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Streszczenie

Osteoporoza to znaczacy problem zdrowotny i spoleczny, prowadzacy do
zwigkszonego ryzyka zlaman kos$ci, niepetnosprawnosci i obnizonej jakosci Zycia.
Choroba wynika z przewagi proceséw resorpcji nad tworzeniem kosci, co obniza gestosé
mineralng kosci (BMD). Kluczowa role w regulacji tych procesow odgrywa szlak
sygnatowy RANK/RANKL/OPG, odpowiadajacy za osteoklastogeneze.

W badaniu przeanalizowano polimorfizmy genéw RANK (575C>T,
rs1805034) i RANKL (-643C>T, rs9533156) oraz ich wptyw na BMD. W tym celu
wykorzystujac technike real-time PCR przeprowadzono analiz¢ genetyczng u 493 kobiet
po menopauzie rasy kaukaskiej, ktore byly pacjentkami Szpitala Klinicznego nr 1
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Otrzymane wyniki poddano
analizie 1 sprawdzono potencjalny wptyw badanych polimorfizmoéw na gesto§¢ mineralng
kos$ci oraz ryzyko wystapienia osteopenii lub osteoporozy. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie zalezno$ci miedzy czgstoscia badanych genotypéw a BMD czy
wystepowaniem osteoporozy w badanej populacji.

Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze badane polimorfizmy szlaku
sygnatowego RANK/RANKL/OPG, odpowiadajacego za osteoklastogeneze nie
wplywaja na rozwoj osteoporozy i osteopenii. Konieczne jest zatem kontynuowanie
badan nad markerami genetycznymi, ktore umozliwig okreslenie zwigkszonego ryzyka

wystapienia tej choroby oraz moglyby wspiera¢ rozwoj terapii spersonalizowane;.
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Summary

“The Impact of 575C>T Polymorphism in the RANK Gene and -643C>T
Polymorphism in the RANKL Gene on Bone Mineral Density in Postmenopausal

Women”

Osteoporosis is a significant health and social issue, leading to an increased risk
of bone fractures, disability, and reduced quality of life. The disease results from an
imbalance between bone resorption and formation processes, which reduces bone mineral
density (BMD). The RANK/RANKL/OPG signaling pathway plays a crucial role in
regulating these processes, as it is responsible for osteoclastogenesis.

This study analyzed polymorphisms in the RANK gene (575C>T, rs1805034) and
the RANKL gene (-643C>T, rs9533156), as well as their impact on BMD. Genetic
analysis was conducted using real-time PCR on 493 postmenopausal Caucasian women
who were patients of Clinical Hospital No. 1 of the Pomeranian Medical University in
Szczecin, Poland. The obtained results were analyzed to assess the potential influence of
the studied polymorphisms on bone mineral density and the risk of developing osteopenia
or osteoporosis.

No statistically significant associations were found between genotype frequencies and
BMD or the occurrence of osteoporosis in the studied population.

The results suggest that the analyzed polymorphisms do not affect the development of
osteoporosis or osteopenia. Further research on genetic markers is essential to better
determine the increased risk of developing this disease and to potentially support the

development of personalized therapies.
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1. Wstep

Osteoporoza stanowi jedno z najczestszych przewlektych schorzen uktadu kostnego i
jest istotnym problemem zdrowia publicznego w starzejacych si¢ populacjach. Znaczenie
tej choroby wynika gtownie z jej powiktan w postaci ztaman niskoenergetycznych, ktore
prowadza do znaczacego obnizenia jako$ci zycia pacjentdw oraz generowania wysokich
kosztéw leczenia. (1).

Czesto$¢ wystepowania osteoporozy zalezy od wieku, plci oraz badanej populacji.
Szacuje si¢, ze na $wiecie czesto$¢ wystepowania osteoporozy u dorostych wynosi okoto
19,7%, przy czym duza rol¢ odgrywa zrdéznicowanie regionalne- od okoto 8,0% w
Oceanii do 26,9% w Afryce. Zauwaza si¢ rowniez wyzszy wskaznik wystepowania tej
choroby w krajach rozwijajacych si¢ w poréwnaniu z krajami rozwini¢tymi (2). Pod
wzgledem plci osteoporoza wystepuje czgsciej u kobiet niz u mezczyzn i ryzyko jej
wystapienia wzrasta wraz z wiekiem (3).

Rozwo6j osteoporozy zalezy od wspotdziatania szeregu czynnikow (dziedzicznych)
oraz modyfikowalnych (zaleznych od stylu zycia cztowieka). Do pierwszej grupy naleza
glownie cechy biologiczne takie jak pte¢ zenska, rasa biata lub azjatycka, wczesne
zakonczenie miesigczkowania (przed 40. rokiem zycia, szczegélnie w wyniku
owariektomii) a takze przypadki osteoporozy w rodzinie i choroby wspolistniejace (np.
nadczynno$¢ tarczycy, niewydolno$¢ nerek). Jednoczesnie wiele czynnikoéw zalezy od
stylu zycia, tj.: stosowanie niektoérych lekow (np. glikokortykosteroidow, lekow
przeciwpadaczkowych), czynniki hormonalne, zmniejszona aktywnos$¢ fizyczna,
stosowanie uzywek (np. palenie papieroséw, spozywanie duzej ilosci alkoholu) oraz
niskie spozycie wapnia i witaminy D (1). Uwzgl¢dnienie powyzszych czynnikéw ma
ogromne znaczenie w ocenie ryzyka osteoporozy oraz dziatan profilaktycznych i
terapeutycznych.

Na szczegblng uwage zashuguje genetyczne podtoze tej choroby. Jednym z gtownych
mechanizmow regulujacych metabolizm tkanki kostnej jest szZlak RANK/RANKL/OPG.
Jego zasadniczg rolg jest udzial w procesie réznicowania i aktywacji osteoklastow. Za
regulacje tego szlaku odpowiadaja czasteczki nalezace do rodziny ligandow i receptorow
martwicy nowotworu (TNF, ang. Tumor necrosis factors): RANK (ang. receptor activator
of nuclear factor kappa B), RANKL (ang. receptor activator of nuclear factor—«B ligand)

oraz OPG (ang. osteoprotegerin) (4). Zaburzenie funkcjonowania tego uktadu moze
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prowadzi¢ do zwigkszonej aktywnosci osteoklastow, a co si¢ z tym wigze do zwigkszone;j
resorpcji kosci.

Wazna kwestiag wydaje si¢ zatem poznanie polimorfizmoéw genetycznych gendéw
kodujacych czasteczki biorace udzial w szlaku RANK/RANKL/OPG, gdyz moga one
wptywaé na regulacje metabolizmu kostnego oraz predysponowaé do rozwoju
osteoporozy. Identyfikacja takich wariantow genetycznych moze w przysztosci
przyczynic¢ si¢ do wezesniejszego rozpoznania 0sob z podwyzszonym ryzykiem choroby
oraz umozliwi¢ bardziej ukierunkowane postepowanie profilaktyczne i terapeutyczne, co

mogloby znaczaco poprawié¢ efektywnos$¢ leczenia.

1.1 Definicja 1 klasyfikacja osteoporozy
W roku 1994 WHO zdefiniowalo osteoporozg jako schorzenie bedace uktadowa

chorobg szkieletu, w ktérej dochodzi do zmniejszenia masy kosci, uposledzenia
mikroarchitektury tkanki kostnej, a w konsekwencji do pogorszenia ich jako$ci. Wigze
si¢ to ze zmniejszeniem wytrzymatosci i odpornosci na ztamania (dotyczy to w
szczegblnosci kosci biodrowej 1 kregostupa) (5,6).

Osteoporoze¢ mozna sklasyfikowaé ze wzgledu na lokalizacje oraz etiologi¢. Ze
wzgledu na lokalizacje mozemy wyr6zni¢ jej dwa typy: miejscowg- obejmujacag okolice
uktadu kostnego, ktore sa pod wptywem czynnikoéw dzialajacych na nie patogennie (np.
stan zapalny) 1 uogdlniong, ktora dotyczy catego uktadu kostnego w konsekwencji
defektow metabolicznych, unieruchomienia czy proceséw inwolucyjnych.

Klasyfikacja etiologiczna wyrdznia osteoporoze idiopatyczng (mtodzienczg),
inwolucyjng oraz wtorna.

Osteoporoza idiopatyczna (mtodziencza) wystepuje gtownie u dzieci i mtodziezy, a jej
przyczyna nie zostata do tej pory poznana. Choroba ta wigze si¢ z zaburzeniem wzrastania
w stosunku do norm wiekowych.

Osteoporoza inwolucyjna jest zwigzana z przyspieszonym ubytkiem masy kostnej i
mozna wyrozni¢ jej dwa typy. Osteoporoza inwolucyjna typu I (postmenopauzalna)
dotyczy kobiet w piatej do siddmej dekadzie zycia i jest nastgpstwem ubytku masy
kostnej zwigzanej z zakonczeniem czynnosci endokrynologicznej jajnikéw. W jej
przebiegu dochodzi glownie do zlaman blizszego odcinka kosci promieniowej oraz
ztamania kompresyjne kregow, szczegolnie odcinka piersiowego i ledzwiowego- od Th4

do L5.
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Osteoporoza inwolucyjna typu II dotyka zarowno kobiety, jak i mezczyzn glownie po 70.
roku zycia. Jej gltdéwna przyczyng jest zmniejszona aktywno$¢ osteoblastow oraz
obnizony poziom witaminy D3. Ztamania dotycza gtownie blizszej czgsci kosci udowej 1
trzonow kregow (1).

Osteoporoza wtdérna jest spowodowana czynnikami innymi niz proces starzenia.
Choroba ta moze by¢ nastgpstwem chordb przewlektych, trwajacych dtuzej niz 6 tygodni
takich jak: choroby przewodu pokarmowego badz tkanki facznej, reumatoidalne
zapalenie stawow, nadczynno$¢ przytarczyc, nadczynno$¢ tarczycy, nowotwory, choroby
nerek 1 watroby, cukrzyca czy przewlekle niedozywienie. Osteoporoza wtorna moze
objawiac si¢ bolem, obnizeniem napig¢cia migsniowego, ztamaniami i deformacjg uktadu
kostnego oraz spadkiem warto$ci szczytowej masy kostnej. Szczegdlng postaciag
osteoporozy wtornej jest osteoporoza jatrogenna, ktoéra wystapi¢ w nastepstwie
przewlekltego stosowania niektorych lekow (np. glikokortykosteroidow, lekow
przeciwdrgawkowych, heparyny) lub z powodu dlugotrwalego unieruchomienia z

przyczyn chirurgicznych badz ortopedycznych (7).

1.2 Epidemiologia

Osteoporoza jest problemem ogodlnoswiatowym i ze wzgledu na duza czestosé
wystepowania zostala uznana przez WHO za chorobg cywilizacyjng. Choroba ta jest
gléwnie problemem starzejacych sie spoteczenstw, poniewaz czgstosc jej wystepowania
wzrasta wraz wiekiem.

Na $wiecie osteoporoza wystepuje czesciej u kobiet niz u me¢zczyzn. Szacuje si¢, ze
choroba ta dotyka 15,4% kobiet i 4,3% m¢zczyzn, co w duzej mierze zwigzane jest ze
spadkiem stgzenia estrogenow we krwi po menopauzie. Mimo wigkszej czgstosci
osteoporozy u kobiet, konsekwencje kliniczne tego schorzenia u mezczyzn sg znacznie
powazniejsze. W Stanach Zjednoczonych osteoporoza dotyczy 1-2 mln mezczyzn i
chociaz stanowig oni okoto 29% ztaman osteoporotycznych w tym kraju, to wskaznik
$miertelnosci jest znacznie wyzszy niz u kobiet. Szacuje sig¢, ze jeden na trzech m¢zczyzn,
ktérzy doznaja zlamania biodra, umrze w ciggu roku od urazu (3).

Skalg problemu w Europie szczegdtowo pokazaty dane otrzymane w ramach projektu
SCOPE (ang. Scorecard for osteoporosis in Europe) opublikowane w raporcie z 2021
roku. Projekt ten obejmowat 27 krajow Unii Europejskiej oraz Szwajcari¢ i Wielkg

Brytani¢. Umozliwial on kompleksowa analiz¢ 1 pordwnanie jako$ci opieki nad
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pacjentami z osteoporozg oraz kosztow leczenia. Wedhug danych SCOPE w 2019 roku
osteoporoza dotkneta 32 milionéw mieszkancow w tym 6,5 mln mezczyzn i 25,5 min
kobiet powyzej 50 roku zycia. Sposrod wszystkich panstw objetych badaniem najwigce;j
chorych odnotowano w Niemczech, gdzie na osteoporoz¢ zachorowato 1,2 mln me¢zczyzn
oraz 4,5 min kobiet (8). Szacowang czgstos¢ wystepowania osteoporozy w populacji
powyzej 50. roku zycia w roku 2019 w wybranych panstwach europejskich przedstawia

Rycina 1.
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Rycina 1. Szacowana czesto$¢ wystepowania osteoporozy w populacji S0+ w roku 2019 w

wybranych panstwach europejskich (na podstawie Kanis i wsp., 2021) (8).

W Polsce osteoporoza stanowi bardzo powazny problem. Na podstawie danych
Narodowego Funduszu Zdrowia (NFZ) oraz Gtéwnego Inspektoratu Sanitarnego (GIS)
oszacowano ilo$¢ zachorowan w Polsce na lata 2012-2024 z podziatem na pte¢. Dane te
wskazuja na stopniowy wzrost liczby chorych w analizowanym okresie (od 1,93 mln w
2012 do 2,25 mIn w 2024 roku). Oszacowano, ze w ciggu 12 lat w przypadku kobiet
liczba pacjentek, u ktorych stwierdzono osteoporoze wzrosta z okoto 1,57 mln w 2012 do
1,83 min w 2024 roku. W tym samym czasie liczba chorych mezczyzn wzrosta z okoto
0,36 mln w 2012 do 0,42 mIn w 2024 roku (9). Przedstawione dane wyraznie pokazuja,
7e osteoporoza znacznie czg¢$ciej wystepuje u kobiet, ale wzrost zanotowano w obu
analizowanych grupach. Szacowang liczbe 0so6b chorych na osteoporoze z podzialem na

pte¢ przedstawiono na Rycinie 2.
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Rycina 2. Estymowana ilo§¢ zachorowan na osteoporoze (w mln) w Polsce w latach 2013-2024
(wg obliczen NFZ i GUS) (9).

Analiza chorobowosci rejestrowanej w Polsce wskazuje na wyrazng zalezno$¢ czestosci
wystepowania osteoporozy od wieku. Obserwuje si¢ systematyczny wzrost zachorowan
wraz z wiekiem, a najwigksza czesto$¢ obserwuje si¢ w grupach wiekowych powyzej 65
r. roku zycia. Znaczne rdznice w czg¢stosci wystepowania pomigdzy grupami kobiet i
mezcezyzn zauwaza si¢ w starszych grupach wiekowych, gdzie liczba przypadkow
osteoporozy w populacji kobiet jest wielokrotnie wyzsza niz u m¢zczyzn. Chorobowo$é

rejestrowang w zaleznos$ci od plci i grup wiekowych przedstawia Rycina 3.
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Rycina 3. Stosunek chorobowos$ci rejestrowanej do wielkosci populacji wg plci i grup wiekowych
(2024 r.) (wg obliczen NFZ i GUS) (9).

Dane wskazuja, ze wsrod mezczyzn odnotowuje si¢ zwigkszenie liczby chorych z 0,1%
w grupie wiekowej 50-54 lat do 2,7% w grupie wiekowej powyzej 85. Roku zycia. U
kobiet wartosci te sg znacznie wyzsze i rosng z 0,9% w grupie osoéb w wieku 50-54 lat do
ponad 11% w grupie wiekowej powyzej 75 roku zycia i starszych. Dane te pokazujg silny
zwigzek ze starzeniem si¢ organizmu oraz zmianami hormonalnymi zachodzacymi u
kobiet po menopauzie (9).

Wyniki wskazuja, ze osteoporoza stanowi wcigz rosnacy problem zdrowia publicznego.
Wraz ze starzeniem si¢ populacji spodziewa si¢ dalszego wzrostu zachorowan w
kolejnych dekadach. Z tego wzgledu szczegdlnego znaczenia nabiera identyfikacja
czynnikow ryzyka oraz mechanizmow, ktore miatby wplyw na zaburzenie metabolizmu

tkanki kostne;j.

1.3 Etiopatogeneza

1.3.1 Fizjologia remodelingu tkanki kostnej

Tkanka kostna jest strukturg metabolicznie aktywna i ulega przebudowie przez cale
zycie czlowieka. Proces ten nazywany jest remodelingiem i polega na cyklicznym
usuwaniu starej lub uszkodzonej tkanki i zastgpowaniu jej nowo powstalg tkanka. Jest to

proces kluczowy dla utrzymania prawidtowej struktury i wytrzymatosci kosci, a jego
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prawidtowy przebieg jest uzalezniony od wielu czynnikéw, ktore reguluja jego
réwnowage pomig¢dzy resorpcja a tworzeniem tkanki kostnej (10,11).

Cykl przebudowy obejmuje kilka nastepujacych po sobie etapow, do ktérych zalicza sie:
aktywacj¢ osteoblastow 1 osteocytow, dojrzewanie osteoklastow, resorpcje oraz
formowanie 1 mineralizacj¢ nowej tkanki kostnej. Na rycinie 4. przedstawiono schemat

remodelingu tkanki kostnej oraz jego gtéwne etapy.
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Rycina 4. Schemat remodelingu tkanki kostnej obejmujacy etapy aktywacji, resorpcji,
formowania i mineralizacji nowej tkanki kostnej. Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie

literatury (10-12).

W pierwszym etapie dochodzi do rekrutacji prekursoréw osteoklastow i osteoblastow do
miejsca przebudowy kosci. Po ich aktywacji, komorki te zaczynaja syntetyzowaé i
wydziela¢ czasteczki, ktore pobudzaja receptory na powierzchni osteoklastow i
preosteoklastow co prowadzi do ich réznicowania i dojrzewania. Osteoklasty ulegaja
aktywacji 1 rozpoczynaja proces resorpcji kosci polegajacy na wydzielaniu przez te
komorki enzyméw proteolitycznych degradujacych macierz kostng oraz kwasow
rozpuszczajacych jej sktadniki mineralne kosci. Po zakoficzeniu tego etapu do

zresorbowanej kosci przylacza si¢ pojedyncza warstwa osteoblastow, ktore wypetniajg
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$wiezy ubytek poprzez wydzielanie cienkiej warstwy kolagenowej macierzy kostne;.
Macierz ta ulegnie mineralizacji prowadzac do utworzenia nowej tkanki kostne;.

W procesie remodelingu biorg udziat trzy rodzaje komorek: osteoklasty, osteoblasty i
osteocyty. Osteoklasty wywodza si¢ z linii mieloidalnych komoérek macierzystych uktadu
krwiotworczego i petnig funkcje komorek kosciogubnych. Z kolei osteoblasty powstaja
z komoérek mezenchymalnych i odpowiadajg za tworzenie tkanki kostnej (11). Czg$§¢
osteoblastow ulega przemianom zaré6wno pod wzgledem morfologicznym jak i
funkcjonalnym przeksztalcajac si¢ w osteocyty- dojrzate komorki kostne zlokalizowane
w jamkach kostnych. Do ich najwazniejszych funkcji nalezy odbieranie bodzcow
mechanicznych, regulacja metabolizmu mineralnego oraz utrzymanie komunikacji z
innymi komorkami w obrgbie macierzy kostnej, co jest niezbedne do utrzymania
prawidlowej architektury kostnej (12).

Remodeling tkanki kostnej jest kluczowym procesem dla utrzymania wytrzymatosci
szkieletu oraz pozwala na utrzymaniu prawidtowej funkcji metabolicznej tkanki kostnej
(11). Proces ten umozliwia jej adaptacj¢ do zmiany obcigzen mechanicznych, zmian
hormonalnych oraz zmiennego zapotrzebowania metabolicznego organizmu. Mechanizm
ten umozliwia rowniez naprawe¢ mikrouszkodzen w strukturze kosci oraz odpowiada za
utrzymanie prawidlowej homeostazy wapniowo-fosforanowej organizmu. Kosci
stanowig rezerwuar tych pierwiastkdw, a procesy resorpcji i formowania nowej tkanki
kostnej umozliwiajg regulacje ich stgzenia w organizmie (12).

Prawidtowy remodeling ko$ci opiera na rownowadze pomig¢dzy aktywnoscig
osteoblastow 1 osteoklastow. Dynamizm przebudowy tkanki kostnej powinien
réwnowazy¢ ilo$¢ zresorbowanej przez osteoklasty kosci w celu utrzymania statej masy
kostnej 1 odpowiedniej odpornosci kosci na ztamania. Zaburzenie tej rOwnowagi moze
doprowadzi¢ do pogorszenia mikroarchitektury ko$ci 1 zmniejszenia jej masy co stanowi

podstawowy mechanizm rozwoju osteoporozy (11).

1.3.2 Regulacja remodelingu tkanki kostnej

Remodeling tkanki kostnej jest procesem $cisle regulowanym przez liczne szlaki
sygnalowe, ktore zapewniajg prawidtowa stabilno$¢ i strukturg tkanki kostnej. Obejmuja
one ztozone interakcje pomigdzy komorkami kostnymi oraz dzialanie wielu czynnikow
sygnatowych. Aktywno$¢ osteoklastow i osteoblastow kontrolowana jest przez szereg

szlakow sygnatowych, czynnikéw transkrypcyjnych oraz mediatorow hormonalnych i

20



cytokinowych, od ktorych zalezy zachowanie rownowagi pomig¢dzy procesami resorpcji
1 ko$ciotworzenia. Do najwazniejszych mechanizméw regulujacych metabolizm tkanki
kostnej nalezg szlak RANK/RANKL/OPG, odpowiadajacy przede wszystkim za
regulacje  osteoklastogenezy, szlak sygnalowy Wnt/B-kateniny kontrolujacy
réznicowanie i aktywnos¢ osteoblastow oraz czynniki transkrypcyjne, takie jak RUNX2,
odgrywajace kluczowa role w procesie osteoblastogenezy. Zaburzenia funkcjonowania
tych mechanizméw moga prowadzi¢ do zachwiania réwnowagi pomig¢dzy resorpcja a
tworzeniem kosci, co w konsekwencji sprzyja rozwojowi osteoporozy (10). Sposrod
wymienionych ukladéw regulujacych metabolizm tkanki kostnej najwicksze znaczenie

ma szlak RANK/RANKL/OPG, ktory jest kluczowym regulatorem osteoklastogenezy.

1.3.3 Szlak sygnalowy RANK/RANKL/OPG

Szlak sygnatowy RANK/RANKL/OPG jest jednym z kluczowych uktadéw regulujacych
remodeling tkanki kostnej i odgrywa istotng rol¢ w patogenezie osteoporozy. Zostal on
zidentyfikowany w latach 90. XX wieku, a jego odkrycie pozwolilo na lepsze
zrozumienie mechanizmoéw réznicowania, aktywacji oraz przezycia osteoklastow (13).
Jednoczes$nie stato si¢ podstawa do opracowania nowoczesnych lekéw antyresorpcyjnych
takich jak denosumab (10).

W szlaku tym uczestnicza trzy podstawowe czasteczki: receptor aktywujacy jadrowy
czynnik kB (RANK), jego ligand (RANKL) oraz osteoprotegeryna (OPQG).

Receptor aktywujacy jadrowy czynnik kB (RANK) jest biatkiem btonowym nalezacym
do rodziny receptoréw czynnika martwicy nowotworow (TNF). Wystepuje glownie na
powierzchni prekursorow osteoklastow oraz dojrzatych osteoklastoéw, a takze na
komorkach dendrytycznych (14). RANK pelni funkcje receptora dla ligandu RANKL, a
ich wzajemna interakcja jest niezb¢dna do rdéznicowania, aktywacji oraz przezycia
osteoklastow, regulujac w ten sposob proces resorpcji i przebudowy kosci. Po zwigzaniu
z RANKL dochodzi do uruchomienia wewnatrzkomorkowych kaskad sygnatowych
obejmujacych miedzy innymi rekrutacj¢ biatek adaptorowych TRAF (ang. TNF receptor
associated factors), aktywacje NF-kB oraz szlakow MAPK. Procesy te prowadza do
aktywacji czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzialnych za osteoklastogeneze oraz
modulacje odpowiedzi immunologicznej (15).

Osteoprotegeryna (OPG) to polipeptyd nalezacy do nadrodziny czynnikow martwicy
nowotworow, znanej rowniez jako TNFRS 11B lub czynnik hamujacy osteoklastogeneze

(OCIF, ang. osteoclastogenesis inhibitory factor) (14). Czasteczka ta jest rozpuszczalnym
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receptorem-wabikiem (ang. decoy receptor) RANKL, wytwarzany gltownie przez
osteoblasty, ktdry zapobiega tworzeniu si¢ osteoklastow 1 resorpcji koSci przez
osteoklasty poprzez hamowanie interakcji RANKL-RANK (16). Osteoprotegeryna
syntetyzowana jest w wielu rodzajach tkanek, w tym w ptucach, sercu, nerkach, watrobie,
grasicy, wezlach chtonnych, szpiku kostnym, osteoblastach, komodrkach migsni gtadkich
naczyn, limfocytach B i chondrocytach stawowych (14). Gtowna rola OPG w szlaku
metabolicznym jest wigzanie ligandu RANKL z wysokim powinowactwem, co zapobiega
interakcji z receptorem RANK na powierzchni osteoklastow. W efekcie dochodzi do
zahamowania osteoklastogenezy oraz resorpcji kosci, co sprawia, ze osteoprotegeryna
petni funkcj¢ negatywnego regulatora obrotu kostnego (15).

Aktywacja szlaku RANK/RANKL/OPG poprzedzona jest dziataniem czynnika
stymulujacego tworzenie kolonii makrofagéw (M-CSF, ang. macrophage colony-
stimulating factor), ktory produkowany jest gldwnie przez osteocyty oraz osteoblasty.
Czynnik ten stymuluje ekspresj¢ receptora RANK na powierzchni prekursorow
osteoklastow, co umozliwia ich dalsze rdéznicowanie i dojrzewanie pod wplywem
RANKL. Zwigzanie RANKL z receptorem RANK prowadzi do uruchomienia kaskady
sygnatowe] obejmujacej m. in. czgsteczki TRAF6, NF-xB oraz c-Fos, co skutkuje
aktywacja kluczowego czynnika transkrypcyjnego NFATcl odpowiedzialnego za
ekspresje genow osteoklastow (4).

RANKL moze by¢ wytwarzany przez rézne typy komodrek, w tym osteoblasty, osteocyty
oraz chondrocyty, jednak to osteocyty —jako komorki wyczuwajace zmiany mechaniczne
oraz mikrouszkodzenia w obrebie macierzy kostnej — odgrywaja szczegoélnie istotng role
w inicjacji przebudowy kosci. W odpowiedzi na zmiany w obcigzeniu mechanicznym
osteocyty zwiekszaja produkcje RANKL, co prowadzi do nasilenia osteoklastogenezy
(17,18).

Aktywnos¢ szlaku RANK/RANKL/OPG podlega rowniez regulacji przez liczne czynniki
hormonalne i prozapalne. Do czynnikéw zwigkszajacych ekspresj¢ osteoprotegeryny
naleza estrogeny oraz biatko morfogenetyczne kosci-2 (BMP-2), ktéore hamuja
osteoklastogeneze. Z kolei takie czynniki jak aktywna posta¢ witaminy Ds
(1,25(0OH):Ds), parathormon (PTH), biatko pokrewne parathormonowi (PTHrP),
interleukina-1 (IL-1) oraz czynnik martwicy nowotworu o (TNF-a) stymuluja produkcje
RANKL, nasilajac proces resorpcji kosci. Szczegdlne znaczenie ma spadek stezenia
estrogendw obserwowany u kobiet po menopauzie, ktory prowadzi do zwickszonej

produkcji cytokin proresorpcyjnych oraz przewagi RANKL nad OPG. W konsekwencji
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dochodzi do zwigkszonej aktywno$ci osteoklastow 1 utraty masy kostnej. Wykazano
réwniez, ze u kobiet po menopauzie poziom RANKL w limfocytach i szpiku kostnym
jest wyzszy niz u kobiet przed menopauza lub stosujacych hormonalng terapi¢ zastgpcza
(19).

Na Rycinie 5. Przedstawiono schemat przedstawiajacy wplyw wyzej wymienionych

czasteczek na szlak sygnatowy RANK/RANKL/OPG.
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Rycina 5. Czynniki wplywajace na szlak sygnalowy RANK/RANKL/OPG. Estrogen i bialko
morfogeniczne kosci-2 (BMP-2, ang. bone morphogenic protein-2) indukujgq ekspresje
osteoprotegeryny (OPG), podczas gdy 1,25(0OH); witamina D3, PTH, PTHrp, IL-1 oraz TNF-a
(nowotworowy czynnik martwicy o, ang. Tumor necrosis factor a) indukuje wytwarzanie
RANKL. OPG jest receptorem z powinowactwem do RANKL i blokuje jego wiazanie do RANK.
Stosunek RANKL do OPG okresla tempo osteoklastogenezy. Opracowanie wlasne wg Kenkre,
2018 (4).

Podsumowujac, zaburzenie rownowagi pomiedzy OPG a RANKL przyczynia si¢ do
zwigkszanie aktywnosci osteoklastow i resorpcji kosci, co stanowi jedne z podstawowych
patomechanizmdw osteoporozy.

W ostatnich latach ro$nie zainteresowanie genetycznymi aspektami funkcjonowania tego
uktadu, w tym analizg polimorfizméw genéw RANK i RANKL jako potencjalnych
markeréow ryzyka osteoporozy. Jednym z najcze$ciej badanych wariantéw jest
polimorfizm 575C>T w genie RANK (rs1805034), ktory powoduje substytucje waliny
na alaning w kodonie 192 w eksonie 6. Wyniki badan dotyczacych wptywu tego
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polimorfizmu na gesto$¢ mineralng kosci (BMD) sa jednak niejednoznaczne — czesé
autorow wskazuje na brak istotnego wptywu tej zmiany na BMD, podczas gdy inne
badania sugeruja mozliwy zwiazek z osteoporoza (20, 21).

Innym interesujgcym wariantem genetycznym jest polimorfizm —643C>T w regionie
promotorowym genu RANKL. Zidentyfikowane zmiany w regionie promotora i 5-UTR
moga wpltywaé na poziom ekspresji RANKL i by¢ zwigzane z obnizong gestoscia
mineralng ko$ci oraz zwigkszonym ryzykiem ztaman niskoenergetycznych. Badania
przeprowadzone przez Mencej i wsp. wykazaly, ze polimorfizmy te zwigkszaja
aktywno$¢ transkrypcyjng genu RANKL, co moze prowadzi¢ do nadprodukcji biatka i
zaburzenia rownowagi pomi¢dzy RANKL a OPG, sprzyjajac rozwojowi osteoporozy (22,
23).

Konieczne s3 jednak dalsze badania w celu potwierdzenia wptywu tych wariantow na
metabolizm tkanki kostnej oraz ich potencjalnej przydatnosci w diagnostyce

molekularnej osteoporozy.

1.4 Czynniki zwigkszajace ryzyko rozwoju osteoporozy

Istnieje wiele czynnikow, ktore moga powodowaé zwigkszone ryzyko rozwoju
osteoporozy. Ich dzialanie moze w sposob samodzielny lub synergistyczny doprowadzié¢
do spadku gestosci kosci. Czynniki ryzyka mozna podzieli¢ na niemodyfikowalne,
niezalezne od czlowieka oraz modyfikowalne, zwigzane ze stylem Zycia, chorobami
wspotwystepujacymi oraz dieta (1, 24, 25).

Do czynnikow niemodyfikowalnych naleza wiek, ple¢, grupa etniczna oraz
predyspozycje genetyczne. Osteoporoza, dotyka cztery razy czegsciej kobiet niz mezczyzn
i dotyczy ona najczg$ciej kobiet rasy bialej i Azjatek (1). Istotng role w patogenezie
osteoporozy odgrywaja takze czynniki genetyczne, ktore wplywaja na gestos¢ mineralng
kosci oraz podatno$¢ na ztamania. Dotychczas zidentyfikowano 150 genow, ktére moga
by¢ zwigzane ze zwigkszonym metabolizmem kostnym i1 zwigkszonym ryzykiem
osteoporozy.

Do czynnikéw modyfikowalnych, na ktére cztowiek ma czesciowy wplyw zalicza sig:
mas¢ ciata, choroby wspolistniejace oraz stosowane leczenie farmakologiczne. Badania
wykazaly, ze u kobiet po menopauzie z osteoporoza, wraz ze wzrostem BMI wzrasta
réwniez gestos¢ mineralna kosci. Stwierdzono réwniez, ze wyzsze wartosci BMI maja

ochronny wptyw tkanki tluszczowej na warto§¢ BMD. Nalezy podkresli¢ jednak, ze
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nadwaga i otyto§¢ moga nasila¢ osteoporoze u kobiet w wieku postmenopauzalnym (26).
Istotny wptyw na gesto$¢ mineralng kosci majg takze choroby wspdtistniejace, w tym
choroby endokrynologiczne (nadczynno$¢ przytarczyc, kory nadnerczy, tarczycy,
cukrzyca, jadlowstret psychiczny), gastroenterologiczne (zaburzenia trawienia, resekcje
zoladka 1 jelit, zespoty zlego wchianiania), zaburzenia czynno$ciowe nerek, choroby
tkanki tacznej, uktadu oddechowego czy tez hematologiczne. Ryzyko wystapienia
osteoporozy wtornej moze by¢ spowodowane spowodowaé zazywaniem niektorych
lekow, np. glikokortykosteroidow, hormondéw tarczycy, tetracyklin lub lekow
moczopednych (1).

Do istotnych czynnikéw wplywajacych na ryzyko naleza dieta oraz aktywnos$¢
fizyczna. Dieta bardzo wplywa na jako$¢ kosci. Kluczowa role odgrywa podaz substancji
odzywczych, szczegodlnie wapnia, witaminy D3 oraz biatka, ktore pomagaja utrzymacé
prawidtowa strukture i mineralizacje kosci (24). W okresie intensywnego wzrostu
zapotrzebowanie na wapn wynosi okoto 1500 mg/ dzien, natomiast u osob dorostych
warto$¢ miesci si¢ w zakresie 1000 a 1200 mg na dobe (27). W przypadku spadku st¢zenia
wapnia w surowicy uruchamiajg si¢ tzw. procesy wyroOwnawcze polegajace na
zwigkszeniu syntezy aktywnej witaminy D3 oraz parathormonu (PTH). Odpowiadaja one
za utrzymanie prawidtowego poziomu wapnia. Witamina D3 zwigksza wchianianie tego
pierwiastka z przewodu pokarmowego, natomiast parathormon mobilizuje wapn z kosci
1 powoduje jego reabsorpcje w nerkach. Diugotrwaly niedobor wapnia moze powodowaé
nadmierne wydzielanie tego hormonu co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do
zmniejszenia gestosci mineralnej kosci. Witamina D3 ma duzy wplyw na regulacje
gospodarki wapniowo-fosforanowej. Utlatwia ona wchtanianie wapnia dziatajac
bezposrednio na komoérki kostne, co umozliwia prawidlowa mineralizacje (27).
Przyjmuje si¢, ze dawka witaminy D3 jaka powinni przyjmowaé mieszkancy Europy
Srodkowowschodniej wynosi 800-1000 j.m. / dobe (24).

Istotne dla prawidtowego rozwoju i funkcjonowania szkieletu jest rowniez podaz biatka.
Nalezy jednak zachowaé ostrozno$¢, jesli chodzi o jego ilos¢, bowiem zbyt duze jego
stezenie w surowicy krwi powoduje obnizenie pH ptynéw ustrojowych, co z kolei moze
doprowadzi¢ do mobilizacji wodoroweglandw, m.in. z kosci, w celu jego
zneutralizowania. W procesach metabolizmu kostnego biorg réwniez witaminy A, B6, C
oraz K, a takze pierwiastki: fluor, cynk, magnez, potas oraz chrom, dlatego rowniez one
powinny znalez¢ si¢ w diecie. Sa one niezb¢dne do prawidtowego funkcjonowania

enzymow 1 prawidtowej produkcji kolagenu- podstawowego biatka macierzy kostne;.
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Niektore sktadniki diety moga wptywac negatywnie na metabolizm kostny. Nadmierne
spozycie sodu oraz fosforanow zwigksza wydalanie wapnia wraz z moczem (kalcurig¢),
co moze spowodowaé zmniejszenie st¢zenia wapnia w surowicy. Podobny efekt moze
powodowaé nadmierne spozycie kawy kofeinowej, ktora nasila wydalanie wapnia z
organizmu.

Istotnym elementem profilaktyki osteoporozy jest réwniez codzienna aktywno$é¢
fizyczna. Obcigzenie mechaniczne kosci zwigksza aktywno$¢ osteoblastow 1 sprzyja
procesom kosciotworzenia. Odpowiednia aktywnos¢ fizyczna sprzyja wytrzymatosci i

odpornosci ko$ci na urazy (27).

1.5 Manifestacje kliniczne 1 powiktania osteoporozy

Jednym z najwiekszych wyzwan w diagnostyce osteoporozy jest poczatkowy brak
objawow klinicznych. Choroba moze rozwija¢ si¢ bez wyraznych symptomow, co
sprawia, ze czgsto nie zostaje rozpoznana przez wiele lat. Zmiany w strukturze kostnej
postepuja stopniowo i nie powoduja dolegliwosci az do wystapienia ztaman (28). W
wielu przypadkach pierwszym objawem klinicznym jest dopiero ztamanie
osteoporotyczne, ktore moze pojawi¢ si¢ w wyniku niewielkiego urazu lub codziennych
czynnos$ci. Brak specyficznych objawdw sprawia, ze osteoporoza jest diagnozowana
dopiero na podstawie zaawansowanych zmian kostnych (29).

Najczestsza manifestacja osteoporozy sa tzw. ztamania niskoenergetyczne, okres§lane
réwniez jako ztamania osteoporotyczne. Powstajag one w wyniku dziatania niewielkiej
sily urazu, ktéra u osoby z prawidtowa strukturg kostng nie doprowadzitaby do ztamania
Do takich sytuacji zalicza si¢ m.in. upadek z wysoko$ci wlasnego ciala lub uraz o
prawdopodobnie niewielkiej energii (29-31). Do charakterystycznych lokalizacji dla
ztaman osteoporotycznych nalezg kregostup, blizszy koniec kosci udowej oraz blizszy
koniec kosci promieniowej. Najczgstsze. Miejsca zlaman osteoporotycznych oraz réznice

w strukturze ko$ci prawidtowej i1 osteoporotycznej przedstawiono na Rycinie 6.
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Rycina 6. Typowe lokalizacje ztaman osteoporotycznych oraz zestawianie ko$ci o prawidlowej

strukturze i ko$ci osteoporotycznej. Opracowanie wlasne na podstawie Voelker R. (32)

Do najczestszych powiktan ztaman osteoporotycznych nalezg ztamania koSci
promieniowej typu Collesa, czyli zlamanie dalszej nasady ko$ci promieniowej
powstajace w wyniku upadku na najczegsciej wyprostowang konczyne gorng. Ztamanie to
jest jedng z pierwszych manifestacji u kobiet. Kolejng istotng lokalizacja jest blizszy
koniec kosci udowej, ktory nalezy do jednych najpowazniejszych powiktan. Wystepuja
one u 0sob starszych i sg nastepstwem upadku z wysoko$ci wlasnego ciata. Ztamania te
majg istotne znaczenie, poniewaz moga doprowadzi¢ do spadku sprawnosci ruchowe;j,
koniecznosci leczenia operacyjnego i obnizenia jako$ci zycia pacjentek po menopauzie
(29,30).

Do czestych lokalizacji ztaman osteoporotycznych naleza rowniez zlamania kompresyjne
kregow kregostupa, szczegdlnie w odcinku piersiowym i ledzwiowym kregostupa (Th4-
L5) (1). Ztamania te moga wystgpowa¢ nawet bez wyraznego urazu lub podczas
wykonywania codziennych czynno$ci. W wielu przypadkach prowadza do stopniowego
zmniejszenia wysokos$ci trzondw kregowych, co skutkuje obnizeniem wzrostu pacjenta.
Charakterystycznym objawem zaawansowanej osteoporozy jest takze rozwdj kifozy
piersiowej, okreslanej potocznie jako ,,wdowi garb” (30,31). Ztamania kregoéw moga
ponadto powodowac przewlekty bol plecow oraz prowadzi¢ do ograniczenia sprawnosci

ruchowej i znacznego pogorszenia jakosci zycia pacjentéw (29).

27



Warto podkresli¢, ze wystapienie pierwszego ztamania osteoporotycznego zwigksza
ryzyko kolejnych ztaman. Szacuje si¢, ze po pierwszym ztamaniu ryzyko wystapienia
nastepnego wrasta od 2 do nawet 10 razy. Ryzyko ztamania blizszego kofica kosci udowe;j
zwigksza si¢ okoto dwukrotnie po ztamaniu kosci promieniowej, 2,5-krotnie po ztamaniu
kregostupa oraz nawet szesciokrotnie po wezesniejszym zlamaniu blizszego konca kosci

udowe;j (30).

1.6 Diagnostyka osteoporozy

Rozpoznanie osteoporozy jest procesem wieloetapowym, ktéry obejmuje oceng
ryzyka ztaman, badania obrazowe oraz laboratoryjne. Wczesna identyfikacja ryzyka
umozliwia wprowadzenie wczesnych dzialan profilaktycznych i terapeutycznych, co
pozwala zmniejszy¢ ryzyko ztaman osteoporotycznych. W diagnostyce wykorzystuje si¢
zarowno ocen¢ kliniczng, narzedzia oceny ryzyka ztaman, jak 1 badania

densytometryczne i laboratoryjne.

1.6.1 Ocena kliniczna i czynniki ryzyka

Ocena kliniczna ryzyka zlaman i wysunigcie podejrzenia osteoporozy wymaga
doktadnego przeprowadzenia badania przedmiotowego i podmiotowego. Wczesna
identyfikacja chorych =zagrozonych =zlamaniem pozwala na szybkie wdrozenie
profilaktyki i dalszej diagnostyki.

Rozpoznanie osteoporozy przebiega zazwyczaj dwuetapowo. W pierwszym etapie lekarz,
najczesciej lekarz podstawowej opieki zdrowotnej, dokonuje wstepnej oceny ryzyka
ztaman oraz identyfikuje pacjentow wymagajacych dalszej opieki specjalistycznej (33).
W ocenie tej uwzglednia si¢ podstawowe dane kliniczne, takie jak wiek i ple¢ pacjenta,
wystgpienie zlaman niskoenergetycznych w wywiadzie oraz obecno$¢ chordb
wspotistniejacych mogacych wptywaé na metabolizm tkanki kostne;.

Istotnym elementem oceny klinicznej jest szczegdtowy wywiad lekarski. Powinien on
obejmowa¢ informacje dotyczace przebytych ztaman niskoenergetycznych,
wystepowania osteoporozy lub ztaman szyjki kosci udowej u cztonkow rodziny, a takze
obecnosci chordéb przewleklych mogacych wplywa¢ na metabolizm kostny. Nalezy
réwniez uwzgledni¢ stosowanie lekow, ktore moga prowadzi¢ do zmniejszenia ggstosci
mineralnej kosci, takich jak glikokortykosteroidy, leki przeciwpadaczkowe czy heparyny

(28). Do istotnych czynnikow ryzyka naleza takze niska masa ciata (BMI < 18 kg/m?),
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stosowanie uzywek oraz wystapienie chirurgicznej, farmakologicznej lub przedwczesne;j
menopauzy. W przypadku kobiet szczegdlng uwage nalezy zwrdcic¢ na okres menopauzy,
ktory wiaze si¢ ze spadkiem stgzenia estrogendw i1 przyspieszong utrata masy kostnej (33—
36).

W badaniu przedmiotowym nalezy zwroci¢ uwage na budowe, postawe ciata i
ewentualne deformacje  krggostupa.  Charakterystycznym  objawem  ztaman
osteoporotycznych kregostupa jest ubytek wzrostu wynikajacy ze ztaman kompresyjnych
trzonéw. Ubytek przekraczajacy 4 cm w stosunku do wzrostu maksymalnego moze
sugerowa¢ zlamanie. Nalezy rowniez oceni¢ sil¢ mig¢$niowa, przeprowadzi¢ oceng
rownowagi oraz oceni¢ ryzyko upadkéw, ktore stanowig gtowng przyczyne zlaman
osteoporotycznych (35).

Wstegpna ocena kliniczna pozwala na identyfikacj¢ pacjentdow wymagajacych
poglebionej diagnostyki w kierunku osteoporozy. Na jej podstawie podejmowana jest
decyzja o dalszym postgpowaniu diagnostycznym, obejmujacym m.in. ocen¢ ryzyka
ztaman przy uzyciu narzedzi prognostycznych oraz wykonanie badan obrazowych i

laboratoryjnych.
1.6.2 Kalkulator FRAX w ocenie ryzyka ztaman

Kolejnym etapem oceny klinicznej i diagnostyki osteoporozy jest oszacowanie
10-letniego ryzyka ztaman osteoporotycznych. Do tego celu wykorzystuje si¢ kalkulator
FRAX (ang. Fracture Risk Assessment Tool), ktory jest skomputeryzowanym
algorytmem opracowanym w celu oceny indywidualnego ryzyka ztaman. Narze¢dzie to
zostalo zatwierdzone do tego celu przez Swiatowa Organizacje Zdrowia w 2008 roku
(37).

Kalkulator FRAX umozliwia oszacowanie 10-letniego prawdopodobienstwa wystapienia
glownych zlaman osteoporotycznych oraz zlamania blizszego konca kosci udowe;.
Gltéwnymi lokalizacjami ztaman osteoporotycznych sg ztamania kregostupa, blizszego
konca kosci udowej, blizszego konca kosci ramiennej oraz dalszego konca kosci
promieniowej. Narzedzie to moze by¢ stosowane zaréwno z uwzglednieniem wartosci
gestosci mineralnej kosci (BMD), jak i bez niej, co umozliwia oceng ryzyka nawet w
sytuacji braku badania densytometrycznego. Zastosowanie kalkulatora FRAX w praktyce
klinicznej pozwala na identyfikacje¢ pacjentow znajdujacych si¢ w grupie zwigkszonego
ryzyka  zlaman  osteoporotycznych  jeszcze przed wykonaniem  badania

densytometrycznego.
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Algorytm FRAX uwzglednia zestaw klinicznych czynnikdéw ryzyka ztaman, takich jak:
wiek, pte¢, masa ciala, wzrost, wystepowanie ztaman blizszego konca kosci udowej u
rodzicow, palenie tytoniu, spozywanie alkoholu, stosowanie glikokortykosteroidow w
przesztosci lub obecnie, reumatoidalne zapalenie stawow oraz obecno$¢ chorob
mogacych prowadzi¢ do wtornej osteoporozy (38). Na Rycinie 7. przedstawiono schemat

oceny ryzyka ztaman osteoporotycznych z uzyciem kalkulatora FRAX.

Ocena kliniczna pacjenta

!

Kalkulator FRAX — obliczenie 10-letniego ryzyka ztaman

!

[ Interpretacja wyniku
Wynik FRAX Postepowanie
Niskie ryzyko profilaktyka, kontrola czynnikéw ryzyka
Umiarkowane ryzyko dalsza diagnostyka
Ryzyko >10% lub > 3% diagnostyka + rozwazenie leczenia
zlamania szyjki kosci udowej

!

Dalsza diagnostyka (np. badanie densytometryczne DXA)

Rycina 7. Schemat oceny ryzyka zlaman osteoporotycznych z wykorzystaniem kalkulatora
FRAX. Ryzyko przekraczajace 10% w zakresie glownych zlaman osteoporotycznych lub 3% w
odniesieniu do zlamania koSci szyjki udowej stanowi wskazanie do dalszej diagnostyki i
wdrozenia leczenia. Opracowano na podstawie Gluszko P. i wsp. (2023) oraz Schini M. i wsp.
(2024) (35, 38).

Uzyskany wynik pozwala na zakwalifikowanie pacjenta do odpowiedniej grupy ryzyka

ztaman. Przyjmuje si¢, ze ryzyko przekraczajace 10% w zakresie gldéwnych ztaman

osteoporotycznych lub powyzej 3% w odniesieniu do ztamania szyjki kosci udowe;j
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stanowi wskazanie do dalszej diagnostyki lub wdrozenia interwencji terapeutycznej, w
tym leczenia farmakologicznego (35).

Pomimo szerokiego zastosowania w praktyce klinicznej kalkulator FRAX posiada
rébwniez pewne ograniczenia. Jednym z najczg¢éciej wskazywanych problemow jest
ograniczona liczba uwzglednianych czynnikéw ryzyka oraz ich binarny charakter,
poniewaz w wigkszosci przypadkéw narzedzie uwzglednia jedynie odpowiedzi ,,tak” lub
,hie”. W konsekwencji niektore czynniki zalezne od liczby lub dawki nie s3 w petni
odzwierciedlone w algorytmie. Dotyczy to migdzy innymi liczby przebytych ztaman,
ilo$ci spozywanego alkoholu czy dawki stosowanych glikokortykosteroidéw. Do innych
ograniczen nalezy brak uwzglednienia gesto$ci mineralnej kosci w obrebie kregostupa
ledzwiowego oraz brak oceny wlasciwosci strukturalnych i materialowych tkanki kostne;.
W literaturze naukowej podejmowano proby modyfikacji wynikow FRAX w celu
ograniczenia tych niedoskonatosci. W niektérych badaniach zaproponowano
arytmetyczne korekty uzyskanych warto$ci ryzyka, ktore uwzglednialy dodatkowe
czynniki kliniczne. Przykladem moze by¢ uwzglednienie liczby upadkéw w ciggu
ostatniego roku poprzez zastosowanie odpowiednich wspotczynnikéw korygujacych
prawdopodobienstwo ztaman. Nalezy rowniez podkresli¢, ze algorytm FRAX zostat
skalibrowany dla poszczegélnych populacji na podstawie czesto$ci zlaman oraz
$miertelnosci w danym kraju (37,38).

Narzedzie to przeznaczone jest przede wszystkim dla kobiet po menopauzie oraz
mezezyzn w wieku powyzej 50 lat 1 nie jest zalecane do stosowania u mtodszych
dorostych ani u dzieci. Ponadto kalkulator FRAX nie zostat zwalidowany u pacjentow,
ktorzy sa aktualnie leczeni farmakologicznie z powodu osteoporozy lub byli leczeni w
przesztosci. W takich przypadkach interpretacja uzyskanego wyniku powinna
uwzglednia¢ indywidualng oceng kliniczng pacjenta (37).

W przypadku stwierdzenia podwyzszonego ryzyka zlaman konieczne jest
przeprowadzenie dalszej diagnostyki, ktérej kluczowym elementem jest wykonanie
badania densytometrycznego metoda dwuwigzkowej absorpcjometrii rentgenowskiej
(DXA, ang. Dual Energy X-ray Absorptiometry). W kolejnym etapie postgpowania
diagnostycznego przeprowadza si¢ diagnostyke rdznicows, identyfikuje wszystkie

czynniki ryzyka oraz prowadzi edukacje¢ pacjenta w zakresie ich modyfikacji (33).
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1.6.3 Badania obrazowe w osteoporozie.

Badania obrazowe stanowig istotny element diagnostyki osteoporozy oraz jej
powiklan w postaci ztaman niskoenergetycznych. Umozliwiaja one identyfikacj¢ ztaman
osteoporotycznych oraz ocen¢ zmian strukturalnych w obrgbie uktadu kostnego.
Podstawowym badaniem obrazowym stosowanym w diagnostyce urazow uktadu
kostnego jest konwencjonalne badanie radiograficzne (RTG). Jest to metoda powszechnie
dostgpna 1 szeroko stosowana w praktyce klinicznej, niewymagajaca specjalnego
przygotowania pacjenta. Standardowo zdjecia rentgenowskie wykonuje si¢ w dwoch
projekcjach prostopadtych do siebie. W przypadku kosci dlugich zaleca si¢, aby na
zdjeciach uwidoczniony byt przynajmniej jeden sasiadujacy staw, co umozliwia
identyfikacj¢ ewentualnych zwichni¢¢ lub podwichnig¢ towarzyszacych ztamaniom. W
razie potrzeby mozliwe jest wykonanie zdje¢ celowanych, pozwalajacych na
doktadniejsza ocen¢ fragmentu kosci, w ktorym podejrzewa si¢ obecno$¢ zmian
patologicznych (39). Radiografia konwencjonalna cechuje si¢ jednak stosunkowo niska
czuto$cia w wykrywaniu wczesnych zmian osteoporotycznych, poniewaz cechy
zmniejszonej gestosci mineralnej kosci staja si¢ widoczne dopiero przy znacznej utracie
masy kostnej. W przypadku utrzymujacego si¢ podejrzenia zlamania mimo
prawidlowego obrazu w badaniu RTG zaleca si¢ powtorzenie badania radiologicznego
po kilku dniach (40,41).

W diagnostyce roznicowej zlaman osteoporotycznych kregostupa nalezy
uwzgledni¢ mozliwos¢ wystepowania innych chordb, takich jak szpiczak mnogi. W
przypadku pojedynczych zmian ogniskowych w kosciach konieczne jest rowniez
wykluczenie zmian nowotworowych lub innych schorzen. W sytuacjach, gdy lokalizacja
ztamania jest trudna do okre$lenia w badaniu RTG lub istnieje podejrzenie zmian
wieloogniskowych, pomocna moze by¢ scyntygrafia kosci. Badanie to polega na
dozylnym podaniu radiofarmaceutyku zawierajacego dwufosfoniany znakowane
technetem-99m, ktore gromadza si¢ w miejscach zwigkszonego metabolizmu kostnego.
Dzigki temu mozliwe jest uwidocznienie ognisk przebudowy kostnej oraz identyfikacja
zmian niewidocznych w konwencjonalnym badaniu radiologicznym (39). Scyntygrafia
moze by¢ wykonywana jako badanie calego ciala, co umozliwia wykrycie zlaman
osteoporotycznych lub innych zmian kostnych, ktére nie byly wczesniej podejrzewane
klinicznie lub nie s3 widoczne w badaniu radiograficznym (42). W diagnostyce

réznicowej ztaman kompresyjnych kregostupa zastosowanie znajduja roéwniez
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tomografia komputerowa (CT) oraz rezonans magnetyczny (MRI). Metody te
charakteryzuja si¢ wigksza swoisto$cig niz radiografia w rdéznicowaniu zlaman
osteoporotycznych i zmian nowotworowych. Tomografia komputerowa umozliwia
doktadng oceng¢ architektury kostnej oraz deformacji ptytek granicznych trzonow
kregowych. Rezonans magnetyczny pozwala natomiast na ocen¢ zmian w obrebie szpiku
kostnego oraz wykrycie obrzgku szpiku charakterystycznego dla $wiezych zlaman.
Metoda ta jest szczegdlnie przydatna w roznicowaniu ztaman osteoporotycznych ze
ztamaniami patologicznymi o etiologii nowotworowej poprzez ocen¢ stopnia zaj¢cia
szpiku kostnego (42).

Ze wzgledu na ograniczong czutos¢ konwencjonalnych metod obrazowania w ocenie
wczesnych zmian osteoporotycznych szczegodlne znaczenie w diagnostyce choroby ma

iloS§ciowa ocena gestosci mineralnej kosci wykonywana metoda densytometrii DXA.

1.6.3.1 Densytometria DXA

Podstawowa metoda stosowana w diagnostyce osteoporozy jest densytometria
metoda dwuwigzkowej absorpcjometrii promieniowania rentgenowskiego (DXA,
ang. Dual-energy X-ray Absorptiometry). Badanie to umozliwia ilosciowa oceng¢ gestosci
mineralnej kosci (BMD, ang. Bone Mineral Density). Pomiar densytometryczny
wykonywany jest najczesciej w obrebie odcinka ledzwiowego kregostupa (L1-L4) oraz
blizszego konca kosci udowej u pacjenta lezacego w pozycji na plecach na stole
densytometru. Analiza wynikéw odbywa si¢ z wykorzystaniem specjalistycznego
oprogramowania, ktore poréwnuje uzyskane wartosci gestosci mineralnej kosci z
warto$ciami referencyjnymi dla populacji. Wyniki badania przedstawiane sag w postaci
warto$ci bezwzglednych BMD oraz wskaznikéw T-score i Z-score. Wskaznik T-score
okresla odchylenie wyniku pacjenta od $redniej wartosci dla mtodej, zdrowej populacji
referencyjnej, natomiast Z-score odnosi wynik do populacji dobranej pod wzgledem
wieku 1 plci. Pomiar densytometryczny obejmuje zazwyczaj oceng takich obszarow
anatomicznych jak szyjka ko$ci udowej, kretarz wigkszy oraz okolica migdzykretarzowa,
a takze $rednig warto$¢ dla blizszego konca kosci udowej (39).
Mimo ze densytometria metodag DXA jest uznawana za zloty standard w diagnostyce
osteoporozy, metoda ta posiada réwniez pewne ograniczenia. Pomiar BMD wykonywany
w badaniu DXA ma charakter dwuwymiarowy i nie pozwala na bezposrednie
rozroznienie ko$ci korowej i beleczkowej. Na wynik badania mogg wplywaé takze

zmiany zwyrodnieniowe krggostupa, osteofity lub zwapnienia w obrgbie tkanek
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migkkich, co moze prowadzi¢ do zawyzenia warto§ci BMD. Nalezy rowniez podkreslic,
7ze gesto$¢ mineralna kosci stanowi jedynie jeden z czynnikéw determinujacych

wytrzymato$¢ kosci 1 nie odzwierciedla w pelni jej wlasciwosci strukturalnych (43).

1.6.4 Kryteria rozpoznania osteoporozy

Densytometryczne kryteria rozpoznawania osteoporozy zostaly opracowane przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) i opieraja si¢ na pomiarze gestosci mineralnej
kosci metoda DXA. Rozpoznanie osteoporozy u kobiet po menopauzie oraz u m¢zczyzn
powyzej 50. roku zycia ustala si¢ na podstawie wartosci wskaznika T-score wyrazonego
jako liczba odchylen standardowych od szczytowej masy kostnej mlodej populacji
referencyjne;.

U dzieci, mtodziezy oraz mtodych dorostych interpretacja wynikéw densytometrycznych
opiera si¢ na warto$ci wskaznika Z-score, ktory okresla odchylenie gesto$ci mineralnej
kosci od $redniej wartosci dla populacji dobranej pod wzgledem wieku i pftci.

Zgodnie z kryteriami WHO wyroznia si¢ kilka kategorii diagnostycznych opartych na
warto$ci wskaznika T-score. Osteopenia oznacza niewielkie obnizenie gestosci
mineralnej ko$ci 1 stanowi czynnik ryzyka rozwoju osteoporozy. Rozpoznanie
osteoporozy stawia si¢ w przypadku wartosci T-score rownej lub nizszej niz —2,5
odchylenia standardowego (44).

Kryteria ustalone przez WHO zostaty pokazane w tabeli ponizej (Tabela 1.)

Tabela 1. Kryteria rozpoznania osteoporozy wg WHO (44).

Kryteria rozpoznania osteoporozy

Rozpoznanie Warto$¢ T-score (SD)

Prawidlowa gesto$¢ mineralna kosci -1 1 powyzej

Osteopenia -1do-2,5

Osteoporoza -2,5 i ponizej

Osteoporoza zaawansowana -2,5 1 ponizej oraz  zlamanie
osteoporotyczne

Wspotczesna diagnostyka osteoporozy opiera si¢ jednak nie tylko na ocenie
gestosci  mineralnej kosci, lecz uwzglednia réwniez inne czynniki kliniczne

wplywajacych na ryzyko ztaman. W praktyce klinicznej uwzglednia si¢ tacznie warto$¢
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wskaznika T-score, obecno$¢ przebytych ztaman niskoenergetycznych oraz wynik oceny
10-letniego ryzyka ztaman obliczany z wykorzystaniem kalkulatora FRAX. Potaczenie
tych parametréw pozwala na zakwalifikowanie pacjenta do odpowiedniej kategorii
ryzyka ztaman osteoporotycznych oraz podjecie decyzji dotyczacej dalszego
postgpowania diagnostycznego 1 terapeutycznego. Schemat oceny ryzyka ztaman

przedstawiono na Rycinie 8.

BARDZ0 WYSOKIE RYZYKO

WYSOKIE RYZYKO

SREDNIE / NISKIE RYZYKO

Co najmniej jedno z:

Swieze Zamanie niskoenergetyczne
w lokalizacji gléwnej w okresie
< 1 roku u osoby z T-score < -1,0

lub
Liczne zlamania gléwne (= 2)

lub
Zlamanie podczas przewleklego
podawania niektérych lekow,

Co najmniej jedno z:

Przebyte lamanie niskoenergetyczne
w lokalizacji gléwnej w okresie
ostatnich 2 lat

lub
T-score < -2,5

Vlub
FRAX 10-15% dla ztaman gléwnych
lub dla BBKU 3-4,5%

Jesli obecne:

Wiek: pomenopauzalny
Bez Zlaman

|
T-score > -2,5

lub
FRAX 5~ < 10% $rednie ryzyko
FRAX < 5% niskie ryzyko

np. glikokortykosteroidéw,
inhibitoréw aromatazy i innych

Vlub
Niski T-score < =3,0

Vlub
FRAX > 15% dla Zlaman gléwnych
lub dla BKKU > 4,5%

Rycina 8. Kryteria oceny ryzyka zlaman osteoporotycznych u os6b powyzej 50. roku zycia na
podstawie T-score, obecno$ci zlaman niskoenergetycznych oraz kalkulatora FRAX. BKKU-
blizszy koniec kosci udowej (35).

Okreslenie kategorii ryzyka ztaman osteoporotycznych ma istotne znaczenie dla
dalszego postgpowania klinicznego. U pacjentdw z niskim lub umiarkowanym ryzykiem
zaleca si¢ przede wszystkim dzialania profilaktyczne, obejmujace modyfikacje stylu
zycia, odpowiednig podaz wapnia 1 witaminy D oraz zwigkszenie aktywnosci fizyczne;.
Natomiast pacjentow zakwalifikowanych do grupy wysokiego lub bardzo wysokiego
ryzyka ztaman konieczne moze by¢ wdrozenie leczenia farmakologicznego oraz

regularne monitorowanie gesto$ci mineralnej kosci (35).
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1.7 Badania laboratoryjne w diagnostyce roznicowej osteoporozy.

1.7.1 Markery biochemiczne

Poza badaniem densytometrycznym w diagnostyce osteoporozy wykorzystuje si¢
réwniez oznaczenia biochemicznych markeréw obrotu kostnego we krwi lub moczu.
Markery te odzwierciedlaja aktualng aktywno$¢ proceséw resorpcji i kosciotworzenia
zachodzacych w obrebie tkanki kostnej. Na podstawie ich charakterystyki mozna je
podzieli¢ na dwie gtowne grupy: markery ko$ciotworzenia oraz markery resorpcji
kostnej.

Do markeréw kosSciotworzenia zalicza si¢ m.in. frakcje kostng fosfatazy alkaliczne;j

(bALP), osteokalcyne (OC), C-koncowy propeptyd prokolagenu typu I (P1CP) oraz N-
koncowy propeptyd prokolagenu typu I (PINP). W przesztosci w diagnostyce najczgsciej
wykorzystywano bALP oraz osteokalcyng, jednak ze wzgledu na ich ograniczong
stabilno$¢ oraz duza zmienno$¢ dobowa stopniowo zaczeto zastepowacé je bardziej
wiarygodnymi markerami.
Obecnie za referencyjny marker syntezy kosci uznaje si¢ N-koncowy propeptyd
prokolagenu typu I (PINP), ktory zostat wskazany przez International Osteoporosis
Foundation (IOF) jako preferowany marker procesu ko$ciotworzenia. PINP jest
fragmentem prokolagenu typu I uwalnianym podczas syntezy kolagenu przez osteoblasty
i odzwierciedla intensywno$¢ tworzenia nowej tkanki kostnej. Nalezy podkresli¢, ze
wigkszos$¢ krazacego PINP pochodzi z tkanki kostnej, poniewaz obrot kolagenu typu I w
kos$ciach jest znacznie wigkszy niz w innych tkankach organizmu. Z tego wzglgdu marker
ten uznawany jest za wiarygodny wskaznik aktywnos$ci osteoblastow (45). Dodatkowa
zaleta PINP jest stosunkowo niewielka zmienno$¢ dobowa, duza stabilno$¢ oraz
niewielki wptyw przyjmowanych positkéw na jego st¢zenie, co sprawia, ze znajduje on
szerokie zastosowanie w monitorowaniu leczenia osteoporozy (46). Nalezy jednak
pamieta¢é, ze podwyzszone stezenia PINP moga wystepowaé rowniez w innych
sytuacjach klinicznych, takich jak proces gojenia tkanek, choroby skory czy wldknienie
watroby (45).

Do markeréow resorpcji kostnej zalicza si¢ hydroksyproling (HYD), pirydynoling
(PYD), deoksypirydynoling (DPD), N-koncowy usieciowiony telopeptyd tancucha a-
kolagenu typu I (NTX) oraz C-koncowy usieciowiony telopeptyd tancucha a-kolagenu
typu I (CTX). Obecnie najwigksze znaczenie kliniczne majg markery CTX i NTX, ktore

stanowig fragmenty kolagenu typu [ uwalniane podczas resorpcji kosci przez osteoklasty.
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Ich st¢zenie odzwierciedla intensywno$¢ procesu degradacji macierzy kostnej. Dzigki
mozliwos$ci oznaczania zaroOwno w surowicy, jak i w moczu oraz szerokiej dostgpnosci
testow diagnostycznych, markery te znajduja zastosowanie w monitorowaniu leczenia
osteoporozy (47). W tabeli 2 przedstawiono zestawienie wybranych markeréw obrotu
kostnego wraz z ich zmienno$cia dobowag oraz materialem Dbiologicznym

wykorzystywanym do oznaczen.

Tabela 2. Markery obrotu kostnego. Opracowanie wlasne na podstawie Anyszek i
wsp. (2016) i Drweska-Matelska (2014) (46,47).

Marker obrotu Skrot Zmienno$¢ Najwyzszy Pobierany materiat

kostnego dobowa poziom w ciggu

doby

Kostna frakcja BAP,b- <10% Brak informacji  Surowica, osocze

alkalicznej fosfatazy alp

Osteokalcyna oC 30% Druga potowa
nocy
N-koncowy PINP, <25% Druga potowa
propeptyd pINp nocy
prokolagenu typu I
C-koncowy PICP, <25% Druga potowa
propeptyd plCp nocy
prokolagenu typu I
Pirydynolina, PYD, 37% Nad ranem Mocz, surowica
deoksypirydynolina DPD
N-koncowy NTX 37% Druga potowa Surowica, osocze,
usieciowiony nocy mocz

telopeptyd tancucha

a kolagenu typu I

C-koncowy CTX 57% Brak informacji  Mocz, surowica
usieciowiony

telopeptyd tancucha

a kolagenu typu I
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W praktyce klinicznej markery obrotu kostnego wykorzystywane sg przede
wszystkim jako badanie pomocnicze, umozliwiajace identyfikacje pacjentow z
przyspieszonym obrotem kostnym. Uwaza si¢, ze nasilony obrdét metaboliczny kosci
moze stanowi¢ czynnik ryzyka ztaman osteoporotycznych. Markery te znajduja rowniez
zastosowanie w monitorowaniu skutecznosci leczenia farmakologicznego. Nalezy jednak
podkresli¢, ze zaden z markerow obrotu kostnego nie moze by¢ stosowany jako
samodzielne narzedzie diagnostyczne osteoporozy, poniewaz ich stezenia nie koreluja
bezposrednio z gesto$cig mineralng kosci (46). Na stezenie markeréw obrotu kostnego
wplywa wiele czynnikow fizjologicznych i klinicznych. Szczegolnie istotng role odgrywa
status menopauzalny. W okresie przej$cia menopauzalnego obserwuje si¢ stopniowy
spadek stgzenia estrogenow, ktoremu towarzyszy zwigkszenie tempa remodelingu tkanki
kostnej oraz wzrost stezenia markeréw obrotu kostnego. Najwigksze warto$ci markerow
obserwuje si¢ w poznym okresie okotomenopauzalnym oraz we wczesnym okresie
pomenopauzalnym. Podwyzszone stezenia markeréw moga utrzymywac si¢ rowniez w
kolejnych latach po menopauzie. Na warto$ci markeréw obrotu kostnego moga wptywac
rébwniez inne czynniki, takie jak choroby metaboliczne ko$ci, zaburzenia
endokrynologiczne czy choroby przewlekle, co nalezy uwzgledni¢ przy interpretacji
wynikow badan (48).

Z tego wzgledu oznaczanie markerow obrotu kostnego moze stanowi¢ cenne
uzupehienie diagnostyki osteoporozy oraz narzedzie wspomagajace monitorowanie

skutecznosci leczenia.

1.7.2 Badania analityczne w diagnostyce osteoporozy

Analityczne badania laboratoryjne nie majg kluczowego znaczenia w rozpoznawaniu
osteoporozy, jednak ich wykonanie jest istotne w diagnostyce réznicowej chordb
metabolicznych kos$ci. National Osteoporosis Society zaleca wykonanie podstawowych
badan laboratoryjnych obejmujacych morfologi¢ krwi, odczyn Biernackiego (OB), oceng
gospodarki wapniowo-fosforanowej oraz badania oceniajace funkcj¢ watroby i nerek. Do
najczesciej wykonywanych oznaczen naleza stezenia wapnia (Ca), fosforanow
nieorganicznych (Pi), fosfatazy alkalicznej (ALP), albuminy, kreatyniny oraz hormonow
tarczycy (TSH). U mezczyzn zaleca si¢ rowniez oznaczenie st¢zenia testosteronu.
Istotnym elementem diagnostyki jest takze ocena gospodarki wapniowo-fosforanowe;j

obejmujaca oznaczenie stezenia wapnia, fosforanéw, parathormonu (iPTH), 25-
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hydroksywitaminy D [25(OH)Ds] oraz dobowego wydalania wapnia z moczem.
Oznaczenie kreatyniny oraz wskaznika filtracji kigbuszkowej (eGFR) umozliwia
dodatkowo ocen¢ funkcji nerek. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozliwe jest

przeprowadzenie diagnostyki réznicowej choréb metabolicznych kosci (Tabela 3.) (46).

Tabela 3. Diagnostyka roznicowa chorob metabolicznych ko$ci na podstawie oceny

gospodarki wapniowo-fosforanowej (46).

Zaburzenie Badany analit

Ca w iPTH 25(OH)D3  kreatynina

moczu

Pierwotna ) J ) ) N N
niedoczynnos¢

przytarczyc

Osteodystrofia  T{ ™ - ™ ) ™
nerkowa

Osteomalacja | J J ) J N
Osteoporoza N N NT N N N

1.8 Leczenie osteoporozy

1.8.1 Leczenie farmakologiczne

Leczenie farmakologiczne osteoporozy u kobiet po menopauzie ma na celu przede
wszystkim zmniejszenie ryzyka zlaman osteoporotycznych. Obecnie dostepnych jest
wiele lekow o réznym mechanizmie, ktére zostaly zatwierdzone do zapobiegania i
leczenia osteoporozy. Farmakoterapia powinna by¢ uzupelniona dodatkowa
suplementacja wapnia i witaminy D, a takze modyfikacja stylu Zzycia obejmujaca
wlasciwg diete i regularng aktywnos¢ fizyczng.

Leki stosowane w terapii osteoporozy mozna podzieli¢ na dwie podstawowe grupy: leki
antyresorpcyjne oraz leki anaboliczne. Do lekéw antyresorpcyjnych naleza estrogeny,
selektywne modulatory receptoréow estrogenowych (SERM), bisfosfoniany oraz
denosumab. Ich dziatanie polega na hamowaniu aktywnosci osteoklastow i ograniczaniu
resorpcji kosci, co prowadzi do zahamowania utraty gesto$ci mineralnej kosci (BMD)

(49).
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Do najczgsciej stosowanych lekéw antyresorpcyjnych naleza bisfosfoniany, takie jak:
alendronian, risedronian, kwas zoledronowy. Ich mechanizm dzialania opiera si¢ na
hamowaniu osteoklastow poprzez zmniejszenie ich aktywacji, indukcj¢ apoptozy tych
komoérek 1 zaburzenia syntezy kwasu mewalonianowego odpowiedzialnego za
funkcjonowanie osteoklastow. W efekcie dochodzi do zmniejszenia resorpcji kosci oraz
stabilizacji gestosci mineralnej kosci (BMD). Najczestszymi dziataniami niepozadanymi
bisfosfonianow sg dolegliwosci ze strony przewodu pokarmowego, takie jak zapalenie
przetyku czy dyspepsja. Rzadkimi, lecz powaznymi powiktaniami sg atypowe ztamania
ko$ci udowej oraz martwica kos$ci szczeki (50).

Inng grupa lekow antyresorpcyjnych jest denosumab — przeciwcialo monoklonalne
skierowane przeciwko ligandowi RANKL. Hamuje on réznicowanie i aktywacje
osteoklastow poprzez blokowanie interakcji RANKL z receptorem RANK, co prowadzi
do zahamowania resorpcji kosci. Do dzialan niepozadanych denosumabu zalicza si¢
hipokalcemig, zakazenia skory oraz, podobnie jak w przypadku bisfosfonianow, ryzyko
martwicy kosci szczeki (51).

Do lekéw antyresorpcyjnych naleza rowniez selektywne modulatory receptorow
estrogenowych (SERM, ang. Selective Estrogen Receptor Modulators). Sa to
niesteroidowe czasteczki, ktore dziatajg na receptory estrogenowe. W zaleznosci od ich
umiejscowienia moga dziala¢ jako agonisci lub antagonisci tych receptorow. Do grupy
SERM stosowanych w leczeniu osteoporozy naleza raloksyfen oraz bazedoksyfen (50).
Do dziatan niepozadanych nalezg nasilenie uderzen goraca, zwickszone ryzyko choroby
zakrzepowo-zatorowej oraz mozliwy wzrost ryzyka choroby wiencowej u kobiet (51).
Lekami anabolicznymi sg teriparatyd (PTH 1-34) oraz abaloparatyd — syntetyczny analog
peptydu podobnego do parathormonu (PTHrP). Preparaty te dziataja poprzez stymulacje
aktywno$ci osteoblastow 1 pobudzanie proceséw kosciotworzenia prowadzac do
zwigkszenia masy kostnej oraz poprawy mikroarchitektury kosci (49). Leki te
przeciwskazane sg u 0sob z nadczynnoscig przytarczyc, poniewaz mogg zaostrza¢ u tych
pacjentéw hiperkalcemig. Nie nalezy ich rowniez podawac u 0s6b z nowotworami kosci
lub u chorych ze zwigkszonym ryzykiem kostniakomigsaka (50,51).

Najnowszym lekiem stosowanym w terapii osteoporozy jest romosozumab -
przeciwcialo monoklonalne skierowane przeciwko sklerostynie. Wykazuje ono zarowno
dziatanie anaboliczne, jak i antyresorpcyjne poprzez stymulacj¢ tworzenia nowej tkanki
kostnej 1 hamowanie jej resorpcji (29). Jako efekt niepozadany tych lekow zauwaza sig

zwigkszone ryzyko chorob naczyniowo- sercowych (51).
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Badania kliniczne nad lekami wykorzystywanymi u kobiet z osteoporoza w wieku
postmenopauzalnym ktada najwigkszy nacisk na redukcj¢ ryzyka ztaman. Wykazano, ze
stosowanie terapii przeciwosteoporotycznej zmniejsza ryzyko ztaman kosci biodrowej o
okoto 40%, ztaman krggéw o 30-70%, a w przypadku niektorych lekow ryzyko ztaman
pozakregowych o 30—40%. W ponizszej tabeli (Tabela 4.) przedstawiono skutecznos¢
przeciwzlamaniowa najczgsciej stosowanych lekéw w osteoporozie pomenopauzalnej,
stosowanych w skojarzeniu z suplementami wapnia i witaminy D, pochodzacymi z

randomizowanych i kontrolowanych badan (49).

Tabela 4. Skuteczno$¢ przeciwzlamaniowa zatwierdzonych metod leczenia
osteoporozy pomenopauzalnej (,,+” - znaczace zmniejszenie zlaman w
randomizowanych badaniach klinicznych kontrolowanych placebo o zmiennym
czasie trwania (18 miesiecy do 6,8 lat; ,,-”” -nie wykazano efektu w randomizowanych

badaniach klinicznych)) (49).

Skuteczno$¢  przeciwzlamaniowa zatwierdzonych metod leczenia  osteoporozy

pomenopauzalnej
Lek Ztamania kregdbw  Ztamania Ztamania kosci
pozakregowe biodrowej
Alendronian + + +
Risendronian + 4 +
Ibandronat + - -
Kwas zoledronowy + + +
Hormonalna terapia + + +
zastepcza (HTZ)
Raloksyfen/Bazedoksyfen  + - -
Teriparatyd + + -
Abaloparatyd + + )
Denosumab + + +
Romozosumab + +1 41

"Leczenie stosowane rownoczesnie z alendronatem bgdz samym alendronatem.

Leczenie osteoporozy jest o tyle trudne, ze u wigkszo$ci pacjentdw osteoporoza

przebiega bezobjawowo, a skuteczno$¢ leczenia jest przez nich niewykrywalna.
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Wymagana jest zatem skuteczna komunikacja migdzy pacjentem i lekarzem oraz wezesne

wykrywanie przypadkow nieprzestrzegania zalecen.

Wedhug najnowszych zalecen postgpowania diagnostycznego i leczniczego w

osteoporozie w Polsce pacjenci ze ztamaniami niskoenergetycznymi powinni by¢ od razu

zaliczeni do grupy pacjentéw o wysokim ryzyku ztaman i w ich przypadku nalezy

wdrozy¢ nie tylko leczenie farmakologiczne, ale réwniez ortopedyczne i rehabilitacyjne.

U pacjentdw z bardzo wysokim ryzykiem zlaman w pierwszej kolejnosci zaleca si¢

zastosowanie lekow o dziataniu anabolicznym (teraparetyd, romosumab), a w nastgpne;j

kolejnosci nalezy poda¢ leki hamujace resorpcje. Nalezy rowniez przeprowadzic¢

diagnostyke w kierunku osteoporozy wtornej, obejmujaca badania laboratoryjne oraz

ocen¢ densytometryczng. Poprawny algorytm postgpowania przedstawia Rycina 9.

v

BARDZ0
WYSOKIE
RYZYKO

Wszyscy: optymalna podaz wapnia i witaminy D

WYSOKIE
RYZYKO

A

SREDNIE
RYZYKO

A

NISKIE
RYZYKO

Anaboliczne
* Teryparatyd

Antyresorpcyjne
* Denosumab

Bisfosfoniany
« Alendronian

Bisfosfoniany p.o.
U kobiet:

Suplementacja
w celu wyréwnania

:-:rkaI;iiIm" * Zoledronian * Ryzedronian HLZ niedoboréw wapnia
Tylko u kobiet: * Zoledronian lub i witaminy D
* Romosozumab Denosumab Raloksyfen
Monitorowanie Co 1-2 lata DXA Co 1-2 lata DXA Co 2-4 lata Co 4 lata
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Dla bisfosfonianéw moze by¢
rozwazony drug holiday

Wyijatkowo, po decyzji o przerwaniu
stosowania denosumabu, kontynuacja
za pomocg innego leku antyresorpcyjnego

Rycina 9. Proponowany algorytm postepowania farmakologicznego u kobiet i mezczyzn po 50

r. z. w zaleznoS$ci od ryzyka zlaman. DXA- ang. Dual Energy X-ray absorptiometry; HLZ-

hormonalne leczenie zastepcze (35).

Leczenie wymaga regularnej kontroli efektywnosci i bezpieczenstwa. Konieczna jest

réwniez weryfikacja pojawiajacych si¢ nowych czynnikdéw ztaman (35).
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1.8.2 Postgpowanie niefarmakologiczne 1 fizjoterapia

Fizjoterapia stanowi istotny element postgpowania niefarmakologicznego w
leczeniu 1 profilaktyce osteoporozy, obok farmakoterapii oraz odpowiedniej diety. Jej
podstawa jest kinezyterapia, czyli leczenie ruchem. Zgodnie z teorig piezoelektryczng
nacisk mechaniczny dziatajacy na tkanke kostng wywoluje powstawanie rdznicy
potencjatow elektrycznych, co stymuluje procesy kosciotworzenia. Z tego wzgledu
regularna aktywno$¢ fizyczna wywiera korzystny wptyw na struktur¢ i wytrzymato$¢
kosci. Dodatkowo ¢wiczenia poprawiaja sile migsni, elastycznos$¢ stawow, postawe ciata,
rébwnowage oraz koordynacj¢ ruchowa, co przyczynia si¢ do zmniejszenia ryzyka
upadkéw i ztaman (52). Szczegdlnie istotnym elementem rehabilitacji sg ¢wiczenia
oporowe. Obcigzenia mechaniczne wywierane na uktad kostny stymulujg procesy
ko$ciotworzenia oraz sprzyjaja utrzymaniu prawidlowej struktury tkanki kostnej. Im
wigksze obcigzenie szkieletu, tym silniejsza stymulacja procesow przebudowy tkanki
kostnej. Istotng role odgrywa rowniez intensywno$¢ wysitku fizycznego. Przyjmuje sig,
ze ¢wiczenia o $rednim i wysokim natezeniu wykazuja najkorzystniejszy wpltyw na
metabolizm kostny, a pojedyncza sesja treningowa powinna trwa¢ co najmniej 30 minut
(53). W celu ograniczenia ryzyka upadkow zaleca si¢ takze wykonywanie ¢wiczen
réwnowaznych. Przyktadem takich ¢wiczen sg ¢wiczenia wykonywane na niestabilnym
podtozu, ktore poprawiaja reakcje posturalne oraz ucza pacjentow szybkiego reagowania
w sytuacjach zagrozenia utrata réwnowagi. Pacjenci z osteoporoza czesto wykazuja
poglebiong kifozg piersiowa, co moze prowadzi¢ do ostabienia mi¢$ni oddechowych oraz
zmniejszenia ruchomosci klatki piersiowej. Z tego wzgledu zaleca si¢ wykonywanie
¢wiczen oddechowych, ktorych celem jest wspomaganie pracy uktadu oddechowego oraz
poprawa utlenowania tkanek. Cwiczenia te powinny by¢ taczone z innymi formami
aktywnos$ci fizycznej oraz uczy¢ pacjentow prawidlowego toru oddechowego i
efektywnego kaszlu.

W kinezyterapii zaleca si¢ roOwniez wykonywanie ¢wiczen ogolnorozwojowych oraz
¢wiczen w srodowisku wodnym. Korzystny wptyw na stan uktadu kostno-migsniowego
wykazuja rowniez aktywnosci rekreacyjne, takie jak nordic walking.

W przypadku wystapienia ztaman osteoporotycznych bardzo istotne jest jak najszybsze
rozpoczecie rehabilitacji, poniewaz pozwala to zapobiec powstawaniu trwatych
deficytow funkcjonalnych oraz ograniczeniu sprawnos$ci ruchowej. W poczatkowym

okresie unieruchomienia stosuje si¢ ¢wiczenia zdrowych czg$ci ciata (tzw. ¢wiczenia
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synergistyczne), a nastepnie stopniowo wprowadza si¢ ¢wiczenia izometryczne
zapobiegajace zanikom mig¢sniowym. W terapii wykorzystuje si¢ rdwniez ¢wiczenia
oddechowe.

Uzupetnieniem kinezyterapii jest fizykoterapia. W jej ramach wykorzystuje si¢ zabiegi
takie jak laseroterapia, magnetoterapia, ultradzwieki czy krioterapia, ktore moga wspiera¢
procesy regeneracyjne tkanki kostnej, zmniejsza¢ dolegliwosci bélowe oraz poprawiac
og6lnag sprawnos¢ pacjentow. Dodatkowo u pacjentéw z osteoporoza stosuje si¢ takze
balneoterapi¢ (leczenie uzdrowiskowe), peloidoterapi¢ wykorzystujaca wilasciwosci
lecznicze borowiny oraz krenoterapi¢ polegajaca na spozywaniu leczniczych waod
mineralnych.

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie dziatania fizjoterapeutyczne powinny by¢ indywidualnie
dostosowane do stanu zdrowia oraz mozliwosci funkcjonalnych pacjenta. Istotne jest
takze unikanie ruchow i ¢wiczen mogacych zwigksza¢ ryzyko ztaman, takich jak
gwaltowne skrety tutowia czy podnoszenie duzych cigzarow (52). W terapii pacjentow z
osteoporozg wazng rol¢ odgrywa réwniez wsparcie psychospoleczne. Pomoc ze strony
rodziny, przyjaciot oraz zespotu terapeutycznego moze utatwia¢ radzenie sobie z chorobg
oraz zmniejszac ryzyko izolacji spotecznej i depresji, ktdre czgsto towarzysza chorobom
przewlektym (49).

Pomimo znacznego postepu w diagnostyce i leczeniu osteoporozy choroba ta
nadal stanowi istotne wyzwanie dla zdrowia publicznego zaréwno w wymiarze
spotecznym, jak i ekonomicznym. Zlamania osteoporotyczne prowadza do znacznego
pogorszenia jakosci zycia pacjentow, zwigkszajg $miertelno$¢ oraz generuja wysokie
koszty opieki zdrowotnej. W zwigzku ze starzeniem si¢ populacji przewiduje si¢ dalszy
wzrost liczby zachorowan na osteoporoz¢ w kolejnych dekadach, zarbwno w Polsce, jak
1 w innych krajach rozwinigtych.

W ostatnich latach coraz wigksza uwage zwraca si¢ na patomechanizmy osteoporozy, w
szczeg6lnosci na role czynnikow genetycznych w regulacji metabolizmu tkanki kostne;.
Szczegolne znaczenie przypisuje si¢ szlakowi sygnatowemu RANK/RANKL/OPG, ktory
stanowi jeden z kluczowych elementow regulujacych przebudowe tkanki kostne;j.
Zaburzenia funkcjonowania tego uktadu moga prowadzi¢ do zwigkszonej aktywnosci
osteoklastow oraz nasilenia proceséw resorpcji kosci, co w konsekwencji skutkuje
zmniejszeniem masy kostnej i rozwojem osteoporozy.

W zwigzku z rosnagcym zainteresowaniem genetycznymi uwarunkowaniami

osteoporozy coraz wigkszg uwage poswigca si¢ analizie polimorfizmoéw genow
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zaangazowanych w regulacj¢ metabolizmu tkanki kostnej. Badania nad zmiennoscia
genetyczng w obrebie gendow zwigzanych ze szlakiem RANK/RANKL/OPG moga
dostarczy¢ istotnych informacji dotyczacych indywidualnej podatnosci na rozwoj
osteoporozy oraz jej powiklan w postaci ztaman niskoenergetycznych. W zwigzku z tym
podjeto badania majace na celu ocen¢ wybranych wariantoéw genetycznych genow

zwigzanych z metabolizmem tkanki kostne;j.
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1.9 Cele pracy

Celem pracy byla analiza zalezno$ci pomig¢dzy wystepowaniem wariantow
genetycznych genow RANK (575C>T, rs1805034) i RANKL (-643C>T, rs9533156) a
parametrami  metabolizmu tkanki kostnej w populacji kobiet w wieku

postmenopauzalnym.
Cele szczegotowe

e Analiza zalezno$ci pomigdzy wariantami polimorficznymi genéw RANK
(575C>T, rs1805034) i RANKL (-643C>T, rs9533156) a gestoscia mineralng

kosci (BMD) w populacji kaukaskiej u kobiet w wieku postmenopauzalnym,

e QOcena zwigzku czgstosci polimorfizméw rs1805034 genu RANK 1 rs9533156
genu RANKL a ryzykiem wystgpienia osteoporozy i osteopenii w badanej

populacji,
e Analiza zalezno$ci pomigdzy badanymi wariantami polimorficznymi genow

RANK (575C>T, rs1805034) i RANKL (-643C>T, rs9533156) a wybranymi

parametrami klinicznymi i densytometrycznymi.
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2. Materiaty 1 metody
2.1 Grupa badana

Badaniem objeto 493 niespokrewnione kobiety rasy kaukaskiej bedace pacjentkami
Szpitala Klinicznego nr 1 Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Udziat
pacjentek w badaniu byl zgodny z decyzja Komisji Bioetycznej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (nr KB-0012/100/15). Materiat do badan zostat
zebrany w latach 2016 - 2018, a analiza genetyczna zostata przeprowadzona w latach
2020-2022.Wszystkie uczestniczki zostaly poinformowane o celu oraz zakresie
prowadzonych badan i wyrazily pisemna, §wiadoma zgode¢ na udziat w projekcie.

U zakwalifikowanych pacjentek wykonano badanie densytometryczne w Laboratorium
Densytometrii Szpitala Klinicznego nr 1 PUM w Szczecinie. Oceng gestosci mineralnej
kosci (BMD) przeprowadzono z wykorzystaniem metody podwdjnej absorpcjometrii
rentgenowskiej (DXA — dual-energy X-ray absorptiometry). W trakcie badania
oznaczono warto$ci BMD oraz parametry T-score i Z-score.
Pomiar gestosci mineralnej kosci wykonano w odcinku lgdzwiowym kregostupa (L2—
L4). Badania densytometryczne przeprowadzano zgodnie z procedurg producenta
aparatu, przy zachowaniu standardowych warunkéw pomiarowych oraz regularnej
kalibracji urzadzenia. Dodatkowo okreslono wartosci BMD odnoszace si¢ do $redniej
gestosci mineralnej kosci dla mlodych dorostych (YA — young adults) oraz $redniej
gestosci mineralnej kos$ci dla populacji w tym samym wieku (AM — age matched).
U wszystkich pacjentek dokonano rowniez pomiaru masy ciala i wzrostu, na podstawie
ktérych obliczono wskaznik masy ciata BMI (body mass index) wedtug wzoru:

BMI = masa ciala [kg] / wzrost? [m?]
Z kazda uczestniczkg przeprowadzono szczegdlowy wywiad medyczny obejmujgcy m.in.
informacje  dotyczace  choréb  wspotistniejacych,  stosowanego  leczenia
farmakologicznego, wieku wystapienia pierwszej miesigczki, wieku menopauzy oraz
liczby przebytych ciaz.
Do badania kwalifikowano kobiety spetniajace nastgpujace kryteria:

e uplyw co najmniej jednego roku od wystapienia menopauzy,

e brak stosowania hormonalnej terapii zast¢pczej (HTZ),

e brak przyjmowania lekow wptywajacych na metabolizm tkanki kostnej (m.in.

SERM, kalcytoniny, bisfosfonianow, hormonow tarczycy,
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glikokortykosteroidow, heparyny, lekow przeciwpadaczkowych, analogéw
GnRH oraz tibolonu).

e 7 badania wykluczono pacjentki po obustronnej owariektomii oraz kobiety, u
ktérych stwierdzono choroby mogace wplywa¢ na metabolizm tkanki kostnej,
takie jak: =zaburzenia endokrynologiczne 1 metaboliczne, choroby
hematologiczne,  choroby = nowotworowe, choroby nerek, choroby
autoimmunologiczne, choroby tkanki taczne;.

Charakterystyke badanej populacji przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Charakterystyka ogolna grupy badanej.

Analizowane zmienne Grupa badana
($rednie)

n 493

Wiek 54,37 +9,26
Wiek wystapienia pierwszej miesigczki 12,86 + 2,08
Wiek wystapienia ostatniej miesigczki 48,94 + 4,66
Masa ciala (kg) 63,37 + 10,68
Wzrost (cm) 161,96 + 5,69
BMI (kg/m2) 24,21 +3,74
BMD L2-L4 (g/cm2) 0,969 + 0,163
T- score -1,93 £ 1,31
BMD L2-L4 YA (%) 80,14 + 13,05
BMD L2-L4 AM (%) 89,70 + 14,34

+ odchylenie standardowe

2.2 lzolacja DNA

Badania genetyczne przeprowadzono w Zakladzie Komoérek Macierzystych i
Medycyny Regeneracyjnej Instytutu Wtokien Naturalnych i Roslin Zielarskich w
Poznaniu. Materialem badawczym bylo DNA wyizolowane z krwi obwodowej. Do
proboéwki zawierajacej etylenodwuaminoczterooctan (EDTA) od kazdej pacjentki z
okolicy zgigcia tokciowego pobrano okoto 6ml krwi. Kazdg probke zamrozono w -20 C.
Do izolacji wykorzystano komercyjnie dostepny zestaw ,,QIAamp DNA Blood Mini Kit”
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firmy Qiagen. Do kazdej przygotowanej probowki typu eppendorf dodano 20ul
proteinazy K, a nastepnie 200 pl krwi obwodowej. W kolejnym etapie do powstatej
mieszaniny dodano 200 pl buforu do lizy (bufor AL). Zawarto$¢ probéwki worteksowano
1 inkubowano przez 20 minut w temperaturze 56°C. Po tym czasie probéwke krotko
zwirowano, a nastgpnie dodano 200 pl 96%. etanolu. W kolejnym etapie materiat
worteksowano przez okoto 15 sekund. Zawarto$¢ wymieszanej probowki przeniesiono
na kolumienke¢ (QIAamp Mini spin kolumn) umieszczong w probéwce o pojemnosci 2
ml i wirowano przez 1 minutg¢ z predkoscia 8000 rpm. Supernatant zostat usunigty, a na
kolumienk¢ dodano 500 pl buforu przemywajacego AWI1. Wirowanie powtorzono i
ponownie usuni¢to supernatant. Procedur¢ te powtdrzono przy uzyciu buforu
przemywajacego AW2 i probg zwirowano 3 min przy predkosci 12 000 rpm. W kolejnym
etapie kolumienke umieszczono w probdéwcee typu eppendorf i dodano 200 pl buforu do
elucji (bufor AE). Prébe inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut i po tym
czasie zwirowano w warunkach 8000 rpm w czasie | minuty w celu uwolnienia DNA ze
ztoza. Tak otrzymany DNA poddano analizie jakoSciowej i ilosciowej. Wyizolowane
probki DNA przechowywano w temperaturze -20°C do czasu dalszych analiz

genetycznych.

2.3 Analiza jakosciowa 1 ilosciowa

Do oceny jakosciowej i ilosciowej DNA uzyto spektrofotometru NanoDrop (Eppendorf).
Urzadzenie umozliwilo zmierzenie absorbancji przy dtugosciach fali 260 nm (maksimum
absorpcji dla DNA) i 280 nm (maksimum absorpcji dla biatek). Wspotczynnik gestosci
optycznej OD (ang. optical density) wynosit Azeo/A280. Za wolny od zanieczyszczen
roztwor DNA przyjeto, gdy warto§¢ OD=A260/A280 miescila si¢ w zakresie miedzy 1.7 a
2.0.

Analizg ilo$ciowa przeprowadzono metoda spektofotometryczng. Mierzono absorbancj¢

przy dtugosci fali A =260 nm a nast¢pnie obliczono stezenie DNA wedlug wzoru:

stezenie DNA = absorbancja przy 260 nm x rozcienczenie x 50

gdzie przyjeto, ze Azs0 = 1 dla helisy DNA odpowiada ilosci 50 pg/ml.

Otrzymane stezenie miescito si¢ w przedziale 50 — 75 ng/ul.
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Jako$¢ otrzymanych probek sprawdzono na 1,5% zelach agarozowych z dodatkiem
bromku etydyny. Otrzymanie jednolitego pojedynczego prazka §wiadczyto o wysokiej

jakosci 1 czysto$ci DNA.
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2.4 Wykrywanie polimorfizmow 575C>T genu RANK 1 -643C>T

genu RANKL metodg real-time PCR
Analiza genetyczna polimorfizmow 575C>T genu RANK i -643C>T genu RANKL

zostala przeprowadzona przy uzyciu metody tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym (real-time PCR, ang. real-time polymerase chain reaction). Wybrane
polimorfizmy dobrano na podstawie wczesniejszych doniesien naukowych wskazujacych
na ich potencjalny zwigzek z metabolizmem tkanki kostnej 1 ryzykiem wystapienia
osteoporozy.

PCR w czasie rzeczywistym jest jedng z gldwnych metod wykorzystywanych m.in. w
laboratoriach diagnostycznych. Jest to udoskonalona technika klasycznego PCR, w ktorej
oprocz standardowych odczynnikdéw (polimeraza, jony magnezu, bufor, matrycowy
DNA), wykorzystuje si¢ fluorescencyjnie znakowane czasteczki reporterowe (barwniki
interkalujace, fluorescencyjnie znakowane oligonukleotydy) w celu monitorowania
wytwarzania produktow amplifikacji podczas kazdego cyklu reakcji PCR (54). Kazda
reakcja PCR sktada si¢ zazwyczaj z 20-40 cykli temperaturowych, z ktorych kazdy cykl
obejmuje denaturacj¢ dupleksow DNA, hybrydyzacje starterow flankujacych sekwencje
docelowa oraz wydluzanie starterow przez polimeraze DNA. Kazdy cykl skutkuje
podwojeniem liczby docelowych czasteczek DNA i ilo$¢ produktu wzrasta wyktadniczo.
Po pewnym czasie substraty reakcji wyczerpuja si¢, co powoduje zablokowanie reakcji i
powoduje osiagnigcie fazy plateau. Dodatkowo PCR w czasie rzeczywistym mierzy ilo$¢
produktu po kazdym cyklu amplifikacji za pomoca odczytu fluorescencyjnego, co
przedstawiane jest w sposob graficzny za pomocg wykresu. Typowy wykres w real time
PCR ma posta¢ sigmoidalnej krzywej, w ktdrej mozna wyrozni¢ fazg linii podstawowe;j,
wyktadnicza oraz liniowa przechodzaca w fazg plateau (55). Ze wzgledu na wysoka
czulo$é, specyficznos¢, niskie ryzyko kontaminacji oraz skrdcony czas obstugi, a takze
brak koniecznosci analizy post-PCR, metoda ta jest jedna z czg$ciej wykorzystywanych
w laboratoriach (54).

W celu detekeji pojedynczych polimorfizméw gendéw wykorzystano amplifikacje
wybranych fragmentow DNA, ktoére sa specyficzne dla miejsca wystgpowania zmian
575C>T genu RANK (rs1805034) oraz -643C>T genu RANKL (rs9533156).
Amplifikacje wykonano na urzadzeniu LightCycler®96 firmy ROCHE Diagnostics. Do
reakcji uzyto sond hybrydyzacyjnych typu SimpleProbe, ktore zostalty wyznakowane

barwnikami  fluoroscencyjnymi. Wykrywanie pojedynczych polimorfizméw
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nukleotydowych (SNP, ang. Single Nucleotide Polimorphism) oraz analizy otrzymanych
wynikdw dokonano przy uzyciu oprogramowania dedykowanego przez producenta
(LightCycler®96 Basic Software) na podstawie pomiaru fluorescencji i analizy krzywych
topnienia. Do genotypowania wykorzystano zestawy LightSNiP RANK rs1805034 (TIB
Molbiol, Berlin, Niemcy) i LightSNiP RANKL rs9533156 (TIB Molbiol, Berlin,
Niemcy) zawierajagce odpowiednio dobrane stg¢zenia sond 1 starterow dla
amplifikowanego fragmentu. Mieszaning reakcyjng sporzadzono wedlug wytycznych
producenta. Reakcja real-time PCR dla kazdego badanego genu sktadata si¢ z 45 cykli.
Warunki w jakich zostata przeprowadzona reakcja przedstawiono w ponizszej tabeli

(Tabela 6).

Tabela 6. Warunki reakcji real-time PCR

ETAP REAKCIJI o
TEMPERATURA ILOSC CYKLI
PCR
Denaturacja wstepna 95°C 10 min. 1
Denaturacja 95°C 10 sek.
Hybrydyzacja
YO 60°C 10 sek.
starterow 45
Elongacja 72°C 15 sek.

Po zakonczeniu wszystkich etapow reakcji, w wyniku wzrostu temperatury do wysokosci
95°C nastgpowato topnienie produktow. Mieszaning reakcyjng dla badanych

polimorfizméw sporzadzono zgodnie z ponizszg tabelg (Tabela 7.).

Tabela 7. Sklad mieszaniny reakcyjnej.

SKEADNIKI REAKCIJI 1 probka (ul)

H,O 6,7
Mieszanina reakcyjna (LightSNiP RANK
(rs1805034) lub LightSNiP RANKL 0,5
(rs 9533156)

LightCycler 480 Genotyping Master 1
MgCl, (25mM) 0,8

DNA (50 ng) 1
Objetos¢ koncowa 10
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W oparciu o otrzymane wyniki w postaci krzywych topnienia i ich pikéw, ktore
$wiadczyly o specyficznosci reakcji dla poszczegdlnych wariantdéw genetycznych,
dokonano analizy genotypow badanych gendow. Krzywa topnienia byla wykreslana na
podstawie pomiaru fluorescencji, ktorg mierzono co 0,5°C. Gdy mieszanina reakcji
osiggata temperatur¢ topnienia nastgpowata nagla denaturacja produktu, czemu
towarzyszyto gwattowne obnizenie poziomu fluorescencji. Spadek ten przedstawiony
zostal na wykresie w postaci piku. Przyktadowe wykresy przedstawiono na ponizszych

rycinach (Rycina 10, 11, 12, 13).

) FAM

Rycina 10. Analiza krzywych topnienia produktéow dla poszczegélnych genotypow w genie
RANK (rs1805034) w reakcji real-time PCR. Temperatura topnienia (Tm) dla produktéw
reakcji PCR: Tm dla allelu T=68,75°C, Tm dla allelu C=60,86°C
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Rycina 11. Piki krzywych topnienia dla poszczegélnych genotypéw w genie RANK (rs1805034)
w reakcji real-time PCR. Temperatura topnienia (Tm) dla produktéw reakcji PCR: Tm dla
allelu T=68,75°C, Tm dla allelu C=60,86°C
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7] FAM

Rycina 12. Analiza krzywych topnienia produktéow dla poszczegélnych genotypéw w genie
RANKL (rs9533156) w reakcji real-time PCR. Temperatura topnienia (Tm) dla produktéw
reakcji PCR: Tm dla allelu T=56,62°C oraz Tm dla allelu C=63,88°C
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Rycina 13. Piki krzywych topnienia dla poszczegélnych genotypow w genie RANKL (rs9533156)

w reakcji real-time PCR. Temperatura topnienia (Tm) dla produktéw reakcji PCR: Tm dla

allelu T=56,62°C oraz Tm dla allelu C=63,88°C

2.5 Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem

programu Statistica wersja 13.3. (StatSoft, USA) dla systemu Windows. Na potrzeby

analizy utworzono baz¢ danych obejmujaca informacje kliniczne dotyczace badanych

pacjentek oraz uzyskane wyniki genotypowania polimorfizméw genow RANK i

RANKL.

Y

celu scharakteryzowania badanej populacji przedstawiono zakres warto$ci

analizowanych parametréw klinicznych, okreslajac warto§ci minimalne i maksymalne.

Dla badanych zmiennych obliczono rowniez S$rednig arytmetyczng, odchylenie

standardowe (SD, standard deviation) oraz biad standardowy $redniej. Wyniki

zaprezentowano wraz z 95% przedzialami ufnosSci (PU, confidence interval),
p p

wykorzystujac jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA, analysis of variance). W

kolejnym etapie sprawdzono zgodno$¢ rozktadu genotypéw z prawem Hardy’ego—

Weinberga, obliczajac wartosci oczekiwane na podstawie rownania:

p>+2pq+q =1

gdzie p i q oznaczaja czestosci poszczegdlnych alleli badanych gendéw. Uzyskane

warto$ci oczekiwane pordwnano z warto$ciami obserwowanymi w badanej populacji.

Roéznice w rozktadzie czgstosci genotypow oraz alleli pomigdzy analizowanymi grupami

oceniono z wykorzystaniem testu chi-kwadrat. Zaleznosci pomig¢dzy parametrami
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densytometrycznymi a wybranymi danymi klinicznymi (wiek, BMI) analizowano przy
uzyciu testu chi-kwadrat Pearsona.

Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto wartos¢ p < 0,05.

Wykresy przedstawiajace rozklad czgstosci genotypow i alleli opracowano w programie
Microsoft Excel (wersja 16.80) dla systemu macOS. Natomiast wizualizacje zalezno$ci
pomiedzy wynikami badania densytometrycznego a masg ciata oraz wskaznikiem BMI
wykonano w $rodowisku R (wersja 4.1.2) (R Foundation for Statistical Computing,

Wieden, Austria) (56) z wykorzystaniem pakietu SNPassoc (57).
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3. Wyniki

3.1

genu

Charakterystyka populacji
W niniejszej pracy w celu przeanalizowania genotypdéw polimorfizmow 575C>T

RANK oraz -643C>T genu RANKL zebrano grupe 493 pacjentek w wieku

postmenopauzalnym. Grupe podzielono na trzy grupy w zaleznosci od wielkosci

wskaznika T-score:

grupa 1- kobiety z osteopenig (T-score pomiedzy -2,5 a -1) liczyta 78 kobiet
grupa 2- kobiety z osteoporoza (T-score ponizej -2,5) liczyta 102 kobiety
grupa 3- kobiety zdrowe (z prawidlowa wartoscig T-score) w wieku

postmenopauzalnym liczyta 313 kobiet

Podzial badanej populacji na grupy przedstawia wykres ponizej (Rycina 14.).

prawidtowym T-
score 313 (63%

Kobiet
oolety 2 Kobiety z

osteoporozg
102 (21%)

Kobiety z
nieprawidtowym
T-score
180 (37%)

Kobiety z
osteopenig; 78
(16%)

Rycina 14. Populacja badana z podzialem na grupy.

Wskaznik Z-score odnosi si¢ do $redniego poziomu BMD w populacji referencyjne;j

dobranej pod wzglgdem wieku i ptci. Za norm¢ przyjmuje si¢ warto$ci mieszczace si¢ w

zakresie +1 odchylenia standardowego od tej $redniej. Odpowiada to T-score w

przedziale od +1 do -1 w odniesieniu do szczytowej masy kostnej. Charakterystyke

populacji badanej przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8. Charakterystyka badanej populacji kobiet w wieku postmenopauzalnym

z uwzglednieniem podzialu na 3 grupy kobiet: z osteopenia, z osteoporoza i zdrowe

(T-score >-1).

Analizowane zmienne Grupa 1 Grupa2 Grupa 3 Ogotem
Kobiety z osteopenia ~ Kobiety Kobiety zdrowe
0steoporoza (T-score > -1)

T-score (n) 76 70 37 183
Srednia (odchylenie standardowe) | -1,77 + 0,42 -3,14+ 0,49 0,05+ 0,96 -1,93 £1,31
Mediana -1,73 -3,10 -0,04 -2,08
Minimum/maksimum -2,47/-1,07 -4,49/-2,26 -0,97/3,13 -4,49/3,13
Przedziat ufnosci (95%) -1,91 — (-1,64) -3,28 — (-3,00) -0,14 - 0,25 -(-)
Z-score (n) 53 60 22 135
Srednia (odchylenie standardowe) | -0,70 + 0,64 -1,66 £ 0,65 0,82+ 1,22 -0,88 +1,16
Mediana -0,76 -1,78 0,91 -1,08
Minimum/maksimum -2,36/0,77 -3,02/0,98 -1,85/2,65 -3,02/2,65
Przedzial ufnosci (95%) -0,91 — (-0,49) -1,85 — (-1,46) 0,50 1,14 -—()
Wiek (n) 77 94 37 208
Srednia (odchylenie standardowe) | 53,36 + 8,85 55,35+9,38 53,95+ 9,81 54,37 £9,26
Mediana 54 55 55 54,50
Minimum/maksimum 30/77 21/78 28/71 21/78
Przedziat ufnosci (95%) 51,28 — 55,44 53,47 57,23 50,94 — 56,95 -
Masa urodzeniowa badanych 28 25 16 69
kobiet (n)
Srednia (odchylenie standardowe) | 3184,23 +£359,57 3120,40 + 390,01 3430,00 £ 562,45 @ 3219,10
Mediana 3200 3100 3420 437,19
Minimum/maksimum 2500/4500 2470/4500 2460/5100 3200
Przedziat ufnosci (95%) 3017,23 —3351,23 2950,05-3290,71 3217,12 2460/5100

3642,88 -
Wiek  wystgpienia  pierwszej 55 53 22 130
miesigczki (n)
Srednia (odchylenie standardowe) | 12,96 £ 2,15 12,58 +£2,07 13,27 +£1,88 12,86 £ 2,08
Mediana 13 12 14 12
Minimum/maksimum 9/18 9/17 10/16 9/18
Przedziat ufnosci (95%) 12,41 — 13,52 12,02 - 13,15 12,40 — 14,15 —
Wiek  wystapienia  ostatniej 59 59 27 145
miesigczki (n)
Srednia (odchylenie standardowe) 49,56 + 4,88 47,93 + 4,69 49,78 + 3,77 48,94 + 4,66
Mediana 50 49 50 50
Minimum/maksimum 38/60 38/60 42/58 38/60
Przedziat ufnosci (95%) 48,37 — 50,75 46,74 — 49,12 48,02 — 51,53 -
Lata reprodukcyjne (n) 48 49 23 120
Srednia (odchylenie standardowe) | 36,67 £5,07 35,45 +5,05 36,65 £ 5,28 35,98 £5,09
Mediana 37,5 35 35 36
Minimum/maksimum 23/49 24/48 27/48 23/49
Przedziat ufnosci (95%) 35,21 - 38,12 34,01 - 36,89 33,55-37,76 -
Lata od menopauzy (n) 47 49 23 119
Srednia (odchylenie standardowe) = 6,72 + 5,81 10,27 £ 5,68 7,83 + 6,43 8,39 + 6,05
Mediana 5 10 6 7
Minimum/maksimum 0/25 1/22 1/23 0/25
Przedziat ufnosci (95%) 5,02 - 8,42 8,60-11,93 5,40 - 10,26 -
Liczba ciaz (n) 76 68 37 181
Srednia (odchylenie standardowe) | 1,88+ 1,15 1,75+ 1,21 2,00+ 1,43 1,86 £1,23
Mediana 2 2 2 2
Minimum/maksimum 0/6 0/7 0/6 0/7
Przedziat ufnosci (95%) 1,60—2,16 1,45-2,05 1,60 — 2,40 -
Masa ciata (kg) (n) 76 68 37 181
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Srednia (odchylenie standardowe) = 63,78 £ 10,06 60,19 + 8,31 68,38 + 13,63 63,37 £ 10,68
Mediana 64 60 66 63
Minimum/maksimum 41/90 43/85 50/100 41/100
Przedziat ufnosci (95%) 61,44 - 66,11 57,73 — 62,66 65,04 — 71,72 -

Wzrost (cm) (n) 76 68 37 181

Srednia (odchylenie standardowe) = 162,38 + 5,15 160,93 + 5,69 162,97 + 6,58 161,96 + 5,69
Mediana 162,5 162 164 162
Minimum/maksimum 150/175 150/175 152/180 150/176
Przedziat ufnosci (95%) 161,10 — 163,66 159,57 - 162,28 161,14 — 164,81 —

BMI (kg/m2) (n) 76 68 37 181

Srednia (Odchylenie standardowe) = 24,18 + 3,48 23,36 +2,70 25,82 +5,19 24,21 +3,74
Mediana 24,55 23,61 24,03 24,11
Minimum/maksimum 17,30/34,29 17,10/29,38 18,33/37,18 17,10/37,18
Przedziat ufnosci (95%) 23,36 — 25,01 22,49 — 2424 24,64 — 27,01 —

BMD L2-L4 (g/cm2) (n) 67 61 33 161

Srednia (odchylenie standardowe) = 0,98 + 0,05 0,82 £ 0,06 1,22+ 0,10 0,97 £0,16
Mediana 0,97 0,82 1,21 0,95
Minimum/maksimum 0,90/1,07 0,66/0,96 1,08/1,47 0,66/1,47
Przedziat ufnosci (95%) 0,97 — 1,00 0,80 - 0,84 1,20 - 1,24 —

BMD L2-L4 YA (%) (n) 67 65 33 165

Srednia (odchylenie standardowe) = 82,03 £ 4,22 68,11 £5,06 100,00 + 8,72 81,42 +13,42
Mediana 82 69 100 79
Minimum/maksimum 75/89 55/75 86/123 53/123
Przedziat ufnosci (95%) 80,66 — 83,40 66,71 — 69,50 98,04 — 101,96 79,76 — 83,07
BMD L2-L4 AM (%) (n) 67 61 33 161

Srednia (odchylenie standardowe) | 90,60 £ 6,74 77,51 +£6,79 110,39+ 11,03 80,14 + 13,05
Mediana 91 78 108 87
Minimum/maksimum 79/108 60/92 92/133 55/123
Przedziat ufnosci (95%) 88,71 — 92,48 75,53 — 79,49 107,71 — 113,08 -

W badanej populacji znaczace roznice statystyczne stwierdzono w przypadku takich
parametréw jak: lata od ostatniej miesigczki (p<0,05), masa (p<0,001), BMI (p=0,05), a
takze w przypadku parametrow obrazujacych gestos¢ mineralng kosci, tj. T-score, Z-

score, BMD L2-L4, BMD L2-L4 YA (%), BMD L2-L4 AM (%) (P<0,001).
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3.2 Analiza rozktadu genotypéw 1 alleli dla
polimorfizmu 575C>T w genie RANK 1 -643C>T w genie

RANKL.

Poréwnanie czestosci wystepowania alleli dla polimorfizmu 575C>T w genie

czestosci

RANK oraz -643C>T w genie RANKL w grupie kobiet z osteopenia, z osteoporoza i u
kobiet z
T- score >-1 przedstawiono w Tabeli 9. W celu lepszego zobrazowania rozkladu alleli 1

genotypoéw w badanych polimorfizmach otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 15.

Tabela 9. Rozklad cze¢stosci alleli dla polimorfizméow RANK 575C>T i RANKL -

643C>T w grupie kobiet z osteopenia, z osteoporoza oraz u kobiet zdrowych w wieku

okolomenopauzalnym.
Grupa2 Grupa 3
Grupa ! . Kobiety z | Kobiety zdrowe | Ogotem
L <elhlelyy 2 Oyt osteoporoza (T-score > -1)
Allele ' '
' Wartosé Wartosé Wartosé
Warto$¢ obserwowana
N (%) obserwowana obserwowana obserwowana
N (%) N(%) N (%)
Polimorfizm RANK 575C>T
C 83 (53,21%) 121 (59,31%) 315 (50,32%) 519 (52,64 %)
T 73 (46,79%) 83 (40,69%) 311 (49,68%) 467 (47,36%)
Polimorfizm RANKL -643C>T
C 84 (53,85%) 113 (55,39%) 333 (53,19%) 530 (53,75%)
T 72 (46,15%) 91 (44,61%) 293 (46,81%) 456 (46,25%)
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a. Rozktad czestosci alleli polimorfizmu RANK 575C>T

59,31%

60,00% 53,21% 9
6 5032% 49 68% 52,64% 0
50,00% ot "
. 40,69%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
Kobiety z osteopenia Kobiety z Kobiety z T score>-1 Ogdétem
osteoproza
mC mT

b. Rozktad czestosci alleli polimorfizmu RANKL -643C>T

55,39%

60,00% 53,85% 53,19% 53,75%
50,00% 46,15% 44.61% 46,81% 46,25%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Kobiety z Kobiety z Kobiety z T-score >-1 Ogdtem
osteopenia osteoporozg
mC mT

Rycina 15. Rozklad czestosci alleli w grupie kobiet w wieku postmenopauzalnym z
uwzglednieniem podzialu na grupy kobiet z osteopenia, osteoporoza, kobiety z T-score>-1 dla
polimorfizméw RANK (a.) i RANKL (b.).

Z uzyskanych wynikéw wynika, ze w przypadku polimorfizmu 575C>T genu RANK
allel 575C wystepowal czesciej w grupie kobiet z osteoporoza niz w pozostatych grupach,

natomiast najrzadziej obserwowano go w grupie kobiet z warto$cig T-score >-1. Z kolei
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allel 575T najczes$ciej wystepowal w grupie kobiet z wartoscig T-score >-1, ale
najrzadziej w grupie kobiet z osteoporoza.

W przypadku polimorfizmu -643C>T genu RANKL allel -643C najcze¢$ciej wystepowat
w grupie kobiet z osteoporoza, natomiast allel -643T obserwowano najczesciej u kobiet
z wartoscig T-score >-1. W grupie kobiet z osteopenig oraz w grupie kobiet z prawidtowa
wartos$cig T- score czg¢stos¢ wystepowania obu alleli byta zblizona.

Rozktad czestosci genotypow dla analizowanych polimorfizméw byl zgodny z
réwnowaga Hardy’ego—Weinberga. Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem testu
chi-kwadrat nie wykazata istotnych statystycznie rdznic pomigdzy badanymi grupami
(p>0,05).

W Tabeli 10. przedstawiono rozktad czgstosci genotypdw analizowanych polimorfizmow
w badanych grupach kobiet, natomiast na Rycinie 16. Przedstawiono rozktad czestosci

alleli w analizowanej populacji.

Tabela 10. Rozklad czestosci genotypow dla polimorfizméw RANK 575C>T i
RANKL
-643C>T w grupie kobiet z osteopenig, z osteoporoza oraz u kobiet zdrowych w

wieku postmenopauzalnym.

Grupa 3
Gi 1 G 2 . .
rupa : fupa Kobiety zdrowe Ogolem
Kobiety z osteopenia Kobiety z osteoporoza
Genotyp (T-score > -1)
Wartos¢ Warto$¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Ba Wartos¢ Wartos¢
. . Wartos¢ .
obserwowana oczekiwana | obserwowana | oczekiwana | obserwowana Ki obserwowana | oczekiwana
N(%) (%) N (%) (%) N(%) eI | N(%) (%)
Polimorfizm RANK 575C>T
CC 21 (26,92) 31,04 51 (50,00) 31,05 81 (25,88) 31,03 153 (29,44) 31,03
CT 41 (52,56) 46,46 35(34,31) 45,44 153 (48,88) 46,45 229 (49,64) 46,45
TT 16 (20,51) 22,50 16 (15,69) 22,51 79 (25,24) 22,52 111 (20,92) 22,52
Polimorfizm RANKL -643C>T
CC 20 (26,30) 26,37 28 (30,67) 26,36 82 (28,30) 26,36 130 (26,39) 28,89
CT 44 (52,40) 54,82 57 (49,42) 54,81 169 (49,80) 54,76 270 (54,77) 49,72
TT 14 (21,30) 18,81 17 (19,90) 18,84 62 (21,91) 18,85 93 (18,86) 21,39
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a.) polimorfizm 575C>T genu RANK

GRUPA KOBIET Z OSTEOPENIA

20,51%

26,92%
mCC

mCT

52,56%

GRUPA KOBIET Z OSTEOPOROZA

15,69%

mCC
50,00% m CT
R|TT

KOBIETY Z T-SCORE>-1

25,88%
mCC

mCT
RTT

48,88%

b.) polimorfizm -643C>T genu RANKL
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KOBIETY Z OSTEOPENIA

21,30%

26,30%

W CC
MmCT
MmTT
52,40%
KOBIETY Z OSTEOPOROZA
19,90%
30,67%
mCC
MmCT
MmTT
49,42%
KOBIETY Z T-SCORE>-1
21,91% 28,30%
W CC
MmCT
MmTT

49,80%

Rycina 16. Rozklad czestosci genotypow w grupie kobiet w wieku okolomenopauzalnym z
uwzglednieniem podzialu na grupy kobiet z osteopenia, osteoporoza, kobiety z T-score>-1 dla
polimorfizméw RANK (a.) i RANKL (b.).

W analizie rozkladu czgstosci genotypdéw polimorfizmu 575C>T genu RANK
stwierdzono, ze genotyp CC najczesciej wystepowal najczesciej w grupie kobiet z
osteoporoza. W grupie kobiet z osteopenig najczesciej obserwowano genotyp CT,
natomiast genotyp TT najczesciej wystepowal w grupie kobiet z T-score >-1.

W przypadku polimorfizmu RANKL -643C>T rozktad czgstosci genotypow byt zblizony
we wszystkich analizowanych grupach. Najczgsciej wystepujacym genotypem byta
heterozygota CT, przy czym najwigksza czestos¢ jej wystepowania odnotowano w grupie
kobiet z osteopenia. Najrzadziej obserwowanym genotypem we wszystkich grupach byta
homozygota TT. Nie stwierdzono istotnych rdéznic w czgsto$ci poszczegélnych

genotypow pomiedzy analizowanymi grupami kobiet (Tabela 10. i Rycina 16.).
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Poroéwnano réwniez rozktad czestosci alleli 1 genotypéw pomigdzy kobietami z

nieprawidlowa warto$cig T-score (osteopenia i osteoporoza) oraz kobiet z prawidtowa

warto$cig T-score (powyzej -1). Rozklad czgstosci alleli przedstawiono w Tabeli 11.,

natomiast rozktad genotypoéw w Tabeli 12.

Tabela 11. Czestos¢ wystepowania alleli polimorfizmu RANK 575C>T i RANKL -

643C>T w grupie kobiet z osteopenia lub osteoporoza, o prawidlowych wartosciach

T-score oraz ogolem w populacji kobiet w wieku postmenopauzalnym

Kobiety =z  osteopenia  lub KObl?ty z ,
prawidtowym T- | Ogodtem
osteoporozg score (T-score > -1)
Allele ' '
‘s Wartosé Wartosé
Warto$¢ obserwowana
N (%) obserwowana obserwowana
N(%) N (%)
Polimorfizm RANK 575C>T
C 204 (56,67%) 315 (50,32%) 519 (52,64 %)
T 156 (43,33%) 311 (49,68%) 467 (47,36%)
Polimorfizm RANKL -643C>T
C 197 (54,72%) 333 (53,19%) 530 (53,75%)
T 163 (45,28%) 293 (46,81%) 456 (46,25%)

Tabela 12. Czesto$S¢ wystepowania genotypow polimorfizmu RANK 575C>T i

RANKL -643C>T w grupie kobiet z osteopenig lub osteoporoza, o prawidlowych

wartosciach T-score oraz ogolem w populacji kobiet w wieku postmenopauzalnym

Grupa kontrolna

Grupa badana .
. . Kobiety z .

Kobiety =z  osteopenia  lub prawidlowym T- Ogoltem

Genotyp osteoporoz score (T-score > -1)
s Wartos¢ Wartos¢
Warto$¢ obserwowana
N (%) obserwowana obserwowana
N(%) N (%)

Polimorfizm 575C>T RANK
CC 72 (40,00) 81 (25,88) 153 (31,03)
CT 76 (42,22) 153 (48,88) 229 (46,45)
TT 32 (17,78) 79 (25,24) 111 (22,52)
Polimorfizm -643C>T RANKL
cC 48 (26,67) 82 (26,20) 130 (26,36)
CT 101 (56,11) 169 (53,99) 270 (54,77)
TT 31(17,22) 62 (19,81) 93 (18,86)
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W grupie kobiet z nieprawidlowa wartoscig T-score, jak rowniez w grupie kobiet z
prawidlowg wartoscig T-score, stwierdzono, ze zarowno w przypadku polimorfizmu genu
RANK, jak i genu RANKL najczesciej wystepujacym allelem byt allel C.

Analiza czestosci genotypdéw dla polimorfizmu 575C>T genu RANK wykazata, zZe
zard6wno u w grupie kobiet z osteopenig i osteoporoza, jak i w grupie kobiet, ktore miaty
prawidtowa warto$¢ T-score najczgsciej wystepowata heterozygota CT, przy czym jej
czestos¢ byta wigksza w grupie kontrolnej. W grupie kobiet z osteopenig lub osteoporoza
najrzadziej obserwowano homozygote TT.

W przypadku polimorfizmu -643C>T genu RANKL najczes$ciej wystepujacym
genotypem réwniez byta heterozygota CT, natomiast najrzadziej obserwowano
homozygote TT. Czgstos¢ wystgpowania genotypu CC w grupie kobiet z osteopenig lub
osteoporoza oraz w grupie kobiet z prawidtowa wartoscia T-score byla zblizona i
wynosita odpowiednio 26,67% i 26,20%. Omowione wyniki przedstawiono na
ponizszych rycinach (Rycina 17. 1 Rycina 18.)

GRUPA BADANA GRUPA KONTROLNA
U T
17,78%

CcT
42,22% CcT
53,99%

Rycina 17. Porownanie rozkladu czestoSci genotypéw w grupie badanej (kobiety z osteopenia

lub osteoporozg) z grupg kontrolng (kobiety zdrowe) dla polimorfizmu RANK 575C>T
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GRUPA BADANA GRUPA KONTROLNA

1T
T
0 cc
17,22% 19,81% cc
26,20%

CcT CcT
56,11% 53,99%

Rycina 18. Porownanie rozkladu czestoSci genotypéw w grupie badanej (kobiety z osteopenia

lub osteoporozg) z grupg kontrolng (kobiety zdrowe) dla polimorfizmu RANKL -643C>T

3.3 Analiza genotypow 1 ich korelacji z parametrami klinicznymi.

W ponizszej pracy zestawiono i porownano $rednie warto$ci danych parametréw
klinicznych z genotypami badanych polimorfizméw w grupie kobiet podzielonych ze
wzgledu na warto$¢ czynnika T-score. Tabela 13. przedstawia zestawienie dla
polimorfizmu 575C>T genu RANK, a Tabela 14. zestawianie dla polimorfizmu -643C>T
genu RANKL.

Tabela 13. Zestawienie genotypow ze Srednimi wartosciami parametrow klinicznych
w grupie kobiet z osteopenia, osteoporoza i kobiet z prawidlowym T-score dla
polimorfizmu 575C>T genu RANK.

Analizowane Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3

zmienne Kobiety z osteopenia Kobiety z osteoporoza Kobiety z prawidtowym T-
score
(T-score >-1)

GENOTYP CcC CT TT CC CT TT CcC CT TT
T-score

Srednia -1,89 -1,68 -1,83 -3,12 -3,16 -3,13 -0,05 0,02 0,41
Minimum -2,47 -2,45 -2,35 -4,24 -4,49 -3,55 -0,95 -0,97 -0,97
Maksimum -1,07 -1,08 -1,14 -2,50 -2,26 -2,53 2,26 1,53 3,13
Odch. standardowe 0,46 0,41 0,38 0,53 0,54 0,29 1,06 0,80 1,60
Blad standardowy 0,10 0,07 0,09 0,11 0,10 0,08 0,37 0,16 0,72
Z-score

Srednia -0,81 -0,62 -0,75 -1,64 -1,70 -1,58 0,64 0,93 0,47
Minimum -2,36 -1,97 -1,47 -2,40 -3,02 -2,27 -0,61 -1,85 0,39
Maksimum 0,13 0,77 0,31 -0,72 -0,08 0,98 2,65 2,62 0,54
Odch. standardowe 0,62 0,69 0,55 0,43 0,69 0,97 1,27 1,31 0,11
Blad standardowy 0,15 0,14 0,16 0,09 0,13 0,31 0,57 0,34 0,08
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Wiek

Srednia 55,71 53,58 49,75 55,66 54,43 57,38 55,50 53,54 53,40
Minimum 38 30 31 21 23 37 41 34 28
Maksimum 72 77 70 73 75 78 65 71 71
Odch. standardowe 8,64 8,01 10,40 9,28 9,75 8,68 7,45 9,35 16,10
Blad standardowy 1,88 1,27 2,60 1,64 1,44 2,17 2,63 1,91 7,20
Masa urodzeniowa badanych kobiet [g]

Srednia 3281,43  3086,15 3283,33 | 2877,50  3268,18 3173,33 | 3290 3303,33 | 4350
Minimum 2800 2500 3100 2670 2470 2940 2950 2460 3600
Maksimum 4500 3420 3600 3120 4500 3400 3450 3800 5100
Odch. standardowe 563,10 @ 266,35 213,70 150,69 512,75 163,30 216,22 432,72 1060,66
Blad standardowy 212,83 73,87 87,24 53,28 154,60 66,67 96,70 144,24 750
Wiek wystapienia pierwszej miesigczki

Srednia 13,11 12,80 13,08 11,94 12,79 13,18 13,67 13,07 13,50
Minimum 9 9 11 9 9 9 11 10 12
Maksimum 17 18 16 16 16 17 16 16 15
Odch. standardowe 2,00 2,53 1,56 1,95 1,98 2,36 2,16 1,86 2,12
Blad standardowy 0,47 0,51 0,45 0,46 0,40 0,71 0,88 0,50 1,50
Wiek wystapienia ostatniej miesigczki

Srednia 50,28 49,79 48,08 48,88 46,86 49,08 47,14 50,29 53
Minimum 40 40 38 40 38 40 42 46 50
Maksimum 57 60 55 56 60 55 54 58 57
Odch. standardowe 4,81 4,71 5,41 4,26 5,03 421 3,98 3,20 3,61
Blad standardowy 1,13 0,89 1,50 1,03 0,93 1,17 1,50 0,78 2,08
Lata reprodukcyjne

Srednia 37,18 37,30 34,73 36,44 35,43 33,90 31,86 36,79 41
Minimum 23 30 23 28 25 24 27 29 40
Maksimum 44 49 40 47 48 43 39 48 42
Odch. standardowe 5,09 5,10 4,94 4,43 5,32 5,45 4,53 4,90 1,41
Blad standardowy 1,23 1,14 1,49 1,11 1,11 1,72 1,71 1,31 1,00
Lata od menopauzy

Srednia 7,59 5,95 6,80 10,31 10,35 10 8 8,21 4,50
Minimum 0 1 1 2 1 4 1 1 4
Maksimum 22 15 25 22 20 17 23 21 5
Odch. standardowe 6,64 4,25 7,32 6,34 5,61 5,29 7,57 6,45 0,71
Blad standardowy 1,61 0,95 2,31 1,59 1,17 1,67 2,86 1,72 0,50
Liczba ciaz

Srednia 2,14 1,87 1,56 1,43 1,94 1,86 1,75 2,13 1,80
Minimum 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maksimum 5 6 3 4 7 4 4 6 3
Odch. standardowe 1,20 1,17 1,03 1,08 1,31 1,17 1,58 1,39 1,64
Blad standardowy 0,26 0,19 0,26 0,23 0,24 0,31 0,58 0,28 0,73
Masa ciata (kg)

Srednia 63,76 65,15 60,44 57,91 61,61 60,79 71,38 65,00 79,80
Minimum 44 50 41 44 48 43 53 50 58
Maksimum 82 90 80 73 85 75 95 100 100
Odch. standardowe 10,33 9,63 10,56 7,75 8,52 8,52 13,72 11,73 17,36
Blad standardowy 2,26 1,54 2,64 1,62 1,53 2,28 4,85 2,39 7,76
Wzrost (cm)

Srednia 161,52 162,67 162,81 160,39 161,35 160,86 163,75 161,83 167,20
Minimum 150 154 153 150 150 152 155 152 158
Maksimum 172 175 171 168 175 170 172 174 176
Odch. standardowe 5,41 5,12 5,05 5,52 6,19 5,07 5,50 6,72 6,72
Blad standardowy 1,18 0,82 1,26 1,15 1,11 1,35 1,94 1,37 3,01
BMI (kg/m2)

Srednia 24,45 24,63 22,75 22,72 23,68 23,71 26,72 24,88 28,93
Minimum 19,23 17,30 17,41 17,10 18,98 17,89 18,33 18,78 21,56
Maksimum 30,46 34,29 29,38 29,38 28,70 27,85 34,89 36,70 37,18
Odch. standardowe 3,22 3,50 3,61 3,07 2,28 2,92 5,39 4,68 6,81
Blad standardowy 0,70 0,56 0,90 0,64 0,41 0,78 1,91 0,96 3,05
BMD L2-1L4 (g/cm?)

Srednia 0,97 0,99 0,98 0,82 0,81 0,82 1,23 1,22 1,20
Minimum 0,90 0,91 0,92 0,69 0,66 0,73 1,09 1,08 1,14
Maksimum 1,07 1,07 1,06 0,90 0,96 0,90 1,47 1,38 1,25
Odch. standardowe 0,06 0,05 0,05 0,07 0,07 0,04 0,13 0,10 0,05
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Blad standardowy 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,05 0,02 0,03
BMD L2-14 YA (%)

Srednia 81 82,71 81,85 68,64 67,60 68,38 98,88 100,45 99,67
Minimum 75 76 77 58 55 62 86 86 95
Maksimum 89 89 89 75 75 75 123 115 104
Odch. standardowe 4,67 4,12 3,72 5,40 5,41 3,64 11,37 8,38 4,51
Blad standardowy 1,04 0,71 1,03 1,15 0,99 1,01 4,02 1,79 2,60
BMD L2-L4 AM (%)

Srednia 90,20 90,62 91,15 79,05 76,73 77 110,25 111,45 103
Minimum 81 80 79 69 60 68 92 92 99
Maksimum 101 105 108 90 92 86 133 131 107
Odch. standardowe 6,18 6,87 7,67 5,81 7,84 5,34 13,36 10,74 4
Blad standardowy 1,38 1,18 2,13 1,33 1,3 1,54 4,72 2,29 2,31
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Tabela 14. Zestawienie genotypow ze Srednimi wartosciami parametrow klinicznych
w grupie kobiet z osteopenia, osteoporoza i kobiet z prawidlowym T-score dla
polimorfizmu -643C>T genu RANKL.

Analizowane Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
zmienne Kobiety z osteopenia Kobiety z osteoporoza Kobiety zdrowe
(T-score >-1)
GENOTYP CC CT TT CC CT TT CC CT TT
T-score
Srednia -1,71 -1,82 -1,72 -3,17 -3,09 -3,24 0,06 0,10 -0,50
Minimum -2,46 -2,47 -2,45 -4,49 -4,24 -4,24 -0,97 -0,97 -0,95
Maksimum -1,07 -1,14 -1,17 -2,53 -2,50 -2,26 2,26 3,13 -0,04
Odch. standardowe 0,46 0,41 0,43 0,52 0,45 0,58 1,10 0,93 0,64
Btad standardowy 0,10 0,06 0,12 0,11 0,08 0,16 0,30 0,20 0,46
Z-score
Srednia -0,73 -0,72 -0,56 -1,76 -1,54 -1,79 0,76 1,06 -1,85
Minimum -1,44 -2,36 -1,27 -2,33 -3,02 -2,68 -0,61 -1,51 -1,85
Maksimum 0,04 0,77 0,11 -1,08 0,98 -0,08 2,65 2,32 -1,85
Odch. standardowe 0,48 0,72 0,51 0,30 0,77 0,70 1,27 1,00 -
Btad standardowy 0,13 0,13 0,19 0,07 0,14 0,19 0,45 0,28 -
Wiek
Srednia 53,20 53,56 53,00 54,70 55,10 57,40 54,00 53,91 54,00
Minimum 42 30 31 21 23 47 36 28 49
Maksimum 68 70 77 73 78 66 68 71 59
Odch. standardowe 5,93 9,09 11,79 9,12 10,36 5,74 8,50 11,01 7,07
Btad standardowy 1,33 1,39 3,15 1,76 1,44 1,48 2,36 2,35 5,00
Masa urodzeniowa badanych kobiet [g]
Srednia 3241,67 3416,25 | 3250,00 3237,50 @ 3114,00 2995,71 3297,50 @ 3580,00 3440,00
Minimum 2800 2500 3100 2670 2800 2470 2780 2460 3400
Maksimum 3600 4500 3500 4500 3500 3380 3750 5100 3400
Odch. standardowe 265,36 | 426,61 17321 | 569,88 244,64 | 321,34 | 30481 @ 79549 | -
Btad standardowy 108,33 | 106,65 @ 86,60 201,48 | 77,36 121,46 | 107,77 300,67 | -
Wiek wystapienia pierwszej miesiaczki
Srednia 12,77 12,86 13,86 11,54 13,21 12,25 13,56 13,00 14,00
Minimum 9 9 12 9 9 9 11 10 14
Maksimum 18 17 16 15 16 17 16 15 14
Odch. standardowe 2,59 2,10 1,46 1,81 1,85 2,42 1,88 2,00 -
Blad standardowy 0,72 0,36 0,55 0,50 0,35 0,70 0,63 0,58 -
Wiek wystapienia ostatniej miesigczki
Srednia 49,24 49,59 50,13 49,07 48,13 46,15 48,09 51,00 50,50
Minimum 40 38 40 40 38 40 44 42 47
Maksimum 56 60 56 56 60 52 52 58 54
Odch. standardowe 4,68 5,03 5,25 4,56 5,09 3,48 2,34 4,26 4,95
Btad standardowy 1,14 0,36 1,86 1,18 0,91 0,97 0,71 1,14 3,50
Lata reprodukcyjne
Srednia 35,55 36,84 37,83 36,64 35,77 33,67 34,60 36,82 34,50
Minimum 23 23 34 28 24 25 28 27 33
Maksimum 42 49 44 47 48 40 48 42 36
Odch. standardowe 5,73 5,15 3,49 6,34 4,79 4,16 591 5,15 2,12
Btad standardowy 1,73 0,92 1,42 1,91 0,94 1,20 1,87 1,55 1,50
Lata od menopauzy
Srednia 5,36 6,97 8,00 8,45 10,38 10,58 8,90 791 2,00
Minimum 0 1 1 3 1 2 1 1 2
Maksimum 18 25 22 15 22 20 18 23 2
Odch. standardowe 5,48 5,33 8,92 3,96 6,21 5,88 4,86 7,85 0,00
Btad standardowy 1,65 0,97 3,64 1,19 1,22 1,70 1,54 2,37 0,00
Liczba ciaz
Srednia 1,80 1,95 1,77 1,67 1,79 1,77 2,00 2,00 2,00
Minimum 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Maksimum 6 5 3 4 4 7 6 5 4
Odch. standardowe 1,44 1,11 0,83 1,06 1,01 1,88 1,58 1,31 2,83
Blad standardowy 0,32 0,17 0,23 0,23 0,17 0,52 0,44 0,28 2,00
Masa ciata (kg)

Srednia 63,45 64,12 63,15 58,62 60,88 60,92 66,77 70,09 60,00
Minimum 41 44 48 46 43 46 50 51 53
Maksimum 82 90 79 73 75 85 88 100 67
Odch. standardowe 10,89 9,71 10,66 6,95 7,85 11,38 10,26 15,56 9,90
Blad standardowy 2,43 1,46 2,96 1,52 1,35 3,16 2,85 3,32 7,00
Wzrost (cm)

Srednia 160,85 162,44 164,54 162,05 160,32 160,69 161,62 163,86 162,00
Minimum 153 150 156 152 152 150 152 152 152
Maksimum 168 175 175 168 172 175 174 176 172
Odch. standardowe 4,87 4,96 5,74 4,09 5,45 8,23 7,14 5,78 14,14
Blad standardowy 1,09 0,76 1,59 0,89 0,94 2,28 1,98 1,23 10,00
BMI (kg/m2)

Srednia 24,47 24,30 23,36 22,93 23,53 23,62 25,71 26,16 22,79
Minimum 17,51 17,41 17,30 17,10 17,89 19,14 18,33 18,78 22,65
Maksimum 30,86 34,29 28,60 29,38 29,24 28,70 32,89 37,18 22,93
Odch. standardowe 3,80 3,24 3,92 3,06 2,50 2,71 4,61 5,74 0,20
Blad standardowy 0,85 0,49 1,09 0,67 0,43 0,75 1,28 1,22 0,14
BMD L2-1L4 (g/cm?®)

Srednia 0,99 0,98 0,98 0,82 0,83 0,80 1,23 1,20 1,29
Minimum 0,90 0,90 0,91 0,66 0,69 0,69 1,08 1,09 1,20
Maksimum 1,07 1,06 1,04 0,90 0,96 0,89 1,47 1,38 1,38
Odch. standardowe 0,06 0,05 0,05 0,07 0,06 0,06 0,13 0,08 0,13
Blad standardowy 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,04 0,02 0,09
BMD L2-14 YA (%)

Srednia 82,65 81,64 82,45 68,55 68,34 66,85 100,50 100,42 | 93,00
Minimum 75 75 76 55 58 58 86 91 86
Maksimum 89 89 87 75 75 74 123 115 100
Odch. standardowe 4,77 4,12 393 5,15 4,97 5,32 11,88 6,14 9,90
Blad standardowy 1,16 0,66 1’19 1,15 0,88 1,48 3,43 1,41 7,00
BMD L2-L.4 AM (%)

Srednia 90,06 90,74 90,91 76,94 78,55 75,77 112,33 108,58 116,00
Minimum 79 80 82 60 65 71 92 92 108
Maksimum 102 108 100 86 91 92 133 125 124
Odch. standardowe 6,54 7,26 5,49 7,08 7,04 5,78 13,57 9,34 11,31
Blad standardowy 1,59 1,16 1,65 1,72 1,26 1,60 3,92 2,14 8,00

W analizie wariancji ANOVA w badanej populacji wykazano istotne statystycznie

roéznice dla nastepujacych parametrow: liczby lat od menopauzy (p=0,03), masy ciata
(p<0,005), BMI (p=0,005), L2-L4 BMD (p<0,005), BMD L2-L4 YA (p<0,005), BMD
L2-L4 AM (p<0,005), T-score (p<0,005), Z-score (p<0,005).

W dalszej analizie po uwzglednieniu podziatu badanej populacji ze wzgledu na
wartos¢
T-score, wykazano pojedyncze istotne statystycznie zaleznosci pomig¢dzy analizowanymi
genotypami a wybranymi parametrami klinicznymi.
W  przypadku polimorfizmu RANK 575C>T w grupie kobiet w wieku
postmenopauzalnym z prawidlowa warto$cig T-score zaobserwowano réznice w masie

urodzeniowej pomigdzy analizowanymi genotypami. Najwyzsza S$rednia mase
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urodzeniowg stwierdzono u kobiet z genotypem TT, natomiast nizsze wartosci
obserwowano u kobiet z pozostalymi genotypami.
W przypadku polimorfizmu RANKL -643C>T w grupie kobiet z osteoporoza
zaobserwowano roznice wieku wystgpienia pierwsze] miesigczki  pomigdzy
analizowanymi genotypami. Kobiety z genotypem CC charakteryzowaty si¢
wczesniejszym wiekiem menarche w porownaniu z kobietami posiadajacymi pozostate
genotypy.

Dalsza analiza danych nie wykazala istotnych zalezno$ci pomigdzy badanymi

polimorfizmami a analizowanymi parametrami klinicznymi.
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3.4 Korelacje danych densytometrycznych z wybranymi

parametrami klinicznymi

W ostatnim etapie pracy oceniano korelacje danych uzyskanych w badaniu
densytometrycznym z wiekiem i BMI pacjentek z uwzglednieniem podziatu na trzy
grupy. Wszystkie analizowane dane densytometryczne we wszystkich grupach

wykazywaty wzajemna korelacj¢ (Rycina 19.).

Kobiety z osteopeniag Kobiety z osteoporozag
WIEK WIEK X
BMI X Cor T.SCORE X X Corr
m ™
05 05
L2.L4.YA X X 00 L2.L4.YA X 00
-05 -05
L2.L4.BMD X X ."° L2.L4BMD -"0
T.SCORE X X L2.L4.AM X
& < & >
‘b‘p J‘R & « * @@0 \?ﬂ aoOQ & &

Kobiety z T-score powyzej 1

L2.L4.BMD

T.SCORE
Corr
m

BMI X X

WIEK X X X

R 4 =

.
&

X- nieistotne statystycznie przy p < 0,05 (Poprawka Holma)
Rycina 19. Korelacje danych densytometrycznych z wiekiem i BMI pacjentek w poszczegdélnych
grupach.

Stwierdzono dodatnig korelacje pomigdzy BMI i wiekiem w grupie kobiet z

osteopenig (r=0,44; p=0,002) oraz w grupie kontrolnej (r=0,45; p=0,025). W grupie
kobiet z osteoporoza nie wykazano istotnej korelacji pomigedzy tymi parametrami.
We wszystkich analizowanych grupach wigkszo§¢ parametrow densytometrycznych
wykazywata wzajemne dodatnie korelacje. Ponadto wykazano dodatnig korelacj¢ BMD
a parametrem BMD L2-L4 AM, odnoszacym si¢ do $redniej warto$ci gestosci mineralne;j
kosci dla wieku badanych pacjentek. Najsilniejszag korelacje tych parametrow
stwierdzono w grupie kobiet z osteoporoza (r=0,68; p<0,005). Zaobserwowano réwniez
ujemng korelacje pomiedzy wiekiem a L2-L4 BMD, okres$lajacym gestos¢ mineralng
kosci w odcinku lgdzwiowym kregostupa (r=-0,36; p=0,01).
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4. Dyskusja

W niniejszej pracy analizowano zwiazek polimorfizmow 575C>T w genie RANK
oraz -643C>T w genie RANKL z gestoscia mineralng kosci u kobiet w wieku
postmenopauzalnym. Analize oparto na ocenie rozkladu czestosci poszczegdlnych
genotypow i alleli w celu sprawdzenia czy wystgpowanie okre§lonego genotypu lub allelu
moze by¢ zwigzane z rozwojem chorob uktadu kostnego. Oceniono rowniez, czy czestosé
badanych polimorfizméw pozostaje w zwigzku z warto$cia gestosci mineralnej kosci oraz
wybranymi parametrami klinicznymi u kobiet po menopauzie.

Uzyskane wyniki nie wykazaly istotnych statystycznie zaleznosci pomigdzy wariantami
genetycznymi RANK 575C>T oraz RANKL -643C>T a wystepowaniem osteoporozy.
Nie wykazano rowniez istotnych statystycznie zalezno$ci pomig¢dzy analizowanymi
polimorfizmami a parametrami kostnymi, co sugeruje brak ich istotnego wptywu na
gestos¢ mineralng kosci w badanej populacji.

Analiza czgstosci genotypow wariantow genetycznych RANK 575C>T i RANKL -
643C>T w grupie kobiet z osteoporozg i osteopenig oraz w grupie kobiet o prawidtowe;j
warto$ci T-score rowniez nie wykazata istotnych statystycznie zalezno$ci tych wariantow
ani z wystgpowaniem choroby uktadu kostnego, ani z warto$ciami gestosci mineralne;j
kosci. Brak istotnych statystycznie zaleznos$ci pomig¢dzy analizowanymi polimorfizmami
a gestoscig mineralng kosci moze wynikaé¢ z wieloczynnikowe;j etiologii osteoporozy. Na
rozw0j tej choroby wplywaja zarowno czynniki genetyczne, jak i srodowiskowe, takie
jak dieta, poziom aktywnosci fizycznej, status hormonalny czy poziom witaminy D. W
zwigzku z tym pojedyncze warianty genetyczne moga wywiera¢ stosunkowo niewielki
wplyw na ryzyko wystapienia choroby, a ich znaczenie moze ujawnia¢ si¢ dopiero w
interakcji z innymi genami lub czynnikami srodowiskowymi (58).

W przypadku polimorfizmu RANK 575C>T w grupie kobiet w wieku
postmenopauzalnym z prawidlowa warto$cig T-score zaobserwowano réznice w masie
urodzeniowej pomiedzy analizowanymi genotypami. Zaobserwowano, ze u kobiet, ktore
miaty wigksza mase urodzeniowa (powyzej 4000 g), czesciej wystepowat genotyp TT,
natomiast u kobiet o nizszej masie urodzeniowej czes$ciej obserwowano pozostate
genotypy. Wyzsza masa urodzeniowa moze by¢ zwigzana z wyzszymi warto$ciami BMD
oraz BMC (Bone Mineral Content), co moze przektada¢ si¢ na mniejsze ryzyko rozwoju

osteoporozy w pozniejszym okresie zycia (59).
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Analiza czestosci genotypow wykazata, ze genotyp CC wystepowat czesciej u kobiet z
osteoporozg niz u kobiet z prawidtowa wartoscig T-score. Po zestawieniu kobiet z
nieprawidlowym T-score z kobietami o prawidtowej jego wartosci zauwazono ponadto,
ze w grupie kobiet z osteopenig lub osteoporoza czesto$¢ wystepowania homozygoty
CC byta dwukrotnie wigksza w poréwnaniu z kobietami o prawidtowej wartosci T-
score. Analiza czg¢sto$ci alleli wykazata rowniez, Ze u kobiet z osteoporoza czgsciej
obserwowano allel T w porownaniu z kobietami z osteopenia oraz z grupg kontrolna.
Jednoczes$nie po polaczeniu grup kobiet z osteopenig i osteoporozg stwierdzono, ze allel
C wystepowat czesciej w grupie kobiet z nieprawidlowa warto$cig T-score niz w grupie
kobiet z prawidlowa warto$cia tego parametru.

Zestawienie wynikow wilasnych oraz innych badaczy dotyczacych czestosci
wystepowania genotypow polimorfizmu 575C>T genu RANK przedstawiono w Tabeli
15.

Tabela 15. Zestawienie czestosSci wystepowania polimorfizmu 575C>T genu RANK

wSrod roznych populacji.

Populacja Zrodto Grupa badana Czesto$¢ genotypow
CcC CT TT
Polska Badania 493 pacjentki w wieku 153 229 111
wlasne okotomenopauzalnym (31,03) (46,45) (22,52)
Polska Boron 1 570 kobiet w wieku 94 204 103
wSsp. postmenopauzalnym i (23,44) (50,87) (25, 69)
(2014) rozrodczym
Arabia Abdiiwsp. 439 pacjentek z 39 118 95
Saudyjska  (2020) osteopenig (15,48) (46,83) (37,69)
Egipt Mohamed i 348 pacjentek  po 57 130 161
wsp. menopauzie (16,38) (37,36) (46,26)
(2016)

Analiza literatury nie potwierdza jednoznacznie otrzymanych wynikoéw. Boron i wsp.
(2014) wykazali, ze homozygota TT genu RANK nie jest czynnikiem zwigkszajacym

ryzyko osteoporozy, co pozostaje zgodne z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy.
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Autorzy ci stwierdzili jednak, Ze wariant ten moze by¢ zwigzany z nizszymi warto§ciami
BMD u kobiet z osteoporoza i osteopenia (60). Z kolei Abdi i wsp. (2020) wykazali, ze
nosicielki homozygoty CC moga charakteryzowaé si¢ zwigkszonym ryzykiem
wystgpienia zaburzen mineralizacji kosci, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
rozwoju osteopenii w okresie menopauzy. Wyniki te nie zostaly potwierdzone w
niniejszym badaniu, poniewaz nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomi¢dzy
warto$ciami BMD a analizowanym polimorfizmem RANK (61). Podobne obserwacje
przedstawili réwniez Mohamed i wsp. (2016), ktorzy wykazali, ze u pacjentek z
genotypem CC czgdciej rozwija si¢ osteoporoza niz u nosicielek genotypu TT (62).
Otrzymany rozktad czestosci genotypdéw polimorfizmu 575C>T byt porownywalny z
wynikami uzyskanymi przez Boronia i wsp. (2014). Réznice zaobserwowano natomiast
w poroéwnaniu z populacja saudyjska i egipska, w ktérych czesciej obserwowano genotyp
TT (61,62).

W przypadku polimorfizmu RANKL -643C>T w grupie kobiet z osteoporoza
zaobserwowano rdéznice w wieku wystgpienia pierwszej miesigczki pomigdzy
analizowanymi genotypami. Wiek wystapienia pierwszej miesigczki jest jednym z
czynnikow biologicznych mogacych wptywaé na metabolizm tkanki kostnej. Cze$¢
badan wskazuje, ze wczesniejsza menarche moze sprzyjaé osiggnieciu wyzszej
szczytowe] masy kostnej ze wzgledu na dtuzszy okres ekspozycji organizmu na dziatanie
estrogenow. Istniejg jednak rowniez doniesienia wskazujace na odmienne zalezno$ci. W
pracy Kopiczko i wsp. (2018) wykazano, ze kobiety, u ktorych pierwsza miesigczka
wystapita w pozniejszym wieku, mialy wigksze szanse na prawidtowe wartosci BMD w
wieku dorostym (59).

Zestawienie wynikow wilasnych oraz innych badaczy dotyczacych czestosci

wystepowania genotypow polimorfizmu RANKL -643C>T przedstawiono w Tabeli 16.
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Tabela 16. Zestawienie czestosci wystepowania polimorfizmu -643C>T genu

RANKL wsrod réoznych populacji

Populacja  Zrédto Grupa badana Czesto$¢ genotypow
CcC CT TT
Polska Badania 493 pacjentki w wieku 130 270 93
wlasne okotomenopauzalnym (26,36) (54,77)  (18,86)
Arabia Abdi i 372 pacjentki po 63 151 158
Saudyjska  wsp. menopauzie (16,94)  (40,60)  (42,46)
(2021)
Arabia Abdi 1 439 kobiet z osteopenig 81 179 171
Saudyjska  wsp. (18,79) (41,53)  (39,68)
(2020)
Tunezja Sassi i 566 pacjentki po 276 221 (39) 69 (12,2)
wSsp. menopauzie (48,8)
(2017)
Stowenia Mencej 1 353 pacjentki po 87 220 97
wSsp. menopauzie (21,5) (54,5) (24,0)
(2008)

W przypadku polimorfizmu -643C>T genu RANKL w niniejszej pracy nie
wykazano istotnie statystycznie zalezno$ci pomigdzy jego wystepowaniem a
zwigkszonym ryzykiem osteoporozy czy zmniejszong masa kostna. Podobne wyniki
uzyskali Mencej 1 wsp. (2008), ktérzy nie stwierdzili istotnych statystycznie roznic w
czestosci wystgpowania genotypdéw pomigdzy grupa kobiet z osteoporoza a grupa
kontrolng (22). We wcze$niejszym badaniu Mencej i wsp. (2006) zaobserwowali jednak,
ze u nosicielek genotypu TT polimorfizmu —643C>T genu RANKL tempo utraty masy
kostnej mogto by¢ wyzsze w poréwnaniu z innymi genotypami, co sugeruje potencjalny
wplyw tego wariantu na dynamike zmian w tkance kostnej (63).

Z kolei Abdi i wsp. (2021) wykazali, ze polimorfizm 643C>T genu RANKL moze by¢

zwigzany z nizsza gestoscig mineralng kosci w odcinku ledzwiowym kregostupa oraz ze
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zmniejszong gestoscig kosci w szyjce kosci udowej. Autorzy sugerujg réwniez mozliwy
wplyw tego wariantu genetycznego na poziom witaminy D w osoczu u kobiet (64).
Sassi 1 wsp. (2017) wykazali natomiast, ze genotyp CC polimorfizmu RANKL -643C>T
moze mie¢ dzialanie protekcyjne w stosunku do ryzyka wystgpienia osteoporozy (23).

Roéznice pomigdzy wynikami badan moga wynika¢ z odmienno$ci genetycznych
oraz §rodowiskowych pomiedzy analizowanymi populacjami. Nalezy rowniez zwrocié
uwage na pewne ograniczenia niniejszego badania. Analiza zostala przeprowadzona w
jednej populacji etnicznej, co moze ogranicza¢ mozliwo$¢ uogoélnienia uzyskanych
wynikow na inne populacje. Ponadto oceniano jedynie wybrane polimorfizmy genow
RANK i RANKL, podczas gdy rozwdj osteoporozy jest zwigzany z dziataniem wielu
gendw zaangazowanych w metabolizm tkanki kostnej. Uzyskane wyniki maja réwniez
znaczenie w kontek$cie badan nad genetycznymi uwarunkowaniami osteoporozy.
Pomimo ze analizowane polimorfizmy genéw RANK i RANKL nie wykazaty istotnego
zwigzku z gestoscig mineralng kosci w badanej populacji, wyniki te stanowig istotny
wklad w badania nad genetycznymi uwarunkowaniami osteoporozy. Wskazuja one, ze
pojedyncze warianty genetyczne moga nie mie¢ decydujacego znaczenia dla rozwoju
osteoporozy, a wigkszg rolg mogg odgrywaé zlozone interakcje pomiedzy czynnikami
genetycznymi oraz S$rodowiskowymi. W przyszto$ci badania genetyczne moga
przyczynic¢ si¢ do identyfikacji markerdw pozwalajacych na wezesniejsze wykrycie osob
z podwyzszonym ryzykiem osteoporozy oraz umozliwi¢ bardziej spersonalizowane
podejscie do profilaktyki i leczenia tej choroby.

Na zakonczenie warto podkresli¢, ze niniejsza praca jest jedng z niewielu
analizujacych polimorfizmy RANK i RANKL w odniesieniu do osteoporozy w populacji
polskiej. Uzyskane wyniki wskazuja, Ze analizowane warianty genetyczne nie stanowig
glownych czynnikdéw ryzyka osteoporozy w badanej populacji kobiet po menopauzie.
Jednoczesnie obserwowane rdéznice pomigdzy populacjami wskazuja na potrzebe
prowadzenia dalszych badan nad genetycznymi uwarunkowaniami metabolizmu tkanki

kostne;j.

78



5. Wnioski

1.

Analiza rozktadu czestosci genotypow i alleli polimorfizméw RANK C575T oraz
RANKL C-643T nie wykazata istotnych statystycznie réznic pomi¢dzy grupa kobiet
z osteopenig i osteoporoza a grupa kobiet z prawidtowa wartoscig T-score. Nie
stwierdzono réwniez istotnych zalezno$ci pomig¢dzy badanymi polimorfizmami a
warto$cig gestosci mineralnej kosci.

Analizowane polimorfizmy genéw RANK i RANKL nie wydaja si¢ stanowi¢
istotnych czynnikow ryzyka osteoporozy w analizowanej populacji kobiet.

W grupie kobiet w wieku postmenopauzalnym z prawidtowym T-score wykazano
zalezno$¢ pomiedzy polimorfizmem RANK 575C>T a masg urodzeniowa, natomiast
w grupie kobiet z osteoporoza stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy polimorfizmem
RANKL -643C>T a wiekiem wystgpienia pierwszej miesigczki.

Analiza korelacji parametréw densytometrycznych z wybranymi danymi klinicznymi
wykazata dodatnig korelacje pomiedzy BMI a wiekiem w grupie kobiet z osteoporoza
oraz w grupie kontrolnej. U kobiet z osteoporoza stwierdzono ujemng korelacje
pomiedzy wiekiem a gesto$cig mineralng kosci w odcinku ledzwiowym kregostupa
(L2-L4 BMD). We wszystkich analizowanych grupach wykazano réwniez dodatnie

korelacje pomi¢dzy parametrami densytometrycznymi.
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Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

Uchwata nr KB-0012/100/15
Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie z dnia 05.10.2015 r.

Na podstawie art. 29 ust. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza i lekarza dentysty (Dz. U.
205.11.2008 r. Nr 136, poz. 857) oraz § 6 rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegolowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziafania komisji bioetycznych
(Dz. U. Nr 47, poz. 480) uchwala sie, co nastepuije:

§1

Komisja Bioetyczna Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie fobradujaca iwydajaca opinie
zgodnie z zasadami GCP Good Clinical Practice/ w skiadzie wedlug listy dotgczonej do uchwaty, po zapoznaniu
si¢ z dokumentacjg projektu badawczego pt.:

*Udziat wariantow polimorficznych czynnikow zwigzanych z gestoscia mineralng kosci
u kobiet w okresie okofomenopauzalnym — poszukiwanie markeréw terapeutycznych"

Gtowny Badacz:
— prof. drhab. n. med. Bogustaw Czerny - Zaktad Farmakologii Ogolnej i Farmakoekonomiki

PUM w Szczecinie

Wspétbadacze:
— drn. med. Izabela Uzar,

— drn. med. Adam Kamiriski,

- drn. med. Daniel Kotrych,

—  prof. dr hab. n. med. Maciej Kotban,

— prof. dr hab. med. Andrzej Plewka,

— prof. dr hab. n. med. Agnieszka Seremak-Mrozikiewicz,
— mgr Aleksandra Kowalska

Recenzent badania:
— drhab. prof. nadzw. PUM Marek Myslak

Lista dokumentéw zatgczonych do wniosku:
— Whniosek do Komisji Bioetycznej PUM w Szczecinie o wyrazenie opinii o projekcie badawczym,
— Opis projektu badawczego,
— Formularz $wiadomej zgody pacjenta na przeprowadzenie badan,
— Informacja dla pacjenta,
— Lista wszystkich o$rodkow bioracych udzial w badaniu wraz z adresami Komisji Bioetycznych, pod ktére
podlegaja,
— Zgody kierownikéw odpowiednich jednostek na przeprowadzenie badar,

N
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stwierdza:
1. oérodek, w ktorym ma byé przeprowadzone badanie spetnia wymogi dla jego przeprowadzenia,
2. kwalifikacje zawodowe i naukowe kierownika badania gwarantujg wiasciwe przeprowadzenie badania,

3. osoby poddane badaniu zostang szczegblowo zapoznane Z celami i zasadami przeprowadzenia
do$wiadczenia, ze spodziewanymi dla nich korzy$ciami leczniczymi oraz o ryzyku zwigzanym
z poddaniem sie eksperymentowi,

4. zagwarantowano w badaniu obowiazek uzyskania éwiadomej zgody od wszystkich badanych osob lub ich
przedstawicieli ustawowych, ochrong danych osobowych uczestnikéw badania oraz mozliwosci
odstapienia od udzialu w eksperymencie w kazdym jego stadium.

W zwiazku z powyzszym Komisja Bioetyczna PUM wyraza pozytywna opini¢ 0 zaprezentowanym badaniu.
§2

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku i przedstawionego projektu; kazda zmiana
i modyfikacja projektu badawczego wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest
do informowania o wszelkich poprawkach, ktére moglyby mie¢ wplyw na opinig Komisji, o cigzkich
lub niespodziewanych zdarzeniach niepozadanych i nieprzewidzianych okolicznosciach, o zakoriczeniu badania
i 0 jego wynikach.

§3

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia i obowiazuje na okres badania.

PRZEWODNICZACY
Kogysi Bioetycznej
Prmorsiiego ] w Sz2czecinie

prof_dr hab. n. med. Marek Drozdzik

87



Szczecin, dnia 01.03.2026 r.

OSWIADCZENIE

Ja, prof. dr hab. n. med. Bogustaw Czerny, jako gléwny badacz projektu badawczego
pt. ,,Udzial wariantéw polimorficznych czynnikow zwigzanych z gestoscig mineralng koéci u
kobiet w okresie okotomenopauzalnym”, realizowanego za zgoda Komisji Bioetycznej
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (uchwata nr KB-0012/100/15 z dnia
05.10.2015), niniejszym potwierdzam, ze w ramach wspolpracy badawczej Pani Maria Jopek
miala mozliwo$¢ korzystania z materialu biologicznego (probek) zgromadzonego w toku
realizacji powyzszego projektu. Jednocze$nie o$wiadczam, ze wszystkie udostgpnione probki
byly w peli zanonimizowane i wykorzystywane wylacznie do celéw naukowych, zgodnie z
obowigzujacymi przepisami prawa, zasadami etyki badai naukowych oraz zakresem zgody

Komisji Bioetyczne;j.
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