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1.WSTEP

1.1 Definicja i epidemiologia skoliozy idiopatycznie

Skolioza idiopatyczna (SI) jest rozwojowym zniekdeéniem kggostupa i tu-
lowia charakteryzacym sk strukturalnym, bocznym i rotacyjnym skrzywieniemg-k
gostupa. Deformacja rozwijacsw trzech ptaszczyznach: strzatkowej - zaburzeaje-f
logicznej kifozy piersiowej lub lordozydzwiowej, czotowej — wygicie boczne i po-
przecznej — rotacja osiowackgow. WedtugScoliosis Research Societiolioza jest
wygieciem kregostupa, ktéregogdt mierzony sposobem Cobba na radiogramie przednio
— tylnym wykonanym w pozycji stggej wynosi co najmniej 10° [36]. S| pojawia Si
ulega progres;ji gtdwnie u dziewgtzw trakcie dojrzewania pitciowego, waego okresu
dla wzrastania i ksztattowaniggosc¢ca [66] i dotyczy 1- 3 % populacji dzieci w wieku
10 — 16 lat [116]. Ggstasé wystepowania Sl u dziewczynek jest dwukrotniegkaza
niz u chtopcow w przypadku skrzywieo kacie Cobba co najmniej 10°, przy czym w
przypadku skrzywi@ powyzej 30° stosunek wygbowania S| wzrasta do 8:1 na rzecz
dziewcat [116]. Wedtug Dicksona i wsp. [28] odpowiedzialn@ to jest wczmiejsze
dojrzewanie dziewecit i wchodzenie w okres szybkiego wzrastania w maieegdy
fizjologiczna kifoza piersiowa ma najmniejsze wacio

Ryzyko progresji skrzywienia zate od wieku w ktorym wysipi i od kagta w
chwili wykrycia skoliozy. Im wczéniej wykryta i im wikszy kgt w momencie wykry-

cia tym wkksze ryzyko progresji (tabela 1.1).

Tabela 1.1 Ryzyko progresji skoliozy idiopatycznej (w %) &leznosci od wartdci katowej i
od wieku w chwili wykrycia skrzywienia wedtug Nagheona i wsp. (cytowane za [36])

Wartos¢ kata Wiek rozpoznania (lata)
Cobba w momen-
cie wykrycia (stop- 10 — 12 13-15 16
nie)
<19 25% 10% 0%
20 -29 60% 40% 10%
30 -59 90% 70% 30%

> 60 100% 90% 70%




1.2. Teorie etiopatogenezy skolioz idiopatycznych

Pomimo licznych bada etiopatogeneza skoliozy idiopatycznej pozostag ni
znana [36, 116, 82, 12]. \Wwietle wielu doniesig Sl jawi st jako zaburzenie uwarun-
kowane wieloczynnikowo z udzialem elementéw systemaurohormonalnego, neuro-
logicznego, nmgsniowego, czynnikdw biochemicznych i strukturalnyeB]. Sl jest spo-
tykana u wielu czionkéw jednej rodziny, co sugerannik genetyczny [89, 113].
Ryzyko wysgpienia skoliozy idiopatycznej u jednego zzbigt, w sytuacji gdy drugie
jest chore na Sl, wynosi wedtugzriych prac od 13% do 73% u biigt monozygo-
tycznych i od 0% do 36% u dwuzygotycznych [57, 2]3,0Opisano loci na chromoso-
mach autosomalnych 17, 18 i 19 [102, 42, 16] oo&azd na chromosomie X [53] po-
wigzane z wysfpowaniem Sl. Postulowang sdwniez modele dziedziczenia wieloge-
nowego [24, 73, 44]. Badania Inoue i wsp. nad poifimmem gendw dla receptoréw
witaminy D, dla estrogenow (ESR1) oraz CYP17A1 prawiap za powjzaniem tych
genow z podatnitia na Sl i jej progregj[51]. Natomiast Gao i wsp. wykazaugwigzek
polimorfizmu genuCHD7 mapcego zwizek z wysgpowaniem zespotu CHARGE
(szczelina gatki ocznej, wada serca, atrezja ngzam&nienie wzrostu, wady uktadu
moczowo — piciowego, deformacja ucha wetkmnego i zewgtrznego, gtuchota) i po-
datnaci na wystpowanie skoliozy [35].

Zdaniem wielu badaczy progresja skoliozy idiopatgzwizana jest z przy-
spieszonym i nierownym f§aicciem trzonéw kggow w ich przedniej g&ci, co skutku-
je zmniejszeniem kifozy piersiowej, a nawet vwpstwaniem lordozy piersiowej [127,
40, 114]. Inni uwaajs, ze r&na kinetyka wzrastania trzonuggbw u chorych na Sl po
stronie wypuktej i wkistej powoduje zaburzenie ksztattu trzonggkr w ptaszczgnie
czotowej [58].

Porter i wsp. [92] oraz Chu i wsp. [22] zaobserwbwgsproporcg we wzrasta-
niu kregostupa i rdzenia kgowego u chorych na Sl. Opisywangréwniez zaburzenia
w zakresie somatosensorycznych potencjatow wywalanyraz kontroli postawy u
dzieci dotkn¢tych SI [17, 41]. Rogala w oparciu o badania 136rgbh w wieku od 11
do 18 lat opisat znagze asymetryczne deficyty w przewodnictwie aferemtriyv ba-
daniach somatosensorycznych potencjatow wywotanyatferentnym (w badaniach
ruchowych potencjatow wywotanych). Zdaniem autonaiany te mog by¢ pierwot-

nymi w etiologii mtodziéczej skoliozy idiopatycznej [101].



Od diuzszego czasu zainteresowanie budzi paamie S| z melatongn Zwigzek
tego hormonu z rozwojem skoliozy zademonstrowargzgtkowo na modelu zwietz
cym (u ptakéw) [74], jednade Cheung i wsp. w roku 2005 nie potwierdzili tegovp-
zania u naczelnych [20]. Bweiadczenia nad stymulagcjosteoblastow melatonjnin
vitro pokazaty obrienie proliferacji i rénicowania komoérek u pacjentow ze skofjoz
[78]. Moreau i wsp. [84] zasugerowali zaburzony heeizm fosforylacji biatka Gi
btony komdrkowej osteoblastow jako przyczynieadekwatnej odpowiedzi tych komé-
rek na melatonigy a co za tym idzie, podwgzonych sizen CAMP. Na kanwie tych
doniesié zaproponowano wgbng molekularr klasyfikacg chorych na skoliagidio-
patyczm [5]. Przy pomocy technik radioimmunologicznychre&fono zawarté¢ mela-
toniny w pikogramach na mililitr w maéniach przykegostupowych pacjentow z mio-
dziencza postaci skoliozy idiopatycznej. Porownanie wynikow otrzymyah z mésni
po obu stronach skrzywienia nie wykazatanigéy w zawartéci melatoniny [1]. Tak
roznice potwierdzono w zakresie receptorow melatoninowydm?2, identyfikujc
wickszy ekspresj receptoréw po stronie widdtej skrzywienia [96], podczas gdy dla
MT2 nie stwierdzono istotnej zaicy ekspresji. Badania genetyczne nad oboma typami
receptorow wykazaty zwzek SNP receptorow melatoniny typu MT1 oraz polifinor
Zmu regionu promotorowego genu receptora MT2 meiayoze skolioz idiopatyczm
[83,94].

Przypuszcza gj ze w etiologii SI ro¢ odgrywa rownie kalmodulina, biatko
Wigzgce jony wapnia i odpowiedzialne za reguazgleznych od cAMP szlakéw meta-
bolicznych. Kalmodulina ma réwnievptyw na kurczliwdé miesni, a jednoczénie jest
neurotransmiterem bigcym udziat w regulacji sekrecji melatoniny. Zarowhoewe |
wsp. [72] jak i Kindsafer i wsp. [59] w niezaleych badaniach stwierdzili korelacj
wysokich poziomow kalmoduliny z progresgkrzywienia zdefiniowan jako wzrost
kata skrzywienia wedtug Cobba 0@ ciagu roku. Poréwnanie pozioméw kalmoduli-
ny w ptytkach krwi chorych na Sl i oséb zdrowyclzger Acaroglu i wsp. [1] wykazato
brak istotnej ranicy migdzy grupami. Natomiast w tym samym badaniu wykmytek-
sze poziomy kalmoduliny w r¥niach przykegostupowych po stronie wypukiejni
wklestej.

Badania nad etiologiskolioz doprowadzity do odkrycia zmniejszonychzsf
w surowicy krwi obwodowej leptyny - biatka bgmego udziat w regulacji procesow
energetycznych komoérek u chorych na Sl [95¢z&tia leptyny dodatnio korelowaty z

indeksem masy ciata (BMI) pacjentdéw i minetgabiestasciag kosci (BMD) mierzory w
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trzonach kggow kregostupa ¢dzwiowego i szyjki kdci udowej. Stwierdzono réwnie
odwrotry zaleznos¢ stzen leptyny i wieku wysipienia pierwszej miesczki: im wcze-
$niej wysgpita pierwsza miegczka tym mniejsze poziomy badanego biatka. Udowod-
niono r&ng ekspregj kolagenu typu X oraz biatka RUNX2 (czynnik tranglcyjnego
réznicowania osteoblastow) w brzegach gstek nasadowych trzonéwegdw po obu
stronach skrzywienia zarbwno na szczycie i jak oEig@mie dolnego kigu granicznego
[115].

1.3. Estrogeny

1.3.1. Funkcja estrogenéw

Estrogeny $ hormonami steroidowymi wykazigymi dziatanie plejotropowe.
Gtownym zrodiem estrogendwgskomorki ziarniste jajnika. Niewielkie ikzi estradiolu
powstay w tkankach docelowych, takich jak kora nadneréoynorki Leydiga, komor-
ki kory mézgowej hipokampa czy mdrku a take w tkance tluszczowej, na drodze
konwersji estronu lub aromatyzacji androgenéw [8D,1

Gtownym zadaniem estrogendw jest stymulacja rozwajtrzymania fenotypu

zenskiego [77]. Plejotropowe dziatanie estrogendw vigrse miedzy innymi w:

[0 regulacji metabolizmu kai i gospodarki mineralnej — indukugantyresorpcy;j-
ne szlaki metaboliczne w osteoblastach, dzjataptagoniostycznie w stosun-
ku do parathormonu zapobiegajadmiernej resorpcji Koi; niskie poziomy
estrogendw hamayj proliferacg i réznicowanie osteoblastow prowagz do
osteopenii; stymulgj syntez IGF-1, hamuj cytokiny IL-1, IL-6 i czynnik
martwicy nowotworéw (TNF), pobudzagyntez i sekrec¢ osteoprotegryny,

0 wptywie na ukiad sercowo-naczyniowy za pdrednictwem tlenku azotu i
prostaglandyn rozszeraapaczynia krwionéne, obntaja sttzenie cholesterolu
catkowitego, zwgkszap stzenie lipoprotein o wysokiejegtasci, hamug syn-
tezz wolnych rodnikéw i proliferagi miesni gtadkich i komoreksrodbtonka
naczyi, zmniejszaj przenikania LDL i akumulagjcholesterolu wicianie na-
czyn [46],

O oddziatywaniu na uktad nerwowy wptywaja na r&nicowanie neuroblastow i

tworzenie synaps, modulupeurotransmigj hamuj tworzenie ztogéw amylo-



idu i zwickszap przeptyw krwi przez grodkowy uktad nerwowy, regulyijsta-
ny emocjonalne, funkcje kognitywne oraz uczenge si

O wplywie na stan skéry- zwickszapc przepuszczal$é bton komorkowych
oraz stymulyjc wzrost zawart@i kolagenu zwikszap nawodnienie, ela-
stycznd¢ i grubas¢ skory, powodujc przyépieszenie gojenia uszkodzekory
i tkanek mekkich,

[0 oddziatywaniu na gospodarkveglowodanovd — zwigckszap wrazliwosé ko-
morek ttuszczowych na insulinstymulup obnizenie s¢zenia glukozy we krwi
poprzez wptyw na komorki beta trzustki ginobowy klirens insuliny,

0 dziataniu na uktad krzepgtia — zwigckszap stzenie czynnikdw krzepgncia
I, VII, IX i X oraz zwigkszap poziom fibrynogenu,

O oraz ich wplywie na tkark migsniowg co zostanie omowione w rozdziale
1.3.4[31, 122, 91, 104].

1.3.2. Receptory estrogenowe

Zasadniczy mechanizm dziatania estrogenow na tkdo&elowe ma charakter
genowy i polega na aktywacji wewtrzkomoérkowych receptorow estrogenowych
(ESR). W organizmie czlowieka wygiuja dwa typy receptorow estrogenowych:
pierwszy (ESR1), zwany tak receptorem alfa i drugi (ESR2) zwany receptoreta.b
Nalezg one do diej rodziny receptorowafrowych i g biatkami petngcymi funkcje
czynnikéw transkrypcyjnych [69, 109]. Receptoryregenowe ESR1 i ESR2 kodowa-
ne g przez dwa oddzielne gem5R1 ESR2 GenESR1zlokalizowany jest na w exci
g24-927 chromosomu 6. Sklada sin z 488,3 tygica par zasad i zbudowany jest z
osmiu eksonéw. Zmapowany wginku 23.2 chromosomu 4. g&BSR2zbudowany jest
z 61,2 tysgcy par zasad i skladaest dzieweciu eksonow [32,85].

Receptory ESR1 i ESR2 zbudowarnezsszéciu funkcjonalnych domen ozna-
czonych literami od A do F (rycina 1.1).

Zawierapca fragment AF-1domena A/B znajduje sia aminowym kacu biat-
ka. Fragment AF-1 (angranscriptional activation function ljest niezalenym od
przylczenia liganda fragmentem odpowiedzialnym za akeyvaanskrypcii.

Domena C jest odpowiedzialna za dimeryzagceptora i przgczenie kom-

pleksu ligand-receptor do swoistej sekwencji DNANnkcja ta waze st z obecnécia



domeny DBD (angDNA binding domaih posiadajcej dwa fragmenty tzw. palcow
cynkowych.

Domena C (domena zawiasowa) zawiera tzw. rejotkigieceptora (domena H,
ang.hinge domaiip ktory umaliwia rotacg domen DBD w stosunku do innych domen.

Domena E zawiera sekwen@dpowiedzialp za przysczenie liganda (domena
LBD, ang.ligand binding domaiporaz fragment AF-2, ktéremu przypisuje galezna
od przyhczenia liganda funkegjaktywacji transkrypciji.

Funkcja znajdujcej st na C-kacu receptora domeny F nie jest da&a po-
znana. Postuluje sjej udziat w rozranianiu agonistéw i antagonistow estrogenoéw [27,
55, 108].

H,N AF-1 DNA H LIGAND | AF —-2—COOH

A/B C D E F

stopien homologii domen pomiedzy ESR1 i ESR2
18% 97% 30% 59% 18%

Rycina 1.1 Schemat budowy receptoréw estrogenowyeh. — kolejne domeny receptora;
AF-1 — fragment odpowiedzialny za aktywacja tragpkji niezaleng od liganda;
AF-2 — fragment odpowiedzialny za aktywatjanskrypcji zaléng od przyhczenia ligan-
da; DNA — domena wigca DNA; H — rejon zawiasowy, LIGAND — miejsce phgcze-
nia liganda (wedtug Tkaczyka [111] we wiasnej makhydji)

U cztowieka istnieje kilka izoform receptorow ESRESR1, ktore $ konse-
kwencp alternatywnego sktadania (argternative splicingg W dostpnym pimien-
nictwie opisano kilka wariantéw splicingowych ESRdrzy czym istnigj warianty,
ktére mimo ranicy w sekwencji daj biatko o masie takiej samej jak forma natywna
receptora tj. 66 kDa. W komaorkach nowotworowychsapo warianty ESR1 o masie 46
kDa. Rownie ESR2 wystpuje w kilku izoformach. Alternatywne warianty ESR-
ga wykazywa& wyzszy ekspresj niz forma natywna receptora [80a].

Estrogeny bdac zwigzkami o widciwosciach lipofilnych przechodzdo komo-
rek na drodze dyfuzji. ESR po zwaniu liganda ulega aktywacji. Zmiany konforma-
cyjne zachodge w aktywowanym receptorze usmtiviajg oddysocjowanie biatek
opiekwczych i jego dimeryzaej W tej formie receptor transportowany jest ddra

komoérkowego. Receptory estrogenowe madgorzye homodimery lub heterodimery.



Na ogo6t homodimery ESR1 silniejszymi aktywatorami procesu transkrypcik tio-
modimery ESR2. Przy wysokimegeniu liganda heterodimery wykazuaktywnaé
zblizong do homodimerow ESR2 [27 i 55].

Lokalizacja receptoréw estrogenowych wykazuje zad& tkankows. Czsto
obie formy receptora wygtuja razem, jednakastkanki, w ktérych jeden z receptorow
wykazuje wyszy poziom ekspresji hidrugi. Wysoki poziom ekspresji mRNA dla
ESR1 wykazano mdzy innymi w komérkach ziarnistych jajnika, koméckanabton-
kowych i misniowych macicy, gruczole piersiowym, pdizu, kardiomiocytach, aor-
cie, komorkach kostnych, podwzgorzu, przysadcegmdej, tkance ttuszczowej ign
trobie. Najwy:sze poziomy mRNA dla ESR2 stwierdzono natomiastomdrkach te-
kalnych i ziarnistych jajnika, kardiomiocytach, ptacie, ptucach i w komérkach hipo-
kampa. Wspotwyspowanie receptorow ESR1 i ESR2 opisano miedzy innymona-
dach, nadnerczach, komdérkach uktadu immunologiczrigfocyty, komorki dendry-
tycznesledziony), uktadzie krwiontmym, najdrzu, tarczycy czy w komaorkach ¢ani
szkieletowych [110].

1.3.3. Mechanizm dziatania receptorow estrogenowych

Receptory estrogenowe wptywaja genom komérek docelowych w kilku me-
chanizmach. W podstawowym mechanizmie kompleksxtig&ceptor wptywa na eks-
presg genu docelowego wiac Sk ze swoistym elementem odpowiedzi na estrogeny
(ERE, ang.estrogen respons elemgmiokalizowanym w jego promotorze. Poniewa
okoto jedna trzecia gendéw, ktérych ekspresja regala jest przez estrogeny nie po-
siada sekwencji ERE istnigplternatywne drogi ich dziatania. Wskazuje, gse kom-
pleks estrogen-receptor sk wigzat z innymi czynnikami transkrypcyjnymi i za ich
posrednictwem oddziatyw@ana aktywné¢ gendw. Postuluje sirdwniez obecnéé dro-
gi niezalenej od przydczenia liganda, w ktérej proces fosforylacji ESRyaluje go,
co umaliwia wigzanie receptora z sekweg&RE [55, 52].

Przyjmuje s, ze estrogeny magwywierat swoj wptyw na komorki docelowe
réwniez na drodze niegenomowej. Wskagznp to badania opisige szybk odpowied
komorek (wystpujaca juz po kilkunastu sekundach) na stymuaestrogenami. Na
obecnym etapie wiedzy przyjmujezske niegenomowy mechanizm dziatania jest po-
wszechy witasciwosciag hormonow steroidowych. Postuluje sibecné¢ w btonie ko-

morkowej biatek o strukturze podobnej do klasycimyestrogenowych receptorow
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jadrowych. Poniewa jednak klasyczne ESR nie zawigraiomen transbtonowych ty-
powych dla receptoréw btonowych, sugeruje sé ulegag one potranslacyjnym mody-
fikacjom, ktore umeliwiajg im zakotwiczenie w btonie komorkowej [58a].

Wiadomo,ze ESR1 i ESR1 nie wykazupktywnaci kinaz, dlatego w przeka-
zywanie sygnatu z zakotwiczonych w btonie komorkpB®R musz by¢ zaangaowa-
ne dodatkowe molekuty. Wskazuje,sie koordynatorem transdukcji sygnatu jest biat-
ko nazywane modulatorem niegenomowe] akty$enoreceptoréw estrogenowych
(MNAR, ang. modulator of nongenomic action of estrogen recgpfdd]. Opisano
rowniez niegenomow drog; dziatania estrogenéw, w kipraangaowany jest niekla-
syczny, blonowy receptor dla estrogenéw GPR30 [B&kazuje s rowniez ha ma-
liwos¢ oddziatywania pomgdzy receptorami dla czynnikow wzrostu (GFR, aggwth
factor receptoy a ESR [27]. Ponadto zaobserwowam® estrogeny zwkszap aktyw-
nos¢ cyklazy adenylowej [50]. Sugerujecsize pewne btonowe izoformy ESR aigc
sie z biatkami Gi wptywag na aktywnéé¢ fosfolipazy C, co powoduje gazy innymi
wzrost wewntrzkomorkowego stzenia jondéw wapniowych [65].

Na podstawie aktualnego stanu wiedzyzmaoprzyjé, ze ESR1 i ESR2 obecne
sa rownie z w mitochondriach. Sugeruje,sie estrogeny wptywajw bezpdredni spo-
séb na funkcje mitochondridw, a zawarte w nich B&fig rol¢ mitochondrialnych
czynnikow transkrypcyjnych gendw mitochondrialnégjdA [93, 107].

1.3.4. Oddziatywanie estrogendw na tkankiesniowg

Analiza psmiennictwa wykazujeze doniesienia o wptywie estrogendw nami
$nie szkieletowe g stosunkowo nieliczne. Istotne publikacje na tenatepochodz z
ostatnich lat. Wiadomae w mesniach szkieletowych wyspuja oba typy receptorow,
co wykazano zaréwno na poziomie mRNA jak i na poué biatkowym [67, 119].
Zdaniem Wiik i wsp. [118] ich ekspresja u dziecH&ich jest w¢ksza nk u doro-
stych, co mae wskazywé na ich istotg role w tym wieku. Wiadomogze czynnik
wzrostu srodbtonka naczyniowego (VEGF, angascular endothelial growth factor)
oraz syntaza tlenku azotu wgstija w miesniach szkieletowych [43,86], a ich ekspresja
podlega regulacji estrogenowej [49]. Gen dla VE®GBiada w swoim regionie promo-
torowym miejsce funkcjonalnie odpowiageg¢ na obecnid estrogenu i wiadomym jest,
ze jego aktywacja prowadzi do stymulowania wedniach szkieletowych zarowno

miogenezy jak i angiogenezy [3, 43]. Z kolei od#zianie estrogendéw poprzez kon-
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trole wytwarzania w mgsniach tlenku azotudalacego wazodilatatorem me by¢ wyra-
zem wptywu tego hormonu nasitozwijamg przez mgsnie i ich adaptagjdo wysitku
[106]. Ponadto Barros i wsp. wykazale receptor ESR2 mie w mesniach szkieleto-
wych zmniejszé ekspresj transportera glukozy zaeego od insuliny (GLUT4) [6].
Powyzsi autorzy wskazyj ze estradiol w diych dawkach wptywa na hamowanie
przenikania glukozy do komorek ¢dni szkieletowych co wydaje gistotne w kontek-
scie chzowej oporndci na insuli [7]. Badania na modelu zwiexgym dowiodty,ze
rehabilitacja prowadzona w przypadkach zanikgsmiu gryzoni przebiega szybciej w

obecndgci estrogenow [11].

1.4. Wplyw estrogendéw na wyspowanie i progresg skolioz

Progresja skrzywienia u chorych na mtodem skolioz idiopatyczm w okre-
sie pokwitania zwjzana jest midzy innymi z szybkim wzrastaniem kostnym, na ktéry
majs wptyw estrogeny [105]. Diwiadczenia na modelu zwieym pokazuj bezpo-
sredni wptyw estrogenow jak réwmiech antagonistow na rozwoj skoliozy [9]. Poda-
wanie duych dawek agonisty estrogenowego 17-alfa-etynytadsilu (EE2)swinkom
morskim z gatunkiérundulus heteroclituprowadzito do znacznego zkszenia czsto-
tliwosci wystpowania wad w budowie tkanki kostnej, w tym skrzgmia bocznego
kregostupa. Jednocgeie w tym samym badaniu podawanie antagonisty gstrmvego
0 chemicznej nazwie ZM 189 réwnidoprowadzito do zwkszenia cgstotliwosci wy-
stepowania skoliozy [9]. Rezultaty daiadczenia pokazajjak skomplikowane i jesz-
cze nieznanegsmechanizmy dziatania estrogendéw na procésikbwvorzenia.

Rozwoj i dojrzewanie szkieletw &ontrolowane przez hormony tarczycy, przy-
tarczyc, hormon wzrostu (GH) oraz hormony picioWézrost ka@ci na diugs¢ nast-
puje poprzez kostnienie chstki nasadowej, w ktorej znajdugie receptory estroge-
nowe ESR1 i1 ESR2 [87]. Pogliszanie si jamy szpikowej nagpuje poprzez podo-
kostnowg resorpog kosci a wzrost kéci na grubé¢ nastpuje poprzez odktadanie od
strony okostne|99]. Estrogeny hamajprzebudow tkanki kostnej zapewnigg prawi-
diowy stosunek pomdzy tworzeniem i resorpgjtkanki kostnej [99]. Na poziomie ko-
morkowym zmniejszaj tworzenie si i aktywnas¢ osteoklastéw przyspiesaajjedno-
czesnie ich apoptog i znacaco redukujc ich czas przgcia [47]. Dwa doniesienia
opisup antagonistyczne dziatanie estrogenow wobec indakeyvprzez glukokortyko-

steroidy apoptozy osteoblastow co wydtiich diugéé zycia [80,37].Zeaskie hormony
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ptciowe hamuj rowniez IL-6 kluczowy cytokine odpowiedzialg za stymulagj resorp-
cji kostnej [125]. Witpliwosci dotycz modelu dziatania stymulagego na osteoblasty
[21,76, 97,]. Badania na zwietach [117]pokazaly,ze estrogeny majwptyw na ptyt-
ke wzrostowy, przyspieszag wyczerpanie potencjatu proliferacyjnego chondtoayi
powodujc w ten sposob przyspieszone kostnienie ptytekokyttego badania sugeru-
ja, ze ze wzgddu na podobigstwa w obrazie klinicznym badanych zwigrgkroliki) do
ludzi, estrogeny majpodobny wptyw na ludzkchrzstke nasadow [117].

Dzieci z miodziéczg postaci skoliozy idiopatycznej s wyzsze ni zdrowe
[124]. Wplyw zenskich hormondw piciowych na bioaktywstoi sekrecg hormonu
wzrostu (GH) jest zkony i zaleny od dawki. Krotkotrwate podawanie estrogendw
moze spowodowa obnizenie s¢zen bioaktywnej formy GH oraz IGF-I, podczas gdy
przewlekta ekspozycja powoduje ich wzrost [15]. \bkie dawki estrogenow hamuj
wydzielanie GH [29], co w efekcie me prowadzi do zak@czenia wzrostu kostnego.

Estrogeny wptywaj na przebudow kosci, jednalke nie jest jasne powzanie
tego procesu z progrgsgkrzywienia u chorych na mtodaieza skolioz idiopatyczn.
Udowodnionoze 17beta estradiol ma wptyw na wzrost masy kostnekresie dojrze-
wania [58]. Naley nadmient, ze okres najwikszej progresji skoliozy idiopatycznej
przypada wiénie na pocatek wieku dojrzewania u dziewgiz(10-12 lat). O ile w dzie-
cinstwie wydzielanie estrogenow jest niewielkie, toolresie pokwitania, pod wpty-
wem hormondw gonadotropowych przysadki (FSH i Lidstgpuje w krotkim czasie
20-krotny wzrost wydzielania estrogendw [60]. Wymstje tzw. pik estrogenowy (rycina
1.2). Warto zauwgy¢, ze wysgpienie pierwszych trzeciogdowych cech piciowych
pod posta@ powickszenia gruczotow sutkowych dziewczynek (S2 w sKalhnera),
ktory to moment jest przez Duval-Beaupere [30] zavey za punkt zwrotny w przebie-
gu skoliozy idiopatycznej, zapogtkowujacy okres szybkiej progresji, zbiega slo-
ktadnie z pierwszym zauwalnym wzrostem sgenia estradiolu w osoczu [60]. a8t
data pierwszej miegizki zostata zaproponowana jako czynnik prognostygrogresji
skoliozy [39].
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Rycina 1.2 Zmiany ilcsci wydalanych w moczu estrogenankobie w zaleznosci od
wieku. Schemat wedtug Hyde i Delamater, we wiasnej m&dgji [48].

Kwestig sporry pozostaje to czy stenia hormond w tym okresie u pacjento
z miodzieicza skolioz idiopatyczm réznig sie od stzen u oséb zdrowych. W przeo-
wadzonych badaniach, w ktérych porownywangrestia 17 beta estradiolu u dw-
czynek chorych na Sl oraz dziewczynek zdrowychweéah pracach [6¢4 33] uzyskano
istotmg réznice w stzeniach kgzacych we krwi obwodowej estrogendéw na kaciz
grupy kontrolnej zdrowych dziewczynek. Taki wynikskazywaltby,ze to obnione
poziomy estradiolu maegprzyczyni& sic do progresji skoliozy. Rezultatom tym e-
cza jednak wyniki dwéch kolejnych bade[103, 98], ktore pokazuyj brak ré&nicy w
stezeniach estrogenow w v wspomnianych grupach badawczych. Zu@ wicc
przypuszczé, ze progresja skoliozy nie by zwigzana ze zwkszory ekspresj recep-

torow estrogenowych or ich asymetrycznym rozmieszczeniem.

1.5. Znaczenie mgsni gtebokich grzbietu

Zgodnie z klasyfikag] metaboliczn-funkcjonaly w organizmie cztowieka y-
roznia st trzy typy widkien mgsniowych: typ | (ang.slowtwich oxydativ — woln-
okurczliwe, tlenowg typ IIA (ang.fast-twich oxydative-glycolytie szybkokurczliwe,
tlenowobeztlenowe) i lIx (angfast-twich glycolytic— szybkokurczliwe, beztlenow:

[60]. Proporcja poszczegolnych typow ¢dni jest cech osobnicg, genetycznie ua-
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runkowarn, a ponadto w olbie danego mgnia proporcje ronych typow wiokien s
takze genetycznie uwarunkowane i zalegtbwnie od funkcji spetnianej przez dany
migsien. Migsnie grzbietu leagce wzdhi kregostupa (mgsnie gkbokie, wigciwe
grzbietu [8]) maj funkcje miesni posturalnych (typ 1), zdolnych do diugotrwatyaly-
sitkéw, rozwijapcych stosunkow niewielka site, 0 matej szybkgci skracania si wio-
kien, wysokiej kapilaryzacji i niskiej zawa#m glikogenu. Wytwarzaj one energi
niemal wyhcznie w wyniku przemian tlenowych [60].

Petnienie przez gbokie mesnie grzbietu funkcji statycznej, zgaanej z utrzy-
maniem pionowej postawy ciata realizowane jest pepiztaony uktad przebiegu po-
szczegOlnych mgéni wzdtuz kregostupa, od miednicy do égow, klatki piersiowej i
czaszki [8] (rycina 1.3). W obbie tego uktadu wzajemnie przenigaych se¢ i krzyzu-
jacych widkien elementy kostne podlégaog sitom dziatagcym w r&nych kierun-
kach przestrzeni, a przedhjaca s¢ asymetryczna aktywsé miesni maze by powo-
dem pojawienia giprzestrzennych przemieszazaegow izeber [45, 108]. Uktad rat
$ni grzbietu jest pozostatoia filogenetycznej zmiany funkcjonowaniackostupa wy-
niktej z osigniccia postawy dwunmej, i z uwagi na stosunkowo krotki okres ewolu-
cyjny, trwapcy zaledwie okoto 1 miliona lat, nie ma podstaw almezac go za opty-
malny z biomechanicznego punktu widzeniasWiadczenia Tylmana udowodnitye
poprzez asymetryczne ostabianie lub wzmacnianierangth mesni giebokich grzbie-
tu mazliwe jest ddwiadczalne wywotanie deformaciji ¢gostupa odpowiadagej sko-
liozie [112].
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Rycina 1.3.Schemat budowy rggni powierzchownych (A) i ghbokich (B) grzbietu:
1 — migsier czworoboczny, 2 — rgsien najszerszy grzbietu, 3 — ¢gsien
prostownik grzbietu. Rycina wedtug A.P.

W przeprowadzonych badaniach nad acgrubdci migsni giebokich grzbietu
na wysokdci kregu szczytowego w obrazie MRI u pacjentéw choryclSzenasa me-
$ni strony wypukiej byta powkszona w stosunku do strony wlej. W tym samym
badaniu stwierdzono statystycznie istptznice grubgci tkanki ttuszczowej podskor-
nej potazonej wzdhi kregostupa z pogrubieniem po stronie wdtej [128]. Asymetr
w aktywndci migsni giebokich grzbietu stwierdzono w badaniach elektromafigz-
nych [4, 18, 19]. Wykryto rénice w typie widkien budujcych mesnie gkbokie grzbie-
tu. Mannion i wsp. okrdili, ze widkien mesniowych typu | jest mniej po stronie vkl
stej skrzywienia, a typu lIx wcej po obu stronach tuku skrzywienia w poréwnarou d

migsni pobranych od zdrowych dzieci [79].
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2. ZALO ZENIA | CELE PRACY

Zaktada s, ze w obebie komorek mgsni grzbietu chorych ze skoligzdiopa-
tyczrg istniepg receptory dla estrogendw orae mae wystpowa roznica poziomu
ekspresji genow receptorow estrogenowych gday poszczegollnymi grupami eni
sniowymi. Ponadto zakladacsize opisane rinice poziomu ekspresji gendw recepto-
row estrogenowych magskutkowa& zmiarg, na przyktad asymetyi w zakresie funk-
cjonowania mgsni giebokich grzbietu i w ten sposéb przyczyhse do powstania lub
rozwoju skoliozy idiopatyczne;j.

W dostpnym pgmiennictwie nie znaleziono prac stwierdgajch wys¢powa-
nie receptoréw estrogenowych wesniach grzbietu ani prac wiacych asymetrie wy-
stepujace w skoliozie idiopatycznej z poziomem ekspresm@yv receptorow estroge-

nowych.

Celem pracy jest zbadanie ekspresji genow receptesirogenowych ESR1 i
ESR2 w komorkach raéniowych mesni grzbietu chorych ze skoligzpoddanych le-

czeniu operacyjnemu.
Cele szczegotowe:

1. Potwierdzenie obecKkoi receptorow estrogenowych trzema niezayeni tech-
nikami: (a) reakcji tacuchowej polimerazy DNA z anajzlosci produktu w
czasie rzeczywistym (qPCR), (b) techpniwestern blot i (¢) immunohistoche-
miczmg przy jednoczesnym ifgiowym okréleniu poziomu ekspresji genow re-
ceptorow estrogenowych w badanyctesniach.

2. Zbadanie ekspresji gendw receptorow estrogenowyantiedniach wiaciwych
grzbietu (g¢bokich, przykegostupowych) w poréwnaniu do gsni powierzch-
niowych (mesni obreczy kaiczyny gornej).

3. Poréwnanie poziomu ekspresji gda8R1do poziomu ekspresji geftSR2w
giebokich meséniach grzbietu.

14



4. Poréwnanie symetrii ekspresji gendw receptorowogsinowych to znaczy po-
ziomu ekspresji w nggniach gébokich strony wigstej i strony wypuktej sko-
liozy.

5. Zbadanie zwjzku pomedzy poziomem ekspresji gendw receptoroéw estrogeno-
wych w mesniach grzbietu a wybranymi parametrami klinicznymadiolo-

gicznymi skoliozy.
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3. MATERIAL

Zbadano 48 chorych leczonych operacyjnie webier kregostupa w Klinice Orto-

pedii i Traumatologii Dziegcej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w latach

2008 — 2011. Wyriniono trzy grupy chorych:

1) 33 dziewczta operowane z powodu skoliozy idiopatycznej, grapa

2) 8 dziewcat leczonych operacyjnie z powodu innyclt skolioza idiopatyczna
schorzé kregostupa (6 pacjentek) lub reoperowanych z powodlicsty idio-
patycznej (2 pacjentki), grupa B,

3) 7 chtopcow operowanych z powoduwngch deformacji kfggostupa, grupa C.

Wiasciwg grupe badawcgz stanowita grupa A — dziewgzoperowanych z powodu

skoliozy idiopatycznej; operacja byta w ich przykadperag pierwotry. Z uwagi

na charakter badawymagagcy pobrania tkanki mggniowej z okolicy kegostupa,

nie byto maliwe utworzenie grupy kontrolnej dzieci zdrowychowistaty natomiast

dwie grupy odniesienia: B (peenska) i C (pté meska).

3.1. Charakterystyka grupy badawczej A
Do grupy A zaliczono 33 pacjentki w wieku od 11 2iblat ¢rednia 15
lat 6 miesiecy + 26 mies.). Kryteriami agizenia do grupy byty:
1. ptec zenska,
2. rozpoznanie skoliozy idiopatycznej,
3. kwalifikacja do leczenia operacyjnego,
4. pisemna zgoda rodzicéw/pacjenta na udziat dzieckadaniu.
Kryteriami wylgczapcymi z grupy badawczej byty:
1. pte¢ meska,
2. rozpoznanie skoliozy innejhidiopatyczna,
3. przebyte wczéniej operacje w olgbie kregostupa,
4. brak zgody rodzicow/pacjenta na udziat dziecka dalpéu.

W grupie A rozpoznano dwa typy skoliozy idiopatyegn

I. miodzieaczg (AIS) u 11 dziewczynek,
[I. o wczesnym pociku (EOIS) u 22 dziewczynek,
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Typ lokalizacyjny skoliozy okrdonc zgodnie z klasyfikagj Lenke i wsp
[678. Ponad potowa chorych prezentowata typ | klasydjk Lenke. Nie byic
chorych z typem V skrzywienia. Liczlpacjentek z poszczegélnymi typamo-
lioz wedtug klasyfikicji Lenke przedstawia rycina 3.1.

20 18 (57,6%)

18

16

14

12

10 9 (27,3%)

8

0,
2 (6,1%) 3(9,1%)

1(3,0%)
Lt e B

[ I 1] v Vv VI
Typ skrzywienia wg Lenke

Liczba pacjentek (%)

oON PO

Rycina 3.1 Liczba pacjentek z poszczegd6lnymi typami skrzywig Lenke

67¢.

Wzrost chorych w grupie A wynosit od 147cm do 176@nednia 160,z
+ 7,1cm). W chwili leczeniioperacyjnego jedna pacjentka nie przebyszcze
pierwszej miegjczki, a 3. byto po pierwszej miegczce. Okres jaki uphgh od
pierwszej miesjczki do momentu operacji wyno:
1. Ponig jednego roku w przypadku dziewcat (33,3% )
2. Od jednego roku dazech lat w przypadku 13 dziewgtd 39,4%
3. Powyzej 3 lat w przypadku dziewcat ( 27,3% ), rycina 3.2

M ponizej roku $rednia 8 + 2
mies.

M od roku do 3 lat $rednia
23,3 + 6,4 mies.

L{ powyzej 3 lat Srednia 55,4 +
18,5 mies.

Rycina. 3.2 Procentowy udziat podgrup pacjentek wedtug czasai,yptymat pomic-
dzy piewszy mieshczky a dag operacj
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3.2. Charakterystyka grupy B

Do grupy B zakwalifikowano 8 chorych pizenskiej, ktore nie spetniaty kryte-
ribw grupy A, z tego powoduge nie stwierdzono u nich skolioz idiopatycznychy
przypadkach rozpoznania skoliozy idiopatycznyejrehte byly ju wczeniej operowa-
ne. Wiek dziewcgt wynosit od 9 do 22 latskednia 13 lati 10 mies. = 4 lata i 2 mies.).
Dwie dziewczynki nie miegczkowaly, a sz& miesiczkowalo; okres od pierwszej
mieskczki do operacji wynosit od 9 miesiy do 100, w tym u dwoch pargj roku, u
dwéch od roku do 3 lat, a u jednej pawy 3 lat. Charakterystykkliniczng chorych

grupy B przedstawia tabela 3.1.

Tabela 3.1.Podstawowe dane kliniczne pacjentek z grupy B

Czas od wysta-

Wiek w .
chwili pienia pierw-
Lp. Rozpoznanie overacii Typ operacji szej miesigczki
P ; do operacji (w
(w latach) ..
miesigcach)
1 Skolioza dziecigca 22 umocowanie obluzowa- 100
nego haka
2 . L . "
skolioza wczesnodziecieca 12 kolejny etap dystrakgji
bez spondylodezy 9
3 skolioza wrodzona 9 korekcja skrzywienia nie miesigcz-
kowata
4 skolioza wtérna do zakotwiczenia 13 korekcja skrzywienia, 10
rdzenia uwolnienie rdzenia kre-
gowego
3 skolioza wtérna do koarktacji aorty 15 kolejny etap dystrakcji 13
bez spondylodezy
6 skolioza w przebiegu dysplazji krego- 11 korekcja skrzywienia 15
stupowo — przynasadowe;j
skolioza w przebiegu dysplazji kostnej 12 wymiana instrumenta- nie miesigcz-
twarzowo — sercowo — czaszkowej rium kowata
8 skolioza w przebiegu mielodysplazji 17 korekcja skrzywienia 49
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3.3. Charakterystyka grupy C
W grupie C umieszczono 7 chtopcow operowanych wlob kregostupa. Wiek
wynosit od 11 do 24 lagfednia wieku: 16 lat i 7 mies. + 4 lata i 9 miesQharaktery-

styke kliniczng chorych grupy C przedstawia tabela 3.2.

Tabela 3.2.Dane kliniczne pacjentéw grupy C

Rozpoznanie Liczba przy- Wiek w czasie Typ operacji
Lp. padkow operacji (w latach)
1. skolioza mtodziencza 2 1622 korekcja skoliozy ze spondylodezg
2. skolioza dziecieca 4 15, 16,16 24 korekcja skoliozy ze spondylodezg
3. skolioza w przebiegu karto- 1 11 usuniecie instrumentarium

watosci wykrzywiajgcej
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4. METODYKA

U wszystkich chorych wykonano badanie kliniczneiobbgiczne i molekular-
ne. Badanie kliniczne i radiologiczne zostalo wykoa w Katedrze i Klinice Ortopedii
I Traumatologii Dziegjcej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu u chorya@yjptych
celem leczenia operacyjnego deformacgidgastupa. Badania molekularne zostaty wy-
konane w Katedrze i Zaktadzie Biologii Komérki Urdvgytetu Medycznego w Pozna-
niu na podstawie materiatu tkankowegcegéni przykregostupowych pobranych do ba-
dania w czasie operacjiggostupa. Wszyscy chorzy przeszli opegdaggostupa z do-
stepu tylnego z myciem implantow kggostupowych. Celem operacji byta korekcja
skrzywienia kegostupa (skoliozy lub kifozy) i stabilizacja uzysia korekcji poprzez
wytworzenie warunkéw do powstania spondylodezy. r@peem byt we wszystkich

przypadkach promotor pracy.

4.1. Zgoda na udziat w badaniu

Na prowadzenie badaizyskano zgogdKomisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu, nr decyzji 875/09. Praca lghlizacy grantu badawczego
promotorskiego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa ¥8yego pt. ,Ocena ekspresji re-
ceptora estrogenowego typu alfa i beta w tkankadmnprzykregostupowych dzieci
ze skolioza idiopatyczi, nr grantu N N403 583638.

Rodzicom wszystkich pacjentow dostarczono fornautayody na udziat w ba-
daniu (zadcznik 1), ktory byt wypetniony w mojej obecém. Formularz zawierat in-
formacg o anonimowséci i poufndci badania oraz o zakresie badatore kedg prze-
prowadzone. Rodzicom zostata dostarczona inform@ggcznik 2) o celu badania,
zagraeniach, korz§ciach i procedurach wykonywanych w zwku z badaniem. Karta

zawierata rownig dane kontaktowe badaczy.
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4.2. Badanie ortopedyczne
Badanie ortopedyczne sktadate sibadania podmiotowego i badania przedmiotowego.

Badanie podmiotowe obejmowato:
1. wywiad oceniajcy przebyte choroby,
2. wywiad dotyczacy wysepowania skolioz w rodzinie,

3. dat pierwszej miegiczki.

Badanie przedmiotowe obejmowato:

1. ocere kompensacji tutowia za pomo@ionu poprowadzonego z wyrostka kol-
czystego kggu C7 poprzez pomiar odlegto pionu od szpary ptadkowej
w centymetrach,

2. pomiar kta rotacji tutowia w técie Adamsa z wykorzystaniem skoliometru
Bunnella, wykonany w pozycji stgjej ze swobodnie opuszczonyminkayna-
mi goérnymi; pomiar wykonatem na trzech poziomackgkstupa (piersiowym
proksymalnym, piersiowym gtownym ¢dzwiowym), zmierzono 4t rotacji tu-

lowia w stopniach.

4.3.Badanie radiologiczne

Do pracy wykorzystano dagine w historii choroby zdgia rentgenowskie kr
gostupa wykonane dla celow diagnostyki i terapie hyty wykonywane dodatkowe
zdjecia rtg specjalnie dla celéw niniejszej pracy. Basho sé radiogramami catego
kregostupa wykonanymi na dtugich kliszach w pozycpjstej w projekcji przednio-
tylnej [26].

Na radiogramach zmierzono:
1. Kat skoliozy w stopniach, metgdCobba [23] polegaga na pomiarze &a po-
migdzy prostymi wykrélonymi wzdtuz gérnej powierzchni gérnegodgu krar-
cowego i dolnej powierzchni dolnegoglgu kraacowego danego tuku skrzywie-

nia.

2. Dojrzatas¢ kostry wedtug Rissera [100] w skali od 0 do 5. Test Rssduwzy do
oceny stopnia dojrzadoi kostnej kegostupa na podstawie zakmia o rownole-
gltym kostnieniu miednicy i kigostupa. Peten zakres kostnienia ghtizi grzebie-
nia biodrowegawiadczy o dojrzatéci kostnej kegostupa (test Rissera 4 i 5).
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Z uwagi narozbiezne sposoby oceny wosci testu Rissera [€] nha potrzeby pra-
cy postugiwano sioryginalrg wersp testu [101].

Ponadto oblicanowspotczynnik ryzyka progresji skolioAWRP)wedtug wzoru
podaneg@rzez Lonsteina i Carlsona [| z uwzgkdnieniem wartéci kata skrzywienia

wartasci testu Rissera oraz wieku kalendarzowego zgarmiezorernr

kat Cobba — 3 x test Rissera

Wspotczynnik ryzyka progresji (WRP) = wick kalendarzowy (Iata)

Przy tworzeniu WRP autorzy zdefiniowali progkegko:

1. wzrost wartéci kata skrzywienia wedtug Cobba o co najmrl0® w przypad-
ku skolioz o wartéciach kgta mniejszych lub réwnych ° i osiagajacych war-
toéci koncowe co najmniej 2° lub

2. wzrost wartéci kata skrzywienia wedtug Cobba o co najmni® w przypadku
skolioz o wartéciach kta miedzy 2C° a 29.

Zaleznos¢ wspoétczynnika WRP i procentowego ryzyka progresijili®zy idiopatyczne
przedstawia rycina 4.1.

-

100+

Czestos¢ wystepowania progresji (%)

ol | S R Y N S M NS S S S—
6 B 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Wspétczynnik progresji

Rycina 4.1.Czestaé¢ wyskpowania progresji chorych na Sl (w procentach) w zalesci
od wielkosci wspétczynnika ryzyka progre; schemaha podstawicbadania
Lonsteina i Crlsona [71], zmodyfikowany.
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4.4. Badania molekularne

4.4.1. Sposob pobrania materiatu tkankowego do bada

Miejsce pobrania materiatu do badav grupie A

W trakcie odstaniania kgostupa z dogpu tylnego mgsnie gkbokie grzbietu,
pokrywapce tuki i wyrostki kegow byly odsuwane na bok celem uttiwienia dostpu
do elementow kostnych. Po instrumentacji i korekgjizywienia, w czasie zamykania
rany operacyjnej, fragmenty gsni gkcbokich grzbietu byty w agci usuwane. Doty-
czylo to w szczegolrimi fragmentow niedokrwionych jakierédia potencjalnego powi-
klania infekcyjnego oraz fragmentow odnerwionyckypodstanianiu kigostupa, nie-
petnigcych funkcji ruchowej w zwizku z powstaniem pooperacyjnej spondylodezy.
Pobranie niewielkich fragmentow tkanki ¢fmiowej nie wpltywato negatywnie na
zdrowie pacjenta.

Do bada molekularnych pobrano trzy fragmenty tkankicéniowej, o wielko-
sci okoto 1cni kazdy, w tym dwa z misni giebokich (whaciwych) grzbietu oraz jeden
Z migéni powierzchniowych grzbietu (r¥ini obreczy kaczyny goérnej). Materiat po-
brano z nasgpujacych miejsc:

1. migsien najdiuzszy grzbietu ifh. longissimusna poziomie szczytu skoliozy po

stronie wkestosci skoliozy (rycina 4.2),

2. miesien najdiuzszy grzbietu ifh. longissimusna poziomie szczytu skoliozy po

stronie wypuktgci skoliozy (rycina 4.3),

3. migsien powierzchniowy grzbietu — rsien czworoboczny 1. trapeziuy (ry-

cina 4.4).

Pobrany materiat dzielono na trzyeéei. Tkank do badéa mapcych na celu oce-
ng poziomu ekspresfSR1i ESR2umieszczano w medium hamaym dziatanie RNaz
(RNAlater; Sigma) i do czasu wykonania analiz preeeywano w temp. -8C. Mate-
riat do bada technily western blot umieszczano w PBS i do czasu wyk@nanaliz
przechowywano w temp. -8C. Tkank do bada immunohistochemicznych utrwalano

w 4% roztworze formaliny.
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Rycina 4.2. Miejsce pobrania tkanki
z migsni  gkgbokich
grzbietu po  stronie
wklestej skrzywienia

Rycina 4.3. Miejsce pobrania tkanki
z miegsni  gkebokich
grzbietu po stronie wy-
puktej skrzywienia

Rycina 4.4, Miejsce pobrania tkan-
ki z miesni powierzch-
niowych grzbietu

W grupie badawczej A fragmenty tkankiginiowej pobrano u 30 pacjentek na po-
ziomie szczytu gidwnego skrzywienia piersiowega, &pacjentek z typem VI skoliozy
wedtug Lenke tkank pobrano na poziomie szczytu skrzywiengdziviowego (rycina
4.5).
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Rycina 4.5.Poziom pobrania tkanki giiniowej z mgsni gigbokich grzbietu de
bada immunchistochemicznych i molekularnych

Miejsce pobrania materiatu do badav grupie B i (

W grupie badawczej B i C staran@ siopetné takiego samego sposobu fe-
rania tkankimiesniowej pod wzgldem lokalizacji jak w grupie A, to znaczy pobie
tkanke z miesni giebokich grzbietu na poziomie szczytu gtdbwnego skieywa kigo-
stupa po obu jego stronach, a ponadto gnm czworobocznego grzbietu. Ogsttwa
od opisanego wae] miejsca pobranitkanki miesniowej dotyczyty:

1. dziewczynki z kifoa w przebiegu przepukliny opono-rdzeniowej (po-

ziom pobrania Th7 obustronnic

2. dziewczynki ze skoliag w przebiegu dysplazji kgostupow-nasadowej

(poziom pobrania Thl.

W trakcie operai materiat tkankowy pobieralem sam oraz z pog@omotora
Do transportu probek pobranychesni korzystatem z pomocy drugiej osoby zaga-
nej z projektem. Badania molekularne zostaly wykena czsci przeze mnie ora
przez pracownikéw Zaktadu Biologiiomorki UM w Poznaniu. Moj udziat w ba-
niach w Zaktadzie Biologii Komorki polegat, po updnim przeszkolen, na wykony-
waniu izolacji RNA z tkanki mgsniowej ora: na udziale w wykonaniu synte:kom-
plementarngo kwasu deoksyrybonukleinowe (cDNA) na matrgy catkowitego RNA

(odwrotna transkrypcja
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Proly odniesienia do badamolekularnych i kontral pozytywry do bada im-

munohistochemicznych byta tkanka prawidtowego enetoiomm pochodzca od kobiet,

u ktorych wykonano zabieg histerektomii.#da z pacjentek zostata poinformowana o

celu bada, na ktore otrzymano zgedomisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego

w Poznaniu.

4.4.2. Badanie ekspresji genu receptora estrogenowego ESRESR2 na poziomie
MRNA

W celu oceny poziomu ekspresji genéw receptoraogstrowego ESR1 i ESR2

postuwzono s¢ technilg reakcji tewicuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (QPCR).

Badanie sktadato sz nasgpujacych etapow :

1.

o b~ 0N

izolacji RNA z tkanki mgsniowej,

oceny ilgciowej i jakagciowej RNA,

syntezy cDNA na matrycy catkowitego RNA,

ilosciowej analizy produktow reakcji qPCR oraz

analizy jakdciowej i identyfikacji produktow reakcji gPCR, nagsta-

wie analizy krzywych topnienia oraz rozdziatu etekbretycznego.

Izolacja RNA z tkanki mdniowej

Catkowite RNA wyizolowano z tkanki z wykorzystaniémPure Isolation Reagent

(Roche Diagnostics). Procedurolacji wykonano wedtug zaleagroducenta we wia-

snej modyfikaciji:

1. zamraomg w cieklym azocie tkankhomogenizowano w nidzierzu,

2. 25 mg tkanki zawieszono w 1ml TriPure Isolation g&d, a nagpnie inkubu-

bowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej wi eedyskania dysocjacji

nukleoprotein,

3. po dodaniu 20Qul chloroformu intensywnie wytgsano przez 15 sekund, a na-

stepnie inkubowano przez 3 minuty w temperaturze pokej,

4. préby poddano wirowaniu z prgyieszeniem 12 000g przez 15 minut w tempe-

raturze 4C,

5. zebrano fag wodry i przeniesiono do nowej probdéwki,
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6. RNA wytragcano przez dodanie 50 alkoholu izopropylowego i inkubagjw
temperaturze pokojowej przez 10 minut,

7. préby wirowano z przyspieszeniem 12 000g przez it temperaturze®g,

8. supernatant uswib, a uzyskany osad przemyto 1 ml 75 % etanolu,

9. préby ponownie wirowano z przyspieszeniem 12 00@gp5 minut w tempera-
turze 4°C,

10.usungto alkohol, a otrzymany osad osuszano przez 5 minigmperaturze po-
kojowej,

11.0sad RNA rozpuszczono w wodzie pozbawionej RNdez atay stzenie RNA
nie przekraczato 3 000 nd/i inkubowano przez 10 minut w temperaturze
55°C,

12.w celu uzyskania maksymalnej czystouzyskany roztwor RNA poddano po-

nownie procedurom od 2 do 11.

W taki sposob przygotowany catkowity RNA przechoveyws do czasu dalszych

analiz w temperaturze —30.

Ocena ilgciowa i jakaciowa RNA

Wyizolowany RNA oceniano przy pomocy metody spekiimmetrycznej z za-
stosowaniem spektrofotometru NanoDrop ND-1@@@ wzgtdem ilgciowym doko-
nujac pomiaru absorbancji przy diugo fali 260 nm. Czyst& RNA oceniano poprzez
poréwnanie stosunku absorbancji przy dikgjdali 260 nm w stosunku do absorbancji
przy dtugdci fali 280 nm. Natomiast integralfwyizolowanego kwasu nukleinowego
oceniano poprzez rozdziat elektroforetyczny 1ul RNAelu zawieragcym 1,2% aga-
roz¢ (w/v) rozpuszczomw buforze FA (20 mmol/l MOPS; 5 mmol/l GAOONa; 1
mM EDTA; pH=7,0) w warunkach denatugajych z formaldehydem (200 mmol/l). W
celu wizualizacji RNA dazelu dodano bromek etydyny (50 ng/ml). Elektroferezo-
wadzono w buforze FA przy najoiu 80V przez 30 minut. Po zakezeniu elektrofore-
zy prazki rypbosomalnego RNA wizualizowano poprzez poddalzmtaniuswiatta UV
na transiluminatorze, a uzyskany obraz analizowamyg wyciu systemu Scion Image

wersja 4.02.
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Synteza cDNA na matrycy catkowitego RNA

Catkowity RNA, ktory wyizolowano z mgéni szkieletowych, poskyt do synte-
zy komplementarnego do niego DNA w reakcji odwrptrenskrypcji. Do syntezyay-
to 1 ug RNA i uniwersalny starter oligo(d)d, ktérego sfzenie kaxcowe wynosito 5
mmol/l. Otrzymag mieszanin zawierajca RNA, starter i wod wolng od RNaz
umieszczono w termocyklerze i poddano 10 minutanigjibacji w temperaturze 65°C
w celu denaturacji. Aby unibwi ¢ hybrydyzagg startera do matrycy RNA, mieszagin
umieszczono na lodzie. Naphie dodawano mieszagindeoksyrybonukleotydow
(dNTP), buforu dla odwrotnej transkryptazy, inhihiRNaz oraz odwrotntranskrypta-
ze. Stzenia kaicowe poszczegolnych sktadnikbw mieszaniny zawarttabeli 4.1.
Wszystkie odczynniki wykorzystane do syntezy cDN#clpodzity z firmy Roche Dia-

gnostics.

Tabela 4.1.Sktadniki wykorzystane do przeprowadzenia reab@jirotnej transkrypcji

sktadnik stezenie poczatkowe stezenie koncowe
catkowity RNA zmienne 1ug

starter oligo(d)Ty, 100 mmol/I 5 mmol/I

mieszanina dNTPs 10 mmol/I 1 mmol/I
inhibitor RNaz 40 U/ul 1U
bufor do odwrotnej transkrypcji 5x 1x
odwrotna transkryptaza 20 U/ul 4U

woda wolna od RNAz - dopetniono do objetosci 20 pl

Proces przepisywania matrycy RNA na sekwencje kemphtarnego DNA prze-
biegat w trzech etapach:
1. hybrydyzacja startera przez 10 minut w temperatQ&€,
2. odwrotna transkrypcja w temperaturz€G®rzez 30 minut,
3. denaturacja odwrotnej transkryptazy w temperat8&2€ przez 5 minut.

28



Otrzymane w reakcji odwrotnej transkrypcji cDNA echowywano w temperatu-
rze —20C do momentu wykonania reakcji PCR w czasie rzetstym, jednak nie diu-

z€j niz przez okres siedmiu dni.

llosciowa analiza produktéw reakcji gPCR

W celu oceny poziomu ekspresji genow receptoréwogehowych ESR1 i ESR2
w badanych tkankach przeprowadzonactechowy reakcg polimerazy z analigilosci
produktu w czasie rzeczywistym. Jako matrycy do ldikacji fragmentu ESR1uzyto
2,5 pl cDNA, natomiast dla amplifikadiSR21,5 pl cDNA. Do amplifikacji wykorzy-
stano odpowiednio zestawy LightCycler TagMan Masteaz LightCycler FastStart
DNA Master SYBR Green |.
Do reakcji g-PCR zastosowano genowo specyficzmeesyazsyntezowane przez
firm¢ GenoMed.
Dla ESR1 wykorzystano soathydrolizugca nr 67 (z zestawu sond uniwersalnych
firmy Roche) oraz pousze startery:
a) ESR1 - starter sensowy o sekwencji:
5" —AATGCTACGAAGTGGGAATGAT- 3
b) ESRL1 - starter antysensowy o sekwencji:
5'— CAAAGGTTGGCAGCTCTCAT- 3

Dla ESR2 wykorzystano startery:
a) ESR2 — starter sensowy o0 sekwencji:
5 —GAAGCATTCAAGGACATAATG-3’
b) ESR2 - starter antysensowy o sekwencji:
5 -TCCCACTTCGTAACACTTC-3..

Potazenie starterow na matrycy cDNA pozwolito na pownedefragmentow od-
powiadagcym sekwencjom zdeponowanym w bazie danych NCBeiRete Sequen-
ces (RefSeq) dla wszystkich wariantow splicingow&R1(GenBank. NM_000125.3;
NM_001122740.1; NM_001122741.1; NM_001122742.1) zoraariantéw ESR2
((NM_001437; NM_001040275; NM_001040276). Sekwensjartera sensowego

obejmowata granicegsiadujcych ze sop eksondéw. Pozwolito to na wyeliminowanie
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mozliwosci syntezy fragmentéw pochogiz’ch z DNA genomowego. Charakterysgyk

poszczegoblnych starteréw dla obu receptoréw praadsho w tabeli 4.2.

Tabela 4.2 Charakterystyka starteréw wykorzystanych do apadoziomu ekspres;ji dla obu

receptoréw
Cecha ESR1 ESR1 ESR2 ESR2
sensowy antysensowy sensowy antysensowy

dtugos¢ 22 nt 22 nt 21nt 19 nt
temperatura topnienia 62,41°C 62,91°C 58,62°C 57,6°C
zawartos¢ par GC 57,14 % 57,14 % 38,1% 47,37%

bardzo
struktura drugorzedowa brak staba Brak

staba

oddziatywanie
primer — primer

Brak brak brak Brak

Poziom ekspresji badanych genéw normalizowano gdegh genu metabolizmu
podstawowego, charakteryzogego s¢ statym poziomem ekspresji w badanych tkan-
kach. W przeprowadzonych badaniach wykorzystanofgeiatydylotransferazy hipok-
santyno-guaninoweHPRT).

Zestaw starterow i sonda dHPRT (nr. katalogowy: 05046157001, Roche), kt6-
re zostaty wyte do normalizacji wynikow ekspredfiSR1objete g tajemnig handlove

(dlatego w pracy nie zamieszczono szczegotowyabrimdcji o ich strukturze).

Do reakcji amplifikacji fragmentlPRTdla normalizacji ekspresiSR2uzyto
nastpujace startery (GenoMed):
1) HPRT- starter sensowy o sekwencji:
5 — TGAAGAGCTATTGTAATGACCAGTC - 3
2) HPRT — starter antysensowy o sekwencji:
5 — CAAATCCAACAAAGTCTGGC - 3.

Startery sensowiPRT i antysensowyHPRT zaprojektowano na podstawie se-
kwencji genuHPRT zdeponowanej w bazie danych NCBI Reference Segsefief-
Seq): NM_000194. Oba startery obejmsgkwencje na granicy dwdéchssadujcych
eksondéw, co pozwolito na wyeliminowanie #iavosci syntezy fragmentéw z DNA

genomowego. Tabela 4.3 przedstawia charakterystykorzystanych starteréw.
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Tabela 4.3.Charakterystyka starterowytych do analizy ekspresji getiPRT

Cecha HPRT sensowy HPRT antysensowy
Dtugos¢ 25 nt 25 nt
temperatura topnienia 62,2°C 62,04°C
zawartos¢ par GC 40% 45%
struktura drugorzedowa brak Staba
oddziatywanie primer - primer brak Brak

W tabelach 4.4 i 4.5 przedstawiono sklactzehia mieszaniny reakcyjnej gPCR

uzytej do ilasciowej analizy produktow badanych gendw.

Tabela 4.4.Charakterystyka mieszaniny reakcyjnej qPCREHR1

Sktadnik stezenie poczatkowe stezenie koncowe/ilos¢
cDNA - 2,5 pl
mieszanina starteréw 5 mmol/I 0,5 mmol/I

sensowego i antysensowego

sonda hydrolizujaca 1 mmol/I 0,1 mmol/I

mieszanina LightCycler TagMan

.. . 10x 1x
Master zwierajgca polimeraze

woda wolna od RNaz i DNaz - do objetosci 10 pl

Tabela 4.5.Charakterystyka mieszaniny reakcyjnej qPCRE#R2

Sktadnik stezenie poczatkowe stezenie kornicowe/ilos$¢
cDNA 1,5
starter (F+R) 5 mmol/I 0,5 mmol/I
Sonda TagMan 25 mmol/I 3,5 mmol/I
mieszanina LightCycler FastStart DNA 10x 1x

Master SYBR Green | zawierajaca polime-
raze oraz SYBR Green
woda wolna od RNaz i DNaz - do objetosci 10 pl
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Do bada zastosowar termocykler LightCycler 2.0 (Roche Diagnccs). Profil
termicznyreakcji qPCRdla ESR1, ESR®razHPRT opisanoodpowiedniow tabelach

46i4.7.

Tabela 4.6.Profil temperaturowy reakcji PCR cESR1lorazHPRT

warunki reakcji

liczba cykli etap w poszczegdlnych cyklach
HPRT ESR1
1 preinkubacja 95°C, 10 minut
45 denaturacja 95°C, 10's
S hybrydyzacja starteréw wraz 60°C, 30s 60°C, 30's
amplifikacja .
z elongacjg
pomiar fluorescencji 72°C,1s 72°C,1s
1 chtodzenie 30's, 40°C

Tabela 4.7 .Profil temperaturowy reakcji PCR cESR2orazHPRT

warunki reakcji

liczba cykli etap w poszczegdlnych cyklach
HPRT ESR |
1 preinkubacja 95°C, 10 minut
45 amplifikacja denaturacja 95°C, 10 s
hybrydyzacja starteréw 54°C,5s 55°C,5s
elongacja z pomiarem fluore- 72°C,9s 72°C,11s
scencji
1 krzywa denaturacja 95°C
topnienia hybrydyzacja produktéw 65°C,5s
denaturacja z ciggtym pomiarem 0,2°C/s
fluorescencji
1 chtodzenie 30's, 40°C

Na rycinach4.6 A i B przedstawiono przyktadowe krzywe amphitki HPRT.

Krzywe amplifikacji

A

0244
0229
029
0189
01649
0149
0129
014
0.08
0089
0.049
0.0z
0

fluorescencja (530)

0 2 4 6 6 1012 14 16 15 20 22 24 25 23 30 32 34 36 36 40 42 44

Cykle
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Krzywe amplifikacji B

32141
2914

2614

Q 2314

n

a 2014

T 1714

9 1414

("]

9 1114

o

3 0814

M=
0.514]
0214

0 2 4 6 5 1012 14 16 18 20 22 24 25 28 30 32 34 356 38 40 42 44
cykle

Rycina 4.6 Krzywe amplifikacji genu metaboliznpodstawowegd®iPRTdla reakcji uytej do
oceny poziomu ekspresESR1przy pomocy sond hydrolizagycr (rycina A) i dla
reakcji zZSYBR Green wykonanej dla oceny poziomu ekspESR2(rycina B).

Wydajna¢ reakcji qRT-PCR okrélono na podstawie krzywycwzorcowych
wyznaczonych dla analizowanych gen Na bazie cDNA zsyntetyzowanez RNA
wyizolowanego z tkaa endometriumprzeprowadzono reakcje z serii kolejnyclz-
cienczen, co byto podstaw do wyznaczenia krzywych wzorcowych. Dzgtne roz-
cienczenia cDM obejmowaty zakres od:1 do 1:10 000. Otrayanew ten sposob roz-
cienczenia matrycy poddano amplifikacji zgodnie z prhog opisarg dla tkanek w
tabeli 4.5.

Analiza produktéw reakcji gP(

Na podstawie krzywej pnienia produktu (oprogramowane05 dla LightCyc-
ler 2.0) przeanalizowal zgodnad¢ produktéwreakcji gqPCR, a nagtnie poréwnano
kontrol pozytywny, ktorg stanowita tkanka endometrium.

Dodatkowo zgodrs¢ produktu potwierdzano przez rozdziat elektroforetycw
zelu zawieraggcym 26 agarog rozpuszczom w buforze TBE(89 mmol/l Tris, 8¢
mmol/l kwas borny, 2 mmol/l EDTA; pH 8. w obecnéci bromku etydyny (50 ng/n.
Elektroforez prowadzono w buforze TBE przy neciu 80V przez okoto 45 minu
Produkty reakcji gPCR po zakczeniu procesu elektrcrezy uwidaczniano za pomsa
transiluminatora (UVT20LE, HeroLab). Otrzymany obraz poddano analiziey pzy-
ciu systemu Scion Image wer. 4.02. Marwielkosci HyperLadder V (Bioline) pou-

zyt do okreleniawielkosci produktu
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Identyfikacjaproduktéw reakcji gPCR dla gendéw receptESR1 i ESR

W celu identyfikacji produktu reakcji gPCR dla rptma ESR1 zastosowal
technilke sond hydrolizujcych TagMan. Poziom genu referencyjnego ékreo réw-
niez za pomog specyficznej sondy hydrolizagej. Ze wzgédu na zastosowarmeo-
dyke nie byto konieczngxi stosowania dodatkowych reakcji identyfikacji guodtu.

W reakcji gPCR z SybrGreen dla genu receptora ESR2 gentHPRT identy-
fikacji produktow dokonano poprzez angligzrzywych topnienia (odpovednio ryciny
4.7A oraz 4.7.B) oraz poprzez elektroforetycznydmat powielonej matrycy w 2¢

zeluagarozowym (rycini4.8.).

(=) krzywe topnienia
M
A 0.362
b il ]
B 0262
= ]
@ EI.152—:
L ]
¢ 0.062
@ ]
o
= 7o 75 a0 85 a0 95
= temperatura A
= krzywe topnienia
M 0604
Ln ]
S D.SEI4—_
-8, 0404
[ ) ]
c D.3EI4—;
8 0.204-]
n 1
d 0104 _
B E
O 0.0044 e
E T T T T
= 70 3 g0 ] 90
temperatura (°C) B

Rycina 4.7. Krzywe topnienia dla produktow gelESR2(A) orazgenu referencyjnegHPRT
(B) pacjentki P.W. Oznaczenia: ¢gien powierzchniowy- kolor ciemnozielony
migsnie gkbokie po stronie wikistej - kolor brazowy, miesnie gkbokie po stronit
wypukiej - kolor niebieski, endometriumkolor fioletowy, kontrola negatywr
(ptaska linia)- kolor zielony.
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A

Rycina.4.8. A. Rozdziat elektroforetyczny potwierdaay obecné¢ produktu amplifikacj
DNA otrzymanego w reakcji qPCdla receptora ESR2 u czterech pacjento-
lumna pierwsza, trzecia, czwarta gfai). W kolumnie drugiej produkt amplia-
cji DNA receptora ESR2 z tkanki endometrium. W kohie trzecie] marke
wielkosci produktu, dodatkowo przedstawiony weé@ B (Nova 100bp Nova-
zym); pz —pary zasaul

4.4.3. Badanie technilkg western blot

Izolacja biatek z tkanki miniowe

Izolacja ekstraktéw biatkowych z tkanek przebiegadmitug nasfpujacego protokot

1) zamraone w ciektym azocie tkanki homogenizowano wzdmerzu

2) proby zawieszono w buforze izolacyjnym z inhibitorgoroteinaz (320 mmol,
sacharoza; 10 mmol/l Tris; 1 mmol/l **; 2 mmol/l DDT; 0,2 mmol/| PMSF
pH 7,5),

3) nastpnie wirowano 10 minut przy 3 000 x g w temperatu#?C, usuwan
osad, supernatant przenono do nowej probowki

4) wirowano przez 10 minut przy 30 C x g w temperaturze 4°C, supernat
przenoszono do nowej probdéw
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Tak przygotowane ekstrakty biatkowe mierzono spg&tometrycznie przy iy-
ciu spektrofotometru NanoDrop ND-100Bkzenia biatek zmierzono metgdradford
inkubujc ekstrakt biatkowy przez 10 minut z odczynnikiemic® Start Bradford Dye
Reagent (BioRad) w stosunku 1:100, wykaeupomiar przy diugéei fali 595 nm.
Kazdy z pomiarOw zostat powtorzony dwukrotnie, a uzaysk wyniki $rednione.
Krzywa wzorcows wyznaczono rownie metody Bradford, na podstawie pomiarow al-
buminy surowicy wotowej (BSA; Roche Diagnosticsinalegcych stzeniach dziest-

nych w zakresie 1 mg/ml — 0,001 mg/ml.

Analiza western blot

Wyizolowane ekstrakty biatkowe w #oi 50 ug poddano analizie western blot, kt6-

ra zostata przeprowadzona w rasfacych etapach:

1. rozdziat elektroforetyczny w 12%elu poliakrylamidowym w buforze do migra-
cji warunkach denaturggych przy nagiciu 200V w czasie 40 minut,

2. przenoszenie biatek na membgatiybond-C Extra (GE Healthcare Europe, Sac-
lay, Francjaprzez 90 minut przy nateniu 300 mA w buforze do transferu,

3. inkubacja w temperaturze 4° przez 1 godam 5% buforze blokucym (Bio-
Rad),

4. inkubacja przez 24 godziny w temperatur2€ £ polikonalnymi przeciwciatami
kroliczymi skierowanym przeciwko aminowemu nkowi ESR1 (Santa Cruz
Biotechnology) oraz karboksylowemudamwi ESR2(Abcam) , rozciéczonym
odpowiednio 1:500 i 1:250 w buforze blokaym (BioRad),

5. odptukanie niezwizanych przeciwciat pierwszag@gowych w buforze zawiergj
cym Tris (pH 8,8; 1 mmol/l) oraz 0,1% Tween 20 grdeminut; reake powto-
rzono trzykrotnie

6. nakrapianie na btony skonjugowanych z alkalicAosfataz antykroliczych
przeciwciat drugorgdowych (Sigma Aldrich) w rozcfezeniu 1:500,

7. inkubacja z wytrgzsaniem 150 rpm przez 60 minut, w temperaturze poke)j,

8. odptukanie niezwjzanych przeciwciat drugogdowych (tak jak w punkcie 4)

9. identyfikacja biatek na podstawie reakcji barwnejgzez dodanie substratu dla
alkaicznej fosfatazy (NBT/BCIP; Sigma-Aldrich),

10. zatrzymania reakcji barwnej poprzez przeptukanompiwvody dejonizowan.
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4.4.4. Badanie immunohistochemiczne

Prébki tkanki mg¢sniowej utrwalone w 4% formalinie odwadniano | zaseqo w
parafinie stosuagc standardowe techniki histochemiczne. Skrawkiubgici 3 um przy-
klejone do szkietka podstawowego umieszczono wi@iep na 15 minut w temperatu-
rze 50°C. Tkank odparafinowano ksylenem i nawodniono poprzez peadzenie
przez szereg alkoholowy. W celu oceny morfologéarn&k wykonano barwienie hema-
toksyling i eozyn.

W badaniach immunohistochemicznych antygeny odgiomrzy pomocy dwu-
krotnego gotowania szkietek w kuchence mikrofalog@x 10 min., 250W) w buforze
cytrynianowym o pH 6,0 (0,1 mol/l kwasu cytrynowe@yl mol/l roztwor cytrynianu
sodu). Preparaty pozostawiono do wystggia w temperaturze pokojowej. W celu
unikniecia niespecyficznego wzania przeciwciat, preparaty umieszczono w buforze
blokujacym TBS-T (100 mmol/l Tris, 65 mmol/l NaCl, 0,1% ®en 20; pH 7,5), zawie-
rajacym 3% BSA (Roche Diagnostic) na 1 godzimtemperaturze pokojowej.

W badaniach zyto pierwszorzdowych, poliklonalnych przeciwciat kréliczych
skierowanych przeciwko ESR1 (Santa Cruz Biotechmgl@raz ESR2 (Abcam) w roz-
cienczeniu 1:50. Inkuba¢jprzeprowadzono przez 24 godziny w temperaturze 4°C
nastpnie preparaty poddano trzykrotnemu ptukaniu wolezd TBS-T przez 15 minut.
Nastpnym etapem byta inkubacja prébek z drugdmwvymi kozimi antykroliczymi
przeciwciatami skoniugowanymi z alkalicgriosfataa (AP) (Sigma-Aldrich) w roz-
cienczeniu 1:200, po wcZgriejszym zablokowaniu aktywdo endogennej fosfatazy
roztworem lewamisolu (2 mmol/l) przez 20 minut. €zakubacji wynosit 1 godzin
Mieszanina BCIP/NBT (Sigma-Aldrich), ktéra byta stiiatem dla AP, zostata wyko-
rzystana do wywotywania reakcji barwne.

Skrawki endometrium postyty jako kontrola pozytywna. Preparaty w ktérych
przeciwciata pierwszotzlowe zagfpiono buforem blokujcym, stanowity kontral ne-

gatywn.
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4.5. Sposéb analizy wynikow

4.5.1.0bliczenie poziomu ekspresji genow receptoréw gsimowych w wybranych

grupach mgsni grzbietu.

Obliczono poziom ekspresji genu dlazlej z trzech lokalizacji, to znaczy w
miesniach gtebokich grzbietu po stronie wddtosci skoliozy (ESRdk, ESRZu), w
migsniach gebokich po stronie wypukkei skoliozy (ESRlyp, ESRZyp) Oraz w me-
sniach powierzchniowych grzbietu (ESRA, ESRZow).

Obliczonosredni ekspresj w migsniach gébokich dla receptorow ESRd, i ESRZb:

ESR1,, + ESR1,,,, FSR2 ESR2,,, + ESR2,,,

ESng}Qb = 2 gteb = 2

Obliczono stosunek (ratio) poziomu ekspresji gemdw receptoréw w méniach stro-
ny wypukitej do strony wkistej:
ESR1yyp ESR2yyp

T - T = —
ESRT ™ ESR1,,1 ESRZ ™ ESR2,11

4.5.2. Analiza poziomu ekspresji badanych genéw

Dokonano porownania poziomu ekspresji, osobno drau§SR1i genuESR2,
pomicdzy strorm wypukls a wkksta skoliozy oraz midzy migsniami gkbokimi a po-

wierzchniowymi grzbietu.

4.5.3. Porébwnanie poziomu ekspresji genu receptora ESgRizimmem ekspresji genu
receptora ESR2.

Reakcje qPCR wykonano przyyciu dwoch ragnych technik: SYBR Green dla
ESR1i z zastosowaniem sond hydrolizaych TagMan dl&ESR2. Aby mazliwym byto
bezpdrednie poréwnanie poziomu ekspresji gde8R1i genu ESR2postwono sé

przeliczeniem w oparciu o0 sposob podany przez lavachmittgena [70].
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Wzgledny poziom ekspresji genOBSR1i ESR2po stronie widstej i wypukiej
wyliczono uwzgédniajgc ekspres genu referencyjnegblPRT w badanej probie i za
kazdym razem odnoszono do tkanki kontrolnejgjatanowit mesien powierzchniowy

pobrany od danego pacjenta.

Rownanie dla wzgldnej ekspresji genHSR1 po stronie wkistej skrzywienia:

(EESlekD ACPesriwk
R =
AC w
(EHPRT ESRka) PHPRT ESRLWKI

gdzie:

ACPesriwki= Chowierzchniowe— CREsriwki,

ACPuprT esriwki = CPHPRT powierzchniowe— ClUpRT ESR1wK

R —ratio

Cp —punkt wefcia reakcji w faz logarytmiczn (inaczej G treshold cyclegykl progowy)
E —wydajndi¢ reakcji wyznaczona na podstawie krzywej wzorcowej

Réwnanie dla wzglinej ekspresji genESR2 po stronie wypuktej skrzywienia:

ACPesraw
(T i

R =
(EHPRT ESR2wyD AC&PRT ESR2wyp
Gdzie:

ACPesriwyp= Cphowierzchniowe— CResriwyp,
ACPuprt sriwyp= CPHPRT powierzchniowe— CRiprT Esr1wyp

Rownanie dla wzgldnej ekspresji genHSR2 po stronie wkistej skrzywienia:

AC "
(Ecoroy) = PESF2M

R—
(EHPRT ESRZWL) AC&PRT ESRaWK

gdzie:
ACPesrow= Chowierzchniowe— CResrowk,
ACPyprT esrowk = CPHPRTpowierzchniows— CRiprT Esrawid

39



Rownanie dla wzgldnej ekspresji genHSR2 po stronie wypuktej skrzywienia:

AC W
(Ecoran) "~ PESR2P

R =
AC w

(EHPRT ESR2wyD Prer esrzuyp

gdzie:

ACDESszyp: Cppowierzchniowe— CpiSRZwyp.,

ACPyprT EsrR2wyp= CPHPRT powierzchniowe— CluprT ESR20yp

4.5.4. Porownanie poziomu ekspresji badanych gendw z vimylona parametrami Kli-

nicznymi i radiologicznymi

Poréwnano poziom ekspresji gendéw receptorow ESRIR?2 u chorych ze sko-
liozg idiopatyczra w stosunku do chorych operowanych z powodu innyighskolioza
idiopatyczna deformacji kgostupa.

W grupie chorych ze skoligZdiopatyczi porownano poziom ekspresji genow
ESR1i ESR2pomigdzy trzema podgrupami pacjentek: (1) u ktorych witi operaciji
uptynat nie wiecej niz rok od wysipienia pierwszej miestzki (N=11), (2) u ktérych w
chwili operacji uptyrto wigcej niz rok ale mniej ni trzy lata (N=13) oraz (3) u ktérych
uptyreto wiecej niz trzy lata od wysipienia pierwszej miestzki (N=9). Dokonano
oceny korelacji poziomu ekspresji genow receptoEE®R1 i ESR2 z warkoig kata
skoliozy wedtug Cobba,gka rotacji tutowia Bunnella oraz wspétczynnikia yla pro-

gresji skoliozy (WRP) Lonsteina i Carlsona.

4.5.5. Analiza statystyczna

Przy opracowaniu statystycznym danych postugiwanqakietem statystycz-
nym STATISTICA 10.0 i GraphPad InStat oraz arkuszZemkulacyjnym Microsoft
Excel 2000. Normalng rozktadu sprawdzano testem Kolmogorova—Smirnogdnd-
rodna¢ wariancji analizowano testem Fishera-Snedocorali@@ dwdch zmiennych)
lub testem Bartleta (analiza trzech zmiennych). edwnania dwdéckrednich stoso-

wano testy t-Studenta w przypadku rozkladu norngnea testy nieparametryczne,
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Manna-Whitneya i Wilcoxona, w przypadku braku r@dkd normalnego. Przy braku
jednorodnéci wariancji zmiennych niepowzanych stosowano test t-Studenta z korek-
ta Welcha o rozktadzie normalnym. Dla porownania kitkup zmiennych niepogza-
nych zastosowano test parametryczny ANOVA lub miapetryczny test Kruskala-
Wallisa - w przypadku wysgpienia r@nic istotnych statystycznie wykonywano test
wielokrotnych poréwna odpowiednio Tykeya-Kramera lub test Dunna. Dladpora-

nia kilku grup zmiennych powzanych zastosowano test Friedmana. Korelacjelzgi
zmiennymi obliczono przy ayciu wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona (dla
zmiennych o rozkladzie normalnym) lub wspétczynnk@relacji rang Spearmanna
(przy braku normalnii rozktadu). Poziom istotioi przyjeto jako p = 0,05.
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5. WYNIKI

5.1.Badanie ortopedyczne

5.1.1. Badanie podmiotowe
Wywiad oceniajcy przebyte choroby

Wywiad przeprowadzony é&od chorych grupy A wykazat u jednej pacjentki
obecnd¢ wady wrodzonej w postaci poyikiszonego wyrostka poprzecznegedu L5
po stronie lewej. Jedna chora przebyla operagimknecia przetrwatego przewodu
tetniczego Botalla.

W grupie B w wywiadzie oprécz schorzbedacych pierwotn przyczyrm wysty-
pienia skrzywienia kigostupa, odnotowano mielodysplazstog wydragzong i paluch
szponiasty u jednej pacjentki, mtodzize reumatoidalne zapalenie stawdw u jednej
chorej.

W grupie C wywiad wykazat obecfiopadaczki i stwardnienia guzowatego u jed-
nego pacjenta, alekgpytkows, zespot ztego wchtaniania i wypadanie ptatkow aakt

dwudzielnej u jednego chorego.

Wywiad dotyczcy wysgpowania skolioz w rodzinie

W grupie A u 3 pacjentek wywiad rodzinny wykazakoba¢ skoliozy idiopa-
tycznej: u matki w jednym przypadku, u siostry matkjednym przypadku i u siostry
ojca w jednym przypadku.

W grupie B odnotowano jeden przypadek wpstnia skoliozy idiopatycznej w
rodzinie - u siostry pacjentki.

W grupie C u dwéch pacjentow wywiad rodzinny wskeal na wysgpowanie

skoliozy idiopatycznej. W obu przypadkach u siogiagjenta.
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Wywiad dotyczcy wysgpienia pierwszej miegtzk

Dane dotyczce wystpowania pierwszej miegczki zawarto w opisie chory
w podrozdziale 3.1 3.

5.1.2. Badanie przedmiotow

5.1.2.1. Wyniki pomiartkompensacji tutowia za pomppionu

W grupie A pion spuszczony z wyrostka kolczystegop@dat centralnie na <a-
re pasladkowg u 7 pacjntek, u 7 padat w streniews (od 1 do 6cm ), a u 19 w stran
prawg (od 0,5 do 3 cm), rycina 5.1. Kierunek dekompeyi liniowej byt zgodny z ke-
runkiem wypuktdci gtbwnego skrzywienia piersiowegol® pacjentek, a u 7 piora-

dat niezgodnie z kierunkiem gtéwnego skrzywiel

57,6%

Liczba pacjentek
PRERPREN
ONPOOONDOOOO

centralnie na szpare  nalewo od szpary  na prawo od szpary
posladkowa posladkowej posladkowej

Miejsce padania pionu poprowadzonego z wyrostka kolczystego kregu
c7

Rycina 5.1 Procentowy udziat chorych w grupie Aedtugmiejsca padania pionu z wyrost
kolczystego kggu C7 wzgkdem szpary posladkowej

W grupie B pion spuszczony z C7 padat centralniezpa¢ posladkowg u 3 fa-
cjentek, u 2 pcjentek padat w strerprawg (od 1 do 5 cr), u 3 pacjentek padat w o-
ne lewa (od 1,5 do 3 ci). Kierunek dekompensacji liniowej byt zgodny z rkiekiem
wypukitosci gtbwnego skrzywienia piersiowego u 3 dziewczyneki 2 pion padat e-
zgodnie z kierunkiem gtdwnego skrzywienia, rycina.%J jednej pacjentki operowar
z powodu skoliozy wrzebiegu przepukliny opono-rdzeniowej badanie pionem by
niemazliwe.
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Rycina 5.2 Procentowy udziat chorych w grupie Eedhlug miejsca padania pionu z wyros'
kolczystego kggu C7 wzgédemszpary péladkowej

W grupieC pion spuszczony z Cpadat u 4pacjentéw w stropiprawg od szpary
posladkowej (od 1 do zcm),u 3 pacjentéw na strerews (od 1 do 2,cm ), rycina 5.3.
Kierunek dekompensacji liniowej byt zgodny z kiekiem wypukigci gtdwnego
skrzywienia piersiowego u pacjentéw, a u 2 ggentow pion padat niezgodnie ze-
runkiem gtéwnego skrzywier.
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kolczystego kregu C7

Rycina 5.3.Procentowy udziat chorych w grupie C wedtug miejsadania pionu z wyrost}
kolczystego kegu C7 wzgédem szpary pdadkowej



5.1.2.2. Wyniki pomiarugka rotacji tutowia z wykorzystaniem skoliometru Belta

Kat rotacji tutowia pacjentek z typem I, Il, Il i IWwedtug Lenkego mierzony sko-
liometrem Bunnella na szczycie gtbwnego skrzywignesiowego w t&ie Adamsa,
wynosit od 8do 30 (srednia 17,9+ 5,7°).

Kat rotacji tutowia pacjentek z typem VI mierzony saczycie skrzywieniactiz-
wiowego (ktéry byt gtéwnym tukiem skoliozy) wynosild 12 do 23 (srednia 17,0 +
4,5°).

W trzech przypadkach u chorych z bardzayoi skoliozami (st Cobba odpo-
wiednio 116, 110 i 85°) zakres skoliometru (do 30 stopni) nie wystarciawykona-
nia pomiaru z uwagi na bardzourotacg tutowia (garbzebrowy). U tych chorych

jako wynik pomiaru przyjto kat 3¢°.

5.2. Badanie radiologiczne

5.2.1. kgt Cobba

W grupie A kit Cobba skrzywienia gtéwnego wynosit od 5® 114
($rednia 74,6+ 17,9 ) w tym:

1) 9 dziewczynek z wartsia kata wedtug Cobbsa 60,

2) 18 dziewczynek z warteia kata 61-90,

3) 6 dziewczynek z wartgiami kata Cobba > 90

Kreg szczytowy gtdwnego skrzywienia piersiowego w @guR0 pacjentek z typem I,

I, Il lub IV wedtug Lenke pokazuje rycina 5.4.
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Rycina 5.4.Poziom kegu szczytowego w grupie A. Znak / oznaczaz&k midzykrggowy
migdzy danymi kegam

Dla grupy 3 dziewcst z typem VI skrzywienia wedtug Lenkegoelgr szczytowy
gtéwnego skrzywienia znajdowaksiv czsci ledzwiowej kregostupa na poziomi

1) kreg L1 —jedna pacjentk

2) krazek miedzykregowy L1/L2— dwie pacjentki.

W grupie B kgt Cobba wynos od 50 do 9C (srednia 69,9+ 16,€°), w tym:
1) 4 dziewczynki o wartiziach kyta wedtug Cobb< 6,
2) 4 dziewczynki o wartéciach kta wedtug Cobba 61 90.

W grupie C lgt Cobba wynosit od € do 90 ($rednia 79,8+ 16,2° ), w tym:
1) 1 chiopiec o wartétiach kta wedtug Cobb< 6C,

2) 4 chiopcow o wartéciach kgta wedtug Cobba 61— 90,

3) 2chtopiec o wartéciach kta wedtug Cobba > 90

5.2.2. Test Rissera

Rozktad wartéci testu Rissera w poszczegolnych grupach przedstyaina 5.2
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Rycina 5.5 Procentowy rozktad waroi testu Rissera w grupie A, B

5.2.3.Wspoitczynnik ryzyka progresjediug Lonsteina i Carlsona

W grupie A wspotczynnik WR wyliczony zgodnie ze wzorem podanym wd-
rozdziale 4.3 wyniést od 1,9 do 8(srednia 4,4 + 1,7)Dla 4 pacjentek wspotczynn
byt ponizej 2,5, co zdaniem Lonsteina i Carlsona malaterpretowad jako ryzyko po-
gresji skoliozy mgdzy 80% a 90%. Pozostate chore ze wspotczynnikiegksaym lub
rownym 2,5 obarczone byly stuprocentum ryzykiem progresji skrzywieni

Dla grup B i C nie wyliczono wspéiczynnika z powodiystpowania innyct

rozpozna niz skolioza idiopatyczna, dla ktorej stosuje gowyzsze obliczenii

5.3. Badanie molekularne

5.3.1. Ocena ekspresjgenuESR1 i ESR2 w migsniach grzbietu

Stwierdzenie ekspresji geESR1 i ESR2 w gsiniach grzbietu

Obecndé¢ produktu reakcji iléciowej PCR (gPCR) dla kdej probki tkank
migsniowe] (misni giebokich po stronie wikikstej i wypuktej skoliozy oraz méni po-
wierzchniowych gezbietu) potwierdzono dla kdego pacjenta na podstawie ana
krzywych amplifikacji gendw receptorow estrogenotwESR1i ESR2(rycina 5.6. A i
B).
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Rycina 5.6 Przyktadowe rzywe amplifikacji gentESR1(A) i ESR2(B) dla pacjentki P.\.

Okreslenie poziomu ekspresji genu ESR1 i genu ESR2sHgstkich badanych (N=4

Wzgledny poziom ekspresji (w stosunku do poziomu eksgipgesiu referengj-
nego HPRT) gendw receptora estrogenowego ESR1 i ESR2 u tkézyspacjentow

przedstawiono w tabeli 5
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Tabela 5.1 Wzgkdny poziom ekspresji genOBSR1orazESR2w migsniach powierzchnio-
wych i gkbokich grzbietu (N=48)

grupa miesni minimum maksimum Srednia odch. stand.
ESR1
powierzchniowe 48,0x 10”7 14,7 x 10" 27,3x10° 23,8x10°
gtebokie po stronie 97,0x 107 11,5x 10 40,6 x 10° 27,8x10°
wklestej
gtebokie po stronie 82,0x10° 30,0x 10° 48,8 x10° 53,5x10°
wypuktej
ESR2
powierzchniowe 10,0 x 107 70,0x 10° 18,34x10° 19,06 x 10”
gtebokie po stronie 10,0 x 107 23,0x 10 25,40 x 10° 40,37 x 10°
wklestej
gtebokie po stronie 10,0 x 10”7 10,0 x 10 16,65 x 10° 19,44 x 10°
wypuktej

oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

Poziom ekspresjeSR1w badanych grupach gsni roznit sie w sposob istotny
statystycznie (p=0,006, test Friedmana). Test Wrekmych porowna wykazat,ze po-
ziom ekspresjESR1w migsniach powierzchniowych byt znamienniegszy w stosunku
do poziomu jego ekspresji w edniach gtbokich grzbietu zarowno w stosunku do
strony wkkstej jak i do strony wypuktej (p<0,05). Poziom etesg)i ESRIw miesniach
gtebokich grzbietu pomidzy strory wklesly a wypukh nie r@nit sic w sposoéb istotny
statystycznie (p>0,05).

Poziom ekspresjESR2wyznaczony dla wszystkich badanych pacjentow nie
wykazat znamiennych statystycznie zm@c pomedzy badanymi grupami r#ni

(p>0,05, test Fiedmana).
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Poréwnanie poziomu ekspresji genu ESR1 i ESR2 sitgstkich badanych (N=48)

W celu uzyskania midiwosci bezpdredniego poréwnania poziomu ekspresji w
badanych tkankach genu receptora estrogenowego ,B&R¥ wyznaczono w reakcji
gPCR z uayciem sond hydrolizagcych TagMan z poziomem ekspresji genu receptora
ESR2, ktéry wyznaczono w reakcji qPCR SYBRGreerstgono s¢ wzorem del-
ta/delta zaproponowanym przez Livaka i Schmittd@@d (podrozdziat 4.5).

Nie stwierdzono znamiennej statystycznieniéy pomegdzy sredng poziomu
ekspresji genlESR1w stosunku ddredniej poziomu ekspresji geiBR2w migsniach
gtebokich grzbietu (2,43 £ 3,5@s. 2,75 + 4,23; p=0,4). Porownanie ekspré&sgR1w
stosunku dd&ESR2w miesniach gebokich po stronie wkkstej jak i po stronie wypukiej

rowniez nie wykazata znamiennych statystycznignié (tabela 5.2).

Tabela 5.2 Poréwnanie poziomu ekspresji genu receptora ESfehu receptora ESR2 obli-
Czonego przy pomocy wzoru delta/delta

ESR 1 ESR 2 p
migsnie gkbokie 2,80+ 4,08 2,15+ 4,23 0.4
migsnie gkbokie po 173+ 1.0 262 +4.01 0.54
stronie wkestej e R ’
migsnie gkbokie po 239 + 2,55 235+ 3,22 0,12

stronie wypuktej

5.3.2. ldentyfikacja biatkowego produktu ekspresji genOWESR1 i ESR2

Badanie technik western blot

Badanie western blot wykonane dla 10 losowo wybchrpacjentek technak
western blot wykazato we wszystkich badanych prébkkanki mgsniowej obecnéé
biatkowych receptorow estrogenowych ESR1 i ESR2edkasci odpowiednio 66 i 67
kDa (rycina 5.7 i 5.8).
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Rycina 5.7 Badanie technikwestern blot dla dwéch pacjentek (A i B) potwieageze
obecnd¢ w badanej tkance wmiiniowej biatka ESR1 o masie 66 kDa.
Po stronie prawej kontrola (endometrium).
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Rycina 5.8.Badanie technikwestern blot dla dwoch pacjentek (A i B) potwieagze obec-

nos¢ w badanej tkance gfiniowej biatka ESR2 o masie 67 kDa. Po prawej kon-
trola (endometrium).

Badanie immunohistochemiczne

Badanie immunohistochemiczne wykonane dla 10 loseyloranych pacjentow
wykazato obecni receptoréw estrogenowych ESR1 i ESR2 w tkanegniawej (ry-
cina 5.9.).
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Rycina 5.9.Badanie immunohistochemiczne tkankegniowej pacjentki D.O.
A — barwienie hematoksylin eozyn, przekrdj poprzeczny,
B — barwienie hematoksyliri eozyrn, przekréj podhany,
C — obecnét receptora ESR1 (fioletowe wybarwienie) w pablibtony komorkowej i g-
drach wiékien mgsniowych,
D — obecnét receptora ESR2 (fioletowe wybarwienie) adijach wtokien misniowych,
E — kontrola pozytywna dla ESR1 (tkanka endometyju
F — kontrola negatywna (tkankaggniowa).
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5.3.3. Poziom ekspresji gen&SR1 w poszczegolnych grupach: A, Bi C

Poziom ekspresji ESR1 w grupie A

Wartcici srednie, minimum, maksimum oraz odchylenie standaedwzgkd-
nego poziomu ekspresji genu receptora ESR1 ggmaich grzbietu pacjentek grupy A
przedstawia tabela 5.3.

Tabela 5.3.Wzgledny poziom ekspresji gereSR1w grupie pacjentek A (N=33)

grupa miesni minimum maksimum Srednia odch. stand.

6 5

Powierzchniowe 97,0 x 10° 60,9 x 10” 26,1x 10° 15,2 x 10°

tebokie po stronie
gle P 11,5x 10° 11,5x 10™ 41,6 x 10 26,9x 10°

wklestej

gtebokie po stronie 6 5

82,0x 10° 30,0 x 10" 53,7 x 10° 56,4 x 10°

wypuktej

oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

Poziom ekspresji genESR1w trzech badanych grupach ¢géi réznit sie w
sposOb istotny statystycznie (p=0,002, test Friethj)aycina 5.10. Test wielokrotnych
poréwna wykazat,ze poziom ekspresfSRiv migsniach powierzchniowych byt zna-
miennie nkszy niz w miesniach gebokich zaréwno strony wistej (p<0,05) jak i stro-
ny wypukiej (p<0,01).

Poziom ekspresfESR1w migsniach gebokich po stronie wypukiej byt wkszy
niz po stronie wkistej, jednak rénica nie byla istotna statystycznie (p>0,05).

Stosunek (ratio) poziomu ekspresji gatBR Imiesni strony wypuktej do neisni
strony wkkstej u 18 dziewctt byt resgi> 1 (wigksza ekspresja po stronie wypuktej), a
u 15 dziewcat byt resg1 < 1 (wieksza ekspresja po stronie widie)).
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Rycina 5.10 Wzgkdny poziom ekspresji gerESR1w badanych grupach gni u pacjentek
Z grupy A.

Poziom ekspresji ESR1 w grupie B

Wartcici srednie, minimum, maksimum oraz odchylenie standaedwzgbd-

nego poziomu ekspresji genu receptora ESR1 ¢ggmaich grzbietu pacjentek grupy B

przedstawia tabela 5.4.

Tabela 5.4.Wzgledny poziom ekspresji geritSR1w grupie pacjentek B (N=8)

grupa miesni minimum maksimum Srednia odch. stand.
Powierzchniowe 48,0x 10° 14,7 x 10" 42,5x10° 46,0x 10
tebokie po stronie ; i I X
gle P _ 97,0x10° 85,7x 107 34,7x10° 28,5x10°
wklestej
tebokie po stronie : i I X
gle P 11,4 x 10° 56,0 x 10~ 28,0x 107 18,9x 10°

wypuktej

oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

U pacjentek z grupy B nie stwierdzono znamienngtdtystycznie rinic po-

migdzy poziomem eksprediSRIw badanych grupach gsni (p=0,9).
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Poziom ekspresji ESR1 w grupie C (N=7)

Wartcici srednie, minimum, maksimum oraz odchylenie standaedwzgbd-
nego poziomu ekspresji genu receptora ESR1 ¢¥nigich grzbietu pacjentéw grupy C

przedstawia tabela 5.5.

Tabela 5.5.Wzgledny poziomy ekspresji gerieSRIw grupie pacjentow C (N=5)

grupa miesni minimum maksimum Srednia odch. stand.
Powierzchniowe 58,0x 10° 19,8 x 10 11,2x 10° 66,0 x 10°°
tebokie po stronie I _ X X
gle klpi _ 10,2 x 10° 10,4 x 10" 43,0x10° 37,7x10°
wklestej
tebokie po stronie I _ X X
gle P 10,8 x 10° 17,5x 10" 49,2x10° 70,7 x 10

wypuktej

Oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

U pacjentdéw z grupy C nie stwierdzono znamiennyalystycznie rénic po-
migdzy poziomem ekspresji gelibR1w badanych grupach gsniowych (p=0,7).

Poréwnanie poziomu ekspresji ESR1 palny grupami A, Bi C

Wzgledny poziom ekspresjeSR1w migsniach powierzchniowych portzy
grupami A, B i C ranit sic w sposob istotny statycznie (p=0,049; test Kruskal
Wallisa) (Ryc. 5.11). Test wielokrotnych porowinaykazat,ze poziom ekspresfSR1
u pacjentow grupy C (chtopcow) byt znamienniesay niz u pacjentéw grupy A i B
(dziewcat) (p<0,05). Ranice srednich poziomu ekspresji pogdizy grupami A i B nie
byly istotne statystycznie (p>0,05).
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Rycina 5.11 Poréwnanie wzgbinego poziom ekspresji geB$SR 1w migsniach powierzch-
niowych pomédzy pacjentami grupy A, B i C. Wynik dla grupy Cazniennie
nizszy niz dla grup A i B.

Wzgledny poziom ekspresfeSR1w migsniach gebokich po stronie wkiste]
pomiedzy grupami A, B i C nie it sic w sposob istotny statystycznie (p=0,53; test

Kruskala-Wallisa) (rycina 5.12).

Podobnie nie stwierdzono istotnych statystycznienim pomedzy poziomem
ekspresjESRIw migsniach gkbokich po stronie wypuktej portdzy grupami A, Bi C
(p=0,12; test Kruskala-Wallisa) (rycina 5.13).
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Rycina 5.12 Poréwnanie wzghnego poziom ekspresji geBSR 1w miesniach gébokich po
stronie wkéstej pomedzy pacjentami grupy A, Bi C.
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Rycina 5.13 Poréwnanie wzghinego poziom ekspresji geBESRIw migsniach gébokich po
stronie wypuktej porngidzy pacjentami grupy A, B i C.

5.3.4. Poziom ekspresji gen&SR2 w poszczegolnych grupach: A, Bi C

Poziom ekspresji genu ESR2 w grupie A

Wartcici srednie, minimum, maksimum oraz odchylenie standaedwzgbd-
nego poziomu ekspresji genu receptora ESR2 g&miaich grzbietu pacjentek grupy A

przedstawia tabela 5.6.

Tabela 5.6.Wzgledny poziom ekspresji geritSR2u pacjentek w grupie A (N=33)

grupa miesni minimum maksimum srednia odch. stand.
Powierzchniowe 10,0x 10”7 50,0 x 10° 14,47 x 10° 17,6 x 10
gtebokie po stronie 7 2 3 3
. 10,0x 10 14,0x 10 17,7 x 10 24,91 x 10
wklestej
gtebokie po stronie 7 3 3 3
. 10,0x 10 50,0x 10 15,1x 10 13,75x 10
wypuktej

oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

Analiza przeprowadzona dla pacjentek grupy A ni&awgata znamiennych sta-
tystycznie ra@nic poziomu ekspresji geriSR2pomiedzy badanymi grupami rnaéni (p
=0,4), rycina 5.11.
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Rycina 5.14 Poziom ekspresji gerltlSR2w badanych grupach gini u pacjentek z grupy A.
Brak r&@nic istotnych statystycznie.

Stosunek (ratio) poziomow ekspresji gdetiR2strony wypuktej do wkistej u
14 dziewcat byt respi> 1 (wieksza ekspresja po stronie wypukiej), a u 14 dzigivoyt
resre< 1 (wicksza ekspresja po stronie wélej). Zanotowano 5 wynikéw réwnych 1,

co oznacza brak asymetrii w poziomach ekspresp ggamedzy strona wkista a wy-
pukia.

Poziom ekspresji genu ESR2 w grupie B

Wartasci srednie, minimum, maksimum oraz odchylenie standaedwzgkd-
nego poziomu ekspresji genu receptora ESR2 ¢ggmaich grzbietu pacjentek grupy B
przedstawia tabela 5.7.

Nie stwierdzono znamiennych statycznieni@ poziomu ekspresji gertSR2

pomiedzy badanymi grupami raéni (p=0,3) wérdd pacjentek grupy B.
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Tabela 5.7.Wzgledny poziom ekspresji geritSR2pacjentek w grupie B (N=8)

grupa mieséni minimum maksimum $rednia odch. stand.
powierzchniowe 23,4x 10™ 70,0 x 10° 26,9x 107 36,8x 107
gtebokie po stronie 39,7 x 10 23,0x10° 43,02 x 10° 76,72 x 10
wklestej
gigbokie po stronie 39,6x 10 10,0 x 10 34,04x 10° 19,4x 10

wypuktej

oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

Poziom ekspresji genu ESR2 w grupie C

Wartcici srednie, minimum, maksimum oraz odchylenie standaedwzgbd-
nego poziomu ekspresji genu receptora ESR2 gymach grzbietu pacjentek grupy C
przedstawia tabela 5.8.

Tabela 5.8.Wzgledny poziom ekspresji geritSR2u pacjentow grupy C (N=7)

grupa miesni minimum maksimum Srednia odch. stand.
powierzchniowe 42,7 x 10" 50,0 x 10° 18,81 x 10° 18,34 x 10°
gtebokie po stronie 3 B 3 3
. 20,0x 10 11,0x 10 48,0x 10 36,33 x 10
wklestej
gtebokie po stronie 7 3 3 v
10,0x 10 20,0x 10 10,42 x 10 95,11 x 10

wypuktej

oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

U pacjentéw z grupy C nie stwierdzono znamiennyatystycznie rénic po-

migdzy poziomem ekspresji gelibR2w badanych grupach gdniowych (p=0,6).
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Poréwnanie poziomu ekspresji genu ESR2 pdryi grupami A, B i C

Wzgledny poziom ekspresjfeSR2w migsniach powierzchniowych porudzy
grupami A, B i C ranit sic w sposob istotny statystycznie (p=0,027; test Kaies
Walllisa) (rycina. 5.15). Test wielokrotnych porowinaykazat, ze poziom ekspresji
ESR2u pacjentow grupy B byt znamiennie #yy niz u pacjentow grupy A i C. Rabi-
ce srednich poziomu ekspresji pogdzy grupami A i C nie byly istotne statystycznie
(p>0,05).

0,051
0,049
0,046
0,044
0,041
0,038
0,036
0,033
0,031
0,028
0,026
0,023

0,02
0,018
0,015
0,013

0,01
0,008
0,005
0,003

grupa A grupa B grupa C

Rycina 5.15 Poréwnanie wzghnego poziom ekspresji geBSR2w migsniach powierzch-
niowych pomédzy pacjentami grupy A, Bi C.

Wzgledny poziom ekspresfeSR2w miesniach gebokich po stronie wkistej
pomiedzy grupami A, B i C rénit sie w sposoéb istotny statycznie (p=0,028; test Kru-
skala-Wallisa). Test wielokrotnych porownaykazat znamiennie aézy poziom eks-

presjiESR2w grupie A w stosunku do pozostatych grup (p<O{@®jina 5.16).
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0,041
0,036
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0,02
0,015

0,01
0,005

grupa A grupa B grupa C

Rycina 5.16 Poréwnanie wzghinego poziom ekspresji geBESR2w migsniach gébokich po
stronie wkéstej pomedzy pacjentami grupy A, Bi C.
Wzgledny poziom ekspresfeSR2w migsniach gebokich po stronie wypukiej
pomiedzy grupami A, B i C nie mnit sie w sposob istotny statycznie (p=0,86; test Kru-
skala-Wallisa).

5.3.5. Poréwnanie poziomu ekspresji genow receptorow ESRESR2 w skolio-

zach idiopatycznych oraz innych deformacjach kegostupa

Dokonano poréwnania poziomu ekspresji genéw rece#SR1 i ESR2 po-
migdzy grum pacjentéw ze skoliazidiopatyczra (N=40: 33 pacjentki z grupy A, 1
pacjentka z grupy B oraz 6 pacjentow z grupy Qxugm pacjentow z innymi i sko-
lioza idiopatyczna deformacjamidgostupa (N=8: 7 pacjentek z grupy B i 1 pacjent z

grupy C).
Poziom ekspresji genu receptora estrogenowego ESR1
Srednie arytmetyczne i odchylenia standardowe poaiekspresjESR1z roz-

dzieleniem na poszczegolne grupyéniowe u pacjentdow z rozpoznaniem Sl oraz in-

nymi deformacjami kygostupa prezentuje tabela 5.9.

61



Tabela 5.9.Poziom ekspresgESR1w migsniach grzbietu dla pacjentéw ze skoliadiopatycz-
na (N=40) oraz pacjentow ze skoliozami nieidiopatyenin(N=8)

o Pacjenci ze skoliozami
Pacjenci SI (N=40) o : P
nieidiopatycznymi (N=8)

miesnie powierzchniowe  24,1x10°+15,2x10° 42,6 x10” + 46,0 x 10° 0,29

miesnie gtebokie po stronie
Gsnie BIgboKIe b 42,8%x10°+28,4x10° 30,1x10°+240x10° 0,25
wklestej

miesnie gtebokie po stronie
Gshie glebokie p 50,5x10°+543 x10° 42,9x10°+555x10° 0,25
wypuktej

wyniki przedstawiono jako $rednia * odchylenie standardowe

Poziom ekspresji genu receptora estrogenowego ESR2

Srednie i odchylenia standardowe poziomu ekspiESjR2z rozdzieleniem na
poszczegoblne grupy g#niowe u pacjentdw z rozpoznaniem Sl oraz innymbdeh-
cjami kregostupa prezentuje tabela 5.10. Istotna statystyczinica wysgpita tylko

dla grupy mgsni powierzchniowych, rycina 5.18.

Tabela 5.10.Poziom ekspresfSR2 w migsniach grzbietu dla pacjentéw ze skolidgdiopa-
tyczrg oraz pacjentow ze skoliozami nieidiopatycznymi

Pacjenci ze skoliozami
Pacjenci SI (N=40) P
nieidiopatycznymi (N=8)

mieénie powierzchniowe 15,6 x 10° £ 18,0 x 10° 31,5x10°+19,8x10° 0,0356
miesnie gtebokie po stronie
wnieslc P 20,9 x 10+ 27,7 x 10° 23,59 x10° +19,3x 10° 0,55
wklestej
miesnie gtebokie po stronie N i
wnie sl P 14,7x 10> +13,1x 107 21,9x10%+29,8x10° 0,67

wypuktej

wyniki przedstawiono jakérednia + odchylenie standardowe.
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0,051 I E—
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0,044
0041] p=0,0356 p=0,55
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0,036
oo p=0,67
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0,026
0,023
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0,018
0,015
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0,01
0,008
0,005
0,003

S| SNI S| SNI Sl SNI
m. powierzchniowe str. wklesta str. wypukfa

Rycina 5.17.Poréwnanie wzgikdnego poziomu eksprediSR2w badanych grupach génio-
wych u pacjentéw ze skoligadiopatyczmn (SI) w stosunku do pacjentéw ze sko-
liozami nieidiopatycznymi (SNI).

5.3.6. Poréwnanie poziomu eksprestSR1 z danymi klinicznymi i radiologicz-
nymi pacjentek z grupy A

5.3.6.1. Ocena poziomu ekspresji genu ESR1 w zalesci od czasu jaki uptyrt
pomiedzy wystapieniem pierwszej miesiczki a operacp

Grupe A podzielono na trzy podgrupy:

1) w pierwszej podgrupie (N=11) znalaztg piacjentki, u ktorych w chwili ope-
racji uptyrat nie wigcej niz rok od wysipienia pierwszej miegtzki (N=10)
oraz jedna pacjentka niemigszkujgca,

2) w drugiej podgrupie (N=13) znalaztgspacjentki, u ktérych w chwili operacji
uptyreto wigcej niz rok ale nie wgcej niz trzy lata od wysipienia pierwszej
mieshczki,

3) w trzeciej podgrupie (N=9) znalazhegdacjentki, u ktérych w chwili operaciji

uptyreto wiecej niz trzy lata od wysipienia pierwszej miesgtzki,
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Srednie poziomu ekspresji geESR1dla obu podgrup w trzech grupach egniowych

przedstawia tabela 5.11., a w formie graficznejngd.18.

Tabela 5.11. Srednie poziomu ekspresji geESR 1w zaleznoici od czasu, jaki uphygl pomiedzy pierw-
sz miesiczky a operag

okres od pierwszej miesigczki do operacji
grupa miesni p
<12 m-cy >12 m-cy <36 m-cy >36 m-cy
gtebokie po 54 54
5153%10°+29,9x 10° 41,5x 10 E 29,9 x 29,7 x 10 E 11,6 x 0.2
stronie wklestej 10 10
gtebokie po 54 54
67.9x10°+ 52,50 x 10° 55,8 x 10 E 75,1 x 33,3x10 E 8,14 x 0.2
stronie wypuktej 10 10
P 0,07 0,5 0,4

oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

wklesta  wypukia wklesta  wypuktfa wklesta wypukta
< 1rok od 1do3lat >3 lat

Rycina 5.18 Srednie i odchylenia standardowe poziomu ekspresjiudESR1w badanych
grupach mgsni u pacjentek z grupy A w zaleosci od czasu jaki uphat od da-
ty pierwszej miesiczki w chwili operacji.
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5.3.6.2. Ocena korelacji asymetrii ekspresji genuESR1 z katem rotacji tutowia
(KRT) mierzonym skoliometrem Bunnella na szczycietgwnego skrzywie-

nia

Nie stwierdzono istotnej statycznie korelacji pedzy wielkascia asymetrii
ekspresji genlESR1(ratio Esr1= ESRLyy/ESRLug) W migsniach getbokich grzbietu a
KRT (p=0,264 ).

5.3.6.3. Ocena korelacji poziomu ekspresji gendSR1 z wartoscia kata skoliozy

wedtug Cobba

Nie stwierdzono istotnegtatystycznie korelacji poguzy wartgcia kata Cobba
a poziomem ekspresji geliBR1w miesniach powierzchniowych (p=0,1), w ei
sniach gkbokich grzbietu po stronie widtej (p=0,5), w mgsniach gebokich grzbietu
po stronie wypuktej (p=0,7), ani wielkcg asymetrii ekspresji (p=0,6).

Po dokonaniu podziatu grupy A na dwie podgrupy Vez®sci od wartgci ra-
tio (resry) | wykonaniu ponownej analizy stwierdzon®, u pacjentow z warfoia ratio
(resr) > 1 wystpita dodatnia korelacja liniowa r=0,62, p=0,009yc{na 5.19), a u pa-
cjentow z wartéciag ratio<l wysipita silna ujemna korelacja liniowa r = -0,59,
p=0,0251 (rycina 5.20).

100

korelacja: r = 0,62; p=0,0097

kat Cobba

50 8

40
08 10 12 14 16 1,8 20 22 24 26 28 30

lEsr1 0,95 Prz.Ufn.

Rycina 5.19 Korelacja pomtdzy wskanikiem fesri (ESRy/ESRui), @ wartdcia kata Cobba u
pacjentek, u ktorychegg>1.
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korelacja: r = -0,59; p=0,02

120

110 o o

kat Cobba

50 -
0,5 0,6 0,7 08 0,9 1,0 1,1

lesr1 0,95 Prz.Ufn.

Rycina 5.20.Korelacja pomidzy wskanikiem fesr1 (ESRy/ESRw), a wartdcia kata Cobba u
pacjentek, u ktorycheggri<l.

5.3.6.4. Ocena korelacji asymetrii ekspresji genESR1 z wartoscia wspoétczynnika

ryzyka progresji (WRP)

1) Analiza korelacji pomidzy wielkascig asymetrii ekspresji gerlaiSR1 mierzon
jako stosunek (ratio) pozioméw ekspresji wegniach gebokich grzbietu po
stronie wypuktej i wkistej a wartéciami WRP nie wykazata istotéa staty-
stycznej (p = 0,7397) przy obliczeniu dla catejmyr\ (N = 33).

2) Dla pacjentek z grupy A, u ktorych ratio bytdl (N = 15) stwierdzono si4n
dodatng korelacg liniowa (r = 0,59, p = 0,02 ), rycina 5.21.

3) Dla pacjentek z grupy A, u ktérych ratio byto <(ll = 15) stwierdzono siln
ujemmy korelacg liniowa (r =- 0,69, p = 0,008 ), rycina 5.22.
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korelacja r=0,59; p=0,02

WRP

0,8 1,0 1,2 1.4 1,6 1.8 2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0

"Esr1 0,95 Prz.Ufn.

Rycina 5.21.Korelacja pomidzy wskenikiem fesri (ESRw/ESRua), @ wartdcia wspotczyn-
nika ryzyka progresji (WRP) u pacjentek, u ktoryetk,>1.

korelacja: r =-0,69, p=0,008

WRP

0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 11

FESR1 0,95 Prz.Ufn.

Rycina 5.22 Korelacja stosunku ESRJ/ESR1, (fresr) Z Wspotczynnikiem ryzyka progresji
(WRP) u pacjentek, u ktérych ratio < 1.
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5.3.7. Poréwnanie ekspresjiESR2 z danymi klinicznymi i radiologicznymi pacjen-
tek z grupy A (N=33)

5.3.7.1. Ocena poziomu ekspresji geniESR2 w zaleznosci jaki uptyn at pomiedzy

wystapieniem pierwszej miesiczki a operacp

Srednie poziomu ekspresji geBEi$R2dla podgrup pacjentek opisanych w pod-

rozdziale 5.3.6.1 w trzech grupachemiowych przedstawia tabela 5.12.

Tabela.5.12 Srednie poziomu ekspresji geBSR2w zaleznosci od czasu jaki uptys pomiedzy pierw-
sz miesiczky a operag

grupa miesni

okres od pierwszej miesigczki do operacji

<12 m-cy >12 m-cy <36 m-cy >36 m-cy P
gtebokie po 13,1x10°+12,1x | 12,8x10°+7,2x 10" 17,4x10°+ 17,2 x 0,9
stronie wklestej 10° 10°
gtebokie po 19,3x 107+ 15,3 x 12,5x10°+9,8x10° | 146x10°+17,6x10 | 0,5
stronie wypuktej 10° ’
P 0,45 0,9 0,7

oznaczenia: odch. stand. — odchylenie standardowe

Poréwnanigrednich poziomu ekspresji geBEisR2w obu podgrupach nie wy-

kazato istotnej statystyczniezmicy rycina 5.23.
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0,033
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wklesta  wypukta wklesta wypukta wklesta  wypukta
212 m-cy <12m-cy >36 <36 m-cy

Rycina 5.23 Srednie i odchylenia standardowe poziomu ekspresju@S21w badanych gru-
pach mgsni u pacjentek z grupy A w zateosci od czasu jaki uptyd od daty
pierwszej miesiczki w chwili operaciji.

5.3.7.2. Ocena korelacji poziomu ekspresji gendeSR2 z katem rotacji tutowia
(KRT) mierzonym skoliometrem Bunnella na szczycietdwnego skrzywie-

nia

Analiza korelacji pomidzy wielkasciag asymetrii ekspresji genu receptora ESR2
(ratio esr2 = ESR2y/ESRZuq) W migsniach gtbokich grzbietu a KRT nie wykazata
istotncci statystycznej (p = 0,37).

5.3.7.3 Ocena korelacji poziomu ekspresji gendleSR2 z wartoscia kata wedtug
Cobba

Nie stwierdzono istotnegtatystycznie korelacji pogdzy wartdcia kata Cobba a
poziomem ekspresji gertSR2w migsniach powierzchniowych (p = 0,11), w ¢ni
sniach gkbokich grzbietu po stronie widtej (p = 0,86), w misniach geébokich grzbie-
tu po stronie wypukitej (p=0,22), ani wiellalg asymetrii ekspresji (p=0,28).

Po dokonaniu podziatu grupy A na dwie podgrupy \ezwsci od wartdci ratio
(resr? | wykonaniu ponownej analizy stwierdzonge u pacjentéw z warfoig ratio
(resr? > 1 wyshpita silna dodatnia korelacja liniowa r=0,73, p£4Qrycina 5.24) a u

pacjentow z wartiag ratio < 1 nie wysijpita korelacja liniowa r = -0,36, p=0,27.
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korelacja: r=0,73, p=0,004

120

kat Cobba
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Rycina 5.24.Korelacja pomidzy wskanikiem fesrs (ESRy/ESRw), a wartdcia kata Cobba u
pacjentek u ktérychegri>1.

5.3.7.4. Ocena korelacji poziomu ekspresji gendSR2 z wartoscia wspotczynnika

ryzyka progresji (WRP)

1) Analiza korelacji ponidzy wielkdscig asymetrii ekspresji gertilSR2 mie-
rzorg jako stosunek (ratio) poziomoéw ekspresji wegniach gébokich grzbie-
tu po stronie wkistej i wypuktej a wartéciami WRP nie wykazata istotsa
statystycznej (p=0,2),

2) Dla pacjentek z grupy A, u ktérych ratio bytdl (N = 20) stwierdzono zna-
mienry statystycznie dodatpkorelacg liniowg r=0,47 (p=0,041),

3) Dla pacjentek z grupy A, u ktorych ratio byto <(l = 13) nie stwierdzono

znamiennej statystycznie korelacji liniowej r=-8,4p=0,11).
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6. DYSKUSJA

W prezentowanej pracy przy pomocy techniki odwrptn@nskrypcji i tacu-
chowej reakcji polimerazy DNA z anadizlosci produktu w czasie rzeczywistym, tech-
niki western blot i techniki immunohistochemiczraglentyfikowano receptory estro-
genowe ESR1 i ESR2 w komérkacheimiowych mesni grzbietu u dzieci ze skoligz
idiopatyczn, skoliozy wodzory oraz deformacjami kgostupa w przebiegu: kartowato-
sci wykrzywiajacej, zakotwiczenia rdzenia, dysplazjiegostupowo-nasadowej i dys-
plazji kostnej twarzowo-sercowo-czaszkowej. Wedidgnych uzyskanych z bazy
PubMed jest to pierwsze badanie wykazajobecn& obu typow receptoréw estroge-
nowych zaréwno na poziomie matrycowego RNA jak poaiomie biatkowym w mi
$niach grzbietu pacjentéw ze skolipliopatyczn. Dotychczas opublikowane badania,
wykazupce obecn&t receptoréw estrogenowych w tkanceséniowej misni szkiele-
towych, przeprowadzone byly na matych grupach badgeh. Lemoine i wsp. [67]
stwierdzili u 7 badanych obecstomRNA receptoréw ESR1 w giiniu piersiowym
wigkszym, mésniu naramiennym oraz géniowce macicy. Wiik i wsp. [120] zbadali
tkanke migsniowa pobram w czasie biopsji z ménia obszernego bocznego od 6 doro-
stych os6b. Przy pomocy techniki gPCR zidentyfikbwaRNA receptorow ESR1 i
ESR2, a przy pomocy techniki immunohistochemiczmgryli biatko receptora estro-
genowego ESR2. Ten sam zespot w kolejnym badarepmalipcym 12 osob zidentyfi-
kowat biatko receptora estrogenowego ESR1 wéniii obszernym bocznym [118].

Niniejsze badanie zostalo przeprowadzone na zdewmie wikszej prébie,
bowiem jej liczebn& wynosita 48 pacjentéw, w tym 41 dziewgtz 7 chtopcow. Wek-
sza liczebn& badanej proby data wksze maliwosci przeprowadzenia analizy staty-
stycznej pod em oceny iléciowej i jakagciowej ekspresji receptorOw oraz pawa-
nia ich z parametrami klinicznymi i radiologicznyopisupcymi skolioz idiopatyczn.

Z przeghdu pgmiennictwa wynika,ze jest to najwiksze pod wzgldem liczebnéci
proby badanie dotygze obecnfci receptoréw estrogenowych w tkanceeéniowej
migsni szkieletowych. Ponadto po raz pierwszy opisaueptory ESR1 i ESR2 w mi
sniach powierzchniowych i gbokich grzbietu. Kolejnym novum jestycie techniki

western blot, ktéra w powgj przytoczonych badaniach nie byta stosowana.
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Z wyijsciowej liczby 62 pacjentow, u ktorych pobieranotpry fragmenty tkan-
kowe, do ostatecznych analiz wykorzystano danekanes z bada molekularnych je-
dynie dla 48 pacjentéw. U pozostatych 14 stwierdedardzo niskie poziomy genu
referencyjnegdiPRT, co wskazuje na degradachRNA w badanej tkance giniowej
i w konsekwencji skutkuje brakiem mavosci oceny ekspresji receptorow ESR1 i
ESR2 w technice qPCR. Nalepodkréli¢, ze fakt niewykrycia receptoréw estrogeno-
wych nie jest réwnoznaczny z ich rzeczywistym beaki bowiem mRNA mize ulec
degradacji w procesie utrwalania i przechowywaniatematu tkankowego. Ponadto
podczas pobierania prébek zefmi grzbietu obserwowanaze po stronie wkistej
skrzywienia w strukturze tkanki gfiniowej wystpowato wecej elementéw wiokni-
stych, co mogto by przyczymn trudncci w izolacji catkowitego RNA. Zaobserwowane
makroskopowo zmiany w strukturze tkankicgmiowej po stronie wkistej skrzywienia
stanowity potwierdzenie zmian opisywanych w skakomliopatycznej w badaniach
histologicznych [79, 81] oraz w obraziggjowego rezonansu magnetycznego [128].

Badanie technikodwrotnej transkrypcji i qPCR unadwito ilo sciowe oznacze-
nie poziomu ekspresji receptorow estrogenowych.rMpig pacjentek leczonych opera-
cyjnie z powodu skoliozy idiopatycznej (grupa A, 38} badanie wykazato istotnie
mniejszy poziom ekspresji receptora estrogenoweg@IEw mesniach powierzchnio-
wych niz w miesniach gebokich grzbietu zaréwno po stronie wlej jak i wypukiej
skrzywienia kegostupa. W odniesieniu do receptora estrogenow&je2Hakiej rani-
cy nie stwierdzono. Zaobserwowananita w poziomie ekspresji receptora ESRE-mi
dzy misniami powierzchniowymi a gbokimi maze wynika z ich r&nej budowy hi-
stologicznej, bowiem w méniach gébokich przewaajag widkna wolnokurczliwe tle-
nowe, natomiast w rggniach powierzchniowych — widkna szybkokurczliwe [&D].
Natomiast brak rinicy w odniesieniu do receptora ESR2zmavynika z jego mniej-
szej aktywnéci transkrypcyjnej i receptora ESR1 [25]. W publikacji z 2003 roku
Wiik i wsp. podali,ze w badanym mgkniu obszernym bocznym poziom ekspresji re-
ceptora ESR1 w stosunku do ESR2 byt 180 razkswy [120]. W odranieniu od tych
autorow, w niniejszym badaniu w analizowanych gaolpmiesni grzbietu nie zaobser-
wowano istotnej statystycznieamicy w poziomie ekspresji receptora estrogenowego
ESR1 w stosunku do ESR2.

Jednym z celéw badania byta analiza symetrii elsjpreceptoréw estrogeno-
wych w misniach gebokich (wi&ciwych) grzbietu, leacych po obu stronach okolicy

szczytowej skoliozy idiopatycznej. W grupie pacgknie skolioz idiopatyczn stwier-
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dzono asymetei ekspresji obu typéw receptorow estrogenowych wgeegolnych pa-
cjentow, przy czym asymetria ta nie miata charakjednokierunkowego. U 18 pacjen-
tow poziom ekspresji ESR1 byt wgzy po stronie wypuktej, a u 15 po stronie ggke).
W odniesieniu do receptora ESR2 poziom ekspresh pacjentow byt wiszy po stro-
nie wypukitej, u 13 po wkktej, a u 5 byt symetryczny. Nalkeuzna, ze poziom ekspre-
sji analizowanych receptoréw nie wykazuje stategomr asymetrii, ktéra mogtaby by
Zwigzana z zaobserwowanymi asymetriamgsni gkbokich grzbietu wykazanymi na
podstawie badamikroskopowych [79, 81] oraz elektrofizjologicziyf4, 18, 19]. Na-
lezy doda&, ze zaznaczyta sitendencja (bez statystycznej istaitip do wyzszego po-
ziomu ekspres;ji receptoréw estrogenowych po strauyiguktej w poréwnaniu do stro-
ny wklgstej u mtodszych pacjentek, to znaczy takich, ktoyly operowane wkrotce po
pierwsze] miegiczce (w cigu 12 miesjcy). Mozna przypuszcza ze mechaniczne
przecizenie megsni strony wypukiej, ktore stanowiw pewnym stopniu mechanizm
hamupcy postp skrzywienia kggostupa, jest wksze w okresie aktywnej progresji
skoliozy idiopatycznej, w porownaniu z sytugpidzniejsz, gdy wystpuje juz stabili-
zacja skrzywienia. Dlatego logicznym wydaje:, ske aktywnd¢ migsni gicbokich
grzbietu jest bardziej asymetryczna u dzieswemtodszych nt u starszych. W niniej-
szej pracy nie bylo miiwosci przeledzenia tych zjawisk ze wzglu na wiek, w jakim
wykonywano leczenie operacyjne skoliozy. Wkg&zaci chorych nie byt to wiek czyn-
nej progresji, ale wiek po zakczonym okresie kmiecia szkieletu, co wynikato z przy-
czyn organizacyjnych w postaci ogdonego przyjmowania chorych ze skoliozio-
patyczr na leczenie operacyjne.

Analiza zalenosci miedzy wskanikiem ryzyka progresji (WRP) Lonsteina i
Carlsona a asymeidrpoziomu ekspresji receptora ESR1 wykazagayraz ze wzrostem
wartasci WRP wzrasta asymetria @lizy poziomem ekspresji receptora po stronie wy-
puktej a poziomem po stronie wekle). Stwierdzona, istotna statystycznie silna kore
cja miedzy wartgciami WRP i wskanika ratio (esry) uktada st w charakterystyczny
sposab, zilustrowany na rycinie 6.1. Najmniejszeteéai WRP wystpuja dla wska-
nika ratio=1, co odpowiada symetrycznej ekspresjeptorow. W miar oddalania si
wartcsci ratio od 1 (w miag nasilania si asymetrii ekspresji receptoréw) wzrasta war-

tos¢ WRP. Analogicza zaleznos¢ uzyskano dlada Cobba.

73



WRP kat Cobba

v

ratio lNesri= ESRWyp/ESRWk|

Rycina 6.1 llustracja zalenosci wykrytych pomédzy asymety poziomow ekspresji
receptora ESR1 a wspoéitczynnikiem ryzyka progresjidteina i Carlsona.
Minimum wartgci wspétczynnika WRP wyspuje dla symetrycznej eks-
presji receptora (ratio=1). Analogiczmaleznos¢ uzyskano dladta Cobba.

O tym, ze zaobserwowana asymetria ekspresji receptora BER4 by¢ efektem rani-
cy w obchzeniach mechanicznych, ktérym poddawapensesnie znajdujce st po
dwoch stronach skrzywienia dgostupa,swiadcz badania nad zmianami sygnalizacii
biochemicznej komorki pod wptywem sit mechaniczny88, 54], ktére mog poleg&
na efekcie tak zwanej mechanotransdukcji. Zjawigkonaze zachodzi w komaérkach
migsniowych i polega na zamianie energii mechaniczrepygnaty chemiczne, ktére
mog powodowa modyfikacg ekspresji niektérych genow, w tym geB&R1 Donie-
sien na ten temat wygbowania zjawiska mechanotransdukcji we¢niach grzbietu w
kontekscie deformacji kggostupa nie znaleziono, co zach do podejmowania dal-
szych bad& Dotychczasowy stan wiedzy nie pozwala na jednczma stwierdzenie
czy opisane zmiany mgcharakter pierwotny czy wtérny w stosunku do rqajycej
sie deformacji rosgcego kegostupa.

W grupie dziewcat, u ktorych w chwili operacji uptyto wigcej niz trzy lata
od wystpienia pierwszej miestzki, stwierdzono riiszy poziom ekspresji receptorow
ESR1 w m¢sniach powierzchniowych i gbokich grzbietu, w poréwnaniu z gapa-

cjentek, u ktorych nie uptghrok od wysgpienia pierwszej miegtzki, przy czym ra-
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nica dla mg¢sni powierzchniowych grzbietu egineta wymagany poziom statystyczne;j
istotndici (p=0,03). Zaobserwowana i omoéwiona paejytendencja polegsta na wy-
szym poziomie ekspresji geftSR1po stronie wypukiej i wklestej w grupie dziew-
czat mtodszych (mniej i 1 rok po pierwszej miegizce) zanikata w grupie dziewgtz
starszych* 3 lata po pierwszej miagizce) i nie jest jasne, czy opisanenigée pozio-
mu ekspresji receptora ESR1 zaled wieku czy té powigzane § z progresuycym
skrzywieniem kggostupa. Wswietle sprzecznych doniesiena temat zawarfoi estro-
genow w surowicy dziewat z mtodziéiczg skolioz idiopatyczi [98, 64], zmiany w
poziomie ekspresji receptorow estrogenowych wsnmiach grzbietu mogtyby ttuma-
cz\¢ przyspieszenie progresji skoliozy w okresie poawibwym.

Nie stwierdzono korelacji radzy wielkaicig kata rotacji tutowia mierzonego
skoliometrem Bunnella a wielkoia asymetrii ekspresji receptorow estrogenowych,
mimo ze taka korelacja wygpita dla kyta Cobba i wspétczynnika WRP. Wiadonze,
na wczesnych etapach rozwoju skoliozy idiopatycavapstowi wartéci kata Cobba
towarzyszy roéwnolegty wzrost wad kata rotacji tutowia [63]. Natomiast przy du-
zych wartgciach lkgta Cobba (powiej ok. 60°) nie obserwujecsjuz dalszego, rowno-
legtego wzrastania waldoi kata rotacji tutowia, bowiem nasilagcszjawisko torsji ke-
gostupa i torsji klatki piersiowej, ktore ma chaekprocesu skierowanego w steon
przeciwry do wygciowego kierunku rotacji osiowej ¢gow i zeber [62]. W badanej
grupie weksza¢ pacjentek charakteryzowatae sivysokimi wartgciami kata Cobba
(powyzej 70°), co mae wyjania¢ brak wysspienia korelacji dla KRT przy istnieniu
korelacji dla kta Cobba.

W dostpnym pémiennictwie znaleziono dwa badania o podobnej kaksji
metodologicznej jak badanie przeprowadzone dlazpbtmniniejszej pracy. Przedmio-
tem tych badabyta asymetria ekspresji takich czynnikéw jak kathalina, melatonina
i receptory melatoninowe w ggniach gébokich grzbietu pacjentéw ze skolipiliopa-
tyczmg. Acaroglu i wsp. [1] w grupie 20 pacjentow (18ealmczt i 2 chiopcdw) stwier-
dzili istotnie statystycznie wkszy poziom kalmoduliny w méniach przykegostupo-
wych po stronie wypuktej skoliozy w poréwnaniu zpomem po stronie wiktej. Jed-
noczea&nie nie potwierdzili podobnej asymetrii dla melatgn Wczeniejsze déwiad-
czenia na modelu zwieggym wskazywaty na zwrek niedoboru melatoniny z rozwo-
jem i progresj skoliozy [74]. Jednate badania u chorych na skolgoliopatyczm nie
wykazaty obntonych poziomow melatoniny w surowicy [10] i ¢gbmiach grzbietu [1].

O ile poziom melatoniny w raéniach po obu stronach skrzywienia nie wykazywat
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asymetrii [1], badania nad receptorami melatoninowyrzyniosty zgota odmienne
wyniki. Qiu i wsp. [96] stwierdzili u 20 pacjenté{®7 dziewcat i 3 chtopcdw) ze sko-
liozg idiopatyczm wyzszy poziom ekspresji receptora melatoninowego yqugiego
(MT2) w gkebokich mesniach grzbietu po stronie widtej w poréwnaniu ze strgrwy-
pukla. W niniejszej pracy wykazano korelaayartaici kata Cobba oraz wspotczynnika
WRP ze stopniem asymetrii ekspresji receptora gstrowego ESR1. Nie udowodnio-
no istotnej statystycznie jednostronnej przewagpedsji receptora po stronie wglej
badZ wypuktej. Brak zgodnéai wynikow bada Qiu i wsp. nad asymefrreceptora me-
latoninowego MT2 i badawtasnych nad asymedrreceptorow estrogenowych ESR1 i
ESR2 mae swiadczy o r&enej odpowiedzi komorek rdni giebokich grzbietu na ob-
cigzenia mechaniczne pojawiae s¢ w skoliozie idiopatycznej. Mma te przypusz-
cza, ze podczas gdy w osteoblastach obserwujeksiyzowanie drog sygnatowych
melatoniny i estrogenow [68], to w komdrkachegniowych wystpuja prawdopodob-
nie inne, bardziej zlmne oddziatywania. Warto nadmiénie w niniejszej pracy roz-
szerzono zakres batda poréwnaniu do badaQiu i wsp. oraz Acaroglu i wsp. poprzez
wiaczenie grupy powierzchniowych eni grzbietu oraz przezzycie trzech niezale
nych technik molekularnych identyfikygych receptory estrogenowe.

Interesugcym zagadnieniem, t@cym jednak poza zasadniczym tematem niniej-
szej pracy, jest polimorfizm genow receptorow egrmowych ESR1 i ESR2. Dotych-
czas zidentyfikowano jednonukleotydowe zmiany seiajig(SNP) w obgbie genow
kodujcych receptory ESR1 i ESR2. Stwierdzom® niektére SNP (Xbal, @K) gendw
ESR1 i ESRPhog by¢ zwigzane z podwiszonym ryzykiem zachorowania na skoéioz
idiopatyczny [33, 123, 126]. Zdaniem autorow tych doniésimpisane polimorfizmy
mogtyby skutkowa zmiary struktury i wiadciwosci niektorych receptoréw estrogeno-
wych i mig udziat w patogenezie skoliozy idiopatyczne.

W badaniu immunohistochemicznym zaobserwowano ekgpeceptora estro-
genowego ESR1 nie tylko wdrze komoérki, lecz rowniew btonie komorkowej. Mae
to wskazywad na obecn& zakotwiczonych w btonie komdrkowej klasycznycheagto-
row jadrowych. Taka lokalizacja receptorow w komorkackdmiowych mgsni szkie-
letowych sugeruje niiwo$¢ dziatania estrogenéw na drodze mechanizmu niegenow
go. Ponadto wskazujegsha maliwe istnienie rodzaju receptora estrogenowegamzwi
zanego z btonowym biatkiem G, oklanego niekiedy jako tak zwany trzeci receptor
estrogenowy (GPR30) [88]. Miatby on rowniaczestnicz§ w niegenomowym Sposo-

bie oddzialywania estrogenéw na komorki, ktéregoykladem jest wspomniana wcze-
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$niej interakcja estrogenow i melatoniny. Wydaje, se ocena poziomu ekspres;ji re-
ceptora GPR30 mogtaby stanéwienne uzupetnienie przeprowadzonych hawéa-
snych.

Przeprowadzone badania immunohistochemiczneantgg przyczynkiem do
rozwazania roli receptoréw estrogenowych znajdych sé w migsniach gebokich
grzbietu poza samymi wtoknami gdhiowymi, to znaczy wsrodbtonku nacziy wtoso-
watych megsni. W jagdrach komorkowych komérek endotelialnych kapilaajdnj si¢
receptory ESR1, i jak wykazaty badania Wiik i wapog one stanowi 25% wszyst-
kich pozytywnie wybarwionychafler komorkowych badanej tkanki ¢aniowej [118].
Sie¢ naczyh wlosowatych tkanki mggniowej jest dobrze rozbudowana, szczegdlnie w
migsniach intensywnie pracagych [75, 43]. Lokalizacja receptorow estrogenowych
komorkach endotelialnych jest istotna, gdyomorki te § zroédiem medzy innymi
czynnika wzrostuérodbtonka naczy (VEGF). Rezultatem dziatania tego czynnika jest
wzrost ukrwienia mgsnia, a co za tym idzie wzrost jego sity [43]. Gexdijgcy VEGF
zawiera w swoim regionie miejsce, do ktorego mezép sie receptory ESR1 i ESR2,
a dodatkowo wzrostowi poziomu ekspresji gerne®R1i ESR2w tkance mgsniowej
poddanej obgizeniu mechanicznemu towarzyszy wzrost poziomu ekggyenu VEGF
[121]. Mozna zatem przypuszcogzaze receptory estrogenowe stymalwy mechanizmie
genomowym powstawanie VEGF w komorkaectdbtonka naczy tkanki mesniowej,

a co za tym idzie, stymulyjwzrost sity mesniowej. W swietle powyszych zalenosci
identyfikacja receptoréw estrogenowych w komoérkaaigsni giebokich grzbietu pa-
cjentek chorych na skoligzdiopatycza maze przybliy¢ do zrozumienia ztmnych

mechanizmdw tworzeniagsi progresji skoliozy.
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7.WNIOSKI

1. Za pomog trzech niezatenych technik: (a) reakcji odwrotnej transkrypcjahcu-
chowej polimerazy DNA z analizilosci produktu w czasie rzeczywistym, (b) we-
stern blot i (c) immunohistochemicznej potwierdzastmecnéé receptoréw estro-
genowych ESR1 i ESR2 w mdniach gtbokich i powierzchniowych grzbietu u
chorych ze skoliog idiopatyczn. Przeprowadzone badania uttiity ilo sciowe
okreslenie poziomu ekspresji receptoréw estrogenowycRESESR2 w badanych
tkankach.

2. W migsniach gebokich wystpuje wickszy poziom ekspresji receptora estrogeno-
wego ESR1 i w migsniach powierzchniowych. Podobnej zalesci nie stwier-
dzono dla receptora estrogenowego ESR2.

3. W badanych mniach nie wysipuje r&nica w poziomie ekspresji poatizy re-
ceptorem ESR1 i ESR2.

4. W miegsniach gebokich grzbietu wyspuje asymetria ekspresji receptorow estroge-
nowych ESR1 i ESR2 . U efi pacjentek ekspresja receptorow estrogenowych
byla wicksza po stronie wkbtej skoliozy, a u a&ci po stronie wypukiej. Wpro-
wadzenie wspétczynnika ratiogfii iresr) umazliwito ilo sciowe okrélenie stop-
nia asymetrii.

5. Wystepuje istotna statystycznie zafei¢ pomiedzy stopniem asymetrii poziomu
ekspresji receptorow estrogenowych ESR1 i ESR2rtoses kata Cobba i wspot-
czynnikiem ryzyka progresji. Oba te parametry prayjvaty najmniejsg wartas¢
w przypadku symetrii ekspresji receptoréw estrogeyul a wzrastaty w miar

zwigkszania si asymetrii.
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9.STRESZCZENIE

Skolioza idiopatyczna (SI) jest rozwojowym zniekdeeniem kggostupa i tutowia cha-
rakteryzugcym sk strukturalnym, bocznym i rotacyjnym skrzywieniemdostupa. Sl pojawia
si¢ i ulega progresji gldwnie u dziewgzw trakcie dojrzewania ptciowego. Pomimo licznych
bada etiopatogeneza skoliozy idiopatycznej pozostajezmana. Misnie grzbietu leace
wzdhwz kregostupa (mgsnie gkbokie, wigciwe grzbietu) maj funkcje miesni posturalnych,
zdolnych do diugotrwatych wysitkow, rozwipgych stosunkow niewielky site, 0 matej szyb-
kosci skracania siwltokien, wysokiej kapilaryzacji i niskiej zawa#tm glikogenu. Asymetei w
aktywnaici miesni glebokich grzbietu u chorych z SI stwierdzono w badeahielektromiogra-
ficznych i rezonansu magnetycznego.

Estrogeny,zenskie hormony ptciowe, hamujprzebudow tkanki kostnej zapewnigg
prawidtowy stosunek porgilzy tworzeniem i resorpgitkanki kostnej. Wysgpienie pierwszych
trzeciorzdowych cech piciowych pod postagowickszenia gruczotow sutkowych dziewczy-
nek (S2 w skali Tannera), unane przez Duval-Beaupere za punkt zwrotny w przebgko-
liozy idiopatycznej, zapoatkowujacy okres szybkiej progresji, zbiegg i pierwszym zauwa-
zalnym wzrostem gtenia estradiolu w osoczu. KwesBporm pozostaje, czy stenia hormo-
nu w tym okresie u pacjentek z mtodme, skolioz idiopatyczm rozniag si¢ od stzen u 0sob
zdrowych.

W organizmie cziowieka wygpuja dwa typy receptorOw estrogenowych: pierwszy
(ESR1), zwany tate receptorem alfa i drugi (ESR2) zwany receptoreta.lEfektem dziatania
estrogendw poprzez receptory estrogenowe jest akfgwekspresji genu. Wiadomag w mi-
$niach szkieletowych wygpuja oba typy receptorow. W depinym pgmiennictwie nie znale-
ziono prac stwierdzagych wystpowanie receptoréw estrogenowych wgéniach grzbietu ani
prac wizacych asymets wystepujace w skoliozie idiopatycznej z poziomem ekspresji@v

receptoréw estrogenowych.

Zatozenia pracy

Zaktada s}, ze w obebie komorek mgsni grzbietu chorych ze skoligzdiopatyczna
istniejs receptory dla estrogendéw orag maze wystpowa réznica poziomu ekspresji genow
receptoréw estrogenowych pamzy poszczegdlnymi grupami gdhiowymi. Ponadto zaklada
sie, ze opisane rinice poziomu ekspresji gendw receptoréw estrogenbwyog skutkowa
réznica, na przyktad asymetyi w zakresie funkcjonowania esni glebokich grzbietu i w ten

sposOb przyczyniasic do powstania lub rozwoju skoliozy idiopatyczne;j.
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Cele pracy

Celem pracy byto: (1) Potwierdzenie obegiaeceptorow estrogenowych trzema nie-
zaleenymi technikami: (a) reakcji odwrotnej transkrypcji tancuchowej polimerazy DNA z
analiz ilosci produktu w czasie rzeczywistym (QPCR), (b) aaalvestern blot i (c) immunohi-
stochemicza z jednoczesnym ikziowym okréleniem poziomu ekspresji genow receptorow
estrogenowych w badanych gimiach. (3) Zbadanie ekspresji gendéw receptoréwogstro-
wych w mgsniach wigciwych grzbietu (gibokich, przykegostupowych) w poréwnaniu do
miesni powierzchniowych (mgisni obreczy kaiczyny gornej). (4) Porownanie poziomu ekspre-
sji genuESR1do poziomu ekspresji geriSR2.(5) Poréwnanie symetrii ekspresji gendw re-
ceptorow estrogenowych to znaczy poziomu ekspvesjiicsniach gebokich strony wigste; i
strony wypuktej skoliozy. (6) Zbadanie zwku pomédzy poziomem ekspresji gendw recepto-
row estrogenowych w rniach grzbietu a wybranymi parametrami klinicznymadiologicz-

nymi skoliozy.

Materiat

Zbadano 48 chorych leczonych operacyjnie wbier kiegostupa w Klinice Ortopedii i
Traumatologii Dziecicej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w latach820®011. Wy-
rozniono trzy grupy chorych: 33 dziewga operowane z powodu skoliozy idiopatycznej, (gru-
pa A, wiaciwa grupa badawcza), 8 dziewtieczonych operacyjnie z powodu innyck sko-
lioza idiopatyczna schoraiekregostupa lub reoperowanych z powodu skoliozy idigpziej
(grupa B) oraz 7 chtopcow operowanych z powodunyoh deformacii kggostupa, (grupa C).
Srednia wieku pacjentek w grupie A wynosita 15l@nies. = 26 mies. Rozpoznano skotioz
idiopatyczra miodziencza (AIS) u 11 dziewczynek i skoli@zo wczesnym pogatku (EOIS) u

22 dziewczynek.

Metodyka

U wszystkich chorych wykonano badanie klinicznegiobbgiczne i molekularne.
Wszyscy chorzy przeszli operadjregostupa z dogpu tylnego z ayciem implantéw kggostu-
powych. Badania molekularne zostaly wykonane nastamde materiatu tkankowego ¢ani
przykregostupowych pobranego w czasie operacji. Na proemidzbada uzyskano zgogKo-
misji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym wzRaniu.

Badanie ortopedyczne sktadate sibadania podmiotowego, ktére obejmowato wywiad
oceniajcy przebyte choroby, wygtowanie skolioz w rodzinie i dapierwszej miesgiczki, oraz
badania przedmiotowego obejrgcggo ocet kompensacji tutowia za pomeionu i pomiaru

kata rotacji tutowia skoliometrem Bunnella.
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Badanie radiologiczne polegato na pomiarzekCobba i ocenie dojrzala kostnej w
skali Rissera na radiogramach calegegkstupa wykonanych na diugich kliszach w pozycji
stojgcej w projekcji przednio-tylnej. Obliczono tak wspotczynnik ryzyka progresji skoliozy
(WRP) wedtug wzoru podanego przez Lonsteina i Gads

Do bada molekularnych pobrano trzy fragmenty tkankiegniowej, o wielkéci okoto
lcn? kazdy, w tym dwa z misni giebokich grzbietu na poziomie szczytu skrzywienia $po-
nie wklestej i wypuktej) oraz jeden z wfini powierzchniowych grzbietu.

W celu oceny poziomu ekspresji gendw receptoraogsirowego ESR1 posiono sé
technily reakcji odwrotnej transkrypcji i f@uchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywi-
stym (gPCR) z zastosowaniem sond hydrolieygh TagMan. Ocenpoziomu ekspresji recep-
tora ESR2 wykonano w technice qPCR SYBRGreen armgogroduktu reakcji potwierdzano
przez rozdziat elektroforetyczny. Wykonano badamimunohistochemiczne, a po izolacji eks-
traktéw biatkowych z pobranych tkanek wykonano lréglavestern blot celem potwierdzenia
obecndci biatek receptorow ESR1 i ESR2.

Nastpnie obliczono: (1) wzghny poziom ekspresji geno®wSR1i ESR2dla kadej z
trzech lokalizacji, (2¥redna ekspresj gendw w mgsniach gebokich, (3) stosunek (ratio) po-
ziomu ekspresji gendéw w giiniach strony wypukiej do strony widtej.

Wyniki porbwnano z parametrami klinicznymi i poddaanalizie statystyczne;.

Wyniki
W grupie A pion spuszczony z wyrostka kolczystegbpadat centralnie na szpgpo-
sladkowg u 7 pacjentek, u 7 padat w stgolews (od 1 do 6¢cm ), a u 19 w stroprawg (od 0,5
do 3cm). Kt rotacji tutowia mierzony skoliometrem Bunnellgnosit od 8do 30. Kat Cobba
skrzywienia gtéwnego wynosit od 5@o 114. Wartgi¢ wspétczynnika WRP wyniosta 4,4 +
1,7.
Obecnd¢ produktu reakcji iléciowej PCR (gPCR) potwierdzono dlazkiej probki tkan-
ki miesniowej. Analiza poziomow ekspresji receptorow ESEEBR 2 wykazataze:
1) poziom ekspresjeSR1w migsniach powierzchniowych byt wgzy w stosunku do po-
ziomu ekspresji w ngkniach gebokich grzbietu u wszystkich pacjentéw, (p=0,006),
2) poziom ekspresjfeSRIw migsniach gkbokich grzbietu u wszystkich pacjentéw pemi
dzy strory wklesta a wypukh nie r&nit sic w sposoéb istotny statystycznie (p>0,05),
3) poziom ekspresjESR2wyznaczony dla wszystkich badanych pacjentow ni&amst
znamiennych statystyczniezic pomedzy badanymi grupami gini (p>0,05),
4) w grupie pacjentow A poziom ekspreBSRIv migsniach powierzchniowych byt zna-
miennie nkszy niz w migsniach gebokich zaréwno strony wistej (p<0,05) jak i stro-

ny wypuktej (p<0,01),
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5) w grupie pacjentow A poziom ekspreBfpR1w migsniach gebokich po stronie wypu-
ktej byt wickszy niz po stronie wkistej, jednak rénica nie byfa istotna statystycznie
(p>0,05),

6) wzgledny poziom ekspresESR1w migsniach powierzchniowych pogudzy grupami
A, B i C rénit sie¢ w sposob istotny statycznie p=0,049 a poziom @&sgESR1u pa-
cjentébw grupy C (chtopcéw) byt znamienniezsiy niz u pacjentdw grupy A i B
(dziewcat) (p<0,05),

7) nie stwierdzono statystycznie istotnychimi@ poziomu ekspresji gerfiSR2pomicdzy
badanymi grupami naéni (p=0,4),

8) poziom ekspresjeSR2pomidzy grupami A, B i C rénit sie w sposéb istotny staty-
stycznie w odniesieniu do i powierzchniowych (p=0,027) oraz ebbkich
(p=0,028),

9) znamiennie wiszy byt poziom ekspresfiSR2u pacjentéw grupy B niu pacjentow
grupy A i C, a ranice srednich poziomu ekspresji receptora ESR2 gday grupami
A'i C nie byly istotne statystycznie (p>0,05),

10) istotry statystycznie rinice pomidzy poziomami ekspresji ESR2 ¢fmi powierzch-
niowych u pacjentow z Sl i innymi rozpoznaniami Qp&35),

11) stwierdzono wiksz ekspresj genuESRIw migsniach powierzchniowych dziewgtz u
ktorych uptyrety wiecej niz dwa lata od pierwszej migszki w poréwnaniu z grup
dziewcat u ktérych nie uptygt rok od wystpienia pierwszej miestzki,

12) u pacjentek z wartgia ratio receptora ESR% 1 wystpita silna dodatnia korelacja li-
niowa pomgdzy ratio a ktem Cobba, r=0,62 (p=0,0097),

13) u pacjentek z warfgia ratio receptora ESR1< 1 wyptta silna ujemna korelacja li-
niowa medzy wartdciami kata Cobba a ratio, r = -0,59 (p=0,0251),

14)u pacjentek z wartaia ratio receptora ESR1 1 stwierdzono sikpdodatny korelacg
liniowa pomidzy wspoétczynnikiem WRP a ratio, r=0,59 (p = 0,02),

15) u pacjentek z wartaia ratio receptora ESR1 < 1 stwierdzono silifemry korelacg li-
niowa pomkdzy wspoétczynnikiem WRP a ratio r = - 0,69 (p=0,008

16) u pacjentek z grupy A, u ktorych ratiol, stwierdzono dodatpkorelacg liniowa po-
mi¢dzy ratio dla receptora ESR2 a WRP, r = 0,47 (p4D,0
Badanie technikwestern blot wykonane dla 10 losowo wybranych gratelk wykazato

we wszystkich badanych prébkach tkankésniowej obecnéé biatkowych receptoréw estro-
genowych ESR1 i ESR2 o wieli@ odpowiednio 66 i 67 kDa.
Badanie immunohistochemiczne wykonane dla 10 losewlaranych pacjentéw wyka-

zato obecn& receptoréw estrogenowych ESR1 i ESR2 w tkanegmawej.
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Whnioski
Za pomog trzech niezalmnych technik: (a) reakcji odwrotnej transkrypcjancuchowej
reakcji polimerazy DNA z analzilosci produktu w czasie rzeczywistym, (b) western blot
(c) immunohistochemicznej potwierdzono obe&nececeptoréw estrogenowych ESR1 i
ESR2 w mgsniach gkbokich i powierzchniowych grzbietu u chorych ze Igkey idiopa-
tyczm. Przeprowadzone badania uilvity ilo sciowe okrélenie poziomu ekspres;ji recep-

torow estrogenowych ESR1 i ESR2 w badanych tkankach

. W migsniach gkbokich stwierdzono wkszy poziom ekspresji receptora estrogenowego

ESR1 nk w migsniach powierzchniowych. Podobnej zaiesci nie stwierdzono dla recep-

tora estrogenowego ESR2.

. W badanych miniach nie stwierdzono #éicy w poziomie ekspresji pogdzy recepto-

rem ESR1 i ESR2.

Stwierdzono asymetriekspresji receptoréw estrogenowych ESR1 i ESR2 igéniach
glebokich grzbietu. U agci pacjentek ekspresja receptoréw estrogenowych Wwgksza
po stronie wigstej skoliozy, a u a&ci po stronie wypukitej. Wprowadzenie wspoétczynnika
ratio (fesr1 ifesry) Umazliwito ilo sciowe okrélenie stopnia asymetrii.

Stwierdzono istotp statystycznie zaimos¢ pomiedzy stopniem asymetrii poziomu ekspre-
sji receptorow estrogenowych ESR1 i ESR2 a waiddata Cobba i wspoétczynnikiem ry-
zyka progresji. Oba te parametry przyjmowaty nagjsm wartas¢ w przypadku symetrii

ekspresji receptoréw estrogenowych a wzrastaty aremawickszania si asymetrii.
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10.ABSTRACT

Idiopathic Scoliosis (IS) is a deformity of the spiand trunk. It is characterized by structural,
lateral and rotational curvature of the spine. pditic scoliosis develops and progress in girls
during puberty. Deep paravertebral muscles prebenability to maintain the erect body posi-
tion. These muscles are capable of performing lasting physical effort and they have very
good blood supplies by number of small capillarMsiscle fibers have also low glycogen lev-
els. Electromyography and nuclear magnetic resanahow asymmetry in shape and activity
of deep paravertebral muscles.

Estrogens, female sex hormones, suppress bonaleding and provide correct rela-
tionship between bone formation and resorptiorstklevation of estrogen blood concentration
appears during puberty and it correlates with raggioliosis progression. Studies on levels of
circulating estrogens in girls with idiopathic sosis and healthy girls are inconsistent.

There are two known human estrogen receptorogesirreceptor 1 (ESR1) previously
called “alpha” and estrogen receptor 2 (ESR2), ipusly called “beta”. Both receptors have
transcriptional activity and both were identifiedmuscle tissue. There is no surveys concern-
ing presence and asymmetrical expression of estroggeptors in back muscles of girls with

idiopathic scoliosis.
Study assumptions

Estrogen receptors are present in back muscle akligls with idiopathic scoliosis. There is
significant difference between level of estrogecemors genes expression in superficial and
deep paravertebral muscles. There is correlatiowdsn asymmetrical estrogen receptors ex-

pression and clinical and radiological parameters.

Aims of the study

The aim of this study was: (1) confirmation of eg&n receptors presence with three independ-
ent tegniques: quantitative polymerase chain reacfb) western blot technique, (c) immuno-
histochemistry and quantitative evaluation of egtroreceptor expression in harvested muscle
tissue samples.(2) Investigation of estrogen recepjenes expression in deep paravertebral
muscles in comparison to superficial muscles (messof the shoulder girdle). (3) Comparison
of ESR1 gene expression level to ESR2 gene expresésiel. (4) Comparison of estrogen re-

ceptors expression level in deep paravertebral imust concave side of the curve to convex
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side. (5) Investigation of connection between lesklkestrogen receptors expression in back

muscles with selected clinical and radiologicalapaeters.
Material

The study consist of 48 patients who underwentepmstspinal surgery in Department of Pedi-
atric Orthopedics and Traumatology University ofdit&l Sciences in Poznan between 2008 —
2011. All patients were examined. There were tigreeips of patients: 33 girls with idiopathic
scoliosis (group A — proper study group), 8 girihwdiagnosis other than idiopathic scolisis or
with idiopathic scoliosis who underwent anothemguy (group B) and 7 boys with the different
spinal problems who underwent posterior spinal eyrgAvarage patients age in group A was
15 years and 6 months + 26 months. The adolesdepiaithic scoliosis (AlS) was diagnosed in
11 girls and early onset idiopathic scoliosis (EQi@as diagnosed in 22 girls.

Methods

The clinical examination, radiological examinatiand molecular analysis were performed in
each patient, who underwent posterior spinal syrggth spinal implants application. The mo-
lecular tests were performed on paravertebral musssue samples harvested during spinal
surgery. Bioethical approval was obtained.

Orthopaedic examination consists of: (1) interviehich concerned previous diseases,
menarche and development of scoliosis in the familg (2) clinical examination, including
trunk compensation and angle of trunk rotation sssent with Bunnel's scoliometer.

Radiological examination consist of Cobb’s angleasurement and bone maturity
evaluation based on Risser sign. All radiographs mrade on long films in standing position in
anterior — posterior projection. The Lonstein —I&€ar's progression risk factor was calculated.

For molecular tests three muscle samples %higwere harvested. Samples were taken
from deep paravertebral muscles on concave ancegaite (2 samples) at the apical level and
one sample from superficial muscles.

Quantitative polymerase chain (QPCR) reaction WityMan hydrolysis probes was
used to assess estrogen receptors 1 gene expreSsalnation of estrogen receptor 2 gene
expression was made with gPCR SYBRGreen teqgnigdigrotduct concordance was confirmed
with electrophoretic separation. After protein &mn from tissue samples, western blot and
immunohisochemistry were made to confirm ESR’sgiropresence.

Following calculations were made: (1) levels ofRFlSand 2 gene expression for each

localization, (2) average genes expression in geeavertebral muscles, (3) level of expression
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ratio convex to concave side. Results were compaitidclinical data and statistical analysis

was performed.

Results

In group A plumb line dropped down centrally ontghl cleft in 7 patients, on the left to gluteal

cleft in 7 patients (from 1 to 6¢cm) and on the tighgluteal cleft in 19 patients. Trunk rotation

angle was 5 to 30. Cobb’s angle of the main thoragive was from 50° to 114°. Progression

risk factor was 4,4 + 1,7.

Each sample reveal presence of qPCR product. Asalyfs estrogen recptors expression

showed:

1) estrogen receptor 1 expression level was s@amifly higher in superficial muscles than in
deep paravertebral muscles (p=0,006)

2) there was no difference between levels of ESRA BSR2 genes expression in deep
parvertebral muscles on convex and concave side

3) there was no difference between level of ESRiegepression and level of ESR2 gene ex-
pression in deep and superficial muscles

4) in group A level oESR1gene expression in superficial muscles was sigaifly lower than
level of expression in deep paravertebral musge8,01)

5) in group C level oESR1gene expression in superficial muscles was siarifly lower than
level of expression in superficial muscles in gréuand B (p<0,05)

6) level of ESR2 gene expression in patients irugrB was significantly higher than level in
group Aand C

7) there was no difference between levels of ESfehe expression in superficial and deep
parvertebral muscles in patients with idiopathiolissis and patients with other spinal de-
formation.

8) level of ESR2 gene expression in superficial ctassof patients with idiopathic scoliosis was
significantly higher than level in superficial miess of non-scoliotic patiens (p=0,035)

9) there was no correlation between ESR1 and ESR2(ESRL1 ratio = ESRdwe/ESRXoncavd
and trunk rotation angle

10) patients with ESR1 ratiel had strong positive correlation between ESRD ratid Cobb’s
angle

11) patients with ESR1 ratio <1 had strong negatoreelation between ESR1 ratio and Cobb'’s
angle

12) patients with ESR1 rati®l had strong positive correlation between ESRD ratid pro-

gression risk factor
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13) patients with ESR1 ratio <1 had strong negatweelation between ESR1 ratio and pro-
gression risk factor

14) patients with ESR2 ratiel had strong positive correlation between ESR® ratid Cobb’s
angle

15) patients with ESR2 ratiel had strong positive correlation between ESRD ratid pro-
gression risk factor

16) level of ESR1 gene expression in superficiabetai of girls who were 2 years after menar-
che was significantly higher than level in groupofs who were less than 12 months after

menarche

Western blot analysis, performed on tissue sampésgined from 10 randomly chosen pa-
tients, revealed presence of estrogen receptod 2 grotein in all samples. Size of the protein
was 66kD and 67kD respectively.

Immunohisochemical reaction performed on tissuepsesrobtained from 10 randomly cho-

sen patients revealed presence of estrogen resdpir1l and 2 in the muscles.
Conclusions

1. Three independent techniques: (a) quantitative mpeigse chain reaction (b) western
blot analysis and (c) immunohistochemistry confidnpeesence of estrogen receptors 1
and 2 in superficial and deep paravertebral mustfigsmtients with idiopathic scoliosis.
Analysis allowed to quantitativly evaluate levelestrogen receptors ESR1 and ESR2.

2. Level of estrogen receptor ESR1 expression in gegpvertebral muscles was higher
than level of ESR1 expression in superficial muscle
There was no difference in expression levels abgsn receptor ESR1 and ESR2.
There was asymmetrical expression of both ESRIESRI2 estrogen receptors in deep
paravertebral muscles. Some patients had higheessipn on convex side of the curve
and some had higher expression on concave side @urve. Introduction of ESR1 and
ESR2 ratio allowed quantitative evaluation of asygtmnlevel.

5. There was significant correlation between levekstrogen receptors expression asym-
metry and two radiological parameters: Cobb’s armglé progression risk factor. Both
parameters had the smallest values when there evagpression asymmetry (ESR ratio

= 1) and they increased parallel with increasexpf@ssion asymmetry.
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SPIS RYCIN

Rycina 1.1.

Rycina 1.2.

Rycina 1.3.

Rycina 3.1.

Rycina.3.2

Rycina 4.1.

Rycina 4.2.

Rycina 4.3.

Rycina 4.4.

Rycina 4.5.

Rycina 4.6.

Rycina 4.7.

Schemat budowy receptorow estrogenowAuth — kolejne domeny recepto-
ra;
AF-1 - fragment odpowiedzialny za aktywacja traypkji niezaleng od li-
ganda; AF-2 — fragment odpowiedzialny za aktywagnskrypcji zalena od
przylaczenia liganda; DNA — domenaaijca DNA; H — rejon zawiasowy,
LIGAND — miejsce przydczenia liganda.

Zmiany iléci wydalanych w moczu estrogendw u kobiet w zadéci od
wieku. Schemat wedtug Hyde i Delamater, we wlasmajlyfikacji [48].

Schemat budowyedni powierzchownych (A) i glbokich (B) grzbietu:
1 — misien czworoboczny, 2 — resien najszerszy grzbietu, 3 — ¢ggien
prostownik grzbietu. Zmodyfikowane.

Liczba pacjentek z poszczegolinymi tyipsreywien wg Lenke [67a].

Procentowy udziat podgrup pacjentek wgdizasu jaki uphat pomicdzy
pierwsz miesiczkg a dad operacji.

Cegstas¢ wystepowania progresji u chorych na Sl (w procentaclzaleznosci
od wielkasci wspotczynnika ryzyka progresji; schemat na padgt badania
Lonsteina i Carlsona [71], zmodyfikowany.

Miejsce pobrania tkanki z esmi glebokich grzbietu po stronie wistej
skrzywienia.

Miejsce pobrania tkanki z ¢dmi gicbokich grzbietu po stronie wypuklej
skrzywienia.

Miejsce pobrania tkanki zemi powierzchniowych grzbietu.

Poziom pobrania tkankiggniowej z mesni giebokich grzbietu do
bada histochemicznych i molekularnych.

Krzywe amplifikacji genu metabolizmudstawowego HPRT dla reakcji
uzytej do oceny poziomu ekspregBR1przy pomocy sond hydrolizagych
(rycina A) i dla reakcji SYBR Green wykonanej dizeay poziomu ekspresji
ESR2(rycina B).

Krzywe topnienia dla produktéw gelB8R2(A) oraz genu referencyjnego
HPRT (B) pacjentki P.W. Oznaczenia: ¢eien powierzchniowy - kolor ciem-
nozielony, mgsnie gkbokie po stronie wilstej - kolor bgzowy, misnie gk-
bokie po stronie wypuktej - kolor niebieski, enddmen - kolor fioletowy,
kontrola negatywna (ptaska linia) - kolor zielony.
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Rycina. 4.8.

Rycina 5.1.

Rycina 5.2.

Rycina 5.3.

Rycina 5.4.
Rycina 5.5.

Rycina 5.6.

Rycina 5.7.

Rycina 5.8.

Rycina 5.9.

Rycina 5.10.

Rycina 5.11.

A. Rozdziat elektroforetyczny potwieapcy obecnéé produktu amplifikacii
DNA otrzymanego w reakcji gPCR dla receptora ESRZterech pacjentek
(kolumna pierwsza, trzecia, czwarta atg). W kolumnie drugiej produkt am-
plifikacji DNA receptora ESR2 z tkanki endometriuk¥. kolumnie trzeciej
marker wielkdci produktu, dodatkowo przedstawiony wegz B (Nova
100bp Novazym); pz — pary zasad.

Procentowy udziat chorych w grupievédiug miejsca padania pionu z
wyrostka kolczystego kgu C7 wzgtdem szpary posladkowe;.

Procentowy udziat chorych w grupie Bliug miejsca padania pionu z
wyrostka kolczystego kgu C7 wzgtdem szpary pdadkowej.

Procentowy udziat chorych w grupie @lhwg miejsca padania pionu z
wyrostka kolczystego kgu C7 wzgtdem szpary pidadkowej.

Poziom kgu szczytowego w grupie A. Znak / oznaczaz&k midzykrego-
wy miedzy danymi kegami.
Procentowy rozktad waitotestu Rissera w grupie A, B i C.

Przyktadowe krzywe amplifikacji ge@$R1(A) i ESR2(B) dla pacjentki
P.W.

Badanie techgikvestern blot dla dwoch pacjentek (A i B) potwier-
dzapce obecn& w badanej tkance mifiniowej bialka ESR1 o masie
66 kDa.
Po stronie prawej kontrola (endometrium).

Badanie technikvestern blot dla dwdch pacjentek (A i B) potwiagdee
obecndé¢ w badanej tkance giiniowe] biatka ESR2 o masie 67 kDa. Po pra-
wej kontrola (endometrium).

Badanie immunohistochemiczne tkankimowej pacjentki D.O.

A — barwienie hematoksylin eozyr, przekrdj poprzeczny,

B — barwienie hematoksyln eozyny, przekréj podtany,

C — obecnét receptora ESR1 (fioletowe wybarwienie) w pablibtony ko-
mérkowej i pdrach widkien mgsniowych,

D — obecn& receptora ESR2 (fioletowe wybarwienie) wdijach wiokien
migsniowych,

E — kontrola pozytywna (tkanka endometrium),

F — kontrola negatywna (tkankaggniowa).

Wzgldny poziom ekspresji gertSR1w badanych grupach géni u pacjen-
tek
Z grupy A.

Poréwnanie wagihego poziom ekspresji geESR 1w migsniach po-

wierzchniowych pongidzy pacjentami grupy A, B i C. Wynik dla grupy C
zZnamiennie riszy niz dla grup A i B.
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Rycina 5.12.

Rycina 5.13.

Rycina 5.14.

Rycina 5.15.

Rycina 5.16.

Rycina 5.17.

Rycina 5.18.

Rycina 5.19.

Rycina 5.20.

Rycina 5.21.

Rycina 5.22.

Rycina 5.23.

Rycina 5.24.

Rycina 6.1.

Poréwnanie wzginego poziom ekspresji geESRIw migsniach gebokich
po stronie wkistej pomedzy pacjentami grupy A, B i C.

Poréwnanie wzginego poziom ekspresji geESRIw migsniach gebokich
po stronie wypuktej pomdzy pacjentami grupy A, B i C.

Poziom ekspresji geB8R2w badanych grupach géni u pacjentek z grupy
A. Brak ré&nic istotnych statystycznie

Poréwnanie wagihego poziom ekspresji geEBBR2v migsniach po-
wierzchniowych pongidzy pacjentami grupy A, B i C.

Poréwnanie wzglnego poziom ekspresji geBSR2w migsniach gebokich
po stronie wkistej pomedzy pacjentami grupy A, B i C.

Poréwnanie wzgihego poziomu eksprediSR2w badanych grupach mi
sniowych u pacjentow ze skoligadiopatyczna (SI) w stosunku do pacjentow
ze skoliozami nieidiopatycznymi (SNI).

Srednie i odchylenia standardowe poziomu ekspresjudeSR1w badanych
grupach mgsni u pacjentek z grupy A w zaleosci od czasu jaki uptya od
daty pierwszej miegczki w chwili operaciji.

Korelacja pogdzy wskanikiem fsg1 (ESR,y/ESRw), a wartdcia kata
Cobba u pacjentek u ktérychsg,>1.

Korelacja pogdzy wskanikiem fsg1 (ESR,y/ESRw), a wartdcia kata
Cobba u pacjentek u ktorychsg,<1.

Korelacja pogdzy wskanikiem fesr: (ESR,/ESRwi), @ wartécia wspot-
czynnika ryzyka progresji (WRP) u pacjentek u ktbryesgr>1.

Korelacja stosunku ESRIESR L (resry) Z wspotczynnikiem ryzyka pro-
gresji (WRP) u pacjentek, u ktérych ratio < 1.

Srednie i odchylenia standardowe poziomu ekspresjudeS21w badanych
grupach mgsni u pacjentek z grupy A w zaleosci od czasu jaki uptya od
daty pierwszej miegczki w chwili operacji

Korelacja pogdzy wskanikiem fsg. (ESR,y/ESRw), a wartdcia kata
Cobba u pacjentek u ktérychsg,>1.

llustracja zateosci wykrytych pomedzy asymety pozioméw
ekspresji receptora ESR1 a wspoétczynnikiem ryzykeyesji Lon-
steina i Carlsona. Minimum wa#d wspotczynnika WRP wyspu-
je dla symetrycznej ekspresji receptora (ratioAbalogiczry za-
leznos¢ uzyskano dlada Cobba.
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SPIS TABEL

Tabela 1.1.

Tabela 3.1.
Tabela 3.2.
Tabela 4.1.

Tabela 4.2.

Tabela 4.3.
Tabela 4.4.
Tabela 4.5.
Tabela 4.6.
Tabela 4.7.

Tabela 5.1.

Tabela 5.2.

Tabela 5.3.

Tabela 5.4.

Tabela 5.5.
Tabela 5.6.
Tabela 5.7.
Tabela 5.8.

Tabela 5.9.

Tabela 5.10.

Tabela 5.11.

Tabela.5.12.

Ryzyko progresji skoliozy idiopatyeg (w %) w zaleénosci od wartd@ci
katowej i od wieku w chwili wykrycia skrzywienia waay Nachemsona i
wsp. (cytowane za [36])

Podstawowe dane kliniczne pacjentpkipy B
Dane kliniczne pacjentéw grupy C
Sktadniki wykorzystane do przeprowadzesakcji odwrotnej transkrypcji

Charakterystyka starteréw wykorzystarda analizy poziomu ekspres;ji dla
obu receptorow

Charakterystyka starteréwtych do analizy ekspresji getiPRT
Charakterystyka mieszaniny reakcyjR€}R dla ESR1
Charakterystyka mieszaniny reakcyjR€}g dla ESR2

Profil temperaturowy reakcji PCR BBR1orazHPRT

Profil temperaturowy reakcji PCR B%&R2orazHPRT

Wzgllny poziom ekspresji gen6oWSR1 oraz ESR2w miesniach po-
wierzchniowych i gtbokich grzbietu (N=48)

Poréwnanie poziomu ekspresji genuptece@ ESR1 i genu receptora ESR2
obliczonego przy pomocy wzoru delta/delta

Wzghny poziom ekspresji gereSR1w grupie pacjentek A (N=33)

Wzgliny poziom ekspresji geritSR1w grupie pacjentek B (N=8)

Wzgliny poziomy ekspresji geitSR1w grupie pacjentéw C (N=5)
Wzghbny poziom ekspresji gerieSR2u pacjentek w grupie A (N=33)
Wzghbny poziom ekspresji gereSR2pacjentek w grupie B (N=8)
Wzgliny poziom ekspresji geritSR2u pacjentéw grupy C (N=7)

Poziom ekspregiSR1w migsniach grzbietu dla pacjentdw ze skoljoz
idiopatyczry (N=40) oraz pacjentow ze skoliozami nieidiopatyenin(N=8)

Poziom ekspre§iSR2 w miesniach grzbietu dla pacjentéw ze skoloz
idiopatyczrn oraz pacjentéw ze skoliozami nieidiopatycznymi

Srednie poziomu ekspresji gefiSR1w zalenaosici od czasu, jaki uptys
pomicdzy pierwsza miesiczka a operagy

Srednie poziomu ekspresji getSR2w zalenosci od czasu jaki uptys
pomicdzy pierwsza miesiczka a operagj
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FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY NA UDZIAt W PROJEKCIE BADAWCZYM

Wyrazam zgode, aby moje dziecko uczestniczyto w badaniach zatytutowanych:

Ocena ekspresji receptoréw estrogenowych w miesniach przykregostupowych dzieci ze sko-
lioza idiopatyczna.

1.

Potwierdzam, ze przeczytatem/am i zrozumiatem/am arkusz informacyjny zamieszczony
na odwrocie formularza dotyczacy powyzszych badan i miatem mozliwos¢ zadawania py-
tan.

Rozumiem, ze ma@j udziat jest dobrowolny i ze moge sie wycofaé¢ w kazdej chwili, bez po-
dawania przyczyny, przy czym nie bedzie to miato wptywu na opieke medyczng nad moim
dzieckiem.

W ramach powyziszego badania wszelkie dane dotyczagce mojej rodziny beda podawane
anonimowo (bez podania nazwiska).dane powyzsze bedg wykorzystywane przez badaczy
wytacznie do celéw naukowych.

Aby zapewni¢ poprawne prowadzenie badania wyrazam zgode na udostepnianie danych
mojej rodziny upowaznionemu przedstawicielowi organu nadzorujgcego badanie. Pozwo-
lenie jest wigzgce wytgcznie w odniesieniu dla danych istotnych dla powyzszego badania.
Badacz i przedstawiciel organu nadzorujgcego sg zobowigzani do tajemnicy zawodowe;.

W przypadku opublikowania wynikéw badania poufnos¢ danych personalnych mojej ro-
dziny zostanie zagwarantowana.

Wyniki badania zostang przestane na podany nizej adres.

Wyrazona przeze mnie zgoda obejmuje udziat mojego dziecka we wszystkich przewidzia-
nych (opisanych na odwrocie formularza zgody) w projekcie badawczym procedurach.
-wyrazam zgode na pobranie materiatu tkankowego (fragment miesnia) w czasie operacji
skoliozy

-wyrazam zgode, aby materiat tkankowy pozyskany w trakcie operacji skoliozy zostat wy-
korzystany do oceny ekspresji gendéw receptora estrogenowego

-wyrazam zgode na wykonanie badan molekularnych polimorfizmu genu receptora estro-
genowego typu alfa i beta.

Zgode na udziat w badaniach potwierdzam wtasnorecznym podpisem.
Kopia powyzszego oswiadczenia zostata mi przekazana.

Dane dziecka

Imie Nazwisko Pesel
Dane rodzica
Imie Nazwisko Pesel
Kontakt
Adres nr tel.
Podpis Rodzica Podpis lekarza

102




Informacja dla pacjenta

Ocena ekspresji receptoréw estrogenowych w tkancezykr egostupowej dzieci chorych na skoliog
idiopatyczng.

Niniejszy formularz dostarcza informacji o badahiaa ich celach, stosowanych procedurach zetak
zagraeniach i korzyciach zwizanych z udzialem w badaniach.

Prosz uwaznie przeczyta ponizsze informacje i w razie jakichkolwiek pytawraca sie do lekarza
prowadzacego.

1) Dlaczego te badaniasprowadzone?
Obecnie istnigj pewne sposoby przewidywania, czy dana skolioz&nesie dojrzewania ulegnie rap-
townemu pogorszeniu, czyztpozostanie stabilna. W ostatnich latach przepraaad badania wska-
zujace na ro¢ czynnikéw genetycznych oraz hormonalnych w powatawi rozwoju skoliozy. Bada-
cze oczekuyj, ze przeprowadzone badania ufwia ustalenie asymetrii ekspresji receptoréw estroge-
nowych co zwizane jest z wygpowaniem i progresjskoliozy idiopatycznej.
2) Jaki jest cel tego badania?
Celem badania jest poznanie i zrozumienie bioliogibgresji skolioz co pozwoli na wyoghmienie
sparod dzieci i mtodziey z matymi skoliozami i niedoki@zonym dojrzewaniem grupy dzieci o
zwigkszonym ryzyku progres;ji skoliozy.
3) Jakie procedury obejmuje projekt badawczy?
-Pobranie niewielkiego fragmentu tkankiegniowej przykegostupowej (1cm) rutynowo usuwanej w
trakcie operacji skoliozy.
- Badania molekularne pobranego fragmentu tkargégmowadzone w Katedrze i Zaktadzie Biologii
Komérki Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
Zaden dodatkowy materiat tkankowy nigdzie pobierany od pacjenta na potrzeby prowadzobgeh
dan.
4) Pacjentka nie mae uczestniczy w takich badaniach j&li nie wyrazita swiadomej zgody
5) Jakie mazliwe zagraozenia wigzg si¢ z udziatem w tych badaniach?
Badania te nie wizg sie zzadnymi dodatkowymi niedogodécami dla pacjenta/ki. Lekarz e krot-
ka informacg na temat Pana/Pani stanu zdrowia do koordynatmabinformacja ta bdzie wykorzy-
stana w warunkach petnej pouficoprzez osoby pracae przy tych badaniach i #adnych okoliczno-
ciach nie zostanie ujawniona. Z prowadzonymi baalannie wiza Sic zadne zagrezenia dla zdrowia
pacjenta/pacjentki.
6) Jakie mazliwe korzysci wiaza sie z udziatem w tych badaniach?
Zaktada s, ze prowadzone badania uativi g ocer stopnia ryzyka pogorszenia skoliozy, a przez to
szybkie wdraenie wi@ciwego leczenia. W kaowym efekcie pozwoli to na skoncentrowaniu wysit-
kéw diagnostycznych i terapeutycznych na docelamapie chorych, zaoszedzenie dzieciom o ni-
ktym zagraeniu progresj ucigzliwej terapii, zmniejszenie kosztow ochrony zdrowitake spowoduje
wprowadzenie wczesnego matoinwazyjnego leczenisagpmego dzieci ze skrzywieniami ozgun
potencjale progresiji.
7) Do kogo maesz zatelefonowéjesli bedziesz mial/a jakiekolwiek pytania i problemy?
Je&sli ma Pan/Pani jakiekolwiek pytania presskontaktowa sie z dr hab. med. Tomaszem Kotwickim
telefonupc pod nr tel.:602613054
8) Jakie informacje traktujemy jako poufne?
Wszystkie informacje o Pani/Pana stanie zdrowid ltraktowane jako poufne.Jedynymi, kt6rzydlp
mieli wglad do tych informacji bdg lekarze kierujcy badaniami oraz personel katedry i zaktadu Biolo-
gii Komérki UM uczestniczcy w badaniach. Wyniki tych bafianaj by¢ opublikowane w czasopi-
smie medycznym, dzki czemu inni lekarzedala mogli skorzystéa z tej wiedzy, jednak informacje
osobiste nie ¢xlg tam umieszczone i niethizie mogta by Pan/Pani zidentyfikowana #aden sposob.
9) Co jeszcze powinien Pan/Pani wiedzi@
Badania te finansowane przez Ministerstwo Nauki | Szkolnictwa Viszego

Badania Koordynuje:

Dr hab. med. Tomasz Kotwicki
Klinika ortopedii i Traumatologii Dzieecej Uniwersytetu medycznego im. Karola Marcinkoveski,61
— 545 Pozna, ul 28 Czerwca 1956r 135/147;Tel 602613054, fak833.0173, kotwicki@ump.edu.pl
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Imie i nazwisko:
Data urodzenia:

ROZPOZNANIE:

TYP SKRZYWIENIA: wg LENKE:

Tanner:

Inne choroby:

Leczenie gorsetowe: od............. do.....

Skoliozy wystepujace w rodzinie:

Cechy progresji:

Karta pacjenta

wg KINGA:

Skolioza o ciezkim przebiegu/skolioza tagodna*

Data badania:

Nr. Historii:

Data | miesigczki:

RTG
Zdjecie AP na sto- Parameter proxTh Cobb Th Cobb ThL/L Cobb
jaco Poziom
Wartos¢
Data wczesniejsze- Wartosc
go RTG (poprzednie rtg)
Krag szczytowy gtéwnego skrzywienia piersiowego:
Objaw Rissera:
SKOLIOMETR
Poziom ProxTh Th Th/L L
Wartos¢
Test Marshalla:
Spirometria: FEV1: VC: wg wzrostu............... wg. ramion..............
PION
Cc7 L(-)-0—-P(+) __cm
Inne:

*niepotrzebne skredli¢
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