
(95).

O znacilni povezavi polimorfizma C3435T v eksonu 26 z izrazanjem in uc¢inkovitostjo
prenasalnega proteina P-gp je prvi porocal Hoffmeyer s sodelavci. Pri posameznikih z
genotipom TT so odkrili priblizno dvakrat nizjo raven izrazenega P-gp kot pri
posameznikih z genotipom CC ter hkrati najviSje plazemske koncentracije P-
glikoproteinskega substrata digoksina. Raven P-gp je bila pri heterozigotih visja kot pri
genotipu TT in nizja v primerjavi z genotipom CC (78). Wang s sodelavci je identificiral
C3435T kot funkcionalni polimorfizem, ki vpliva na stabilnost mRNA gena za P-gp. Zdi
se, da je ABCB1 mRNA, ki izhaja iz 3435T alela, manj stabilna in zato hitreje razpade po
sintezi, kar ima za posledico niZjo raven mRNA v stanju dinami¢nega ravnovesja (96).
Mehanizem delovanja polimorfizma C3435T ni popolnoma znan. Funkcionalnih
sprememb prenaSalnega proteina, ki jih povzroci tihi polimorfizem, ni mogoce pojasniti z
aminokislinskim zaporedjem proteina, saj se ta pri tihih mutacijah ne spremeni (95).
Kimchi s sodelavci predvideva, da polimorfizem C3435T uvede redek kodon, ki vpliva na
Cas, potreben za kotranslacijsko zvijanje prenasalnega proteina P-gp in njegovo umestitev
v membrano ter tako spremeni strukturo vezavnih mest za substrat in inhibitor. Zamenjava
citozina s timinom na polozaju 3435 namre¢ lahko povzro¢i spremembo kodona za
izolevcin iz ATC v ATT (97). Zdi se, da C3435T upocasni ribosome ali celo povzro¢i
njihov zastoj med translacijo ter na ta nacin vpliva na zvijanje proteinov in posledi¢no na
njihovo strukturo in funkcijo (95).

C3435T se lahko veze tudi z drugimi polimorfizmi v genu ABCBL1 ter tvori haplotipe.
NajpogostejSe haplotipe sestavljajo polimorfizmi C3435T in G2677T/A in/ali C1236T.
Pogostost haplotipov CGC in TTT je pri belcih priblizno enaka, medtem ko pri azijski rasi
prevladuje haplotip TTT (95).

Polimorfizem C3435T sam ali kot del haplotipskega bloka lahko vpliva na
farmakokinetiko paklitaksela (98), ciklosporina (99), fenobarbitalov (100), nelfinavirja
(101), digoksina (78, 102) in nekaterih drugih zdravil. C3435T zniza izraZanje in poveca

transportno aktivnost placentalnega P-gp. Tako je prenos P-glikoproteinskega substrata
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paklitaksela pri preiskovankah z genotipom TT znacilno visji kot pri tistih z genotipom
CC. Pri zenskah z znizano placentalno aktivnostjo P-gp je tako vecje tveganje za
izpostavljenost ploda ksenobiotikom (98). C3435T wvpliva tudi na absorpcijo
imunosupresijskega zdravila ciklosporina v zgodnjem potransplantacijskem obdobju. Alel
T zniza raven ciklosporina tako, da je pri bolnikih z genotipom TT izpostavljenost zdravilu
mo¢no znizana (99). Zdi se, da je P-gp v krvno-mozganski pregradi povezan s
farmakorezistenco pri zdravljenju epilepsije. Ugotovili so, da sta koncentracija
fenobarbitalov v cerebrospinalni tekoc¢ini ter razmerje koncentracij fenobarbitalov v
cerebrospinalni tekoc€ini in serumu znacilno nizja pri bolnikih z genotipom CC kot pri
bolnikih z genotipi CT ali TT, kar kaze na zmanjSan prenos zdravila v mozgane s P-gp.
Pogostost epilepticnih napadov je prav tako vi§ja pri homozigotih CC (100). P-gp
pomembno vpliva tudi na farmakokinetiko protivirusnih zdravil. Saitoh s sodelavci je
pokazal, da je virusni odziv na terapijo z nelfinavirjem pri otrocih, okuzenih z virusom
HIV in genotipom CT, hitrejsi, saj so plazemske koncentracije nelfinavirja visje kot pri
otrocih z genotipom CC (101).

1.5.2 Polimorfizmi v genu za MRP2 (ABCC2)

Polimorfizmi C24T, G1249A in C3972T v genu za MRP2 lahko povzrocijo
interindividualne razlike v biolodki uporabnosti tako endogenih kot eksogenih substratov
za MRP2. Raziskave in vitro in in vivo so pokazale, da polimorfizem C24T, ki je mo¢no
povezan s tihim polimorfizmom C3972T, zniza aktivnosti prenasalnega proteina MRP2.
Polimorfizem G1249A je povezan z znizanjem bioloSke uporabnosti talinolola, medtem ko
je tihi polimorfizem C3972T povezan z zvi$ano biolosko uporabnostjo irinotekana.

Redke polimorfizme, kot so C1446G, T3563A in G4544A, povezujemo S povisanim
izrazanjem mRNA in MRP2 v jetrih (103).

Polimorfizem C3972T v genu za MRP2 (ABCC?2)

Tihi polimorfizem C3972T (llel324lle) v eksonu 28 ne vpliva na aminokislinsko
zaporedje MRP2, temve¢ deluje prek vezavnega nesorazmerja s polimorfizmom C24T
(104) ali drugimi polimorfizmi v genu ABCC2, s katerimi tvori razli¢ne haplotipe ABCC2
(103). Podobno kot pri polimorfizmu C3435T v genu za P-gp lahko tudi v tem primeru
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sprememba kodona vpliva na stopnjo translacije. Zamenjava citozina s timinom na
polozaju 3972 lahko povzro¢i spremembo kodona za izolevcin iz AUC v AUU (103).
Sprememba sekundarne strukture mRNA in njene stabilnosti vpliva na izrazanje in
aktivnost MRP2 (91).

Polimorfizem C3972T, sam ali kot del haplotipskega bloka, zniza izrazanje gena za MRP2
(ABCC2) ter tako vpliva na eliminacijo irinotekana (105). Innocenti s sodelavci je porocal,
da je AUC irinotekana ter njegovih presnovkov APC in SN-38G visja pri homozigotih za
TT kot pri nemutiranih homozigotih in heterozigotih. Rezultati te raziskave kazejo, da je
polimorfizem C3972T povezan z znizano eliminacijo irinotekana in njegovih presnovkov
(106). Polimorfizem C3972T lahko prek vezavnega nesorazmerja s C24T vpliva tudi na
farmakokinetiko mikofenolne kisline (104) in tenofovirja (107, 108). Polimorfizma C24T
in C3972T v genu za MRP2 §¢itita bolnike z ledvi¢nim presadkom, ki so obenem nosilci
omenjenih polimorfizmov pred znizano izpostavljenostjo mikofenolni kislini, ki je
povezana z blago disfunkcijo jeter, ter posledicno pred potencialno presibko

imunosupresijo (104).

1.5.3 Polimorfizmi v genu za OATP1B1 (SLCO1B1)

V genu za OATP1B1 (SLCO1B1) so odkrili Stevilne polimorfizme, med njimi G11187A,
A10499C, T521C in A388G (109). Polimorfizma A388G v eksonu 4 in T521C v eksonu 5

sta zelo pogosta, njune alelne frekvence pa se lahko med razlicnimi etni¢nimi skupinami

razlikujejo (110).

Polimorfizma T521C in A388G v genu za OATP1B1 (SLCO1B1)

Polimorfizma A388G (Asn130Asp) in T521C (Vall74Ala) lahko skupaj oblikujeta Stiri
haplotipe: *1a — 130Asn in 174Val (AT), *1b — 130Asp in 174Val (GT), *5 — 130Asn in
174Ala (AC) in *15 — 130Asp in 174Ala (GC) (111). Sama, ali Se pogosteje v obliki
omenjenih haplotipov, vplivata na farmakokinetiko irinotekana (112), feksofenadina (113),
repaglinida (114) in razli¢nih statinov (109).

Polimorfizmu A388G v genu SLCO1B1 pripisujejo tako znizano (112, 115) kot tudi
nespremenjeno (112, 116) ali celo zviSano (115, 117) transportno aktivnost prenaSalnega
proteina OATP1B1. Nozawa s sodelavci je pokazal, da je OATP1B1 vkljucen v transport
aktivnega presnovka irinotekana (SN-38), ne pa tudi samega irinotekana in njegovih
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ostalih presnovkov. V raziskavi in vitro so ugotavljali u¢inke haplotipov *1a, *1b, *5 in
*15 na aktivnost OATP1B1. Raziskava je pokazala, da haplotip SLCO1B1*15 zniza
transportno aktivnost OATP1B1 oziroma privzem aktivnega presnovka irinotekana SN-38
(112). V primeru repaglinida, ki je prav tako substrat proteina OATP1B1, je Niemi s
sodelavci prvi pokazal, da lahko polimorfizmi v genu SLCO1B1 znacilno vplivajo tudi na
farmakokinetiko u¢inkovine, ki se popolnoma presnovi z encimi CYP. lzrazito poviSane
plazemske koncentracije repaglinida pri posameznikih z genotipom 521CC kazejo, da je z
OATP1B1 posredovan prenos ucinkovine v jetra pomemben za njeno presnovo in
izlocanje, katalizirano z encimi CYP. AUC in Cmax repaglinida sta bila v raziskavi mo¢no
poviSana, medtem ko je tj, ostal nespremenjen, kar kaze, da OATP1B1 vpliva na
farmakokinetiko repaglinida zlasti v stopnji absorpcije (114).

Polimorfizem T521C vpliva na farmakokinetiko feksofenadina, saj je AUC feksofenadina
pri posameznikih z genotipom 521CC za 76,0 % viSja kot pri heterozigotih ter 127 % visja
kot pri nemutiranih homozigotih. Vpliv polimorfizma T521C na AUC feksofenadina kaze,
da je z OATP1BI1 posredovan privzem ucinkovine v jetra prvi pogoj za njeno izlo¢anje z
zol¢em (113).

Polimorfizma T521C in A388G v genu SLCO1B1 lahko vplivata na farmakokinetiko
razli¢nih statinov, vklju¢no s pravastatinom (118), pitavastatinom (119), rosuvastatinom,
atorvastatinom (120) in simvastatinom (109).

Za pravastatin je Mwinyi s sodelavci ugotovil, da imata haplotipa *1b in *5 ravno
nasprotni ucinek na transportno funkcijo prenasalnega proteina OATP1BI1. Haplotip *5
upocasni prenos pravastatina v jetra, medtem ko ga *1b pospeSi. Mehanizem tega
delovanja Se ni popolnoma jasen (118). Chung s sodelavci je v raziskavi na relativno
majhni skupini zdravih posameznikov azijske rase pokazal, da haplotip OATP1B1*15 in
polimorfizem T521C znacilno vplivata na farmakokinetiko pitavastatina. Koncentracije
pitavastatina so bile pri posameznikih z OATP1B1*15 ali alelom 521C dvakrat visje kot
pri tistih, ki teh alelov niso imeli. Ti rezultati kazejo, da je alel *15 povezan z zmanjSanim
privzemom pitavastatina iz krvi s pomoc¢jo prenasalnega proteina OATP1B1 (119).
Polimorfizem T521C ima ve¢;ji ucinek na AUC atorvastatina kot na AUC bolj hidrofilnega
rosuvastatina, prav tako pa znacilno vpliva na plazemske koncentracije presnovka
atorvastatina, 2-hidroksiatorvastatina. AUCo4s , atorvastatina je pri posameznikih z
genotipom 521CC za 144 % vi$ja kot pri posameznikih z genotipom 521TT ter za 61 %

viSja kot pri heterozigotih. AUCy4s  rosuvastatina je pri posameznikih z genotipom
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521CC samo za 65 % viSja, v primerjavi s tistimi z genotipom 521TT. AUCqy4g n 2-
hidroksiatorvastatina je za 100 % viSja pri posameznikih z genotipom 521CC kot pri
nemutiranih homozigotih (120). Tudi simvastatinska kislina (aktivna oblika simvastatina)
je substrat za OATP1B1, ki z aktivnim prenosom preide v hepatocite. Polimorfizem T521C
znacilno vpliva na farmakokinetiko simvastatinske kisline, ne pa tudi laktona oziroma
neaktivne oblike simvastatina. PoviSane plazemske koncentracije simvastatinske kisline pri
posameznikih z alelom 521C lahko poveéajo tveganje za nastanek neZelenih stranskih
u¢inkov med zdravljenjem s simvastatinom (109). Polimorfizmi v genu SLCO1B1 lahko
vplivajo tudi na koncentracije fizioloSkih substratov, ki se prenasajo z OATP1B1. Tako so
v veliki meri odgovorni za interindividualno variabilnost serumskih koncentracij
bilirubina. Nosilci haplotipa *15 so imeli viSje serumske koncentracije celokupnega

bilirubina v primerjavi z nosilci haplotipov *1a in *1b (121).
1.5.4 Polimorfizmi v genu za OATP1B3 (SLCO1B3)

Gena SLCO1B3 in SLCO1B1 sta izrazito polimorfna. Boivin s sodelavci je dokazal
prisotnost 41 polimorfizmov v genu za OATP1B3. Vecina se jih nahaja v promotorski
regiji, na 5- in 3'-koncu ter v intronih. Primerjava z drugimi raziskavami kaze, da se
razporeditev polimorfizmov in haplotipov v genu SLCO1B3 mocno razlikuje, odvisno od

preiskovane populacije (122).

Nukleotidna zamenjava C>G v intronu 7 gena za OATP1B3 (SLCO1B3)

V vsegenomski Studiji so dokazali povezanost nukleotidne zamenjave C>G v intronu 7
gena za OATP1B3 (SLCO1B3) s koncentracijo bilirubina pri prebivalcih Sardinije. Za
razliko od gena SLCOI1B1, kjer je vecina polimorfizmov povezanih s koncentracijo
konjugiranega bilirubina, je polimorfizem v intronu 7 gena SLCO1B3 bolj povezan s
serumskimi koncentracijami nekonjugiranega bilirubina (123). Polimorfizem v intronu 7
gena SLCO1B3 smo v naSo raziskavo vkljuc¢ili prav zaradi njegove povezave z
nekonjugiranim  bilirubinom, katerega koncentracije korelirajo s koncentracijami
raloksifena. Frekvence tega polimorfizma se med razli¢nimi etni¢nimi skupinami mocno
razlikujejo. V skupini korejskih preiskovancev je njegova alelna frekvenca samo 0,00373,
medtem ko je pri prebivalcih Sardinije 0,293 (124).
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2. NAMEN DELA

NaSe predhodne Studije in vitro in nekatere druge raziskave so pokazale, da so raloksifen in
njegovi presnovki lahko substrati prenaSalnih proteinov P-gp, MRP in OATP (64, 73), zato
smo se odlocili raziskati, ali obstaja povezava med genotipi prenaSalnih proteinov P-gp,

MRP2, OATP1B1 in OATP1B3 in farmakokinetiko ter farmakodinamiko raloksifena.

Namen naloge je:

» ugotoviti, ali obstaja povezava med polimorfizmi 388A>G in 521T>C v genu
SLCO1B1, 3435C>T v genu ABCB1, 3972C>T v genu ABCC2 in C>G v intronu 7
gena SLCO1B3 in serumskimi koncentracijami raloksifena ter njegovih presnovkov
raloksifen-6-glukuronida (M1), raloksifen-4’-glukuronida (M2), raloksifen-6,4’-
diglukuronida (M3) in seStevkom molarnih koncentracij vseh raloksifenovih zvrsti,
izmerjenimi po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom v odmerkih 60 mg/dan,

» raziskati vpliv omenjenih petih polimorfizmov na parametre za kvantiteto
(mineralna kostna gostota ali MKG) in kvaliteto (hitrost Sirjenja ultrazvo¢nega
signala ali SOS, Sirokopasovno slabenje ultrazvoCnega signala ali BUA,
kvantitativni ultrazvocni indeks ali QUI) kostnega tkiva, biokemijske oznacevalce
kostne premene (ALP, BALP, OC, CTX) ter dejavnike tveganja za bolezni srca in
ozilja (celotni holesterol, LDL-holesterol, HDL-holesterol in trigliceridi,
medceli¢na adhezijska molekula 1 (ICAM-1), zilna celi¢na adhezijska molekula 1
(VCAM-1), E-selektin, C-reaktivni protein (CRP), von Willebrandov faktor (VWf),
endotelijsko odvisna (EOD) in endotelijsko neodvisna vazodilatacija (END) ter

debelina intime medije (dIM)), po uvedbi zdravljenja z raloksifenom.

V ta namen bomo analizirali DNA, osamljeno iz vzorcev periferne krvi, odvzetih 63
pacientkam s pomenopavzno osteoporozo, zdravljenih z raloksifenom, ter z verizno
reakcijo s polimerazo s pomoc¢jo hidrolizirajo¢ih sond dolocili genotipe preiskovank. Na
osnovi izmerjenih serumskih koncentracij raloksifena in njegovih presnovkov ter
farmakodinamskih parametrov bomo s statisti¢nimi testi ovrednotili vpliv polimorfizmov

na farmakokinetiko in farmakodinamiko raloksifena.
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3. PREISKOVANKE, MATERIALI IN METODE

3.1 Preiskovanke

Analizirali smo DNA, osamljeno iz vzorcev periferne krvi, odvzetih 63 pacientkam s
pomenopavzno osteoporozo, na terapiji z raloksifenom. Preiskovanke so pridobili med
bolnicami, ki so bile zaradi zdravljenja osteoporoze napotene v endokrinolosko ambulanto
Univerzitetnega klini¢nega centra v Mariboru. Pred vkljucitvijo v raziskavo so vse
podpisale izjavo o prostovoljni privolitvi za sodelovanje v raziskavi. Preiskovanke so
jemale raloksifen (Evista) v odmerkih 60 mg/dan. Socasno so med raziskavo jemale
holekalciferol (Plivit D3), 2 kapljici dnevno (4001E/dan) in kalcijev karbonat 1 g/dan.
Odvzem krvi in fizikalne preiskave so opravili po 6 in/ali 12 mesecih zdravljenja z
raloksifenom (43).

Uporabo odvzetih vzorcev je odobrila Komisija za medicinsko etiko RS (5t. 27/02/07).

3.2 Dolo¢anje serumskih koncentracij raloksifena in njegovih presnovkov

Serumske koncentracije raloksifena ter njegovih presnovkov raloksifen-6-glukuronida
(M1), raloksifen-4’-glukuronida (M2), raloksifen-6,4’-diglukuronida (M3) in seStevka
molarnih koncentracij vseh raloksifenovih zvrsti (angl. total raloxifene in hydrolized
plasma, TRHP) je tej skupini preiskovank dolo¢ila raziskovalna skupina na Katedri za
biofarmacijo in farmakokinetiko, zato metode na tem mestu ne bomo podrobno razlagali.
Omenjena raziskovalna skupina je v ta namen razvila in validirala metodo, ki je
vkljucevala ekstrakcijo seruma na trdni fazi z naknadnim koncentriranjem ter analitiko na

tekocinski kromatografiji s tandemsko masno spektrometrijo (LC/MS/MS) (125).

3.3 Dolo¢anje farmakodinamskih parametrov

Farmakodinamske parametre so dolo¢ili v Univerzitetnih Klini¢nih centrih v Mariboru in

Ljubljani.
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Meritve MKG so izvajali na ledveni hrbtenici (od L1 do L4), vratu stegnenice in celotnem
kolku s pomo¢jo DXA na aparatu QDR-2000 plus (Hologic Inc. Waltham U.S.A.). Kostno
alkalno fosfatazo so dolo¢ili z imunoradiometri¢no metodo Tandem-R Ostase, proizvajalca
Beckman Coulter, osteokalcin in koncentracije C-terminalnih telopeptidov kolagena tipa |
pa z elektrokemiluminiscen¢no metodo (sistem Elecsys) (43).

Parametre za oceno kakovosti kostnega tkiva so dolocili s kvantitativnim ultrazvokom
(QUS), ki se lahko uporablja samo za meritve na perifernem okostju. Vse meritve so
opravili na levi petnici z aparatom Sahara (Hologic Inc. Waltham, U.S.A). QUS
uporabljamo kot presejalno metodo za osteoporozo. Temelji na slabitvi ultrazvo¢nega
valovanja in hitrosti ultrazvoka ob prehajanju skozi kostno tkivo v odvisnosti od
mikroarhitekture kosti, MKG in proznosti kostnega tkiva. S to preiskavo torej lahko
neposredno merimo dva parametra, slabitev ultrazvo¢nega valovanja (BUA) in spremembo
hitrosti ultrazvoka (SOS) ob prehodu skozi kostno tkivo (43). Na BUA vplivajo debelina
trabekul in razmaknjenost med njimi ter povezanost trabekul, na SOS, ki je merilo za
proznost kostnega tkiva, pa vpliva samo razmaknjenost trabekul (126, 127). Na podlagi teh
dveh parametrov lahko aparature prikazejo matemati¢ne izraune ostalih parametrov, med
drugim oceno MKG ter QUI (kvantitativni ultrazvoéni indeks), ki se uporablja kot merilo
za trdnost kosti. S to metodo torej ne merimo MKG neposredno (43, 128).

Dolocili so tudi koncentracije dejavnikov tveganja za bolezni srca in ozilja. Meritve
koncentracij celotnega holesterola, HDL-holesterola ter trigliceridov so opravili
kolorimetri¢no (Olympus AU640 analyzer) iz svezega seruma, ki so ga pripravili iz polne
krvi brez dodatkov z 10-minutnim centrifugiranjem pri sobni temperaturi (43).
Koncentracije celi¢nih adhezijskih molekul ICAM-1, VCAM-1 in E-selektina so dolo¢ili z
encimsko-imunskim testom (ELISA) z dvojnimi protitelesi, proizvajalca R&D Systems,
koncentracijo CRP z imunonefelometricnim testom Dade Behring GmbH, Nemcija,
koncentracijo VWf-ja pa z metodo aglutinacije trombocitov z von Willebrandovim
reagentom BC, proizvajalca Dade Behring GmbH, Nemcija. CRP je zelo pomemben vnetni
oznacevalec, saj so ugotovili, da je celo boljSi napovedni dejavnik akutnih sréno-Zilnih
dogodkov kot celotni holesterol in LDL-holesterol. Za proces ateroskleroze so pomembne
tudi celi¢ne adhezijske molekule, zlasti ICAM-1, VCAM-1 in E-selektin, ki jih izrazajo
endotelijske celice zil. VWT je glikoprotein, ki ga v vecji meri sintetizirajo endotelijske
celice, manjsi del pa trombociti in sluzi kot nosilna beljakovina koagulacijskega faktorja

VIII, ki je pomemben za nastajanje trombina. ZviSane koncentracije VWf so pomemben,
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neodvisen dejavnik tveganja za sréno-zilne dogodke (43). Vpliv na zile so ocenili z
ultrazvocno meritvijo endotelijsko odvisne in endotelijsko neodvisne dilatacije brahialne

arterije po zazemu ter ultrazvo¢no meritvijo debeline intime medije karotidne arterije (43).

3.4 Dolocanje koncentracij osnovnih in priprava razredéenih raztopin
vzorénih DNA

Za dolocanje koncentracij osnovnih raztopin vzorénih DNA smo uporabili
spektrofotometer NanoDrop® ND-1000, ki pokriva obmo&je med 220 — 750 nm. Osnovne
prednosti tega spektrofotometra so visoka natan¢nost in ponovljivost meritev ter majhna
koli¢ina vzorca, potrebnega za analizo (zados¢a ze 1 pL vzorca). InStrument izkorisca
povrsinsko napetost za pravilen poloZaj vzorca ter tako odpravlja potrebo po kivetah, ki bi
lahko kontaminirale vzorec. Omogoc¢a meritve tudi zelo koncentriranih vzorcev (129).

Na spodnjo opticno enoto smo odpipetirali 1,5 pL. vzoréne DNA. Zgornjo opti¢no enoto
smo nato polozili na spodnjo, tako da sta bili obe v stiku z vzorcem, in posneli meritev.
Pulzna ksenonska Zarnica predstavlja izvor svetlobe. Za analizo svetlobe, ki je presla skozi
vzorec, pa se uporablja t. i. detektor CCD (ang. Charge-coupled device), Ki je povezan z
racunalnikom z ustrezno programsko opremo (129).

Za izvedbo genotipizacije je pomembno, da so vzorci DNA enakih koncentracij. Zato smo
jih na podlagi izmerjenih koncentracij ustrezno redcili do kon¢ne koncentracije 2,2 ng/uL.
Raztopine vzorénih DNA smo pripravili v 0,5-mL mikro epruvetah ter jih pred uporabo

premesali na vrtinCastem mesalu.

3.5 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Genotipizacijo vzorénih DNA smo izvedli z veriZzno reakcijo s polimerazo (PCR). S PCR
lahko v kratkem casu sintetiziramo veliko Stevilo kopij doloCenega odseka DNA.
Pomembna prednost te metode in vitro je, da za analizo zadostuje Ze zelo majhna koli¢ina
vzorca. Reakcijska zmes za PCR je sestavljena iz matrice, to je vzoréne DNA, dveh
oligonukleotidnih zacetnikov, dolgih 16 do 24 nukleotidov, s katerimi omejimo tisti odsek,
ki ga Zelimo pomnozZiti, deoksinukleotid-trifosfata, ki predstavljajo gradnike za nove verige
DNA, Mg?" ionov, reakcijskega pufra in termostabilne DNA-polimeraze. Vsak cikel
reakcije PCR je sestavljen iz treh stopenj: denaturacije, prileganja oligonukleotidnih
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zacetnikov in nastajanja komplementarne verige. V stopnji denaturacije (94-95 °C) se
verigi DNA razkleneta ter dobimo enoverizni DNA. Stopnja prileganja poteka pri nizji
temperaturi (40-60 °C). V tej stopnji pride do prileganja oligonukleotidnih zac¢etnikov na
komplementarni del enoverizne DNA. V zadnji stopnji sledi dvig temperature na 72 °C. S
tem ustvarimo optimalne razmere za delovanje termostabilne DNA-polimeraze, ki z
vezavo na oligonukleotidni zacetnik, v smeri 5' proti 3', izgradi komplementarno verigo. V
eni reakciji PCR se cikel obi¢ajno ponovi od 20- do 40-krat, pri ¢emer se z vsako
ponovitvijo Stevilo kopij dolo¢enega odseka podvoji. Torej, n ciklov PCR vodi v 2" kopij
tarcnih odsekov DNA. Za detekcijo produktov PCR se pogosto uporabljajo hidrolizirajoce
sonde, ki imajo na koncih vezana razli¢na fluorofora. Sonda se v stopnji prileganja
specificno veze na tar¢no zaporedje na DNA. DNA-polimeraza Tag s svojo 5'-
eksonukleazno aktivnostjo v stopnji podaljSevanja povzro¢i hidrolizo sonde, vezane na
taréno zaporedje. S tem se razdalja med reporterskim barvilom na 5'-koncu in t. i. dusilcem
na 3'-koncu sonde poveca ter onemogoc¢i dusilcu prestrezanje fluorescence, kar ima za
posledico porast fluorescenénega signala. Porast pa je sorazemeren koli¢ini produkta PCR
(130).

3.5.1 Genotipizacija polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1, 3435C>T v
genu ABCB1, 3972C>T v genu ABCC2 in C>G v intronu 7 gena SLCO1B3

Genotipizacijo smo izvedli v trakovih s po osmimi epruvetkami za vsak polimorfizem
posebej. V delovni komori smo pripravili skupne reakcijske zmesi brez vzorcne DNA, ki
so se med seboj razlikovale le po uporabljenih sondah in oligonukleotidnih zacetnikih. Za
vsak polimorfizem smo uporabili drug par sond (preglednica 2). Ena izmed sond ima na 5'-
koncu vezano reportersko barvilo VIC, druga pa barvilo FAM. Na 3'-koncu imata obe
vezan dusilec. Ena sonda se popolnoma prilega mutiranemu, druga pa nemutiranemu

zaporedju (131).

Preglednica 2: Reagenti Tagman® za polimorfizme 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1,
3435C>T v genu ABCBL, 3972C>T v genu ABCC2, C>G v intronu 7 gena SLCO1BS3.

Protein Gen Polimorfizem Testni komplet

MRP2 ABCC2 C3972T (rs3740066) C__ 11214910 20
C - VIC (nemutirano zaporedje)
T — FAM (mutirano zaporedje)

PGP ABCB1 C3435T/G3435A (rs1045642) | C__7586657_20
A - VIC (mutirano zaporedje)
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G — FAM (nemutirano zaporedje)

OATP1B1 | SLCO1B1 | A388G (rs2306283) C__1901697_20

A - VIC (nemutirano zaporedje)
G — FAM (mutirano zaporedje)
T521C (rs4149056) C__30633906_10

C - VIC (mutirano zaporedije)

T — FAM (nemutirano zaporedje)

OATP1B3 | SLCO1B3 | C>G v intronu 7 (rs17680137) | C__25766725_10
C - VIC (nemutirano zaporedje)
G — FAM (mutirano zaporedje)

Sestava reakcijske zmesi enega vzorca je podana v preglednici 3.

Preglednica 3: Sestava reakcijske zmesi enega vzorca za reakcijo PCR

Sestavine Volumen (pL)
Taqman® Genotyping Master Mix 2x 5
Ustrezne sonde in 0,5

oligonukleotidni zacetniki Tagman® 20X
Vzoréna DNA (2,2 ng/uL) 4,5

Skupni volumen zmesi enega vzorca 10

Reakcijsko zmes brez vzorcne DNA smo za ve¢ vzorcev pripravili tako, da smo
posamezne sestavine pomnozili s Stevilom vzorcev in pristeli 10 % pribitek, zaradi izgub
pri pipetiranju reakcijske zmesi. Tako pripravljeno reakcijsko zmes za posamezen
polimorfizem smo premesSali na vrtincastem mesalu in centrifugirali 1 minuto pri 2100
obratih/min, nato pa odpipetirali po 5,5 pL v trakove s po osmimi epruvetkami. Zatem smo
v reakcijsko zmes dodali po 4,5 puL predhodno pripravljenih vzor¢nih raztopin DNA
koncentracije 2,2 ng/uL. Sestava reakcijske zmesi za polimorfizem C>G v intronu 7 gena
SLCO1B3 se je, zaradi bolj koncentrirane sonde (40X), nekoliko razlikovala. V slepi
vzorec smo namesto vzoréne DNA dodali enako koli¢ino visoko preciS¢ene vode. Trakove
S po osmimi epruvetkami, z reakcijsko zmesjo in vzoréno DNA oziroma slepim vzorcem,
smo tesno zaprli in centrifugirali 1 minuto pri 2100 obratih/min. Nato smo jih vstavili v
aparaturo ABI PRISM® 7000 Sequence Detection system, ki verizno reakcijo s polimerazo
izvede po predhodno nastavljenem racunalniSkem protokolu, ki je dolofen s strani

proizvajalca (preglednica 4).
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Preglednica 4: Pogoji za izvedbo reakcije PCR s Tagman® sondami

Stopnje PCR reakcije Temperatura (°C) Cas
Zacetna denaturacija 95 10 min
Denaturacija 92 15 sek ]
. - . . 50 ciklov
Prileganje in podaljSevanje 60 90 sek

Pogoji reakcije PCR za polimorfizem C>G v intronu 7 gena SLCO1B3 so se razlikovali od
pogojev, opisanih v preglednici 4. Zacetna denaturacija je potekala pri temperaturi 95 °C
15 min, denaturacija pri 95 °C 15 sek, stopnja prileganja in podaljSevanja pa pri 60 °C 60

sek. Stopnji denaturacije ter prileganja in podaljSevanja smo ponovili 45-krat.

3.6 Statisti¢na analiza

Vpliv polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1, 3435C>T v genu ABCB1,
3972C>T v genu ABCC2 in C>G v intronu 7 gena SLCO1B3 na farmakokinetiko in
farmakodinamiko raloksifena smo ovrednotili s statisticno analizo s pomo¢jo programa
SPSS, verzija 17.0, proizvajalca SPSS Inc., Chicago, ZDA.

Za presojo normalnosti porazdelitve naSih rezultatov smo uporabili testa Kolmogorov—
Smirnov in Shapiro-Wilk. Podatke, ki se niso normalno porazdeljevali, smo s
transformiranjem (logaritmiranjem in korenjenjem) poskusili prevesti v normalno obliko.
Homogenost varianc smo testirali z Levenovim testom. Za ve¢ neodvisnih, normalno
porazdeljenih spremenljivk smo nato uporabili analizo variance ANOVA, T-test pa v
primeru dveh neodvisnih normalno porazdeljenih spremenljivk. Z Bonferroni post-hoc
testom smo ugotavljali statisticne razlike med posameznimi podskupinami spremenljivk. S
testom y° smo preverjali, ali so eksperimentalni podatki v Hardy-Weinbergovem
ravnotezju. Pri preizkusanju hipotez smo kot statisticno znacilno upostevali vrednost p <

0,05.
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3.7 Materiali

Materiali

visoko precis¢ena voda

osnovne raztopine vzorénih DNA

delovne raztopine vzorénih DNA

Tagman® Genotyping Master Mix 2x in 5x (Applied BioSystems)

Tagman® Drug Metabolism Genotyping Assay 20x in 40x (Applied BioSystems)

Oprema

spektrofotometer NanoDrop® ND-1000

aparatura za pridobivanje visoko prec¢isc¢ene vode (Elga)

ABI PRISM® 7000 Sequence Detection system (Applied Biosystems)
vrtin¢asto mesalo in centrifuga Combi-Spin (Biosan)

trakovi s po osmimi epruvetkami MicroAmp, Optical 8-tube strip (Applied
Biosystems)

delovna komora z UV-lucko: DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-M-AR (Biosan)
mikrocentrifuga Mikro-242 (Tehtnica, Zelezniki)
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4. REZULTATI

4.1 Dolocitev genotipov in njihovih pogostnosti

Po koncani reakciji PCR smo vzorcem na osnovi fluorescencnega signala dolocili
genotipe. Neuspele vzorce smo ponovno genotipizirali. Prav tako smo za vsak
polimorfizem, z namenom potrditve rezultatov, naklju¢no izbrali 10 % vzorcev ter ponovili
genotipizacijo. Rezultati vseh ponovitev so se ujemali, tako smo potrdili, da smo
genotipizacijo uspesno izvedli. Konéni rezultati genotipizacije so podani v poglavju 8.
Priloge.

Na osnovi teh rezultatov smo dolocili frekvence polimorfizmov. Rezultati so podani v

preglednici 5.

Preglednica 5: Stevilo in frekvence (%) posameznih genotipov za polimorfizme 388A>G in
521T>C v genu SLCO1B1, 3435C>T v genu ABCB1, 3972C>T v genu ABCC2 in C>G v intronu 7
gena SLCO1B3.

AA AG GG

Stevilo genotipov za polimorfizem

388ASG 18 31 14

Frekvence genotipov za

polimorfizem 388A>G (%) 286 | 492 | 222

1T TC CcC

Stevilo genotipov za polimorfizem

521T>C a2 0

Frekvence genotipov za

polimorfizem 521T>C (%) 651 | 349 0

CcC CT T

Stevilo genotipov za polimorfizem

3435C>T 9] 26 | 18

Frekvence genotipov za

polimorfizem 3435C>T (%) 302 | 413 | 286

CcC CT 1T

Stevilo genotipov za polimorfizem

3972C>T 29 23 1

Frekvence genotipov za

polimorfizem 3972C>T (%) 460 | 365 17,5

CcC CG GG

Stevilo genotipov za polimorfizem

C>G v intronu 7 43 19 1

Frekvence genotipov za

polimorfizem C>G v intronu 7 (%) 68,3 30,2 1,6
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Zatem smo za vsak polimorfizem s testom y° preverili, ali so genotipske frekvence v
Hardy-Weinbergovem ravnoteZju. Za Hardy-Weinbergovo ravnoteZje velja naslednja
enacba: p? + 2pq + ° = 1, kjer je p? frekvenca nemutiranih homozigotov, 2pq frekvenca
heterozigotov in g? frekvenca mutiranih homozigotov. Hardy-Weinbergovo nacelo, da se
tako alelne frekvence kot frekvence genotipov ohranjajo iz generacije v generacijo, velja v
primeru neskon¢no velike populacije, povsem naklju¢ne paritve in ob pogojih, da ni
mutacije, selekcije in migracije (132).

Vse frekvence genotipov so bile v Hardy-Weinbergovem ravnotezju; 388A>G (p =
0,924814), 521T>C (p = 0,093145), 3972C>T (p = 0,103812), 3435C>T (p = 0,166292) in
C>G v intronu 7 (p = 0,496292).

4.2 Analiza haplotipov za polimorfizma 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1

Haplotipe (kombinacije alelov na istem kromosomu, ki so v genskem zapisu zelo blizu
skupaj in se skupaj tudi dedujejo) in diplotipe (kombinacije dveh haplotipov v paru
homolognih kromosomov) smo napovedali s pomo¢jo programa PHASE (133, 134).
Program je izracunal mozne haplotipe za polimorfizma 388A>G in 521T>C v genu
SLCO1BL1 in njihove frekvence (preglednica 6) ter diplotipe za vsak posamezen vzorec.
Pogostnost posameznega diplotipa je podana v preglednici 7. V statistiéno analizo smo

vkljucili vse vzorce.

Preglednica 6: Napovedani haplotipi in njihove frekvence

Oznaka Haplotip Frekvenca
haplotipa haplotipa
(%)

1 *1b 31,7
(388A>G)

2 *15 15,1
(388A>G in 521T>C)

3 *la 50,8
(refrencni haplotip)

4 *5 2,4
(521T>C)
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Preglednica 7: Frekvence napovedanih diplotipov

Diplotip Frekvenca

(%)
11 9,5%
1,2 12,7 %
1,3 31,7%
2,3 175%
3,3 23,8 %
3,4 4,8 %

Za vsak vzorec in njegov napovedan diplotip smo podatke uredili tako, da je bilo razvidno,
koliko kopij posameznega haplotipa ima preiskovanka (nobeno, eno ali dve). Tako urejene
podatke smo kasneje uporabili pri statisticni analizi iskanja povezanosti haplotipov s
serumskimi koncentracijami raloksifena in njegovih presnovkov ter farmakodinamskimi

parametri.

4.3 Povezanost polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1 in njunih
haplotipov ter polimorfizmov 3435C>T v genu ABCB1, 3972C>T v genu
ABCC2 in C>G v intronu 7 gena SLCO1B3 s serumskimi koncentracijami
raloksifena in njegovih presnovkov

V statisticno obdelavo smo vkljucili 57 preiskovank s pomenopavzno 0steoporozo na
terapiji z raloksifenom. Koncentracije raloksifena in njegovih presnovkov so dolo¢ili po 12

mesecih zdravljenja.

4.3.1 Povezanost polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCOI1B1 in njunih
haplotipov s serumskimi koncentracijami raloksifena in njegovih presnovkov

Ugotovili smo statisticno znacilne razlike med povprec¢nimi vrednostmi raloksifena (p =
0,004) M3 (p = 0,001), TRHP (p = 0,009) v posameznih genotipskih podskupinah
polimorfizma 388A>G (preglednica 8). Statisticno znalilne rezultate smo prikazali tudi
grafiéno (sliki 4 in 5). Z Bonferroni post-hoc testom smo potrdili statisti¢cno znacilno
razliko med povpre¢nimi vrednostmi raloksifena v genotipskih podskupinah AA in GG (p
= 0,003), M3 v genotipskih podskupinah AA in GG (p = 0,001) ter AG in GG (p = 0,004)
in TRHP v genotipskih podskupinah AA in GG (p = 0,014) ter AG in GG (p = 0,020).
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Povpreéne vrednosti raloksifena, M3 in TRHP so statisticno znacilno visje pri

preiskovankah z genotipom GG v primerjavi z nosilkami genotipov AG in AA.

Med preiskovankami ni bilo nosilk genotipa CC polimorfizma 521T>C v genu SLCO1B1,

zato smo statisti¢no analizirali samo dve genotipski podskupini (TT in TC). Polimorfizem

521T>C v genu SLCOI1B1 ni statisticno znacilno vplival na povprecne koncentracije

raloksifena ter njegovih presnovkov M1, M2, M3, TRHP (preglednica 8).

Preglednica 8: Koncentracije raloksifena (povpreé¢je (SD)) in njegovih presnovkov po 12 mesecih

zdravljenja v odvisnosti od genotipov polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1BL1.

Genotipi Ral (nmol/l) M1 (nmol/I/L) M2 (nmol/l) M3 (nmol/l) TRHP (nmol/l)
e AA 1,90 (1,62) 59,80 (55,44) 267,67 (268,60) | 266,37 (262,77) | 595,73 (546,09)
S QaG 3,47 (2,39) 63,20 (59,69) 288,43 (266,80) | 395,18 (363,44) | 750,29 (647,94)
g % GG 5,64 (2,70) 99,42 (56,86) 439,16 (305,06) | 1072,66 (915,63) | 1616,88 (1142,07)
e p 0,004 0,143 0225 0,001 0,009
c TT 3,49 (2,92) 65,13 (60,00) 253,86 (226,27) | 544,57 (687,73) | 867,05 (921,95)
g Q|TC 3,79 (1,88) 79,30 (57,73) 430,94 (329,27) | 445,53 (301,97) | 959,56 (648,16)
s 5
s ) p 0,308 0,399 0,076 0,917 0,519

Uporabljena statisticna metoda za polimorfizem 388A>G: ANOVA. Uporabljena statisticna
metoda za polimorfizem 521T>C: T-test. Ral-raloksifen, M1-raloksifen-6-glukuronida, M2-
raloksifen-4’-glukuronid, M3-raloksifen-6,4’-diglukuronida, TRHP-seStevek molarnih koncentracij
vseh raloksifenovih zvrsti.

Ral (nmol/L)
O, NWPAULIO

P N=11
ey — A
Vv N=30 -
[ h=is g S
AA AG GG

Genotipi polimorfizma A388G

Slika 4: Porazdeljevanje serumskih koncentracij raloksifena glede na genotip polimorfizma
388A>G v genu SLCO1B1. N - Stevilo preiskovank s posameznim genotipom. Opomba:
koncentracije so podane kot povpre¢ne vrednosti.
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Genotipi polimorfizma A388G

Slika 5: Porazdeljevanje serumskih koncentracij M3 in TRHP glede na genotip polimorfizma
388A>G v genu SLCO1Bl1. N - Stevilo preiskovank s posameznim genotipom. Opomba:
koncentracije so podane kot povprecne vrednosti.

Statisticno smo analizirali vpliv haplotipov *1a (referencni haplotip), *1b (388A>G) in *15
(388A>G in 521T>C) na serumske koncentracije raloksifena in njegovih presnovkov.
Vpliva haplotipa *5 (521T>C) nismo ugotavljali, saj ni bilo dovolj preiskovank s tem
haplotipom.

Ugotovili smo, da se koncentracije raloksifena (p = 0,016), M3 (p = 0,000) in TRHP (p =
0,020) statisticno znacilno razlikujejo med preiskovankami z eno, dvema ali nobeno kopijo
haplotipa *1b (preglednica 9, sliki 6 in 7). Z Bonferroni post-hoc testom smo potrdili
statistino znacilno razliko v koncetracijah raloksifena (p = 0,014) med posameznicami z
nobeno in tistimi z dvema kopijama haplotipa *1b. Prav tako smo z Bonferroni post-hoc
testom potrdili statisticno znacilno razliko v koncentracijah M3 med preiskovankami, Ki
imajo dve, in tistimi, ki nimajo nobene (p = 0,000) kopije, ter preiskovankami, Ki imajo
eno, in tistimi, ki imajo dve kopiji (p = 0,004) haplotipa *1b. Statisticno znacilne razlike v
koncentracijah TRHP smo potrdili med preiskovankami, ki imajo dve, in tistimi, ki nimajo
nobene kopije haplotipa *1b (p = 0,017).

Nobena izmed preiskovank ni imela po dve kopiji haplotipa *15, zato smo statisticno
analizirali samo dve skupini. Koncentracije raloksifena in njegovih presnovkov se med
posameznicami, Ki imajo eno, in tistimi, ki nimajo nobene kopije haplotipa *15, niso
statisti¢no znacilno razlikovale (preglednica 9).

Koncentracije raloksifena (p = 0,002), M3 (p = 0,001) in TRHP (p = 0,007) so se med
preiskovankami, ki imajo eno, dve ali nimajo nobene kopije haplotipa *1a, statisticno
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znacilno razlikovale (preglednica 9, sliki 8 in 9). Razlike smo potrdili tudi z Bonferroni

post-hoc testom. Koncentracije raloksifena so se statisticno znalilno razlikovale med

osebami, ki imajo dve, in tistimi, ki nimajo nobene kopije haplotipa *1a (p = 0,002).
Koncentracije M3 (p = 0,003 za 0 vs. 1 kopija; p = 0,002 za 0 vs. 2 kopiji) in TRHP (p =

0,021 za 0 vs. 1 kopija; p = 0,011 za 0 vs. 2 kopiji) so se statisti¢no znacilno razlikovale

med preiskovankami, ki imajo eno, in tistimi, ki nimajo nobene kopije, ter med

preiskovankami, ki imajo dve, in tistimi, ki nimajo nobene kopije haplotipa *1a.

Preglednica 9: Koncentracije raloksifena (povprecje (SD)) in njegovih presnovkov po 12 mesecih
zdravljenja v odvisnosti od haplotipov *1b, *15 in *1a.

St. kopij | Ral (nmol/l) | M1 (nmol/l/L) | M2 (nmol/l) M3 (nmol/l) TRHP (nmol/l)

0 2,69 (2,14) 61,79 (50,77) | 334,15 (305,67) | 305,80 (255,56) 704,43 (583,84)
%‘ - 1 3,68(2,18) 72,87 (68,91) | 281,35 (261,60) | 482,73 (399,07) 840,62 (705,94)
E& ¥ o2 7,25(3,58) | 92,65 (34,67) | 412,28 (245,72) | 1572,29 (1233,84) | 2084,46 (1503,21)

p 0,016 0,437 0,625 0,000 0,020
o 0 3,50 (2,86) | 66,03(59,12) | 264,25 (229,12) | 533,07 (678,17) | 866,84 (905,33)
% 2 |1 3,79 (1,95) | 78,44 (59,81) | 422,07 (339,84) | 462,27 (306,05) | 966,58 (672,04)
T p 0,343 0,497 0,138 0,954 0,549

0 5,64 (2,69) | 99,42 (56,86) | 439,16 (305,06) | 1072,66 (915,63) | 1616,88 (1142,07)
£ . | 3,48 (2,34) | 64,29 (58,74) | 298,68 (266,58) | 388,10 (357,92) | 754,55 (635,22)
E& ¥ 1,67 (1,56) | 55,86 (57,90) | 231,75 (263,02) | 273,28 (280,04) | 562,55 (574,01)

p 0,002 0,125 0,180 0,001 0,007

Uporabljena statisticna metoda za haplotipa *1b in *1a: ANOVA. Uporabljena statisticha metoda
za haplotip *15: T-test. Ral-raloksifen, M1-raloksifen-6-glukuronida, M2-raloksifen-4’-glukuronid,
M3-raloksifen-6,4’-diglukuronida, TRHP-seStevek molarnih koncentracij vseh raloksifenovih

zZvrsti.
8 —
= 6 +
3 N=26
g , ) N =26 a—
g 21 |
o 1 )
0 2
Stevilo kopij haplotipa *1b
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Slika 6: Porazdeljevanje serumskih koncentracij raloksifena glede na Stevilo kopij haplotipa *1b. N
— §tevilo preiskovank z dolo¢enim Stevilom kopij haplotipa *1b. Opomba: koncentracije so podane

kot povprecne vrednosti.

2500 -
N=5
2000 -
< 1500 +
o
€ vz —
< 1000 7 N=26 N =26
500 7 _ I i
LAl 18 WAL
0 1 2
Stevilo kopij haplotipa *1b

= M3 (nmol/l)
TRHP (nmol/l)

Slika 7: Porazdeljevanje serumskih koncentracij M3 in TRHP glede na Stevilo kopij haplotipa *1b.
N — Stevilo preiskovank z doloCenim Stevilom kopij haplotipa *1b. Opomba: koncentracije so

podane kot povpreéne vrednosti.

AN
)
|

Stevilo kopij haplotipa *1a

Slika 8: Porazdeljevanje serumskih koncentracij raloksifena glede na Stevilo kopij haplotipa *1a. N
— Stevilo preiskovank z dolo¢enim $tevilom kopij haplotipa *1a. Opomba: koncentracije so podane

kot povprecne vrednosti.
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Slika 9: Porazdeljevanje serumskih koncentracij M3 in TRHP glede na Stevilo kopij haplotipa *1a.
N — stevilo preiskovank z dolo¢enim $tevilom kopij haplotipa *1a. Opomba: koncentracije so
podane kot povprecne vrednosti.

4.3.2 Povezanost polimorfizmov 3435C>T v genu ABCB1, 3972C>T v genu ABCC2 in
C>G v intronu 7 gena SLCO1B3 s serumskimi koncentracijami raloksifena in
njegovih presnovkov

Ugotovili smo, da se povpre¢ne koncentracije raloksifena, M1, M2, M3 in TRHP ne
razlikujejo statisti¢no znacilno med genotipskimi podskupinami polimorfizmov 3435C>T
v genu ABCB1, 3972C>T v genu ABCC2 in C>G v intronu 7 gena SLCO1B3 (preglednica
10).

Samo ena od preiskovank je bila nosilka genotipa GG polimorfizma C>G v intronu 7 gena

SLCO1B3, zato smo jo za potrebe statisticne analize pridruzili heterozigotom.

Preglednica 10: Koncentracije raloksifena (povpre¢je (SD)) in njegovih presnovkov po 12 mesecih
zdravljenja v odvisnosti od genotipov polimorfizmov 3435C>T v genu ABCB1, 3972C>T v genu
ABCC2 in C>G v intronu 7 gena SLCO1B3.

Genotipi | Ral (nmol/l) | M1 (nmol/l) M2 (nmol/l) M3 (nmol/l) TRHP (nmol/l)
c cc 2,84 (1,66) | 49,38(39,82) | 198,63 (162,59) | 301,21 (226,48) | 552,05 (382,44)
% '5 cT 427 (2,68) | 82,68 (55,36) | 401,97 (308,58) | 581,81 (426,61) | 1070,74 (683,20)
£ 8 |TT 3,63(3,27) | 79,13 (78,45) | 346,76 (312,14) | 675,31 (935,66) | 1104,83 (1246,08)
S |p 0,377 0,170 0,090 0,173 0,111
= cc 3,59 (2,20) | 58,31(40,94) | 270,28 (231,04) | 333,25 (229,65) | 665,43 (458,35)
% 5 CT 3,40 (2,42) 94,01 (78,97) | 424,29 (345,77) | 710,49 (807,53) | 1232,20 (1116,65)
£ s [TT 4,00 (3,84) |50,11(31,91) | 206,01 (135,29) | 528,91 (557,04) | 789,03 (709,14)
E @ p 0,976 0,282 0,344 0,192 0,232
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cC 3,17 (2,22)

67,54 (52,58)

313,18 (275,05)

411,06 (286,55)

794,96 (573,61)

CG+GG | 4,47 (3,11)

75,32 (72,24)

320,70 (289,24)

715,00 (918,66)

1115,49 (1200,38)

intronu 7

p 0,166 0,830 0,959 0,339 0,428

Polimorfizem
C>Gv

Uporabljena statisticna metoda za polimorfizma 3435C>T v genu ABCB1 in 3972C>T v genu
ABCC2: ANOVA. Uporabljena statisticna metoda za polimorfizem C>G v intronu 7 gena
SLCO1B3: T-test. Ral-raloksifen, M1-raloksifen-6-glukuronida, M2-raloksifen-4’-glukuronid, M3-
raloksifen-6,4’-diglukuronida, TRHP-seStevek molarnih koncentracij vseh raloksifenovih zvrsti.

4.4 Povezanost polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1 in njunih
haplotipov ter polimorfizmov 3435C>T v genu ABCB1, 3972C>T v genu
ABCC2 in C>G v intronu 7 gena SLCO1B3 s farmakodinamskimi parametri

V statisticno obdelavo smo vkljucili 57 preiskovank s pomenopavzno osteoporozo na
terapiji z raloksifenom. Farmakodinamske parametre (PD) so dolo¢ili v razli¢nih ¢asovnih
intervalih. Biokemiéne oznacevalce kostne premene so dolocili pred zacetkom zdravljenja
ter ob kontroli po 6 in 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom. Pred zacetkom zdravljenja in
ob kontroli po 12 mesecih so preiskovankam s preiskavo DXA ledvene hrbtenice in kolka
dolocili MKG in opravili QUS petnice. Koncentracije krvnih mascob so dolocili pred
vkljucitvijo v raziskavo in po 6 in 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom, CRP, vWI,
ICAM-1, VCAM-1, E-selektin in ultrazvo¢no preiskavo endotelijsko odvisne in
endotelijsko neodvisne dilatacije brahialne arterije po zazemu ter debelino IM pa pred
vkljucitvijo v raziskavo in po 6 mesecih zdravljenja (43).

V nalogi smo analizirali vrednosti farmakodinamskih parametrov pred zdravljenjem ter
spremembo povprecnih vrednosti BOKP, MKG in parametrov kvantitativnega ultrazvoka
ter krvnih mascob po 12 mesecih zdravljenja in CRP, vWf, CAM, EOD, END in dIM po 6
mesecih  zdravljenja z raloksifenom. Spremembo analiziranih parametrov med

zdravljenjem z raloksifenom smo izracunali po spodnji enacbi:

PDparametert—6mesecev ali 12mesecev — PDparametert—O

APDparametra = ( ) X 100 %

PDparameter;_g
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4.4.1 Vpliv polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1BL1 in njunih haplotipov
na BOKP, MKG in vrednosti UZ-parametrov

Statisticno znacilnih razlik v izhodis¢nih vrednostih BOKP, MKG izmerjene z DXA in
UZ-parametrov med genotipi polimorfizma 388A>G nismo ugotovili (preglednica 11).
Ugotovili pa smo statisticno znacilno razliko med MKG vratu stegnenice pred
zdravljenjem in po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom v posameznih genotipskih
podskupinah polimorfizma 388A>G (p = 0,001) (preglednica 11 in slika 10). Z Bonferroni
post-hoc testom smo potrdili statisti¢cno znacilno razliko med delezem MKG, ki se je med
zdravljenjem z raloksifenom spremenil v genotipskih podskupinah AA in AG (p = 0,004)
ter AG in GG (p = 0,021).

Preglednica 11: Vrednosti BOKP, MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in kolka ter UZ-
parametrov (povpre¢je (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez BOKP, MKG ter UZ-
parametrov (povpreéje (SD)), ki se po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti
od genotipov polimorfizma 388A>G.

Parameter | Genotip | Vrednosti pred A (%) p p
zdravljenjem (pred zdravljenjem) (A)
BOKP

ALP AA 1,16 (0,26) (Hg/L) -17,09 (16,21)
AG 1,15 (0,27) (ug/L) -18,24 (22,9) 0,991 0,755
GG 1,16 (0,39) (Mg/L) -22,82 (16,04)

BALP AA 11,61 (3,07) (Mg/L) 24,70 (11,26)
AG 12,68 (5,38) (ug/L) 21,48 (33,84) 0,763 0,936
GG 11,55 (7,17) (ug/L) 21,01 (28,59)

ocC AA 33,29 (12,71) (ng/mL) -19,45 (26,33)
AG 35,35 (11,37) (ng/mL) -28,10 (14,95) 0,306 0,411
GG 29,10 (8,89) (ng/mL) -24,68 (19,75)

CTX AA 0,5000 (0,23) (ng/mL) -16,48 (38,85)
AG 0,5082 (0,19) (ng/mL) -24,13 (22,02) 0,745 0,093
GG 0,5545 (0,14) (ng/mL) -41,95 (28,93)

MKG izmerjena z DXA

L1 L4 AA 0,731 (0,09) (g/cm?) 1,67 (5,18)
AG 0,763 (0,07) (g/cm?) 2,36 (4,42) 0,173 0,888
GG 0,784 (0,06) (g/cm?) 1,79 (4,81)

Vrat AA 0,619 (0,09) (g/cm?) -1,14 (5,61)

stegnenice | AG 0,619 (0,07) (g/cm?) 3,44 (3,26) 0,385 0,001
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GG 0,66 (0,08) (g/cm?) -0,65 (3,71)

Kolk AA 0,71 (0,11) (g/cm?) 0,95 (8,30)
AG 0,73 (0,09) (g/cm?) 0,68 (10,11) 0,833 0,848
GG 0,738 (0,09) (g/cm?) 2,58 (8,66)

UZ-parametri

BUA AA 52,13 (8,32) (dB/MHz) 1,75 (10,99)
AG 56,05 (13,56) (dB/MHz) | 1,21 (7,04) 0,590 0,777
GG 55,05 (9,42) (dB/MHz) 3,33 (8,03)

SOS AA 1513,24 (20,34) (m/s) 0,04 (0,50)
AG 1513,68 (24,52) (m/s) 0,03 (0,76) 0,998 0,983
GG 1513,43 (12,09) (m/s) 0,08 (0,65)

QuI AA 70,79 (11,23) 1,07 (5,75)
AG 72,59 (15,00) 0,94 (7,43) 0,913 0,965
GG 72,04 (7,70) 1,57 (5,95)

MKG AA 0,37 (0,07) (g/cm?) 0,96 (7,24)
AG 0,383 (0,09) (g/cm?) 4,32 (18,51) 0,917 0,769
GG 0,379 (0,05) (g/cm?) 2,10 (6,92)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.

N=11

0
W . &

Genotipi polimorfizma A388G

A (%) MKG vratu stegnenice
=
1}
=
[e)]

Slika 10: DeleZ MKG vratu stegnenice (povpreéje), ki se po zdravljenju z raloksifenom spremeni v
odvisnosti od genotipov polimorfizma 388A>G. N — Stevilo preiskovank s posameznim genotipom.

Ugotovili smo, da je MKG ledvene hrbtenice pred zdravljenjem z raloksifenom statisticno
znacilno visja pri nosilkah genotipa TC polimorfizma 521T>C (p = 0,009) (preglednica 12
in slika 11). Sprememba parametra QUI je bila, v primerjavi z izhodis¢nimi vrednostmi, po
12 mesecih zdravljenja z raloksifenom statisticno znacilno visja pri nosilkah genotipa TT
(p = 0,033) polimorfizma 521T>C (preglednica 12 in slika 12). Povezave polimorfizma

521T>C z ostalimi oznacevalci kostne premene nismo ugotovili.
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Preglednica 12: Vrednosti BOKP, MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in kolka ter UZ-
parametrov (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez BOKP, MKG ter UZ-
parametrov (povpreéje (SD)), ki se po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti

od genotipov polimorfizma 521T>C.

Parameter | Genotip | Vrednosti A (%) p p
pred zdravljenjem (pred zdravljenjem) (A)
BOKP
ALP TT 1,140 (0,30 /L -18,61 (23,06
(0,30) (ng/L) (23,06) 0.508 0.890
TC 1,186 (0,29) (ug/L) -19,42 (11,45)
BALP TT 12,57 (5,10 /L 26,09 (19,39
(510) (ugL) ( ) 0,445 0,204
TC 11,36 (5,73) (Mg/L) 15,29 (38,91)
oC TT 33,15 (10,94) (ng/mL) -27,00 (18,80)
0,748 0,325
TC 34,22 (12,38) (ng/mL) -21,35 (20,83)
CTX TT 0,5311 (0,20) (ng/mL) -27,36 (30,49)
0,407 0,651
TC 0,4847 (0,16) (ng/mL) -23,35 (27,73)
MKG izmerjena z DXA
L1 L4 TT 0,741 (0,06) (g/cm®) 2,25 (4,93)
, 0,009 0,683
TC 0,794 (0,07) (g/cm®) 1,69 (4,06)
Vrat TT 0,62 (0,08) (g/cm?) 0,97 (4,71) 0,424 0363
stegnenice | TC 0,638 (0,08) (g/cm?) 2,19 (4,30) ’
Kolk TT 0,721 (0,10) (g/cm’ 2,24 (9,44
(0.10) (@ ) ) (.49 0,539 0,236
TC 0,74 (0,08) (g/cm") -0,97 (8,70)
UZ-parametri
BUA TT 56,30 (13,06) (dB/MHz) | 2,49 (7,86)
0,118 0,409
TC 51,89 (7,14) (dB/MHz) 0,48 (9,01)
SOS TT 1514,12 (23,88) (m/s) 0,17 (0,64)
0,736 0,055
TC 1512,32 (14,63) (m/s) -0,20 (0,67)
Ul TT 72,87 (14,50 2,52 (6,61
© ( ) (6.61) 0,414 0,033
TC 70,31 (8,08) -1,57 (5,99)
MKG TT 0,385 (0,09) (g/cm® 3,17 (8,62
(0.09) (glerm’) (8.62) 0,413 0,913
TC 0,368 (0,05) (g/cm?) 2,71 (21,72)

Uporabljena statisticna metoda: T-test. Nobena izmed preiskovank ni bila nosilka genotipa CC,
zato smo statisticno analizirali samo dve skupini.

41




Magistrska naloga

Katja Deli¢

0,8
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0,78
0,77
0,76
0,75
0,74
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0,71

MKG ledvene hrbtenice (g/cm2)

T

TC

Genotipa polimorfizma T521C

Slika 11: MKG ledvene hrbtenice (povprecje) pred zdravljenjem z raloksifenom v odvisnosti od

genotipov polimorfizma 521T>C. N — Stevilo preiskovank s posameznim genotipom.

A (%) parametra QUI

Genotipa polimorfizma T521C

Slika 12: Delez parametra QUI (povprecje), ki se po zdravljenju z raloksifenom spremeni v
odvisnosti od genotipov polimorfizma 521T>C. N - Stevilo preiskovank s posameznim genotipom.

Ugotovili smo, da haplotip *1b statistino znacilno vpliva na spremembo koncentracij

CTX po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom (p = 0,039) (preglednica 13 in slika 13). Z

Bonferroni post-hoc testom smo potrdili statisticno znacilne razlike v delezu CTX, ki se je

med zdravljenjem spremenil med preiskovankami, ki imajo dve, in tistimi, ki nimajo

nobene kopije haplotipa *1b (p = 0,035).

Preglednica 13: Vrednosti BOKP, MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in kolka ter UZ-
parametrov (povpreéje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez BOKP, MKG ter UZ-
parametrov (povpreéje (SD)), ki se po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti
od haplotipa *1b.

Parameter

St. kopij

Vrednosti pred

A (%)
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haplotipa zdravljenjem (pred zdravljenjem) (A)
BOKP

ALP 0 1,152 (0,23) (ug/L) -18,86 (13,80)
1 1,155 (0,33) (ug/L) -16,51 (24,98) 0,981 0,366
2 1,180 (0,41) (Mg/L) -30,42 (14,03)

BALP 0 11,12 (3,25) (ug/L) 18,43 (32,06)
1 13,50 (6,57) (Mg/L) 27,15 (22,28) 0,250 0,542
2 10,71 (5,49) (ug/L) 15,77 (37,18)

ocC 0 34,16 (12,87) (ng/mL) -22,47 (23,32)
1 34,05 (10,50) (ng/mL) -25,46 (15,15) 0,505 0,400
2 27,80 (6,43) (ng/mL) -35,52 (16,94)

CTX 0 0,4987 (0,20) (ng/mL) -20,65 (31,88)
1 0,5108 (0,17) (ng/mL) -24,70 (24,45) 0,424 0,039
2 0,6200 (0,17) (ng/mL) -56,86 (23,33)

MKG izmerjena z DXA

L1 L4 0 0,755 (0,09) (g/cm?) 2,06 (4,88)
1 0,760 (0,06) (g/cm?) 1,44 (4,13) 0,868 0,300
2 0,773 (0,04) (glcm?) 5,00 (5,44)

Vrat 0 0,63 (0,09) (g/cm?) 0,70 (5,40)

stegnenice | 1 0,617 (0,07) (g/cm?) 2,57 (3,69) 0,417 0,172
2 0,666 (0,08) (g/cm?) -1,03 (2,76)

Kolk 0 0,73 (0,10) (g/cm?) -0,62 (9,67)
1 0,718 (0,09) (g/cm?) 2,21 (7,86) 0,683 0,403
2 0,759 (0,11) (g/em?) 4,51 (13,31)

UZ-parametri

BUA 0 52,16 (8,01) (dB/MHz) | 0,51 (9,62)
1 56,59 (14,18) (dB/MHz) | 3,11 (7,08) 0,292 0,560
2 58,97 (10,84) (dB/MHz) | 1,36 (7,05)

SOS 0 1512,31 (18,29) (m/s) -0,09 (0,62)
1 1514,85 (25,28) (m/s) 0,09 (0,71) 0,917 0,241
2 1512,79 (12,32) (m/s) 0,44 (0,57)

QuI 0 70,42 (10,14) -0,52 (6,22)
1 73,29 (15,57) 2,00 (7,16) 0,719 0,233
2 73,38 (8,56) 4,25 (4,67)

MKG 0 0,369 (0,06) (g/cm?) 2,57 (19,48)
1 0,387 (0,10) (g/cm?) 3,07 (9,29) 0,724 0,954
2 0,388 (0,05) (g/cm?) 4,77 (5,60)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.
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A (%) CTX

Stevilo kopij haplotipa *1b

Slika 13: Delez koncentracij CTX (povprecje), ki se med zdravljenjem z raloksifenom spremenijo v
odvisnosti od Stevila kopij haplotipa *1b. N — Stevilo preiskovank z dolo¢enim Stevilom kopij
haplotipa *1b.

MKG ledvene hrbtenice je bila pred zdravljenjem z raloksifenom statisti¢no znacilno visja
pri posameznicah, ki imajo eno kopijo haplotipa *15, v primerjavi s tistimi, ki nimajo
nobene kopije (p = 0,039) (preglednica 14 in slika 14). Sprememba parametra SOS, glede
na izhodis¢ne vrednosti, je bila po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom pri
preiskovankah, ki imajo eno kopijo, v primerjavi s tistimi, ki nimajo nobene kopije
haplotipa *15, statisticno znacilno veéja (p = 0,031). Sprememba parametra QUI je, ravno
obratno, po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom pri osebah, ki imajo eno kopijo, v
primerjavi s tistimi, ki nimajo nobene kopije, statisticno znacilno manjsa (p = 0,030)

(preglednica 14 in slika 15).

Preglednica 14: Vrednosti BOKP in MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in kolka ter UZ-
parametrov (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez BOKP, MKG ter UZ-
parametrov (povprecje (SD)), ki se po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti
od haplotipa *15.

Parameter | St. kopij Vrednosti pred A (%) p p
haplotipa zdravljenjem (pred zdravljenjem) (A)
BOKP
ALP 0 1,160 (0,30 /L -18,61 (22,42
(0.30) (ho'l) ( ) 0,871 0,880
1 1,146 (0,28) (ug/L) -19,52 (12,13)
BALP 0 12,64 (5,04 /L 25,75 (19,17
(5.09) (ho'l) ( ) 0,352 0,226
1 11,14 (5,84) (ug/L) 15,29 (40,19)
ocC 0 33,54 (10,92) (ng/mL -26,16 (19,96
( ) (ng/ml) ( ) 0,976 0,544
1 33,44 (12,65) (ng/mL) -22,56 (18,84)
CTX 0 0,5239 (0,20) (ng/mL) -25,42 (32,16)
0,652 0,807
1 0,4981 (0,15) (ng/mL) -27,36 (23,00)
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MKG izmerjena z DXA

L1 L4 0 0,746 (0,07) (g/cm? 2,39 (4,83
- 0ot 2) (4.83) 0,039 0,438

1 0,790 (0,08) (g/cm?) 1,30 (4,15)

Vrat 0 0,620 (0,07) (g/cm? 1,15 (4,65
) 0.07) (@ 2) (4.65) 0,309 0,573

stegnenice | 1 0,643(0,08) (g/cm®) 1,93 (4,48)

Kolk 0 0,722 (0,10) (g/cm’ 2,25 (9,21
(0.10) (gferm’) ©.21) 0,571 0,190

1 0,739 (0,08) (g/cm?) -1,39 (9,06)

UZ-parametri

BUA 0 56,00 (12,77) (dB/MHz) | 2,07 (8,23)
0,167 0,721

1 52,04 (7,53) (dB/MHz) | 1,17 (8,52)

SOS 0 1514,11 (23,49) (m/s) 0,18 (0,63)
0,710 0,031

1 1512,13 (14,53) (m/s) -0,25 (0,67)

ul 0 72,74 (14,21 2,42 (6,44
© ( ) (6.49) 0,522 0,030

1 70,29 (8,19) -1,86 (6,29)

MKG 0 0,384 (0,09) (g/cm® 3,08 (8,39
009 2) (6.39) 0,433 0,959

1 0,368 (0,05) (g/cm?) 2,86 (23,11)

Uporabljena statisticna metoda: T-test. Nobena izmed preiskovank ni imela po dve kopiji haplotipa
*15, zato smo statisticno analizirali samo dve skupini.

0,8
0,79
0,78
0,77
0,76
0,75
0,74 -
0,73 -
0,72 -

MKG (g/cm2) ledvene hrbtenice

0 1

Stevilo kopij haplotipa *15

Slika 14: MKG ledvene hrbtenice (povpreéje) pred zdravljenjem z raloksifenom v odvisnosti od
Stevila kopij haplotipa *15. N — $tevilo preiskovank z dolo¢enim $tevilom kopij haplotipa *15.
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N=41

A (%) parametrov SOS in QUI
o

Stevilo kopij haplotipa *15

Slika 15: Delez parametrov SOS in QUI (povprecje), ki se med zdravljenjem z raloksifenom
spremenijo v odvisnosti od Stevila kopij haplotipa *15. N — $tevilo preiskovank z dolo¢enim
Stevilom kopij haplotipa *15.

MKG ledvene hrbtenice se je pred zdravljenjem z raloksifenom (p = 0,041) statisti¢no
znacilno razlikovala glede na Stevilo kopij haplotipa *1a (preglednica 15 in slika 16). Z
Bonferroni post-hoc testom nismo potrdili statisticno znacilnih razlik med MKG ledvene
hrbtenice pred zdravljenjem pri posameznicah z eno, dvema ali nobeno kopijo haplotipa
*1a.

Haplotip *1a je znalilno vplival na spremembo MKG vratu stegnenice po 12 mesecih
zdravljenja z raloksifenom (p = 0,000) (preglednica 15 in slika 17). Z Bonferroni post-hoc
testom smo potrdili statisticno znacilne razlike v delezu MKG, ki se je med zdravljenjem
spremenil med preiskovankami, ki imajo eno, in tistimi, ki nimajo nobene kopije haplotipa
*1a (p = 0,013), ter med preiskovankami, ki imajo eno, in tistimi, ki imajo dve kopiji tega
haplotipa (p = 0,000).

Preglednica 15: Vrednosti BOKP, MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in kolka ter UZ-
parametrov (povpre¢je (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez BOKP, MKG ter UZ-
parametrov (povpreéje (SD)), ki se po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti
od haplotipa *1a.

Parameter St. kopij Vrednosti pred A (%) p p
haplotipa zdravljenjem (pred zdravljenjem) (A)
BOKP
ALP 0 1,165 (0,39) (ug/L) -22,82 (16,04)
1 1,174 (0,28) (ug/L) -18,26 (22,07) 0,765 0,750
2 1,101 (0,23) (ug/L) -16,83 (17,55)
BALP 0 11,55 (7,17) (ug/L) 21,01 (28,59) 0,676 0,903
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1 12,76 (5,30) (ug/L) 21,24 (33,20)
2 11,34 (3,04) (ug/L) 25,49 (11,38)

oC 0 29,10 (8,89) (ng/mL) -24,68 (19,75)
1 35,69 (11,23) (ng/mL) -26,97 (17,07) 0,231 0,655
2 32,09 (13,00) (ng/mL) -20,73 (25,27)

CTX 0 0,5545 (0,14) (ng/mL) -41,95 (28,93)
1 0,5000 (0,19) (ng/mL) -21,82 (24,84) 0,720 0,127
2 0,5192 (0,23) (ng/mL) -21,25 (36,38)

MKG izmerjena z DXA

L1 L4 0 0,784 (0,06) (g/cm?) 1,79 (4,81)
1 0,767 (0,07) (g/cm?) 2,52 (4,31) 0,041 0,679
2 0,715 (0,08) (g/cm?) 1,15 (5,44)

Vrat 0 0,66 (0,08) (g/cm?) -0,65 (3,71)

stegnenice | 1 0,618 (0,07) (g/cm?) 3,50 (3,17) 0,380 0,000
2 0,622 (0,10) (g/cm?) -2,04 (5,54)

Kolk 0 0,738 (0,09) (g/cm?) 2,58 (8,66)
1 0,73 (0,09) (g/cm?) 0,80 (9,82) 0,787 0,851
2 0,71 (0,11) (g/cm?) 0,70 (8,86)

UZ-parametri

BUA 0 55,05 (9,42) (dB/MHz) [ 3,33 (8,03)
1 55,69 (13,17) (dB/MHz) | 0,79 (7,51) 0,705 0,600
2 52,36 (8,96) (dB/MHz) | 2,98 (10,57)

SOS 0 1513,43 (12,09) (m/s) 0,08 (0,65)
1 1513,69 (23,99) (m/s) 0,04 (0,74) 0,997 0,972
2 1513,13 (21,13) (m/s) 0,01 (0,50)

QuI 0 72,04 (7,70) 1,57 (5,95)
1 72,45 (14,61) 0,93 (7,18) 0,935 0,964
2 70,84 (11,81) 1,12 (6,27)

MKG 0 0,379 (0,05) (g/cm?) 2,10 (6,92)
1 0,382 (0,09) (g/cm?) 4,14 (17,88) 0,939 0,794
2 0,37 (0,07) (g/cm?) 0,86 (7,90)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.
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Slika 16: MKG ledvene hrbtenice (povpreéje) pred zdravljenjem z raloksifenom v odvisnosti od
Stevila kopij haplotipa *1a. N — stevilo preiskovank z dolo¢enim $tevilom kopij haplotipa *1a.

4 N=32

N=11

A (%) MKG vratu stegnenice

Stevilo kopij haplotipa *1a

Slika 17: Delez MKG vratu stegnenice (povprecje), ki se po zdravljenju z raloksifenom spremeni v
odvisnosti od Stevila kopij haplotipa *1a. N — Stevilo preiskovank z dolo¢enim $tevilom kopij
haplotipa *1a.

4.4.2 Vpliv polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1BL1 in njunih haplotipov
na dejavnike tveganja za bolezni srca in ozilja

Ugotovili smo statisti¢no znacilno povezavo polimorfizma 388A>G in deleZza koncentracij
trigliceridov, ki se je, glede na izhodis¢ne koncentracije, po 12 mesecih zdravljenja z
raloksifenom spremenil (p = 0,041) (preglednica 16 in slika 18). Z Bonferroni post-hoc
testom statisti¢no znacilne povezave nismo potrdili.

Za analizo ostalih dejavnikov tveganja za bolezni srca in ozilja (celicnih adhezijskih
molekul, CRP, vWf{, EOD, END in dIM) smo zaradi boljsSih oziroma manj variabilnih
rezultatov zdruzili nemutirane homozigote in heterozigote ter s T-testom analizirali dve
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skupini. Med genotipskima podskupinama AA+AG in GG smo pred uvedbo terapije z
raloksifenom ugotovili statisticno znacilno razliko v koncentracijah medceli¢ne adhezijske
molekule ICAM-1 (p = 0,020) (preglednica 17 in slika 19). Vrednosti ICAM-1 so bile
statisti¢no znacilno visje v skupini, ki jo sestavljata genotipa AA in AG. Pred zdravljenjem
z raloksifenom smo ugotovili tudi statisticno znacilno razliko v debelini intime medije med
genotipskima podskupinama AA+AG in GG (p = 0,029) (preglednica 17 in slika 20).
Debelina intime medije je bila statistiéno znacilno vecja pri preiskovankah z genotipom
GG, kar bi lahko pomenilo vecje tveganje za sréno-Zilna obolenja te genotipske

podskupine.

Preglednica 16: Koncentracije krvnih mas¢ob (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom
in delez krvnih mascob (povpreéje (SD)), ki se, glede na izhodis¢ne vrednosti, po 12 mesecih
zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti od genotipov polimorfizma 388A>G.

Parameter | Genotip | Vrednosti pred A (%) p p
zdravljenjem (pred zdravljenjem) (A)

Celotni AA 6,06 (1,03) (mmol/l) 0,08 (8,36)

HOL AG 6,26 (0,91) (mmol/l) | -3,82 (14,39) 0,787 0,368
GG 6,20 (0,62) (mmol/l) | -6,94 (6,56)

HDL- AA 1,77 (0,33) (mmol/l) | -1,27 (9,49)

holesterol | AG 1,63 (0,28) (mmol/l) | 2,99 (16,56) 0,314 0,379
GG 1,63 (0,25) (mmol/l) -3,88 (13,20)

LDL- AA 3,60 (0,85) (mmol/l) | 2,75 (13,07)

holeterol | AG 3,91 (0,80) (mmol/l) | -6,10 (18,34) 0,415 0,132
GG 3,952 (0,58) (mmol/l) | -10,35 (11,14)

Trigliceridi | AA 1,334 (0,56) (mmol/l) | 12,92 (44,30)
AG 1,63 (0,73) (mmol/l) | -6,70 (22,07) 0,372 0,041
GG 1,435 (0,62) (mmol/l) | 21,31 (40,10)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.

Preglednica 17: Vrednosti celi¢nih adhezijskih molekul, CRP, vWf ter EOD, END in dIM
(povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in deleZ posameznega dejavnika tveganja
(povprecje (SD)), ki se, glede na izhodis¢éne vrednosti, po 6 mesecih zdravljenja z raloksifenom
spremeni v odvisnosti od genotipov polimorfizma 388A>G.

Parameter | Genotipi | Vrednosti pred A (%) p p
zdravljenjem (pred zdravljenjem) A
E-selektin | AA+AG | 40,80 (14,64) (ng/mL) -11,06 (23,78) 0,926 0,615
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GG 41,44 (27,45) (ng/mL) | -15,50 (20,20)
ICAM-1 | AA*AG | 274,27 (55,85) (ng/mL) | 6,66 (19,88)
0,020 0,899
GG 228,91 (54,31) (ng/mL) | 5,80 (19,81)
VCAM-1 | AA+AG | 522,79 (153,35) (ng/mL) | 5,60 (26,89)
0,250 0,770
GG 461,30 (129,46) (ng/mL) | 8,18 (12,19)
CRP AATAG | 1,9695 (2,20) (mg/L) 120,95 (410,38)
0,998 0,474
GG 1,967 (2,54) (mg/L) 26,01 (85,63)
VWi AATAG | 113,46 (44,63) (%) 63,19 (207,28)
0,825 0,464
GG 109,90 (46,31) (%) 287,02 (867,54)
EOD AATAG | 7,969 (8,50) (%) -68,02 (356,45)
0,879 0,059
GG 7,5591 (5,07) (%) 188,40 (498,77)
END AATAG | 16,06 (10,07) (%) 19,04 (87,50)
0,079 0,573
GG 27,05 (35,49) (%) 3,15 (58,55)
diM AATAG | 0,85 (0,12) (mm) 20,99 (5,09)
0,029 0,190
GG 0,941 (0,15) (mm) -3,63 (8,36)

Uporabljena statisticna metoda: T-test.
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Slika 18: DeleZz koncentracije trigliceridov (povprecje), ki se po zdravljenju z raloksifenom
spremeni v odvisnosti od genotipov polimorfizma 388A>G. N — Stevilo preiskovank s posameznim

genotipom.
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Slika 19: Koncentracije ICAM-1 (povprecje) pred zdravljenjem z raloksifenom v odvisnosti od
genotipov polimorfizma 388A>G. N — Stevilo preiskovank s posameznim genotipom.

diM (mm)

AA+AG

GG

Genotipi polimorfizma A388G

Slika 20: dIM (povpre¢je) pred zdravljenjem z raloksifenom v odvisnosti od genotipov
polimorfizma 388A>G. N — Stevilo preiskovank s posameznim genotipom.

Polimorfizem 521T>C na izhodis¢ne vrednosti krvnih mascob ter celi¢nih adhezijskih
molekul, CRP, vWf, EOD, END in dIM ni statisticno znacilno vplival (preglednica 18).

Statisti¢no znacilne povezave med polimorfizmom 521T>C in spremembo posameznega

dejavnika tveganja za bolezni srca in oZilja po zdravljenju z raloksifenom nismo ugotovili

(preglednica 18).

Preglednica 18: Vrednosti krvnih mascob, celi¢nih adhezijskih molekul, CRP, VWf ter EOD, END
in dIM (povpreéje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez posameznega dejavnika
tveganja (povprecje (SD)), ki se, glede na izhodi$¢ne vrednosti, po zdravljenju z raloksifenom
spremeni v odvisnosti od genotipov polimorfizma 521T>C.

Parameter

Genotip

Vrednosti pred

zdravljenjem

A (%)

p
(pred zdravljenjem)

(4)
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Celotni TT 6,29 (0,87) (mmol/l) -4,00 (10,63)
0,260 0,725
holesterol | TC 6,01 (0,89) (mmol/l) -2,74 (14,23)
HDL- TT 1,69 (0,31) (mmol/l) 0,66 (14,25)
0,452 0,890
holesterol | TC 1,62 (0,25) (mmol/l) 0,06 (15,37)
LDL- TT 3,88 (0,79) (mmol/l) -4,92 (14,74)
0,584 0,994
holeterol TC 3,75 (0,76) (mmol/l) -4,88 (19,32)
Trigliceridi | TT 1,61 (0,73) (mmol/l) -1,20 (35,63)
0,136 0,124
TC 1,320 (0,47) (mmol/l) 14,58 (29,83)
E-selektin | TT 42,04 (18,54) (ng/mL) -11,59 (24,73)
0,577 0,842
TC 38,50 (17,07) (ng/mL) -13,20 (18,79)
ICAM-1 TT 271,83 (60,85) (ng/mL) 5,71 (17,30)
0,206 0,692
TC 249,94 (50,46) (ng/mL) 8,05 (24,36)
VCAM-1 | TT 509,24 (153,54) (ng/mL) 2,33 (13,90)
0,947 0,120
TC 512,31 (146,07) (ng/mL) 13,96 (37,61)
CRP TT 2,112 (2,45) (mg/L) 56,35 (195,63)
0,536 0,371
TC 1,7000 (1,84) (mg/L) 186,70 (568,02)
vWf TT 118,38 (41,31) (%) 27,18 (83,84)
0,205 0,231
TC 100,60 (49,96) (%) 315,08 (784,71)
EOD TT 8,10 (6,82) (%) -1,44 (425,84)
0,780 0,779
TC 7,456 (9,80) (%) -35,28 (354,70)
END TT 16,10 (8,04) (%) 5,27 (63,21)
0,368 0,198
TC 22,69 (29,79) (%) 36,10 (109,35)
diMm TT 0,871 (0,11) (mm) -1,83(3,91)
0,746 0,626
TC 0,86 (0,16) (mm) -0,98 (8,72)

Uporabljena statisticna metoda: T-test. Nobena izmed preiskovank ni bila nosilka genotipa CC,
zato smo statisticno analizirali le dve genotipski podskupini.

Statisticno znacilnega vpliva haplotipa *1b na spremembo dejavnikov tveganja za bolezni

srca in ozilja po zdravljenju z raloksifenom nismo ugotovili (preglednica 19). Ugotovili pa

smo, da se dIM pred zdravljenjem z raloksifenom (p = 0,008) statisti¢no znacilno razlikuje

glede na Stevilo kopij haplotipa *1b (preglednica 19 in slika 21). Z Bonferroni post-hoc

testom smo potrdili statisticno znacilne razlike v dIM med osebami z eno ter tistimi, ki

nimajo nobene kopije haplotipa *1b (p = 0,007). Debelina intime medije je bila najmanjsa

pri osebah, ki nimajo nobene kopije in najvecja pri tistih z eno kopijo haplotipa *1b.
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Preglednica 19: Vrednosti krvnih mascob, celi¢nih adhezijskih molekul, CRP, vWf ter EOD, END
in dIM (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez posameznega dejavnika
tveganja (povpreéje (SD)), ki se, glede na izhodis¢ne vrednosti, po zdravljenju z raloksifenom
spremeni v odvisnosti od haplotipa *1b.

Parameter | St. kopij | Vrednosti pred A (%)

haplotipa | zdravljenjem P o P
(pred zdravljenjem) (A)

Celotni 0 5,95 (0,98) (mmol/l) -0,83 (13,54)

holesterol 1 6,40 (0,77) (mmol/l) -4,75 (10,50) 0,188 0,228
2 6,370 (0,69) (mmol/l) -10,23 (6,59)

HDL- 0 1,72 (0,30) (mmol/l) -0,72 (13,59)

holesterol 1 1,61 (0,30) (mmol/l) 3,79 (15,14) 0,429 0,149
2 1,65 (0,20) (mmol/1) -9,67 (11,83)

LDL- 0 3,57 (0,80) (mmol/l) -0,05 (18,82)

holesterol 1 4,05 (0,71) (mmol/l) -7,81 (13,12) 0,081 0,140
2 4,048 (0,68) (mmol/l) -12,95 (12,95)

Trigliceridi | O 1,30 (0,53) (mmol/l) 8,73 (36,04)
1 1,70 (0,72) (mmol/I) -0,99 (30,69) 0,098 0,626
2 1,61 (0,81) (mmol/l) 7,83 (46,18)

E-selektin | O 41,67 (13,81) (ng/mL) -12,52 (13,75)
1 38,84 (15,88) (ng/mL) | -9,02 (29,74) 0,676 0,912
2 46,80 (34,54) (ng/mL) | -22,42 (11,46)

ICAM-1 [0 273,04 (49,81) (ng/mL) | 6,55 (19,48)
1 266,38 (62,58) (ng/mL) | 7,14 (20,96) 0,156 0,912
2 218,00 (60,99) (ng/mL) | 2,92 (17,41)

VCAM-1 |0 541,65 (156,09) (ng/mL) | 10,26 (33,29)
1 500,67 (147,24) (ng/mL) | 0,73 (11,89) 0,173 0,419
2 406,00 (80,50) (ng/mL) | 9,78 (11,95)

CRP 0 1,8896 (2,19) (mg/L) 149,73 (501,10)
1 1,943 (2,06) (mg/L) 75,22 (233,88) 0,877 0,671
2 2,46 (3,66) (mg/L) 5,68 (28,46)

VWi 0 103,00 (45,19) (%) 100,13 (273,91)
1 118,00 (47,46) (%) 154,26 (597,93) 0,402 0,790
2 128,20 (17,92) (%) 1,83 (22,25)

EOD 0 6,744 (8,63) (%) -91,80 (370,50)
1 9,162 (7,54) (%) -11,57 (313,22) 0,565 0,103
2 7,2220 (5,65) (%) 329,71 (732,68)

END 0 14,96 (11,00) (%) 26,88 (103,48)
1 22,46 (24,77) (%) 6,97 (62,37) 0,344 0,675
2 14,76 (6,38) (%) 4,37 (47,90)
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dim 0 0,81 (0,12) (mm) -0,55 (5,65)

1 0,919 (0,13) (mm) -2,80 (6,59) 0,008 0,375

2 0,89 (0,08) (mm) -0,25 (2,14)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.
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Slika 21: dIM (povprecje) pred zdravljenjem z raloksifenom v odvisnosti od Stevila kopij haplotipa

*1b. N - stevilo preiskovank z dolo¢enim $tevilom kopij haplotipa *1b.

Ugotovili smo, da haplotip *15 ne vpliva statisticno znacilno na dejavnike tveganja za

bolezni srca in oZilja pred zdravljenjem z raloksifenom. Prav tako nismo ugotovili

statisticno znacCilnega vpliva haplotipa *15 na spremembo dejavnikov tveganja po

zdravljenju z raloksifenom (preglednica 20).

Preglednica 20: Vrednosti krvnih mascob, celi¢nih adhezijskih molekul, CRP, vWf ter EOD, END
in dIM (povpreéje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez posameznega dejavnika
tveganja (povprecje (SD)), ki se, glede na izhodis¢ne vrednosti, po zdravljenju z raloksifenom
spremeni v odvisnosti od haplotipa *15.

Parameter | St. kopij Vrednosti pred A (%)
. L p p
haplotipa zdravljenjem o
(pred zdravljenjem) (A)

Celotni 0 6,33 (0,89) (mmol/l) -3,95 (10,47)

0,106 0,747
holesterol 1 5,90 (0,80) (mmol/l) -2,77 (14,69)
HDL- 0 1,68 (0,30) (mmol/l) 0,52 (14,05)

0,634 0,963
holesterol 1 1,64 (0,26) (mmol/l) 0,31 (15,83)
LDL- 0 3,91 (0,80) (mmol/l) -4,78 (14,54)

0,295 0,935
holesterol 1 3,66 (0,69) (mmol/l) -5,19 (19,91)
Trigliceridi | 0 1,62 (0,71) (mmol/l) -0,70 (35,21) 0,073 0,145
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1 1,262 (0,46) (mmol/l) 14,52 (30,81)
E-selektin | 0 41,71 (18,27) (ng/mL) -11,28 (24,32)
0,677 0,732
1 39,00 (17,82) (ng/mL) -14,12 (19,42)
ICAM-1 0 270,67 (60,38) (ng/mL) 5,80 (17,06)
0,269 0,712
1 251,19 (51,85) (ng/mL) 8,01 (25,16)
VCAM-1 [0 507,50 (151,54) (ng/mL) | 2,58 (13,77)
0,849 0,279
1 516,47 (150,21) (ng/mL) | 14,15 (38,92)
CRP 0 2,0458 (2,40) (mg/L) 121,84 (432,43)
0,716 0,568
1 1,796 (1,94) (mg/L) 55,64 (151,40)
VW 0 118,64 (40,69) (%) 28,36 (82,58)
0,163 0,239
1 98,714 (51,29) (%) 338,14 (818,73)
EOD 0 7,718 (6,84) (%) -36,72 (467,23)
0,818 0,512
1 8,268 (10,11) (%) 44,90 (146,19)
END 0 15,59 (8,14) (%) 15,43 (89,02)
0,266 0,967
1 24,69 (31,09) (%) 16,45 (65,88)
diM 0 0,869 (0,11) (mm) -1,83 (3,81)
0,814 0,694
1 0,86 (0,17) (mm) -0,87 (9,27)

Uporabljena statisticna metoda: T-test. Nobena izmed preiskovank ni imela po dve kopiji haplotipa

*15, zato smo statisticno analizirali le dve skupini.

Haplotip *1a ni znacilno vplival na spremembo posameznih dejavnikov tveganja za

bolezni srca in oZilja po zdravljenju z raloksifenom (preglednica 21). Ugotovili pa smo, da

je haplotip *1a statisti¢no znacilno vplival na koncentracije ICAM-1 pred zdravljenjem (p

= 0,040) (preglednica 21 in slika 22). Z Bonferroni post-hoc testom smo potrdili, da so

izhodis¢ne koncentracije ICAM-1 statisticno znacilno visje pri preiskovankah, ki imajo

dve kopiji v primerjavi s tistimi, ki nimajo nobene kopije tega haplotipa (p = 0,041).

Preglednica 21: Vrednosti krvnih mascob, celi¢nih adhezijskih molekul, CRP, vWf ter EOD, END
in dIM (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez posameznega dejavnika
tveganja (povpreéje (SD)), ki se, glede na izhodi$¢éne vrednosti, po zdravljenju z raloksifenom
spremeni v odvisnosti od haplotipa *1a.

Parameter St. kopij | Vrednosti pred A (%)
. . p p
haplotipa | zdravljenjem o
(pred zdravljenjem) (A)
Celotni 0 6,20 (0,62) (mmol/l) -6,94 (6,56)
holesterol 1 6,30 (0,93) (mmol/l) -3,76 (14,13) 0,468 0,363
2 5,93 (0,96) (mmol/l) 0,29 (8,74)
HDL- 0 1,63 (0,25) (mmol/l) -3,88 (13,20) 0,151 0,416
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holesterol 1 1,62 (0,27) (mmol/l) 2,74 (16,30)
2 1,81 (0,34) (mmol/l) -1,02 (9,91)

LDL- 0 3,952 (0,58) (mmol/l) -10,35 (11,14)

holesterol 1 3,94 (0,82) (mmol/l) -5,88 (18,03) 0,155 0,140
2 3,46 (0,74) (mmol/l) 3,00 (13,67)

Trigliceridi 0 1,435 (0,62) (mmol/l) 21,31 (40,10)
1 1,64 (0,70) (mmol/l) -5,91 (22,06) 0,227 0,051
2 1,258 (0,56) (mmol/l) 12,67 (46,45)

E-selektin 0 41,44 (27,45) (ng/mL) | -15,50 (20,20)
1 40,09 (16,12) (ng/mL) | -11,95 (26,43) 0,925 0,821
2 43,14 (8,67) (ng/mL) -8,13 (12,60)

ICAM-1 0 228,91 (54,31) (ng/mL) | 5,80 (19,81)
1 268,48 (59,33) (ng/mL) | 7,24 (22,62) 0,040 0,952
2 288,25 (45,61) (ng/mL) | 5,26 (11,45)

VCAM-1 0 461,30 (129,46) (ng/mL) | 8,18 (12,19)
1 501,67 (147,36) (ng/mL) | 6,40 (30,48) 0,216 0,916
2 570,33 (162,32) (ng/mL) | 3,79 (17,21)

CRP 0 1,967 (2,54) (mg/L) 26,01 (85,63)
1 1,9520 (2,17) (mg/L) 150,53 (471,79) 0,997 0,544
2 2,017 (2,38) (mg/L) 35,18 (87,18)

VWi 0 109,90 (46,31) (%) 287,02 (867,54)
1 118,11 (44,07) (%) 67,99 (235,96) 0,575 0,419
2 100,90 (46,00) (%) 49,39 (94,13)

EOD 0 7,5591 (5,07) (%) 188,40 (498,77)
1 8,667 (9,66) (%) -59,48 (369,20) 0,662 0,167
2 6,223 (4,28) (%) -90,54 (336,32)

END 0 27,05 (35,49) (%) 3,15 (58,55)
1 16,67 (10,92) (%) 26,38 (92,15) 0,205 0,567
2 14,53 (7,74) (%) 0,67 (75,08)

dim 0 0,941 (0,15) (mm) -3,63 (8,36)
1 0,86 (0,11) (mm) -0,25 (5,39) 0,067 0,185
2 0,822 (0,14) (mm) -2,85 (3,82)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.
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Slika 22: Koncentracije ICAM-1 (povprecje) pred zdravljenjm z raloksifenom v odvisnosti od
Stevila kopij haplotipa *1a. N — stevilo preiskovank z dolo¢enim $tevilom kopij haplotipa *1a.

4.4.3 Povezanost polimorfizma 3435C>T v genu ABCB1 s farmakodinamskimi
parametri

Ugotovili smo statisticno znacilno razliko v delezu MKG celotnega kolka, ki se je, glede
na izhodiS¢ne vrednosti, po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremenil med
genotipskimi podskupinami polimorfizma 3435C>T v genu ABCBl1 (p = 0,016)
(preglednica 22 in slika 23). Z Bonferroni post-hoc testom smo to statisticno znacilnost
potrdili za genotipa CC in TT (p = 0,024). ZveCanje MKG med zdravljenjem z

raloksifenom je izmerjeno pri preiskovankah z genotipom TT.

Preglednica 22: Vrednosti BOKP in MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in kolka (povprecje
(SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez BOKP in MKG (povprecje (SD)), ki se po 12
mesecih zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti od genotipov polimorfizma 3435C>T.

Parameter | Genotip | Vrednosti A (%) p p
pred zdravljenjem (pred zdravljenjem) (4A)
ALP cC 1,143 (0,37) (ug/L) -20,14 (15,87)
CT 1,129 (0,22) (ug/L) -14,66 (25,94) 0,733 0,386
TT 1,204 (0,31) (ug/L) -23,51 (11,25)
BALP cc 12,11 (6,47) (ug/L) 23,73 (22,99)
CT 12,04 (5,34) (ug/L) 16,87 (36,11) 0,976 0,434
TT 12,43 (4,13) (ug/L) 29,88 (13,37)
oC cC 29,96 (9,76) (ng/mL) -25,39 (19,55)
CT 32,40 (12,77) (ng/mL) | -26,85 (20,22) 0,098 0,770
TT 38,36 (9,46) (ng/mL) -22,07 (19,41)
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CTX cC 0,5071 (0,19) (ng/mL) [ -22,91 (28,09)
CT 0,5236 (0,19) (ng/mL) | -30,85 (25,48) 0,966 0,601
TT 0,5131 (0,20) (ng/mL) | -21,86 (36,21)

MKG ccC 0,77 (0,05) (g/cm?) 0,90 (4,06)

L1 L4 CT 0,764 (0,09) (g/cm?) 2,44 (4,41) 0,506 0,523
TT 0,742 (0,06) (g/cm?) 2,62 (5,43)

MKG ccC 0,66 (0,06) (g/cm?) 0,51 (4,75)

vratu CT 0,605 (0,07) (g/cm?) 2,09 (4,03) 0,098 0,587

stegnenice | TT 0,625 (0,08) (g/cm?) 1,22 (5,21)

MKG cC 0,772 (0,08) (g/cm?) -2,09 (9,52)

kolka CT 0,72 (0,09) (g/cm?) -0,54 (4,10) 0,071 0,016
TT 0,695 (0,10) (g/cm?) 6,50 (11,93)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.
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Slika 23: Delez MKG celotnega kolka (povprecje), ki se po zdravljenju z raloksifenom spremeni v
odvisnosti od genotipov polimorfizma 3435C>T. N - Stevilo preiskovank s posameznim
genotipom.

Za analizo UZ-parametrov smo, zaradi boljSih oziroma manj variabilnih rezultatov,
zdruzili nemutirane homozigote in heterozigote ter s T-testom analizirali dve skupini.
Polimorfizem 3435C>T je statisti¢no znacilno vplival na spremembo parametra QUI po 12
mesecih zdravljenja z raloksifenom (p = 0,048) (preglednica 23 in slika 24). Najvecji

prirastek so imeli mutirani homozigoti.

Preglednica 23: Vrednosti UZ-parametrov (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom ter
delez vrednosti UZ-parametrov (povpreéje (SD)), ki se, glede na izhodis¢ne vrednosti po 12
mesecih zdravljenja z raloksifenom spremenijo v odvisnosti od genotipov polimorfizma 3435C>T.

Parameter | Genotip | Vrednosti pred A (%) p p
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zdravljenjem (pred zdravljenjem) A
BUA CC+CT | 54,38(10,80) (dB/MHz) | 1,08 (7,75)
0,685 0,357
TT 55,79 (13,35) (dB/MHz) | 3,39 (9,33)
SOS CC+CT | 1514,20 (21,43) (m/s) -0,06 (0,73)
0,721 0086
TT 1511,92 (20,79) (m/s) 0,28 (0,45)
QUI CC+CT | 72,11 (12,62) 0,13 (7,41)
0,925 0,048
TT 71,75 (13,19) 3,29 (3,77)
MKG CC+CT | 0,380 (0,08) (g/cm?) 2,50 (17,04)
) 0,923 0,589
TT 0,377 (0,08) (g/cm®) 4,16 (4,30)

Uporabljena statisticna metoda. T-test.
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Slika 24: Delez parametra QUI (povpreéje), ki se po zdravljenju z raloksifenom spremeni, v
odvisnosti od genotipov polimorfizma 3435C>T. N - Stevilo preiskovank s posameznim
genotipom.

Genotipi polimorfizma 3435C>T so statisti¢no znacilno vplivali na koncentracije LDL-
holesterola pred zdravljenjem z raloksifenom (p = 0,034) (preglednica 24 in slika 25).
Vrednosti LDL-holesterola so bile pred zdravljenjem najviSje pri posameznicah z
genotipom TT in najnizje pri nosilkah genotipa CC. Statisti¢no znaéilnost razlik smo
preverili tudi z Bonferroni post-hoc testom, ki pa ni dosegel meje statisticne znacilnosti.
Polimorfizem 3435C>T je statisti¢no znacilno vplival tudi na delez END, ki se je, glede na
izhodis¢ne vrednosti, po 6 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremenil (p = 0,036)
(preglednica 24 in slika 26). Z Bonferroni post-hoc testom smo potrdili, da je ta delez pri
preiskovankah z genotipom CT statisti¢no znacilno visji kot pri tistih z genotipom TT (p =
0,035).
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Preglednica 24: Vrednosti krvnih mascob, celi¢nih adhezijskih molekul, CRP, vWf ter EOD, END
in dIM (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez posameznega dejavnika
tveganja (povpreéje (SD)), ki se, glede na izhodi$¢ne vrednosti, po zdravljenju z raloksifenom

spremeni v odvisnosti od genotipov polimorfizma 3435C>T.

Parameter | Genotip | Vrednosti A (%) p p
pred zdravljenjem (pred zdravljenjem) (A)

Celotni cC 5,94 (1,06) (mmol/l) -1,48 (16,24)

holesterol | CT 6,11 (0,73) (mmol/l) -3,67 (9,23) 0,129 0,676
TT 6,55 (0,82) (mmol/1) -5,50 (10,88)

HDL- CcC 1,69 (0,32) (mmol/l) -0,60 (15,37)

holesterol CT 1,74 (0,27) (mmol/l) 1,18 (15,15) 0,102 0,939
TT 1,54 (0,26) (mmol/l) 0,38 (13,48)

LDL- CcC 3,62 (0,79) (mmol/1) -1,80 (22,03)

holesterol | CT 3,68 (0,72) (mmol/l) -4,53 (11,98) 0,034 0,543
TT 4,25 (0,70) (mmol/I) -8,62 (15,88)

Trigliceridi | CC 1,357 (0,55) (mmol/l) 16,64 (39,32)
CT 1,41 (0,60) (mmol/I) -0,82 (25,98) 0,116 0,282
TT 1,80 (0,79) (mmol/l) -0,47 (39,59)

E-selektin | CC 36,36 (12,69) (ng/mL) | -15,35 (12,42)
CT 35,80 (15,21) (ng/mL) | -7,19 (33,10) 0,050 0,583
TT 50,77 (21,43) (ng/mL) | -14,96 (13,97)

ICAM-1 | CC 253,47 (59,73) (ng/mL) | 0,71 (10,65)
CT 277,36 (66,98) (ng/mL) | 10,10 (24,28) 0,404 0,367
TT 257,27 (39,36) (ng/mL) | 6,93 (18,86)

VCAM-1 | CC 514,29 (156,79) (ng/mL) | -0,79 (10,86)
CT 518,95 (150,70) (ng/mL) | 11,49 (34,38) 0,893 0,361
TT 494,87 (150,74) (ng/mL) | 5,43 (16,07)

CRP cC 0,9950 (0,55) (mg/L) 189,8 (618,38)
CT 1,9491 (1,88) (mg/L) 120,02 (260,95) 0,077 0,376
TT 2,85 (3,21) (mg/L) 2,48 (67,36)

VWi cC 121,14 (49,45) (%) 31,46 (78,62)
CT 104,95 (47,87) (%) 272,24 (705,58) 0,569 0,216
TT 115,54 (33,50) (%) 6,23 (33,25)

EOD CcC 7,969 (6,76) (%) -74,50 (396,17)
CT 5,425 (4,35) (%) 36,14 (531,40) 0,081 0,725
TT 11,19 (11,18) (%) -29,69 (77,48)

END cC 15,40 (7,62) (%) 24,81 (112,10)
CT 19,94 (26,23) (%) 40,48 (70,40) 0,764 0,036
TT 18,89 (12,52) (%) -26,79 (42,25)
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diM cC 0,90 (0,15) (mm) 0,22 (4,83)
cT 0,864 (0,11) (mm) -2,89 (7,76) 0,459 0,294
T 0,840 (0,13) (mm) -1,34 (3,09)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.
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¢ (mmol/L) LDL holesterola

CC CcT T

Genotipi polimorfizma C3435T

Slika 25: Koncentracije LDL-holesterola (povprecje) pred zdravljenjem z raloksifenom v
odvisnosti od genotipov polimorfizma 3435C>T. N - Stevilo preiskovank s posameznim
genotipom.

A (%) END
o

-10 cc cT

Genotipi polimorfizma C3435T

Slika 26: Delez END (povpreéje), ki se po zdravljenju z raloksifenom spremeni v odvisnosti od
genotipov polimorfizma 3435C>T. N — Stevilo preiskovank s posameznim genotipom.

4.4.4 Povezanost polimorfizma 3972C>T v genu ABCC2 s farmakodinamskimi
parametri

Polimorfizem 3972C>T ni statisti¢no znacilno vplival na vrednosti BOKP, MKG ledvene

hrbtenice, vratu stegnenice in celotnega kolka ter na vrednosti UZ-parametrov pred uvedbo
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terapije z raloksifenom. Prav tako ni statisticno znacilno vplival na spremembo BOKP,
MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in celotnega kolka in UZ-parametrov po 12

mesecih zdravljenja z raloksifenom (preglednica 25).

Preglednica 25: Vrednosti BOKP, MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in kolka ter UZ-
parametrov (povpre¢je (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez BOKP, MKG ter UZ-
parametrov (povpreéje (SD)), ki se po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti

od genotipov polimorfizma 3972C>T.

Parameter | Genotip | Vrednosti pred A (%) p
zdravljenjem (pred zdravljenjem) P &)
BOKP
ALP ccC 1,198 (0,31) (ug/L) -15,77 (25,32)
CT 1,106 (0,26) (ug/L) -20,89 (13,08) 0,584 0,540
TT 1,142 (0,32) (ug/L) -23,30 (13,03)
BALP cC 13,48 (5,45) (ug/L) 28,41 (22,09)
CT 10,05 (5,06) (ug/L) 13,82 (35,55) 0,102 0,269
TT 12,80 (4,31) (ug/L) 22,52 (23,15)
ocC cC 35,21 (10,56) (ng/mL) -24,37 (17,88)
CT 32,11 (13,29) (ng/mL) -23,24 (22,89) 0,594 0,635
TT 31,74 (9,33) (ng/mL) -30,67 (16,88)
CTX cc 0,5321 (0,18) (ng/mL) -19,08 (28,58)
CT 0,5153 (0,20) (ng/mL) -31,99 (26,68) 0,741 0,315
TT 0,4744 (0,20) (ng/mL) -31,19 (35,97)
MKG izmerjena z DXA
L1 L4 cc 0,753 (0,07) (g/cm?) 1,98 (5,06)
CT 0,785 (0,07) (g/cm?) 1,53 (3,46) 0,076 0,608
TT 0,721 (0,05) (g/cm?) 3,41 (5,68)
Vrat cC 0,617 (0,06) (g/cm?) 2,47 (4,01)
stegnenice | CT 0,64 (0,10) (g/cm?) 0,41 (4,07) 0,642 0,269
TT 0,63 (0,08) (g/cm?) 0,42 (6,58)
Kolk ccC 0,72 (0,10) (g/cm?) 0,40 (10,73)
CT 0,734 (0,10) (g/cm?) 2,25 (6,73) 0,915 0,809
TT 0,73 (0,10) (g/cm?) 0,92 (10,11)
UZ-parametri
BUA cC 56,78 (11,97) (dB/MHz) [ 1,90 (7,24)
CT 52,03 (10,63) (dB/MHz) | 0,22 (8,56) 0,405 0,431
TT 55,19 (12,15) (dB/MHz) | 4,63 (10,29)
SOS cC 1515,74 (21,44) (m/s) 0,02 (0,73)
CT 1509,38 (21,82) (m/s) 0,15 (0,65) 0575 0,660
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TT 1516,03 (19,25) (m/s) -0,09 (0,54)
QuI cc 73,74 (13,00) 0,72 (6,38)
CT 69,16 (12,66) 1,86 (7,81) 0,479 0,840
TT 73,18 (12,03) 0,64 (5,21)
MKG cc 0,390 (0,08) (g/cm?) 4,04 (18,50)
CT 0,361 (0,08) (g/cm?) 2,69 (10,50) 0,487 0,844
TT 0,39 (0,08) (g/cm?) 0,79 (6,32)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.

Ugotovili smo, da polimorfizem 3972C>T statisti¢no znacilno vpliva na delez celotnega (p
= 0,019) in LDL-holesterola (p = 0,014), ki se je, glede na izhodi$¢ne vrednosti, po 12
mesecih zdravljenja z raloksifenom spremenil (preglednica 26 in slika 27). Z Bonferroni
post-hoc testom smo potrdili, da je sprememba v koncentracijah celotnega (p = 0,006) in
LDL-holesterola (p = 0,003) po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom, pri preiskovankah
z genotipom TT statisti¢no znacilno visja kot pri tistih z genotipom CT.

Polimorfizem 3972C>T je statisticno znacilno vplival tudi na delez EOD, ki se je, v
primerjavi z izhodi§¢nimi vrednostmi, med zdravljenjem z raloksifenom spremenil (p =
0,048) (preglednica 26 in slika 28). Z Bonferroni post-hoc testom statisti¢no znacilne
razlike med genotipskimi podskupinami nismo potrdili, saj test ni dosegel meje statisticne

znacilnosti.

Preglednica 26: Vrednosti krvnih mascob, celi¢nih adhezijskih molekul, CRP, vWf ter EOD, END
in dIM (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in deleZ posameznega dejavnika
tveganja (povpreéje (SD)), ki se, glede na izhodi$¢éne vrednosti, po zdravljenju z raloksifenom
spremeni v odvisnosti od genotipov polimorfizma 3972C>T.

Parameter | Genotip | Vrednosti pred A (%) p
zdravljenjem (pred zdravljenjem) P )

Celotni cC 6,22 (0,73) (mmol/1) -3,89 (10,05)

holesterol | CT 5,93 (1,01) (mmol/1) 0,98 (13,21) 0,091 0,019
TT 6,699 (0,82) (mmol/1) -12,87 (8,60)

HDL- cC 1,73 (0,31) (mmol/l) -1,04 (15,66)

holesterol CT 1,63 (0,28) (mmol/l) 5,40 (13,47) 0,348 0,133
TT 1,58 (0,22) (mmol/I) -6,17 (10,04)

LDL- CcC 3,81 (0,59) (mmol/1) -6,24 (14,15)

holesterol | CT 3,63 (0,92) (mmol/l) 2,25 (17,74) 0,072 0,014
TT 4,337 (0,74) (mmol/l) -17,04 (10,91)

Trigliceridi | CC 1,50 (0,52) (mmol/l) 1,99 (28,15) 0,218 0,415
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CT 1,368 (0,57) (mmol/l) 11,87 (39,07)
TT 1,84 (1,07) (mmol/I) -6,63 (40,31)

E-selektin | CC 35,79 (12,66) (ng/mL) -9,08 (26,29)
CT 45,38 (17,92) (ng/mL) -11,81 (22,21) 0,218 0,524
TT 46,71 (27,41) (ng/mL) -20,75 (11,14)

ICAM-1 [ CC 276,56 (66,33) (ng/mL) 6,22 (19,17)
CT 255,17 (51,21) (ng/mL) 9,77 (22,51) 0,366 0,528
TT 250,67 (43,33) (ng/mL) 0,60 (14,99)

VCAM-1 | CC 509,35 (127,23) (ng/mL) | 2,04 (15,00)
CT 494,12 (145,85) (ng/mL) | 12,51 (36,91) 0,738 0,409
TT 543,00 (213,29) (ng/mL) | 4,51 (11,27)

CRP cC 2,1268 (2,51) (mg/L) 174,25 (534,81)
CT 1,530 (1,57) (mg/L) 64,42 (129,30) 0,571 0,428
TT 2,41 (2,73) (mg/L) -1,75 (34.63)

vWH cC 116,00 (49,26) (%) 88,65 (261,39)
CT 101,50 (40,05) (%) 204,66 (690,95) 0,412 0,583
TT 125,63 (37,91) (%) -1,08 (23,54)

EOD cC 5,9524 (5,68) (%) -155,27 (433,80)
CT 9,318 (10,22) (%) 63,03 (171,64) 0,234 0,048
TT 10,221 (6,91) (%) 191,68 (546,30)

END cC 14,51 (8,20) (%) 28,41 (100,54)
CT 23,83 (28,65) (%) -0,61 (65,40) 0,255 0,518
TT 17,36 (7,61) (%) 15,06 (52,10)

diM cC 0,869 (0,13) (mm) -1,99 (3,82)
CT 0,866 (0,14) (mm) -2,29 (8,67) 0,985 0,290
TT 0,860 (0,11) (mm) 1,29 (1,96)

Uporabljena statisticna metoda: ANOVA.
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Slika 27: DeleZz koncentracij celotnega in LDL-holesterola (povprecje), ki se po zdravljenju z
raloksifenom spremenijo v odvisnosti od genotipov polimorfizma 3972C>T. N - Stevilo
preiskovank s posameznim genotipom.

A (%) EOD

Genotipi polimorfizma C3972T

Slika 28: Delez EOD (povpreéje), ki se po zdravljenju z raloksifenom spremeni v odvisnosti od
genotipov polimorfizma 3972C>T. N - Stevilo preiskovank s posameznim genotipom.

445 Povezanost polimorfizma C>G v intronu 7 gena SLCO1B3 s
farmakodinamskimi parametri

Samo ena izmed preiskovank je bila polimorfni homozigot za polimorfizem C>G v intronu
7 gena SLCO1B3, zato smo jo zdruzili s heterozigoti ter statisticno analizirali dve skupini
genotipov: CC in CG+GG.

Statisticno znacilnih razlik v vrednostih BOKP, MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice
in celotnega kolka ter UZ-parametrov, v odvisnosti od polimorfizma C>G v intronu 7 pred

zdravljenjem z raloksifenom, nismo ugotovili (preglednica 27).

65



Magistrska naloga Katja Deli¢

Ugotovili pa smo, da je delez OC, ki se je po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom
spremenil, statisticno znacilno visji pri preiskovankah z genotipi ne-CC kot pri tistih z
genotipom CC (p = 0,015) (preglednica 27 in slika 29).

Preglednica 27: Vrednosti BOKP, MKG ledvene hrbtenice, vratu stegnenice in kolka ter UZ-
parametrov (povpre¢je (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez BOKP, MKG ter UZ-
parametrov (povpreéje (SD)), ki se po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom spremeni v odvisnosti
od genotipov polimorfizma C>G v intronu 7 gena SLCO1B3.

Parameter | Genotip | Vrednosti pred A (%) p p
zdravljenjem (pred zdravljenjem) (A)
BOKP
ALP CC 1,120 (0,25 /L -16,58 (21,82
(0.25) (g/L) ( : 0,199 0,219
CG+GG | 1,231 (0,37) (ug/L) -23,78 (13,83)
BALP CcC 11,74 (5,25 /L 20,03 (30,97
( ) (/L) ( ) 0,396 0,417
CG+GG | 13,08 (5,41) (ug/L) 27,18 (19,95)
ocC ccC 32,76 (11,61) (ng/mL) -20,96 (20,54)
0,492 0,015
CG+GG | 35,09 (10,92) (ng/mL) -33,46 (14,32)
CTX ccC 0,4889 (0,19) (ng/mL) -22,08 (29,65)
0,119 0,158
CG+GG | 0,5769 (0,17) (ng/mL) -34,66 (27,71)
MKG izmerjena z DXA
L1 L4 cc 0,751 (0,08) (g/cm?) 1,95 (4,49)
0,231 0,807
CG+GG | 0,776 (0,05) (g/cm?) 2,29 (5,02)
Vrat CC 0,633 (0,08) (g/cm’ 1,00 (5,10
. ( )@ ) ( ) 0,367 0,385
stegnenice | CG+GG | 0,613 (0,07) (g/cm?) 2,19 (3,15)
Kolk cC 0,74 (0,09) (g/cm® -0,46 (8,18
099 (@ )2 (819 0,231 0,064
CG+GG | 0,704 (0,10) (g/cm®) 4,56 (10,62)
UZ-parametri
BUA ccC 53,72 (11,88) (dB/MHz) | 1,98 (9,26)
0,322 0,812
CG+GG | 57,11 (10,68) (dB/MHz) | 1,40 (5,87)
SOS ccC 1512,21 (20,46) (m/s) 0,06 (0,62)
0,518 0,806
CG+GG | 1516,27 (22,67) (m/s) 0,01 (0,77)
Ul CcC 71,02 (12,67 1,16 (6,99
Q ( ) ( ) 0,418 0,931
CG+GG | 74,07 (12,79) 0,99 (6,05)
MKG CC 0,373 (0,08) (g/cm?) 1,58 (9,03)
0,417 0,306
CG+GG | 0,392 (0,08) (g/cm?) 5,96 (21,63)

Uporabljena statisticna metoda: T-test.
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A (%) OC
o
o

Genotipi polimorfizma C>G v intronu 7

Slika 29: Delez osteokalcina (OC) (povprecje), ki se po zdravljenju z raloksifenom spremeni v
odvisnosti od genotipov polimorfizma C>G v intronu 7. N — Stevilo preiskovank s posameznim
genotipom.

Statisticno znacilnih razlik v izhodis¢énih vrednostih krvnih mascob, celi¢nih adhezijskih
molekul, CRP, vWf ter EOD, END in dIM med genotipskimi podskupinami polimorfizma
C>G v intronu 7 nismo ugotovili (preglednica 28). Prav tako polimorfizem C>G v intronu
7 gena SLCO1B3 ni znacilno vplival na spremembo posameznega dejavnika tveganja za

bolezni srca in ozilja po zdravljenju z raloksifenom (preglednica 28).

Preglednica 28: Vrednosti krvnih mascob, celi¢nih adhezijskih molekul, CRP, vWf ter EOD, END
in dIM (povprecje (SD)) pred zdravljenjem z raloksifenom in delez posameznega dejavnika
tveganja (povprecje (SD)), ki se, glede na izhodis¢ne vrednosti, po zdravljenju z raloksifenom
spremeni v odvisnosti od genotipov polimorfizma C>G v intronu 7 gena SLCO1B3.

Parameter | Genotip | Vrednosti pred A (%)

zdravljenjem P o P
(pred zdravljenjem) (A)

Celotni cC 6,16 (0,96) (mmol/l) -2,29 (12,16)
0,692 0,291

holesterol | CG+GG | 6,27 (0,70) (mmaol/l) -6,06 (11,12)

HDL- cC 1,65 (0,30) (mmol/l) 1,73 (13,95)
0,611 0,393

holesterol | CG+GG | 1,70 (0,27) (mmol/I) -2,01 (15,60)

LDL- cC 3,84 (0,83) (mmol/l) -4,44 (17,72)
0,914 0,781

holesterol | CG+GG | 3,82 (0,65) (mmol/l) -5,81 (13,38)

Trigliceridi | CC 1,45 (0,69) (mmol/l) 6,80 (36,71)
0,341 0,455

CG+GG | 1,64 (0,61) (mmol/l) -0,94 (29,46)

E-selektin | CC 40,70 (15,31) (ng/mL) -9,86 (25,89)
0,900 0,370

CG+GG | 41,50 (23,63) (ng/mL) -17,07 (13,27)

ICAM-1 cC 270,94 (57,45) (ng/mL) | 5,85 (19,56)
0,268 0,746

CG+GG | 251,76 (59,00) (ng/mL) | 7,76 (20,44)
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VCAM-1 | CC 488,03 (140,80) (ng/mL) | 8,35 (28,52)
0,137 0,367
CG+GG | 556,06 (161,30) (ng/mL) | 1,53 (12,48)
CRP cc 2,027 (2,00) (mg/L) 71,05 (209,55)
0,792 0,411
CG+GG | 1,8494 (2,75) (mg/L) 164,54 (579,55)
VWA cC 109,23 (48,00) (%) 157,62 (526,00)
0,462 0,343
CG+GG | 119,44 (37,30) (%) 10,74 (26,90)
EOD cc 7,312 (8,00) (%) -45,71 (311,57)
0,447 0,411
CG+GG | 9,095 (7,68) (%) 53,27 (541,74)
END cC 19,40 (21,66) (%) 8,96 (62,36)
0,548 0,484
CG+GG | 16,09 (8,84) (%) 30,09 (114,33)
dim ccC 0,872 (0,14) (mm) -1,71 (6,69)
0,626 0,765
CG+GG | 0,855 (0,10) (mm) -1,18 (3,97)

Uporabljena statisticna metoda. T-test.
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5. RAZPRAVA

5.1 Vpliv polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine na serumske
koncentracije raloksifena in njegovih presnovkov

Raloksifen se uporablja za zdravljenje in prepreCevanje osteoporoze pri zenskah v
pomenopavzi. Kljub dejstvu, da se pri peroralni aplikaciji absorbira priblizno 60 %
raloksifena, je njegova absolutna bioloSka uporabnost zelo nizka, samo 2 % (51). Ostalih
58 % predstavljajo raloksifenovi konjugati z glukuronsko kislino, ki nastanejo med
presnovo Il. faze (63). Presnova raloksifena naj bi potekala tako v steni tankega Crevesa
kot tudi v jetrih (63, 68). Njegova plazemska koncentracija je mo¢no odvisna od jetrne
presnove z encimi UGT, zlasti UGT1AL, ki velja za enega najpomembnejSih encimov za
odstranjevanje raloksifena iz telesa. Homozigoti za polimorfni alel (TA); v genu za
UGTI1A1 imajo statisticno znacilno zviSane serumske koncentracije M2 in celokupnega
raloksifena (67). Ker je za raloksifen znaéilna velika interindividualna variabilnost v
plazemskih koncentracijah raloksifena in njegovih presnovkov (63), smo se odlocili
raziskati, ali lahko k variabilnosti, poleg polimorfizma (TA); v genu za presnovni encim
UGT1Al1l (67), prispevajo tudi polimorfizmi v genih za prenaSalne proteine. Na
farmakokinetiko raloksifena lahko namre¢ poleg presnovnih encimov vplivajo tudi
prenasalni proteini (64). Literaturni podatki o vplivu polimorfizmov v genih za prenasSalne
proteine na farmakokinetiko raloksifena so zelo skopi. Zato smo se v tej nalogi osredotocili
ravno na vpliv genotipa absorptivnih (OATP1B1 in OATP1B3) in ekskretornih prenaSalnih
proteinov (P-gp in MRP2) na farmakokinetiko in v nadaljevanju tudi farmakodinamiko
raloksifena.

Statisticna analiza na$ih rezultatov je pokazala moc¢an vpliv polimorfizma 388A>G v genu
za OATP1B1 na koncentracije raloksifena, M3 in TRHP. Koncentracije raloksifena in
omenjenih presnovkov so bile statisticno znacilno visje pri nosilkah genotipa GG v
primerjavi s tistimi z genotipoma AG in AA. TakSen trend smo zasledili tudi pri
koncentracijah M1 in M2, vendar te niso dosegle meje statisticne znacilnosti. To je
verjetno posledica dejstva, da polimorfni alel G povzro¢i aminokislinsko spremembo
Asnl130Asp znotraj druge zunajcelicne zanke in tako vpliva na substratno specificnost
prenasalnega proteina OATP1Bl oziroma posledicno zniza substratno specificno

transportno aktivnost OATP1B1 (112, 115). Posledica tega je zmanjSan privzem vseh
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raloksifenovih zvrsti v hepatocite oziroma kopicenje le-teh v krvi. Statisticno znacilnega
vpliva ostalih proucevanih polimorfizmov na farmakokinetiko raloksifena in njegovih
presnovkov nismo ugotovili. Pri polimorfizmih 521T>C v genu SLCO1B1 in C>G v
intronu 7 gena SLCO1B3 smo zaznali statistiéno neznacilno nizje serumske koncentracije
raloksifena in njegovih presnovkov pri nemutiranih homozigotih kot pri nosilkah genotipa
TC, v primeru polimorfizma 521T>C v genu SLCO1B1 oziroma genotipa ne-CC v primeru
nukleotidne zamenjave C>G v intronu 7 gena SLCO1B3. Serumske koncentracije
raloksifena in njegovih presnovkov so bile tudi v primeru polimorfizmov 3435C>T v genu
ABCBL1 in 3972C>T v genu ABCC2 visje pri posameznicah z vsaj enim polimorfnim
alelom T v primerjavi z nemutiranimi homozigoti, vendar niso dosegle meje statisti¢ne
znacilnosti.

Uc¢inki polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1 se pogosteje kazejo skozi
haplotipe, ki lahko vplivajo na farmakokinetiko Stevilnih uéinkovin in fizioloSkih
substratov. V nasi nalogi smo ugotovili, da se koncentracije raloksifena, M3 in TRHP
statisticno znacilno razlikujejo med preiskovankami z eno, dvema ali nobeno kopijo
haplotipa *1b (388A>G). NajviSje vrednosti raloksifena, M3 in TRHP so imele
preiskovanke z dvema kopijama haplotipa *1b. To lahko pomeni, da je pri teh
preiskovankah privzem raloksifena in njegovih presnovkov v hepatocitih nizji, zato so
njihove koncentracije v serumu visje. Ti rezultati potrjujejo delovanje polimorfizma
388A>G, kjer so bile koncentracije raloksifena, M3 in TRHP najviSje pri polimorfnih
homozigotih. Koncentracije raloksifena, M3 in TRHP so se tudi med preiskovankami, Ki
imajo eno, dve ali nimajo nobene kopije haplotipa *1a (referen¢nega haplotipa) statisti¢no
znaCilno razlikovale. Kot smo pri¢akovali, so bili rezultati ravno nasprotni kot pri
haplotipu *1b. Koncentracije raloksifena in omenjenih presnovkov so bile namre¢ najvisje
pri preiskovankah, ki nimajo nobene kopije haplotipa *1a. Prisotnost haplotipa *15
(388A>G in 521T>C) ni statisticno znacilno vplivala na koncentracije raloksifena in
njegovih presnovkov med preiskovankami z eno in tistimi brez kopij tega haplotipa. Kljub
temu lahko opazimo trend viSjih koncentracij raloksifena in njegovih presnovkov pri
preiskovankah z eno kopijo v primerjavi s tistimi, ki nimajo nobene kopije haplotipa *15.
Zaradi premajhnega Stevila preiskovank s haplotipom *5 (521T>C) vpliva le-tega nismo
ugotavljali. Obstajajo Stevilne raziskave o vplivu haplotipov polimorfizmov 388A>G in
521T>C v genu SLCO1B1 na farmakokinetiko razlicnih substratov prenaSalnega proteina

OATP1BL1. Oswald s sodelavci je na primeru ezetimiba in njegovega glukuronida ugotovil
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podoben ucinek haplotipov polimorfizmov 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1.
Pokazali so, da haplotipi *1b, *15 in *5 znizajo aktivnost prenaSalnega proteina
OATP1BL1. Privzem glukuronida v hepatocitih je bil pri homozigotih za OATP1B1 *1b,
zaradi znizane aktivnosti OATP1B1, niZji. To pa je povzro¢ilo le manjSe poveCanje
serumske koncentracije glukuronida, saj je le-ta v ve¢ji meri podvrzen glomerularni
filtraciji v ledvicah. Izlo€anje ezetimiba s fecesom se je tako znacilno znizalo, medtem ko
se je izloCanje z urinom povecalo (135). Nozawa s sodelavci je pokazal, da je OATP1B1
vklju¢en v transport aktivnega presnovka irinotekana (SN-38), ne pa tudi samega
irinotekana in ostalih njegovih presnovkov. V raziskavi in vitro so ugotavljali uc¢inke
haplotipov *1a, *1b, *5 in *15 v genu za OATP1B1 na farmakokinetiko SN-38. Raziskava
je pokazala, da je aktivnost OATP1B1*15 niZja v primerjavi s transportno aktivnostjo
OATPI1BI*1a. Posledi¢no je tudi privzem aktivnega presnovka irinotekana SN-38 v
hepatocitih v primeru haplotipa *15 nizji (112). Zhang s sodelavci pa je ugotovil, da
genotip prenasalnega proteina OATP1B1 vpliva tudi na serumske koncentracije nekaterih
fizioloSkih substratov. Nosilci haplotipa *15 so imeli viSje koncentracije nekonjugiranega

in celokupnega bilirubina kot nosilci referencnega haplotipa in haplotipa *1b (121).

5.2 Vpliv polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine na farmakodinamske
parametre

V nalogi smo Zeleli, poleg vpliva polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine na
farmakokinetiko raloksifena, prouciti tudi njihov vpliv na ucinkovitost zdravljenja
osteoporoze in na dejavnike tveganja za nastanek bolezni srca in ozilja med zdravljenjem z
raloksifenom. Raloksifen poleg tega, da zmanjSa Stevilo in aktivnost osteoklastov ter
posledi¢no zve€a MKG hrbtenice in vratu stegnenice in zmanjsa tveganje za zlome vretenc
ter zniZza koncentracije BOKP namre¢ ne zve€a tveganja za akutne sré¢no-Zilne dogodke
(54, 55, 56, 58, 61, 62). Vpliv polimorfizmov na uc¢inkovitost zdravljenja osteoporoze smo
ugotavljali z analizo vrednosti BOKP, MKG in parametrov kvantitativnega ultrazvoka po
12 mesecih zdravljenja z raloksifenom. Vpliv na dejavnike tveganja za razvoj sré¢no-Zilnih
obolenj pa smo ugotavljali z analizo krvnih mascob po 12 mesecih zdravljenja ter celi¢nih
adhezijskin molekul, CRP, vWf{, EOD, END in dIM po 6 mesecih zdravljenja z
raloksifenom. Proucevani polimorfizmi v genih za prenaSalne proteine delujejo posredno

na farmakodinamske parametre. Poleg tega lahko na farmakodinamske parametre vplivajo
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tudi Stevilni drugi dejavniki, zato pricakujemo, da bo vpliv prouc¢evanih polimorfizmov na
parametre med zdravljenjem z raloksifenom manjsi kot na farmakokinetiko raloksifena.
Prvoten cilj nase naloge je bil dolocCiti vpliv proucevanih polimorfizmov v genih za
prenaSalne proteine na koncentracije raloksifena in njegovih presnovkov. Na voljo smo
imeli tudi rezultate farmakodinamskih parametrov pred zdravljenjem z raloksifenom in po
njem, zato smo zeleli raziskati Se vpliv omenjenih polimorfizmov na te parametre.

Raziskav, ki bi proucevale vpliv polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine na MKG,
UZ-parametre in BOKP ter dejavnike tveganja za bolezni srca in ozilja med zdravljenjem z
raloksifenom, ni in nasa raziskava je prva na tem podrocju. Zavratnik s sodelavci je v svoji
raziskavi isti skupini preiskovank dolocil farmakodinamske parametre med zdravljenjem z
raloksifenom neodvisno od genotipov ter ugotovil manjSe, vendar S¢ vedno statisti¢no
znacilno zvecanje MKG ledvene hrbtenice in vratu stegnenice ter neznacilno zvec¢anje UZ-
parametrov po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom. Potrdil je tudi znacilno znizanje
BALP, OC in CTX, neodvisno od genotipov, po zdravljenju z raloksifenom. Ugotovil je,
da raloksifen neodvisno od genotipov znaéilno zniZza vrednosti krvnih mascob, E-selektina
in dIM, zvisSa vrednosti ICAM-1 ter neznacilno zve¢a EOD (43). Na podlagi teh rezultatov
smo se odlocili dodatno raziskati, kakSen je vpliv genotipov prenasalnih proteinov na
MKG, UZ-parametre in BOKP ter dejavnike tveganja za bolezni srca in ozilja pred
zdravljenjem z raloksifenom in po njem, saj pri¢akujemo, da del interindividualne
variabilnosti prispevajo genotipi prenaSalnih proteinov. Pri¢akovali smo, da bo v vseh
genotipskih  skupinah opazen trend zviSanja oziroma zniZzanja posameznih
farmakodinamskih parametrov ter da bo posamezen polimorfizem vplival izklju¢no na
velikost spremembe parametrov, vendar predvidevamo, da tega ni bilo mogoce vedno

potrditi zaradi majhnega Stevila preiskovank.

5.2.1 Vpliv polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine na MKG, UZ-parametre in
BOKP pred zdravljenjem z raloksifenom in po njem

Ugotovili smo, da polimorfizem 388A>G v genu SLCO1BL1 statisti¢no znacilno vpliva na
spremembo MKG vratu stegnenice po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom. MKG vratu
stegnenice se je, glede na izhodi§¢ne vrednosti, znacilno zvisala le pri nosilkah genotipa
AG, Kjer je prirastek MKG znaSal 3,44 %. To bi lahko pomenilo manjSe tveganje za

osteoporoti¢ne zlome kolka te genotipske podskupine v primerjavi z ostalimi genotipi
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polimorfizma 388A>G. Najvecje zvecanje MKG bi pricakovali pri nosilkah genotipa GG,
saj so te imele tudi najviSje koncentracije raloksifena in presnovkov. Vendar zaradi
majhnega Stevila preiskovank in relativno majhne spremembe MKG po 12 mesecih
zdravljenja tega trenda ne moremo potrditi.

MKG ledvene hrbtenice je bila pred zdravljenjem z raloksifenom statisticno znacilno visja
v skupini s polimorfnim alelom C polimorfizma 521T>C, kar govori v prid manjSem
tveganju za osteoporoticne zlome vretenc pri nosilkah genotipa TC. MKG ledvene
hrbtenice se je v odvisnosti od polimorfizma 521T>C v genu SLCO1B1 po 12 mesecih
zdravljenja z raloksifenom, v primerjavi z izhodiS¢nimi vrednostmi, le neznacilno
povecala. NasSi rezultati kazejo, da je mozen tudi statisti¢no znacilen vpliv polimorfizma
521T>C na parameter QUI med zdravljenjem z raloksifenom. Namre¢, vrednosti tega
parametra so se po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom, v primerjavi z izhodis¢nimi
vrednostmi, statisticno znacilno spremenile v odvisnosti od genotipov polimorfizma
521T>C v genu SLCO1B1. Pri nemutiranem homozigotu je prirastek parametra QUI, po 12
mesecih zdravljenja, znasal 2,52 %, medtem ko so se vrednosti pri preiskovankah z enim
polimorfnim alelom znizale, kar bi lahko pomenilo slabSo odzivnost genotipa CT na
zdravljenje z raloksifenom ter slabSo kakovost kosti. Tudi tukaj bi pri nosilkah
polimorfnega alela C pricakovali zvecanje parametra QUI, saj so te imele neznacilno visje
koncentracije raloksifena. Sklepamo, da tega trenda ni mogoce potrditi zaradi majhnega
Stevila preiskovank in relativno majhnega prirastka parametra QUI.

Ugotovili smo, da haplotipi *1b, *15 in *1a vplivajo tudi na Stevilne farmakodinamske
parametre. Kot smo pri¢akovali, prisotnost haplotipa *1b znacilno zniza koncentracije
CTX, glede na izhodis¢ne vrednosti, po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom. Najvecje
znizanje koncentracij CTX smo opazili pri preiskovankah z dvema kopijama haplotipa
*1b, kar kaze, da je pri njih prislo do najbolj intenzivnega zmanjSanja kostne premene.
Domnevamo, da je to lahko posledica dejstva, da prisotnost haplotipa *1b znacilno zvisa
koncentracije raloksifena in nekaterih presnovkov, Se zlasti pri osebah z dvema kopijama
tega haplotipa. Na izhodis¢ne koncentracije biokemi¢nih oznaéevalcev kostne premene
haplotip 1*b ni znacilno vplival.

Prisotnost haplotipa*15 je statisticno znacilno vplivala na MKG ledvene hrbtenice pred
zdravljenjem z raloksifenom. Preiskovanke z eno kopijo haplotipa *15 so imele pred
zdravljenjem z raloksifenom najve¢jo MKG ledvene hrbtenice in zato verjetno najmanjse

tveganje za zlome vretenc. Po 12 mesecih zdravljenja opazamo, glede na izhodi$¢ne
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vrednosti, statisticno neznacilen priprastek MKG ledvene hrbtenice tako pri posameznicah
z eno kot pri tistih z nobeno kopijo haplotipa *15. Haplotip *15 je statisti¢no znacilno
vplival tudi na spremembo parametrov SOS in QUI po 12 mesecih zdravljenja z
raloksifenom. Pri preiskovankah, ki imajo eno kopijo haplotipa *15, se vrednosti QUI in
SOS parametrov po 12 mesecih zdravljenja znacilno zniZajo, medtem ko se pri tistih, ki
nimajo nobene kopije haplotipa *15, te vrednosti povecajo. Domnevamo, da to lahko
pomeni vecjo ucinkovitost varovanja pred zlomi z raloksifenom pri preiskovankah, ki
nimajo nobene kopije tega haplotipa.

MKG ledvene hrbtenice se je pred zdravljenjem z raloksifenom statisticno znacilno
razlikovala med preiskovankami z eno, dvema ali nobeno kopijo haplotipa *1a. Najvisja je
bila pri preiskovankah, ki nimajo nobene kopije referencnega haplotipa. To je verjetno
posledica dejstva, da se pri teh preiskovankah, zaradi niZje transportne aktivnosti
OATP1B1, zvisa serumska koncentracija estron sulfata, kar lahko ima za posledico vecjo
MKG ledvene hrbtenice in s tem manjSe tveganje za osteoporoti¢éne zlome. Sprememba
MKG ledvene hrbtenice je po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom kazala trend
zveCanja, ki pa ni bil statisticno znacilen. Ugotovili smo tudi, da haplotip *1a znacilno
vpliva na spremembo MKG vratu stegnenice po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom,
vendar zaradi majhnega Stevila preiskovank, relativno majhne spremembe MKG po 12
mesecih zdravljenja in napake pri DXA meritvah rezultat tezko oznac¢imo kot zanesljiv.

Za polimorfizem C>G v intronu 7 gena SLCO1B3 smo ugotovili, da kljub statisti¢no
neznacilnem vplivu na koncentracije raloksifenovih zvrsti statisticno znacilno vpliva na
spremembo koncentracij OC po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom. Znizanje OC je
bilo pri nosilkah genotipa ne-CC po 12 mesecih zdravljenja statisticno znacilno vecje kot
pri preiskovankah z genotipom CC. Domnevamo, da je to posledica neznacilno visjih
koncentracij raloksifena in njegovih presnovkov pri nosilkah genotipa ne-CC. Prav tako
sklepamo, da to lahko pomeni bolj ucinkovito zmanjSanje kostne premene pri nosilkah
genotipa ne-CC. Nasa raziskava je prva, ki je proucevala ucinek raloksifena na BOKP v
odvisnosti od genotipov. V literaturi je omenjenih ve¢ raziskav, ki so prouéevale ucinek
raloksifena na BOKP, vendar neodvisno od genotipov. Z naSo raziskavo smo pri
polimorfizmu 3435C>T v genu ABCBL ugotovili statisticno znacilno spremembo MKG
celotnega kolka po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom. MKG kolka se je pri osebah z
genotipoma CC in CT po zdravljenju z raloksifenom zniZala, medtem ko smo pri

polimorfnih homozigotih ugotovili prirastek MKG, ki je znaSal 6,50 %, kar bi za to
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skupino preiskovank lahko pomenilo manjSe tveganje za zlom kolka. Vrednosti parametra
QUI so se v odvisnosti od polimorfizma 3435C>T v genu ABCB1 po 12 mesecih
zdravljenja z raloksifenom, v primerjavi z izhodiS¢nimi vrednostmi, statisticno znacilno
zviSale. Po zdravljenju je bil prirastek QUI znacilno ve¢ji pri genotipu TT v primerjavi z
nosilkami genotipov CT in CC. Domnevamo, da bi te ugotovitve lahko pomenile vecjo
zascito pred zlomi pri nosilkah genotipa TT. Vrednosti MKG kolka in parametra QUI so
po zdravljenju z raloksifenom pri polimorfnih homozigotih kazale trend zvecanja, zato
lahko sklepamo, da polimorfizem 3435C>T vpliva tako na gostoto kot tudi na kakovost

kosti te genotipske podskupine.

5.2.2 Vpliv polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine na dejavnike tveganja za
bolezni srca in ozilja pred zdravljenjem z raloksifenom in po njem

Polimorfizem 388A>G je, glede na izhodis¢ne vrednosti, statisticno znacilno vplival na
spremembo trigliceridov po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom. Pri nosilkah genotipa
AG so se koncentracije trigliceridov, glede na izhodi$¢ne vrednosti, po 12 mesecih
zdravljenja znizale, kar bi lahko pomenilo manjSe tveganje za bolezni srca in ozilja te
genotipske podskupine. Nemutirani in polimorfni homozigoti so se bistveno slabSe odzvali
na zdravljenje z raloksifenom, zato smo pri njih, v nasprotju s pri¢akovanji, zaznali
prirastek trigliceridov. NaSa raziskava je prva, ki je proucevala vpliv polimorfizmov v
genih za prenaSalne proteine na dejavnike tveganja za bolezni srca in ozilja med
zdravljenjem z raloksifenom. Vpliv zdravljenja z raloksifenom na dejavnike tveganja
sr¢no-Zilnih obolenj, neodvisno od genotipov, so Ze veckrat raziskovali. Oztas s sodelavci
je pokazal, da raloksifen zniza serumske koncentracije celotnega in LDL-holesterola, pri
tem pa ne zviSa koncentracij trigliceridov (61). Ugotovili smo, da polimorfizem 388A>G v
genu SLCO1B1 vpliva tudi na druge dejavnike tveganja za bolezni srca in ozilja, kot sta
ICAM-1 in dIM. ICAM-1 je adhezivna molekula imunoglobulinskega tipa, ki jo izrazajo
razli¢ne celice, vklju¢no z levkociti in endotelijskimi celicami. Serumske koncentracije
ICAM-1 so poviSane pri bolnikih s sré¢no-zilnimi in avtoimunskimi obolenji ter rakom
(136). Pred uvedbo terapije z raloksifenom je polimorfizem 388A>G znacilno vplival na
vrednosti ICAM-1. Povprec¢ne vrednosti so bile pred terapijo statisticno znacilno nizje pri
genotipu GG, kar bi lahko pomenilo manjse tveganje za sréno-Zilna obolenja pri nosilkah

tega genotipa. Debelina intime medije je bila pred zdravljenjem z raloksifenom statisti¢no
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znacilno vi$ja pri nosilkah genotipa 388GG, v primerjavi z nosilkami genotipov AA in
AG. Domnevamo, da je povecana debelina IM pri posameznicah z genotipom GG lahko
povezana z Vvi§jim tveganjem za sréno-Zilna obolenja. Po zdravljenju z raloksifenom se je
dIM v vseh genotipskih podskupinah statisti¢no neznacilno znizala.

Debelina intime medije se je pred zdravljenjem z raloksifenom statisticno znacilno
razlikovala tudi glede na 3tevilo kopij haplotipa *1b. Ceprav trenda zniZevanja dIM med
podskupinami ni mogoce opaziti, lahko potrdimo, da je najmanjSa dIM pri osebah, Ki
nimajo nobene kopije tega haplotipa, kar bi lahko pomenilo, da je tveganje za sréno-Zilna
obolenja pri teh osebah najmanjSe. Tako pri polimorfizmu 388A>G kot tudi pri haplotipu
*1b opazamo statisticno neznacilno zmanjsanje debeline IM po 6 mesecih zdravljenja z
raloksifenom. Referenéni haplotip *1a je znaCilno vplival na koncentracije celi¢ne
adhezijske molekule ICAM-1 pred zdravljenjem z raloksifenom. Med posameznimi
podskupinami smo opazili trend naras¢anja koncentracij ICAM-1. Koncentracije so bile
najvisje pri preiskovankah, ki imajo dve kopiji tega referencnega haplotipa, kar bi lahko
pomenilo vecje tveganje te skupine preiskovank za bolezni srca in ozilja. Ugotovitve so
skladne z rezultati za polimorfizem 388A>G, kjer so povpre¢ne vrednosti ICAM-1 pred
zdravljenjem statisti¢no znacilno nizje pri polimorfnih homozigotih.

Ugotovili smo tudi, da polimorfizem 3435C>T v genu ABCBL statisti¢no znacilno vpliva
na koncentracije LDL-holesterola pred zdravljenjem 2z raloksifenom. Njegove
koncentracije so bile najviSje pri posameznicah z genotipom TT, najnizje pa pri
nemutiranih homozigotih, kar bi lahko pomenilo nizje tveganje za sréno-zilna obolenja pri
nosilkah genotipa CC. Jeannesson s sodelavci je na skupini zdravih preiskovank ugotovila,
da so koncentracije apolipoproteina Al pri nosilkah vsaj enega polimorfnega alela T
znaCilno vi§je kot pri nemutiranih homozigotih (137). Po 12 mesecih zdravljenja z
raloksifenom so koncentracije LDL-holesterola, v primerjavi z izhodi§¢nimi vrednostmi,
pri vseh genotipih kazale trend znizanja, vendar niso dosegle statisti¢ne znacilnosti. Pri
nosilkah genotipov CC in CT polimorfizma 3435C>T v genu ABCB1 smo po 6 mesecih
zdravljenja z raloksifenom ugotovili statisticno znacilno zvisanje vrednosti endotelijsko
neodvisne vazodilatacije (END), kar bi lahko pomenilo, da raloksifen izboljSa delovanje
gladkomisi¢nih celic medije pri omenjenih genotipih ter zmanjsa tveganje za sréno-zilna
obolenja. Od endotelija neodvisna vazodilatacija namre¢ meri maksimalni farmakoloski
odgovor Zilne gladke misi¢nine na gliceriltrinitrat in nam prikaze motnje v delovanju

gladkomisi¢nih celic medije (138).
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Pri polimorfizmu 3972C>T v genu ABCC2 smo po 6 mesecih zdravljenja z raloksifenom
ugotovili statisticno znacilno zvec¢anje EOD pri nosilkah genotipov CT in TT, ne pa tudi
pri nemutiranih homozigotih. Zvecanje EOD pomeni boljse delovanje endotelija, kar bi
lahko pomenilo, da zdravljenje z raloksifenom pri doloc¢enih genotipih zmanjSa tveganje za
bolezni srca in ozilja. Vpliv zdravljenja z raloksifenom na EOD v odvisnosti od genotipov
prenasalnih proteinov do sedaj Se niso proucevali. Ugotovili smo tudi, da je polimorfizem
3972C>T v genu ABCC2 statisti¢no znacilno vplival na spremembe koncentracij celotnega
in LDL-holesterola po 12 mesecih zdravljenja z raloksifenom, v primerjavi z izhodi$¢nimi
koncentracijami. Koncentracije celotnega in LDL-holesterola so se po 12 mesecih
zdravljenja z raloksifenom pri nosilkah genotipov CC in TT znizale, kar bi lahko pomenilo
niZje tveganje za bolezni srca in ozZilja, medtem ko je pri genotipu CT opaziti prirastek tako
celotnega kot LDL-holesterola. Tudi v tem primeru lahko govorimo o razli¢ni odzivnosti

genotipov na zdravljenje z raloksifenom.

Nasi rezultati kaZejo, da lahko del interindividualne variabilnosti koncentracij raloksifena
in njegovih presnovkov ter farmakodinamike raloksifena pojasnimo z vplivom petih
proucevanih polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine. Ugotavljanje vpliva genetske
raznolikosti na posameznikov odgovor na zdravilo je zelo pomembno za razvoj varnih in
uc¢inkovitih zdravil, saj je to eden izmed dejavnikov, ki lahko moc¢no vplivajo na uspeh
zdravljenja. Na podrocju zdravljenja osteoporoze je relativno malo znanega o vplivu
genetske raznolikosti. Z nasimi rezultati smo prispevali k odkritju klinicno pomembnih
polimorfizmov v genih za prenaSalne proteine, ki so lahko povezani s farmakokinetiko
raloksifena ter posledi¢no lahko vplivajo na uspe$nost zdravljenja osteoporoze.

Osnovna omejitev naSe raziskave, poleg majhnega Stevila preiskovank, je njeno trajanje in
spremljanje bolnic. Zaradi majhnega Stevila preiskovank in relativno majhne spremembe
nekaterih farmakodinamskih parametrov med zdravljenjem z raloksifenom, nekatere
rezultate namre¢ tezko oznacimo kot zanesljive. Zato bi bilo verjetno smiselno rezultate

potrditi z raziskavo na ve¢jem Stevilu preiskovank.
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6. SKLEP

Namen nasega dela je bil ugotoviti, ali obstaja povezava med proucevanimi polimorfizmi v
genih za prenaSalne proteine in serumskimi koncentracijami raloksifena ter njegovih
presnovkov, izmerjenimi po 12 mesecih zdravljenja. Nadalje smo Zeleli raziskati vpliv teh
polimorfizmov na spremembe MKG, biokemijske oznacevalce kostne premene in
parametre za oceno kakovosti kostnega tkiva ter dejavnike tveganja za bolezni srca in
ozilja po uvedbi terapije z raloksifenom.

Pomemben rezultat naSe raziskave so tudi frekvence genotipov posameznih
polimorfizmov, ki so predstavljene v nadaljevanju.

e polimorfizem 388A>G v genu SLCO1B1: AA (28,6 %), AG (49,2 %) in GG (22,2%);

e polimorfizem 521T>C v genu SLCO1B1: TT (65,1 %), TC (34,9 %), CC (0 %);

e polimorfizem 3435C>T v genu ABCBL1: CC (30,2 %), CT (41,3 %), TT (28,6 %);

e polimorfizem 3972C>T v genu ABCC2: CC (46,0 %), CT (36,5 %), TT (17,5 %);

e polimorfizem C>G v intronu 7 gena SLCO1B3: CC (68,2 %), CG (30,2 %), GG (1,6 %).

Z naso raziskavo smo pokazali, da polimorfizem 388A>G v genu SLCO1BL1 ter haplotipa
*1b in *la statisticno znacilno vplivajo na koncentracije raloksifena, M3 in TRHP.
Polimorfni alel G namrec¢ zniza substratno specificno transportno aktivnost OATP1B1, kar
povzro¢i zmanjSan privzem raloksifena, M3 in TRHP v hepatocite in viSje serumske

koncentracije.

Pokazali smo tudi, da posamezni polimorfizmi statisticno znacilno vplivajo tako na a)
kostne farmakodinamske parametre kot na b) dejavnike tveganja za bolezni srca in oZilja
po zdravljenju z raloksifenom.

a) Polimorfizem 388A>G v genu SLCO1B1 je statisti¢no znacilno vplival na MKG vratu
stegnenice, vendar so se na zdravljenje odzvale samo nosilke genotipa AG. Pri ostalih
genotipskih podskupinah prirastka MKG ni bilo. Prisotnost polimorfizma 3435C>T v genu
ABCBL1 pa je povzrocila zvecanje MKG celotnega kolka, vendar samo pri polimorfnih

homozigotih. Preostali genotipski podskupini sta se slabSe odzvali na zdravljenje.
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Polimorfizma 521T>C v genu SLCO1B1 in 3435C>T v genu ABCBL1 sta statisti¢no
znacilno vplivala na spremembo parametra QUI. Nemutirani homozigoti polimorfizma
521T>C so se bolje odzvali na terapijo z raloksifenom, saj je bilo pri njih, za razliko od
heterozigotov, opaziti prirastek vrednosti parametra QUI. Pri polimorfizmu 3435C>T v
genu ABCB1 smo v vseh genotipskih podskupinah opazili prirastek parametra QUI, ki je
bil najvecji pri polimorfnih homozigotih tega polimorfizma. Polimorfizem C>G v intronu
7 gena SLCOI1B3 je znacilno vplival na spremembo koncentracij OC. Na terapijo so se
najbolje odzvali heterozigoti in polimorfni homozigoti polimorfizma C>G v intronu 7 gena
SLCO1B3. Prisotnost haplotipa *1b je znacilno znizala koncentracije CTX v vseh
haplotipskih podskupinah, najbolj pa pri posameznicah z dvema kopijama tega haplotipa.
Pri preiskovankah, ki imajo eno kopijo haplotipa *15, so se vrednosti parametrov QUI in
SOS po zdravljenju znacilno znizale, medtem ko so se pri tistih, ki nimajo nobene kopije
haplotipa *15, te vrednosti povecale.

b) Polimorfizem 388A>G v genu SLCO1BL1 je statisti¢no znacilno vplival na spremembe
koncentracij trigliceridov. Heterozigoti tega polimorfizma so se najbolje odzvali na
zdravljenje, saj je le pri njih prislo do znizanja koncentracij trigliceridov. Polimorfizem
3972C>T v genu ABCC2 je statisti¢no znacilno vplival na vrednosti celotnega in LDL-
holesterola ter EOD po terapiji z raloksifenom. V primeru krvnih masc¢ob so se na
zdravljenje najbolje odzvale nosilke genotipov CC in TT, saj je pri njih priSlo do zniZzanja
koncentracij tako LDL- kot celotnega holesterola. V primeru EOD, so se na terapijo
najbolje odzvali polimorfni homozigoti in heterozigoti polimorfizma 3972C>T v genu
ABCC2. Pri nosilkah genotipov CC in CT polimorfizma 3435C>T v genu ABCB1 smo po

zdravljenju z raloksifenom ugotovili statisti¢no znacilno zviSanje vrednosti END.

NaSi rezultati kazejo, da je vpliv petih proucevanih polimorfizmov v Stirih genih za
prenasalne proteine na farmakokinetiko in farmakodinamiko raloksifena mogoc, vendar bi
ga bilo treba potrditi na ve¢jem S$tevilu preiskovank. Ugotovili smo namre¢, da lahko del
interindividualne variabilnosti koncentracij raloksifena in njegovih presnovkov pojasnimo
z vplivom polimorfizma 388A>G v genu SLCO1B1. Pokazali smo tudi, da lahko
polimorfizmi v genih SLCO1B1 in ABCBL1 vplivajo tako na kostne farmakodinamske
parametre kot na dejavnike tveganja za bolezni srca in ozilja po zdravljenju z
raloksifenom, medtem ko lahko polimorfizem v genu SLCO1B3 vpliva izklju¢no na kostne

farmakodinamske parametre, polimorfizem v genu ABCC2 pa na dejavnike tveganja za
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bolezni srca in oZilja po uvedbi zdravljenja z raloksifenom. Ce bi te vplive potrdili na
vecjem Stevilu preiskovank, bi lahko genotipizacija pripomogla k ucinkovitejSem

zdravljenju osteoporoze.
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8. PRILOGE

Priloga 1: Genotipi preiskovank za polimorfizme 388A>G in 521T>C v genu SLCO1B1,
3435C>T v genu ABCBL1, 3972C>T v genu ABCC2 in C>G v intronu 7 gena SLCO1B3.

Zaporedna Genotip za polimorfizem
St. vzorca | 388A>G v 521T>Cv 3435C>T ali 3972C>Tv | C>G v intronu

genu genu 3435G>A v genu 7 gena

SLCO1B1 SLCO1B1 genu ABCB1 ABCC2 SLCO1B3
587 AG TT AA TT cC
588 AA TT GA CT cC
589 AG TT GA cc cC
590 AG TT GG TT cC
501 GG TT AA CT CG
592 AG TC GA cc CG
593 AA TT GA CT cC
594 AG TC GG cc cC
595 AA TT AA CT CcC
596 AA TT GG CcC CcC
597 AG TT AA TT CcC
598 GG TC GA CT CcC
599 AA TC AA CT CcC
600 AG TT GA CT CcC
601 AG TT GG CcC CG
602 GG TT GG CcC GG
603 AG TT GA CcC CcC
604 AG TT GA CcC CG
605 AG TT AA TT CG
606 AG TT GG cc CG
607 AA TT GA cc cC
608 AA TT GG cc cc
609 AG TT GA cc cC
610 AG TT GA cc cC
611 AG TT GG TT CG
612 AA TT GA cc cC
613 AG TT GA cc cC
614 GG TC GG TT CG
615 GG TC GG CT cC
616 AG TC GA CT CcC
617 AA TT AA CcC CcC
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618 GG TT GA TT cC
619 AG TT GA CT cC
620 GG TC GG CT cC
621 AA TT AA TT cCc
622 AG TC AA cC cCc
623 AG TC GG cC cCc
624 AA TT GG CT cC
625 AA TT GG cC cC
626 GG TC AA cC cC
627 AG TC cC CG
628 AG TT AA cC cC
629 AG TT TT cC
630 AG TC GA cC cC
631 AG TC AA CT cC
632 GG TC GA CT cC
633 AG TT AA cC CG
634 AA TC GG cC CG
635 GG TT GA TT CG
636 AG TC GG CT cC
637 GG TT AA TT CG
638 AA TT GA cC cC
639 AG TT GG CT CG
640 GG TC GG cC CG
659 AG TT AA CT CG
660 AA TC AA CT cC
661 AG TC GA CT cCc
662 AG TC GA cC CG
663 AA TT GA CT cC
664 AA TT GG CT cC
665 GG TT GA CT CG
666 GG TC GA cC CG
667 AA TT GA CT cC
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