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ABSTRAKT

SPANKOVA, Jana: Vplyv genetickych polymorfizmov v géne CYPIBI na ukazovatele
kostného metabolizmu aich vyuzitie pri predikcii rizika vzniku osteopordzy u Zien.
Rigorézna praca. Univerzita KonStantina Filozofa v Nitre. Fakulta prirodnych vied,
Katedra botaniky a genetiky. Skolitel: doc. RNDr. Radoslav Omelka, PhD. Stupefi
odbornej kvalifikacie: Doktor prirodnych vied v odbore ,,Biologia“. Nitra: FPV, 2012. 79

S.

Predkladana praca sa venuje asociacii medzi polymorfizmami génu pre cytochrom P450
(CYP1B1) aukazovateImi kostného metabolizmu — markermi kostnej remodelécie
a hustotou kostného mineralu kréka femuru (F-BMD) a driekovej chrbtice (S-BMD).
Osteoporéza je metabolické ochorenie kosti, ktoré sa vyznaCuje porusenim
mikroarchitektry  kostného tkaniva a zahffia Siroké spektrum  genetickych,
environmentalnych a hormonalnych faktorov, ktoré¢ moézu ovplyvinovat BMD. Sledované
skupiny pozostavali zo 100 (pre polymorfizmus Arg48Gly), 154 (Alall9Ser), 149
(Leud32Val) a 144 (Asn453Ser) postmenopauzalnych zien. DNA sme ziskali z krvnych
vzoriek a genotyp kazdého polymorfizmu bol ur¢eny pomocou PCR-RFLP. Frekvencie
genotypov a alel jednotlivych CYP1B1 polymorfizmov boli nasledovné: Arg48Gly — CC
(58 %), CG (33 %), GG (9 %), alela C (0,745), G (0,255); Alal19Ser — GG (51,3 %), GT
(37 %), TT (11,7 %), alela G (0,698), T (0,302); Leud32Val — CC (35,6 %), CG (45 %),
GG (19,5 %), alela C (0,581), G (0,419); Asn453Ser — AA (66,7 %), AG (27,8 %), GG
(5,6 %), alela A (0,806), G (0,194). Distribucia genotypov vsetkych polymorfizmov bola v
Hardyho-Weinbergovej rovnovahe (P > 0,05). Genotyp GG polymorfizmu Leu432Val
génu CYPIBI bol spojeny so zvySenou kostnou formaciou, ale len u Zien s vekom do 45,3
roka. Nebola zistena ziadna d’al§ia vyznamna asociacia medzi CYP1BI1 polymorfizmami
a markermi kostného obratu alebo hustotou kostného mineralu (F-BMD, S-BMD).
Vysledky rigordéznej prace moézu pomoct pri spresneni  poznatkov o genetickej
podmienenosti osteoporozy u ¢loveka a poukazujii na nevhodnost’ vyuzitia analyzovanych

polymorfizmov v géne CYP1BI1 na predikciu rizika vzniku osteoporozy.

KTlucové slova: Osteopordza. CYP1BI1. Kostny metabolizmus. Biochemické markery.

BMD.



ABSTRACT

SPANKOVA, Jana: Associations of genetic polymorphisms in the CYP1B1 gene with
bone metabolism related traits and applications in women osteoporosis risk prediction.
RNDr. Thesis. Constantine the Philosopher University in Nitra. Faculty of Natural
Sciences, Department of Botany and Genetics. Supervisor: doc. RNDr. Radoslav Omelka,
PhD. Degree of Qualification: Doctor of Natural Sciences in specialization “Biology”.
Nitra: FNS, 2012. 79 p.

In this work polymorphisms within the cytochrome P450 (CYP1B1) gene have been
associated with bone metabolism related traits — markers of bone turnover and bone
mineral density in femur (F-BMD) and spinal vertebrae (S-BMD). Osteoporosis is
metabolic bone disease characterized by the microarchitectural deterioration of bone tissue
and involving a broad spectrum of genetic, environmental and hormonal factors that may
affect BMD. The study sample consisted of 100 (polymorphism Arg48Gly), 154
(Alal19Ser), 149 (Leud432Vla) and 144 (Asn453Ser) postmenopausal women. Total DNA
was extracted from blood samples and the genotypes were determined using PCR-RFLP.
The genotype and allele frequencies of CYP1B1 polymorphisms were as follows:
Arg48Gly — CC (58 %), CG (33 %), GG (9 %), allele C (0,745), G (0,255); Alal19Ser —
GG (51,3 %), GT (37 %), TT (11,7 %), allele G (0,698), T (0,302); Leu432Val — CC (35,6
%), CG (45 %), GG (19,5 %), allele C (0,581), G (0,419); Asn453Ser — AA (66,7 %), AG
(27,8 %), GG (5,6 %), allele A (0,806), G (0,194). The genotype distributions for all
polymorphisms were in agreement with Hardy-Weinberg equilibrium (P > 0, 05). The GG
genotype of Leud432Val polymorphism in the CYP1B1 gene was found to be associated
with increased bone formation, but only in women under 45, 3 years. No other significant
association was observed between the CYP1B1 polymorphisms and bone turnover markers
and bone mineral density (F-BMD, S-BMD). The results of this study can be used in the
specification of knowledge about genetic conditionality of human osteoporosis and suggest
inappropriate use of the analyzed polymorphisms in the CYP1B1 gene to predict risk of

osteoporosis.

Keywords: Osteoporosis. CYP1B1. Bone metabolism. Biochemical markers. BMD.
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UvVOoD

Pri su¢asnom pohodlnom spdsobe Zivota s nedostatkom pohybu a stravou chudobnou
na latky potrebné pre vystavbu kosti, sa naruSuje tvorba a vyziva kosti, a tym sa vytvaraju
podmienky pre vznik a rozvoj osteopordzy U geneticky rizikovych jedincov. Zlomeniny,
ktoré su najzavaznejSim dopadom tohto metabolického ochorenia kosti dokazu vyrazne
negativne ovplyvnit’ kvalitu Zivota. Osteopordza je povazovana za ,.tichého zlodeja kosti®,
lebo navonok sa neprejavuju ziadne priznaky ochorenia, takze l'ud’om sa stencuju a krehnu
kosti, az kym nedo6jde ku zlomenine, kedy si problém za¢ni uvedomovat'.

Ked'ze sa predpokladad zvySovanie I'udského veku, bude sa pravdepodobne zvySovat’
aj vyskyt osteopordzy. Je teda nevyhnutné, aby sa priSlo na geneticki podstatu tohto
ochorenia a pri ohrozenych jedincoch sa mohli zaviest' adekvatne preventivne opatrenia
a aby doslo ku znizeniu rizika vzniku moznych doésledkov osteoporozy.

Pravidelnd obnova kosti je nevyhnutnd k tomu, aby kost' plnila svoje funkcie.
Resorpcia kosti osteoklastmi a tvorba novej ¢innostou osteoblastov je za optimalnych
podmienok v rovnovahe. Jej porusenie vedie ku zvySenému odburavaniu kosti. Vysledkom
je redukcia kostnej hmoty. Idealny vztah medzi kostnou resorpciou a novotvorbou udrzuje
cely rad regulacnych mechanizmov. Jednym z ddlezitych faktorov je pdsobenie
estrogénov. Pri ich poklese dochddza ku zvySovaniu resorpcie kosti, o ma za nasledok
rednutie a slabnutie kosti.

Rigordézna praca je zamerand na Studium polymorfizmov v estrogén inaktivujucom
géne CYP1B1 vo vztahu kukazovatelom osteoporézy ako st biochemické markery
kostnej remodelécie a hustota kostného mineralu.

Uz sa vo svete dosiahol pokrok v identifikacii genetickej podstaty osteoporozy, je znamych
vela genetickych polymorfizmov a asociacii, ale eSte stale nie dost’, aby sa mohlo vcas
predchadzat’” vzniku tohto ochorenia. NaSe vysledky teda moézu prispiet k zakladnému
vyskumu podstaty osteoporozy.

Dovol'ujem si uprimne pod’akovat’ svojmu skolitel'ovi doc. RNDr. Radoslavovi Omelkovi,
PhD. za odborné vedenie, cenné rady, ochotu, metodické a praktické pripomienky, ktoré

mi poskytol pri vypracovavani rigor6znej prace.
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1 PREHLCAD LITERATURY

1.1 KOSTNE TKANIVO

1.1.1 Zakladna stavba kosti

Kostné tkanivo je jedno znajtvrdSich tkaniv ludského tela a po chrupke je to
najodolnejsie tkanivo schopné vzdorovat’ mechanickému stresu. Kosti tvoria hlavny podiel
skeletu dospelého jedinca, poskytuju oporu mikkym tkanivdm, chrania zivotne dodlezité
organy, prechovavaji vo svojej dreni krvotvorny orgédn a slizia ako zasobaren vapnika a
fosforu (Junqueira et al., 2002).

Makroskopicky rozoznavame dva typy lameldzneho kostného tkaniva. Trabekularna alebo

Spongidzna kost’, substantia spongiosa (tvori priblizne 20 % celkového skeletu) a

kortikalna kost’ alebo kompakta, substantia compacta (asi 80 % skeletu) (Sikavitsas et al.,

2001; Hill a Orth, 1998). Podiel zastupenia v jednotlivych miestach v ramci skeletu je
rozdielny. Kompaktna kost’ je pevna, a len do 10 % poérovita (Sikavitsas et al., 2001).
Nachadza sa v réznych typoch kosti: dlhé kosti (femur a tibia), kratke kosti (zapastie a
&lenok) aj ploché kosti (lebka a nepravidelné kosti) (Sikavitsas et al., 2001). Spongi6ézna
kost” je tvorena lamelozne upravenymi tram¢ekmi kosti, ktoré su prepojené tak, ze vznika
priestorova siet (Cihdk, 2001). Vypiha hlavne epifyzarne Gasti kosti ateld stavcov
(Broulik, 1999). Predstavuje ju vyssia porovitost 50 — 90 %, ¢o jej poskytuje odolnost’
v tlaku (Sikavitsas et al., 2001; Baron, 1993).

Povrch kosti

Vizivovy obal kosti, okostica (periost) kryje vonkajsi povrch kosti vSade S vynimkou
niektorych miest, kde je kost’ spojena so svalom alebo kibovym piizdrom. Na vnutornej
ploche kosti, medzi kostnym tkanivom a kostnou drefiou je védzivova vrstva podobna
periostu, endosteum (endost) (Cihdk, 2001). Hlavnou funkciou periostu a endostu je
vyziva kostného tkaniva a neustdle dodavanie novych osteoblastov urcenych k obnove a

rastu kosti (Junqueira et al., 2002).

Kostna matrix

Asi 60 % hydratovanej kosti pozostava z kostného mineralu, z toho 38 % pripadd na
vapnik. Nemineralizovana Cast’ kostného tkaniva je tuk, kolagén, voda (Kalender, 1992)
a nekolagénne bielkoviny (podiel jednotlivych zloziek zavisi od veku a typu kosti). Tieto

zlozky maji ako mechanické aj metabolické funkcie (Robey a Boskey, 2008).
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Hlavnou mineralnou zlozkou je hydroxyapatit. Funkciou mineralov je zosilnovat’ kolagén,
poskytovat’ tkanivu mechanicktl odolnost’ a tiez sluzit’ ako zdroj vapnika, fosforu a horc¢ika
pre mineralnu homeostazu (Boskey, 2007).

Stavebnym prvkom vldknitej siete je kolagén typu I. Tvori viac ako 90 % kostnej matrix
(Zafeirakis, 2010). Zavitnica kolagénu obsahuje aminokyseliny hydroxyprolin
a hydroxylyzin. Kazd4 z nich sa sklada z troch polypeptidovych retazcov (Broulik, 1999),
z dvoch identickych al vlakien a Strukturalne podobného, ale geneticky rozdielneho a2
vlakna (Rossert a De Crombrugghe, 2002). Terciarna $truktura kolagénu pozostava z troch
polypeptidov usporiadanych v triplex a je stabilna pri 37 °C (Broulik, 1999).

Nekolagénne bielkoviny tvoria 10 az 15 % z celkove] bielkovinovej zlozky v Kostiach.

Zohravaji ulohu v organizovani kostnej matrix, koordinuju interakcie medzi bunkami,
mineralmi a medzibunkovou hmotou a reguluji procesy mineralizacie. Po¢as prvych faz
kostnej formécie sa tvoria glykosaminoglykany, versikan a chondroitin sulfat
proteoglykdn. Dekorin je zahrnuty v tvorbe kolagénovych fibril (Young et al., 2006).
Osteonektin, fosforylovany glykoprotein je zapojeny v raste osteoblastov a v mineralizacii
kostnej matrix (Zhu et al., 2007). Kosti buniek syntetizuji mnozstvo proteinov, ktoré
umoznuji  bunkové prepojenie (osteopontin, kostny sialoprotein, fibronektin,
trombospondin, vitronektin, fibrilin), tym, Ze sa pripajaji na skupinu integrinov na povrchu
buniek (Paz et al., 2005).

Voda tvori 10 % vahy kosti v zavislosti od kostného veku. Je nevyhnutnd pre vyzivu
buniek a medzibunkovej hmoty, tok idnov a udrzanie kolagénove;j struktary (Lees, 2003).
Tuky sa podiel'aju na suchej vahe kosti do 2 %. Fosfolipaza D sa zucastiiuje prvych faz
formécie budutcich kosti pocas embryogenézy (Gregory et al., 2005).

1.1.2 Kostné bunky

V dospelej kostre osteocyty tvoria 90 az 95 % z celkového zastupenia kostnych

buniek v porovnani so 4 az 6 % osteoblastov a 1 az 2 % osteoklastov (Bonewald, 2008).

Osteoblasty st bunky mezodermalneho poévodu (Harada a Rodan, 2003), plne
diferencované, zodpovedné za produkciu kostnej matrix (Marks a Odgren, 2002). Su to
hranaté bunky formujlice stivislé vrstvy na vonkajSom povrchu kostného tkaniva (Suda et
al., 2003). Maju dobre viditelny Golgiho aparat a vyvinuté drsné endoplazmatické
retikulum (Marks a Odgren, 2002). Dospelé st nevyhnutné pre mineralizaciu vd’aka

procesu uskladiiovania hydroxyapatitu. Na jeho formovanie st nevyhnutné vapnik a fosfor,
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a stym suvisi aj reguldcia ich lokalnych koncentracii (Boskey, 1996, 1998). Hlavnym
produktom osteoblastov je kolagén typu I. Tento protein je vyluCovany vo forme
prekurzorov s aminoterminalnymi a karboxyterminalnymi peptidmi na koncoch molekuly.
Tieto propeptidy su nasledne proteolyticky odstranené. Osteoblasty syntetizuju aj d’alSie
proteiny, ktoré su sti¢ast’ou kostnej matrix, ako su osteokalcin a osteonektin, tvoriace 40 az
50 % nekolagénnych bielkovin kosti (Ducy et al., 1996). Dalej sa to bielkoviny ako
osteopontin, kostny sialoprotein, fibronektin, vitronektin a trombospondin sluziace ako
faktory, ktoré vzajomne posobia s integrinmi (Boskey, 1996, 1998). Osteoblasty tiez
obnovuju kostni matrix v oblastiach, kde bola kost’ resorbovana osteoklastmi (Suda et al.,
2003). Zivotnost’ osteoblastov je na jednotlivych miestach v rozpiti od 3 mesiacov do 1,5
roka (Roodman, 1996). Dozrievanie a funkcia osteoblastov st regulované rastovymi
faktormi a cytokinmi, sprostredkované cez ich interakcie s proteinmi matrix. Niektoré sa
zabuduju do kosti ako osteocyty, iné zostanu na kostnom povrchu ako osteoprogenitorové

bunky (Harada a Rodan, 2003; Roodman, 1996).

Osteocyty su zrelé osteoblasty uzavreté v kostnej matrix, a s zodpovedné za jej
zachovanie. Maju schopnost’ nielen syntetizovat, ale tiez v obmedzenej miere resorbovat
matrix (Marks a Odgren, 2002). Mo6zu vsak syntetizovat' niektoré molekuly ako je
osteokalcin a transportovat’ mineraly vnutri kosti. Vytvaraju dlhy systém uzkych
kanalikov, ktoré tvoria komunika¢nu siet’ s prilahlymi osteocytmi a bunkami na kostnom
povrchu, ako su osteoblasty, osteoklasty a osteoprogenitorové bunky (Rho, 2005).
Osteocyty produkujuce matrix maji bunkové organely podobné osteoblastom.
Osteolytické osteocyty obsahuju lyzozomové vakuoly a Struktiry ako fagocytujice bunky
(Marks a Odgren, 2002).

Osteoprogenitorové bunky (lining cells) su kmenové bunky, ktoré sa diferencuji
z mezenchymu. Bunky su ploché, vretenovito pretiahnuté a nachadzaju sa na vnutornej
strane periostu, v endoste a v kanalikoch kompaktnej kosti pozdiz krvnych ciev. Bunky si
uchovavaji schopnost’ mitoticky sa delit’ a diferencovat’ na zrelé kostné bunky (Cech

a Horky, 2004).

Osteoklasty st vel’ké mnohojadrové bunky, obsahuji od 2 do 100 jadier na bunku
(Roodman, 1996), mnozstvo mitochondrii, lyzozomov a volnych ribozémov (Roodman,
1996; Boskey, 1998). Formuji sa z mononukledrnych prekurzorov hemopoetického
povodu (Vaananen a Horton, 1995). Ich znakom je obsah tartarat-rezistentnej Kkyslej

fosfatazy (Udagawa et al., 1990). Zivotnost Pudskych osteoklastov sa pohybuje v rozmedzi
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dvoch tyzdinov (Hughes et al.,, 1996). Svojim karta¢ikovym lemom a sekréciou
osteolytickych enzymov odburavaji minerdlnu i organickt zlozku kostnej hmoty (Broulik,

1999).

1.1.3 Kostna remodelacia

Tkanivo kosti nie je statické. Zdravé kosti vyzaduji neustdlu remodelaciu pre
prispdsobenie sa na podpornu funkciu, obnovu mikroposkodeni a regulovanie mineralnej
homeostazy. V tomto procese sa kazdorocne obnovi priblizne 10 % skeletu (Lerner, 2006).
Pomocou neustdleho cyklu osteoformacie a osteoresorpcie kost' prispdsobuje svoju
kompoziciu beznej zat'azi, preto je zlozenie kosti odlisSné v kazdom bode na priecnom aj
pozdiznom priereze (Klabnik, 2007). Castejsie je remodelovana $pongiézna kost' oproti
kompaktnej, o vysvetl'uje, preco je toto metabolické ochorenia skeletu pozorované viac
V kostiach s pomerne velkym mnozstvom Spongidznej Kosti ako st distalne predlaktie,

chrbtica a bedrova oblast’ (Lerner, 2006).

Bone remodeling - Kosini remodelicia

El'udovy stav Mineralizicia Fludovy stav
Resorpeia Formacia
Reverzna
fara bone-lining cell

bone-lining cell

osteoclast  osteoblast P 18 new bone
osteocyte -

cell

cement line

‘ old bone

‘ /
@ 2010 Encyclopsdia Britannica, Inc. ST - /

Obr. 1 Remodelacia kosti (Bone remodeling, 2011)

Prestavba kosti (obr. 1) za¢ina na pokojnom kostnom povrchu, kde sa objavia osteoklasty —
kl'udovy stav (Vaananen aHorton, 1995) asvojou lytickou ¢innostou Vvytvoria
v kompaktnej kosti raziaci kuzel' a v Spongioéznej kosti Howshipove lagiiny — resorpcia

(Broulik, 1999). Potom osteoklasty opustaju resorbované miesta aobjavuju sa tu
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mononukledrne bunky, ktoré vycistia organickd matrix a na dne lagun formuju cementovi
vrstvu — reverzna faza. Nasledne sem pridu nezrelé bunky, ktoré sa formuju do zrelych
osteoblastov a za¢nu vypinat osteoklastmi vytvorené medzery novou kostnou hmotou —
formacia. Ked je vytvorené rovnaké mnozstvo Kosti ako bolo resorbované a prestavba je
dokoncena, extracelularna matrix je mineralizovand — mineralizacia a pokryta vrstvou
osteoblastov (Lerner, 2006). Niektoré sa enkapsuluju v osteoide a menia na osteocyty. Iné
sa mozu diferencovat’ na osteoprogenitorové bunky, ktoré vytvaraju novy povrch kosti —

kl’'udovy stav (Lian a Stein, 2001).

1.2 CHARAKTERISTIKA OSTEOPOROZY

Kost’ je zivé tkanivo a pocas Zivota sa neustdle obmiena. Stara kost' je ¢innostou
osteoklastov odburavand anahrddza ju kostnd hmota nova, ktord je produktom
osteoblastov. Rovnovazny stav medzi tvorbou a odburavanim kosti sa fyziologicky narasa
s narastajucim vekom (asi od 45. roku Zeny a 60. roku u muza) (DuriSova, 2004).
Negativna bilancia kostnej hmoty (ked’ prevazuje resorpcia kosti nad jej tvorbou) je

patogenetickym podkladom osteopordzy (Klabnik, 2007) (Obr. 3).

2 Zmena BMD pocas zivota
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Obr. 2 Zmena BMD pocas zivota V zavislosti od veku (Fracture prevention in adults,
2011)

Kanis et al. (1994) charakterizuji osteopordzu znizenou hustotou kostného tkaniva (Obr.
2), redukovanou pevnostou kosti a zvySenym rizikom vzniku zlomenin. Dalej uvadzaja, Ze
osteopordza sa rozvija spolu s vekom kvoli nerovnovahe v remodelaénom cykle kosti,

ktory je nevyhnutny pre udrzanie zdravej kostry.
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Aj napriek tomu, ze kvalita kostnej hmoty je ddlezitou zlozkou pri riziku fraktar, aj kostné
abnormality prispievaju ku krehkosti kosti. R6zne neskeletalne faktory ako nachylnost’ ku
padu a sila narazu, prispievaju k riziku fraktar (Kanis et al., 2005).

Stadie dokazujli, Ze genetické vplyvy sa mozu liit medzi pohlaviami a rdznymi
populaciami (Dvornyk et al., 2003; Kung et al., 2006; Foroud et al., 2007).

Osteopordza bola Svetovou zdravotnickou organizaciou (WHO, 2003) oznacend za
prednostny zdravotnicky problém pre jej vysoké naklady na zlomeninu a dosledky ako
individualne, tak aj spolocenské: bolest’, invalidita, zvySené riziko skorej smrti
a ekonomické naklady vlad.

Riziko osteoporotickej zlomeniny nie je dané len denzitou kosti, podiela sa na fiom aj
mnozstvo inych ukazovatelov pevnosti kosti (Masaryk, 2005). Kostnéd sila je tvorena
zlozkami ako st mnoZstvo kostnej hmoty, mikroarchitektonika (pocet a hriibka kostnych
tramcov), makroarchitektonika (velkost' atvar kosti), vlastnosti mineralu (mineraly,
kolagén) a dynamicka zlozka kostného obratu (osteoformacia a osteoresorpcia) (Jensovsky,
2004).

Tomkova a Telepkova (2005) odhaduju prevalenciu osteoporozy v slovenskej populacii asi
na 6 %.

Osteoporoticki

Obr. 3 Normalna a osteopor6zou postihnuta kost’ (Osteoporosis, 2011)

Prejavy osteoporozy

Oblast’ proximalneho femuru

Zlomenina v oblasti proximalneho femuru je najzavaznejSou osteoporotickou
komplikaciou aje spojena svysokou mortalitou aj morbiditou. Umrtnost po tejto

zlomenine je najvysSia v prvych 6 mesiacoch (Wehren a Magaziner, 2003). Z tych, ktori
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preziju akutny stav, prakticky polovica zostane pohybovo obmedzené a odk4zana na 16zko
alebo socialnu starostlivost’ (DuriSova, 2004). Priblizne 90 % zlomenin kréka stehnovej
kosti uoboch pohlavi je pritom vysledkom obycajnych padov (Youm et al., 1999).
Incidencia zlomenin proximalneho femuru sa zvySuje exponencialne s vekom pri oboch

pohlaviach (Cooper et al., 1992a).

Vertebralna oblast’

Vézne deformity vo vertebralnej oblasti sa vyskytuju hlavne v torakolumbéalnom spojeni
Th10 — L1, kym menej zavazné st rozsirené difuzne cez cel torakolumbalnu oblast’. Muzi
vykazuju skor exponencialny rast vyskytu, zatial’ co zeny skor linearny rast (Melton et al.,
1993). Len asi S$tvrtina zlomenin stavcov je v dosledku padov (Cooper et al., 1992b),
vicsina Z nich je vysledkom beznych kazdodennych ¢innosti. Zdanlivo neskodné aktivity
ako ohybanie sa alebo dvihanie I'ahkych predmetov mdze spdsobit’ vel'ké zatazenie, ktoré
lahko zapri¢ini fraktiru stavcov (Myers a Wilson, 1997). Zlomeniny v tejto oblasti st
spojené s kyfézami, stratou vysky (Cummings a Melton, 2002), chronickou bolest'ou
chrbtice, deforméciami stavcov, pohybovym obmedzenim a zvySenym rizikom

hospitalizacie (Ensrud et al., 2000).

Oblast’ distalneho predlaktia

Pri zlomeninach tohto typu je vyrazné prevaha Zien oproti muzom (4:1) s vyskytom az 85
% (Owen at al., 1982) (Tab. 1). Incidencia u muzov je relativne stala medzi 20. az 80.
rokom, v porovnani so zenami, pri ktorych sa pozoruje linearny narast do 60. roku, po
ktorom nasleduje faza docasného poklesu. Dovodom moze byt zastavenie rychlej straty
Spongioznej kosti, ku ktorej dochddza po menopauze a rozdielny typ padov s postupujucim

vekom (Nevitt et al., 1993).

Tabulka 1 Odhadované celozivotné riziko zlomeniny u 50-ro¢nej Zeny a 50-ro¢ného

muza bielej rasy (Melton et al., 1992)

Zeny (%) Muzi (%)
Zlomenina proximalneho femuru 17,5 6
Zlomenina stavca 15,6 5
Zlomenina distalneho zapistia 16 2,5
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1.2.1 Klasifikacia osteoporozy

> Primarna osteoporéza, Stefiova et al. (2008a) ju definujii ako metabolické
ochorenie kosti, najcastejsSie asociované s postmenopauzalnym stavom alebo vekom
bez pritomnosti sekundarnej pric¢iny straty kostnej hmoty:

|. typ: Postmenopauzilna osteoporéza — hlavnym patofyziologickym mechanizmom

vzniku je deficit estrogénov. Dochadza k postihnutiu hlavne $pongidéznych kosti (Payer et
al., 2006) a komplikaciou ochorenia st kompresivne zlomeniny stavcov a Collesova
fraktura predlaktia. Estrogénovy deficit U postmenopauzélnych zien sposobuje akceleraciu
straty kostného tkaniva viacerymi mechanizmami cez estrogénové receptory na
osteoblastoch a pravdepodobne aj na osteoklastoch (Stetiova et al., 2008a).

II. typ: Senilnd osteoporéza — mierna atrofia kosti je fyziologicky jav a patri medzi

involu¢né prejavy starnutia. Az ked’ sa hustota kosti znizi viac ako o 25 % sa da hovorit’
0 patologickom stave (Payer et al., 2006). Senilna osteopor6za navodena deficitom vapnika
a vitaminu D pri nedostato¢nom prijme alebo renalnej insuficiencii je ¢astym ochorenim u
oboch pohlavi Vv starobe (Stefiova et al., 2008b). Fraktiry su Gasté ako v kompaktnej aj
Vv §pongidznej kosti. Vyskytuje sa u jedincov nad 70 rokov a patogenetickymi faktormi su:
vekom sa znizujlica formécia kosti, neurotrofické a cirkulacné kostné poruchy

a Strukturdlne zmeny podmienené vekom (Payer et al., 2006).

» Sekundirna osteoporéza je spOsobena znamym alebo zatial neznamym
ochorenim:

Osteopordza pri deficite alebo nadbytku hormoénov, Osteopordza sposobena poruchami
vyzivy a inaktivitou, Rendlna osteopatia, Osteoporéza pri chronickych zapalovych
ochoreniach, Osteopor6za pri nadorovom ochoreni, Osteoporéza navodena
medikamentozne (Payer et al., 2006), pripadne vonkajSim vplyvom. Vyskytuje sa
u premenopauzalnych zien, mladych muzov, ale aj starSich pacientov, kde sekundarna
pricina moze prispiet Ku akceleracii a zhorSeniu uz existujucich kostnych zmien pri

primarnej osteopordze (Stefiova et al., 2008b).

1.2.2 Faktory ovplyviiujice osteoporézu

Etiologia osteoporézy je multifaktoridlna. Interakcia medzi genetickymi
a negenetickymi faktormi urcuje riziko osteoporotickych fraktar (Ralston, 2002).

Mnozstvo z tychto faktorov je zahrnutych do hromadenia a udrzania kostnej hmoty pocas
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dospelosti, ale vplyvaju aj na urychlenie kostnej straty pocas Siestej dekady zivota
(Ralston, 1997). O rozvoji osteopordzy u jedinca rozhoduju podla DuriSovej (2004) dve
hlavné okolnosti: mnozstvo kostnej hmoty, s ktorou vstupujeme do dospelosti (dosahované

medzi 30. — 35. rokom zivota) a rychlost’, akou kostna hmota ubtda.

Osteopordzu ovplyviuju nasledovné faktory:

Genetické vplyvy — genetické faktory zohravaju dolezit ulohu v dedi¢nosti kostnej
Struktary, v regulacii BMD a uréeni kostnej hmoty (Ralston, 2002). Stadie s rodinami
dokazuju, ze matky, ktoré prekonali osteoporotickl zlomeninu maju dcéry s redukovanym
kostnym tkanivom a Vv $pecifickych miestach zniZenou kostnou hustotou (Eisma, 1999).
Vek — ku osteopordze dochadza hlavne s pribadajucim vekom, kedy sa meni mnoZstvo
osteoidu a pocet osteoblastov pritomnych v kostnom tkanive u oboch pohlavi (Nimni et al.,
1993). Prispieva k tomu zniZenie kostnej formacie spdsobené znizenou mierou dozrievania
preosteoblastov na osteoblasty a znizenim poctu osteoprogenitorovych buniek (Quarto et
al., 1995). S pribudajucim vekom sa zvysuje aj aktivita osteoklastov (Jiang et al., 2010).
Pohlavie — u zien za¢ina strata kosti pred menopauzou (35 — 45 rokov), s vyraznym
zrychlenim ubytku kostného tkaniva asi po 5 az 10 rokoch od menopauzy. Zeny podas
zivota stratia priblizne 35 % kompaktnej a 50 % Spongidznej Kosti, zatial’ co muzi len dve
tretiny z uvedeného mnozstva (Weaver, 1992).

Fyzicka aktivita — ked sa pretvara kost vplyvom fyzickej aktivity, dochadza
k stimulovaniu aktivnych osteoblastov a osteoprogenitorovych buniek a tie priamo reaguju
na mechanicki namahu. Dochadza k zmene génovej expresie osteoblastov a reverzii
osteoprogenitorovych buniek na osteoblasty (Forwood et al., 1996). Iny spdsob je
posobenim cez druhych poslov. Osteoblasty vysielaji spravy 0 zatazeni cez tieto
biochemické intermediaty, avsak m6zu komunikovat’ aj priamo s osteocytmi (Lean et al.,
1995). Osteocyty nasledne mézu produkovat anabolické rastové hormoény, ktoré su
transportované na kostny povrch, kde sa zhromazd'uju prekurzory kostnych buniek (Chow
a Chambers, 1994).

Stravovanie — dolezity je hlavne spravny pomer jednotlivych zakladnych zivin.
Nedostato¢ny prijem bielkovin sposobuje ubytok stavebného materidlu pre osteoid
(DuriSova, 2004). Adekvatny prijem vapnika je dolezity pre dosiahnutie audrzanie
dostatocného mnozstva kostnej hmoty a vitamin D je potrebny pre absorpciu vapnika

¢revom (Dawson-Hughes et al., 1997).
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Postava — najvicsie riziko osteopordzy hrozi jednotlivcom s BMI pod 20 kg/m? S rastom
BMI nad 20 kg/m? sa zvySuje telesnd hmotnost’ a to ma mierny protektivny ucinok (De
Laet et al., 2005). Nizka telesna hmotnost’ zvySuje riziko osteoporézy mensim vyvijanim
tlaku na kosti, ktory zvysuje ich hustotu (Duriova, 2004).

Demografické vplyvy — riziko zlomeniny 50 rocnej Kaukazskej Americanky je takmer 40
%, €o je dvojnasobné riziko v porovnani s Africkou Ameri¢ankou (Fujiwara, 2005).
Africké Americanky maju hustejSie kostné tkanivo ako Kaukazské, pretoze maju vyssi
PBM pri kostnej maturacii (Meier et al., 1992). U kaukazskych Zien tiez boli pozorované
nizSie hladiny vépnika ako u africkych, pretoze tieto absorbuju vapnik lepsie (Rasmussen
etal., 1993).

Fajéenie — vplyv fajcenia u premenopauzalnych Zien je biologicky signifikantny. Znizena
telesnd hmotnost’ u fajciarov je z Casti vysvetlena negativnym vplyvom fajcenia na skelet
atiez zlozitymi interakciami medzi fajéenim, tukovym tkanivom a kostou. Aj hladina
sérového 25-hydroxyvitaminu D a osteokalcinu je nizSia u faj¢iarov, ¢o modze vplyvat na
rychlost’ kostnej straty (Hermann et al., 2000).

Nadmerny prijem alkoholu — chronicky prijem alkoholu mé negativny vplyv na kostnl
hmotu. Sposobuje zniZzovanie kostnej hustoty a zvysSuje sa riziko fraktar. Spomaluje sa
diferenciacia osteoblastov a ich aktivita, zniZuje sa uroven absorpcie vapnika Erevom
a tlmi sa premena vitaminu D na jeho aktivne formy (Zittermann, 2007; Scholz-Ahrens a
Schrezenmeier, 2004).

Iné polygénne ochorenia — riziko osteoporotickych fraktir je urcené tiez pritomnost’ou
inych sucasne prebiehajucich polygénnych ochoreni ako st neurologické, kardiovaskularne

poruchy a tiez chronické ochorenie pl'tic, obli¢iek a zaludka (Watson, 2002).

1.3 METODY V DIAGNOSTIKE OSTEOPOROZY

Osteodenzitometria

Kostna denzitometria je povazovana za najlepSiu metodu v Klinickej praxi na diagnostiku
osteopordzy (Killinger et al., 2005). Dokaze odhalit’ aj skoré §tadia rednutia kosti a pri
kontrolnych vysetreniach spolu s d’al§imi metodikami informovat’ o uspesnosti komplexne;j
lie¢by (Durisova, 2004). Odporaéanym miestom merania je lumbélna &ast’ chrbtice (stavce
L1 az L4) (obr. 4), u 0sdb vyssieho veku a u 0sdb s deformitami chrbtice je preferovanym
miestom proximalna oblast’ femuru. Je mozné merat’ aj iné miesta skeletu, ako je napriklad

distalne predlaktie (Blaho$ et al., 2006). Metdéda vyhodnocuje zatienenie energetického
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luca, ktory prechddza stavcami, predlaktim alebo proximalnou c¢astou femuru (Broulik,

1999).

Obr. a . Obr. b
Vek = 71 rokov, Zena Vek = 73 rokov, Zena
T skére = -0,71 (Normal) T skore = -4,2 (Osteoporoza)

Obr. 4 Denzitometricky sken lumbalnej chrbtice a morfologia stavcov zdravej

a osteoporotickej zeny (Yang et al., 2011)

Diagnosticky zdver je zaloZeny na porovnani nameranej kostnej denzity s maximalnym
obsahom kostného mineralu v mladom veku. Odchylka od tejto hodnoty, vyjadrend v pocte
Standardnych devidcii (SD) a oznaCovand ako T-skére, je zakladnym diagnostickym

kritériom. Zdravé osoby maju T-skore vysSie ako -1 (optimalne nulové). Hodnoty

v rozmedzi 0d -1 do -2,5 st ozna¢ované ako osteopénia, hodnoty pod -2,5 ako osteopordza.

U deti, mladistvych a osob starSich ako 70 rokov je vhodnejSim diagnostickym kritériom
hodnota Z-skore, ktora udava pocet SD od priemeru hodnoty osoby rovnakého veku
a pohlavia (Blahos§ et al., 2006). Pokles 0 jednu SD znamena 2-3ndsobne zvysené riziko
zlomeniny nielen v danej lokalite skeletu, ale aj akejkol'vek zlomeniny (Johnell et al.,
2005).

Rontgenové vysetrenie

Znamky osteopordzy sa pri rontgenovom vysetreni objavuju az pri strate priblizne 30 %
kostnej hmoty, ¢o umoznuje len neskort diagnostiku. RTG vySetrenie ma vSak vyznamné
miesto v odhalovani zlomenin stavcov, kde prejavy vertebralnej fraktry st pritomné
niekol’ko tyzdiiov po bolestivej prihode (Stefiova et al., 2008b). Prinos ma toto vySetrenie
aj pri vyludeni sekundarnych pri¢in osteopordzy, napr. pri nadoroch (Durisova, 2004).
Vysetrenie sa vSak odportca, pretoze uz bo¢ny rontgenovy snimok Th a L chrbtice dokaze

mnoho degenerativnych zmien. Predozadny RTG snimok proximalnej ¢asti femuru dokaze
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ur¢it’ kvalitu a distribuciu architektiry Spongidznej kosti, trochanteru a krcka femuru

(Broulik, 1999).

Ultrazvukové techniky

Pri ultrasonodenzitometrii sa pomocou ultrazvukovych vin z pulzného generatora meria
rychlost’ priechodu ultrazvuku kostnym tkanivom (VOS) a Sirokopasmové zoslabenie
ultrazvuku v kosti (BUA). VOS je odrazom denzity a elasticity kosti a BUA udava mieru
denzity a struktury $pongidznej kosti (Broulik, 1999). Ultrazvukové techniky vypovedaju
niclen o obsahu kostného mineralu, ale aj o niektorych funkénych vlastnostiach kosti
(Blahos et al., 2006).Ultrazvukové meranie kostnej denzity sa vykondva na péte, lebo 90 az

95 % jej objemu tvori $pongiozna kost’ (Broulik, 1999).

Kvantitativna pocitacova tomografia (QCT)

QCT dokéZe trojrozmerne ur&it skutodni objemova hustotu (Vjednotkach mg/cm?)
kompaktnej aj Spongidznej kosti na ktoromkol'vek mieste skeletu. Kvoli vysokej citlivosti
Spongioznej kosti v oblasti chrbtice, a jej vyznamu pre pevnost’ chrbtice, sa QCT vyuziva
prevazne na uréenie kostnej hustoty vo vertebralnej oblasti chrbtice (Hoonpongsimanon et
al., 2005).

Histomorfometria

Biopsia z bedrovej kosti sa vykonava nielen pre diagnostiku osteoporozy, ale aj pre
vyskumné ucely. NajcastejSie sa sleduje proces straty Spongiodznej kosti z hl'adiska straty
kostného tkaniva bez sledovania rozlozenia v priestore alebo mikroskopickej Struktury
(Parfitt et al., 1983). Histomorfometria je povazovana za vel'mi cenny a dobre hodnotitel'ny
nastroj klinickych stadii a vyskumu patogenézy kostnych ochoreni ako aj pre definovanie

mechanizmov, ako posobia lieky na kost’ (Kulak a Dempster, 2010).

1.4 MARKERY KOSTNEJ REMODELACIE

Kost’ je neustale remodelovana v cyklickom procese, v ktorom osteoklasty resorbuju
kostné tkanivo a osteoblasty produkuji novli kostni matrix, ktord je d’alej mineralizovana
(Bonnick a Shulman, 2006). Zvysenie kostného obratu je povaZzované za mozny rizikovy
faktor osteoporotickej zlomeniny, lebo mdze urychlit’ stratu kosti a spdsobit’ porusenie
mikroarchitektury kostného tkaniva (Rosen et al., 2005).

Aby sa posudila aktivita procesov prebiehajucich v kosti, je nutné stanovit’ biochemické

parametre — kostné markery. Informuji o novotvorbe kosti alebo o0 jej odburavani.
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Postdenim jednotlivych faktorov sa dokdze uz v skorom Stadiu odhalit’ doba, kedy je
potrebné zacat s prevenciou osteopordzy (eSte aj pred prejavmi zmien na kostiach)
(Durisova, 2004).

Sledovanie kostnych markerov je tiez dolezité pri monitorovani antiresorpnej terapie
zalozenej na zmenach v BMD a kostnom obrate (Bonnick a Shulman, 2006).

Hodnoty niektorych kostnych markerov sa zvySuji po menopauze (Delmas, 2000).
Kombinovany pristup vyuzivajuci BMD s ukazovate'mi kostného obratu teda moze zlepsit’

predikciu zlomenin u postmenopauzalnych zien (Kanis et al., 2005).

1.4.1 Markery kostnej formacie

Markery kostnej formacie st priame alebo nepriame produkty aktivnych osteoblastov
tvorené pocas ich diferenciacnej fazy a vyvoja. Su vyjadrenim osteoblastickej ¢innosti
a kostnej formacie. Markery kostnej formacie sa meraji v sére alebo plazme (Delmas et

al., 2000).
Alkalicka fosfataza (ALP) — je enzym, ktory je dolezity pri formovani osteoidu a pri

mineralizacii. Hladina celkového sérového ALP pozostiva zniekolkych dimerickych
izoforiem (Delmas et al., 2000). Nachédza sa v plazmatickej membrane osteoblastov kosti
av roznych tkanivach ako pecen, tenké ¢revo, slezina, oblicky a placenta (Singer a Eyre,
2008). U dospelého ¢loveka s normalnou ¢innostou pecene, priblizne 50 % celkovej
aktivity ALP pochadza z pecene a priblizne 50 % vznika v kostiach (Delmas et al., 2000).

Osteokalcin (OC) — je hydroxyapatit viazuci protein. Syntetizovany je osteoblastmi,

odontoblastmi a v mensej miere chondrocytmi. Obsahuje tri zvysky kyseliny gama-
karboxyglutamovej (Gla) (Gundberg a Nishimoto, 1999). Preto je nazyvany aj kostny Gla-
protein (BGP, Bone Gla-Protein) (Stancikova et al., 1997). Sérovy osteokalcin je
povazovany za Specificky marker funkcie osteoblastov, lebo jeho turoven koreluje
s rychlostou kostnej formacie (Gundberg a Nishimoto, 1999).

Terminalne propeptidy typu I prokolagénu — viac ako 90 % organickej kostnej hmoty

pozostava z typu I kolagénu, ktory je syntetizovany v kosti. Typ I kolagén je odvodeny od
typu | prokolagénu, ktory je syntetizovany fibroblastmi a osteoblastmi (Stavny, 2011).
Pocas osteoformacie a syntézy kolagénu, st od prokolagénu I odStiepené peptidy z amino-
aj karboxy-terminalneho konca svojej molekuly (Zafeirakis, 2010). Tieto propeptidy
(PINP, PICP) st odstrafiované Specifickymi proteazami poc¢as konverzie prokolagénu na

kolagén, ktory je néasledne inkorporovany do kostnej matrix (Stavny, 2011).
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1.4.2 Markery kostnej resorpcie

Vicsina biochemickych markerov kostnej resorpcie st produkty degradéacie kostného
kolagénu, ale aj nekolagénne proteiny ako kostny sialoprotein, alebo tartarat-rezistentna

kysla fosfataza (Delmas et al., 2000).

Hydroxyprolin a Hydroxylyzin — hydroxyprolin predstavuje 12 — 14 % vSetkych
aminokyselin obsiahnutych v kolagéne. 10 % hydroxyprolinu sa odburava pocas kostnej
resorpcie a uvolfiuje do mocu (Delmas et al., 2000).

Hyroxylyzinové glykozidy su neoddelitenou sti¢astou kostného kolagénu a vyskytuju sa
vdvoch formach: glykozyl-galaktozyl-hydroxylyzin a galaktozyl-hydroxylyzin. Pocas

degradacie kolagénu s uvoltiuju do cirkulacie (Delmas et al., 2000).

Pyridinolin (PYD) a Deoxypyridinolin (DPD) — typ | kolagén pozostava z dvoch al

ajednej o2 molekuly usporiadanych do trojitej zavitnice. Na amino- a karboxy-
terminalnom konci su nehelixové Casti — telopeptidy. Telopeptid jednej molekuly kolagénu
je spojeny s pril'ahlou molekulou prieénoviazbovymi molekulami PYD a DPD (Vesper et
al.,, 2004). Formované su pocas extracelularneho dozrievania fibrilarneho kolagénu
a uvolfiované cez degradaciu zrelého kolagénu. Kym PYD bol najdeny v chrupke, kosti,

vézive a cievach, DPD sa nachadza len v kostiach a dentine (Delmas et al., 2000).

Tartarat rezistentnd kysla fosfatdiza (TRAP) — kysla fosfataza je lyzozomalny enzym

nachadzajuci sa v kostiach, prostate, krvnych dostickach, erytrocytoch a slezine. Z piatich
izoforiem je kysla fosfataza v kostiach rezistentna proti tartardtu. TRAP méze byt merana
Vv plazme alebo sére (Watts, 1999). Stanovenie katalytickej aktivity TRAP v krvnom sére
umoznuje spoznat' osteoklasticku aktivitu, lebo je vyluCovany bunkami pocas kostnej

resorpcie (Topic et al., 2004).

Terminalne telopeptidy typu I kolagénu — C-terminalne (ICTP, CTx) a N-termindlne

(INTP, NTX) — metdody na urenie markerov resorpcie v moci a sére boli vyvinuté
pomocou protilatok proti telopeptidom helikalnej Struktury molekuly kolagénu. NTx aj
CTx st 8 aminokyselinové epitopy odvodené od N-telopeptidu a C-telopeptidu typu
z kosti poskytuje uzito¢ny prehlad o resorp¢nej aktivite osteoklastov (Hermann a Seibel,
2008).
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1.5 STEROIDNE HORMONY A KOST

1.5.1 Estrogény

Estrogény vykondvaji rozmanité biologické funkcie ako si Zzenskd sexudlna
diferenciacia a vyvoj, arterialna vazodilatacia, zachovanie hustoty kostnej hmoty a pdsobia
neuroprotektivne (Kumar et al., 1987). Priblizne 95 % cirkulujuceho estradiolu je
produkovanych dominantnymi ovarialnymi folikulmi a corpus luteum, zatial’ co sérovy
estron je produkovany konverziou z estradiolu a premenou z periférneho androstendiénu
(Clarke a Khosla, 2010).

Efekt estrogénov na kost” a kalciovii homeostazu je komplexny. Maju inhibi¢ny vplyv na
kostni resorpciu — brdnia proresorpénému ucinku viacerych faktorov (parathormon,
tyreoidalne hormony, tazké kovy) (Payer et al., 2006). Jednym z ucinkov estrogénov na
kost’ je ich kompeticia s parathorménom (PTH). Pri nedostatku estrogénov sa zvySuje
citlivost’ kostného tkaniva na PTH. PTH a kalcitriol zvySuju tvorbu interleukinu 6, ktory
pri nedostatku estrogénov u jedincov podporuje vznik atvorbu osteoklastov
z preosteoklastov (Broulik, 1999). Estrogény stimuluju proliferaciu osteoblastov in vitro
a ovplyvituju zvySenie syntézy kolagénu I v osteoblastoch a estrogény tiez uvolfuju
z osteoblastov faktory (TGFp, IGF-1, kolagén a nekolagénne proteiny), ktoré inhibuji
aktivitu osteoklastov (Broulik, 1999).

Estrogény stimuluji génovi expresiu rastového faktora TGFpB, ktory inhibuje
osteoklasticki novotvorbu. Estrogény reguluju aj produkciu prostaglandinov, ktoré
ovplyviiuji tvorbu a u¢innost’ cytokinov (Payer et al., 2006). Stimuluju tiez produkciu
osteoprotegerinu v osteoblastoch a inhibuji produkciu RANKL, atym inhibuju aj
osteoklastogenézu (Kmecova, 2008). Okrem spominanych priamych u¢inkov na kost’ vedie
nedostatok estrogénov i K zdsahu do rovnovahy vapnik-fosfatového metabolizmu (Payer et
al., 2006).

Receptory estrogénov, podobne ako inych steroidnych horménov, si molekuly proteinov
pritomné v cytosole. Na rozdiel od receptorov peptidovych hormoénov, pritomnych na
bunkovom povrchu, receptory steroidnych hormoénov st zavislé na ligandoch. Az po
pripojeni ligandu, receptory dimerizujii a st premiestnené do jadra bunky, kde spolu
s mnozstvom transkripénych aktivatorov a represorov indukuju alebo inhibuju transkripciu
génov (Lerner, 2006).

St zndme dva typy estrogénovych receptorov (ER), ERo a ERB. Hoci st geneticky

odlisné, oba receptory majui znac¢ne podobné ligandy v DNA-vizbovej doméne (Kuiper et
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al., 1996). ERa sa nachadza ako u osteoblastov, tak aj u osteoklastov. ERP je casty
v epitelialnom a mezenchymalnom tkanive, vratane osteoblastov. Jeho pritomnost’ Vv

osteoklastoch je vsak kontroverzna (Lerner, 2006).

1.5.2 Androgény

Androgény su steroidy vyluCované predovSetkym semennikmi a nadoblickami (Riggs
et al., 2002). Androgény indukuji muzska pohlavnt diferenciaciu eSte pred narodenim
a pohlavné dozrievanie pocas puberty. V dospelosti zachovavaji funkcénost muzského
pohlavného systému, vratane spermatogenézy. Androgény zabezpe€uju aj funkcie v inych
cielovych organoch vratane svalového tkaniva, Kkardiovaskularneho, centralneho
nervového a imunitného systému, a tiez v kostiach (Tenover, 1999).

Hlavnym muzskym pohlavnym horménom je testosteron. Prekurzorom pre jeho syntézu je
cholesterol, pripadne androstendion, uvolfiovany koérou nadobli¢iek. Testosteron je
produkovany v hladkom endoplazmatickom retikule Leydigovych buniek semennikov.
Mimo nich sa vmensej asi 5 % produkuje aj vkore nadobli¢iek, peceni, oblickach
a v tukovom aj svalovom tkanive (Bidlingmaier et al., 1986). Priblizne 99 % celkového
plazmatického testosteronu je viazanych na albumin, erytrocyty, no hlavne na transportny
protein steroidnych hormonov (SHBG) (Diver et al., 2003). V periférnych tkanivach méze
byt’ nevratne premeneny enzymom So-reduktazou na silnejsi Sa-dihydrotestosteron (DTH).
Receptory androgénov mozu byt aktivované cez testosteron aj DTH. Testosteron moze byt
enzymovym komplexom konvertovany na estradiol (E2) (Vanderschueren et al., 2004).
Dehydroepiandrosteron (DHEA) a androstendion su cirkulujuce androgény z nadobliciek
ako u muzov aj u zien (Orwoll, 1996). Pokles koncentracie sérového DHEA s vekom (o 10
% za dekadu) je spojeny S réznymi ochoreniami suvisiacimi s vekom a starnutim ako st
diabetes mellitus, obezita, kardiovaskularne choroby a osteoporoza (Watson et al., 1996).
Androgénne hormony a hlavne testosteron su povazované za vyznamné latky, ktoré priamo
prispievaju k regulacii kostnej novotvorby u muzov, lebo ich nedostatok vedie k ubytku
celkovej kostnej hmoty (Stepan et al., 1989). Efekt testosteronu na kostné tkanivo je
Ciastocne sposobeny konverziou na estrogén, avsak vzhl'adom k pritomnosti androgénnych
receptorov na mnohych kostnych bunkach (aktivne osteoblasty v mieste novotvorby
kostnej matrix, osteocyty, bunky stromy odvodené z kostnej drene, miesta kortikalnej a

dezmogénnej tvorby kostnej matrix, chondrocyty v epifyzach, drenové mononuklearne
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bunky a bunky cievneho endotelu, osteoklasty) je jasné, ze tieto latky hraju vyznamnu
ulohu v regulacii kostnej novotvorby (Orwoll, 2001).

Chirurgicka alebo chemicka sterilizacia muza vyvola kompletny a nahly pokles hladiny
jeho pohlavnych hormoénov (Smith, 2002). Z tdajov Swerdloffa a Wanga (1993) vyplyva,
ze aj dalie pripady hypogonadizmu u muzov (dysfunkcia hypotalamu, mentalna anorexia,
Klinefelterov syndrom) st spojené s nizkou BMD a zvySenym rizikom zlomenin. Podl'a
merani biochemickych markerov sa zvySuje kostny obrat. Hustota kostnej hmoty
v lumbalnej oblasti chrbtice klesne pocas jedného roka od porusenia funkcie 05 az 10 %

(Maillefert et al., 1999).

1.5.3 Cytochréom P450 a biotransformacia steroidnych horménov

Cytochrom P450

Cytochrom P450 predstavuje superrodinu hemtiolatovych enzymov (Porter a Coon, 1991)
s aktivitou typickou pre monooxygenazy (Estabrook, 2003). Cytochromy P450 (CYP) st
v organizme zodpovedné predovsetkym za reakcie 1. fazy biotransformacie chemickych
latok, veducich k ich detoxikécii a po reakciach II. fazy biotransformdcie k ich elimindcii
z buniek a exkrécii z organizmu. Su to enzymy, ktoré katalyzuju oxidacné, peroxidacné
a redukéné reakcie zaclenené do metabolickej transformécie lieCiv, environmentalnych
chemikalii, ale aj latok prirodnych alebo endogénnych (Spatzenegger a Jaeger, 1995).
Cytochrém P450 sa zacastituje biosyntézy endogénnych latok ako su steroidy a hormoény.
V T'udskom tele sa vyskytuji hlavne v peceni, vyznamné st hladiny v pl'icach, obli¢kach,
tenkom creve, kozi, mozgu a nadoblickach. V bunkach st lokalizované prevazne
v membranach hladkého endoplazmatického retikula, niektoré v membranach mitochondrii
(Stiborova et al., 1999).

Popisanych bolo 500 izoenzymov P450, ktoré patria do 74 rodin. 14 z nich st cicavcie
rodiny atieto obsahuju 26 podrodin. V l'udskom organizme bolo identifikovanych 43
foriem cytochromu P450 (Nelson et al. 1996). Z pecenovych cytochromov P450 su
V procese metabolizmu cudzorodych latok najvyznamnejSie izoenzymy CYP1AZ2,
CYP2A6, CYP2D6, CYP2C. U I'udi CYP2AG6 tvori az 4 % celkového P450. Metabolizuje
substraty vyznamné pre l'udské zdravie ako si nikotin, nitrosaminy alebo kumarin.
CYP2B6 sa podiela na aktivacii niektorych karcinogénov. CYP11 st lokalizované
v mitochondriach a iné formy (CYP17, CYP19, CYP21) v mikrozomoch. Reakcie, ktoré
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tieto enzymy katalyzuju, pomahaji udrzat' steroidné latky v organizme na optimélnej

hladine (Stiborova et al, 1999).

Biotransformacia steroidnych hormonov

Estrogény sa mozu vd’aka vysokej aktivite aromatdzy v kosti vytvarat’ u Zien aj muzov
priamo v kostnom tkanive z androgénov. Cielové tkanivo musi byt na estrogény citlivé
(Broulik, 1999). Priemernd koncentracia estrogénovych receptorov Vv kultire l'udskych
osteoblastov je dvojnasobnd v porovnani s priemernou koncentraciou androgénovych
receptorov (Colvard et al., 1989). Biosyntéza estrogénov z cholesterolu zahfia sériu
enzymatickych krokov (obr. 5). CYP11A katalyzuje vznik pregnenolonu z cholesterolu.
170-hydroxyldza (CYP17) je zodpovednd za hydroxylaciu pregnenolonu na 17a-
hydroxypregnenolon a progesteronu na 17a-hydroxyprogesteronu, ktoré st nasledne
konvertované 17,20 lyazou (CYP17) na dehydroepiandrosterén a androstendion (Yanase et
al., 1991).

Cholesteral

=

Pregnenolén —— 17a-Hydrooypregnenalon -—--—- 3 Dehydrospiandrosterdn

CYWPAY
(17, 20 Iyaza)
Progesterdn — 170-Hydroxyprogesterdn ———=  AndrostendiSn - ———=  Testosterdn
CYP19 —
(Aromataza)
Estradiol
sulfotranzferaza m
Estran (E1] g Estradiol (E2)

é::_:_‘:”:—%

Estron sulfat teroid
zulfataza

(17 a-hydroxylaza)

CYP1E1 16 OH-estradiol

4-hydroxylaza

2 OH-estradiol= | Katechol
4 OH-eetradiol = | estrogény

ComT
Wetyl-tranzferazs —
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4-metoxy E1 4-metoxy E2

Obr. 5 Metabolizmus steroidnych hormoénov
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Aromatdza (CYP19) je zlozkou cytochrom P450 enzymového systému, ktory je
zodpovedny za premenu androgénov na estrogény. Tento enzym je kédovany CYPI19A1
génom. Regulacia hladiny a aktivity aromatazy urcuje hladinu estrogénov, ktoré maja
endokrinné, parakrinné aj autokrinné ucinky na cielové tkanivd vratane kosti. Je
preukazané, Ze aktivita aromatazy a produkcia estrogénov si nevyhnutné pre pozdizny rast
kosti, dosiahnutie maximéalnej kostnej hmoty, uzatvorenie epifyz a normalnu remodelaciu
u mladych jedincov (Gennari et al., 2011).

Estron (E1l) je konvertovany na ucéinny estradiol pomocou 17f3-hydroxysteroid
dehydrogenazy (17p-HSD) (Kristensen a Borresen-Dale, 2000).

U premenopauzalnych zien, vajeniky a nadoblicky st hlavnym zdrojom estradiolu
(Siiteri, 1987). U postmenopauzalnych zien, vaje¢niky zastavuji produkciu estrogénov
a cirkulujuce neaktivne steroidy ako su androstendion, testosteron a estron sulfat sa
povazuju za hlavné substratové prekurzory lokalnej produkcie estrogénov (Miki et al.,
2002). V peceni prebicha transformacia estradiolu priblizne z 80 % na 2-hydroxyestradiol
a z 20 % na 4-hydroxyestradiol (Weisz et al., 1992).

Pre 2-hydroxylaciu estradiolu preukazuju katalyticku aktivitu skér CYP1A1, CYPI1A2
a CYP3A4, kym CYPIBI1 vykazuje katalyticku aktivitu vyluéne pre 4-hydroxylaciu
estradiolu (Lee et al., 2003). KedZe u l'udi je v prsniku a maternici Uroven expresie
CYPI1BI vysoka, 4-hydroxylacia je hlavnou cestou pre estradiol (Hayes et al., 1996).
4-hydroxyestradiol a 2-hydroxyestradiol m6zu prejst’ metabolickym redox cyklom, kedy
vytvaraju volné radikaly a reaktivne medziprodukty semiquinény a quinoény (Li et al.,
1995).

Ku expresii Tudskych CYP1B1 mRNA aproteinov dochadza v mimopecenovych
tkanivach ako st pltca, oblicky a tiez v cielovych tkanivach estrogénov vratane prsnika,

maternice a vaje¢nikov (Tang et al., 1999).

1.6 GENETIKA OSTEOPOROZY

Je dlho zname, ze genetické faktory zohravaju doleziti twlohu v patogenéze
osteopordzy (Gueguen et al., 1995). Hoci genetické vplyvy su zvyCajne nevyrazné, ich
dopady su rozsiahle, lebo ovplyviiuju velku Cast’ Sirokej verejnosti (Gong a Haynatzki,
2002).

Je znamych nickol’ko metdd na identifikaciu génov beznych ochoreni (Gong a Haynatzki,

2002).
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Vizbové analyzy testuji ¢i fenotypovy lokus je odovzdavany spolu s genetickym

markerom zndmej chromozomalnej pozicie (Liu et al., 2003). Vdzbové analyzy V ramci

genému (GWL studies) so Stadiami rodin skamaju ¢i su markery mikrosatelitov
rozmiestnenych rovnomerne po celom l'udskom genéme V spojeni v fenotypovym
prejavom. Na rozdiel od asocia¢nych stadii, je GWL pristup vel'mi rozsiahly s ohl'adom na
mieSanie populdcii a stratifikaciu. Ked'Ze tdto metdda sa nespolieha na vizby medzi génmi
alebo znakmi v susednych oblastiach genému, je to sl'ubny pristup na identifikovanie
oblasti genomu prispievajucich ku relativne velkym odchylkam v zlozitych procesoch,
lebo nevyzaduje predchddzajiuce znalosti 0 dblezitosti danej oblasti genomu (Xu et al.,
2010). Pri vdzbovych analyzach sa odhal'uju oblasti chromozémov, kde sa nachadzaju
lokusy regulujuce kvantitativne znaky (QTL) (Williams a Spector, 2007). Identifikovalo sa
uz niekol’ko lokusov v asociacii s osteoporézou na kazdom l'udskom chromozéme. Bolo
najdenych viac ako 200 kandidatskych génov ovplyvitujucich toto ochorenie (Huang et al.,
2003; Liu et al., 2006), ale presné genetické pozadie a interakcie medzi jednotlivymi génmi
ako aj medzi génmi a prostredim alebo spdsobom zivotného stylu (Kitamura et al., 2007)
su stdle vel'mi malo objasnené (Xiong et al., 2006). Niektoré oblasti chromozémov,
u ktorych sa dokézala asociacia so zmenami BMD st uvedené v tabulke 2.

Dedi¢né stadie nam podavaju dokaz aj o vyznamnosti genetickych vplyvov na iné klI'aicové

Cinitele pri riziku vzniku osteoporotickej zlomeniny, ako st kvantitativne ultrazvukové
vlastnosti kosti, geometria krcka stehnovej kosti (Arden et al., 1996), sila svalov (Arden
a Spector, 1997), markery kostného obratu (Hunter et al., 2001), a index telesnej hmotnosti
(Kaprio et al., 1995).

Jeden z najdodlezitejSich cinitelov pdsobiacich pri strate kostného tkaniva u zZien je
nedostatok estrogénov v menopauze. Studie tiez naznaduji, e vek nastupu menopauzy je
podmieneny geneticky (Snieder et al., 1998).

Na rozdiel od $tadii kandidatskych génov, kedy sa vyberie gén na zdklade znamych

mechanizmov ochorenia alebo podozrenia na ochorenie, v asociaénej $tudii V ramci

gendmu (GWA studies) sa uré¢i genotyp rozsiahlemu poctu os6b s ohl'adom na velké

mnozstvo genetickych markerov, ktoré vo forme SNP pokryvaju cely genom. Nasledne sa
pri tejto metdéde modzu uréit’ Gplne nové gény/gendmové lokusy s malym ucinkom na

I'udské ochorenie (Hirschhorn et al., 2005).
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Tabul’ka 2 QTL v asociacii s BMD u 'udi

BMD Oblast’ na chromozome Odkaz
1942-43
11q12-13
12q23-24 Kaufman et al., 2008
aufman et al.,
BMD v oblasti 17921-23
lumbalnej chrbtice 21922
22011
1936 Willaert et al., 2008
15913 Yan et al., 2009
BMD v oblasti kréka 5031-33
stehnovej kosti 13q12-14 Kaufman et al., 2008
Maximalne BMD pre 12p12
oblast’ bedrovej kosti 15926 Zhang etal., 2008
ima 2p13
Maleal?e,Bl.\./H? pre P Zhang et al., 2008
oblast’ zapistia Xq27

Risch a Merikangas (1996) tvrdia, ze asocia¢né Stidie st uCinnejSie ako analyza
rodokmeniov v hl'adani zodpovednych génov. Morton a Collins (1998) tiez preukazali, ze
asociacné Studie s nezdvislymi subjektmi su viac efektivne ako rdézne typy

neparametrickych testov ako su strodenecké studie.

1.6.1 Gén CYP1B1

Produkt génu CYPIBI je dblezity estrogén metabolizujuci enzym (Wen et al., 2005),
aje hlavny CYPIB1 enzym zodpovedny za katalyzu vzniku 4-hydroxyestradiolu
(Kristensen a Borresen-Dale, 2000). Gén CYP1IB1 je dlhy 8 546 bazovych parov
(GeneCards — CYP1B1 GC02M038206, 2011) a lokalizovany je na chromozéme 2 Vv
oblasti p21-p22 (obr. 6). Obsahuje tri exony, cela kodujuca sekvencia génu je vSak

obsiahnuta v exéne 2 a 3 (Tang et al., 1996).

Chr 2
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Obr. 6 Chromozoém 2 aoznaCenie lokalizacie génu CYPIB1 (Cervend c¢iarka)

(GeneCards — CYP1B1 GC02M038206, 2011 )
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V polymorfizme Leu432Val, pri transverzii G za C na exéne 3 bola zaznamenana
substitucia Leucinu (CTG) za Valin (GTG) na kodéne 432 (Stoilov et al., 1998). Tato
zamena sposobi vznik restrikéného miesta pre enzym Eco571. Laboratorne $tadie dokazuju
dolezita ulohu CYPIBI v metabolickej aktivacii estrogénov (Zheng et al., 2000).
Aminokyselinova zamena Leu/Val je spojena so zvySenou katalytickou aktivitou CYP1B1
(Landi et al., 2005; Shimada et al., 1999). Podl'a Aklillu et al. (2002) substiticia leucinu
moze ovplyvnit’ aktivitu proteinu len v pritomnosti inych CYP1B1 polymorfizmov. De
Vivo et al. (2002) so 456 postmenopauzalnymi Zenami dokazali, ze zeny s Val/Val
genotypom mali signifikantne nizSie hladiny estradiolu v porovnani s inymi genotypmi.
Napoli et al. (2009) u postmenopauzalnych Americkych Zien zistili, Ze tie, ktoré mali Leu
alelu, mali signifikantne zvySené hladiny estrogénovych metabolitov, z coho sa da
usudzovat’ zvySeny estrogénovy katabolizmus a zaroven mali signifikantne nizSiu kostna
hustotu v oblasti chrbtice a krcka stehnovej kosti.

Quan (2007) u japonskych zien po menopauze s diagnostikovanou osteopéniou alebo
osteoporozou preukazal asociaciu medzi Leud432Val polymorfizmom s rychlostou zmeny
S-BMD vV priebehu hormonalnej substituénej liecby.

Tranzicia Argininu za Glycin, Arg48Gly ma za nasledok zvysenu expresiu génu CYP1BI1
(Landi et al., 2005; McLellan et al., 2000), bez zmien v katalytickych vlastnostiach ak nie
je v kombinacii s inymi funkénymi alelami (Bandiera et al., 2005).

Mutacia Asn453Ser bola sledovand so zniZenim v expresii proteinu v dosledku zvySenia
CYP1BI1 degradacie (Bandiera et al., 2005).

Kym v haplotype CGG st alela C v CYP1B1 Arg48Gly a G alely v CYP1B1 Alal19Ser
a CYPIBI1 Val432Leu spojené s vysSou hladinou estronu a estradiolu, haplotyp GTC
obsahujuci v lokuse alternativne alely bol spojeny s ich nizSou hladinou (Kristensen et al.,
2006).

Long et al. (2006) sledovali polymorfizmy Arg48Gly, Alall9Ser a Leud432Val s vekom
nastupu menopauzy. Pri Arg48Gly, u Zien s alelou Gly nastupila menopauza signifikantne
neskor ako u zien bez tejto alely. Alela Ser z polymorfizmu Alall19Ser bola spojena
s oneskorenym nastupom o0 0,9 roka. Pre Zenyalela Val z polymorfizmu Leu432Val
znamenala o rok kratsie reprodukéné obdobie v porovnani so zenami bez tejto alely.
Varianty enzymov, ktoré vzniknii po aminokyselinovych zdmenach (Tab. 3) preukazuju
2,4 az 3,4 krat vysSiu katalyticka aktivitu ako povodné enzymy (Hanna et al., 2000;
Shimada et al., 1999).
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Tabul’ka 3 Sledované polymorfizmy génu CYP1B1

. SNP . ., . |Nukleotidova| Pozicia na | Aminokyselinova
Polymorfizmus ot o Lokalizacia . , .
Identifikacia zamena proteine zamena
Arg48Gly rs10012 Exo6n 2 C—-G 48 Arg—Gly
Alal19Ser rs1056827 Exo6n 2 G—-T 119 Ala—Ser
Leu432Val rs1056836 Ex6n 3 C—G 432 Leu—Val
Asn453Ser rs1800440 Exo6n 3 A—-G 453 Asn—Ser

Salinas-Sanchez et al. (2011) sledovali genotypy CYP1BIs renalnym karcinomom. Pri
polymorfizme Alall9Ser zistili, Ze homozygoti salelou Ala maju dvojnasobne vysSie
riziko pre toto ochorenie v porovnani s nositel'mi ostatnych genotypov.

Polymorfizmy v géne CYPIBI1 zapriCinuji vznik enzymov, ktoré moézu spdsobovat
rakovinu prsnika (Kristensen a Borresen-Dale, 2000).

Rylander-Rudqvist et al. (2004) sledovali asociaciu genotypov Argd8Gly, Alall9Ser,
Leud432Val a Asn453Ser srizikom vzniku postmenopauzalnej rakoviny endometria.
Nenasli ziadny dokaz pre asociaciu medzi CYP1B1 genotypmi a rizikom vzniku rakoviny.
Pastina et al. (2010) vo svojej §tadii skamali vplyv polymorfizmov génu CYPI1BI1 na
rakovinu prostaty. Polymorfizmus Leu432Val sa ukdzal ako mozny marker predpovedajtci
reakciu a klinické vysledky docetaxelu u tychto pacientov a predstavuje mozny nastroj

lieCby.

1.7 LIECBA OSTEOPOROZY

Prevencia

Ked’Ze najlepSou liecbou je prevencia, malo by sa s fiou zac¢at’ uz v ranom veku. Cielom

primarnej prevencie V priebehu rastu a dospievania by malo byt nadobudnutie ¢o

najvacsiecho mnozstva kostnej hmoty adekvatnym prijmom véapnika a cvicenim. Ddlezitd je
aj vCasna diagnostika ochorenia a liecba existujucich skeletalnych deformit (Karlsson,

2004; Rittweger, 2006). Pri sekundarnej prevencii sa identifikuju jednotlivei S nizkou

kostnou hustotou a viac ako jednym rizikovym faktorom pre osteoporoticki zlomeninu
(Boonen et al., 2006) a dolezité je tu spomalenie straty kostnej hmoty (Klabnik, 2007).

Tercidrna prevencia je zamerana na ochranu pred buducimi zlomeninami u Tudi

S osteoporozou, ktori uz utrpeli zlomeninu. Zahffia zmenu Zivotospravy, farmakologicku

lieCbu a stratégie na ochranu pred padmi (Schrager, 2003).
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Zakladom terapeutickych postupov osteopordzy je uprava zivotného Stylu s dostatkom

pohybu a primerana Zivotosprava (Blahos et al., 2006).

Fyzicka aktivita

Pravidelné fyzické cvi€enie zamerané na speviiovanie svalov spomaluje fyziologicky
ubytok kostnej hmoty, ku ktorému dochadza s pribudajucim vekom. Pre seniorov je
cvic¢enie obzvlast’ prospesné, lebo pri zlepSeni svalovej kondicie a ziskani koordinacie sa

znizuje riziko padov (Mithal a Malhotra, 2006).

Spravna vvziva

Durisova (2004) udava ako zakladnti podmienku Gspesnej lie¢by spravnu vyzivu. Mal by
to byt predovSetkym dostato¢ny privod vapnika, ako hlavného mineralu pri vystavbe
kosti. Dal§im predpokladom je dostatok vitaminu D, hlavne jeho aktivnych foriem
(Duri$ova, 2004). Vitamin D stimuluje aktivny transport vapnika v tenkom &reve a zniZzuje
jeho straty. Zohrava tiez dolezitu ulohu v udrzani zdravej mineralizovanej kostry (Holick,
1996). Spolu s vapnikom je fosfor najhojnejsi mineral v kostnom tkanive (Raisz, 1990).
Priblizne 85 % fosforu v tele dospelého sa nachadza v kostiach (Institute of Medicine,
1997). Raisz (1990) uvadza, Ze fosfor je aktivne zahrnuty v regulacii kostnej formacie, a ze
vysoké koncentracie fosfatu v bunkovej kulture inhibuju kostnu resorpciu, zlepsuju kostnii
mineralizéciu a syntézu kolagénu. Horéik je dolezity pre ¢innost’ kostnych buniek (Rude
a Gruber, 2004). Jeho nedostatok zapriiuje zastavenie rastu Kkosti, zniZenie
osteoblastickej a osteoklastickej aktivity, osteopéniu a lamavost’ kosti (Sojka a Weaver,
1995). Vitamin C vystupuje ako kofaktor pri syntéze kolagénu (Otsuka et al., 2000), je
nevyhnutny pre tvorbu kolagénu a jeho nedostatok je spojeny s neprirodzenym vyvojom
kosti (Simon a Hudes, 2001). Vitamin K pdsobi ako koenzym V posttranslacnych
karboxyla¢nych reakciach dvoch hlavnych proteinov kosti, osteokalcinu a matrix Gla-
proteinu (Ducy et al., 1996). U postmenopauzélnych Zien vitamin K signifikantne zvySuje

reabsorpciu vapnika v obli¢kach a znizuje riziko fraktir (Zittermann, 2007).

Medikamentdzna lieCba

Kalcitonin je telu vlastny hormoén, produkovany C-bunkami Stitnej Zl'azy (Delmas, 2002).
Ma vyrazne pozitivny ucinok na zvySenie kostnej hustoty a zvysenie kvality kosti. Viaze sa
na Specifické receptory na povrchu osteoklastov a znizuje ich aktivitu. Zvysuje kostna

hustotu hlavne v oblasti stavcov a znizuje riziko fraktar (Blahos et al., 2006).
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Teriparatid je rekombinant prvych 34 N-terminalnych aminokyselin paratyroidného
hormonu, ktory zlepSuje kostnii mikrostruktaru (Neer et al., 2001). Stimuluje novotvorbu
kvalitnej kosti priamym vplyvom na osteoblasty, nepriamo zvySenim absorpcie kalcia
Vv ¢revach a zvySenim reabsorpcie v tubuloch obli¢iek. AvSak vo vyrazne menSej miere
stimuluje aj osteoresorpciu (Klabnik, 2007).

Selektivne modulatory estrogénovych receptorov (SERM) sii nehormonalne preparaty
so selektivnym ufinkom na a a  receptory estrogénu (Klabnik, 2007). ZvySuju kostna
hustotu inhibovanim osteoresorpcie a pravdepodobne sucasne zlepsuju kvalitu kosti, ¢im
mozno vysvetlit’ ich veI'mi dobry efekt na znizenie rizika fraktur (Blahos et al., 2006).
Bisfosfonaty su stabilné analégy pyrofosfatov (Adachi a Chole, 1990) a patria
K inhibitorom osteoresorpcie (Klabnik, 2007). Inhibuju resorpciu kosti redukovanim
vyvoja a aktivity osteoklastov a tiez brania zvySovaniu apoptozy (Harris et al., 1999).
Stroncium ranelat zlepSuje mikroarchitektoniku kompaktnej aj Spongidznej kosti a tak
zlepSuje jej pevnost’ (Klabnik, 2007). Stroncium ovplyviiuje kostné bunky a metabolizmus
kostného tkaniva in vitro aj in vivo. Nizke davky stroncia inhibuju kostni resorpciu a
stimuluji osteoformaciu. Zlucenina stroncia s kyselinou ranelovou stimuluje replikaciu
osteoblastov a stc¢asne inhibuje diferenciaciu a resorpénu aktivitu osteoklastov (Blahos et
al., 2006).
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2 CIELE PRACE

Za ciel’ nasej rigor6znej prace sme si stanovili analyzovanie vplyvu polymorfizmov
Arg48Gly, Alall9Ser, Leud32Val a Asn453Ser v kandidatskom géne osteopordzy
CYP1BL1 na ukazovatele kostného metabolizmu, predovsetkym BMD v oblasti femuru a
chrbtice a markery kostnej remodelacie.

Zrealizovanie nasho ciel’a si vyzadovalo:

1. Detekciu sledovanych polymorfizmov metédou PCR-RFLP, t.j. optimalizicia PCR
reakcie, restrikénej analyzy produktov PCR (RFLP), elektroforeticki separaciu

restrikénych fragmentov a vyhodnotenie elektroforeogramov;

2. Vyhodnotit vyskyt jednotlivych polymorfizmov v analyzovanej populacii, t.].
vyhodnotit’ zastipenie genotypov, frekvencie alel uvedenych génov, postdenie

homogenity frekvencii genotypov pomocou y*-testu;

3. Statistické vyhodnotenie vplyvu testovanych polymorfizmov vo vztahu k hustote

kostného mineralu (F-BMD a S-BMD) a biochemickym markerom kostnej remodelacie.
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3 MATERIAL A METODIKA
3.1 SLEDOVANA POPULACIA

Predmetom vyskumu boli pacientky oSetrované Vv ramci zdkladného diagnostického
skriningu a lieCby na osteoporézu. Vyber pacientok bol uskutocneny v spolupraci
s Osteocentrom, Specializovana nemocnica sv. Svorada v Nitre a Sukromnou ortopedickou
ambulanciou v Nitre, pri¢om boli reSpektované vsetky etické a pravne normy vyzadované
pre priebeh klinického vyskumu.

Vseobecna charakteristika testovaného stiboru je uvedena v tabul’ke 4.

Tabulka 4 Zakladna Statistika testovaného suboru

Stredna Smerodajna
N Minimum | Maximum | Priemer | chyba -4l
. odchylka

priemeru
VEK 42 86 64,35 0,66 8,26
BMI 22 31 27,42 0,12 1,49
ALP 0,18 3,24| 0,9503| 0,06751 0,8405
OC 155 2,14 7,12 4,0243| 0,07796 0,9706
CTx 3214 1274,1|826,6943| 17,4403 217,1295
F-BMD -3,1 -1,4| -2,1529| 0,03163 0,3938
S-BMD -4,2 -2,4| -2,8574| 0,02555 0,3181

N — pocet jedincov; BMI — body mass index; ALP — alkalicka fosfataza (ukat/l); OC —
osteokalcin (pg/l); CTx — beta CrossLaps (ng/l); F-BMD — hustota kostnej hmoty v oblasti
krcka femuru; S-BMD — hustota kostnej hmoty v oblasti driekovej chrbtice.

V ramci bezného lekarskeho oSetrenia sa pacientky podrobili odberu vzorky krvi
abolo im urobené denzitometrické vySetrenie. Predmetom analyzy boli pacientky
S pozitivnou osobnou alebo rodinnou anamnézou, vysledky laboratornych vysetreni boli
s negativnym kostnym obratom, RTG snimky dokazali osteoporozu s fraktrami ale aj bez
fraktar, BMD preukazala §tadium osteoporozy (T-skére bolo nizsie ako —2,5). Zeny spinali
vek od 42 do 86 rokov, postmenopauzalny stav, dovtedy s pravidelnou menstruaciu a u
pacientok nebola zaznamenana obezita (BMI do 31).

Do stadie neboli zaradené zeny so zavaznymi internymi, endokrinologickymi,
chronickymi a vrodenymi ochoreniami, pacientky liecené glukokortikoidmi, hormoénmi,
imunosupresivami, antikonvulzivami, thiazidmi, pacientky s vyraznymi abuzami
(etylizmus, nikotinizmus, kofeinizmus), Zeny so zna¢nymi poruchami menstruacného

cyklu a tie, ktoré nestihlasili s analyzou.
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3.2 IZOLACIA GENOMOVEJ DNA

Na izolaciu DNA sme pouzili krv odobrata do roztoku EDTA (0,5 M, pH = 8).
Vzorky krvi (po 300 pl) sme napipetovali do plastovych mikroskiimaviek a premyvali s 1
ml TE (10 mmol.I™* Tris-HCI pH = 8,1; 1 mmol.I" EDTA) na odstranenie hemoglobinu.
Vzorky sme premiesali a centrifugovali 5 min. pri 12 000 ot.min™. Pipetou sme odobrali
supernatant a k peletu sme pridali 1 ml roztoku TE a znova centrifugovali 5 min. pri 12
000 ot.min™. Po opitovnom odstraneni hornej vrstvy s hemolyzovanymi erytrocytmi sme
postup zopakovali. K usadenine leukocytov sme pridali 300 pl lyza¢ného roztoku (100
mmol.I" EDTA; 50 mmol.I* Tris-HCI pH = 7,5; 1 % SDS) a 3 pl proteindzy K (20
mg/ml). Vzorky sme dokladne premiesali a nechali ich inkubovat’ cez noc pri teplote 60°
C. Nasledne sme DNA purifikovali fenol-chloroformovou metdédou (Sambrook et al.,
1989), vyzrazana etanolom a rozpustena v 50 ml vody alebo 10 mM Tris (pH = 8,0).
Koncentraciu roztoku DNA sme merali pomocou spektrofotometra (SmartSpec 3000, Bio-
Rad) a na zéklade vysledkov sme roztoky nariedili na vysledni koncentraciu 50 ng/ul.

DNA bola izolovana 1 pomocou izolaéného kitu (SiMax™ Genomic DNA Extraction
Kit) zaloZzeného na kolonkovej metdde, poskytujicej vysoké vytazky a Cistotu, potrebnu
pre uspesnost’ naslednych experimentov. Princip izolacie spociva v selektivnej vézbe
genomickej DNA v pritomnosti high salt tlmivého roztoku na SiMax™ membranu, ktora
je v centrifugacnej kolonke. Po premyvacom kroku je DNA eluovana TE pufrom alebo
vodou bez potreby naslednej alkoholovej precipitacie alebo odsolenia. Vyhodou pouzitia
izola¢ného kitu je jeho doba izolacie cca 30 min, priCom nésledné vytazky DNA z 200 pl

krvi predstavuji koncentraciu DNA cca 10 — 50 ng/pl.

3.3 AMPLIFIKACIA DNA

Polymerazova retazovii reakciu sme uskutocnili s termocyklerom Primus 25/96
(MWG-BIOTECH). Na amplifikaciu $pecifickych usekov pri polymorfizmoch Arg48Gly,
Alal19Ser, Leu432Val a Asn453Ser génu CYP1B1 sme pouzili oligonukleotidové primery
podl'a Wen et al., (2005) uvedené v tabul’ke 5.
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Tabul’ka 5 Pouzité primery a restrikéné enzymy sledovanych polymorfizmov

Restrikény Restrikéné
Polymorfizmus PCR primery enzym Alely | oot
(teplota, °C) g y
5-TAAACCCGCTGTCCATCCA-3' Arg (C 270, 106
Arg48Gly Cpol (30°C) 9(©)
5-GAGTAGTGGCCGAAAGCCAT-3' Gly (G) 376
Ala119S ké ako pri Argd8Gl Nael (37°C) Ala (G) 314,62
a er
rovnake a opr1 rg y Ser (T) 376
~ -3 Leu (C 187, 107
Leudaoval | 2-CACTGCCAACACCTCTGTCT-3 |, (37°C) (©)
5-GCAGGCTCATTTGGGTTG-3' Val (G) 294
Asn453S ké ako pri Leud32Val Mwol (60°C Ser(G) 147, 147
sn er Wo °
rovnaké ako pri Leu a ( ) Asn (A) 294

Pouzili sme Taq DNA polymerazu (Invitrogen) a PCR prebehla v celkovom objeme 20 pl.

Reakéna zmes pozostavala z nasledovnych zloziek (Tab. 6):

Tabulka 6 Zakladné zlozky PCR

Reagent Vysledna koncentracia
Redestilovana sterilna voda -
PCR reak¢ny roztok (10x konc.) 1x
MgCl, (50 mmol/l) 2,0 mmol/I
dNTP mix (2,5 mmol/l) 0,2 mmol/l
DMSO 10 %
Primer 1 (10 pmol/pl) 0,5 umol/l
Primer 2 (10 pmol/ul) 0,5 umol/l
Taq DNA polymeraza (5 U/ul) 1U
Templatovda DNA ~ 50 ng

Teplotny profil polymerazovej retazove] reakcie pre sledované polymorfizmy bol

nasledovny:

Po 5 minatach denaturacie pri 95 °C bola DNA amplifikovana pocas 35 cyklov

v podmienkach:

e denaturicia
e annealing
e polymerizacia

:94°C 45s,
:60°C 45s,
1 72°C 45s.

Po poslednom cykle sme polymerizaciu prediZili na 7 minut pri 72°C.
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3.4 RESTRIKCNA ANALYZA PCR PRODUKTU

Velkosti PCR produktov, pouZité restrikéné endonukledzy, ich teplotné profily

a velkosti restrikénych fragmentov pre jednotlivé polymorfizmy génu CYPI1BI1 su uvedené

v tabulke 5. Stiepenie vietkych PCR produktov prebiechalo cez noc pri uvedenych

teplotach.

Reak¢éna zmes pre restrikénu analyzu polymorfizmov Arg48Gly a Alal19Ser pozostavala z

nasledovnych zloziek; mnozstva pre jednu vzorku, (Tab. 7):

Tabul’ka 7 Zakladné zlozky reakénej zmesi pri restrikénej analyze; Arg48Gly, Alal19Ser

Reak¢énd zmes pre

Reakény roztok (10x konc.) 2 ul
H,O 2,5 ul
PCR produkt 15 ul
Enzym Cpol / Nael (10 U/ul) 0,5 pul

restrikéni analyzu polymorfizmu Leu432Val

nasledovnych zloziek; mnozstva pre jednu vzorku, (Tab. 8):

Tabulka 8 Zakladné zlozky reakénej zmesi pri restrikénej analyze; Leu432Val

Reak¢énd zmes pre

Reakény roztok (10x konc.) 2 ul
H.O 1,975 pl
SAM 0,025 pl
PCR produkt 15 ul
Enzym Acul (5 U/ul) 1pl

pozostavala z

restrikéni analyzu polymorfizmu Asn453Ser pozostavala z

nasledovnych zloziek; mnozstva pre jednu vzorku, (Tab. 9):

Tabul’ka 9 Zakladné zlozky reakénej zmesi pri restrikénej analyze; Asn453Ser

Reakény roztok (10x konc.) 2 ul
H,0 2 ul
PCR produkt 15 ul
Enzym Mwol (5 U/ul) 1ul

Reakcie zastavime pridanim 5 ul 6x koncentrovaného nanasacieho roztoku (30 % glycerol,
0,1 mol/l EDTA, 0,25 % bromfenolova modra).
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3.5 ELEKTROFOREZA

Produkty Stiepenia sme analyzovali elektroforeticky v  agar6zovom géle
AGAROSE/SFR™ (Amresco), priom koncentracia bola zavisla od velkosti separovanych
fragmentov. Produkty Stiepenia restriktdizami sme separovali elektroforeticky v 4 %
agar6zovom géle.

Roztok agardzy sme pripravili rozpustenim prislusného mnozstva agardzy (Amresco)
v Tris — boratovom tlmivom roztoku (0,089 mol.I* Tris, 0,089 mol.I™* kyselina borita a 2,5
mmol.I* EDTA, pH = 8,3). Zmes sme dokladne rozvarili a po vychladnuti asi na 50 — 60
°C za staleho mieSania sme pridali 50pl etidiumbromidu (vyslednd koncentracia bola 0,5
ug/ml). Roztok sme nasledne vyliali na elektroforeticku platitu a nechali polymerizovat’ 20
minat. Po stuhnuti gélu sme opatrne odstranili hreben, gél vlozili do elektroforetickej
komory a zaliali Tris — boratovym tlmivym roztokom tak, aby roztok presahoval 1 mm nad
gél.

Vzorky DNA sme pred nanesenim do gélu 1 — 2 sekundy scentrifugovali pri 12 000
ot.min™. Zmes DNA s nanaacim roztokom (24 pl) sme opatrne naniesli do pripravené¢ho
gélu. Elektroforéza bola uskutonena pri konsStantnom napdti 90 V pocas 90 min. v
elektroforetickej kyvete (Owl Scientific).

Fragmenty DNA sme vizualizovali na UV transiluminatore Bio-Imaging Systems
(MiniBis Pro, Izrael) pri vinovej dizke 302 nm. Dokumentaciu gélov sme zabezpe&ovali
systémom GelCapture (Izrael). Z elektroforeogramu boli vyhodnotené genotypy na zaklade

pritomnosti rozneho poctu fragmentov alebo ich roznej velkosti.

3.6 SLEDOVANE UKAZOVATELE SPOJENE S OSTEOPOROZOU

Sledované ukazovatele spojené s osteoporézou sme ziskali z0 zdravotnej
dokumentacie pacientok s ich suhlasom v anonymnej podobe prostrednictvom

osetrujuceho lekara. Uvedené ukazovatele zahfiali:

* Alkalicka fosfatdza (ALP) — marker osteoformécie

* Osteokalcin (OC) — marker osteoformacie

* Beta-CrossLaps (Beta-CTx) — marker osteoresorpcie

Biochemické markery boli stanovené z krvi pomocou Standardizovanych metdd v ramci

diagnostiky a lieCby pacientov s 0Steoporozou.
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* Hustota kostnej hmoty v oblasti krcka femuru (F-BMD)
« Hustota kostnej hmoty v oblasti driekovych stavcov (S-BMD)
Hustota kostnej hmoty bola merand pomocou denzitometrického merania v jednotkach T-

skore.

3.7 STATISTICKE METODY

Na vypocet frekvencii vyskytu genotypov AA, AB, BB sme pouzili nasledovné
vzorce (1), (2), (3):

Naa Nag NeB
p= 100 (1) H= 100 2) Q=
n n n

100 (3)

kde, P, H, Q st frekvencie vyskytu genotypov AA, AB, BB a naa Nag, Ngg 0znacuju

pocty jedincov s prislusnym genotypom v n-Clennom subore.
Frekvencie vyskytu jednotlivych alel A a B sme pocitali podl'a vzorcov (4), (5):

2Npa + Nag 2ngg + NaB

p=———— (4 qg=— (5
2n 2n

kde p resp. q su frekvencie alel A resp. B a naa, Nag, Neg 0znacuju pocty jedincov
S prisluSnym genotypom v n-¢lennom stbore.
Zistené frekvencie genotypov v populacii sme porovnali s teoretickymi frekvenciami

(oCakavanymi na zaklade platnosti Hardyho-Weinbergovho zakona).

Homogenita frekvencii bola posuadena XZ testom na zaklade vzorca (6):
2
k (Pj—Py™)

= 2 (6)

i=1 Pij *

kde Pj; = skutoény pocet jedincov s genotypom j
Pij * = ocakavany pocet jedincov s genotypom j
1 = pocet porovnavanych genotypov (i=1, 2, ..., k)

N = pocet stupnov volnosti (N = k-1)
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Vysledok ? testu:

xz @: 0,05 < 5,99 = Statisticky nepreukazny rozdiel
5,99< XZ @: 0,05 <9,21 = Statisticky preukazny rozdiel na hladine vyznamnosti 0,05 (*)

Na spracovanie udajov a Statistické vyhodnotenie sme pouzili programy Statistica 4.3
(1993), GraphPad (2005) a SPSS v. 8.0 (1997).

Vplyv polymorfizmov vo vybranych génoch vo vztahu k ukazovatel'om osteopordzy
bol hodnoteny analyzou kovariancie (ANCOV A) pomocou linearneho modelu (GLM), kde
sledovany ukazovatel' predstavoval zavisli premennt a jednotlivé genotypy pevné efekty.
Vypocet zahinal korekciu na vek a BMI. Rozdiely v distribucii fraktar v ramci

jednotlivych genotypov boli otestované Xz testom.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA
4.1 DETEKCIA ANALYZOVANYCH POLYMORFIZMOV

Reprezentativne vysledky detekcie Arg48Gly polymorfizmu v CYPIB1 géne su
uvedené na obr. 7. Vo vzorkach s genotypom CC vznikaju dva fragmenty s vel'kost'ou 270
bp a 106 bp, pri heterozygotoch CG tri fragmenty s vel'kost'ou 376 bp, 270 bp, 106 bp a v
pripade genotypu GG jeden nestiepeny fragment s vel’kostou 376 bp.

MY Ch OGSl O e G I Pyl

T — . %2?01)1)

~<—106 bp

Obr. 7 Reprezentativne vysledky PCR-RFLP pri detekcii CYP1B1/Arg48Gly
polymorfizmu; M — marker 50 bp, CC, CG, GG — jednotlivé genotypy

Vysledky, ktoré reprezentuju detekciu Alall9Ser polymorfizmu v CYP1B1 géne su
zobrazené na obr. 8. Vo vzorkach s genotypom GG vznikaji dva fragmenty s vel'kost'ou
314 bp a 62 bp, pri heterozygotoch GT tri fragmenty s velkostou 376 bp, 314 bp a 62 bp a
pri homozogytnom genotype TT fragment s velkost'ou 376 bp.

M GT GG GG GT GG TT TT

" 376 bp
— P — 1
2314 bp

€— 62 bp

Obr. 8 Reprezentativne vysledky PCR-RFLP pri detekcii CYP1B1/Alall19Ser
polymorfizmu; M — marker 50 bp, GG, GT, TT — jednotlivé genotypy
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Detekcia polymorfizmu Leu432Val génu CYPI1BI a jej reprezentativne vysledky su na
obr. 9. Pri genotype GG vznika jeden neStiepeny fragment velkosti 294 bp. Hetefozygotny
genotyp CG je zastipeny fragmentmi s velkost'ou 294 bp, 187 bp a 107 bp. Genotyp CC
reprezentuju dva fragmenty vel'ké 187 bp a 107 bp.

294 bp —>

187 bp ——>

107 bp —=>

Obr. 9 Reprezentativne vysledky PCR-RFLP pri detekcii CYP1B1/Leu432Val
polymorfizmu; M — marker 50 bp, CC, CG, GG — jednotlivé genotypy

Vysledky reprezentujiuce detekciu polymorfizmu Asn453Ser v géne CYP1B1 st uvedené
na obr. 10. Vo vzorkach s homozygotnym genotypom GG vznika jeden fragment
s vel'kost'ou 147 bp, heterozygotny genotyp GA je zastipeny fragmentmi velkymi 294 bp
a 147 bp. Jednym fragmentom s velkost'ou 294 bp je charakteristicky genotyp AA.

GG CA AA AA M
294bp ——= e ——

147bp —=

Obr. 10 Reprezentativne vysledky PCR-RFLP pri detekcii CYP1B1/Asn453Ser
polymorfizmu; M — marker 50 bp, GG, GA, AA — jednotlivé genotypy
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4.2 ZASTUPENIE CYP1B1/ARG48GLY GENOTYPOV
V ANALYZOVANEJ POPULACII

Genotypové a alelové frekvencie CYP1B1/Argd8Gly st uvedené v tabulke 10.
NajcastejSie sa v populacii vyskytoval genotyp CC (58 %), menej sa vyskytoval genotyp
genotypov analyzovanej populacie bola v Hardyho-Weinbergovej rovnovahe, ako
dokumentuje vysledok y? testu. V ramci alel sme zistili vyssiu frekvenciu alely C (0,745)
oproti alele G (0,255).

Tabul’ka 10 Frekvencie CYP1B1/Arg48Gly genotypov a alel

5 Frekvencie genotypov Frekvencie alel
Pocet %2
jedincov| CC CG GG C G
A 58 33 9
S 100 58 33 9 Pig?‘éS 0,745 0,255
T 55,5 38 6,5

A — absolutny pocet; S — skutocné frekvencie (%); T — teoretické frekvencie podla
Hardyho-Weinbergovho zakona (%).

9%

B CC
0OCG
0 GG

33%

Obr. 11 Percentualne zastupenie CYP1B1/Arg48Gly genotypov v pozorovanej populacii

Podobnu distribuciu genotypov ako v nasej praci zaznamenali aj v $tadii Wen et al. (2005),
ktori sledovali skupinu 2321 pacientov. Najéastejsie sa vyskytoval genotyp CC (64,9 %),
v mensej miere genotyp CG (31,5 %) a najmenej bol ¢asty genotyp GG (3,6 %).

Vysledky nasej prace mozeme porovnat’ aj so Stidiou Salinas-Sanchez et al. (2011), ktori
zaznamenali v skupine 331 zien distribciu genotypov: CC (50,1 %), CG (45,3 %), GG
(4,6 %).
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Analyza prace Long et al. (2006) s celkovym poctom 1925 premenopauzélnych aj
postmenopauzalnych Zien tiez preukazala podobné vysledky. Najpocetnejsi bol genotyp
CC (65,3 %), menej sa vyskytoval genotyp CG (30,7 %) a najmensiu frekvenciu vykazoval
genotyp GG (4 %). Frekvencia alely C bola vyssia (0,806) v porovnani s frekvenciou alely
G (0,194).

4.2.1 Asociacia genotypov CYP1B1/Arg48Gly s koncentraciou

sledovanych biochemickych markerov kostnej remodelacie

Na obr. 12 st uvedené asociacie genotypov CYP1B1/Arg48Gly s koncentraciou
alkalickej fosfatazy ALP — marker kostnej formacie. Najvyssiu koncentraciu tohto markera
sme zaznamenali pri genotype GG (1,422 + 0,289 pkat/l). Nizsie hladiny sme namerali pri
heterozygotnom genotype CG (1,376 + 0,150 pkat/l) anajnizSie koncentracie sme
zaznamenali pri genotype CC (1,260 + 0,113 pkat/l). Sledované genotypy Statisticky
vyznamne neovplyvituji hladinu ALP (P = 0,766).

18

1:6 1,%‘76 1,4 2L
14
1,2

0,8 A
0,6
0.4
0,2

ALP (pkat/l)

CG GG
Genotyp (CYP1B1/Arg48Gly)

Obr. 12 Asociacie genotypov CYP1B1/Arg48Gly s koncentraciou ALP

Obr. 13 zobrazuje asociacie genotypov CYP1B1/Arg48Gly s koncentraciami osteokalcinu
OC. V pripade tohto markera kostnej formécie, sme zistili jeho najvyssiu koncentraciu pri
genotype CG (4,002 + 0,188 ug/l). O nieco nizsia bola jeho koncentracia pri genotype CC
(3,839 + 0,141 pg/l). Najnizsia koncentracia patrila ku genotypu GG (3,780 £ 0,361 pg/l).
Hladiny OC neboli Statisticky vyznamne ovplyvnené genotypmi CYP1B1/Arg48Gly (P =
0,750).
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Obr. 13 Asociacie genotypov CYP1B1/Arg48Gly s koncentraciou OC

Koncentracie markera kostnej resorpcie CTx — terminalny telopeptid typu I kolagénu
Vv asociacii s genotypmi CYP1B1/Argd8Gly su zobrazené na obr. 14. O nieCo vysSiu
koncentraciu CTx sme zaznamenali pri genotype CC (821,629 + 26,409 ng/l) oproti
genotypu CG (814,521 + 35,062 ng/l). NajnizSie hodnoty dosiahol marker resorpcie pri
genotype GG (730,849 + 67,344 ng/l). Nebol zisteny Statisticky vyznamny vplyv
genotypov na hladinu CTx (P = 0,455).

900 921 6290 Q14 521

800 ik 730849
700 -

600 -
500 -
400 A
300 A
200 -
100

CTx (ng/l)

cC CG GG
Genotyp (CYP1B1/Arg48Gly)

Obr. 14 Asociacie genotypov CYP1B1/Argd8Gly s koncentraciou CTx

Napriek nesignifikantnym rozdielom medzi genotypmi, vysledky naznafujii negativny
trend CC genotypu na formaciu kosti (najvyssia hladina markera kostnej resorpcie a nizke
hladiny markerov kostnej formacie). S asociaciou polymorfizmu Arg48Gly génu CYP1BI1

a markermi kostnej formacie alebo resorpcie sme sa doposial’ v literatire nestretli.
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4.2.2 Asociacia genotypov CYP1B1/Arg48Gly s BMD v oblasti femuru
(F-BMD) a chrbtice (S-BMD)

Vplyv genotypov polymorfizmu Arg48Gly génu CYP1BI1 na hodnoty BMD v oblasti
femuru sa nepreukazal (P = 0,259) (Obr. 15). Najnizsie hodnoty T-skére sme namerali
u zien s genotypom CG (-2,247 + 0,061) a najvyssie pri genotype GG (-2,028 = 0,117).
Najvyssie hodnoty BMD v oblasti chrbtice sme zaznamenali pri genotype GG (-2,744 +
(-2,936 + 0,058). Genotypy CYPIBI1/Argd8Gly statisticky vyznamne nevplyvali na
hodnoty S-BMD (P = 0,267).

0
0 T T T T T T
CC CG GG CC CG GG
_015 +— —
-1 +— —
2 15 1— —
o
o
¢
27 I —
== o -2,028
25 -2.207 -2 247 —
- T
3 : 2 744,
-2,857 -2,936
-3,5
F-BMD S-BMD

Obr. 15 Asociacie genotypov CYP1B1/Arg48Gly s F-BMD a S-BMD

4.3 ZASTUPENIE CYP1B1/ALA119SER GENOTYPOV
V ANALYZOVANEJ POPULACII

Frekvencie CYP1B1/Alall9Ser genotypov aalel st uvedené v tabulke 11.
NajpocetnejSim genotypom bol genotyp GG (51,3 %), menej bol zastapeny genotyp GT
(37 %). Ako znazornuje obr. 16, najnizsia koncentracia bola zaznamenana pri genotype TT
(11,7 %). Distribucia genotypov v analyzovanej populacii bola v Hardyho-Weinbergovej
rovnovéhe, ako dokumentuje vysledok y” testu. Z alel sme zistili vyssiu frekvenciu alely G
(0,698) v porovnani s alelou T (0,302).
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Tabul’ka 11 Frekvencie CYP1B1/Alal19Ser genotypov a alel

5 Frekvencie genotypov Frekvencie alel
Pocet x2
jedincov| GG GT TT G T
A 79 57 18
34
s 154 | 513 | 37 | 11,7 |plgay | 0698 | 0302
T 48,7 42,2 91

A — absolutny pocet; S — skuto¢né frekvencie (%); T — teoretické frekvencie podla
Hardyho-Weinbergovho zakona (%).

11,70%

B GG
BGT
51,30% BTT

Obr. 16 Percentualne zastupenie CYP1B1/Alal 19Ser genotypov v pozorovanej populdcii

Vysledky $tudie Napoli et al. (2009) realizovanej S 220 postmenopauzalnymi Americkymi
zenami dokazala podobne ako naSe vysledky najvyssi vyskyt genotypu GG (54,5 %),
nizsie zastapenie (39,1 %) mal genotyp GT a najmenej sa vyskytoval genotyp TT (6,4 %).
Vysledky podobné naSim dostali aj Rylander-Rudqvist et al. (2004) s2053 Zenami.
Zaznamenali najvyssiu frekvenciu pri genotype GG (49,7 %), niZsiu pri genotype GT (41,4
%) a najmenej sa v ich §tadii vyskytoval genotyp TT (8,9 %).

V analyze so skupinou 330 zien dostali Salinas-Sanchez et al. (2011) nasledovné
frekvencie genotypov: GG (50,3 %), GT (44,8 %) a TT (4,9 %).

Pribliznti zhodu moZeme konstatovat’ s frekvenciami genotypov v praci Long et al. (2006)
u 1212 pacientov: genotyp GG (65,2 %), GT (30,7 %) a genotyp TT (4,1 %). Castejsie sa
Vv ich populécii vyskytovala alela G (0,805) oproti alele T (0,195).

4.3.1 Asociacia genotypov CYP1B1/Alal19Ser s Kkoncentraciou

sledovanych biochemickych markerov kostnej remodelacie

Na obr. 17 si wuvedené asociacie medzi genotypmi CYP1BI1/Alall9Ser
a koncentraciou alkalickej fosfatdzy — ALP. NajvysSie koncentracie sme zaznamenali pri

genotype GG (0,987 + 0,095 pkat/l). O nieco menej dosiahol pri genotype GT (0,936 +
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0,112 pkat/l). Najnizsiu koncentraciu ALP vykazovala pri genotype TT (0,864 + 0,199
pkat/l). Pri sledovanej asociacii genotypy Statisticky vyznamne neovplyviiovali hladinu

alkalickej fosfatazy (P = 0,839).

12

0,8

0,6 1

ALP (pkat/l)

0,4 1
0,2 1

GG GT T
Genotyp (CYP1B1/Alal19Ser)

Obr. 17 Asociacie genotypov CYP1B1/Alal19Ser s koncentraciou ALP

Ako uvadza obr. 18, vasocidcii genotypov CYP1BI1/Alall19Ser s koncentraciami
osteokalcinu OC, tento marker kostnej formacie dosiahol o nieco vysSiu koncentraciu pri
heterozygotnom genotype GT (4,064 + 0,129 pg/l) oproti genotypu GG (4,023 + 0,110
pg/l). NajmenSiu hodnotu mal pri genotype TT (3,946 + 0,231 png/l). Genotypy
CYP1B1/Alal19Ser neovplyviovali $tatisticky vyznamne OC (P = 0,903).
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Genotyp (CYP1B1/Alal19Ser)

Obr. 18 Asociacie genotypov CYP1B1/Alal19Ser s koncentraciou OC

Asociacia medzi genotypmi CYP1B1/Alal19Ser a koncentraciami markera osteoresorpcie
CTx je uvedena na obr. 19. Najvyssiu koncentraciu sme zaznamenali pri genotype GG
(841,628 + 23,659 ng/l). Nizsiu hodnotu dosiahol marker pri genotype TT (829,689 +
27,102 ng/l) a najnizsiu pri genotype GT (810,963 + 27,891 ng/l). V tomto pripade sme
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tiez nezistili Statisticky vyznamny vplyv genotypov CYP1B1/Alal19Ser na hladinu CTx —
terminalneho telopeptidu typu I kolagénu (P = 0,704).
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Obr. 19 Asociacie genotypov CYP1B1/Alal19Ser s koncentraciou CTx

Z nasich vysledkov vyplyva, ze polymorfizmus CYP1B1/Alal19Ser v nami analyzovanej

populécii neovplyvituje intenzitu procesu remodelédcie kostného tkaniva.

4.3.2 Asociacia genotypov CYP1B1/Alal119Ser s BMD v oblasti femuru
(F-BMD) a chrbtice (S-BMD)

Ako znézoriiuje obr. 20, zeny s genotypom TT mali najvyssie hodnoty BMD v oblasti
femuru (-2,028 + 0,085) a najnizsie F-BMD bolo namerané pri genotype GG (-2,177 +
0,04). Signifikantnd asociacia medzi genotypmi CYP1B1/Alall9Ser a F-BMD sa
nepotvrdila (P = 0,278).

Aj v pripade asociacie genotypov s S-BMD (Obr. 20) boli najvyssie hodnoty namerané
genotype GT (-2,883 + 0,039). Ku statistickej vyznamnosti sa blizili rozdiely medzi
genotypmi GG-TT (-0,137 = 0,077; P = 0,078) a genotypmi GT-TT (-0,151 £ 0,08; P =
0,062). Je tym naznaceny isty trend pre asocidciu genotypu TT s vy$§imi hodnotami S-
BMD napriklad v pripade rozsiahlejsieho suboru alebo zahrnutim ,,zdravych® jedincov do

analyzy.
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Obr. 20 Asociacie genotypov CYP1B1/Alal19Ser s F-BMD a S-BMD

4.4 ZASTUPENIE CYP1B1/LEU432VAL GENOTYPOV
V ANALYZOVANEJ POPULACI!I

Ako dokumentuje tabul'ka 12 s frekvenciami CYP1B1/Leu432Val genotypov a alel,
najviac zastupenym bol heterozygotny genotyp CG (45 %), menej sa vyskytoval genotyp
CC (35,6 %) a najnizsie zastupenie sme zaznamenali pri genotype GG (19,5 %) (Obr. 21).
Z alel mala vyssiu frekvenciu alela C (0,581) oproti alele G (0,419). Ako dokumentuje
vysledok y testu, distribucia genotypov v analyzovanej populacii bola v Hardyho-

Weinbergovej rovnovahe.

Tabul’ka 12 Frekvencie CYP1B1/Leu432Val genotypov a alel

. Frekvencie genotypov Frekvencie alel
Pocet %2
jedincov| CC CG GG C G
A 53 67 29
1,019
S 149 35,6 45 195 |p=ggo1| 08 | 0419
T 33,8 48,7 17,5

A — absolutny pocet; S — skutocné frekvencie (%); T — teoretické frekvencie podla
Hardyho-Weinbergovho zakona (%).
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Obr. 21 Percentualne zastupenie CYP1B1/Leu432Val genotypov v pozorovanej populacii

Analyzy Rylander-Rudqvist et al. (2004) s 2045 Zzenami preukazali podobné vysledky vo
frekvencii genotypov. NajpocetnejSie bol zastupeny genotyp CG (49,5 %), menej sa
vyskytoval genotyp CC (30,3 %). Najmensiu frekvenciu vykazoval genotyp GG (20,2 %).
Obdobné vysledky dosiahli aj Salinas-Sanchez et al. (2011) s 334 Zenami: genotyp CC
(38,3 %), genotyp CG (42,2 %) a genotyp GG (19,5 %).

V stadii s 216 Americkymi zenami, Napoli et al. (2009) dostali vysledky priblizne rovnaké
naSim. Zaznamenali najpocetnej$i genotyp CG (52,3 %), menej genotyp CC (28,3 %)
a vV najmensej miere genotyp GG (19,4 %).

Rozdielne zastipenie genotypov dosiahli Wen et al. (2005) v skupine postmenopauzalnych
aj premenopauzalnych zien. Najcastejsie sa vyskytujici genotyp bol CC (75,5 %), menej
genotyp CG (22,3 %) a najmenej sa vyskytoval genotyp GG (2,2 %).

4.4.1 Asociacia genotypov CYP1B1/Leud432Val s Kkoncentraciou

sledovanych biochemickych markerov kostnej remodelacie

Na obr. 22 je znazornena asociacia medzi genotypmi polymorfizmu Leu432Val génu
CYP1B1 a koncentraciami markera kostnej formacie — ALP. NajvysSie koncentracie
alkalickej fosfatazy sa vyskytovali u zien s genotypom GG (1,072 + 0,158 pkat/l), nizsSie
hodnoty mali nositel’ky genotypu CC (0,975 £ 0,117 pkat/l) a najnizSie sme zaznamenali
Vv spojeni s genotypom CG (0,936 + 0,104 ukat/l). Pri danej asociacii sme nezistili
Statisticky vplyv genotypov CYPIBI1/Leu432Val na hladinu koncentracie ALP (P =
0,773).
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Obr. 22 Asociacie genotypov CYP1B1/Leu432Val s koncentraciou ALP

Asociacie genotypov CYP1B1/Leu432Val s koncentraciou osteokalcinu — OC su uvedené

na obr. 23. Najvyssia hladina markera kostnej formacie bola namerana u zien s genotypom

GG (4,091 + 0,181 pkat/1). O nieco nizsie hladiny OC boli pri genotype CC (4,018 = 0,134

pkat/l). NajnizSie hodnoty sme zistili pri heterozygotnom genotype CG (3,992 + 0,119

ukat/1). Pri sledovanej asociacii sme zaznamenali vplyv veku v interakcii s genotypom na

koncentraciu osteokalcinu. Rozdiel genotypov CC - GG (-0,131 + 0,228 png/l) bol

Statisticky vyznamny (P = 0,04) len u jedincov s vekom do 45,3 roka (Obr. 24). V danom

pripade dochadza ku zvysenej osteoformacii v kostnom tkanive u pacientov s genotypom

GG. Vo vicsej Casti nami skimaného stiboru st teda rozdiely Statisticky nevyznamné. Na

obrazku je oblast’ vyznamnosti zvyraznena Zltou farbou.
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Obr. 23 Asociacie genotypov CYP1B1/Leu432Val s koncentraciou OC
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Ako uvadza obr. 25, pri asociacii genotypov CYP1B1/Leu432Val s koncentraciami

markera kostnej resorpcie — CTX, je 0 nieCo vyssia hladina tohto markera pri genotype GG

(864,468 + 38,519 ng/l) oproti genotypu CG (848,386 + 25,474 ng/l). Najnizsic hodnoty
dosiahol CTx pri genotype CC (794,188 + 28,615 ng/l). Genotypy CYP1B1/Leud432Val

Statisticky vyznamne neovplyvituju CTx (P = 0,243).
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Obr. 25 Asociacie genotypov CYP1B1/Leud432Val s koncentraciou CTx
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V pripade polymorfizmu CYP1B1/Leu432Val sme okrem interakcie genotypov CC-GG
s vekom pri osteokalcine, nezistili Statisticky vyznamny vplyv genotypov s markermi
kostnej formacie alebo resorpcie. Pri genotype GG sme vSak zaznamenali nesignifikantne

najvyssie koncentracie vSetkych troch markerov kostnej remodelacie.

4.4.2 Asociacia genotypov CYP1B1/Leu432Val s BMD v oblasti femuru
(F-BMD) a chrbtice (S-BMD)

Obr. 26 zobrazuje asociaciu genotypov CYPIBI1/Leud432Val s hodnotami BMD
nameranymi v oblasti femuru. Zeny s genotypom CC mali najvyssie hodnoty F-BMD
(-2,126 + 0,05) Najnizsie hodnoty boli namerané pri genotype CG (-2,184 + 0,045).
Asociacia medzi genotypmi polymorfizmu Leu432Val génu CYP1B1 a hodnotami F-BMD
sa nepotvrdila (P = 0,663).

Ako je mozné vidiet' na obr. 26, najvyssie S-BMD je spojené s genotypom CC (-2,84 +
0,042). Pri genotype CG boli namerané najnizSie hodnoty (-2,885 + 0,037). Ani pri tejto

asociacii sme nezistili Statisticki vyznamnost’ (P = 0,713).

0
CcC CG GG CcC CG GG
_0’5 4— —
1 — I
© 154+ -
o
o
1]
E2 —
2,126 1 1
25 , -2,184 -2,179 |
-3 -2,8% -2,§85 -2,855
-3,5
F-BMD S-BMD

Obr. 26 Asociacie genotypov CYP1B1/Leu432Val s F-BMD a S-BMD

4.5 ZASTUPENIE CYP1B1/ASN453SER GENOTYPOV
V ANALYZOVANEJ POPULACII

V ramci genotypov CYP1B1/Asn453Ser ako su uvedené v tabul'ke 13 je najpocetnejsi
genotyp AA (66,7 %). Nizsie zastipenie sme zaznamenali pri genotype AG (27,8 %) a ako

zobrazuje aj obr. 27, najmenej sa Vv populacii vyskytoval genotyp GG (5,6 %). Medzi

alelami bola castejSia alela A (0,806) v porovnani salelou G (0,194). Distribucia
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genotypov analyzovanej populacie bola v Hardyho-Weinbergovej rovnovahe, ako

dokumentuje vysledok XZ testu.

Tabul’ka 13 Frekvencie CYP1B1/Asn453Ser genotypov a alel

Potet Frekvencie genotypov 2 Frekvencie alel
jedincov| AA AG GG A G
A 96 40 8
S 144 | 667 | 278 | 56 |.2°08 | 0806 | 0,194
’ ’ 6 lp=0301| * ’
T 64,9 31,3 3,8

A — absolutny pocet; S — skutocné frekvencie (%); T — teoretické frekvencie podla
Hardyho-Weinbergovho zakona (%).

5,60%

27,80%

3 AA
OAG
B GG

66,70%

Obr. 27 Percentualne zastupenie CYP1B1/Asn453Ser genotypov v pozorovanej populécii

Priblizn zhodu mdzeme konstatovat’ s vysledkami prace Rylander-Rudqvist et al. (2004),
ktori urcili genotyp 2046 zendm: genotyp AA (68,7 %), genotyp AG (28,7 %) a genotyp
GG (3 %).

Salinas-Sanchez et al. (2011) vo svojich vysledkoch s pocetnostou 344, dostali podobné
hodnoty: najvyssi vyskyt zaznamenali pri genotype AA (63,2 %), menej pri genotype AG
(34,1 %). Najmenej sa vyskytoval genotyp GG (2,7 %).

4.5.1 Asociacia genotypov CYP1B1/Asn453Ser s Kkoncentraciou

sledovanych biochemickych markerov kostnej remodelacie

Asociacie genotypov CYP1BI1/Asn453Ser s koncentraciou ALP su uvedené na obr. 28.
U markera kostnej formacie sa dokézala najvyssia hladina pri genotype GG (1,106 + 0,308
pkat/l). Vyssie koncentracie sme zaznamenali pri genotype AG (1,007 + 0,136 pkat/l)
vporovnani s genotypom AA (0,947 <+ 0,088 pkat/l). Samotné genotypy
CYPI1BI1/Asn453Ser Statisticky vyznamny vplyv na ALP nemali (P = 0,844).
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Obr. 28 Asociacie genotypov CYP1B1/Asn453Ser s koncentraciou ALP

Na obr. 29 je znazornena asociacia genotypov CYPI1BI1/Asn453Ser s koncentraciou
markera osteoformacie — OC. Jeho najvyssiu koncentraciu sme namerali pri genotype GG
(4,456 = 0,349 ng/l), nizsiu koncentraciu pri genotype AA (4,066 = 0,100 ug/l) a najnizSou
hladinou markera OC je charakteristicky heterozygotny genotyp AG (3,853 + 0,155 ug/l).
Nezistili sme Statisticky vyznamny vplyv genotypov CYP1B1/Asn453Ser na koncentracie
osteokalcinu (P = 0,239).
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Obr. 29 Asociacie genotypov CYP1B1/Asn453Ser s koncentraciou OC

Obr. 30 zobrazuje asociaciu medzi genotypmi CYP1B1/Asn453Ser a koncentraciami CTX.
Najvyssie koncentracie markera osteoresorpcie sme zaznamenali pri genotype GG
(838,296 + 75,262 ng/l). Mal o nie¢o vyssie koncentracie v porovnani s genotypom AA
(832,264 + 21,477 ng/l). Najnizsie hodnoty patria ku genotypu AG (811,338 + 33,363
ng/l). Ani v pripade tejto asociacie medzi genotypmi CYP1BI1/Asn453Ser a markerom

kostnej resorpcie sme nezistili Statisticku vyznamnost’ (P = 0,860 ).

61



1000
900 832,264 811,338
800 - -
700 -
S, 600 -
< 500
~ 400 A
O
300 -
200 A
100 -
0 T T
AA AG GG
Genotyp (CYP1B1/Asn453Ser)

Obr. 30 Asociacie genotypov CYP1B1/Asn453Ser s koncentraciou CTx

Genotyp GG sme zaznamenali pri najvyssich hladindch markerov kostnej formacie — ALP,
OC, aj u markera kostnej resorpcie — CTX. V pripade signifikantnych rozdielov by u zien
s genotypom GG prebiehala kostna prestavba intenzivnejSie oproti nositel’kdm ostatnych
genotypov. Vzhl'adom na nevyznamnost’ vysledkov je mozné sa len domnievat’ o vplyve

daného genotypu v pripade analyzy vac¢sieho suboru.

4.5.2 Asociacia genotypov CYP1B1/Asn453Ser s BMD v oblasti femuru
(F-BMD) a chrbtice (S-BMD)

Na obr. 31 je mozné vidiet’, Ze nositel’ky GG genotypu maji najvyssie namerané hodnoty
BMD v oblasti femuru (-2,038 + 0,131). Najnizsie hodnoty F-BMD sa vyskytuja u zien S
genotypom AG (-2,183 + 0,058). V pripade asociacie uvedenych genotypov s F-BMD sme
nezistili Statisticky vplyv (P = 0,600).

Najvyssie S-BMD mali zeny s genotypom AA (-2,847 + 0,031), ako uvadza obr. 30.
Najnizsie hodnoty BMD meranej v oblasti chrbtice patrili genotypu AG (-2,888 + 0,048).
V tomto pripade sme tiez nepreukdzali Statisticki vyznamnost medzi genotypmi

CYP1B1/Asn453Ser a S-BMD (P = 0,775).
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Obr. 31 Asociacie genotypov CYP1B1/Asn453Ser s F-BMD a S-BMD

4.6 APLIKACIA VYSLEDKOV V PRAXI A V DALSOM VYSKUME

Gén CYPIBI1 je dolezitym génom, ktorého produkt vyznamne zasahuje do
metabolizmu estrogénov. Ako je zndme, v pripade postmenopauzalnych zien je produkcia
estrogénov vajecnikmi minimalna, vac¢Sina cirkulujuceho estrogénu u Zien po menopauze
pochddza z konverzie androstendionu na estron. Tato konverzia sa uskutoCiiuje aj
v osteoblastoch (Nawata et al., 1995), ¢im sa vytvara miestny zdroj aktivneho estrogénu
pre kost. Estron sa nasledne metabolizuje pomocou CYP1A1l, CYP1A2, CYP3A4 a tiez
CYPI1BI na produkty s roznou metabolickou aktivitou. Preto zmeny v Strukture uvedenych
molektl (polymorfizmus v génoch) mézu ovplyvnit' ich aktivitu, nasledne intenzitu
metabolizmu estrogénu a tym mézu mat’ v kone¢nom doésledku vplyv na kostné tkanivo.
Na druhej strane je aktudlny stav vacsiny kostného tkaniva, predovsetkym u zien kratko po
menopauze, vysledkom dejov, prebiehajtcich v predchadzajucich rokoch (kostné tkanivo
sa obnovi priblizne za 10 rokov), teda Casto eSte v premenopauzilnom obdobi. V nasom
pripade ide predovsetkym o prvy pripad, ked’ze analyzovany subor pozostaval najmé zo
zien s vekom viac ako 10 rokov po menopauze (Zzeny do 5 rokov po menopauze tvorili asi
10 % suboru).

Celkovym zhodnotenim naSich vysledkov, dosiahnutych detekciou, spracovanim
a Statistickym vyhodnotenim mozeme konstatovat, ze sme nezistili Statisticky vyznamny
vplyv polymorfizmov Arg48Gly, Alall9Ser, Leu432Val a Asn453Ser v géne CYPIBI
na ukazovatele kostného metabolizmu — BMD a markery kostnej remodelacie. Z dostupnej

literatary je znamy vyznamny vplyv niektorych polymorfizmov na ukazovatele
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osteopordzy v niektorych populaciach (Napoli et al.,, 2009; Quan, 2007). Dévodom
Statisticky nevyznamnych zisteni v naSej praci moze byt napriklad limitovany rozsah
analyzovaného suboru, $truktira analyzovaného suboru (subor obsahoval zeny — pacientky
s priemernym T-skore v F-BMD (-2,15 + 0,031) av S-BMD (-2,85 + 0,025), odlisné
vizbové pomery polymorfizmov (v pripade, ze polymorfizmus mé okrem kauzilneho
vplyvu zdmeny aminokyselin aj funkciu vdzbového markera k analyzovanému znaku),
alebo redlna neexistencia vplyvu analyzovanych polymorfizmov na ukazovatele spojené
S osteopordzou v nasej populdcii.

Vysledky rigoréznej prace poukazuji na nevhodnost vyuzitia analyzovanych
polymorfizmov v géne CYP1BI1 na predikciu rizika vzniku osteopordzy. Na potvrdenie
tohto zaveru bude potrebné otestovat’ vzorku s vy$S§im poctom jedincov, zahfniajacich aj
Z pohl'adu osteoporozy zdravych jedincov. Nase vysledky vSak mézu doplnit’ informacie
o vplyve polymorfizmov v géne CYP1B1 na ukazovatele osteopordzy v z tohto pohladu
doposial’ neanalyzovanej populécii a tak prispiet’ ku komplexnému pohl'adu na genetickt

podmienenost’ osteopordzy.
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ZAVER

Osteopordza je ochorenie podmienené geneticky, charakterizované znizenou hustotou
kostnej hmoty a zvySenym rizikom vzniku zlomeniny. Aj ked’ moderné alternativy Vv liecbe
osteopordzy poskytuji ochranu pred jej d’al§im rozvojom, je dolezité poznat’ aj genetické
pozadie tohto ochorenia, ¢o pomdze hl'adat’ pri¢iny osteopordzy a V budicnosti mohlo
prispiet’ ku skorej diagnostike a pohotovému zavedeniu adekvatnych preventivnych
opatreni.

V rigoréznej praci sme sa zamerali na analyzovanie vplyvu polymorfizmov
Arg48Gly, Alall9Ser, Leud432Val a Asn453Ser v kandidatskom géne osteopordzy
CYP1B1 na ukazovatele kostného metabolizmu, predovsetkym BMD v oblasti femuru a
chrbtice a markery kostnej remodelacie.

Dosiahnuté vysledky méZeme zhrnat’ do nasledovnych zaverov:

1. Detegovali sme jednotlivé polymorfizmy metédou PCR-RFLP, t.j. optimalizovali sme
PCR reakciu, uskuto¢nili sme restrikéni analyzu PCR produktov (RFLP), restrikéné

fragmenty sme separovali elektroforeticky a vyhodnotili sme elektroforeogramy;

2. Vyhodnotili sme vyskyt polymorfizmov v analyzovanej populacii, t.j. vyhodnotili sme
zastipenie genotypov pre CYP1B1/Arg48Gly: CC = 58 %, CG = 33 %, GG = 9 %;
CYP1B1/Alal19Ser: GG = 51,3 %, GT =37 %, TT = 11,7 %; CYP1B1/Leu432Val: CC =
35,6 %, CG =45 %, GG = 19,5 %; CYP1B1/Asn453Ser: AA = 66,7 %, AG = 27,8 %, GG
= 5,6 %; frekvencie alel uvedeného génu boli nasledovné: pre CYP1B1/Arg48Gly: alela C
= 0,745, G = 0,255; CYP1B1/Alal119Ser: G = 0,698, T = 0,302; CYP1B1/Leu432Val: C =
0,581, G = 0,419; CYP1B1/Asn453Ser: A = 0,806, G = 0,194. Distribtcia genotypov
v analyzovanej populacii bola v Hardyho-Weinbergovej rovnovahe. Upravili sme vystupné
data biochemickych markerov kostnej remodelacie, ako aj anamnestické udaje pre ucely

Statistického hodnotenia;

3. Statisticky sme vyhodnotili vplyv polymorfizmov Arg48Gly, Alal19Ser, Leud32Val
a Asn453Ser v géne CYPIBI na hladinu vybranych biochemickych markerov kostnej
remodelacie a hustotu kostného mineralu pomocou procediry GLM a analyzy kovariancie.
Genotyp GG polymorfizmu Leu432Val génu CYP1BI bol spojeny so zvySenou kostnou

formaciou, ale len do 45,3 roka. Nebola zistena ziadna d’alSia vyznamna asociacia medzi
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CYP1B1 polymorfizmami a markermi kostného obratu alebo hustotou kostného mineralu
(F-BMD, S-BMD).

Vysledky naSej asocia¢nej Studie moézu pomoct’ pri spresneni poznatkov o genetickej
podmienenosti osteopordzy u ¢loveka a poukazuju na nevhodnost’ vyuzitia analyzovanych
polymorfizmov v géne CYPIB1 na predikciu rizika vzniku osteoporézy. Poznanie
mechanizmov posobenia genetickych a negenetickych faktorov je nevyhnutné, aby
V buducnosti mohlo dojst’ ku znizeniu rizika vzniku tohto metabolického ochorenia kosti

a k zlepseniu moznosti jeho liecby.
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