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steroidooporny zespot nerczycowy (ang. steroid resistant nephrotic
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mineral contens/lumbar bone mass)

czynnik transkrypcyjny LEF (ang. transcription factor LEF)

teratocarcinoma-pochodny czynnik wzrostowy 1 (ang. teratocarcinoma-
derived growth factor 1)

transformujgcy czynnik wzrostu-beta (ang.transforming growth factor-beta)
limfocyt T pomocniczy 17 (ang. T helper cell 17)
czynnik martwicy nowotwordw (ang. tumor necrosis factor)

cztonek 11 nadrodziny czynnikdw martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis
factor superfamily, member 11)

hydroksylaza tryptofanu 1 (ang. tryptophan hydroxylase 1)

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do
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Sciezka sygnatowa beta-katenin (ang. wingless and Int1 pathway)
gen Wingless

receptor witaminy D (ang. vitamin D receptor)
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biatko wigzace X-box 1 (ang. X-box binding protein 1)

biatko palca cynkowego 2 (ang. zinc finger protein 2)
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reguta czterech gamet (ang. four gamete rule)

kalcidiol
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1. Wstep

Osteoporoza, zgodnie z obowigzujacg od 1993r. definicjg ekspertéw Swiatowej
Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHQO), jest przewlektym schorzeniem
metabolicznym uktadu szkieletowego, charakteryzujagcym sie obnizeniem masy kostnej i
zaburzeniem mikroarchitektury kosci, a co za tym idzie zmianami jej wfasciwosci
reologicznych [1,2]. Nowoczesna koncepcja osteoporozy oparta jest na opinii grupy badaczy
National Osteoporosis Foundation i National Institutes of Health (USA) z roku 2001, ktéra
ktadzie nacisk na uposledzenie wytrzymatosci kosci na dziatanie sit mechanicznych i
wprowadza pojecie zwiekszonego ryzyka ztamania. Wnioski te wysunieto na podstawie
analizy retrospektywnej 2 449 doniesien literaturowych z lat 1995-1999 [3]. Obnizenie
gestosci mineralnej kosci prowadzi u dzieci i oséb mtodych w pierwszej kolejnosci do
niekorzystnej przebudowy strukturalnej i wzrostu podatnosci na niskoenergetyczne ztamania
w odcinku ledzwiowym kregostupa, gdzie obserwujemy w warunkach fizjologicznych

najwyzszy obrot kostny.

Szacuje sie, ze osteoporoza moze dotyczy¢ nawet ponad 75min ludzi, zyjgcych w
Stanach Zjednoczonych, Japonii i Europie [4,5]. Odsetek procentowy mezczyzn powyzej 50
roku zycia dotknietych tg chorobg wynosi ok. 10%. W przypadku populacji kobiet w wieku
pomenopauzalnym liczba ta wzrasta do 30-40%. tgczna liczba ztaman osteoporotycznych w
populacji ogdlnoswiatowej wynosi ok. 8.9 miliona przypadkéw na rok, a odsetek lat
niepetnosprawnosci w grupie pacjentéw z osteoporozg jest wyzszy niz u chorych z
reumatoidalnym zapaleniem stawdw czy nadci$nieniem tetniczym [6]. Juz dwie dekady temu
liczbe ztaman tylko blizszego konca kosci udowej na swiecie szacowano na ponad 1,2 min
przypadkéw rocznie [5]. W najblizszym dziesiecioleciu wedtug szacunkéw WHO liczba ta
ulegnie prawdopodobnie podwojeniu. Dane z wspdlnego raportu International Osteoporosis
Foundation (IOF) i European Federation of Pharmaceutical Industry Associations (EFPIA) z
lipca 2011r., oparte na badaniach przeprowadzonych w szesciu europejskich krajach,
wskazuja, ze co pigty mezczyzna i co trzecia kobieta powyzej 50 roku zycia dozna ztamania

osteoporotycznego [7].

W grupie pacjentédw w wieku rozwojowym znacznie rzadziej obserwujemy

osteoporoze pierwotng, rozumiang jako idiopatyczng osteoporoze mtodziericzg, opisang juz
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w latach 60-tych minionego stulecia przez Denta, prowadzacg do rozwoju deformac;ji
kostnych, wad postawy i niedoboru wzrostu [8,9]. Jest to pierwotna choroba kosci o nie do
korica jasnej etiologii, ktdrg wigze sie z zaburzeniami endokrynologicznymi,
immunologicznymi i genetycznymi oraz z niedoborem witaminy D i ewentualnym wptywem
czynnikdéw infekcyjnych. Dotyka ona pacjentéw wczesniej zdrowych, zwykle w okresie
przedpokwitaniowym, przy czym czes¢ dzieci zdrowieje samoistnie, podczas gdy u innych
dochodzi do rozwoju trwatego kalectwa z ostabieniem sity miesniowej, zaburzeniami chodu i
ztamaniami kregéw oraz przynasad kosci dtugich. Znacznie czesciej w literaturze opisywane
sg przypadki osteoporozy wtérnej u dzieci, wérdd przyczyn ktérej jako jeden z najczestszych
wymienia sie czynnik jatrogenny pod postacig przewlektej glikokortykosteroidoterapii (GKS)

[10].

Udowodniono, ze podaz dobowa prednizonu w dawce wiekszej/rownej 7,5 mg przez
okres co najmniej 3 miesiecy sprzyja spadkowi gestosci mineralnej kosci i zaburzen jej
mikrostruktury [11]. Jest to efekt uposledzonego wchtaniania wapnia poprzez blokowanie
receptoréw witaminy D w nabtonku jelitowym, hamowania hydroksylacji nerkowej
1,25(0OH)D3, ograniczenia wchtaniania zwrotnego wapnia w nerkach z nastepcza
hiperkalciurig i wzrostem stezenia PTH oraz bezposredniej dezaktywacji i hamowania
proliferacji osteoblastow, hamowania produkcji kolagenu i kostnych biatek niekolagenowych
oraz aktywacji osteoklastow przez GKS [11,12]. W populacji europejskiej szacuje sie, ze ok.
0,5% ludnosci przyjmuje przewlekle steroidy, z czego mniej niz 15% otrzymuje wtasciwag

profilaktyke kostna.

Jednakze analiza doniesien literaturowych i doswiadczenie wtasne kazg stwierdzi¢, ze
stosowanie jednolitych schematéw leczenia prednizonem z pozoru homogennych grup
pacjentéw, w tym dzieci w wieku przedpokwitaniowym, nie u wszystkich prowadzi do
nasilonego rozwoju niekorzystnej przebudowy kostnej. Pozwala to domniemywac o istnieniu
istotnego molekularnego podtoza, predysponujgcego w sposdb niezalezny od dodatkowych

wptywow Srodowiskowych do rozwoju osteoporozy.
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1.1. Kos¢

1.1.1. Budowa kosci

Kos$¢ stanowi szczegdlny rodzaj tkanki tgcznej, wyrdzniajacy sie unikatowym
potgczeniem takich cech jak twardo$é i elastycznos$é. Zachowanie stanu réwnowagi w
obrebie mikroarchitektury struktur kostnych decyduje o ich wytrzymatosci na odksztatcenia.
Kos$¢ tworzy istota miedzykomorkowa organiczna i nieorganiczna oraz elementy komorkowe,
takie jak osteoblasty, osteocyty i osteoklasty. W okresie zycia ptodowego jako pierwsza
pojawia sie kos¢ grubowtdknista, zawierajgca duze ilosci komérek kostnych i osteoidu z
grubymi peczkami kolagenu typu l-ego. W miare dojrzewania zastepuje jg kosc
drobnowtdknista beleczkowa i zbita [13]. Z pozostatosciami kosci grubowtdknistej spotykamy
sie u oséb dorostych w warunkach fizjologicznych wytgcznie w miejscach przyczepow
$ciegien, szwach czaszkowych czy btedniku kostnym oraz kazdorazowo w miejscach

uszkodzen i w przypadku zaburzen remodelingu w niektérych chorobach kosci.

Dojrzatg kos$¢ charakteryzuje obecnos¢ blaszek kostnych, utworzonych w gtdwnej
mierze z cienkich, 1-4 mikrometrowych witdkien kolagenowych. We wnetrzu kosci ptaskich
oraz nasadach i przynasadach kosci dtugich blaszki kostne sg zorganizowane przestrzennie w
postaci bogatych w osteocyty beleczek otoczonych szpikiem kostnym [14]. Natomiast czes$¢
zewnetrzng kosci ptaskich i trzony kosci dtugich, ze wzgledu na skupiajace sie na nich
ogromne sity mechaniczne, tworzy kos¢ zbita z systemami Haversa. Sg to uktady
przestrzenne kilku-kilkudziesieciu blaszek kostnych, tworzacych okregi wspoétsrodkowe,
skupiajgce jamki kostne z osteocytami i otaczajgce kanat centralny prowadzacy nerw i
naczynie krwionosne. Cato$¢ od zewnatrz pokrywa facznotkankowa okostna, z wnikajgcymi
do wnetrza kosci kanatami Sharpey’a. Do procesu kosSciotworzenia dochodzi na podtozu
mezenchymy jak ma to miejsce w przypadku kosci mdzgoczaszki i twarzoczaszki oraz czesci
kosSci obreczy barkowej, lub jak ma to miejsce w przypadku pozostatych kosci, na podtozu

chrzastki [15].

1.1.2. Rozwadj kosci

Komérki mezenchymy szpiku kostnego, w chwili rozpoczecia produkcji kolagenu typu

l-ego i proteoglikandw, przeksztatcajg sie w osteoblasty, tworzgce poprzez potgczenia typu
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neksus, jednolitg warstwe na powierzchni nowo powstajgcej kosci. Osteoblasty wydzielajg
dwie podstawowe glikoproteiny, odpowiedzialne za rozpoczecie mineralizacji kosci:
osteonektyne, wigzgcg wspdlnie z kolagenem sole wapnia i hydroksyapatyty, oraz zalezng od
witaminy D i K osteokalcyne, sieciujgcg jony wapniowe [16]. W miare postepu procesu
mineralizacji kosci osteoblasty otaczajg sie rosngcg objetoscia macierzy pozakomodrkowe; i
ulegajg przeksztatceniu w osteocyty, lokujgce sie w nowo powstatych jamkach kostnych

formujacych sie blaszek.

W przypadku kosciotworzenia na podfozu chrzestnym mamy do czynienia z
powstawaniem formacji kostnych w oparciu o podochrzestne elementy trzonu chrzastki
szklistej, ktére przeksztatcajg sie w osteoblasty. Komorki chrzestne wokdt tworzacego sie
mankietu kostnego ulegajg degeneracji, czemu towarzyszy intensywne wapnienie przy
udziale chondrokalcyny [17]. Rownoczesnie do wnetrza struktury wnikajg peczki
naczyniowo-komérkowe i chondroklasty, makrofagi chrzagstki, odpowiedzialne za utworzenie
wolnej przestrzeni dla rozwijajgcych sie beleczek kostnych. Obok pierwotnego punktu
kostnienia w trzonie, dochodzi réwnoczasowo do podziatu komdrek w obrebie przysztych
przynasad, co prowadzi do wzrostu kosci na dtugosé. W trakcie pdzniejszego zycia
ptodowego i pozaptodowego tworzg sie w obrebie Srodchrzestnej liczne wtdrne punkty

kostnienia odpowiadajgce za dalszy ostateczny rozwaj kosci.

Proces kosciotworzenia jest wynikiem ciggtej kooperacji pomiedzy osteoklastami, a
osteoblastami. Wzrost szkieletu, stymulowany przez watrobowy hormon somatomedyne ¢
(IGF-1), koriczy sie u kobiet okoto 18 r.z., a u mezczyzn mniej wiecej dwa lata pdzniej wraz z
zanikiem ptytek nasadowych i ostatecznym potgczeniem trzondéw i nasad kosci dtugich.
Szczytowg mase kostng kobiety osiggajg okoto 25, a mezczyzni 30 roku zycia [18]. Nie
oznacza to jednak przejscia kosci w stan spoczynku metabolicznego. Dynamiczna wspoétpraca
komodrek kosciotwérczych i kosciogubnych trwa przez cate zycie organizmu, ale wraz z
wiekiem jej ciezar przechyla sie w strone proceséw resorpcji kostnej. Biorgc pod uwage sity
mechaniczne, dziataniu ktérych podlegajg elementy szkieletu, chcac zapewnié ich
niezmienng funkcjonalno$é, organizm dorostego cztowieka dzieki procesom remodelingu
kostnego wymienia w ciggu roku az okoto 10% masy kostnej. Warto$¢ ta wzrasta w
pierwszych dwdch latach zycia dziecka, w okresie jego najintensywniejszego wzrostu,

pionizacji i rozwoju chodu do okoto 50% [19].
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1.1.3. Remodeling kosci

Modelowanie ma charakter nastepujgcych po sobie, zamknietych cykli resorpcji i
wtornej odbudowy kosci, celem naprawy mikrouszkodzen i dostosowania poszczegdlnych
elementow szkieletu do zmieniajgcych sie obcigzed oraz zapewnienia zréwnowazonego
bilansu w zakresie gospodarki wapniowo-fosforanowej ustroju [20,21]. Do niszczenia kosci
dochodzi w wyniku mechanizmdéw angiogenezy i zwigzanej z tym migracji osteoklastow,
resorpcji osteoklastycznej i lizy periosteocytarnej [22]. Mechanizmy te pozostajg zalezne od
czynnikéw genetycznych, humoralnych i Srodowiskowych. Promotorem resorpcji kostnej jest
parathormon (PTH), ktérego wydzielanie w warunkach fizjologicznych jest w gtéwnej mierze
uwarunkowane stezeniem wapnia zjonizowanego w surowicy krwi. PTH stanowi supresor

sklerostyny, antagonisty sciezki sygnatowej Wnt [23,24].

Osteoklasty sg komdrkami pnia hematopoetycznego, wywodzacymi sie z linii
makrofagowo-monocytowej, ktorych proliferacja i réznicowanie sg zalezne od szeregu biatek
takich jak PU.1, MITF, M-CSF, c-Src, PI-3K, cFMS, RANK, NFATc1, NF-kB, cFos/Fra-1 [25,26].
Fuzja prekursorow osteoklastow jest pobudzana przez witamine D. Czynnik transkrypcyjny

PU.1 odpowiada bezposrednio za wczesne nieswoiste réznicowanie monocytéw [27].

Dalsza proliferacja i przezywanie prekursoréw osteoklastow oraz aktywnos¢ ich
dojrzatych form podlegaja regulacji ze strony nalezgcego do rodziny MITF czynnika M-CSF
(ang. macrophage colony stimulating factor) [28]. Receptorem dla M-CSF na prekursorach
osteoklastéw jest c-FMS, zalezny od kinaz c-Src (ang. cellular sarcoma) i PI-3K (ang.
phosphatidylolnositol 3-kinase). Mutacje zwigzane z M-CSF moga powodowac zaburzenia w
zakresie ruchliwosci i rozprzestrzeniania sie komérek ko$ciogubnych oraz charakterystycznej

organizacji ich cytoszkieletu [29].

Postaci dojrzate osteoklastéw cechuje dwubiegunowo$¢ morfologiczna i
czynnos$ciowa, decydujgce o powodzeniu resorpcji kostnej [30,31]. Biegun wierzchotkowy za
posrednictwem pierscienia aktynowego i podosoméw kotwiczy komodrke osteoklasta w
matriks kostnej. Ten naprzemienny réwnolegty i prostopadty do powierzchni kostnej uktad
punkcikowych struktur aktynowych jest prawdopodobnie specyficzny dla osteoklastéw z linii
monocytowej i zalezny od takich protoonkogendw jak scr czy fps. Dodatkowymi biatkami

stabilizujgcymi cytoszkielet osteoklastéw i umozliwiajgcymi ich adhezje do kosci sg fibryna,
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aktynina-a i gelsolina, dominujgce w fazie ruchu oraz vinkulina i talina, przewazajgce w
momencie kotwiczenia do strefy resorpcji. Bezposrednie potaczenie integryn z biatkami

pozakomérkowymi zachodzi dzieki odczytaniu sekwencji RGD (Arg-Gly-Asg) [32].

Proces rozktadu hydroksyapatytéw w obecnosci uwalnianych przez osteoklasty
enzymow lizosomalnych, w tym katepsyn, ma miejsce w srodowisku kwasnym. Niskie pH w
obszarze resorpcji kostnej jest wynikiem dziatania ARP-azowej pompy protonowe;j
osteoklastéw, wspomaganej przez kanat chlorkowy, zabezpieczajacy btone przed nadmierna
polaryzacjg. Dodatkowe uwalnianie drogg pecherzykowg metaloproteaz zwieksza zakres pH,

w ktérym zachodzi resorpcja [33].

1.2. Aktywacja osteoklastow

1.2.1. Scieika sygnatowa RANK/RANKL

Osteoklasty nie posiadajg receptoréw zaréwno dla parathormonu jak i witaminy D i w
zwigzku z tym ich mobilizacja jest wtdérna do interakcji powierzchniowego receptora
glikoproteinowego RANK ze zwigzang z komodrkami osteoblastow cytoking RANKL, co
wskazuje bezposrednio na zalezno$¢ pomiedzy procesami kosciotworzenia i resorpcji kostnej
[34]. Nalezaca do rodziny TNF (ang. tumor necrosis factor) cytokina RANKL (ang. receptor
activator of NF-kappaB ligand), stanowigca produkt biatkowy genu TNFSF11, odgrywa
kluczowa role w aktywacji osteoklastow i ich prekursoréw [35]. Potagczenie RANK/RANKL
skutkuje syntezg kluczowego czynnika transkrypcji cFos, promujacego dalszg kaskade

produktow biatkowych gendw, stymulujacych réznicowanie i aktywacje osteoklastéw [36].

Réwnoczesnie jednak sciezka sygnatowa RANKL odpowiada za indukcje interferonu-
beta (INF-beta) w komdrkach prekursorowych osteoklastéw, ktéry dziata hamujgco na
zalezng od RANKL synteze czynnika transkrypcyjnego cFos. Synteza INF-beta zwigzana z
RANKL i cFos stanowi odrebny mechanizm regulacji, niezalezny od syntezy interferonéw
zwigzanej z infekcjg wirusowa [37]. Hamowanie syntezy osteoklastdw poprzez dziatanie
autokrynne zwigzane z interferonem-beta wskazuje na znamienng role cytokiny RANKL w

zachowaniu homeostazy metabolizmu kostnego . Potwierdzajg to doswiadczenia na myszach
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z niedoborem w zakresie powyzsze] Sciezki sygnatowej, u ktérych dochodzito do rozwoju

osteopenii [38].

Ekspresja RANKL ma takze miejsce na powierzchni komérek pomocniczych T i jest
zwigzana z dojrzewaniem komodrek dendrytycznych i procesem apoptozy. Przypisuje sie jej
réwniez znamienng role w kontroli progresji nowotwordéw zfosliwych gruczotu piersiowego

[39].

Istotne znaczenie dla obrotu kostnego na etapie RANKL-zaleznym ma
osteoprotegeryna (OPG) [40,41]. Produkowana przez osteoblasty rozpuszczalna OPG wigze
sie z glikoproteing btonowg RANKL, uniemozliwiajgc wigzanie RANKL/RANK i w konsekwencji
hamujac dalszg proliferacje osteoklastéw, a tym samym proces resorpcji kostnej [42]. Takze
same produkty biatkowe procesdow kosciogubnych mogg poprzez aktywacje cyklooksygenazy
COX-2 drogg szeregu prostaglandyn wzmacnia¢ odpowiedz zaréwno na RANKL jak i OPG [43].
Wiele hormondw kalcytropowych i cytokin, takich jak parathormon, witamina D, IL-11 czy
prostaglandyna E2 pobudzajg procesy resorpcji kostnej poprzez réwnoczasowe hamowanie

produkcji osteoprotegeryny i pobudzanie produkcji RANKL [44].

W chwili obecnej wiadomo jednak, ze aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
osteoklastéw takich jak NFATcl (ang. nuclear factor of activated T-cells transcription
complex 1), NFkB (ang. nuclear factor kB) czy wspomniany cFos/Fral (ang. cellular Finkel-
Biskis-Jinkins-Marine osteosarcoma) i skierowanie komodrek niezréznicowanych na droge
osteoklastogenezy moze zachodzi¢ bez udziatu RANKL. W zachowaniu prawidtowego tempa i
kierunku obrotu kostnego istotng role odgrywajg takze elementy Sciezki sygnatowej Wnt

(ang. cannonical wingless and Int1 pathway), zwigzanej z regulacja funkcji osteoblastéw [45].

1.3. Sciezka sygnatowa Wnt

1.3.1. Geny Wngiint-1

Muszka owocéwka (Drosophila melanogaster) dzieki swojemu niewielkiemu,
sktadajgcemu sie z ok. 14 tysiecy, w wiekszosci euchromatycznych, niejednokrotnie
zblizonych do ludzkich i stosunkowo fatwych do mapowania genéw, pozostaje od wielu lat

modelowym organizmem eukariotycznym do badan genetycznych. Genem odpowiedzialnym
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za biegunowos¢ segmentow ciata i rozwdj odndzy owada jest gen wingless (Wg), ktdérego
mutacje prowadzg do powstania form bezskrzydtych [46]. Analiza sekwencji aminokwasow
produktow biatkowych pozwolita na stwierdzenie, iz gen Wg jest homologiem odkrytego
ponad trzy dekady temu genu Int1 (ang. Integration1) [47]. Gen Int1 jest opisywany jako gen
sgsiadujacy z miejscami integracji gendw mysiego wirusa raka gruczotu sutkowego MMTV
(ang. mouse mammary tumor virus) [48]. Powigzanie sciezki sygnatowej genu polaryzacji
Wg u muszki owocowki z jego mysim homologiem Intl w grupie MMTV pozwolito w roku
1987 na stworzenie prototypu modelu Sciezki sygnatowej Wnt. Produkty biatkowe szlaku
Wnt sg postrzegane do dzis jako kluczowa klasa morfogenetycznych ligandow

wydzielniczych, odpowiedzialnych za rozwdj ciata kregowcdéw, w tym cztowieka [49,50].

1.3.2. Palmitoilacja biatek Wnt

Biatka wchodzace w sktad sciezki sygnatowej Wnt stanowig grupe glikoprotein,
odgrywajacych role liganddw, posredniczagcych w przekazywaniu informacji od receptorow
btonowych, poprzez cytoplazme, az do poziomu jadra komodrkowego. Ich mechanizm
dziatania jest zwigzany ze zjawiskiem palmitoilacji biatek, czyli posttranslacyjnej addycji
palmitynianu do reszt cystynowych biatka z wytworzeniem wigzania tioestrowego.
Kotwiczenie palmitoilowe decyduje o zdolnosci protein sciezki Wnt do okreslania kierunku
ruchu czasteczek oraz podziatu i fuzji organelli wewnatrzkomérkowych. Unikatowe znaczenie
tego zjawiska opiera sie na tatwej jego odwracalnosci, ktéra decyduje o dynamicznie
zmieniajgcych sie mozliwosciach regulatorowych w zakresie embriogenezy, réznicowania i

polaryzacji komérek, a w koricu takze onkogenezy [51].

1.3.3. Receptor Frizzled

Wchodzace w skfad rodziny Wnt biatka Wntl, Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a, Wnt4,
Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wntl10a, Wnt10b,
Wntll i Wntl1l6 oddziatujg poprzez trzy niezalezne $ciezki sygnatowe: kanoniczng sciezke
Whnt, niekanoniczng planarng S$ciezke polaryzacji komérkowej i niekanoniczng s$ciezke
Wnt/Ca?* [52, 53]. Poczatek szlaku sygnatowego ma miejsce w chwili potgczenia jednej z
protein grupy Wnt z N-koficowg pozakomérkowg domeng cystynowa biatka Frizzled,

stanowigcego receptor btonowy. Biatka Frizzled nalezg do rodziny receptoréw sprzezonych z
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biatkiem G (ang. G protein coupled receptors, GPCRs), dla ktérych ligandy stanowig rdézne;j
wielkosci molekuty takie jak czastki zapachowe, feromony oraz neurotransmitery [54]. Po
przytgczeniu ligandu do receptora Frizzled, nastepuje jego aktywacja i przestanie sygnatu do
jednego z wybranych elementéw cytoplazmatycznych tj. fosfoproteiny Dsh Ilub
heterotrimerycznego biatka G. O ztozonosci sygnatdéw wewnatrzkomoérkowych decyduja
dalsze rozgatezienia i rézne drogi interakcji sciezek heterodimerycznego biatka G i trzech

konserwatywnych domen Dsh: DIX, PDZ i DEP [55].

1.3.4. Sciezka kanoniczna Wnt

Istota dziatania S$ciezki kanonicznej Wnt, biorgcej udziat w regulacji zaréwno
proceséw proliferacji jak i apoptozy komodrek, opiera sie na akumulacji na terenie cytoplazmy
i translokacji do jgdra komdrkowego beta-katenin, jako koaktywatoréow czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny TCF/LEF. W przypadku braku aktywacji szlaku Wnt dochodzi do
rozpadu beta-katenin na drodze ich ubikwitynizacji i wtérnej proteolizy [56]. W skfad
odpowiedzialnego za to zjawisko kompleksu destrukcyjnego beta-katenin wchodzg takie
proteiny jak aksyna, biatko supresorowe APC (ang. adenomatosis polyposis coli), kinazy CK1
o (ang. casein kinase 1a) i GSK3 (ang. glycogen synthase kinase 3) oraz fosfataza PP2A (ang.
phosphatase kinase 3). Pofgczenie receptora Frizzled z ligandem Wnt powoduje fosforylacje
biatka Dsh, a nastepnie poprzez kompleks APC-aksyna-konduktyna inhibicje czgstek kinazy 3
beta syntazy glikogenu i kinazy kazeiny 1 alfa. Efektem koncowym jest zahamowanie
fosforylacji beta-kateniny, co uniemozliwia jej rozpoznanie przez beta-TrCP kompleksu ligazy
ubikwitynowej E3 [57]. W przypadku ubikwitynizacji i braku akumulacji beta-kateniny, biatko
TCF/LEF przejmuje funkcje represora transkrypcji. Sciezka niekanoniczna zalezna od jonéw
wapniowych ma charakter antagonistyczny w stosunku do sciezki kanonicznej poprzez ligand

Whnt5a i jest niezalezna od beta-katenin [58].

1.3.5. Biatko BMP2

Ze szlakiem Wnt pozostajg powigzane reakcje sygnatowe zalezne nie tylko od beta-
katenin, ale takze biatka BMP2 (ang. bone morphogenetic protein 2). Biatka BMP, nalezace
do rodziny TGF-beta, stanowig zrdinicowang grupe wielofunkcyjnych czynnikow

wzrostowych. Ich dziatanie oparte jest o receptory kinazowe serynowo-treoninowe [59].
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BMP2 odgrywa istotng role nie tylko w mineralizacji i dojrzewaniu kosci, réznicowaniu
osteoblastow czy dodatniej regulacji aktywnosci fosfatazy zasadowej, ale wptywa réwniez na
rozwdj chrzastki. Jest ponadto odpowiedzialne za rdznicowanie i transformacje komorek
nepitelialnych w mezenchymalne w obrebie serca i aktywacje $ciezki sygnatowej SMAD dla

limfocytéw Th17 [60].

Polimorfizm genu BMP2_A125611G G/G uwaza sie za jeden z elementéw
decydujacych o ryzyku rozwoju zmian osteoporotycznych, prowadzacych do patologicznych
ztaman kregéw [61]. Opinia ta stoi w opozycji do badan skandynawskich na duzych
populacjach kobiet w wieku 25 i 75 lat, wskazujgcych na wptyw BMP2 na jakos$¢é kosci w
rozumieniu jej mikroarchitektury, ale bez znaczenia dla jej gestosci mineralnej (ang. bone

mass density, BMD) i rozwoju ztaman patologicznych w podesztym wieku [62].

1.4. Biatko LRP5

1.4.1. Kompleks Wnt-FZD-LRP5-LRP6

Na poziomie oddziatywan pomiedzy biatkami sygnatowymi Wnt, a ich receptorami
Frizzled, istotng role odgrywajg rowniez zwigzki takie jak biatko zwigzane z receptorem
lipoproteiny 5i 6 (ang. low density lipoprotein receptor-related protein 5 and 6, LRP5; LRP6),
receptor kinazy tyrozynowej (ang.receptor tyrosine kinase, Ryk) czy biatko ROR2 [63].
Kluczowe czynniki hamujace rozpad beta-katenin poprzez tworzenie kompleksu z ligandem
Whnt i receptorem Frizzled i tym samym odpowiadajgce za stabilizacje Sciezki sygnatowej Wnt
kanonicznej, stanowig transbtonowe biatka LRP5 i LRP6, nalezgce do rodziny receptoréw LDL
(ang. Low-Density Lipoproteid-Receptor Related Proteins) [64]. Kompleks Wnt-FZD-LRP5-
LRP6 stanowi czynnik wyzwalajgcy $ciezke sygnatowg beta-katenin poprzez agregacje
rybosomalnych komplekséw receptor-ligand. Wtdérna rekrutacja polimerazy DVL1 w btonie

plazmatycznej powoduje fosforylacje i rozpad beta-katenin.

1.4.2. Rola biatka LRP5 w metabolizmie kostnym

Przezbtonowa lipoproteina LRP5 odgrywa kluczowa role w proliferacji, réznicowaniu,

adhezji i migracji wielu komérek ustroju, w tym osteoblastéw oraz rozwoju szkieletu,
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poprzez transdukcje sygnatu szeregu biatkowego Wnt z otoczenia do wnetrza komorki, jako
koreceptor dla biatek z rodziny Frizzled [65]. Jej wewngtrzkomdrkowa domena odpowiada za
wigzanie aksyny, biatka strukturalnego, sieciujgcego miedzy innymi ACP, Gsk3 czy
wspomniang wyzej beta-katenine. Od dawna obserwowano sktonnos$¢ do niekorzystnej
przebudowy mikroarchitektury kostnej u osdéb z rodzinng witreoretinopatia wysiekowa,
zwigzang z ponad 15 rdznymi mutacjami w genie LRP5. Brak prawidtowego produktu
biatkowego genu LRP5 skutkuje w grupie tych pacjentéow nie tylko brakiem prawidtowego
réznicowania komodrek nabtonka barwnikowego siatkéwki i jej wtasciwego unaczynienia, ale
rowniez obnizeniem gestosci mineralnej kosci [66]. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu
(ang. single nucleotide polymorphism, SNP) regionu 5° LRP5 przy zaburzeniach regulacji
czynnosci transkrypcyjnych RUNX2-zaleznych, moze odpowiadaé za niekorzystne zmiany

gestosci mineralnej kosci w odcinku ledzwiowym kregostupa [67, 68,69].

Badania nad wptywem zmiennosci genetycznych i czynnikdw Srodowiskowych takich
jak wysitek fizyczny na zmiany gestosci mineralnej kosci, wskazujg na polimorfizm genu LRP5,
zlokalizowanego na chromosomie 11g13.4, jako na mozliwy czynnik predykcyjny obnizenia
wartosci BMD. Niektérzy autorzy ttumacza dodatkowo wptyw biatek LRP5 na metabolizm
kostny, ich dziataniem hamujgcym ekspresje Tph1, czynnika hamujgcego sekrecje serotoniny
w dwunastnicy [70]. Mutacje genu LRP5 skutkujg szeregiem chordb uktadu kostnego, wsréd
ktorych nalezy wymienié¢ recesywng postaé osteoporosis-pseudoglioma syndrome (OPPG)
czy autosomalng dominujgcg posta¢ ostosklerozy z charakterystycznym przedwczesnym
zgrubieniem S$rddkostnej kosci dtugich i elongacja zuchwy [71,72]. Nieprawidtowosci w
zakresie genu LRP5 s zwigzane takie z ostrg ptodowg i niemowlecg oraz fagodnie
przebiegajgcg w okresie dojrzewania autosomalng recesywng postacig osteopetrozy.
Przypisuje sie im réwniez role czynnika sprawczego, dziedziczonej w sposéb autosomalny
dominujgcy osteopetrozy (OPTA1), zwigzanej z zaburzeniami resorpcji niedojrzatych kosci

[73].

1.4.3. LRP5iinne geny prekursorzy rozwoju osteoporozy

Obok genu LRP5, do grona najczesciej wymienianych w literaturze potencjalnych
genéw kandydatdw rozwoju osteoporozy nalezg LAMC2 (1q25-q31), MATN3 (2p24- p23),
ITGAV (2931-g32), ACVR1 (2923-q24), TDGF1 (3p21.31), EGF (4925), IGF1 (12922-923), ZIC2
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(13932) i BMP2 (20p12) [74]. Dotychczas najwyzszy stopien asocjacji wykazano pomiedzy
polimorfizmem genu MATN3 (vs10178256), a zmianami gestosci mineralnej kosci w obrebie
kretarza kos$ci udowej. Mutacja w obszarze allelu mniejszego G genu MATN3 prowadzi do
rozszczepienia wigzania pomiedzy czynnikami transkrypcyjnymi MESP1 i MESP2,
odgrywajacymi istotng role nie tylko w sciezce sygnatowej Notch i formowaniu mezodermy
serca, ale réwniez w homeostazie kosci [75]. Podobng korelacje wykazano pomiedzy BMD
catego szkieletu, a polimorfizmem pojedynczego nukleotydu rs6214 IGF1, ktdrego allele
mniejsze G mogg odpowiadaé¢ za dodatkowe miejsca wigzania dla regulatora reakcji
stresowej w retikulum endoplazmatycznym XBP1. Jednym z najczesciej opisywanych
polimorfizméw zwigzanych z rozwojem osteoporozy, szczegdlnie w obrebie kosci
beleczkowej odcinka ledzwiowego kregostupa, jest rowniez polimorfizm Fok | genu VDR
receptora witaminy D, gdzie najnizsze wartosci BMD obserwowano w grupie homozygot
[76]. Szacuje sie, ze niekorzystna zmiennos$¢ gestosci mineralnej kosci, az w okoto 80% moze

wynikac¢ ze zmian na podtozu genowym.

1.5. Podtoze genetyczne chorob

1.5.1. Choroby genetycznie uwarunkowane

Pod pojeciem choréb genetycznie uwarunkowanych rozumie sie okreslone,
niekorzystne zmiany fenotypowe, wynikajgce z nieprawidtowosci w obrebie sekwencji kwasu
deoksyrybonukleinowego (DNA) tworzgcego genom lub stanowigce konsekwencje zaburzen
na poziomie dalszej transmisji zawartych w kodzie genetycznym informacji [77,78].
Trzeciorzedowa struktura podwdjnej helisy DNA w jgdrze metafazowym w potaczeniu z
biatkami histonowymi tworzy charakterystyczny dla danego gatunku zestaw chromosoméw
czyli kariotyp [79]. Zapis sekwencji DNA u cztowieka zorganizowany jest w postaci 22 par
chromosomoéw autosomowych i pojedynczej pary chromosoméw ptci. Zgodnie z
terminologia mendlowskg dziedziczenie odbywa sie za pomocg chromosomow pici i
autosomoéw w sposdb recesywny lub dominujacy, co w potgczeniu z mechanizmem jedno-
lub wielogenowym dziedziczenia decyduje o podziale choréb genetycznie uwarunkowanych

[80].
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Obok choréb uwarunkowanych wieloczynnikowo, zwigzanych z interakcjg wielu
réznych gendéw na poziomie réznych loci, tworzgcych predyspozycje do wystgpienia choroby,
wymagajacg dodatkowego, srodowiskowego czynnika spustowego, istnieje grupa
genetycznych choréb jednogenowych, ktdre cechuje prawie stuprocentowa korelacja
pojedynczej mutacji ze zmienionym chorobowo fenotypem [81,82]. Liczbe tych schorzen
szacuje sie na ok. 10.000, a ich czestos¢ w populacji siega 2,5%. Charakterystyka choréb
monogenowych zdecydowata ponad 20 lat temu o rozwoju diagnostyki prenatalnej na
poziomie tworzenia map sprzezen genetycznych opartych na ocenie polimorfizméw dtugosci
odcinkéw restrykcyjnych, podczas gdy diagnostyka genetyczna choréb uwarunkowanych
wieloczynnikowo wymaga oceny réznych gendw jak i ich wzajemnych oddziatywan [83].
Jednakze ze wzgledu na istnienie takich zjawisk jak mutacje dynamiczne, mozaikowatos¢
somatyczna czy pietnowanie rodzicielskie, w wielu przypadkach choréob monogenowych nie

obowigzujg mendlowskie zasady dziedziczenia.

Istotnym  elementem utrudniajgcym diagnostyke  choréb  genetycznie
uwarunkowanych jest wspotwystepowanie oddziatujgcych na siebie wzajemnie mutacji w
roznych genach, modyfikujgcych koricowy efekt na poziomie fenotypu pacjenta oraz

obecnos¢ mechanizmoéw epigenetycznych [84].

1.5.2. Zmiany sekwencji DNA

O réznorodnosci  fenotypowej organizméw  decydujg obok  czynnikéw
srodowiskowych i behawioralnych zmiany ilosciowe i strukturalne sekwencji DNA, czyli tzw.
rearanzacje genomowe, prowadzace do zmian od poziomu nieistotnych klinicznie
polimorfizméw po mutacje skutkujgce rozwojem standédw chorobowych o ciezkim przebiegu
[85,86]. Te ostatnie okreslane sg mianem zaburzen genomowych, a czestos¢ ich
wystepowania moze roézni¢ sie w poszczegdlnych populacjach badanych [87,88]. W
przypadku wariantéw rzadkich czestosé ich wystepowania w populacji jest mniejsza niz 5%, a
w przypadku polimorfizmédw nie mniejsza niz 1%. O istotnosci danego wariantu
genetycznego decyduje skfad genowy i czestos¢ jego wystepowania w danej populacji.
Nieprawidtowosci obejmujgce duze fragmenty genomu widoczne w mikroskopie swietlnym,
stanowig tzw. aberracje chromosomowe. Stanowig one zwykle efekt zaburzen w procesie

podziatu zaréwno komorek ptciowych jak i somatycznych. Najczesciej spotykane sg przypadki
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aneuploidii, wynikajacej ze zjawiska nondysjunkcji par chromosomow lub chromatyd. Oprécz
zmian ilosciowych pod postacig aneuploidii lub poliploidii, wyrdzniamy zmiany struktury
takie jak translokacje, insercje, inwersje, duplikacje czy delecje [89]. Zmiany s3 czesto
efektem ztozonych cech struktury catego genomu i zaburzend na poziomie mechanizmoéw
posredniczacych. Ze wzgledu na mechanizm powstawania zmian w sekwencji DNA,
przeksztatcenia genomowe podzielono na trzy modele: nie-homologiczne taczenie koncéw
(ang. non-homologous end-joining, NHEJ), nie-alleliczna homologiczna rekombinacja (ang.
non-allelic homologous recombination, NAHR) i model blokowania widetek i przefaczania
matrycy (ang. Fork stalling and template switching, FoSTeS) [90]. Dla sprawnego
funkcjonowania genomu znaczenie majg takie zmiany zwigzane z matrycowym kwasem

rybonukleinowym mRNA (ang. messenger RNA).

1.5.3. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu

O zmiennosci ludzkiego genomu w blisko 80% przypadkdow decydujg polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism, SNP), rozprzestrzenione w
catym genomie z czestoscig co 100-300 nukleotyddw, w tgcznej ilosci ponad 10 milionow
[91,92]. Pojecie SNP odpowiada zmiennosci sekwencji DNA na poziomie zamiany
pojedynczego nukleotydu, pomiedzy dwoma osobnikami tego samego gatunku lub dwoma
odpowiadajgcymi sobie chromosomami tego samego osobnika. Dotycza one odcinkdéw
kodujacych i niekodujgcych genéw oraz regionéw miedzygenowych. SNP stanowig efekt
mutacji, selektywnie utrwalonych w danej populacji, z ktérg pozostajg w Scistym zwigzku w
zakresie czestosci wystepowania okreslonych alleli. Zwigzek ten moze by¢ na tyle silny, iz
przynalezno$¢ do okreslonej populacji determinuje mozliwo$é¢ wystgpienia okreslonych
wariantow SNP. Ponadto czesto$¢ wystepowania SNP jest powigzana ze zjawiskiem
losowego dryfu genetycznego jak i stanowi efekt presji ewolucyjnej. Identyfikacja genotypéw
i haplotypow powigzanych z okreslonymi chorobami pozwolita na wyselekcjonowanie
wybranych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu istotnych dla podatnosci na
zachorowanie. W opozycji do nich stojg poznane SNP, ktérym przypisuje sie w literaturze

role czynnikéw ochronnych [93].

Badania, odnoszace sie do znaczenia SNP w ryzyku wystgpienia stanu chorobowego,

opierajg sie na ocenie rdznic w czestosci wystepowania alleli okre$lonego polimorfizmu
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pomiedzy grupg osob klinicznie przejawiajgcych cechy danej choroby, a zdrowa w jej zakresie
grupg kontrolng [94]. W ocenie podtoza genetycznego choréb bierze sie zatem pod uwage
zarébwno bezposredni zwigzek przyczynowo-skutkowy pomiedzy okreslong mutacjg, a
wystgpieniem danej choroby, jak i podatno$é na zachorowanie, wynikajgcg z obecnosci
okreslonych SNP w danej populacji. Znaczenie ma nie tylko analiza pojedynczych
polimorfizméw danego genu, ale réwniez wskazanie na ich ewentualne wspdétdziedziczenie,
wynikajgce ze zjawiska sprzezenia genetycznego, co pozwala dopiero na catosciowg ocene
znaczenia struktury genu. Udowodniono, ze kosegregacja czyli wspdlne dziedziczenie SNP
wystepujgcych w sekwencji danego genu, czesto charakterystyczne dla danej populacji,

moze decydowaé o podatnosci na zachorowanie.

1.5.4. Haplotypy

Grupa sgsiadujgcych ze sobg polimorfizméw  pojedynczego nukleotydu
dziedziczonych wspdlnie jako zestaw sprzezonych ze sobg alleli okreslana jest nazwa
haplotypu. Sktonnos$¢ do wspodtdziedziczenia sprzezonych genetycznie loci nosi miano
niezrownowazenia sprzezen (ang. linkage disequilibrium, LD) i dla danej populacji stanowi
miare wspotwystepowania okreslonych alleli genu w dwoch wybranych loci z czestoscig

wiekszg niz w przypadku innych losowo wybranych loci w genomie [95,96].

Obliczenia matematyczne oparte na testach D, DO i R2 pozwalajg na ocene wartosci
LD. W przypadku, gdy jest ona wysoka dla danych SNP oznacza to, ze dziedziczg sie one
prawie zawsze wspodlnie. Wartos¢ tych testow zalezy od czestosci alleli par SNP [97,98].
Najczesciej wykorzystywanym testem jest pochodna korelacji R2, wyrazajgca stosunek
zmiennosci w pojedynczym SNP wzgledem innego SNP lub odnoszgca sie do stosunku
obserwacji przy wspélnym wystepowaniu dwdch okreslonych par ich alleli [97,99]. Analiza
haplotypow, rozumianych jako zbiory wspdlnie dziedziczonych SNP, pozwala na ocene
wptywu wybranych wariantéw genowych, uwzgledniajgcych tzw. polimorfizmy znacznikowe i
ich wzajemng kosegregacje, na zmiany fenotypowe i zwigzang z nimi podatno$é¢ na
zachorowanie. Przy czym nalezy mie¢ na uwadze, ze struktura haplotypu odpowiada za
dalsze przekazywanie cechy chorobowej w kolejnych pokoleniach. Znajomos¢ haplotypdw
pozwala zatem na ograniczenie analizy do oceny wybranych wariantdw SNP znacznikowych

(ang. tag SNP) oraz na dokfadne okreslenie wptywu poszczegdlnych wariantéw okreslonego
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genu na zmiennos$¢ fenotypowa. Dodatkowo to witasnie stabilna struktura haplotypu
odpowiada za utrwalenie i przekazywanie danej cechy z pokolenia na pokolenie [100].
Wpltyw zmian w zakresie polimorfizmu pojedynczego nukleotydu na podatno$é na
zachorowanie w przypadku schorzen wieloczynnikowych jest trudniejszy do udowodnienia
niz w przypadku choréb monogenowych. Dotychczasowa wiedza dotyczaca haplotypdw jest

dostepna w publicznej bazie danych ludzkiego genomu HapMap [101].

1.5.5. Znaczenie analizy SNP w praktyce klinicznej

Obecne trendy w badaniach genetycznych zmierzajg w kierunku préb catosciowej
oceny patomechanizmu wzajemnych oddziatywan poszczegdlnych gendw i ich produktow
biatkowych, powigzanych z okreslonym fenotypem chorobowym. Klasyczne metody
sekwencjonowania fragmentéw genomu w poszukiwaniu markerow molekularnych biatek
regulatorowych i $ciezek sygnalizacyjnych sg wysoce czasochtonne. Wobec wzrastajgcych
oczekiwan poprawy w zakresie powszechnej dostepnosci diagnostyki na poziomie
molekularnym, w chwili obecnej na pierwszy plan obok identyfikacji gendw i analizy mutacji
wysuwa sie ocena polimorfizmow pojedynczego nukleotydu z wykorzystaniem macierzy DNA
[102]. Testy oceniajgce wystepowanie poszczegdlinych SNP w sekwencjach kodujgcych genu
oraz w jego odcinkach regulatorowych i ich zwigzek z podatnoscig na zachorowanie zalicza
sie do grupy testow diagnostyczno-prognostycznych, przy czym w przypadku chordb
wieloczynnikowych analiza taka wymaga szczegétowej oceny wielu polimorfizméw z
uwzglednieniem ich specyfiki populacyjnej. W celu oznaczenia obecnosci poszczegdlnych
SNP wykorzystuje sie techniki mapowania asocjacyjnego (ang. genome-wide association
study, GWAS) z wykorzystaniem tradycyjnych markeréw i mikromacierzy [103].Szczegdlnie
przydatne w celach detekcji pojedynczych mutacji oraz monitorowaniu ekspresji i
mapowaniu gendw sg metody mikromacierzy oligonukleotydowych (10-80pz) [104]. Dalsze
zawezanie zakresu badan do wybranych SNP znacznikowych opiera sie na ocenie
haplotypow. Obecnie wiemy, ze zaleznos$¢ zmian fenotypu od wariantdw genowych jest
zdeterminowana nie tyle przez pojedyncze SNP, ale przez ich zbiory i kosegragacje, a wiec na
drodze oceny haplotypéw [105]. Struktura haplotypu odpowiada za przekazywanie
zmienionego wariantu genowego z pokolenia na pokolenie, przy czym zaleznos¢ pomiedzy

fenotypem, a haplotypem jest znacznie wyrazniejsza w przypadku choréb monogenowych.
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Rdznorodnos¢ fenotypowa populacji stanowi jednak ostatecznie wypadkowg zréznicowania

genetycznego i efektu dziatania czynnikow srodowiskowych i behawioralnych.

1.6. Czynniki Srodowiskowe ryzyka rozwoju osteoporozy

1.6.1. Aktywnosc fizyczna

Wsréd najczesciej wymienianych modyfikowalnych czynnikow ryzyka rozwoju
osteoporozy wymienia sie brak aktywnosci fizycznej. Wysitek fizyczny poprzez mechaniczne
obcigzenie kosci stymuluje rozwdj prawidtowej gestosci mineralnej w jej obrebie, ale
optymalizacja doboru ¢wiczen celem poprawy wtasciwosci reologicznych uktadu kostnego
pozostaje nierozstrzygnieta. Sugeruje sie, Zze intensywny aerobic i trening wytrzymatosciowy
korelujg w najwyzszym stopniu z poprawg w zakresie wartosci BMD, podczas gdy nie
udowodniono, aby umiarkowany wysitek fizyczny w postaci regularnego chodzenia miat w
jakikolwiek sposéb zapobiega¢ rozwojowi osteoporozy w grupie kobiet w wieku
pomenopauzalnym [106]. Badania sugerujg, ze u osdb w wieku podesztym, ktdre przez wiele
lat systematycznie uprawiaty sport rekreacyjnie, wzrost gestosci mineralnej kosci w stosunku
do 0sob nie¢wiczgcych, ma rownomierne roztozenie w catym szkielecie, tymczasem u oséb
mtodych, trenujgcych intensywnie okreslone grupy miesniowe, obserwuje sie wybidrczy
wzrost BMD w wybranych obszarach ciata [107]. Regularne i odpowiednio nasilone
obcigzenie mechaniczne, z kluczowg dla rozwoju kosci sitg cigzenia, stanowi element
stymulujacy aktywnos¢ osteoblastow. Najlepszy efekt w postaci przyrostu kosci na grubos¢ i
wzrostu ich gestosci mineralnej do wartosci przekraczajacych srednig populacyjna
obserwowano w grupie dziewczat i dorostych kobiet, u ktérych regularny wysitek sportowy
miat miejsce od okresu poprzedzajacego dojrzewanie ptciowe i byt kontynuowany w
kolejnych latach, podczas gdy podobne préby aktywacji fizycznej podejmowane w grupie
mtodych dorostych kobiet w okresie od 9 do 12 miesiecy obserwacji nie poprawiaty w sposéb
istotny parametréow kostnych [108]. Powyiszy stan rzeczy tlumaczy sie zmianami
dotyczacymi resorpcji kostnej, nieadekwatnoscia wysitku fizycznego w zakresie jego
intensywnosci i czestotliwosci w stosunku do potrzeb wiekowych oraz wczesniejszym
osiggnieciem szczytowej masy kostnej. Pomimo powyzszych stwierdzen w wielu niezaleznych

badaniach klinicznych obserwowano pozytywny wptyw aktywnosci fizycznej na poprawe
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gestosci mineralnej kosci, nawet w przypadku pacjentéw z grup podwyziszonego ryzyka
rozwoju osteoporozy, jak w przypadku grupy dorostych kobiet z niedoborem witaminy D
[109]. Badania u kobiet w okresie pomenopauzalnym muszg uwzglednia¢ ograniczone
zdolnosci adaptacyjne szkieletu do obcigzenia mechanicznego zwigzanego z ¢éwiczeniami
fizycznymi, wynikajace ze zmienionego stanu hormonalnego i niedostatecznego spozycia

wapnia w diecie.

Nalezy pamieta¢, ze nadmierny wysitek fizyczny, zwfaszcza u kobiet w okresie
dojrzewania pfciowego, indukujgcy zaburzenia w obrebie petli sprzezen zwrotnych
podwzgorze-przysadka-gonady, moze prowadzi¢ do standéw ryzyka rozwoju osteoporozy
takich jak zaburzenia miesigczkowania. Za najistotniejszy czynnik modyfikujacy $ciezke
sygnatowg w obrebie podlegajgcych obcigzeniu mechanicznemu kosci, uwaza sie estrogeny.
Badania genetyczne wskazujg, ze polimorfizm vall58met genu katecholo-O-
metylotransferazy (ang. catechol-O-methyl transferase, COMT), odpowiadajgcej za szlak
degradacji estrogendw, moze az o 60-70% zmieniac ich aktywnos¢ enzymatyczng w kosciach.
Powyzszy polimorfizm genu COMT wptywa niekorzystnie na gestos¢ mineralng kosci u oséb

wykazujgcych matg aktywnos¢ fizyczng [110].

1.6.2. Dieta

Jednym z kluczowych czynnikdéw, determinujgcych rozwdj osteoporozy jest
niedozywienie i zwigzany z tym niedobdr biatek, wapnia i witamin D, A, B6, C i K. Istotne dla
prawidtowego rozwoju macierzy kostnej sg rowniez zwigzki cynku, potasu, fluoru, chromu i
magnezu [111]. Badania amerykanskie populacji dzieciecej z zaburzeniami odzywiania bez
klinicznie uchwytnego niedoboru masy ciata sugerujg jednoznacznie negatywny wplyw
niedozywienia na wartos¢ BMD w odcinku ledZzwiowym kregostupa [112]. Podobnych
obserwacji dokonano odnosnie pacjentéw z chorobg Le$niowskiego-Crohna czy anoreksja.
Podstawowym Zrédtem wapnia o najlepszych parametrach biodostepnosci w diecie sg
produkty mleczne. W kontekscie powyzszego stwierdzenia znaczenie nabiera szacowana
nawet na 2-30% w populacji kaukaskiej grupa pacjentdow cierpigcych na nietolerancje
laktozy. Roéwnie istotne w diecie ze wzgledu na dostarczanie kofaktoréw procesow
kosciotworzenia takich jak witaminy K czy A s3 zielone warzywa liSciaste, nasiona roslin

strgczkowych, czerwone mieso i dréb oraz kasze.
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Jednym z gtéwnych skfadnikdw mineralnych kosci, niezbednym dla ich prawidtowego
funkcjonowania na wszystkich etapach zycia jest wapn. W celu oszacowania dobowego
zapotrzebowania na wapn, pozwalajagcego na osiggniecie optymalnej szczytowej masy
kostnej, obok oceny przyrostu masy kostnej i tempa obrotu kostnego, bierze sie takze pod
uwage zmiany w zakresie jego absorpcji i wydalania [113]. W licznych badaniach
retrospektywnych udowodniono zwigzek pomiedzy podazg dobowg wapnia w diecie,
zalecang dla oséb dorostych w granicach ok. 800-1000mg, a warto$cig BMD. Jego udziat

procentowy w rocznym przyroscie gestosci mineralnej kosci szacuje sie na ok. 1,1% [114].

Zgodnie z obecng wiedzg, najistotniejsza wydaje sie suplementacja wapnia w diecie w
okresie pierwszych dwdch lat zycia dziecka ze wzgledu na jego wiasciwosci anty-resorpcyjne i
spowalniajgce obrot kostny. Podaz soli wapnia wptywa korzystnie na remodeling kostny, a
zwigzki wapnia zawarte w mleku dodatkowo oprécz poprawy parametréw mineralizacji
kostnej promujg wzrost kosci na dtugos¢ [115]. Jak donosza raporty FAO/WHO dotyczace
spozycia substancji mineralnych i witamin, istnieje zalezno$¢ pomiedzy podazg wapnia w
diecie, a wartosciag BMD i BMC (ang. bone mineral concentration), ale nie mozna jej w
sposob uniwersalny odnosi¢ do ryzyka ztamania patologicznego, bez kontekstu etnicznego i
geograficznego [116]. W krajach o niskim populacyjnym odsetku ztaman
niskoenergetycznych codzienne spozycie wapnia w diecie nie przewyzsza, a czesto wrecz jest
nizsze w stosunku do krajéw Europy Zachodniej czy Stanéw Zjednoczonych. Jednakze to
wtfasnie w krajach lepiej rozwinietych o znaczgco wyzszym wskazniku zapadalnos$ci na
osteoporoze wykazano zwigzek pomiedzy niskg zawartoscig wapnia w diecie, ponizej
400mg/24h, a zwiekszonym ryzykiem ztamania patologicznego w grupie kobiet i mezczyzn
powyzej 50 roku zycia. Zwigzku tego nie udowodniono w sposdb jednoznaczny w odniesieniu
do dzieci i mtodych oséb dorostych, gdzie dodatkowym czynnikiem determinujacym,
szczegllnie u dziewczat, jest okres skoku przedpokwitaniowego i dojrzewanie ptciowe. W
kazdym wieku odpowiednio wysoka podaz wapnia w diecie moze redukowac stezenie
parathormonu w surowicy krwi i obniza¢ tempo remodelingu kostnego, réwnoczesnie
poprawiajgc odpowiedZ na leczenie antyresorpcyjne, szczegdlnie u kobiet w okresie

pomenopauzalnym [117].

Zarébwno zawarta w organizmach roslinnych i drozdzach witamina D2 czyli

ergokalcyferol jak i wystepujgca w organizmach zwierzecych witamina D3 nazywana
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cholekalcyferolem, stanowig pochodne cholesterolowe i s3 pierwotnie pozbawione
aktywnosci biologicznej. Szacuje sie, ze ok. 80-100% zapotrzebowania dobowego na
cholekalcyferol jest pokrywane przez synteze w keratynocytach warstwy rozrodczej naskdrka
pod wplywem promieniowania stonecznego UV o dtugosci fali 290-315nm, a jedynie
szczatkowe zasoby witaminy D3 majg pochodzenie egzogenne. Szczegdlnie bogate w
pochodne witaminy D sg oleje rybie. Do aktywacji cholekalcyferolu konieczna jest podwadjna
hydroksylacja atomu wegla w pozycji 25 i 1, majgca miejsce odpowiednio w watrobie i w
nerkach, w czym bierze czynny udziat kompleks cytochromu P450 (CYP27A1, CYP3A4,
CYP2R1). 1,25(0OH),D3 czyli kalcytriol bierze udziat w regulacji homeostazy wapnia i
fosforandw. Gtéwnymi narzadami efektorowymi dziatania witaminy D sg jelita i kosci, ale w
ostatnich latach stwierdzono obecnos¢ receptorow VDR w wiekszosci tkanek organizmu, z
ktdrych czes¢ posiada mechanizmy enzymatyczne zdolne do przeksztatcania formy krazace;j,
czyli kalcidiolu, w podwadjnie hydroksylowang forme aktywng [118]. W obecnosci kalcytriolu
dochodzi do zwiekszenia efektywnosci wchfaniania jelitowego i resorpcji nerkowej wapnia.
Poprawie ulega rowniez wchtanianie jelitowe fosforanéw. Bez udziatu witaminy D zaledwie
15% wapnia i 60% fosforandw ulega absorpcji z produktdw dostarczanych w diecie, podczas
gdy z udziatem kalcytriolu wartosci te wzrastajg dla wapnia do 30-40% i dla fosforanow do
80% [119]. W populacji europejskiej ze wzgledu na niskg zawarto$¢ witaminy D w
produktach zywnosciowych i dtugie okresy stabego nastonecznienia istnieje stata tendencja
zaréowno u oséb dorostych jak i u dzieci do utrzymywania sie niedostatecznie niskiego
stezenia witaminy D w ustroju [120]. W badaniach amerykanskich szacuje sie, ze blisko 50%
dziewczat rasy kaukaskiej w okresie przedpokwitaniowym ma stezenie witaminy D we krwi

obwodowej ponizej 20ng/ml [121].

W przypadku alkoholu czynnikiem decydujgcym o jego wptywie na uktad szkieletowy
jest dawka. Spozywany w niewielkich ilosciach pobudza osteoblasty, ale dtugotrwata podaz
duzych ilosci alkoholu powoduje istotne zaburzenia metabolizmu kostnego z przewaga
proceséw resorpcji kostnej. Efekt ten ulega wzmocnieniu poprzez wtérne efekty toksycznego
dziatania alkoholu takie jak niewydolnos¢ watroby, spadek stezenia hormondw ptciowych czy
niedozywienie [122]. Rdwniez nadmierne spozycie kawy, prawdopodobnie w mechanizmie
nasilenia kalciurii i wtérnego do spadku stezenia wapnia w surowicy krwi wzrostu syntezy

parathormonu, moze skutkowaé natezeniem proceséw niszczenia kosci. Tymczasem zawarte
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w herbacie, szczegdlnie zielonej, flawony, jako pochodne fitoestrogenéw majg oddziatywac

pozytywnie na receptory estrogenowe na powierzchni osteoblastow.

1.7. Czynniki hormonalne ryzyka rozwoju osteoporozy

1.7.1. Androgeny i estrogeny

Pozostajgc w Scistej zaleznosci z uwarunkowaniami genetycznymi i sSrodowiskowymi,
gtéwnym czynnikiem regulatorowym metabolizmu kostnego pozostaje uktad hormonalny.
Kluczowe mechanizmy utrzymujace homeostaze kostng sg w duzej mierze zalezne od
hormonoéw ptciowych tj. androgendw i estrogendw. Te drugie u obu ptci stanowig element
decydujacy o zamykaniu sie nasad kosci dtugich i tym samym zakonczeniu wzrostu
organizmu. W odréznieniu od protekcyjnej roli estrogendéw z ich TGF-beta zaleznym efektem
promujgcym apoptoze komédrek kosciogubnych, w $Swietle najnowszych badan, androgeny
odpowiadajg za hamowanie apoptozy osteocytéw i spadek liczby osteoblastéow [123]. Jest to
zwigzane z ich wptywem na indukcje ekspres;ji takich modulatorow procesu kosciotworzenia
jak TGF-beta (ang. transforming growth factor-beta) i IGFs ( ang. insuline-like growth
factors). Réwnoczesnie androgeny majg wptyw hamujgcy na ekspresje IL-6 i podjednostek
biatkowych gp80 i gp130 jej receptora btonowego, odgrywajacych istotng role w procesie
osteoklastogenezy, a ich niedobdr moze prowadzi¢ do rozwoju osteoporozy wtérnej [124].
Receptory androgenowe sg obecne w wiekszosci komdrek kostnych. Testosteron oddziatuje
na kosci, zaréwno za posrednictwem receptora androgenowego jak i w wyniku aromatyzacji,
za posrednictwem receptora estrogenowego, przy czym krytyczne znaczenie dla wzrostu
koSci na dtugos$¢ majg receptory ERa. Rozbudowa okostnej i rozwdj kosci s3 promowane
poprzez aktywacje receptora androgenowego, podczas gdy aktywacja ERa ma dla
powyzszych proceséw znaczenie hamujace. Udowodniono, ze spadek stezenia testosteronu
w surowicy krwi, obserwowany u starszych mezczyzn, koreluje ze wzrostem liczby

przypadkéw osteoporozy i ztaman niskoenergetycznych [125].

Mechanizm dziatania estrogendéw na tkanke kostng najlepiej przesledzono w grupie
kobiet w wieku pomenopauzalnym, u ktérych dochodzi do ustania funkcji jajnikdw. Na
podstawie analiz przeprowadzonych w tej grupie pacjentek, stwierdzono hamujgcy wptyw

estrogendéw na tempo obrotu kostnego poprzez ich receptory ER obecne zaréwno w
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osteoblastach jak i osteoklastach [126]. W badaniach na duzych populacjach kobiet
udowodniono, ze menopauza indukuje nieréwnomierny wzrost markeréow obrotu kostnego,
wynoszacy ok. 45% dla markeréw kosciotworzenia netto i az 90% dla markeréw resorpcji
kostnej [127]. Ponadto niedobdr estrogendw zwieksza wrazliwosé kosci na dziatanie
parathormonu. Powstaty w ten sposéb w okresie menopauzy wtérny hiperparatyroidyzm
prowadzi do uruchomienia mechanizmdéw kompensacyjnych, majgcych za zadanie chronic
homeostaze ptynéw zewngtrzkomdrkowych przed narastajacg na skutek resorpcji kostnej
hiperkalcemia. Prowadzi to do zwiekszenia wydalania wapnia z moczem i zmniejszenia jego
wchfaniania jelitowego, przy réwnoczesnie utrzymujgcym sie poczatkowo prawidtowym lub
wrecz nieznacznie obnizonym stezeniu PTH [128]. W miare trwania powyzszego stanu
stezenie PTH zaczyna stopniowo wzrastac, co jest szczegdlnie wyrazne w grupie pacjentek z

niedoborem postaci aktywnej witaminy D.

1.7.2. Parathormon

W warunkach fizjologicznych parathormon uwalnia wapn z rezerwuaru kostnego i
dziata antagonistycznie w stosunku do kalcytoniny. Jego wptyw na osteoklasty i procesy
resorpcji kostnej ma charakter posredni, poprzez wigzanie z osteoblastami i wzrost ekspresji
RANKL oraz hamowanie ekspresji osteoprotegeryny. Zwigzanie osteoprotegeryny z RANKL
uniemozliwia jego interakcje z RANK. Wigzanie RANKL z RANK jest ufatwione przez
zmniejszenie ilosci osteoprotegeryny, dostepnej dla wigzania nadmiaru RANKL, co w efekcie
nasila resorpcje kosci. W chwili obecnej analog parathormonu, podawany w sposéb
okresowy, jest wykorzystywany jako preparat proanaboliczny, majacy za zadanie zapobiegac
rozwojowi osteoporozy, jak rowniez substancja ingerujgca w zakres gospodarki tkankowe;j
oraz w celu przyspieszenia gojenia sie ztaman. Stosowany homolog ludzkiego PTH, PTHrP
typu 1-ego, wchodzi w interakcje z osteoblastami, zwiekszajgc przyrost masy kostnej, ale w
odréznieniu od naturalnego prototypu, dziata bez dodatkowego uruchomienia i stymulacji
procesdw resorpcji kostnej i nasilania hiperkalcemii [129]. Zwraca sie takie uwage na
znaczenie niedoboru witaminy D w obnizeniu wrazliwosci obwodowych narzadéw
efektorowych, w tym kosci, na dziatanie parathormonu, mogace prowadzi¢ do rozwoju
osteoporozy. Mechanizm tych zaburzen nie jest do konca poznany, ale czes¢ autoréw wigze

go z dodatkowym czynnikiem spustowym w postaci hipomagnezemii, co ma znajdowaéd
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potwierdzenie w relatywnie niskim stezeniu magnezu w surowicy krwi oséb o obnizonej

wartosci BMD [130].

1.8. Osteoporoza wtérna

Osteoporoze dzielimy na posta¢ pierwotng, w obrebie ktérej wyrdézniamy
osteoporoze idiopatyczng inwolucyjng postmenopauzalng i starczg, oraz osteoporoze
wtdérng. Pod pojeciem osteoporozy wtdrnej rozumiemy niekorzystne obnizenie gestosci
mineralnej i zaburzenia mikroarchitektury kosci, a co za tym idzie zmiany jej witasciwosci
reologicznych, prowadzace do uposledzenia wytrzymatosci kosci na dziatanie sit
mechanicznych i zwiekszonego ryzyka ztamania, powstajagce w przebiegu choréb
przewlektych, majgcych wptyw na mineralizacje koséca Iub jako efekt uboczny
farmakoterapii i dtugotrwatego unieruchomienia. Osteoporoza wtérna stanowi wypadkowg
zwiekszonej utraty masy kostnej i niedostatecznej jej wartosci szczytowej, prowadzac do
rozwoju takich objawow jak bél, obnizenie sity miesniowej, a w konsekwencji ztamania i
deformacje kostne. W grupie najczesciej wymienianych schorzen, mogacych prowadzi¢ do
rozwoju osteoporozy wymienia sie zaburzenia wchtaniania, choroby nerek, tkanki tacznej,
nowotworowe, uktadu oddechowego i szpiku kostnego oraz zaburzenia hormonalne. W
grupie pacjentéw matoletnich ok. 80% przypadkéw osteoporozy ma charakter zmian

wtérnych [131].

1.8.1. Choroby przewlekte, a osteoporoza

Wsrod zaburzen endokrynologicznych na szczegdélng uwage, ze wzgledu na
wzrastajgcg liczbe chorych, zastuguje cukrzyca. Badania epidemiologiczne ostatnich lat
wskazujg na podwyzszone ryzyko ztamania patologicznego w obrebie szyjki kosci udowej,
kosSci ramiennej i kosci Srdodstopia u oséb w podesztym wieku, cierpigcych na cukrzyce typu 2.
Wynik analiz jest o tyle zaskakujacy, ze dotychczas umiarkowany spadek gestosci mineralnej
kosci obserwowano u mtodych pacjentéw z cukrzycg typu 1, podczas gdy w grupie
diabetykéw z cukrzycg typu 2 wartosci BMD byty prawidtowe lub wrecz wysokie [132].
Wptyw utrzymujgcej sie hiperglikemii na kos¢ ma charakter ztozony, zwigzany czesto z

otytoscig, hiperinsulinemia, przewlektym stanem zapalnym, mikroangiopatig, odktadaniem
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sie we widknach kolagenowych depozytéw koricowych produktéw glikozylacji oraz spadkiem
IGF-1, a takze hiperkalciurig i cukrzycowa chorobg nerek. Optymalna kontrola glikemii i
agresywne leczenie oraz profilaktyka powikfah naczyniowych mogag mieé kluczowe znaczenie
w zapobieganiu rozwojowi osteoporozy u o0séb z cukrzycg typu 1. W cukrzycy typu 2
dodatkowe znaczenie dla ograniczenia ryzyka ztaman ma kwestia poprawy jakosci wzroku i

sprawnosci fizycznej pacjentéow [133].

Lepiej poznane pozostajg mechanizmy zrzeszotnienia kosci w przebiegu choréb
gruczotu tarczowego. Nadmierny wyrzut hormondéw tarczycowych prowadzi do
niekontrolowanego wzrostu tempa obrotu kostnego, szczegdlnie w obrebie kosci
beleczkowej, ze zdecydowang przewagg fazy resorpcji nad procesami kosciotworzenia [134].
Jest to efekt zwiekszenia pod wptywem tyroksyny liczby jednostek przebudowy kostnej BMU
z rownoczesnym skréceniem cyklu przebudowy, co skutecznie zmniejsza mozliwosci
efektywnego dziatania komodrek kosciotwdrczych, powoduje Scieficzenie beleczek kostnych i
wzrost ryzyka ztamania patologicznego. Zmiany te sg bardziej nasilone w grupie pacjentow
starszych w stosunku do oséb mtodych [135]. W nadczynnosci tarczycy dochodzi do
przewlektej reabsorpcji kostnej z nieznaczng hiperkalcemia i hiperfosfatemig, czemu
towarzyszy wzrost kalciurii, zmniejszenie jelitowego wchtaniania wapnia i spadek
hydroksylacji nerkowej witaminy D do jej formy aktywnej [136]. Skuteczne leczenie
nadczynnos$ci tarczycy w ciggu 4-6 tygodni przynosi normalizacje parametrow
laboratoryjnych gospodarki wapniowo-fosforanowej, a w dalszej konsekwencji wzrost
gestosci mineralnej kosci [137]. Jednakze ttugoterminowe obserwacje wskazujg na trwate
pogorszenie wtasciwosci biomechanicznych i utrzymujgce sie podwyzszone ryzyko ztamania
patologicznego, szczegdlnie w obrebie przynasady blizszej kosci udowej. W przypadku
niedoczynnosci tarczycy obserwujemy znaczne spowolnienie proceséw przebudowy kostnej
z 50% spadkiem tempa mineralizacji, co jest wynikiem zahamowania powstawania i
dojrzewania komoérek kostnych. Wydalanie wapnia z moczem, stezenie osteokalcyny i
fosfatazy alkalicznej w surowicy krwi maleje. Wptyw tych proceséw na wartos¢ BMD
pozostaje niejednoznaczny. Wydaje sie, ze niekorzystny wptyw niedoczynnosci tarczycy
dotyczy u oséb dorostych gtéwnie obszaréw odpowiadajgcych kosci korowej, a w populacji
dzieciecej kosci powstatej na podfozu chrzestnym, z towarzyszagcym zahamowaniem wzrostu

kosci na dtugosc i opdznionym dojrzewaniem szkieletu [138].
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Szczegdlny przypadek pacjentédw z osteoporozg wtdrng stanowig osoby cierpigce na
jadtowstret psychiczny. Oprécz oczywistych niedoboréw zywieniowych, w tym
niedostatecznej podazy wapnia w diecie i zbyt drastycznego wysitku fizycznego
podejmowanego przez dziewczeta chorujgce na anoreksje, nalezy zwrdci¢ uwage na obecne
u znacznej czesci z nich zaburzenia miesigczkowania lub wtérny brak miesigczki.
Udowodniono istnienie zalezno$ci pomiedzy czasem trwania braku miesigczki, a wartoscia
gestosci mineralnej kosci, przy czym najciezsze zaburzenia o charakterze niejednokrotnie
nieodwracalnym obserwowano w przypadku kobiet, u ktérych brak miesigczki wystapit przed

ukoriczeniem petnoletniosci [139].

Najciezszy przebieg osteoporozy przypisuje sie pacjentom z hipogonadyzmem,

nadczynnoscig przytarczyc i zespotem Cushinga o najczesciej jatrogennym podtozu.

1.8.2. Osteoporoza jatrogenna — wptyw glikokortykosteroidow na kos¢

Wsréd lekdw o dziataniu indukujgcym zmiany osteoporotyczne wymienia sie miedzy
innymi tak powszechnie stosowane preparaty jak antykoagulanty w postaci heparyny i
pochodnych acenokumarolu, hormony tarczycowe, metotreksat czy doustne S$rodki
antykoncepcyjne. Jednakze czotowg pozycje wsrod lekéw odpowiedzialnych za rozwdj

niekorzystnych zmian kostnych od lat zajmujg niezmiennie glikokortykosteroidy.

W warunkach fizjologicznych glikokortykosteroidy sg produkowane w warstwie
pasmowatej i siatkowatej kory nadnerczy pod wptywem kortykotropiny (ACTH) i
odpowiadajg za regulacje szeregu przemian metabolicznych biatek, weglowodandéw i
ttuszczéw oraz homeostaze wodno-elektrolitowg ustroju. Glikokortykosteroidy egzogenne
stanowig podstawowg grupe lekéw o dziataniu immunosupresyjnym, przeciwzapalnym i
przeciwalergicznym. Szacuje sie, ze w populacji europejskiej ok. 0,5-1% ludnosci przyjmuje
przewlekle glikokortykosteroidy, z czego mniej niz 15% otrzymuje wtasciwg profilaktyke
kostng. W Wielkiej Brytanii liczba pacjentdw leczonych przewlekle steroidami siega 250
tysiecy rocznie, w Polsce dane te nie sg doktadnie sprecyzowane. Szacuje sig, ze liczba ta
wynosi dla populacji polskiej okoto 200 tysiecy oséb rocznie, z czego od 30 do 50% z nich
dotyka problem ztaman niskoenergetycznych [140,141]. O niekorzystnym wplywie

glikokortykosteroidow na gesto$¢ mineralng kosci mozemy moéwi¢ w przypadku leczenia
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prednizonem w dawce wiekszej/réwnej 7,5 mg na dobe przez okres co najmniej 3 miesiecy
[11]. Oddziatywanie glikokortykosteroiddw na tempo i kierunek obrotu kostnego jest
zfozone. Zmiany zachodzace w kosciach majg najbardziej dynamiczny przebieg w okresie
pierwszych 12 miesiecy leczenia. Bezposredni wptyw steroiddw na ekspresje gendw zachodzi
poprzez ich cytoplazmatyczne i jadrowe receptory typu drugiego obecne w osteoblastach i
ich komérkach prekursorowych oraz poprzez ich wptyw na poziomie receptorowym i
kanatéw jonowych na btone komérek docelowych. Mechanizm oddziatywania steroidéw na
osteoklasty nie jest do konca jasny. Sterydozalezna aktywacja osteoklastow jest wtdérna do
hamowania syntezy osteoprotegeryny i pochodzgcego z linii makrofagowej inhibitora
osteoklastogenezy [142]. Ponadto GKS sg promotorami syntezy receptora RANK oraz
zwigzanego z osteoblastami, odpowiadajgcego mu ligandu tj. cytokiny RANKL, a takze
hamujg proliferacje i rdéinicowanie osteoblastéw, prowadzgc w konsekwencji do ich
apoptozy [143]. Rownoczesnie badania brytyjskie prowadzone na osteoklastach uzyskanych
z kosci dtugich noworodkéw szczuréw wskazujg na zalezne od stosowanej dawki lekéw
skrécenie przezycia osteoklastéw i spadek ich liczby o ok. 25% pod wptywem hydrokortyzonu
i deksametazonu, co miato przetozenie na tempo resorpcji kostnej [144]. Analiza ta
wskazywata réwniez na antagonistyczne w stosunku do osteoklastow, a rownoczesnie nie
wptywajgce na czas ich przezycia, dziatanie progesteronu. Wsréd najwazniejszych
mechanizmdéw oddziatywania steroidow na metabolizm kostny nalezy réwniez wymienié
blokowanie syntezy osteokalcyny w mechanizmie transrepresji. Niekorzystny wptyw
glikokortykosteroidow na gestos¢ mineralng kosci stanowi takze rezultat ich aktywnosci
endokrynnej wyrazajacej sie w hamowaniu sekrecji gonadotropin, zaréwno androgendw jak i
estrogendéw. Ponadto przewlekta steroidoterapia prowadzi do inhibicji syntezy IGF-1 i
testosteronu, zmian w mechanizmie sekrecji parathormonu w przytarczycach z pulsacyjnego
w kierunku tonicznego, co powoduje hamowanie efektéw jego dziatania na poziomie
narzadow efektorowych. Jak wynika z powyzszego wptyw glikokortykosteroidéw na kos¢ jest
wieloczynnikowy, a jego efekt posredni stanowi wypadkowg spadku wchtaniania jonow
wapnia z przewodu pokarmowego na skutek blokowania receptoréw witaminy D w nabfonku
jelitowym, hamowania nerkowej hydroksylacji witaminy D do postaci aktywnej 1,25(0OH),D3,
zmniejszenia nerkowej reabsorpcji zwrotnej wapnia z nastepczg hiperkalciurig oraz

utrzymujgcego sie podwyzszonego stezenia parathormonu w surowicy krwi [145].
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1.9. Zespot nerczycowy

Znaczacy odsetek pacjentow leczonych kortykosteroidami w grupie wiekowej ponizej
18 roku zycia stanowig dzieci z idiopatycznym zespotem nerczycowym, ktéry to zespodt
objawdéw, wynika ze zwiekszenia przepuszczalnosci btony filtracyjnej ktebuszkéw nerkowych
w przebiegu pierwotnych i wtérnych ktebuszkowych zapalen nerek [146]. Ws$rdod objawéw
klinicznych i odchylen laboratoryjnych  dominujg:  biatkomocz  wiekszy/réwny
50mg/kgmc./24h, hipoproteinemia i hipogammaglobulinemia z hipoalbuminemia, obrzeki,
hiperlipidemia i zaburzenia krzepniecia krwi, mogace prowadzi¢ do wtdérnych powiktan
zakrzepowo-zatorowych oraz zwiekszona skfonnos¢ do infekcji, a takie zaburzenia
metaboliczne takie jak hipokalcemia czy hipotyroidyzm [147]. Idiopatyczny zespdt
nerczycowy stanowi najczestszg przyczyne biatkomoczu u dzieci, przy czym to wiasnie
biatkomocz jest obecnie uwazany za najbardziej niekorzystny czynnik uszkadzajgcy strukture
nerek, indukujgcy proces zapalny w obrebie migzszu nerkowego, prowadzacy do postepu
przewlektej choroby nerek [148]. Najczestszg odmiang histologiczng idiopatycznego zespotu
nerczycowego (IZN) u dzieci sg zmiany o charakterze zmian minimalnych i ogniskowe
segmentalne stwardnienie ktebuszkow nerkowych [149]. Znacznie rzadziej w bioptatach
nerkowych u dzieci z IZN diagnozuje sie zmiany o typie proliferacji mezangialnej (ang.

mesangial hypercellularity, MH) [150].

Wobec wieloczynnikowe] etiologii schorzenia z dominujgcg komponenta
immunologiczng i defektem gendéw kodujacych biatka cytoszkieletu podocyta, zgodnie z
wytycznymi Miedzynarodowej Federacji ds. Leczenia Choréb Nerek u Dzieci (International
Study for Kidney Diseases In Children, ISKDC) kluczowym leczeniem pierwszego rzutu w fazie
ostrej choroby pozostajg glikokortykosteroidy w postaci podawanego doustnie prednizonu w
dawce 2mg/kg/24h przez okres 6 tygodni, dziatajgcego jednoczesnie przeciwzapalnie i
stabilizujgco na btone podstawng kiebuszka nerkowego [151]. Stopniowa redukcja dawki
prednizonu, az do catkowitego odstawienia leku jest powolna i obejmuje okres od 4 do 6
miesiecy. Aktualne doniesienia jednoznacznie wskazujg, ze ponad 90% pacjentow
pediatrycznych z idiopatycznym zespotem nerczycowym odpowiada na steroidoterapie
(steroidowrazliwy ZN), czego wyrazem jest uzyskanie remisji w okresie 8 tygodni leczenia.

Efekt terapeutyczny jest wynikiem dziatania przeciwzapalnego steroidéw, obecnego zaréwno
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we wczesnej fazie reakcji zapalnej (rozszerzenie naczyn wiosowatych, migracja fagocytow,
obrzek) jak i towarzyszgcego zmianom pdzniejszym (rozrost, proliferacja fibroblastow,
tworzenie widkien kolagenowych i bliznowacenie). Glikokortykosteroidy pomimo swojej
skutecznosci nie pozostajg obojetne wobec ustroju narazonego na ich diugotrwaty podaz w
dawce terapeutycznej. Do najczesciej wymienianych dziatan niepozgdanych GKS nalezg

osteoporoza i zahamowanie wzrostu u dzieci.

1.10.Densytometria

Zgodnie z opinig ekspertéw Swiatowej Organizacji Zdrowia, pomimo watpliwosci jakie
budzi obecnos¢ ztaman niskoenergetycznych w grupie pacjentéw z wysokimi warto$ciami
gestosci mineralnej kosci, wcigz podstawowg metodg diagnostyczng, stuzgcg ocenie
nasilenia zmian osteoporotycznych i wynikajacego z nich ryzyka ztamania kosci, pozostaje
pomiar BMD (ang. bone mass density) metodg absorpcjometrii promieniowania
rentgenowskiego o podwdjnej wigzce energetycznej (ang. dual X-ray absorptiometry — DXA)
czyli densytometria kosci [152]. Metoda ta opiera sie na opisanym przez Lambert’a-Beer’a
zjawisku pochtfaniania wigzki promieniowania jonizujgcego przechodzgcego przez osrodek, w
tym przypadku kos¢, natezenie ktdrego w sposdb odwrotnie proporcjonalny do zawartosci
mineratéw w kosci, jest odbierane przez detektor, a nastepnie przetwarzane na poziomie
danych liczbowych, odpowiadajgcych wartosciom bezwzglednym, okreslajgcym gestosc
mineralng kosci w g/cm2 na podstawie zawartosci sktadnikow mineralnych w kosci (ang.
bone mineral contens, BMC) wyrazonej w gramach na danej powierzchni. Metoda
referencyjng dla oceny BMD w odcinku ledZzwiowym kregostupa, blizszym odcinku kosci
udowej, czesci dystalnej przedramienia czy oceny catego szkieletu pozostaje technika z
wykorzystaniem podwadjnej energii promieniowania rentgenowskiego, podczas gdy technika
pojedynczej wigzki moze jedynie stuzy¢ ocenie gestosci mineratu kostnego w lokalizacjach
obwodowych, bez mozliwosci rozrdznienia struktury beleczkowej od korowej. Ze wzgledu na
niskg dawke ekspozycyjng promieniowania rentgenowskiego, badanie densytometryczne
uwaza sie za bezpieczne, a dzieki zastosowaniu metody Fan Beam czyli wachlarza
detektordéw, czas ekspozycji ulegt znacznemu skréceniu przy powtarzalnosci pomiaru rzedu
1%. W przypadku pacjentdw z osteoporozg posterydowg zaleca sie ocene odcinka

ledzwiowego kregostupa ze wzgledu na obecnos¢ kosci beleczkowej, ktéra w tej grupie
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chorych ulega w pierwszej kolejnosci niekorzystnej przebudowie. Obecnie na rynku sg
dostepne aparaty trzech firm GE Lunar, Hologic i Norland, oferujgce stosunkowo szeroki
asortyment. Nalezy jednak mie¢ na uwadze niedoskonatosci metody, wynikajace z braku

uwzglednienia tréojwymiarowosci badanych obiektéw.

Oceny masy kostnej u osdb dorostych dokonuje sie poprzez odniesienie wartosci
BMD pacjenta do wartosci szczytowej masy kostnej dla danej ptci, wyrazonej jako liczba
odchylei standardowych (T-score) [153]. W populacji kobiet w wieku pomenopauzalnym
wartos¢ T-score pomiedzy -1,0, a -2,5 odpowiada osteopenii, ponizej -2,5 osteoporozie [154].
Kryteria te nie powinny by¢ stosowane u mezczyzn ponizej 64 roku zycia, z wyjatkiem osdb, u
ktdrych istniejg czynniki ryzyka rozwoju wtérnej osteoporozy takie jak hipogonadyzm,
nadczynnos$¢ przytarczyc czy steroidoterapia. W grupie oséb ponizej 20-ego roku zycia nie
nalezy stosowac¢ wskaznika T-score, a rozpoznanie osteoporozy nie moze opierac sie
wytgcznie na parametrach densytometrycznych. U dzieci wykorzystuje sie ocene masy
kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej réwnowiekowej grupy kontrolnej
odpowiadajgcej danej pfci czyli wskaznik Z-score. Wartos¢ Z-score ponizej -2,0 odpowiada w
grupie pacjentéw pediatrycznych wartosciom ponizej referencyjnych to znaczy tzw. niskiej
masie kostnej w odniesieniu do wieku. Przy czym w ocenie densytometrycznej dzieci i
mtodziezy nalezy bra¢ pod uwage wytgcznie badanie catego szkieletu i odcinka ledzwiowego

kregostupa [155,156].

Ocena ryzyka ztamania niskoenergetycznego u pacjentéw w wieku rozwojowym jest
utrudniona ze wzgledu na toczgce sie procesy wzrostu i reorganizacji kosci. Stad
podejmowane préby wykorzystania badania densytometrycznego do oceny zaleznosci
pomiedzy tkankg miesniowg i kostng w odniesieniu do wysokos$ci ciata [157]. Opracowywane
dla danego wieku standardowe dane normatywne, przedstawiane w postaci $redniej i
odchylenia standardowego w poszczegdlnych grupach, nie spetniajg w przypadku populacji
dzieciecej kryteriow wiarygodnosci. Wiadomo bowiem, ze interpretacja wynikéw badania
densytometrycznego w okresie wzrostu i rozwoju powinna uwzglednia¢ nie tylko wiek, ale
takze rozmiary ciata pacjenta. Dane skategoryzowane sg fatwe do zastosowania, ale
powodujg btedy interpretacyjne, stad wielu autoréw celem doktadnego obliczenia wartosci
Z-score, takze dla pacjentéw z pogranicza przedziatdow referencyjnych, opracowuje dla danej
populacji odpowiadajgce jej w zakresie wieku, ptci, masy i wzrostu, normy ciggte gestosci

39



kosci [158]. Podobne préby sg czynione celem oceny sktadu tkanek miekkich i ich korelacji z

ko$émi czyli oceny tzw. mechanostatu.

Odpowiednio interpretowane wyniki badania densytometrycznego pozwalajg $ledzié
stan ukfadu kostnego pacjenta w kolejnych miesigcach i latach. Okres rozdzielajgcy
nastepujace po sobie pomiary densytometryczne powinien wynosi¢ minimum jeden rok od
czasu wdrozenia stosownego leczenia lub jego modyfikacji. W przypadku oséb, u ktérych
wczesniej obserwowano pozytywny wpltyw okreslonej farmakoterapii czas ten powinien ulec
nawet wydtuzeniu. Wyjatkiem od powyzszej reguty jest grupa pacjentéw z obserwowanym
szybkim spadkiem wartosci gestosci mineralnej kosci, co moze mie¢ miejsce w przypadku
intensywnej steroidoterapii. WoAwczas odstepy pomiedzy kolejnymi  kontrolami
densytometrycznymi powinny wynosi¢ w przyblizeniu ok. 6 miesiecy. Nie zaleca sie czestszej
oceny BMD metodg DEXA [159,162]. Obecnie szacuje sie, ze u okoto 50% pacjentow
leczonych steroidami dochodzi do spadku gestosci mineralnej kosci w zakresie do 15%
rocznie, a u co trzeciego pacjenta do patologicznego ztamania kregu. Jednak wedtug danych
z piSmiennictwa i obserwacji wtasnych wynika, iz mimo stosowania jednolitego standardu
leczenia prednizonem, nie u wszystkich pacjentow w wieku przedpokwitaniowym dochodzi
do rozwoju niepozadanych zmian kostnych. Pomimo powszechnie stosowanej profilaktyki
jak suplementacja jondw wapnia i aktywnej formy witaminy D, u niektdrych pacjentow
dochodzi do dalszego postepu choroby, szczegdlnie w odcinku ledZzwiowym L2-L4
kregostupa, podczas gdy u okoto dwdch trzecich dzieci leczonych kortykosteroidami nie
stwierdza sie obnizenia wartosci BMD w badaniu densytometrycznym i zwiekszonego ryzyka
ztamania patologicznego. Nasuwa sie zatem uzasadnione pytanie o istnienie niezaleznego od
czynnikéw srodowiskowych i nie podlegajacego modyfikacji podtoza molekularnego zmian

kostnych.
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2.

Cele

Celami niniejszej pracy byty:

2.1.

2.2.

2.3.

analiza wybranych polimorfizmdéw pojedynczego nukleotydu genu LRP5 i tworzonych
przez nie blokéw haplotypowych jako domniemanych predyktoréw rozwoju
niekorzystnych zmian gestosci mineralnej kosci w grupie dzieci w wieku
przedpokwitaniowym z zespotem nerczycowym leczonych glikokortykosteroidami z

obnizong i prawidfowg gestoscig mineralng kosci oraz u zdrowych oséb z grupy kontrolnej

analiza wybranych polimorfizmdéw pojedynczego nukleotydu genu LRP5 i tworzonych
przez nie blokéw haplotypowych jako domniemanych czynnikéw protekcyjnych,
chronigcych przed rozwojem niekorzystnych zmian gestosci mineralnej kosci w grupie
dzieci w wieku przedpokwitaniowym z zespotem nerczycowym leczonych
glikokortykosteroidami z obnizong i prawidlowg gestosciag mineralng kosci oraz u

zdrowych 0sdb z grupy kontrolnej

okreslenie przydatnosci badan genetycznych w aspekcie genu LRP5 u dzieci z

zespotem nerczycowym w trakcie leczenia glikokortykosteroidami
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3. Pacjenci i Metody

3.1. Pacjenci

Badania przeprowadzono na grupie 141 pacjentdow, w wieku od 5 do 12 lat,
hospitalizowanych w latach 2007-2013 w Klinice Kardiologii i Nefrologii Dzieciecej oraz
Klinice Otolaryngologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, wséréd ktérych 14
0s6b stanowili pacjenci z idiopatycznym zespotem nerczycowym i obnizong gestoscia
mineralng kosci, 26 pacjenci z idiopatycznym zespotem nerczycowym i prawidiowym
wynikiem badania densytometrycznego kosci oraz 101 dzieci, u ktérych nie stwierdzono
choréb nerek i uktadu kostno-stawowego, tworzgcych grupe kontrolng. Pobranie krwi
obwodowej od matoletnich pacjentéow celem izolacji DNA towarzyszyto rutynowej kontroli
laboratoryjnej, wynikajgcej ze schorzenia podstawowego Ilub planowanego zabiegu
operacyjnego i byto kazdorazowo poprzedzone udzieleniem szczegétowej informacji
opiekunom prawnym dzieci, dotyczgcej celowosci i potencjalnych korzysci, ptynacych z
prowadzonych badan. Oprdécz rozmowy z osobg prowadzgcy badanie, informacja dla
opiekunow prawnych przekazywana byta w formie pisemnej, zamieszczonej na oswiadczeniu
Swiadomej zgody na udziat w badaniach genetycznych. Zgoda na udziat w badaniach DNA z
wykorzystaniem krwi obwodowej pacjentéw byta kazdorazowo indywidualnie potwierdzona
podpisem opiekuna prawnego dziecka (zatgcznik 1). Na prowadzone badania uzyskano zgode
Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

(Uchwata nr 592/12, zatgcznik 2).

3.1.1. Grupa badana

Grupe badang stanowito 40 dzieci, 22 chtopcéw (55%) i 18 dziewczat (45%), w wieku
przedpokwitaniowym od 5 do 12 lat (Srednia wieku 8,38+2,52 lat), z idiopatycznym zespotem
nerczycowym, hospitalizowanych w Klinice Kardiologii i Nefrologii Dzieciecej Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu pod kierownictwem profesor A. Siwinskiej w latach 2007-2013.

Pod pojeciem zespotu nerczycowego zdefiniowano zespdt objawdw chorobowych
wywotany nadmierng, nieskompensowang utratg biatka z moczem w ilosci wiekszej/réwnej

50mg/kgmc./24h. U 33 z 40 pacjentédw zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowego
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Towarzystwa Chordob Nerek u Dzieci wykonano biopsje nerki [151]. Na podstawie oceny

histopatologicznej bioptatu, zgodnie z definicja WHO, stwierdzo u 10 pacjentéow zmiany

minimalne (ang. minimal change disease, MCD), u 17 rozsiane mezangialne ktebuszkowe

zapalenie nerek (ang. diffuse mesangial proliferation, DMP), u 4 ogniskowe segmentalne

stwardnienie ktebuszkéw nerkowych (ang. focal segmental glomerulosclerosis, FSGS), u 2

mezangialne kiebuszkowe zapalenie nerek (ang. mesangial glomerulonephritis, MesGN)

(Tabl.1).

Tabela 1. Charakterystyka grupy badane;j

Parametr (surowica)

Grupa badana

ZN+ Z-score<-1,00

ZN+Z-score=-1,00

Liczba badanych 40 14 26
Pte¢ Q18 Q7 ?11

322 37 415
Wiek Srednia+SD | Mediana | Srednia+SD | Mediana | Srednia+SD | Mediana
zachorowania 3,45+2,39 2 3,21+1,67 2,5 3,57+2,73 2
na ZN
Biopsja nerki MCD - 10 MCD -5 MCD -5
(liczba pacjentéw) DMP - 17 DMP -5 DMP -12

MesGN - 2 MesGN - 1 MesGN - 1

FSGS -4 FSGS -1 FSGS -3
Odpowiedz na GKS SSNS 23 SSNS 11 SSNS 12

SRNS 17 SRNS 3 SRNS 14
DMP rozlane mezangialne ktebuszkowe zapalenie nerek (ang. diffuse mesangial proliferation)

GKS
MCD
MesGN
FSGS

glikokortykosteroidy
submikroskopowe ktebuszkowe zapalenie nerek (ang. minimal changes disease)
mezangialne kiebuszkowe zapalenie nerek (ang. mesangial glomerulonephritis)
ogniskowe segmentalne stwardnienie kiebuszkow nerkowych (ang. focal segmental

glomerulosclerosis)

SRNS
SSNS
ZN
Z-score

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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steroidooporny zesp6t nerczycowy (ang. steroid resistant nephrotic syndrome)

steroidowrazliwy zesp6t nerczycowy (ang. steroid sensitive nephrotic syndrome)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej




Wszyscy pacjenci z grupy badanej leczeni byli prednizonem doustnie w dawce
przekraczajacej 7,5mg/24h przez okres nie krétszy niz 3 miesigce. Standardowa
steroidoterapia w przypadku pierwszego rzutu choroby i pdZznego nawrotu tj. powyzej roku
trwania remisji, obejmowata podaz prednizonu p.o. w dawce 2mg/kg mc./24h przez okres 6
tygodni, a nastepnie 1.3mg/kg mc./48h od 7 do 12 tygodnia leczenia wtgcznie [151]. Dalsza
podaz prednizonu, w okresie od 4 do 6 miesigca leczenia, byta stopniowo redukowana,

$rednio o 5mg tygodniowo, az do catkowitego odstawienia leku.

W trakcie steroidoterapii wszyscy pacjenci otrzymywali w ramach profilaktyki zmian
osteoporotycznych suplementacje wapnia w dawce 500-1000mg/24h i preparaty witaminy D
w postaci alfakalcydolu w dawce 0,25ug/24h u dzieci o masie ciata ponizej 20 kg i od 0,25 do
0,5ug/24h w przypadku dzieci o masie ciata od 20 do 40 kg. Od chwili przyjecia do szpitala w
odstepach 3 miesiecznych monitorowano stezenie wapnia catkowitego i wapnia
zjonizowanego, fosforandw, magnezu, witaminy 250HD3, fosfatazy alkalicznej oraz

parathormonu (Tabl.2).

Tabela 2. Ocena srednich wartosci parametrow laboratoryjnych w grupie badanej u
pacjentéw z obnizong i prawidtowg wartoscig Z-score po 3-6 miesigcach steroidoterapii

Parametr (surowica) | Grupa badana ZN+ Z-score<-1,00 ZN+Z-score=-1,00

Ca [mmol/I] 2,41+0,02 2,44+0,17 2,3910,06

Ca2+ [mmol/I] 1,18+0,05 1,18+0,05 1,17+0,05

PO4 [mg/dl] 4,6140,67 4,62+40,77 4,6140,61

Mg [mg/I] 20,16%+2,01 19,87+1,93 20,33+2,08

25(0OH)D3 [ng/ml] 18,58+11,48 17,22+11,48 19,44+11,67
mediana 15,5 mediana 13,8 mediana 15,6

ALP [U/I] 204,58+75,64 186,92+83,03 215,52+70,54

PTH [pg/ml] 31,66x15,85 28,53+12,28 33,71+17,80

ALP fosfataza zasadowa

Ca wapn catkowity

Ca2+ wapn zjonizowany

Mg magnez

PO4 jon fosforanowy

PTH parathormon

ZN zespot nerczycowy

Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej rownowiekowej

grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
25(OH)D3 kalcidiol
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W celu wykluczenia dodatkowych, nie zwigzanych ze steroidoterapia, czynnikdéw
ryzyka rozwoju osteoporozy, w grupie badanej oceniano ponadto wyktadniki biochemiczne

funkcji nerek, tarczycy oraz odczyny zapalne (Tab.3).

Wartos¢ filtracji ktebuszkowej oceniano z wykorzystaniem skorygowanego wzoru

wzrost [cm]

Schwartza [148]: GFR = 0,413 x stezenie kreatyniny w surowicy krwi [% )

Ocena funkcji gruczotu tarczowego obejmowata oznaczenie stezenia hormonu
tyreotropowego (TSH), wolnej tréjjodotyroniny (FT3) i tyroksyny (FT4). Wyniki badan
wskazywaty na eutyreoze i ksztattowaty sie jak w tabeli ponizej. Za wykfadnik ostrego stanu
zapalnego przyjeto podwyzszone stezenie biatka C-reaktywnego.

Tabela 3. Ocena srednich wartosci wybranych parametréw laboratoryjnych w grupie
badanej u pacjentow z obnizong i prawidtowg wartoscig Z-score

Parametr (surowica) Grupa badana ZN+ Z-score<-1,00 ZN+Z-score=-1,00
Kreatynina [mg/dl] 0,47+0,12 0,44+0,10 0,49+0,12

Mocznik [mg/dl] 28,55+10,71 25,57+17,60 30,29+11,97
GFR [ml/min/1.73m2] 117,12430,53 120,32+33,42 115,18+29,24

(wzér Schwartza)

TSH [ulU/ml] 3,49+2,29 3,12+2,04 3,66+2,44
FT3 [ng/dl] 2,96+0,59 3,15+0,71 2,85+0,50
FT4 [ng/dl] 0,99+0,20 1,01+0,25 0,97%0,16
CRP [mg/dl] 0,43+0,51 0,38+0,30 0,46%0,60
CRP biatko C-reaktywne

GFR wartos¢ filtracji ktebuszkowej

FT3 tréjjodotyronina

FT4 tyroksyna

TSH hormon tyreotropowy

ZN zespot nerczycowy

Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Parametry biochemiczne stanu odzywienia pacjentdw obejmowaty ocene stezenia
hemoglobiny, cholesterolu catkowitego i biatka catkowitego oraz udziatu procentowego

albumin w rozdziale elektroforetycznym biatek w surowicy krwi (Tabl. 4).

Tabela 4. Usrednione parametry biochemiczne stanu odzywienia w grupie badanej u
pacjentéw z obnizong i prawidowa wartoscig Z-score

Parametr Grupa badana ZN+ Z-scores<-1,00 ZN+Z-score=-1,00
Hemoglobina [g/dl] 13,06%1,44 13,25+1,38 12,94+1,49
Cholesterol catkowity [mg/dl] 207,15£53,06 205,21162,72 208,29147,98
Biatko catkowite [g/dI] 6,5910,83 6,8410,57 6,44+0,92
Albuminy [%] 59,89+£8,50 59,08%9,22 60,39+8,21
ZN zespot nerczycowy
Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Ocena antropometryczna pacjentow obejmowata pomiar masy ciata, wzrostu oraz
wyliczenie wskaznika masy ciata (ang. body mass index, BMI). Uzyskane wyniki pomiaréw
odniesiono do wartosci referencyjnych dla wieku i ptci wskazanych na siatkach centylowych
wysokosci, masy ciata i wskaznika masy ciata dzieci i mtodziezy w Polsce, pochodzacych z

wieloosrodkowego badania OLAF [160].

Szczegdtowy wywiad lekarski, obejmujacy wszystkich pacjentéw z grupy badanej,
przeprowadzono w oparciu o ankiete, ktéra pozwolita na uzyskanie informacji o wieku
zachorowania na zesp6t nerczycowy, wyniku biopsji nerki (o ile byta przeprowadzona), czasie
trwania i przebiegu choroby podstawowej, dotychczasowym sposobie leczenia i
wspotwystepowaniu schorzen dodatkowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem choréb ukfadu
kostno-stawowego oraz innych schorzen przewlektych, stanéw niedoboréw zywieniowych i
unieruchomienia, skutkujgcych zwiekszonym ryzykiem wystgpienia obnizonej gestosci
mineralnej kosci (Tabl. 5; zatacznik 3). Pytania dotyczgce farmakoterapii, uwzgledniaty czas,
sposob podania i dawke glikokortykosteroiddw oraz dane dotyczace ewentualnej podazy
innych preparatéw leczniczych, zwigzanych ze wzrostem ryzyka rozwoju osteoporozy, takich

jak leki przeciwkrzepliwe, hormony tarczycowe czy leki cytostatyczne (zatgcznik 3).
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Tabela 5. Choroby wspétwystepujace u pacjentéw z grupy badanej z obnizong i

prawidtowg wartoscig Z-score

Schorzenie ZN+ Z-score<-1,00 ZN+Z-score=-1,00

alergia wziewna, nadreaktywno$¢ oskrzelio | 2 3

typie atopii, astma oskrzelowa

nawracajgce zakazenia uktadu moczowego | 2 0

moczenie nocne 1 0

przewlekta choroba nerek 1 0

Padaczka 1 0

ADHD 0 1

wada serca 0 1 (ASDII z przeciekiem L-P)
nadcisnienie tetnicze 1 0

meswmstte Cho':ObY z.a.pa.lne jelit, 0 P (ch.Lesniowskiego-Crohna)
stan po niedroznosci jelit

tojotokowe zapalenie skory 0 1

wady refrakgcji 0 1

cukrzyca typu l-ego 0 1

choroba Hashimoto 1 1

choroba Recklinghausena 1 0

Nadwaga 1 2

niedobdr masy ciata 0 2

niskorostos¢ 4 3

ztamanie niskoenergetyczne

2 (ztamanie kregu L3, L4;
ztamanie kosci nadgarstka)

1 (ztamanie kosci ramiennej)

ADHD zespot nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. attention deficit
hyperactivity disorder)

ASDII ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej serca typu Il (ang. atrial septal defect type Il)

ZN zespot nerczycowy

Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

W kwestionariuszu szczegdlng uwage zwrdcono na informacje, dotyczgce schorzen o

charakterze dziedzicznym, w tym chordb wielogenowych, dotyczacych zaréwno samych

pacjentéw, jak i ich krewnych. Wywiad lekarski obejmowat pytania o takie nieprawidtowosci

i choroby jak opdznienie psycho-ruchowe, matogtowie, dysmorfia twarzy, gtuchota, slepota,

47



http://en.wikipedia.org/wiki/Attention_deficit_hyperactivity_disorder
http://en.wikipedia.org/wiki/Attention_deficit_hyperactivity_disorder

wielopalczastos¢, dysplazje kostno-stawowe, wrodzona tamliwos¢ kosci, osteoporoza,
reumatoidalne zapalenie stawdw, wady serca, wady nerek i drég moczowych, cukrzyca typu
l-ego, toczen ukfadowy, nieswoiste choroby zapalne jelit, alergie, wirusowe zapalenie

watroby i nowotwory.

W celu ochrony danych osobowych pacjentéw probowki z krwig zostaty zakodowane
w chwili ich otrzymania, poprzez nadanie kazdej unikalnego numeru, oznaczajgcego

poszczegdlnych badanych w kolejnych etapach analizy laboratoryjne;j.

3.1.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowito 101 osdb, 62 chtopcdéw i 39 dziewczat z wojewddztwa
wielkopolskiego, w wieku od 5 do 12 lat (Srednia wieku 9,1242,31lat), hospitalizowanych w
Klinice Otolaryngologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu pod kierownictwem
dr hab. Jarostawa Szydtowskiego w latach 2010-2012 celem wykonania zabiegu
tonsillektomii, adenotomii lub korekty skrzywienia przegrody nosa. U zadnego z pacjentow,
nalezgcych do grupy kontrolnej, nie stwierdzono objawdéw zespotu nerczycowego oraz
choréb uktadu kostno-stawowego. Zaden z pacjentdw nie byt wczesniej leczony systemowo
glikokortykosteroidami przez okres co najmniej 3 miesiecy. Na podstawie zebranego z
rodzicami dzieci wywiadu i przeprowadzonego badania lekarskiego, nie stwierdzono u
nikogo z grupy kontrolnej istotnych klinicznie schorzen, zagrazajacych zdrowiu lub Zzyciu
pacjentéw, w tym choréb o podtozu genetycznym, poza jednostka chorobowa, bedaca
przyczyng obecnej hospitalizacji. Opiekunowie prawni pacjentéw z grupy kontrolnej przed
podpisaniem $wiadome] zgody na pobranie prébki krwi do badan genetycznych zostali
poproszeni o wypetnienie kwestionariusza, zblizonego do tego, przeznaczonego dla dzieci z
grupy badanej, zawierajgcego szczegétowe pytania o wystepowanie choréb genetycznie
uwarunkowanych u pacjentéw i w ich rodzinach, ze szczegélnym uwzglednieniem choréb
nerek, choréb autoimmunologicznych i schorzen ukfadu kostnego, w tym osteoporozy
(zatacznik 4). Celem jednoznacznego wykluczenia obecnosci biatkomoczu nerczycowego w
grupie kontrolnej, u wszystkich pacjentéw wykonano analize moczu, obejmujacg oznaczenie
pH, ciezaru wtasciwego, obecnosci biatka i glukozy oraz ocene osadu moczu. Wywiad
zebrany z opiekunami dzieci nie wskazywat na wczedniejsze wystepowanie w grupie

kontrolnej przypadkéw ztamarn niskoenergetycznych. Zadne z dzieci nie pozostawato pod
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stata opiekg ortopedy Iub reumatologa i nie wymagato przewlekle zabiegow
rehabilitacyjnych z powodu schorzen narzadu ruchu. Liczba oséb z grupy kontrolnej byta

ponad dwukrotnie wyzsza od liczby oséb z grupy badane;j.

3.1.3. Materiat do badan

Materiat do badan stanowita krew obwodowa, pobierana do probéwek z podtozem
EDTA w trakcie rutynowych badan dzieci z grupy badanej i kontrolnej w Klinice Kardiologii i
Nefrologii Dzieciecej oraz Klinice Otolaryngologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu, skad nastepnie odmierzano 200 pl krwi do probdowki typu Eppendorf (1,5ml),
celem izolacji catkowitego genomowego DNA z wykorzystaniem systemu kolumnowego.
Dalsza analiza genetyczna pobranego materiatu zostata wykonana w Katedrze i Zaktadzie
Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu pod kierownictwem profesora

M. Zabla.

3.2. Metody

3.2.1. Ocena densytometryczna pacjentéw z grupy badanej

Status tkanki kostnej i potencjalne ryzyko ztamania niskoenergetycznego oceniano w
kontekscie zmian klinicznych na podstawie badania densytometrycznego catego szkieletu i
odcinka ledzwiowego kregostupa L2-L4 z wykorzystaniem aparatu DPX Lunar (scan mode

medium, collimation 1.68mm, current (uA) 750, sample 1,2x1,2mm).

Tabela 6. Parametry promieniowania —aparat GE Lunar

Odcinek ledzwiowy kregostupa L2-L4 0.4-4 (uSv)

Skan catego ciata 0.02-5(uSv)

U pacjentéw o masie ciata ponizej 30 kg zastosowano odpowiedni pediatryczny tryb
pomiarowy, uwzgledniajgcy rozmiary ciata dziecka. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze
wszystkie urzadzenia przeznaczone do pomiardw densytometrycznych sg pierwotnie
kalibrowane w odniesieniu do oséb dorostych, a wiec o potencjalnie wyziszej gestosci

mineralnej kosci. Obecno$¢ oprogramowania przeznaczonego do pomiardw w grupie
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pediatrycznej pozwolita na uzyskanie mozliwie wiarygodnych wynikéw pomiaréw, ale z
uwzglednieniem wszystkich trudnosci interpretacyjnych, wynikajacych z wieku pacjentow. W
przypadku zastosowanej w grupie badanej techniki wachlarza detektoréow tzw. fan beam,
istnieje ryzyko nieprawidtowosci w zakresie odczytu wartosci BMD, ze wzgledu na réznice w
odlegtosci pomiedzy zrédtem promieniowania, a badanym fragmentem kosci, wynikajace z
réznej grubosci tkanek miekkich u réznych pacjentéw. Skutkuje to réznicami na poziomie
odczytu przewidywanej dla potrzeb pomiaru powierzchni kosci (ang. bone area, BA) i
wtérnie do tego zawartosci mineratéw w kosci (ang. bone mineral concentration, BMC).
Celem minimalizacji potencjalnego btedu, zgodnie ze standardami postepowania,
zastosowano odpowiednie powiekszenie, ktére powinno wyeliminowaé nieprawidtowosci w

odczycie BMD poprzez wzajemne zniesienie sie btedow odczytu BMC i BA [155,161].

W celu unikniecia nieprawidtowosci w interpretacji porownawczej wynikdw pomiedzy
poszczegdlnymi pacjentami, wynikajagcych z odmiennosci w zakresie budowy i
oprogramowania oraz stosowanych algorytméw w dostepnych na rynku medycznym
densytometrach, wszystkie pomiary wykonano na tym samym aparacie DPX Lunar. W
przypadku proby odniesienia wartosci BMD mierzonej jak w grupie badanej z
wykorzystaniem aparatow marki GE Lunar, do badan wykonanych z wykorzystaniem aparatu
Hologic, nalezy uwzgledni¢ réznice w wynikach, z wartoscig BMD ok. 16% nizszg w przypadku
tego drugiego, ze wzgledu na inny sposdb kalibracji, opartej na obecnosci hydroksyapatytu w

kosciach.

Badanie densytometryczne byto kazdorazowo wykonywane w okresie od 3 do 6
miesiecy od wtgczenia prednizonu w dawce 2mg/kgmc./24h i powtarzane w odstepach 6-
miesiecznych celem weryfikacji skutecznosci leczenia ostonowego i oceny ewentualnej
progresji zmian chorobowych, zgodnie z zaleceniami International Society for Clinical

Densitometry [154,159].

Masa kostna pacjentdw oceniana byla w odniesieniu do masy kostnej
rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajgcej danej ptci czyli w oparciu o wskaznik Z-
score. Pod pojeciem prawidtowego wyniku badania densytometrycznego rozumiano wartos$é
Z-score >-1,00. Warto$¢ Z-score ponizej -1,00 odpowiadata w grupie badanej wartosciom

ponizej referencyjnych dla pacjentéw pediatrycznych to znaczy tzw. niskiej masie kostnej w
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odniesieniu do wieku, a ponizej -2,00 niskiej masie kostnej w odniesieniu do wieku,
sugerujacej zwiekszone ryzyko ztamania niskoenergetycznego [155,156]. Taka interpretacja
wynikéw badania densytometrycznego pozwolita w grupie badanej wyodrebni¢ grupe 14
dzieci, u ktérych stwierdzono cechy mogace swiadczy¢ o rozwijajgcej sie osteopenii lub
osteoporozie i grupe 26 pacjentow z potencjalnie prawidtowym obrotem kostnym (Tabl.

7,8).

Tabela 7. Wyniki badania densytometrycznego
Grupa badana — pacjenci z obnizong gestoscig mineralng kosci

A) Badanie catego szkieletu

Lp. | Pte¢ | Wiek (I/m) | BMD (g/cm2) | Y (%) | Age (%) | T-score | Z-score | BMC (g)
1 3 11/4 0,967 79 107 -3,16 0,84 1630
2 4 6/2 0,851 70 106 -4,61 1,30 789
3 Q 5/6 0,780 69 100 -4,31 0,01 755
4 Q 6/2 0,820 73 104 -3,81 0,35 717
5 3 5/5 0,757 62 97 -5,78 -0,28 613
6 Q 12/0 0,843 75 88 -3,53 -1,43 1066
7 Q 5/10 0,767 68 98 -4,48 -0,15 677
8 3 8/8 0,803 66 96 5,21 | -0,46 995
9 Q 11/8 0,880 78 96 -3,07 -0,44 1052
10 ) 11/8 0,898 74 100 -4,02 -0,02 1306
11 &) 7/7 0,758 62 92 -5,77 -0,77 753
12 Q 6/2 0,851 76 107 -3,43 0,74 843
13 Q 5/0 0,783 70 100 -4,28 0,05 638
14 3 11/6 0,989 81 110 -2,89 1,11 1737
BMC zawartos$¢ mineratu w kosci (ang. bone mineral contens)
BMD gestos¢ mineralna kosci (ang. bone mass density)
T-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do szczytowej masy
kostnej odpowiadajacej danej ptci
Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej pici
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B) Badanie odcinka ledzwiowego kregostupa L2-L4

Lp. | Pte¢ | Wiek(l/m) | BMD Y Age T- Z- Z-score BMC
(g/cm2) (%) | (%) score | score | Skorygowany | (g)

1 3 11/4 0,620 50 79 -6,20 -1,68 -1,41 18,66
2 3 6/2 0,532 43 82 -7,08 -1,21 -1,29 10,29
3 Q 5/6 0,515 43 80 -6,85 -1,29 -1,78 9,03
4 Q 6/2 0,554 46 83 -6,46 -1,10 -2,01 9,82
5 3 5/5 0,428 35 68 -8,12 -1,98 -2,27 8,91
6 Q 12/0 0,632 53 68 -5,68 -2,96 -1,97 16,96
7 Q 5/10 0,532 44 83 -6,50 -1,12 -1,92 8,77
8 | & 8/8 0,536 43 76 -7,03 | -1,70 -1,57 12,19
9 Q 11/8 0,630 52 73 -5,70 -2,30 -1,96 13,23
0] & 11/8 0,562 45 71 -6,78 -2,26 -2,02 14,11
11 ) 7/7 0,526 42 77 -7,14 -1,54 -1,55 9,44
12 Q 6/2 0,612 51 92 -5,88 -0,52 -1,74 11,68
13 Q 5/0 0,511 43 79 -6,89 -1,33 -2,04 8,54
14 | & 11/6 0,657 53 82 -5,83 -1,42 -1,02 17,78

BMC zawartos$¢ mineratu w kosci (ang. bone mineral contens)

BMD gestos¢ mineralna kosci (ang. bone mass density)

T-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do szczytowej masy

kostnej odpowiadajacej danej pfci
Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 8. Wyniki badania densytometrycznego

Grupa badana — pacjenci z prawidtow3a gestoscig mineralna kosci

A) Badanie catego szkieletu

Lp. | Pte¢ | Wiek BMD (g/cm2) |Y (%) | Age(%) | T-score | Z-score | BMC(g)
(1/m)
1 3 7/3 0,888 73 108 -4,15 0,85 1062
2 Q 6/2 0,806 72 102 -3,99 0,17 897
3 3 9/3 0,967 79 112 -3,16 1,34 1337
4 3 11/5 0,917 75 102 -3,79 0,21 1485
5 3 9/3 0,890 74 102 -4,01 0,24 1335
6 3 7/9 0,860 71 105 -4,49 0,51 957
7 Q 5/8 0,809 72 104 -3,95 0,38 777
8 3 5/ 0,823 67 106 -4,96 0,54 863
9 3 10/9 1,023 84 116 -2,46 1,79 1744
10 3 12/10 0,990 82 109 -2,77 0,98 1768
11 Q 10 0,897 80 103 -2,85 0,30 1330
12 3 5/0 0,814 67 104 -5,07 0,43 1344
13 Q 7/9 0,897 80 111 -2,85 1,15 1085
14 3 4/11 0,794 65 102 -5,32 0,18 719
15 Q 12/0 1,017 90 106 -1,35 0,75 1944
16 3 10/11 0,927 76 105 -3,67 0,58 1473
17 Q 5/0 ze wzgledu na niepokadj dziecka wykonano wytacznie badanie odcinka
ledzwiowego kregostupa
18 3 9/0 0,886 73 103 -4,18 0,32 1043
19 3 6/1 0,855 70 110 -4,57 0,93 812
20 3 9/2 0,911 75 106 -3,86 0,64 1231
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21 3 8/7 0,919 75 109 -3,76 0,99 1037

22 Q 10/2 0,864 77 99 -3,27 0,12 1141

23 Q 8/7 0,874 78 105 -3,14 0,54 1331

24 Q 6/3 0,810 72 102 -3,94 0,22 876

25 Q 10/3 0,974 87 112 -1,89 1,26 1680

26 Q 12/4 1,181 105 123 0,7 2,80 2440

BMC zawarto$¢ mineratu w kosci (ang. bone mineral contens)

BMD gestos¢ mineralna kosci (ang. bone mass density)

T-score liczba odchyler standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do szczytowej masy
kostnej odpowiadajacej danej ptci

Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

B) Badanie odcinka ledzwiowego kregostupa L2-L4

Lp. | Pteé¢ | Wiek(l/m) | BMD (g/cm2) | Y (%) | Age (%) | T-score | Z-score | Z-score BMC (g)
skorygowany

1 3 7/3 0,678 55 100 -5,62 -0,02 0,34 16,06
2 Q 6/2 0,639 53 95 -5,49 -0,25 -0,90 13,31
3 3 9/3 0,809 65 110 -4,31 0,75 1,45 20,43
4 3 11/5 0,732 59 93 -5,08 -0,56 -0,23 23,49
5 3 9/3 0,770 62 101 -4,7 0,09 0,99 17,00
6 3 7/9 0,690 56 101 -5,5 0,10 0,49 13,74
7 Q 5/8 0,586 49 91 -6,14 -0,58 -0,58 11,27
8 3 5 0,598 48 96 -6,42 -0,28 0,0 11,65
9 3 10/9 0,809 65 106 -4,31 0,48 1,06 24,92
10 3 12/10 0,787 63 97 -4,53 -0,28 -0,20 21,59
11 Q 10 0,713 59 90 -4,87 -0,84 -0,38 17,64
12 3 5/0 0,530 43 85 -7,07 -0,93 -0,99 9,16
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13 Q 7/9 0,706 59 103 -4,94 0,22 0,32 16,01
14 3 4/11 0,573 46 91 -6,67 -0,53 -0,45 9,09
15 Q 12/0 0,966 81 104 -2,34 0,38 0,40 31,75
16 3 10/11 0,641 52 84 -5,99 -1,20 -0,81 17,27
17 Q 5/0 0,521 43 81 -6,79 -1,23 -0,58 10,68
18 3 9/0 0,636 51 87 -6,04 -0,98 -0,57 13,73
19 3 6/1 0,577 47 92 -6,63 -0,49 -0,40 9,23
20 3 9/2 0,670 54 91 -5,70 -0,64 -0,17 16,56
21 3 8/7 0,661 53 93 -5,79 -0,46 0,05 13,32
22 Q 10/2 0,670 56 85 -5,3 -1,22 -0,55 16,87
23 Q 8/7 0,651 54 90 -5,49 -0,73 0,47 16,70
24 Q 6/3 0,679 57 102 -5,20 0,15 -0,87 13,35
25 Q 10/3 0,797 66 101 -4,03 0,05 0,92 23,52
26 Q 12/4 1,078 90 116 -1,22 1,5 0,95 35,19

BMC zawartos¢ mineratu w kosci (ang. bone mineral contens)

BMD gestos¢ mineralna kosci (ang. bone mass density)

T-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do szczytowej masy

kostnej odpowiadajacej danej pici
Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Celem poprawy  wiarygodnosci otrzymanych standardowych danych
skategoryzowanych i unikniecia nieprawidtowej interpretacji parametréw, odnoszacych sie
do pacjentéw z pogranicza norm referencyjnych, wyniki pomiaréw gestosci mineralnej kosci
odnoszono do norm ciggtych opracowanych dla populacji dzieci warszawskich,
uwzgledniajacych oprdcz pitci i wieku takie dane antropometryczne pacjentéw. Sposdb
obliczenia wartosci skorygowanego wskaznika Z-score oparto na podstawie wynikéw badan z
2009r., prowadzonych w Zaktadzie Biochemii i Medycyny Doswiadczalnej IP Centrum

Zdrowia Dziecka w Warszawie (Tabl. 9)[158].
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Tabela 9. Wzor ogdlny na wartos¢ Z-score dla populacji dzieci warszawskich wg
interpretacji Jaworskiego i Pludowskiego.

Z-score = (wynik badania BMC ;.4 — warto$¢ nalezna BMC .4 wg wieku) / odchylenie
standardowe

Réwnania dla badanych parametrow wg wieku (?-dziewczeta; J-chtopcy; SD-odchylenie

standardowe)
Odcinek ledzwiowy kregostupa L2-L4 w projekcji Ap - BMC [g]
0 1,56344*10° * wiek’ - 9,586543*107 * wiek®+ 2,211095 * wiek®- 23,6512 *

¢rednia | wiek® + 118,683 * wiek - 211,1114

SD -0,0112816*wiek’+0,353405*wiek’-2,804736*wiek+8,482414

3 -0,0100938*wiek*+0,4503345*wiek®-6,84777*wiek’+44,337*wiek-89,196
$rednia

SD (-6,70129*10**wiek’+32,0851*wiek*-571,904*wiek>+ 4794,393*wiek*-

18722*wiek+29337,07)/1000

Metoda DXA mierzy zawartos¢ mineratu w kosci (BMC) oraz powierzchnie kosci (BA),
na podstawie ktérych oblicza wartos¢ BMD jako stosunek BMC/BA. BMD w tak rozumianym
pomiarze densytometrycznym stanowi zatem stosunek ilosci mineratu kostnego do obszaru
skanowanego. Poniewaz mamy do czynienia nie z obrazem tréjwymiarowym, ale z
dwuwymiarowym, ktéry nie uwzglednia wielkosci pacjenta, metoda ta nie ocenia
rzeczywistej catkowitej wartosci BMD, ale wytgcznie powierzchniowg gestos¢ mineralng
koSci, co powoduje, ze u pacjentdw niskorostych, w tym u dzieci, moze dochodzi¢ do
przektaman w ocenie wynikdw z tendencja do niedoszacowania wartosci BMD u
najmtodszych pacjentéw. W celu unikniecia powyzszych nieprawidtowosci i uwzglednienia
réznic w wielkosci kosci u poszczegélnych pacjentéw, wykorzystano tzw. metode
wolumetryczng, pozwalajacag okresli¢ obliczong gestos¢ mineralng kosci (ang. bone mineral
apparent density, BMAD) dla odcinka ledZzwiowego kregostupa, opierajgc sie na formule
matematycznej, bez konieczno$ci narazania pacjentdw na promieniowanie zwigzane z

badaniem QCT (zatacznik 5) [155, 163].
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Wzér na BMAD w odcinku ledzwiowym kregostupa L2-L4 (wg.interpretacji Krégera i wsp.)
BMADLS = BMDLS x [4/(rt xszerokos¢€)], gdzie:

BMADLS — obliczona gesto$é mineralna kosci dla odcinka ledzwiowego kregostupa na
wysokosci od drugiego do czwartego kregu

szerokos¢- Srednia szerokos¢ kregostupa na wysokos$ci od drugiego do czwartego kregu
ledzwiowego

3.2.2. lzolacja catkowitego genomowego DNA w krwi obwodowej

Izolacja catkowitego genomowego DNA w krwi obwodowej zostata przeprowadzona z
wykorzystaniem systemu kolumnowego ze ztozem krzemionkowym QlAamp DNA Mini Blood
firmy QIAGEN, ktéry pozwala na uzyskanie w przyblizeniu ok. 6 pg DNA z 200 pl krwi
obwodowej swiezej lub mrozonej na poziomie pojedynczej kolumny. Do momentu izolacji
DNA, 1,5ml probdéwki typu Eppendorf opisane kodem naleznym dla poszczegdlnych
pacjentow z 200ul krwi obwodowej, przechowywano w temperaturze -80°C. Proces

wirowania i izolacji miat miejsce w temperaturze pokojowej [164].

Po rozmrozeniu w temperaturze pokojowej, krew w ilosci 200 pl umieszczano wraz z
200 pl buforu lizujgcego AL w nowej probdéwce Eppendorf (1,5ml), opisanej stosownym
kodem i zawierajgcej 20 pl Proteinazy K. Przez okres 15 sekund probdéwka pozostawata na
mieszadle typu vortex, a nastepnie przez 10 minut w bloku grzejnym o temperaturze 56°C w
celu strawienia biatek zwigzanych z DNA i uzyskania lizy erytrocytéw, o czym s$wiadczyta
zmiana jej zabarwienia na kolor brunatno-zielony. Po kilkusekundowym odwirowaniu, do
proboéwki dodawano 200 pl czystego etanolu (>96%) i celem zmieszania substratéw

umieszczano ponownie na czas 15 sekund na mieszadle typu vortex.

Tak uzyskang zawartos¢ probowki nanoszono na oznaczong tym samym numerem
kodowym kolumne QlAamp Mini (Tabl. 10), przeznaczong do izolacji DNA, ktérg umieszczano
w wirdwce na okres 1 minuty, gdzie byta poddawana wirowaniu z szybkos$cig 8000 rpm.
Celem wirowania byto zalezne od pH srodowiska i obecnosci soli chaotropowych, zwigzanie
DNA z podtozem krzemionkowym, przy rGwnoczesnym przejsciu rozpuszczalnika przez ztfoze.
Tak uzyskang kolumne krzemionkowg ze zwigzanym DNA umieszczano w nowej probdéwce
odbierajgcej i w celu usuniecia zanieczyszczen nanoszono na nig 500 ul buforu ptuczacego

AW1, a nastepnie poddawano 1 minutowemu wirowaniu z szybkoscig 8000rpm. Stara
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probéwka wraz z supernatantem, nalezgc do grupy skazonych odpaddéw biologicznych.

podlegata dalszej utylizacji.

Po zastosowaniu buforu ptuczgcego AW1, kolumne ze ztozem krzemionkowym
ponownie umieszczano w kolejnej probdwce odbierajgcej, natomiast pozostaty supernatant
wyrzucano do pojemnika na skazone odpady biologiczne. Drugie przemywanie ztoza
krzemionkowego ze zwigzanym DNA miato miejsce przy wykorzystaniu 500 ul buforu
ptuczagcego AW2 i procesu wirowania, ktéremu poddawano kolumne z predkoscig 14000

rpm przez okres 4 minut.

Kolejnym etapem izolacji DNA byto odzyskanie zwigzanego kwasu
dezoksyrybonukleinowego ze ztoza krzemionkowego. W tym celu kolumne umieszczano w
nowej, oznakowanej numerem kodowym probdwce Eppendorf (1,5ml) i dodawano 200 pl
buforu elucyjnego AE, o sktadzie strzezonym tajemnicg i patentem producenta. Przez
kolejnych 5 minut od dodania buforu AE kolumne inkubowano w temperaturze pokojowej, a
nastepnie przez 1 minute poddawana byta wirowaniu z predkoscig 8000 rpm, co pozwolito
otrzymacd wyizolowany, catkowity genomowy DNA w probdwce Eppendorf, wykorzystywany

bezposrednio po izolacji do kolejnych etapow badan. Kolumne wyrzucano.

Tabela 10. Wykorzystane odczynniki do izolacji catkowitego genomowego DNA

Odczynnik Producent | Numer katalogowy

Kit do izolacji DNA: QlAamp DNA Mini | QIAGEN 51106
Blood

Bufor lizujacy AL (Lysis buffer)

Bufor ptuczacy 1 AW1 (Wash buffer 1)

Bufor ptuczacy 2 AW2 (Wash buffer 2)

Bufor elucyjny AE (Elution buffer)

Proteinaza K

Alkohol etylowy bezwodny (EtOH) 99,8% | POCH 396480111
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3.2.3. Pomiar stezenia DNA

Pomiaru ilosci wyizolowanego genomowego DNA, ktérego stezenie byto wyrazone w
ng/ul, dokonano metoda spektrofotometryczng przy wykorzystaniu urzgdzenia Nano-Drop
ND-1000 firmy NanoDrop ThermoScientific. Pomiar stosunku absorbancji przy fali 260 nm do
fali o dtugosci 280 nm pozwolit dodatkowo na ocene jakosciowg otrzymanego w wyniku
procesu izolacji materiatu genetycznego. Za czystoscig otrzymanego DNA przemawiat wynik
pomiaru w granicach referencyjnych od 1,8 do 2,0. Wartosci przekraczajgce wskazane normy
mogg sugerowac zanieczyszczenie badanego materiatu genetycznego takimi substancjami

jak sole, fenol czy zwigzki biatkowe [165].

Celem kalibracji, na punkt pomiarowy nanoszono pipetg 1 ul czystej wody, nie
zawierajgcej nukleaz firmy Ambion, po wczesniejszym wigczeniu komputera, sprzezonego ze
spektrofotometrem oraz wybraniu w programie obstugujgcym urzgdzenie opcji pomiaru
stezenia DNA. Pomiaru proby slepej dokonywano z wykorzystaniem buforu elucyjnego AE z
zestawu do izolacji DNA firmy Qiagen, w ktérym pozostawat zawieszony izolat DNA. Badanie
to polegato na wprowadzeniu pipeta 1 pl buforu AE w miejsce pomiarowe i wykonaniu préby
Slepej czyli oceny tta. Pomiaru stezenia probki witasciwej, zawierajgcej wyizolowany
genomowy DNA, dokonywano po uprzednim przetarciu miejsca pomiarowego czystg ligning.
Kolejnym krokiem byto ponowne naniesienie pipetg 1 pl izolatu na miejsce pomiarowe. Po
odczytaniu wartosci stezenia DNA, oceniano stopien jego czystosci poprzez odniesienie do
tabel z wartosciami referencyjnymi i wyliczenie stosunku wartosci absorbancji prébki przy

fali 260nm/280nm.

3.2.4. PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond typu TagMan

W celu analizy 12 wybranych SNP genu LRP5 wykonano genotypowanie z
wykorzystaniem techniki reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-

time polymerase chain reaction, real-time PCR) i sond molekularnych typu TagMan.

W reakcji PCR w sklad mieszaniny reakcyjnej wchodzg trifosforany
deoksyrybonukleotyddw, startery oraz oczyszczony, wyizolowany DNA, stanowigcy matryce
dla termostabilnej polimerazy DNA. Podstawowg zaletg metody jest krotki czas, potrzebny

do uzyskania licznych kopii dowolnej sekwencji DNA [166]. Podgrzanie mieszaniny do 95°C w
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pierwszym cyklu reakcji, prowadzi do pekania wigzan wodorowych pomiedzy zasadami
azotowymi i rozdzielenia kwasu nukleinowego na dwa pojedyncze tancuchy. Przyfaczanie sie
starteréw do matrycy wymaga obnizenia temperatury do wartosci w granicach od 45-70 °C.
Ponowny wzrost temperatury o ok. 2°C umozliwia synteze nici komplementarnej na matrycy
z udziatem polimerazy DNA. Wielokrotnos¢ powtérzen, w tym przypadku 40 cykli, umozliwia
uzyskanie odpowiednio wysokiej liczby kopii. Poczgtkowe powielanie produktu jest powolne,
co wynika z czasu potrzebnego starterom na skanowanie DNA w poszukiwaniu
komplementarnych fragmentéow. Wraz ze wzrostem liczby kopii powielanego fragmentu
DNA w srodowisku reakcji, rosnie jej tempo. Wprowadzenie technik opartych na emisji
fluorescencji z wykorzystaniem barwnikéw interkalujacych i sond molekularnych, pozwolito

na Sledzenie przebiegu reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Technika PCR z wykorzystaniem sond molekularnych zwigzana jest ze zjawiskiem
bezpromienistego rezonansowego transferu energii (ang. fluorescence resonance energy
transfer, FRETr). Podczas tego procesu na skutek przenoszenia energii pomiedzy
fluorochromami dochodzi do zjawiska Swiecenia. W metodzie TagMan wykorzystuje sie
sondy molekularne tj. znakowane barwnikiem fluorescencyjnym o znanej dtugosci sSwiatfa i
zaopatrzone w wygaszacz oligonukleotydy komplementarne wzgledem danej sekwencji DNA.
Sg one znakowane na konicach 5’ barwnikiem reporterowym np. karboksyfluoresceing (FAM)
lub VIC (nazwa zastrzezona przez firme ABI, USA), a na koricach 3’ barwnikiem ttumigcym
fluorescencje tzw. wygaszaczem (quencher) np. 6-karboksylo-tetrametylorodaming (TAMRA)
lub kwasem 4-(4’-dimetylo-aminofenyloazo) benzoesowym. W chwili przytgczania starteréw
do matrycy sonda hybrydyzuje do DNA, ktére ulega amplifikacji. Wydtuzanie powstajgcego
produktu przez polimeraze, powoduje zniesienie dziatania wygaszacza i aktywacje barwnika
fluorescencyjnego, odbierang przez okreslony detektor w termocyklerze. W dalszej
kolejnosci sonda zostaje zdegradowana przez, wykazujgcg aktywnos¢ egzonukleazy 5’ >3’
polimeraze Taq. Wzrost fluorescencji stanowi efekt uwolnienia, zwigzanych z sonda

barwnikow.

W badaniu na matrycy uzyskanego DNA przeprowadzono ilosciowy RQ-PCR w czasie
rzeczywistym w technologii TagMan przy uzyciu Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), zawierajgcego polimeraze, DTP oraz sole. W reakcji wykorzystano ponadto

odczynnik Predesigned SNP Genotyping Assay, zawierajacy specyficzne startery oraz sondy
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komplementarne do poszukiwanych sekwencji DNA, znakowane rdéznymi znacznikami
(Applied Biosystems) (Tabl. 11-14). Pierwszy etap przygotowania reakcji RQ-PCR stanowito
rozcieiczenie DNA. W tym celu do objetosci 20 pl DNA dodawano 30 ul wody wolnej od
nukleaz, uzyskujgc koricowg objetos¢ 50 pl. Na pojedyncza reakcje przypadato 5 ul
rozcienczonego DNA. Szybko$¢ i stosunkowo niski koszt techniki PCR, pozwolity na
przeprowadzenie testu skriningowego w grupie badanej i grupie kontrolnej. Do
przeprowadzenia reakcji wykorzystano termocykler Applied Biosystems 7900HT Fast Real-
Time PCR i ptytki 96 dotkowe w objetosci 2,5 ul. W celu uzyskania okreslonej ilosci kopii

powielanego odcinka DNA opisany cykl PCR powtdrzono 40-krotnie.

Do przeprowadzenia reakcji stosowano sondy o nastepujgcych sekwencjach:

Tabela 11. Sondy TagMan Applied Biosystems zastosowane w reakcji RQ-PCR

SNP VIC | FAM | nazwa sondy ABI HapMap AlIF | STOCK
Applied MAF MAF
Biosystems
(assay ID)
rs3736228 |C | T C__25752205_10 Brak CEPH [T] AIF | 40x
0.12 2
rs491347 A G C__ 780085_10 Brak CEPH [C] 0.2 | AIF | 40x
2
rs312009 C |T C__ 976102_10 Brak CEPH [T] AIF | 40x
0.22 2
rs556442 A G C___ 780057_10 Caucasians [G] | CEPH [G] AIF | 40x
0.38 0.24 1
rs1784235 | C T C__ 3043346_10 Brak CEPH [C] 0.2 | AIF | 40x
1
rs41494349 | A G C__86538412_10 Brak Brak AlIF | 40x
1
rs2306862 | C T C__16194976_10 Caucasians [T] | CEPH [T] AIF | 40x
0.22 0.13 1
rs3736229 |C T C__27473759_10 Brak Brak AIF | 40x
2
rs312016 |C | T C___ 976104 _10 Brak CEPH [A] AIF | 40x
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0.32 2
rs4988300 |G | T C__ 3161759 10 | Brak CEPH [T] AIF | 40x
0.44 2
11 c |T C__ 976113 10 | Brak Brak AIF | 40x
rs634008 3
rs312023 |A |G |C__3161768 10 | Brak CEPH [G] AIF | 40x
0.43 3

AIF
CEPH

FAM
SNP
STOCK
VIC

opis TagMan Array card (ang. assai information file)
Fundacja Jean Dausset- Centrum Badarn nad Polimorfizmami Gendéw Ludzkich (fr. Jean
Dausset-Centre d'Etude du Polymorphisme Humain)
karboksyfluoresceina (ang. carboxyfluorescein)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)

stezenie

barwnik reporterowy 5’, nazwa zastrzezona przez firme ABI

Tabela 12. Parametry programu amplifikacyjnego reakcji real-time PCR z sondami TagMan

Etap reakgc;ji Wstepna Denaturacja Annealing / Liczba
] . denaturacja . .

sekwencjonowania Elongacja cykli

Temp. / czas 95°C / 10 min 92°C/ 15sek. | 60°C/ 1 min 40

Tabela 13. Odczynniki wykorzystane do reakcji real-time PCR z sondami typu TagMan

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Custom TaqgMan® SNP Genotyping Assay, Applied Biosystems 4331349

small scale, Human

TagMan Genotyping Master Mix Applied Biosystems 4371355

Woda wolna od nukleaz (Nuclease-free water, Ambion, Applied Biosystems | AM9930

not DEPC-treated)
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Tabela 14. Sktad mieszaniny reakcyjnej real-time PCR z sondami typu TagMan

Odczynnik Dodawana objetos¢
Custom TaqgMan® SNP Genotyping Assay, small scale, Human 0,25 pl

(sondy TagMan + startery)

TaqgMan Genotyping Master Mix 2,5l

Nuclease-free water, not DEPC-treated 0,25 pl

Genomowy DNA 2ul

Catkowita objetos¢ reakcji PCR 5ul

3.3. Analiza polimorfizmow i metoda statystyczna

Przeszukiwanie sekwencji DNA w miejscu wystepowania danego polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu genu LRP5 prowadzono w programie Sequence Analysis v.5.2.
Dane dotyczace lokalizacji polimorfizméw SNP pochodzity z baz danych dbSNP NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) oraz SNPper (http://snpper.chip.org). W programie
Microsoft Excel stworzono pliki, pozwalajgce skatalogowaé genotypy, dotyczace
poszczegdlnych polimorfizmoéow, niezaleznie od ich zrdznicowania. Analizie poddano
wszystkie dwanascie wybranych polimorfizméw genu LRP5 uzyskanych w reakcji PCR w
czasie rzeczywistym z udziatem sond TagMan. Otrzymane wyniki pozwolity na ocene
czestosci alleli i genotypdw w grupie pacjentéw z zespotem nerczycowym i obnizong
gestoscig mineralng kosci oraz z prawidtowg wartoscig BMD, a takze w grupie kontrolnej, z

wykorzystaniem programu statystycznego Haploview.

Istotnos¢ statystyczng rdézinic w czestosci wystepowania poszczegdlnych SNP genu
LRP5 pomiedzy pacjentami z dwdch grup badanych i grupy kontrolnej oszacowano przy
pomocy testu doktadnego Fishera w programie GraphPad InStat 3. Za rdznice statystycznie
istotne uznano wartosci funkcji testowej przy poziomie istotnosci p<0,05. Powigzanie
wystepowania okreslonego wariantu danego polimorfizmu z wystgpieniem niekorzystnych
zmian w gestos$ci mineralnej kosci oceniano na podstawie obliczenia ilorazu szans (ang. odds

ratio, OR), ktérego wartos¢ istotnie mniejsza od jednosci sugeruje znaczenie ochronne
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danego wariantu polimorfizmu dla wystgpienia niekorzystnych zmian kostnych, wieksza zas

od jednosci moze wskazywac na podwyzszone ryzyko rozwoju osteopenii lub osteoporozy.

3.4. Ocena blokéw haplotypowych

W oparciu o badane dwanascie polimorfizmoéow pojedynczego nukleotydu genu LRP5
analizowano bloki haplotypowe. Badaniem objete byty SNP kodujgce oraz niekodujace,
zlokalizowane na pograniczu intron-ekson. Obliczenia przeprowadzono z osobna dla kazdej z
dwdch grup badanych i grupy kontrolnej oraz dla powyzszych grup ujetych wspdlnie. W tym
celu wykorzystano program Haploview (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/),
oparty na trzech algorytmach tj. Gabriel, regule 4 gamet (ang. four gamete rule, 4GR) oraz
rdzeniu niezrdwnowazenia sprzezen (ang. solid spine of LD, SSLD). Najwyzszg wiarygodnoscé,
a co za tym idzie minimalizacje ryzyka wystgpienia wynikow fatszywie dodatnich w zakresie

powigzan pomiedzy badanymi SNP, zapewnia wykorzystanie algorytmu Gabriel. [95,96].

Celem okreslenia struktury genu LRP5, w pracy wykorzystano warto$¢ matematyczng
R2, bedgcg miarg niezréwnowazenia sprzezen, dostarczajgcg informacji o potencjalnym
prawdopodobienstwie wystepowania powigzan pomiedzy analizowanymi SNP i ich wspdlnej
segregacji [97,98]. Wartos¢ R2 szacunkowo powinna wynosi¢ okoto 0,7 (70%). W formacie
txt utworzono zakodowany numerycznie plik, zawierajgcy dane dotyczgce badanych SNP, w
tym informacje dotyczace ich lokalizacji wyrazonej liczbowo, pochodzace z bazy danych
dbSNP NCBI. Po stworzeniu pliku dotyczacego lokalizacji SNP, na obliczenie wartosci
niezréwnowazenia sprzezen pozwolito wykorzystanie programu Haploview. Uzyskane wyniki
przedstawiono w postaci R2 i oceny w skali szarosci, gdzie kolor czarny w schematycznej
wizualizacji struktury genu oznaczat wysokg kosegregacje pary SNP, a kolor biaty odpowiadat
brakowi sprzezenia pomiedzy nimi. Wartosci R2 dla par SNP przedstawiono w postaci liczb
na diagramie, odpowiadajgcych parom SNP, zbiegajgcym sie w okreslonym kwadracie. Celem
unikniecia fatszywie dodatnich wynikdw, sugerujacych istnienie blokdéw haplogenowych
pomiedzy poszczegdlnymi SNP w przypadkach, gdy w rzeczywistosci nie dochodzi do ich
wspolnej segregacji, analize oparto wytgcznie na algorytmie Gabriel z pominieciem

algorytmow 4 Gamete Rule oraz Solid Spine of LD.
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4. Wyniki

4.1. Uzyskanie materiatu do badan genetycznych i opracowanie bazy danych

llosci DNA wyizolowanego z leukocytow krwi obwodowej pacjentdéw z grup badanych
i grupy kontrolnej miescity sie w granicach od 3,6 ng/ul do 60,0 ng/ul tj. w zakresie
pozwalajgcym na przeprowadzenie analizy genetycznej. Na podstawie pomiaru stosunku
absorbancji fal o dtugosci 260/280 nm stwierdzono, ze na 40 prébek uzyskanych od
pacjentéw z dwéch grup badanych 4 nie miescity sie w przedziale 1,8-2,0, co sSwiadczy o
obecnosci zanieczyszczern pod postacig soli lub biatek. Podobny wynik stwierdzono w
przypadku 26 prébek ze 101 badanych w grupie kontrolnej. W pozostatych 36 prébkach
pochodzacych z grup badanych oraz 75 probkach grupy kontrolnej wynik pomiaru
absorbancji fal o dtugosci 260/280 nm miescit sie w granicach 1,8-2,0, wskazujgc na wysoka
jako$¢ materiatu uzyskanego do badan genetycznych. Wyniki pomiaru stezenia DNA i
stosunku absorbancji fal 260/280 nm u pacjentéw z grup badanych i grupy kontrolnej

przedstawiono w zatgcznikach 6, 7 i 8.

4.2. Analiza polimorfizméw SNP w genie LRP5

Analiza sekwencji genu LRP5 metodg TagMan RQ-PCR pozwolifa na ocene 12
wybranych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu i okreslenie odpowiadajgcych im
genotypow u pacjentdw z zespotem nerczycowym w wieku od 5 do 12 lat leczonych
glikokortykosteroidami, podzielonych na dwie grupy badane ze wzgledu na prawidtowg badz
obnizong gestos¢ mineralng kosci oraz w grupie kontrolnej dzieci zdrowych. Ocenie poddano
12 nastepujgcych SNP, zlokalizowanych w odcinkach kodujgcych (n=5) i niekodujgcych (n=7)
genu LRP5, wybranych na podstawie doniesien literaturowych: rs3736228, rs491347,
rs312009, rs556442, rs1784235, rs41494349, rs2306862, rs3736229, rs312016, rs4988300,
rs634008 i rs31202. Najwieksza liczba badanych polimorfizméw wystepowata w obrebie
intronu 1. Pozostate zlokalizowane byty w eksonach 2, 7, 10, 13, 15 i 19 oraz w intronie 7 i
sekwencji 5'UTR. Szczegdtowe informacje dotyczgce wariantéw nukleotydowych
polimorfizméw i ich lokalizacji w genie oraz czestos$ci wystepowania w populacji pétnocno- i

zachodnioeuropejskiej zawiera tabela 15.
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Tabela 15. Analizowane SNP genu LRP5 (w oparciu o International HapMap Project)

Lp. | Nazwa SNP | Warianty Lokalizacja w genie | Czesto$é wystepowania genotypow
nukleotydowe w populacji europejskiej
(na podstawie CEPH)
1 rs3736228 c/T Ekson 18 C/C0,739 | C/T0,243 | T/T0,018
2 rs491347 A/G Intron 7 G/G 0,067 | A/G0,283 | A/A0,650
3 rs312009 c/T 5'UTR T/T0,045 | C/T0,324 | C/C0,631
4 rs556442 A/G Ekson 15 G/G 0,097 | A/G0,363 | A/A0,540
5 rs1784235 c/T Intron 13 C/C0,051 |C/T0,288 | T/T0,661
6 | rs41494349 A/G Ekson 2 brak danych
7 rs2306862 c/T Ekson 10 C/C0,708 | C/T0,265 | T/T0,027
8 rs3736229 c/T Ekson 19 brak danych
9 rs312016 c/T Intron 2 Cc/C0,517 | C/T0,317 | T/T0,167
10 | rs4988300 G/T Intron 1 G/G 0,301 | G/T 0,450 | T/T0,248
11 | rs634008 c/T Intron 1 C/C0,230 | C/T0,442 |T/T0,327
12 | rs312023 A/G Intron 1 brak danych
CEPH Fundacja Jean Dausset- Centrum Badan nad Polimorfizmami Gendéw Ludzkich (fr. Jean
Dausset-Centre d'Etude du Polymorphisme Humain)
SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)

Wsrod analizowanych polimorfizméw rs3736229 (C) u wszystkich pacjentéw z grup
badanych i grupy kontrolnej wystepowat tylko w jednym z wariantéw allelicznych. SNP
rs41494349 (A) takze wystepowat w pojedynczym, homozygotycznym wariancie allelicznym
u wszystkich pacjentéw w grupach badanych i u 101 z 102 pacjentéw w grupie kontrolnej. W
nawiasach podano warianty nukleotydowe wykryte u wszystkich przebadanych oséb.
Pozostate SNP wykazywaty réznorodno$¢ wariantéw allelicznych. W grupie badanej 7
polimorfizméw rs312009, rs556442, rs1784235, rs312016, rs4988300, rs634008 i rs312023
wystepowato w 3 réznych wariantach genotypowych. Pozostate 3 polimorfizmy rs3736228,
rs491347 i rs2306862 wystepowaty pod postacig 2 réznych wariantéw genotypowych. Dane
dotyczace wystepowania poszczegdlnych genotypdédw polimorfizméw SNP w genie LRP5 dla

obydwu grup badanych i grupy kontrolnej przedstawiono w zatgcznikach 9,10 i 11. Zgodnie z
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prawem réwnowagi HWE (Hardy-Weinberg Equilibrium), w przypadku zadnego z ocenianych
SNP u pacjentéw w grupach badanych i grupie kontrolnej, polimorfizmy nie wystepowaty

wyftacznie w ukfadach heterozygotycznych.

Powyzisze dane stanowily podstawe do analizy statystycznej 10 SNP, ktdre
wystepowaty w wiecej niz jednym wariancie allelicznym. Byty to SNP: rs3736228, rs491347,
rs312009, rs556442, rs1784235, rs2306862, rs312016, rs4988300, rs634008 oraz rs312023.
Analize przeprowadzono w oparciu o program GraphPad Instat 3. W przypadku dwéch SNP
rs41494349 i rs3736229 zaréwno dla grup badanych jak i grupy kontrolnej nie otrzymano
wyniku zgodnego z prawem niezréwnowazenia Hardy-Weinberga, poniewaz powyzsze SNP
wystepowaty wyfgcznie w jednym wariancie allelicznym. Pozostate 10 SNP w obu badanych
grupach i w grupie kontrolnej byly zgodne z prawem HWE. Czestos¢ alleli i genotypéw
badanych polimorfizmdéw w grupach pacjentéw z obnizong i prawidtowg gestoscig mineralng
kosci oraz w grupie kontrolnej obliczone na podstawie danych z genotypowania przedstawia

tabela 16.

Tabela 16. Czestosci alleli i genotypéw zbadanych polimorfizméw SNP w genie LRP5 u
pacjentéw w grupach badanych i w grupie kontrolne;.

Lp. | Nazwa Czestosc alleli Czestosc genotypow
SNP Grupa Grupa Grupa Grupa Grupa Grupa
badana badana kontrolna | badana badana kontrolna
Z-score<-1,00 | Z-score>-1,00 Z-score<-1,00 | Z-score>-1,00
1 rs3736228 | C: 0,90 C:0,89 C:0,87 CC:0,79 CC: 0,85 CC: 0,77
T:0,10 T:0,11 T:0,13 TT:0,00 TT:0,00 TT:0,03
CT:0,21 CT:0,15 CT:0,20
2 rs491347 | A:0,86 A:0,79 A:0,77 AA: 0,72 AA: 0,58 AA: 0,59
G:0,14 G:0,21 G:0,23 GG: 0,00 GG: 0,00 GG: 0,06
AG: 0,28 AG:0,42 AG: 0,35
3 rs312009 | C:0,57 C:0,50 C:0,74 CC:0,36 CC:0,23 CC: 0,57
T:0,43 T:0,50 T:0,26 TT:0,21 TT:0,23 TT:0,08
CT:0,43 CT:0,54 CT:0,35
4 rs556442 | A:0,79 A:0,71 A:0,72 AA: 0,57 AA: 0,50 AA: 0,55
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G:0,21 G:0,29 G:0,28 GG: 0,00 GG: 0,04 GG: 0,10
AG:0,43 AG: 0,46 AG: 0,35
5 rs1784235 | C: 0,14 C:0,21 C:0,26 CC: 0,00 CC: 0,00 CC: 0,08
T:0,86 T:0,79 T:0,74 TT:0,72 TT:0,58 TT:0,56
CT:0,28 CT:0,42 CT:0,36
6 rs2306862 | C: 0,86 C:0,88 C:0,84 CC:0,71 CC: 0,77 CC:0,71
T:0,14 T:0,12 T:0,16 TT: 0,00 TT:0,00 1T:0,04
CT: 0,29 CT:0,23 CT:0,25
7 rs312016 | C: 0,64 C:0,85 C:0,73 CC: 0,36 CC: 0,70 CC: 0,55
T:0,36 T:0,15 T:0,27 TT: 0,07 TT: 0,00 TT: 0,09
CT: 0,57 CT:0,30 CT: 0,36
8 rs4988300 | G: 0,68 G:0,52 G: 0,55 GG:0,43 GG: 0,23 GG: 0,35
T:0,32 T:0,48 T:0,45 TT:0,07 TT:0,19 TT:0,24
GT: 0,50 GT: 0,58 GT:0,41
9 rs634008 | C:0,32 C:0,42 C:0,46 CC: 0,07 CC: 0,19 CC: 0,24
T:0,68 T:0,58 T:0,54 TT:0,43 TT:0,35 TT:0,33
CT:0,50 CT:0,46 CT:0,43
10 | rs312023 | A: 0,68 A: 0,58 A: 0,56 AA: 0,43 AA: 0,35 AA: 0,34
G:0,32 G:0,42 G:0,44 GG: 0,07 GG: 0,19 GG: 0,22
AG: 0,50 AG: 0,46 AG: 0,44
SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Analiza otrzymanych wynikéw przy pomocy testu doktadnego Fishera wskazuje na

istnienie réznicy w czestosci wystepowania wariantéw SNP rs312016 genu LRP5 (CC/CT/TT)

na granicy istotnosci statystycznej pomiedzy pacjentami z zespotem nerczycowym i obnizong

gestoscig mineralng kosci, a pacjentami z zespotem nerczycowym i prawidtowym wynikiem

badania densytometrycznego. Otrzymana dla tej korelacji warto$¢ p wyniosta 0,05 tzn. byta

na granicy istotnosci statystycznej z doktadnosciag do dwdch miejsc po przecinku. Wariant

SNP rs312016 CC wystepowat w grupie badanej o prawidiowej wartosci BMD istotnie

czesciej niz w grupie badanej z wartoscig Z-score <-1,00, a jego ekspresja wykazywata
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tendencje spadkowag w przypadku pacjentéw cechujgcych sie niekorzystng przebudowa
kostng. Wartos¢ ilorazu szans OR dla rs312016 wyniosta 4,050, co moze wskazywac na
powigzanie wystepowania wariantu CT z wystgpieniem niekorzystnych zmian w gestosci
mineralnej kosci u dzieci z zespotem nerczycowym leczonych glikokortykosteroidami. W
przypadku SNP rs312016 zwraca réwniez uwage wystepowanie polimorfizmu TT u jednego z
pacjentéw w grupie badanej z obnizong wartoscia BMD, liczacg 14 oséb (czestosé 0,07),
podczas, gdy wariant ten nie wystepowat w ogéle w 26 osobowej grupie badanej pacjentow,
u ktérych nie obserwowano zmian kostnych. Dodatkowo pojedynczy allel T SNP 312016
wystepowat istotnie czesciej w grupie z Z-score<-1,00, niz u dzieci o prawidtowym wyniku
badania densytometrycznego, co moze wskazywac¢ na zwigzang z nim predyspozycje do
rozwoju osteoporozy, pomimo iz nie tworzyt blokédw w analizie HaploView z innymi SNP (Ryc.
1).

Rycina 1 Czestos¢ wystepowania genotypoéw rs312016 genu LRP5 w grupach badanych w
zaleznosci od wartosci Z-score oraz w grupie kontrolnej

80
70
60
50 BCC (%)
40 CT (%)
30 oTT (%)

20
10
0

T 1

Z-score < -1 Z-score >-1 Grupa kontrolna

Czestos$¢ genotypdw rs312016 genu LRP5 (%)

Grupy badane w zaleznosci od wyniku Z - score
i grupa kontrolna.

W przypadku pozostatych jedenastu SNP, w tym najczesciej opisywanego w
literaturze w odniesieniu do ryzyka rozwoju osteoporozy rs3736228, nie stwierdzono
obecnosci istotnych statystycznie rdznic w czestosci wystepowania poszczegdlnych ich
wariantéw pomiedzy pacjentami z zespotem nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng
kosci, pacjentami z zespotem nerczycowym i prawidlowg gestoscia mineralng kosci oraz

grupa kontrolng dzieci zdrowych. Otrzymane wartosci p byty wieksze od 0,05 i miescity sie w
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przedziale od 0,2529 do 1,0000. Zakres wartosci obliczonego ilorazu szans OR wynosit od

0,5455 do 2,240. Otrzymane wyniki analizy statystycznej przedstawiono w tabelach 17-36.

Tabela 17. Analiza statystyczna SNP rs3736228 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs3736228 warianty genotypowe

grupa badana CT CC CTI/CC
ZN+Z-score<-1,00 | 3(8%) 11(28%) | 14(35%)
ZN+Z-score=-1,00 | 6(15%) | 20(50%) | 26(65%0)
ogol pacjentow 9(23%) | 31(78%) | 40(100%)

SNP

ZN zespot nerczycowy

Z-score

p=1,0000; OR=0,9091

95% przedziat ufnosci:

0,1892 do 4,367 (wg.Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

réwnowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 18. Analiza statystyczna SNP rs491347 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs491347 warianty genotypowe

grupa badana AG AAIGG AG/AAIGG
ZN+Z-scores-1,00 | 4(10%) | 10(25%) | 14(35%)
ZN+Z-score>-1,00 | 11(28%) | 15(38%) | 26(65%)
0gol pacjentow 15(38%) | 25(63%) | 40(100%6)

SNP

ZN zespot nerczycowy

Z-score

p=0,5024; OR=0,5455

95% przedziat ufnosci:

0,1350 do 2,205(wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 19. Analiza statystyczna SNP rs312009 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs312009 warianty genotypowe
grupa badana CT TT/CC CT/TTICC p=0,7411; OR=0,6429
ZN+Z-scores<-1,00 | 6(15%0) 8(20%) 14(35%) 95% przedziat ufnosci:
0,1735 do 2,382 (wg. Woolf’a)

ZN+Z-score=-1,00 | 14(35%) | 12(30%) | 26(65%0)
ogol pacjentow 20(50%) | 50(50%) | 40(100%)

SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

ZN zespot nerczycowy

Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 20. Analiza statystyczna SNP rs556442 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs556442 warianty genotypowe
grupa badana AG AA total p=0,7475; OR=0,7500
ZN+Z-score<-1,00 | 6(15%) | 8(20%) | 14(35%) 95% przedziat ufnosci:
ZN+Z-score=-1,00 | 13(33%) | 13(33%) | 26(65%0) 0,2027 do 2,776 (wg. Woolf'a)
ogél pacjentéow | 19(48%) | 21(53%) | 40(100%)

SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

ZN zespot nerczycowy

Z-score liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 21. Analiza statystyczna SNP rs1784235 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs1784235 warianty genotypowe
grupa badana CT TT CT/TT p=0,5024; OR=0,5455
ZN+Z-score<-1,00 | 4(10%) | 10(25%) | 14(35%0) 95% przedziat ufnosci:
ZN+Z-score>-1,00 | 11(28%) | 15(38%) | 26(65%0) 0,1350 do 2,20 (wg. Woolf'a)
ogol pacjentow 15(38%) | 25(63%) | 40(100%0)

SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

ZN zespét nerczycowy

Z-score

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 22. Analiza statystyczna SNP rs2306862 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs2306862 warianty genotypowe
grupa badana CT CcC CT/CC p=1,0000; OR=0,8000
ZN+Z-score<-1,00 | 4(10%) | 10(25%) | 14(35%0) 95% przedziat ufnosci:
ZN+Z-score=-1,00 | 6(15%) | 20(50%0) | 26(65%) 0,200 do 3,200 (wg. Woolf'a)
ogol pacjentéow | 10(25%) | 30(75%) | 40(100%)

SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

ZN zespét nerczycowy

Z-score

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 23. Analiza statystyczna SNP rs312016 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs312016

warianty genotypowe

grupa badana

CT/TT

CC

CT/TTICC

ZN+Z-score<-1,000 9(23%)

5(13%)

14(35%)

ZN+Z-score=-1,000 8(20%)

18(45%)

26(65%)

0gol pacjentow

17(43%)

23(58%)

40(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=0,0525; OR=4,050
95% przedziat ufnosci:

1,024 do 16,012 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 24. Analiza statystyczna SNP rs4988300 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs4988300

warianty genotypowe

grupa badana

GT

GG/TT

GTIGGITT

ZN+Z-scores<-1,00 7(18%)

7(18%)

14(35%)

ZN+Z-score2-1,000 15(38%)

11(28%)

26(659%)

ogol pacjentow

22(56%)

18(46%)

40(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=0,7442; OR=0,7333

95% przedziat ufnosci:

0,1988 do2,705 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 25. Analiza statystyczna SNP rs634008 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs634008

warianty genotypowe

grupa badana

CT

TT/CC

CT/TTICC

ZN+Z-score<-1,00 7(18%)

7(18%)

14(35%)

ZN+Z-score2-1,00 12(30%)

14(35%)

26(65%)

0gol pacjentow

19(48%)

21(53%)

40(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=1,0000; OR=1,167
95% przedziat istotnosci:

0,3176 do 4,286 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 26. Analiza statystyczna SNP rs312023 genu LRP5 w grupach badanych

SNP rs312023

warianty genotypowe

grupa badana

AG

AAIGG

AG/AAIGG

ZN+Z-scores-1,00 7(18%)

7(18%)

14(35%)

ZN+Z-score2-1,000 12(30%)

14(35%)

26(65%)

ogol pacjentow

19(48%)

21(53%)

40(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=1,0000; OR=1,167

95% przedziat ufnosci:

0,3176 do 4,286 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 27. Analiza statystyczna SNP rs3736228 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolne;j

SNP rs3736228 warianty genotypowe

Pacjenci CT CC CTI/CC
ZN+Z-scores<-1,00 | 3(3%0) 11(10%) | 14(12%)
grupa kontrolna | 20(17%) | 81(70%) | 101(88%)
ogol pacjentow 23(20%) | 92(80%) | 115(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=1,0000; OR=1,105

95% przedziat ufnosci:

0,2814 do 4,336 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 28. Analiza statystyczna SNP rs491347 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolnej

SNP rs491347

warianty genotypowe

pacjenci

AG

AAIGG

AG/AAIGG

IN+Z-score<-1,00

4(3%)

10(9%)

14(12%)

grupa kontrolna

35(30%)

66(579%0)

101(88%)

ogol pacjentow

39(34%)

77(66%)

115(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=0,7696; OR=0,7543

95% przedziat ufnosci:

0,2204 do 2,2581 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 29. Analiza statystyczna SNP rs312009 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolne;j

SNP rs312009 warianty genotypowe

pacjenci CT TT/CC CT/TTI/CC
ZN+Z-score<-1,00 | 6(5%0) 8(7%) 14(12%)
grupa kontrolna 36(31%) | 65(57%) | 101(88%)
ogol pacjentow 42(37%) | 73(63%) | 115(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=0,7680; OR=1,354

95% przedziat ufnosci:

0,4355 do 4,211 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 30. Analiza statystyczna SNP rs556442 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolnej

SNP rs556442

warianty genotypowe

pacjenci

AG

AA

AG/AA

/N+Z-score<-1,00

6(5%)

8(7%)

14(12%)

grupa kontrolna

38(33%)

63(55%)

101(88%)

ogol pacjentow

44(38%)

71(629%)

115(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=0,7728; OR=1,243

95% przedziat ufnosci:

0,4006 do 3,860 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 31. Analiza statystyczna SNP rs1784235 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolne;j

SNP rs1784235 warianty genotypowe

pacjenci CT TT/CC | CT/TTICC
ZN+Z-scores<-1,00 | 43(4%0) 10(9%0) 14(12%)
grupa kontrolna 36(31%) | 65(57%) | 101(88%)
ogol pacjentow 40(35%) | 75(65%0) | 115(100%0)

SNP

ZN zespot nerczycowy

Z-score

p=0,7678; OR=0,7222

95% przedziat ufnosci:

0,2113 do 2,469 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 32. Analiza statystyczna SNP rs2306862 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolnej

SNP rs2306862 warianty genotypowe

pacjenci CT CC CTICC
ZN+Z-score<-1,00 | 4(3%) 10(9%) | 14(12%)

grupa kontrolna | 25(22%) | 76(66%) | 101(88%0)

ogol pacjentow | 29(25%) | 86(75%) | 115(100%)

SNP

ZN zespot nerczycowy

Z-score

p=0,7489; OR=1,216

95% przedziat ufnosci:

0,3502 do 4,222 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 33. Analiza statystyczna SNP rs312016 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolne;j

SNP rs312016 warianty genotypowe

pacjenci CT/TT | CC CT/TTI/CC
ZN+Z-score<-1,00| 9(8%0) 5(4%) 14(12%)

grupa 45(39%) | 56(49%) | 101(88%)

kontrolna

ogol pacjentéow p4 (47%) | 61(53%) | 115(100%0)

SNP
ZN
Z-score

p=0,2529; OR=2,240

95% przedziat ufnosci:

0,7010 do 7,158 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 34. Analiza statystyczna SNP rs4988300 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolne;j

SNP rs4988300 | warianty genotypowe

pacjenci GT GG,/TT | GT/IGG/TT
ZN+Z-score<-1,00| 7(6%) 7(6%0) 14(12%)

grupa 42(37%) | 59(51%0) | 101(88%)
kontrolna

ogol pacjentow | 49(43%) | 66(57%) | 115(100%)

SNP
ZN
Z-score

p=0,5761; OR=1,405

95% przedziat ufnosci: 0,4583 do
4,306 (wg. Woolf’'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)
zespot nerczycowy
liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej
rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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Tabela 35. Analiza statystyczna SNP rs634008 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolne;j

SNP rs634008 warianty genotypowe

pacjenci CT TT/CC | CT/TTICC
ZN+Z-score<-1,00| 7(6%0) 7(6%0) 14(12%)

grupa 46(40%) | 55(48%) | 101(88%)

kontrolna

ogol pacjentéow | 53(46%0) | 62(54%0) | 115(100%0)

SNP

ZN zespot nerczycowy

Z-score

p=0,7819; OR=1,196

95% przedziat ufnosci:

0,3906 do 3,660 (wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

réownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci

Tabela 36. Analiza statystyczna SNP rs312023 genu LRP5 w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolnej

SNP rs312023 warianty genotypowe

Pacjenci AG AA/IGG | AG/AAIGG
ZN+Z-score<-1,00 | 7(6%) 7(6%0) 14(12%)
grupa kontrolna | 46(40%) | 55(48%0) | 101(88%o)
ogol pacjentow | 53(46%) | 62(54%) | 115(100%)

SNP

ZN zespot nerczycowy

Z-score

p=0,7819; OR=1,196

95% przedziat ufnosci:

0,3906 do 3,660 ( wg. Woolf'a)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu ( ang. single nucleotide polymorphism)

liczba odchylen standardowych masy kostnej pacjenta w odniesieniu do masy kostnej

rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajacej danej ptci
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4.3. Analiza niezrownowazenia sprzezen na podstawie blokow
haplotypowych

Oceny niezrownowazenia sprzezen dokonano w oparciu o program Haploview i
algorytm Gabriel, na podstawie oznaczonych genotypow, na bazie ktorych obliczono wartosé
R2 [95-98]. Analiza poréwnawcza haplotypdw wskazuje, ze w grupie pacjentéw z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci SNP rs491347, rs2306862, rs1784235 sg
catkowicie sprzezone, czego nie obserwowano w grupie pacjentéw z zespotem nerczycowym
i prawidtowg gestoscig mineralng kosci oraz w grupie kontrolnej. Dodatkowo w grupie dzieci
z zespotem nerczycowym i wartos$cig Z-score<-1,00, w odrdznieniu od dwdch pozostatych
grup pacjentow, kazdy z powyzszych trzech SNP jest sprzezony na tym samym poziomie

istotnosci (R2=72) z SNP rs3736228.

Rycina 2 Niezrownowazenie sprzezen w genie LRP5 dla pacjentéw z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci, w oparciu o algorytm Gabriel.
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W grupie dzieci z zespolem nerczycowym i prawidlowym wynikiem badania
densytometrycznego kosci stwierdzono obecno$¢ bloku haplotypowego pomiedzy SNP
rs4988300, rs634008 i rs312023, ktérego obecnosci nie stwierdzono w grupie pacjentow z
obnizong gestoscig mineralng kosci, ze wzgledu na dwukrotnie stabsze sprzezenie pomiedzy

SNP rs4988300 i rs634008.

Rycina 3 Niezrdwnowazenie sprzezen w genie LRP5 dla pacjentéw z zespotem
nerczycowym i prawidtowa gestoscig mineralna kosci, w oparciu o algorytm Gabriel.
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Analiza poréwnawcza ocenianych dwdéch grup badanych w odniesieniu do grupy
kontrolnej, wskazuje na znacznie wieksze podobienstwo struktury genu LRP5 w zakresie
badanych polimorfizméw pomiedzy grupa dzieci z zespotem nerczycowym i prawidtowg
strukturg kostng i grupg kontrolng dzieci zdrowych, niz w przypadku dzieci z zespotem
nerczycowym i obnizong gestosciag mineralng kosSci. Rdznice w czestosci wystepowania
blokéw haplotypowych wykazano réowniez w przypadku porédwnania struktury genu LRP5

pomiedzy dzieémi z IZN i nieprawidtowg wartoscig Z-score, a grupg dzieci z zespotem
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nerczycowym i prawidtowg wartoscig Z-score oraz dzieémi zdrowymi z grupy kontrolnej,
stanowigcych wspdlnie grupe odniesienia. W przypadku takiej korelacji haplotyp CGCG w
pierwszym bloku wystepowat istotnie czesciej u pacjentdw w grupie odniesienia w stosunku
do dzieci z biatkomoczem nerczycowym i nieprawidiowym obrazem densytometrycznym

kosci.

Rycina 4 Niezrdwnowazenie sprzezen w genie LRP5 dla pacjentéw z grupy kontrolnej, w
oparciu o algorytm Gabriel.
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5. Omowienie wynikow i dyskusja

O zmiennosci ludzkiego genomu w okoto 80% przypadkéw decydujg polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu, stanowigce efekt mutacji, selektywnie utrwalonych w danej
populacji, z ktérg pozostajg w scistym zwigzku w zakresie czestosci wystepowania
okreslonych alleli. Identyfikacja genotypéw i haplotypdw, powigzanych z okreslonymi
chorobami, pozwala na wyselekcjonowanie SNP, zaréwno petnigcych istotng role ochronng,
jak i sprzyjajgca zapadalnosci na poszczegdlne schorzenia, w tym zaburzenia metabolizmu
kostnego [93]. W grupie pacjentdw obarczonych predyspozycjg genetyczng do rozwoju
zmian  osteoporotycznych, wystgpienie dodatkowego, Srodowiskowego czynnika
spustowego, takiego jak podaz glikokortykosteroiddw, moze stanowi¢ punkt wyjscia dla

spadku gestosci mineralnej kosci i poczatek niekorzystnej przebudowy jej mikrostruktury.

Wspétczesna wiedza medyczna pozwala stwierdzi¢, ze jednym z najistotniejszych
czynnikdw odpowiedzialnych za indukcje procesu zapalnego, obejmujgcego migzsz nerek i
uszkodzenie ich struktury, skutkujgce progresjg przewlektej choroby nerek, jest obecnosé
biatkomoczu [167]. W przypadku pacjentéw pediatrycznych do wystgpienia biatkomoczu
najczesciej dochodzi w przebiegu idiopatycznego zespotu nerczycowego. Podstawe leczenia
immunosupresyjnego idiopatycznego zespotu nerczycowego, zgodnie z wytycznymi
Miedzynarodowej Federacji ds. Leczenia Choréb Nerek u Dzieci, stanowig
glikokortykosteroidy, na ktére to leczenie wedtug aktualnych doniesienn odpowiada az ok.
90% pacjentow w wieku ponizej 18 roku zycia z IZN [146]. Dtugotrwata terapia
glikokortykosteroidami w standardowej dawce tj. 2mg prednizonu/kg mc./24h moze jednak
powodowac istotne ryzyko rozwoju osteoporozy [168]. Szacuje sie, ze wsrdd pacjentow
leczonych w okresie co najmniej 3 miesiecy steroidami w dawce minimalnej, odpowiadajgcej
7,5 mg prednizonu lub 1,875 pg budesonidu dziennie u ok. 30-50% z nich dochodzi do
obnizenia gestosci mineralnej kosci w zakresie do 15% rocznie, a u co trzeciego do
wystgpienia, czesto poczatkowo bezobjawowych, niskoenergetycznych ztaman kosci
[169,170]. Zmiany te, szczegdlnie w populacji oséb mtodych, obserwowane sg w pierwszej
kolejnosci w odcinku ledZzwiowym kregostupa.W objetej powyzszym badaniem 40-osobowej
grupie dzieci z IZN leczonych prednizonem w standardowej dawce, redukowanej stopniowo
w okresie 6 miesiecy, tylko u 35% doszto do spadku gestosci mineralnej kosci, podczas gdy u

pozostatych 65% pacjentow w wieku przedpokwitaniowym warto$¢ Z-score w kontroli
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densytometrycznej w odcinku ledzwiowym kregostupa wynosita > -1,00, co jest zblizone do
danych szacunkowych z doniesien literaturowych. Obserwowane niekorzystne zmiany w
mikroarchitekturze kosci, zgodnie z przewidywaniami, w grupie badanej dotyczyty wytgcznie
odcinka ledzwiowego kregostupa, przy prawidiowej wartosci BMD w badaniu catego

szkieletu.

Mechanizm dziatania steroiddéw jest ztozony i obejmuje hamowanie replikacji i
powstawania osteoblastow oraz ich zdolnosci przylegania do macierzy kostnej z
rownoczesnym wzbudzeniem apoptozy komodrek linii osteoblastycznej. Na poziomie
komérkowym glikokortykosteroidy powodujg takze zmniejszenie produkcji kolagenu typu | i
zmniejszenie aktywnosci czynnikdw wzrostowych takich jak IGF-1,2; 1l-1 czy TGF-beta, a
takze prostaglandyny E i osteokalcyny [171]. Wyrazem posredniego, endokrynnego
oddziatywania steroidéw na kos¢ jest hamowanie wydzielania luteiny (LH), androgendw
nadnerczowych, a takze estrogendéw i testosteronu produkowanych w gonadach oraz
obnizenie pod ich wplywem jelitowe] resorpcji wapnia i fosforandw z réwnoczesnym
nasilaniem hiperkalciurii i wtdorng nadczynnoscig przytarczyc [172]. Jednak pomimo
doniesien, jednoznacznie sugerujgcych niekorzystny wptyw glikokortykosteroidow na
zwiekszenie obrotu kostnego, na podstawie danych z pismiennictwa i obserwacji wtasnych
wynika, iz tylko u czesci pacjentow leczonych GKS w wieku przedpokwitaniowym, dochodzi
do rozwoju niepozgdanych zmian kostnych. W przyblizeniu u okoto dwdéch trzecich dzieci
leczonych kortykosteroidami nie stwierdza sie istotnego obnizenia wartosci BMD w badaniu
densytometrycznym, co nasuwa uzasadnione pytanie o istnienie innego, niezaleznego od
czynnikdéw Srodowiskowych i nie podlegajgcego modyfikacji, molekularnego podtoza zmian

kostnych.

Przeprowadzona analiza miata na celu ocene dwunastu polimorfizméw genu LRP5
jako potencjalnego podtoza molekularnego niekorzystnej przebudowy kostnej i rozwoju
ryzyka ztamania niskoenergetycznego kosci u dzieci z Wielkopolski, w wieku
przedpowkwitaniowym, leczonych glikokortykosteroidami z powodu idiopatycznego zespotu
nerczycowego oraz znalezienie powigzania zmian na poziomie DNA, w tym
niezrdwnowazenia sprzezen wybranych SNP z ryzykiem obnizenia wartosci BMD ocenianej w

badaniu densytometrycznym [173].
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Punktem wyjscia dla kazdej dyskusji, dotyczacej wiarygodnosci prezentowanych
wynikéw przeprowadzonych badan molekularnych jest odpowiedni dobdér homogennej
grupy pacjentéow. Blisko trzy-letni okres obserwacji pozwolit na wyselekcjonowanie
stosunkowo licznej jak dla populacji dzieciecej, bo liczacej 40 osbéb, grupy badanej,
obejmujacej dzieci obojga ptci, w wieku od 5 do 12 lat z idiopatycznym zespotem
nerczycowym. Wszyscy pacjenci byli przedstawicielami rasy kaukaskiej i pochodzili z obszaru
obejmujgcego w przyblizeniu ok. 29 826 km? zamieszkanego przez 3455477 mieszkancow, co
nie jest bez znaczenia w przypadku préby oceny czestosci wystepowania okreslonych
zmiennosci sekwencji DNA na poziomie zamiany pojedynczego nukleotydu [174]. Wiadomo
bowiem, ze kosegregacja, czyli wspdtdziedziczenie SNP w postaci sprzezonych ze sobg alleli,
jest czesto cecha charakterystyczng dla danej populacji i majacg kluczowe znaczenie dla

podatnosci na okreslone schorzenie [94].

Na podstawie badan prowadzonych w populacji dzieci polskich, przyjeto, ze do ok.
11r.z. tempo przyrostu BMC i BMD w grupie dziewczat i chtopcéw jest podobne i przebiega
liniowo, natomiast skokowy przyrost masy kostnej, zwigzany ze skokiem pokwitaniowym,
nastepuje u dziewczynek miedzy 11 a 14 r.z., a u chtopcow pomiedzy 13 a 15 r.z. [175]. Przed
okresem pokwitania roczna kumulacja mineratu w kosci wynosi ok. 3-4% i gwattownie
wzrasta ok. 2,5-krotnie w pierwszych latach dojrzewania w obrebie szkieletu osiowego,
podczas gdy zmiany w szkielecie obwodowym zachodzg znacznie wolniej. Wynika to z faktu,
iz szkielet osiowy jest w tym okresie w wiekszym stopniu podatny na dziatanie hormonoéw
ptciowych niz hormonu wzrostu. Majgc na uwadze powyzsze dane, za gérng granice wieku
pacjentéw w grupie badanej przyjeto 12 rok zycia, z uwzglednieniem indywidualnego toku
wzrastania poszczegdlnych pacjentéw sledzonego przy pomocy siatek centylowych OLAF
[160]. Wyznaczenie gornej granicy wieku dla grupy badanej uwzgledniato réwniez stopien
zaawansowania dojrzewania pfciowego, ocenianego na podstawie skali Tannera, co
usprawiedliwia pominiecie w biezgcej analizie problemu wptywu androgendéw i estrogendéw

na metabolizm kostny i pozwolito na wspdlng ocene pacjentéw obojga pfci.

Wywiad zebrany od rodzicow chorych dzieci, przeprowadzone badanie
przedmiotowe i badania laboratoryjne, stanowity podstawe dla wykluczenia w grupie
badanej z obnizong gestosciag mineralng kosci innych, niz dlugotrwata podaz

glikokortykosteroidéw, przyczyn osteoporozy wtérnej takich jak zapalne uktadowe choroby
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reumatyczne, swoiste i nieswoiste zapalenia stawow i kosci, wady wrodzone i zwyrodnienia
narzadu ruchu, zespoty ztego wchtaniania, choroba trzewna, niewydolno$¢/marskosé
watroby, niewydolno$é zewnatrzwydzielnicza trzustki, jadtowstret psychiczny, stany
niedozywienia, pierwotna nadczynnos$é przytarczyc, nadczynnos¢ tarczycy, przewlekte
unieruchomienie, stan po urazach narzadu ruchu, przewlekta niewydolnos¢ nerek (stadium
I1I-V), zespoty porazenne, stwardnienie rozsiane, choroby zwyrodnieniowe osrodkowego
uktadu nerwowego oraz choroby nowotworowe [176]. Schorzenia predysponujgce do zmian
metabolizmu kostnego obserwowano w prawdzie w grupie badanej, ale w populacji dzieci o
prawidtowym wyniku badania densytometrycznego kosci. W grupie tej odnotowano jeden
przypadek zapalenia tarczycy Hashimoto, jeden przypadek cukrzycy typu l-ego i dwa
przypadki choroby Lesniowskiego-Crohna Schorzen tych nie stwierdzono w grupie dzieci z
obnizong gestosciag mineralng kosci z wyjatkiem dziewczynki z zapaleniem tarczycy
Hashimoto, rozpoznanym na kilka lat przed wystapieniem I1ZN, znajdujacej sie w eutyreozie w

chwili wigczenia glikokortykosteroidow.

Status tkanki kostnej i potencjalne ryzyko ztamania niskoenergetycznego oceniano w
kontekscie zmian klinicznych na podstawie badania densytometrycznego catego szkieletu i
odcinka ledzwiowego kregostupa L2-L4 metodg DEXA zgodnie ze stanowiskiem Polskiego
Towarzystwa Osteoartrologii i Wielodyscyplinarnego Forum Osteoporotycznego w sprawie
standardéw diagnostyki i leczenia osteoporozy w Polsce [177]. Stanowisko to pozostaje
zgodne z opinig National Osteoporosis Foundation i National Institutes of Health (USA) oraz
National Osteoporosis Society (UK), ktére w swoich zaleceniach wskazujg na kluczowe
znaczenie oceny densytometrycznej gestosci mineralnej kosci w odcinku ledZzwiowym
kregostupa i sugerujg oparcie decyzji terapeutycznej na wartosci wskaznika Z w przypadku
najmtodszych pacjentéw bez zmian zwyrodnieniowych. W prezentowanej pracy zgodnie z
zaleceniami WHO i International Society for Clinical Densitometry (ISCD) za kluczowe miejsce
pomiaru uznano odcinek ledzwiowy kregostupa, a rozpoznanie osteoporozy oparto na
najnizszym wyniku pomiaru. W ocenie densytometrycznej kregédw oprécz odcinka L2-L4,
brano réwniez pod uwage pomiar w odcinku L1-L4, zalecany przez czes¢ autordw, ze
wzgledu na czestsze statystycznie wystepowanie ztaman w obrebie kregu L1. W przypadku
grupy badanej u jednego z pacjentdéw z wartoscig wskaznika Z L2-L4 réwng -1,57 stwierdzono

ztamanie kompresyjne kregdw w odcinku L3-L4. Drugi przypadek ztamania odnotowano w
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grupie badanej u pacjenta z wartoscig wskaznika Z L2-L4 réwng -1,41. Przypadek ten dotyczyt
kosci nadgarstka, ktéra to lokalizacja jest trzecig, co do czestosci wystepowania ztaman

niskoenergetycznych w populacji europejskiej.

Parametry techniczne aparatu Lunar DPX stanowity wyznacznik dolnej granicy
wiekowej grupy badanej, stanowigcej 5 rok zycia. Obecnos¢ oprogramowania
przeznaczonego do pomiardw w grupie pacjentdw pediatrycznych pozwolita na uzyskanie
mozliwie wiarygodnych wynikéw, ale z uwzglednieniem wszystkich trudnosci
interpretacyjnych, wynikajgcych z wieku pacjentéw i odmiennosci antropometrycznych
pomiedzy nimi. Stad tez oprécz oceny masy kostnej pacjentéw w odniesieniu do masy
kostnej rownowiekowej grupy kontrolnej odpowiadajgcej danej pfci, czyli w oparciu o
wskaznik Z-score, postuzono sie normami ciggtymi opracowanymi dla populacji dzieci
warszawskich, co miato na celu trafniejszg kwalifikacje pacjentow z pogranicza grup
referencyjnych [158]. Odniesienie gestosci mineralnej kosci do norm ciggtych, zamiast do
norm skategoryzowanych wynikédw badan densytometrycznych, wedtug interpretacji
Jaworskiego i Ptudowskiego, pozwolito na weryfikacje przynaleznosci poszczegdinych
pacjentow do grup badanych w zaleznosci od wartosci skorygowanego wskaznika Z dla
odcinka L2-14 kregostupa. W przypadku dwodch pacjentéw taka interpretacja wynikow
badania densytometrycznego zdecydowata o zakwalifikowaniu ich do grupy o prawidtowych
parametrach kostnych, podczas gdy pierwotna warto$¢ Z-score wskazana przez densytometr
sugerowafa u nich mozliwos$é wystgpienia osteopenii. U jednej pacjentki postuzenie sie
normami ciggtymi zaowocowato przesunieciem jej do grupy wysokiego ryzyka ztamania
niskoenergetycznego, na co nie wskazywat pierwotny wynik badania DEXA. Przykfady te
potwierdzajg koniecznos¢ odnoszenia wynikéw badan do wartosci referencyjnych i ptynnego
obliczania wartosci wskaznika Z, takze na granicach przedziatéw danych, w grupie pacjentéow
w okresie wzrostu i rozwoju, z wykorzystaniem norm ciggtych, celem unikniecia

nieprawidtowych decyzji terapeutycznych.

Technika absorpcjometrii dwdch promieni X (DEXA) umozliwia pomiar zawartosci
mineratu w kosci (BMC) oraz powierzchni kosci (BA), na podstawie ktérych oblicza wartos¢
BMD jako stosunek BMC/BA. Poniewaz mamy do czynienia nie z obrazem tréjwymiarowym,
ale z dwuwymiarowym, ktéry nie uwzglednia wielkosci pacjenta, metoda ta nie ocenia

rzeczywistej catkowitej wartosci BMD, ale wylfgcznie powierzchniowg gesto$é mineralng
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kosci, co powoduje, ze u pacjentéw niskorostych, w tym u dzieci, moze dochodzi¢ do
przektaman w ocenie wynikdw z tendencja do niedoszacowania wartosci BMD u
najmfodszych pacjentéw. W tej sytuacji cennym uzupetnieniem pozostajg iloSciowe metody
ultradzwiekowe (QUS) i obwodowa tomografia komputerowa (QCT), pozwalajgce ocenic
strukture i wtasciwosci mechaniczne kosci [178]. Wobec braku mozliwosci wykonania
pomiaru tréjwymiarowego, podjeto prébe wyliczenia w oparciu o formute matematyczna
wartosci wolumetrycznej gestosci mineralnej kosci (BMAD), wyrazonej w g/cm3, dla odcinka

ledzwiowego kregostupa [155,163].

W grupie badanej za punkt krytyczny obecnosci osteopenii przyjeto obnizenie masy
kostnej powyzej jednego odchylenia standardowego, a w przypadku osteoporozy powyzej
dwdch odchylen standardowych w odniesieniu do rownowiekowej grupy kontrolnej. Zmiany
te obserwowano tylko u 14 z 40 badanych z idiopatycznym zespotem nerczycowym
leczonych glikokortykosteroidami w dawce 2mg/kg mc./24h przez okres 3 miesiecy. Nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czestosci wystepowania zmian o charakterze
osteopenii czy osteoporozy pomiedzy pacjentami z grupy badanej w zaleznosci od
rozpoznania histopatologicznego ktebuszkowego zapalenia nerek (p=0,21). Nie wykazano
rowniez, aby w okresie pierwszych 6 miesiecy obserwacji od momentu wigczenia GKS
istniata znamienna statystycznie réznica pomiedzy pacjentami ze steroidoopornoscig, a
streoidozaleznoscig, w zakresie czestosci wystepowania obnizonej gestosci mineralnej kosci

(p=0,09).

Dotychczasowe badania w populacji oséb dorostych wskazujg, ze niezaleznie od
parametréw antropometrycznych, zmienno$é miedzyosobnicza w zakresie szczytowej masy
kostnej w ok. 80% jest uwarunkowana genetycznie [179]. Nasuwa sie pytanie czy zatem
réwniez w okresie wzrastania réznice w zakresie wyjsciowej wartosci gestosci mineralnej
kosSci i stopien odpowiedzi na czynniki ryzyka, takie jak glikokortykosteroidy, w postaci
zaburzern metabolizmu kostnego, majg podtoze genetyczne? Jesli tak, to czy petni ono
zasadniczg role w ksztattowaniu mikroarchitektury kosci niezaleznie od teorii mechanostatu
Frosta [180]? W niniejszej pracy podjeto probe odpowiedzenia na pytanie czy u pacjentéw w
wieku przedpokwitaniowym leczonych GKS istnieje zalezno$¢ pomiedzy czestoscia

wystepowania i niezrownowazeniem sprzezen w blokach haplotypowych wybranych SNP
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genu LRP5, a ryzykiem obnizenia wartosci BMD i co za tym idzie ryzykiem ztamania

niskoenergetycznego.

Przezbtonowa lipoproteina LRP5 odgrywa kluczowg role w proliferacji, réznicowaniu,
adhezji i migracji wielu komérek ustroju, w tym osteoblastéw oraz rozwoju szkieletu,
poprzez transdukcje sygnatu szeregu biatkowego Wnt z otoczenia do wnetrza komoérki, jako
koreceptor dla biatek z rodziny Frizzled [181]. Zainteresowanie biatkiem LRP5 w kontekscie
zmian metabolizmu kostnego zwigzane byto z wieloosrodkowymi badaniami takimi jak
GWASs FHS100K, Icelandic deCODE czy UK-NL, ktorych wyniki sugerowaty, ze czes¢
powszechnie wystepujacych polimorfizméw genu LRP5 moze znaczgco wptywacé na gestosé

mineralng kosci [182, 183].

Obecnos¢ pojedynczych polimorfizméw nie musi swiadczy¢ o zwiekszonym lub
zmniejszonym ryzyku rozwoju choroby, ale analiza zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi SNP
i ich wspdétwystepowanie w okreslonych zespotach moze decydowac¢ o sktonnosci do
zachorowania. SNP stanowig efekt mutacji, a ich sktonnos¢ do wspdtdziedziczenia okreslana
mianem niezrownowazenia sprzezen ma charakter selektywnie utrwalony w danej populaciji,
z ktorg pozostajg w Scistym zwigzku w zakresie czestosci wystepowania okreslonych alleli
[94]. Aby wykazac¢ rdznice w sposobie dziedziczenia wybranych SNP pomiedzy pacjentami z
grupy badanej z obnizong wartosciag BMD, a pacjentami z grupy odniesienia o prawidtowym
wyniku badania densytometrycznego kosci, przeprowadzono analize, obejmujaca duzg, bo

liczaca 141 pacjentéw, populacje dzieci.

Oceniono 12 wybranych SNP genu LRP5: rs3736228, rs491347, rs312009, rs556442,
rs1784235, rs41494349, rs2306862, rs3736229, rs312016, rs4988300, rs634008 oraz
rs312023. W doniesieniach literaturowych, dotyczgcych w wiekszosci populacji oséb
dorostych, gtéwnie kobiet rasy kaukaskiej oraz w licznych pracach, pochodzgcych z Chin i
Japonii, wsréd polimorfizméw genu LRP5, wigzanych z ryzykiem rozwoju niekorzystnych
zmian kostnych, jednym z najczesciej opisywanych byt SNP rs3736228 (Alal330Val). W
2008r. na tamach The Journal of the American Medical Association opublikowano wyniki
wieloosrodkowej analizy dotyczgcej korelacji pomiedzy zmiennosciami w zakresie gendw
LRP5 i LRP6, a ryzykiem rozwoju osteoporozy. Badanie prowadzone w 18 osrodkach w

Europie i Ameryce Pétnocnej, w tym w Polsce, objeto 37534 osoby. Na jego podstawie
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stwierdzono, ze obecno$é¢ wariantu Val1330 stanowi czynnik ryzyka ztamania patologicznego
kregéw, ktére udokumentowano u 1988 z 20096 pacjentéw, posiadajgcych SNP rs3736228
[184]. W tym samym roku w czasopismie The Lancet opublikowano wieloo$rodkowg prace,
w ktorej u 2094 dorostych kobiet przebadano 314075 SNP, zwigzanych z réznymi genami,
podejrzanymi o potencjalny udziat w rozwoju osteoporozy. Wptyw na obnizenie gestosci
mineralnej kosci potwierdzono tylko w przypadku dwéch SNP rs4355801 genu
osteoprotegeryny i rs3736228 genu LRP5 [185]. Jest to zgodne z doniesieniami Funakoshi i
wsp. z 2011r., gdzie na podstawie badania densytometrycznego ponad 800 dorostych
mezczyzn, stwierdzono znamiennie nizszg $rednig warto$¢ BMD w odcinku dystalnym kosci
promieniowej u 0séb z polimorfizmem rs3736228 (Val;Val), niezaleznie od stanu odzywienia
pacjentéw, w stosunku do oséb z genotypem CC (Ala;Ala) [186]. Cze$¢ autoréw pisze nie
tylko o zwigzanej z zamiang aminokwaséw predyspozycji do wystgpienia jednostki
chorobowej, jakg jest osteoporoza u oséb z polimorfizmem Ala1330Val, ale tez o istotnych
modyfikacjach w zakresie Sciezki sygnatowej Wnt pod wptywem zmienionego produktu
biatkowego genu LRP5 [187;188]. W odrdzinieniu od doniesien w piSmiennictwie, w
prezentowanej pracy nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic w czestosci
wystepowania SNP rs3736228 pomiedzy grupg badang dzieci z obnizong gestoscig mineralna
kosci, a grupa pacjentéw o prawidtowych wynikach pomiaru densytometrycznego kosci
leczonych glikokortykosteroidami (p= 1,0000; OR=0,9091). Nie ujawniono réwniez istotnej
statystycznie réznicy pomiedzy dzie¢mi z Z-score < -1,00, a zdrowymi pacjentami z grupy
kontrolnej (p= 1,0000; OR= 1,105), pomimo iz w obu przypadkach zastosowano test
bezposredni Fishera dedykowany matym grupom pacjentéw. Nie uwidoczniono réwniez
znamiennych statystycznie réznic pomiedzy obojgiem ptci w trakcie poréwnywania czestosci
wystepowania poszczegdlnych wariantéw SNP rs3736228. Wobec tak licznych doniesien
literaturowych, brak przetozenia obnizonej gestosci mineralnej kosci na zwiekszong czestos¢
wystepowania wariantu (Val;Val) mozna ttumaczy¢ stosunkowo matg liczebnoscig grupy
dzieci z idiopatycznym zespotem nerczycowym i wartoscig wskaznika Z < -1,00 oraz wiekiem
pacjentéw. Brak istotnosci statystycznej rdznicy w czestosci wystepowania polimorfizmu
rs3736228, a rozwojem niekorzystnej przebudowy kostnej w grupie badanej moze
wskazywaé, ze omawiany SNP ma znaczenie przede wszystkim jako predyktor rozwoju
osteoporozy w grupie pacjentéw dorostych i nie wptywa na obraz densytometryczny kosci

przed osiggnieciem szczytowej masy kostnej. Dalszego wyjasnienia wymaga réwniez
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nasuwajaca sie hipoteza, ze rs3736228 genu LRP5 stanowi¢ moze podtoze molekularne dla
obnizenia gestosci mineralnej kosci, ale zwigzanej ze zmianami na poziomie osi
estrogenowo-androgenowej, co nie ma bezposredniego przetozenia na stan szkieletu
osiowego u dzieci ponizej 12 roku zycia. Potwierdzeniem tego moga by¢ doniesienia
Paternoster i wsp. z 2010r., w ktérych wskazuje sie na role rs3736228 LRP5 w rozwoju
osteoporozy w grupie pacjentdéw mtodocianych, ale ze srednig wieku dla obojga ptci réwng

15,5 lat, a wiec znacznie starszych niz w przypadku prezentowanej pracy [189].

Przeprowadzona analiza otrzymanych wynikéw wskazuje natomiast na istnienie
réznicy w czestosci wystepowania wariantéw SNP rs312016 genu LRP5 (CC/CT/TT) na granicy
istotnosci statystycznej, nie uwzglednionego w powyzszych badaniach, pomiedzy pacjentami
z zespotem nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci, a pacjentami z zespotem
nerczycowym i prawidtowym wynikiem badania densytometrycznego. Otrzymana dla tej
korelacji wartos¢ p wyniosta 0,05 tzn. byta na granicy istotnosci statystycznej z doktadnoscig
do dwdch miejsc po przecinku. W populacji europejskiej, zgodnie z danymi HapMap Project,
czestos¢ wystepowania poszczegdlnych genotypow dla SNP rs312016 wynosi odpowiednio
CC0,517,CT0,317; TT 0,167, co stanowi wynik poréwnywalny do grupy kontrolnej (CC 0,55;
CT 0,36; TT 0,09). W grupie badanej u dzieci z IZN i obnizong wartoscig wskaznika Z czestos¢
wystepowania poszczegodlnych genotypow byta odmienna i wynosita odpowiednio CC 0,360;
CT 0,570; TT 0,07. Wariant SNP rs312016 CC wystepowat w grupie badanej o prawidtowej
wartosci BMD istotnie czesciej niz w grupie badanej z wartoscig Z-score <-1,00, a jego
ekspresja wykazywata tendencje spadkowa w przypadku pacjentéw cechujgcych sie
niekorzystng przebudowa kostng. Wartos¢ ilorazu szans OR dla rs312016 wyniosta 4,050, co
moze wskazywac na powigzanie wystepowania wariantu CT z wystgpieniem niekorzystnych
zmian w gestosci mineralnej kosci u dzieci z zespotem nerczycowym leczonych
glikokortykosteroidami. W poréwnaniu z grupg kontrolng i danymi populacyjnymi,
pochodzgcymi z baz SNP, w grupie badanej u dzieci z IZN i prawidtowg gestoscig mineralng
kosci znamiennie czesciej wystepowat wariant CC, bo z czestoscig 0,70, co moze wskazywadé
na jego znaczenie ochronne. W przypadku SNP rs312016 zwraca rdéwniez uwage
wystepowanie polimorfizmu TT u jednego z pacjentéw w grupie badanej z obnizong
wartoscig BMD, liczgcg 14 oséb (czestos¢ 0,07), podczas, gdy wariant ten nie wystepuje w

ogdle w 26 osobowej grupie badanej pacjentéw, u ktdérych nie obserwowano zmian
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kostnych. Dodatkowo pojedynczy allel T SNP 312016 wystepowat istotnie czesciej w grupie z
Z-score<-1,00, niz u dzieci o prawidtowym wyniku badania densytometrycznego, co moze
wskazywaé na zwigzang z nim predyspozycje do rozwoju osteoporozy, pomimo iz nie tworzyt
blokéw w analizie HaploView z innymi SNP. Wnioski te sg zgodne z doniesieniami Bollerslev’a
i wsp. z 2005r., ktéry to na tamach czasopisma Bone opublikowat prace dotyczaca
niekorzystnego wptywu wybranych polimorfizméw genu LRP5 na obnizenie gestosci
mineralnej w obrebie szyjki kosci udowej w grupie dorostych kobiet [190]. Dwa lata pdzniej
w tym samym periodyku Douglas i wsp. rowniez w populacji zeriskiej, wskazujg na wptyw, az
trzech SNP genu LRP5 zlokalizowanych podobnie jak rs312016 w intronie 2 tj. rs4988330;
rs312778 i rs4988331, na pogorszenie wartosci BMD, zaréwno w obrebie kretarza kosci
udowej jak i w odcinku ledzwiowym kregostupa [188]. Jednakze autorzy artykutu nie
stwierdzajg istotnej statystycznie korelacji pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu
rs312016, a ryzykiem rozwoju osteoporozy. W kontekscie powyziszych doniesien,
przeprowadzona analiza wskazuje na dalszg konieczno$¢ kontynuowania badan nad
znaczeniem SNP rs312016 dla progresji niekorzystnej przebudowy kostnej w rozszerzonej w
stosunku do dotychczasowe] grupie badanej dzieci w wieku przedpokwitaniowym. Badania
te, obejmujgc odpowiednio duzg grupe pacjentow i grupe kontrolng dzieci zdrowych, majg
szanse ujawni¢ w populacji dzieci polskich istnienie potencjalnej predyspozycji
morfologicznej, obecnej przy urodzeniu i nie podlegajgcej modyfikacji, do rozwoju zmian
osteoporotycznych, ktéra moze sie ujawni¢ we wczesnym okresie rozwoju w przypadku

zadziatania niekorzystnych czynnikéw srodowiskowych.

W przypadku pozostatych SNP pomimo licznych doniesien w piSmiennictwie
sugerujacych ich potencjalny zwigzek z obnizeniem gestosci mineralnej kosci, nie
stwierdzono obecnosci istotnych statystycznie rdznic w czestosci wystepowania
poszczegdlnych ich wariantéw pomiedzy pacjentami z zespotem nerczycowym i obnizong
gestoscig mineralng kosci, pacjentami z zespotem nerczycowym i prawidtowg gestoscig
mineralng kosci oraz grupg kontrolng dzieci zdrowych. Otrzymane wartosci p miescity sie w
przedziale od 0,2529 do 1,0000, a zakres wartosci obliczonego ilorazu szans OR wyniést od
0,5455 do 2,240. Réwniez czestos¢ SNP 491347, wskazywanego przez wielu autoréw jako
znaczacy dla rozwoju osteoporozy, nie réznita sie pomiedzy populacjami badanymi w istotny

statystycznie sposéb [191]. Co ciekawe, opublikowana przed dwoma laty w The European
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Journal of Endocrinology analiza wptywu polimorfizmdéw gendw Sciezki sygnatowej Wnt LRP5
i LRP6 na metabolizm kostny, réwniez nie wykazata zwigzku badanych SNP genu LRP5 z
obnizeniem gestosci mineralnej kosci. Stwierdzono wéwczas natomiast zaleznos¢ pomiedzy
wybranymi SNP, a czestoscig ztaman niskoenergetycznych [192]. W przypadku
prezentowanej pracy, wyniki badan molekularnych réwniez odnoszono do wartosci BMD, a
nie do czestosci ztaman. By¢ moze dalsza, przyktadowo 5-letnia obserwacja badanych
pacjentédw pod katem czestosci ztaman niskoenergetycznych pozwoli na weryfikacje

dotychczasowych wnioskow.

Analiza niezréwnowazenia sprzezen wybranych SNP genu LRP5 zwraca uwage na
istotne rdznice w jego strukturze, wystepujgce pomiedzy badanymi grupami pacjentow z
zespotem nerczycowym i prawidtowg wartoscia wskaznika Z, zespotem nerczycowym i
obnizong wartoscig wskaznika Z oraz grupga kontrolng dzieci zdrowych. W grupie pacjentéw z
zespotem nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci SNP rs491347, rs2306862,
rs1784235 sg catkowicie sprzezone i tworzg blok haplotypowy, czego nie obserwuje sie w
grupie pacjentow z zespotem nerczycowym i prawidtowg gestoscig mineralng kosci oraz w
grupie kontrolnej. Dodatkowo w grupie dzieci z zespotem nerczycowym i wartoscig Z-score
<-1,00, w odrdznieniu od dwdch pozostatych grup pacjentéw, kazdy z powyzszych trzech SNP
jest sprzezony na tym samym, wysokim poziomie istotnosci (R2=72) z SNP rs3736228.
Roéznice w czestosci wystepowania blokéw haplotypowych wykazano réwniez w przypadku
poréwnania struktury genu LRP5 pomiedzy dzie¢mi z IZN i nieprawidtowg wartoscig Z-score,
a grupy dzieci z zespotem nerczycowym i prawidtowg wartoscig Z-score oraz dzie¢mi
zdrowymi z grupy kontrolnej, stanowigcych wspdlnie grupe odniesienia. Najwazniejszym
whnioskiem, wynikajacym z przeprowadzonej analizy poréwnawczej wydaje sie fakt znacznie
wiekszego podobienstwa struktury genu LRP5 w zakresie badanych polimorfizméw pomiedzy
grupa dzieci z zespotem nerczycowym i prawidtowg strukturg kostng i grupg kontrolng dzieci
zdrowych, niz w przypadku dzieci z zespotem nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng
kosci. Zaleznosci miedzy parami SNP rs491347, rs2306862, rs1784235, rs556442 i rs3736228
sg znacznie stabsze u pacjentéw z prawidtowym wynikiem badania densytometrycznego i w
grupie kontrolnej, niz u oséb z wartoscig Z-score <-1,00, co moze sugerowaé, iz na poziomie
DNA zachodzg silniejsze relacje w zakresie powyziszych polimorfizméw w przypadku

wystgpienia osteoporozy. Jest to jednak tylko hipoteza, przy rozwazaniu ktérej nalezy
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uwzgledni¢ zmiennos¢ struktury genu pod wptywem réznych mutacji. W grupie dzieci z
zespotem nerczycowym i prawidtowym wynikiem badania densytometrycznego kosci
stwierdzono natomiast obecnos¢ bloku haplotypowego pomiedzy SNP rs4988300, rs634008 i
rs312023, ktdrego obecnosci nie stwierdzono w grupie pacjentdéw z obnizona gestoscia
mineralng kosci ze wzgledu na dwukrotnie stabsze sprzezenie pomiedzy SNP rs4988300 i
rs634008. Podobnie zatem mozna oczekiwaé, ze obecnosé tego bloku moze mieé znaczenie
ochronne dla szkieletu osiowego w zakresie zmian metabolizmu kostnego pod wptywem

czynnikéw srodowiskowych.

Wyniki przeprowadzonych badan, w zatozeniu autorki pracy, mogg w przysztosci
pozwoli¢ na wyselekcjonowanie grupy zaréwno zwiekszonego ryzyka populacyjnego rozwoju
osteoporozy, rowniez w wieku pdzniejszym, niezaleznie od ptci, masy ciata i wyjsciowych
parametréw oceny densytometrycznej w wieku dzieciecym oraz grupy pacjentow
dzieciecych, leczonych glikokortykosteroidami o potencjalnym niekorzystnym rokowaniu w
zakresie ryzyka rozwoju zmian kostnych. W tej ostatniej grupie pozwolitoby to na
ewentualng modyfikacje dziatan profilaktycznych i unikniecie, prowadzacych niejednokrotnie
do trwatego kalectwa, powiktan w postaci, najczestszych w tej grupie wiekowej,
patologicznych ztaman kregdédw. Ma to szczegdlne znaczenie z punktu widzenia mozliwosci
kontynuacji, niejednokrotnie skutecznej w leczeniu idiopatycznego zespotu nerczycowego,
steroidoterapii, jak rowniez dtugosci i jako$ci zycia pacjentéw, a takie zwigzanych z
leczeniem zachowawczym, operacyjnym oraz rehabilitacjg, kosztow spotecznych i naktadéw
finansowych. Jest to zwtfaszcza istotne w grupie pacjentéw ponizej 18 roku zycia, ze wzgledu
na znaczne ograniczenie wykorzystania bisfosfonianéw i brak skutecznego leczenia
proanabolicznego w zaawansowanym stadium osteoporozy. Wsréd ekspertéw definicja
osteoporozy w wieku dzieciecym i kwestia podjecia decyzji terapeutycznych, dotyczacych
najmtodszych pacjentéow, wcigz budzg wiele kontrowersji. Znalezienie molekularnego
podtoza niekorzystnych zmian kostnych, pozwolitoby wyselekcjonowa¢ pacjentéw wysokiego
ryzyka istotnego obnizenia wartosci BMD i zastosowac u nich wyjsciowo bardziej intensywne
leczenie profilaktyczne, przy réwnoczesnym braku rezygnacji z czesto wielomiesiecznej
steroidoterapii w grupie pozostatych pacjentéw z idiopatycznym zespotem nerczycowym, dla

ktérych terapia ta moze okaza¢ sie skuteczng ochrong przed rozwojem schytkowej
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niewydolnosci nerek. Ponadto, badanie polimorfizméw pozwolitoby oszacowac ryzyko

zachorowania na osteoporoze réwniez u cztonkdw rodzin chorych dzieci.
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6. Whnioski

6.1. Polimorfizm rs312016 oraz blok haplotypowy pomiedzy polimorfizmami rs491347,
rs2306862 i rs1784235 genu LRP5 moze stanowié potencjalny czynnik ryzyka,
predysponujgcy do rozwoju niekorzystnych zmian gestosci mineralnej kosci w grupie
dzieci w wieku przedpokwitaniowym z zespotem nerczycowym leczonych

glikokortykosteroidami.

6.2. Blok haplotypowy pomiedzy polimorfizmami rs4988300, rs634008 i rs312023 genu
LRP5 moze stanowic¢ czynnik protekcyjny, chronigcy przed rozwojem niekorzystnych
zmian gestosci mineralnej kosci w grupie dzieci w wieku przedpokwitaniowym z

zespotem nerczycowym leczonych glikokortykosteroidami.

6.3.  Okreslenie struktury genu LRP5 opartej na polimorfizmie pojedynczych nukleotydow
u dzieci z zespotem nerczycowym wydaje sie byé przydatne w przewidywaniu zmian

kostnych w trakcie leczenia glikokortykosteroidami.
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8. Streszczenie

O zmiennosci ludzkiego genomu w okoto 80% przypadkéw decydujg polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu, stanowigce efekt mutacji, selektywnie utrwalonych w danej
populacji, z ktérg pozostajg w scistym zwigzku w zakresie czestosci wystepowania
poszczegdlnych alleli. Okreslone SNP oraz tworzone przez nie bloki haplotypowe, wynikajace
z ich sktonnosci do wspétdziedziczenia, okreslanej mianem niezréwnowazenia sprzezen,
niejednokrotnie stanowig czynnik ochronny lub predysponujgcy do rozwoju konkretnego
schorzenia. Zaréwno identyfikacja czestosci wystepowania pojedynczych polimorfizmow jak i
analiza zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi SNP i ich wspdtwystepowanie w okreslonych
zespotach moga ufatwi¢ prognozowanie w zakresie zapadalnosci i przebiegu klinicznego
réoznorodnych choréb, w tym zaburzen kostnych. W grupie pacjentow obarczonych
predyspozycjg genetyczng do rozwoju zmian osteoporotycznych, wystgpienie dodatkowego,
Srodowiskowego czynnika spustowego, takiego jak podaz glikokortykosteroidow, moze
stanowi¢ punkt wyjscia dla spadku gestosci mineralnej kosci i poczatek niekorzystnej

przebudowy jej mikrostruktury.

Idiopatyczny zespdt nerczycowy, stanowigcy przejaw kliniczny ktebuszkowego
zapalenia nerek, dotyka rocznie okoto 16 na 100.000 dzieci w Polsce. Objawy chorobowe,
wynikajgce z niekontrolowanego wzrostu przepuszczalnosci bariery filtracyjnej ktebuszkow
nerkowych, majg charakter nawrotowy i u czesci pacjentéow prowadzg do rozwoju
schytkowej niewydolnosci nerek. Etiologia 1ZN, choé wcigz niejednoznaczna i z pewnoscia
wieloczynnikowa, jest od lat wigzana z zaburzeniami réwnowagi pomiedzy cytokinami puli
limfocytébw pomocniczych Thl i Th2 oraz obecnoscia czynnika zwiekszajgcego
przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych, prawdopodobnie nalezgcego do grupy interleukin.
Wobec powyzszych faktéw podstawe leczenia I1ZN stanowig glikokortykosteroidy. Terapia
pierwszego rzutu choroby, prednizonem przez okres 4 do 6 miesiecy, w znamiennej dawce
poczatkowej, wynoszacej 2mg/kg mc./24h, moze stanowi¢ czynnik spustowy do obnizenia
gestosci mineralnej rozwijajgcych sie kosci, a w konsekwencji doprowadzi¢ do ztamania, a
nawet trwatego kalectwa. Obserwacje wtasne i doniesienia literaturowe zwracajg jednak
uwage, iz pomimo standaryzacji sposobu leczenia IZN, liczba pacjentéw pediatrycznych, u

ktdrych dochodzi do niekorzystnych przemian kostnych jest ograniczona. Rodzi to pytanie o
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dodatkowe, niemodyfikowalne podtoze molekularne ryzyka rozwoju osteoporozy w wieku

przedpokwitaniowym.

Przeprowadzona analiza miata na celu ocene dwunastu polimorfizméw genu LRP5
rs3736228, rs491347, rs312009, rs556442, rs1784235, rs41494349, rs2306862, rs3736229,
rs312016, rs4988300, rs634008 i rs312023 jako potencjalnego podtoza molekularnego
niekorzystnej przebudowy kostnej i rozwoju ryzyka ztamania niskoenergetycznego kosci u
dzieci z Wielkopolski, w wieku przedpokwitaniowym, leczonych glikokortykosteroidami z
powodu idiopatycznego zespofu nerczycowego oraz znalezienie powigzania zmian na
poziomie DNA, w tym niezrébwnowazenia sprzezen wybranych SNP z ryzykiem obnizenia

wartosci BMD ocenianej w badaniu densytometrycznym.

Analiza otrzymanych wynikdw wskazuje na istnienie rdéznicy na granicy istotnosci
statystycznej w czestosci wystepowania wariantéw SNP rs312016 genu LRP5 (CC/CT/TT)
pomiedzy pacjentami z zespotem nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci, a
pacjentami z  zespotem  nerczycowym i  prawidlowym  wynikiem  badania
densytometrycznego. Otrzymana dla tej korelacji warto$s¢ p wyniosta 0,05. Wariant SNP
rs312016 CC wystepowat w grupie badanej o prawidtowej wartosci BMD istotnie czesciej niz
w grupie badanej z wartoscig Z-score <-1,00, a jego ekspresja wykazywata tendencje
spadkowg w przypadku pacjentéw cechujacych sie niekorzystng przebudowg kostna.
Wartosc¢ ilorazu szans OR dla rs312016 wyniosta 4,050, co moze wskazywac na powigzanie
wystepowania wariantu CT z wystgpieniem niekorzystnych zmian w gestosci mineralnej kosci
u dzieci z zespotem nerczycowym leczonych glikokortykosteroidami. Stwierdzono réwniez, ze
wariant TT SNP rs312016 obecny u jednego z pacjentdw w grupie badanej z obnizong
wartoscig BMD, nie wystepowat w ogdle w grupie pacjentéw, u ktérych nie obserwowano
zmian kostnych. Ponadto pojedynczy allel T wystepowat istotnie czesciej w grupie z Z-score<-
1,00, niz u dzieci o prawidtowym wyniku badania densytometrycznego, co moze wskazywac
na zwigzang z nim predyspozycje do rozwoju osteoporozy. W przypadku pozostatych
jedenastu SNP nie stwierdzono obecnosci istotnych statystycznie réznic w czestosci
wystepowania poszczegdlnych ich wariantdw pomiedzy pacjentami z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci, pacjentami z zespotem nerczycowym i

prawidfowg gestoscig mineralng kosci oraz grupg kontrolng dzieci zdrowych.
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Analiza niezrownowazenia sprzezen wybranych SNP genu LRP5 wykazata istotne
réznice w jego strukturze pomiedzy trzema ocenianymi grupami. W grupie pacjentéow z
zespotem nerczycowym i obnizong gestosciag mineralng kosci stwierdzono obecnos¢ bloku
haplotypowego pomiedzy SNP rs491347, rs2306862 i rs1784235, czego nie obserwowano w
grupie pacjentéw z zespotem nerczycowym i prawidtowg gestoscig mineralng kosci oraz w
grupie kontrolnej, co moze swiadczy¢ o jego znaczeniu jako czynnika predysponujgcego do
rozwoju osteoporozy. W grupie dzieci z zespotem nerczycowym i prawidtowym wynikiem
badania densytometrycznego kosci stwierdzono natomiast obecnos$é bloku haplotypowego
pomiedzy SNP rs4988300, rs634008 i rs312023, ktérego obecnosci nie stwierdzono w grupie
pacjentdw z obnizong gestoscig mineralng kosci. Moze mieé¢ on zatem znaczenie ochronne
dla szkieletu osiowego w zakresie zmian metabolizmu kostnego pod wptywem czynnikéw

Srodowiskowych.

Najwazniejszym wnioskiem, wynikajagcym z przeprowadzonej analizy poréwnawczej
wydaje sie fakt znacznie wiekszego podobienstwa struktury genu LRP5 w zakresie badanych
polimorfizméw pomiedzy grupg dzieci z zespotem nerczycowym i prawidtowg strukturg
kostng i grupa kontrolng dzieci zdrowych, niz w przypadku dzieci z zespotem nerczycowym i
obnizong gestoscig mineralng kosci. Wyniki przeprowadzonych badan, mogg w przysztosci
pozwoli¢ na wyselekcjonowanie grupy pacjentéw zwiekszonego ryzyka rozwoju osteoporozy,
réowniez w wieku pdzniejszym, niezaleznie od ptci, masy ciata i wyjsciowych parametréw
oceny densytometrycznej w wieku dzieciecym oraz grupy pacjentéw dzieciecych, leczonych
glikokortykosteroidami o potencjalnym niekorzystnym rokowaniu w zakresie ryzyka rozwoju

zmian kostnych.
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9. Abstract

The variability of the human genome is determined in about 80% by single nucleotide
polymorphisms, resulting from mutations selectively established in the population,
which are strictly related to the individual alleles incidence. Specific SNPs and their
haplotype blocks based on the inclination to the coinheritance referred to as linkage
disequilibrium, often constitute a protective or predisposing factor to the development
of various disorders. Both the isolated single nucleotide polymorphisms frequency
identification and the analysis of their interdependence might be useful forecasting the
incidence and clinical course of different diseases, including bone turnover disturbances.
In the group of patients affected by a genetic predisposition to the development of
osteoporotic changes, the occurrence of additional environmental trigger factors, such as
steroidotherapy can lead to the decline in bone mineral density and the beginning of
unfavorable remodeling.

Idiopathic nephrotic syndrome, which is the clinical manifestation of chronic
glomerulonephritis, annually affecting in approximation 16 per 100,000 children in
Poland. The symptoms, resulting from the uncontrolled growth of the permeability of
the glomerular filtration barrier, are recurrent and in some patients, leading to the
development of end-stage chronic renal failure. The etiology of INS, still ambiguous and
certainly multifactorial, has for years been tied with impaired balance between cytokines
of Thl and Th2 helper lymphocytes presence and the blond vessels increasing
permeability factor, probably belonging to a group of interleukins. In view of the above
the base treatment of the idiopathic nephrotic syndrome remains glucocorticoids. In first
episode of INS prednisone supply is continued for a period of four to six months, with a
significant initial dose 2mg/kg/24h and can be an important trigger factor for the
reduction of bone mineral density of developing skeleton and as a consequence,the
presence of pathological fractures, and even permanent disability. However literature
sources and own observations note that despite the standardization of INS treatment,
the number of pediatric patients who develop bone adverse changes is limited. This
raises the question of additional, not modifiable, molecular underpinnings of

osteoporosis developing risk in prepubertal age children.
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The presented analysis was designed to evaluate the twelve LRP5 gene single
nucleotide polymorphisms rs3736228, rs491347, rs312009, rs556442, rs1784235,
rs41494349, rs2306862, rs3736229, rs312016, rs4988300, rs634008 and rs312023 as a
potential molecular basis of bone remodeling and the development of low-energy bone
fracture risk in prepubertal age children from Greater Poland, treated with
corticosteroids because of idiopathic nephrotic syndrome and to find an association at
the DNA level, including linkage disequilibrium, between selected SNPs wth the risk of
lower BMD in the bone densitometry.

The results analysis indicates that there is a statistically significant difference in the
incidence of the gene LRP5 SNP rs312016 (CC / CT / TT) between patients with nephrotic
syndrome and decreased bone mineral density, and patients with nephrotic syndrome
and normal densytometry scan. The p-value for this correlation was 0,05. SNP rs312016
variant CC occurred in the study group with normal BMD statistically significantly higher
than in the study group with Z-score value <-1.00, and his expression showed a
downward trend in patients characterized by unfavorable bone remodeling. The value of
the odds ratio OR for rs312016 was 4,050, which may indicate a correlation between the
occurrence of the variant CT and adverse changes in bone mineral density in children
with nephrotic syndrome treated with glucocorticoids. It was also found that SNP
rs312016 TT variant present in one of the patients in the study group with low BMD, did
not occur at all in the group of patients with no bone lesions, and furthermore a single T
allele was much more common in the group of Z-score value <-1.00, than in children with
normal densytometry result, which may indicate an association between rs312016 allel T
predisposition and the development of osteoporosis. In the remaining eleven SNPs were
not found statistically significant differences in the frequency of its individual variants
occurrence between patients with nephrotic syndrome and decreased bone mineral
density, patients with nephrotic syndrome and normal bone mineral density and a
control group of healthy children.

The LRP5 gene selected SNPs linkage disequilibrium analysis showed significant
differences in the structure between the three groups assessed. In patients with
nephrotic syndrome and decreased bone mineral density there was detected the
haplotype block between SNPs rs491347, rs2306862 and rs1784235, that was not

observed in patients with nephrotic syndrome and normal bone mineral density and in
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the control group, which may be indicative of its importance as an osteoporosis
development predisposing factor. In the group of children with nephrotic syndrome and
normal bone densitometry test result was found the presence of haplotype block
between SNPs rs4988300, rs634008 and rs312023, that wasn’t observed in patients with
low bone mineral density. It may act as bone mineral concentration protective factor in
the axial skeleton.

The most important conclusion resulting from these comparisons is that LRP5 gene
structure for studied polymorphisms a is much more similar between the group of
children with nephrotic syndrome and normal bone structure and a control group of
healthy children than in children with nephrotic syndrome and decreased bone mineral
density. The results of the research have the potential to allow the selection of a group
of patients with a high risk of osteoporosis, even in later life, regardless of gender, body
weight and baseline characteristics densitometric evaluation in childhood and a group of
pediatric patients treated with corticosteroids for potential unfavourable bone mass

density prognosis.
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Zatacznik 1. Wzér swiadomej zgody na udziat w badaniach genetycznych

INFORMACIE O UDZIALE W BADANIU NAUKOWYM

Cel badania

Osteoporoza jest wieloczynnikowym schorzeniem uktadu kostnego, prowadzacym do
obnizenia gestosci mineralnej kosci i niekorzystnej przebudowy ich mikroszkieletu. Dotyka
szacunkowo okoto 75 min ludzi na sSwiecie. Konsekwencjg osteoporozy jest utrata naturalnej
wytrzymatosci kosci na obcigzenia, zwigzane z codzienng aktywnoscig fizyczng, a co za tym
idzie zwiekszona sktonnos¢ do wystgpienia ztamania, mogacego prowadzi¢ do trwatego
kalectwa. Ws$rod pacjentéw z osteoporozg duzg grupe stanowig osoby leczone
glikokortykosteroidami, ktére niekorzystnie wptywajg na metabolizm kostny. Jednym ze
schorzen, wymagajacych glikokortykosteroidoterapii, jest idiopatyczny zespdt nerczycowy,
choroba przejawiajgca sie niekontrolowang utratg biatka z moczem. Dotychczasowe badania
wykazaly jednak, ze osteoporoza moze miec¢ podtoze genetyczne, niezalezne od czynnikéw
srodowiskowych. Zidentyfikowano wiele gendw potencjalnie odpowiedzialnych za rozwdj
niekorzystnych zmian w strukturze kosci, wsréd nich polimorfizmy czyli réznice na poziomie
pojedynczych nukleotydéw w genie LRP5. Celem naszego badania jest ustalenie czy w
populacji dzieci z  Wielkopolski w  wieku przedpokwitaniowym leczonych
glikokortykosteroidami z powodu idiopatycznego zespotu nerczycowego istnieje podtoze
genetyczne zwigzane ze zmiennosciami w obrebie genu LRP5, mogace w sposdb niezalezny
od stosowanej terapii, predysponowac¢ do rozwoju osteoporozy. Otrzymane wyniki pozwolg
na wyodrebnienie pacjentéw wysokiego ryzyka niekorzystnych zmian kostnych w grupie
0s6b leczonych steroidami z powodu idiopatycznego zespotu nerczycowego i objecie ich
wzmozong profilaktykg zmian kostnych. Aby byfo to mozliwe niezbedne jest odniesienie
otrzymanych wynikéw badan pacjentéw do grupy kontrolnej oséb zdrowych, ktére moga

reprezentowac Panistwa dzieci.

Procedura badania

Udzielenie odpowiedzi na pytania zawarte w specjalnie przygotowanej ankiecie.

Pobrana prébki krwi (10ml).
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Poufnosé

Dane zebrane w czasie Paristwa uczestnictwa w badaniu, fgcznie z danymi osobowymi, beda
traktowane jako poufne. Identyfikacja Paristwa danych bedzie dokonana poprzez nadanie im
numeru ewidencyjnego, co pozwoli na zachowanie ich anonimowosci. Weryfikacja danych
osobowych odbedzie sie wytgcznie w osrodku badawczym i bedzie dokonana przez lekarzy i
badaczy uczestniczgcych w projekcie, pod rygorem zachowania tajemnicy stuzbowej. Dane te
nie bedg udostepniane innym podmiotom. Wyniki powyzszego badania naukowego mogg
by¢ publikowane lub prezentowane w trakcie spotkarn naukowych rowniez wytacznie z

zachowaniem anonimowosci oséb w nim uczestniczgcych.

SWIADOMA ZGODA NA UDZIAt W BADANIU

Wyrazam zgode na udziat mojego dziecka w badaniu naukowym dotyczgcym molekularnego

podtoza osteoporozy.

Zapoznatam/em sie z informacjg o badaniu i rozumiem jej tresc.

Wyrazam zgode na przechowywanie i przetwarzanie moich / mojego dziecka danych
osobowych zebranych dla celéw badania. Zostatam/em poinformowana/y, ze mam prawo do
wgladu do moich / mojego dziecka danych osobowych, do ich poprawiania, uzupetniania

badZ wycofania z bazy danych.
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Zatacznik 2. Zgoda Komisji Bioetycznej na prowadzenie badan naukowych czesé |

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioctyka.ump.cdu.pl

Uchwata nr 592/12

Na podstawle preepisdw Ustawy ¢ dnia $ grudnia 1996 r. o zawodach lekarza | Iekarca dentysty Dz U. 1997, Nr 28, pos, 152); Rozporwqdzenia Ministra Zdrowla | Opieki Spoleczne] ©
dnia 11 maja 1999r. w sprawie xzc h wasad powoly a i fi oraz trybu delalania komisjl bloetyeenych (D U. Nr 47, por. 480); Rozporqdzenia Ministra Zdrowla ¢
dnia 11 marca 2005 r. w sprawie suczegdlowych wymagarn Dobre] Praktyki Kliniczne/ (De. U. 2003, Nr §7, pot, $00); Ustawy t dnia 6 wrzesnia 2001r. Prawo Jarmaceutycne (Dz U, ¢
2004r. Nr 33, por. 333 1 péin. wm.); Rozporzqduenia Ministra Finansow ¢ dnia 30 kwietnla 2004r. w sprawle obowiqikowego ubezpleczenia odpowledziainodcl cywline/ badacza |
sponsora (Dz. U. 2004 nr 101, por. 1034 ¢ pbin. tm.); Rogporwdzenia Ministra Finanséw ¢ dnla 18 maja 2005r. porvdzenie w sprawle obowlqthowego ubepleczenla
odpowieddalnocl cywilnej badacwa i sponsora (Du U. Nr 101, por. 845); Royorwduenia Ministra Zdrowla ¢ dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawle sposobu prowadzenia badan
klinlcznych v uddatem malolemich (Dr. U. 2004 Nr 104, pot. 1108); Rowporwqdrenia Ministra Zdrowia ¢ dnla 30 kwletnia 2004r. w sprawle wglastania nlexpoddewanego clethlego
nlepotadanego dualania produkiu lecinicrego Dz U. Nr 104, por. 1107); Roporwaduenia Ministra Zdrowla ¢ dnia 4 listopada 2008r. w sprawie wiordw dokumentdw preedkladanych
w owlqtku 2 b produktu lectnictego oraz w sprawie wysokodel | sposobu uiszcanla oplat w rogpoczecie badania klinlcenego (Dr. U. Nr 201, poz 1247), Ustawy ¢
dnla 20 maja 2010 r. o wyroback medycenych (Dz U. 2010r. nr 107 pov. 679, ¢ pdin. tm.), Rozporwduenia ministra wrowia ¢ dnia 15 listopada 2010 r. w sprawle wzordw wnloskdw

w twiqhu z bad l oplat za dolenle dw orag s kodcawego z wyk badania klinicznego (Dz U. 2010r. nr 222 poy,
1453, z pdin. zm.) kierujqe sig Prawlidlowego F Badan Klinicinych - GCP - opracowanymi w oparciu o Deklaracje Helsiriskq.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 14 czerwca 2012 r.

rozpatrzyta wniosek, ktdry przedstawila Pani:
dr hab. Danuta Ostalska- Nowicka prof. UM

w sprawie prowadzenia badari w
Klinice Kardiologii i Nefrologii Dzieciecej UM w Poznaniu

Glowny badacz: lek. med. Magdalena Silska
Czlonkowie zespotu
badawczego: prof. dr hab. Jacek Zachwieja
dr hab. Michat Nowicki prof. UM
mgr Katarzyna Zaorska
prof. dr hab. Elzbieta Kaczmarek

Temat badani:

"Analiza niezréwnowazenia sprzezei genu LRP5 w aspekcie
podatnosci zmian gestosci mineralnej kosci u dzieci z zespofem
nerczycowym leczonych glikokortykosteroidami”.

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badari

KCMISJA BIOETYCZNA 7 oryginele
przy > i B 36
TECIE MEDYCZNYM goa 4. 4 Przewodniczqcy Komisji
wSk v Poznaniu
.
61-701 Foznah, ul, Fr ry 10 o) P
tol. (+48) 61 854 62 51, 61 854 60 6%4/ e Gl

fax (+48) 61 854 61 07 prof. dr hab. med. Pawet Checiriski
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prof. dr hab. JANUSZ WISNIEWSKI

prof. dr hab. ZYGMUNT ADAMSKI

dr KRYSTYNA BABIAK

dr hab. MACIE] KRAWCZYNSKI prof. UM
mgr JOLANTA LOJKO-KOLODZIEJCZAK
mgr KRYSTYNA MALINGER

dr hab. n. med. ANDRZEJ MARSZAELEK

dr hab. MACIE] OWECKI

prof. dr hab. WOJCIECH SLUZEWSKI

dr hab. ROBERT SPACZYNSKI prof. UM

dr med. PIOTR TOMCZAK

ks. prof. dr hab. JERZY TROSKA

prof. dr hab. HENRYK WYSOCKI

KOMISIA BIO&:IYLZNA z oryginglem

i WERCYTE\_ E MEDYCZNYM _an.
J[:” rola Marcinkowskiego w Pozna 2013 1[] 1 0
61- 101 Poznan, ul. Fredry 19 ) 7
tel. (+48) 61 854 62-81, 61 854 60 60 tfg

fax (+48) 61 854 61 07
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Zatacznik 2. Zgoda Komisji Bioetycznej na prowadzenie badan naukowych czesé I

KOMISIA I "YCZNA
UNIWE] CZNYM
im. Ka: W Poznaniu
61-70 5 egi!'_v LJ‘
O e et oar 625 SKELAD OSOBOWY KOMISJI BIOETYCZNEJ

z dnia ...14.06.2012r. ..........

prof. dr hab. Janusz Wisniewski

Lp. Imi¢ i Nazwisko Specjalnosé Miejsce Pracy
|y Ko l‘i’;fz“yrfi'z:ag?ma’ Klinika Chirurgii Og6lnej i Naczyniowej oraz
prof. dr hab. Pawel Checifiski angiologia Anglo!ogn UM, ZOZ MSWiA ul. Dojazd 34,
Poznan
2. |2 eaPrzewo dniczacego Komisji filozof Wydziat Nauk Politycznych i Dziennikarstwa

UAM, ul. Umultowska 89A, Poznan

dermatologia

3. | prof. dr hab. Zygmunt Adamski i wenerologia

Zakiad Mikologii Lekarskiej i Dermatologii UM,
ul. Juraszéw 7/19, Poznan

4. | dr Krystyna Babiak prawnik

Okrggowa Izba Radcéw Prawnych w Poznaniu,
ul. Chwaliszewo 69, Poznan

5. | dr hab. Maciej Krawczyiski prof. UM | 8¢netyka Kliniczna,

Katedra i Zaklad Genetyki Medycznej UM

okulistyka ul. Grunwaldzka 55, Poznan

Pielggniarka Oddziatowa Izby Przyjeé Pediatrii

6. | mgrJolanta Lojko-Kotodziejczak pielegniarka Szpitala Klinicznego im. Karola Jonschera UM w
Poznaniu, ul. Szpitalna 27/33, Poznan

s Apteka Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala

7. |mer Krystyna Malinger Tarmacents Klinicznego UM, ul. Polna 33, Poznat
Pracownia Mikroskopii Elektronowej Katedry

8. |drhab. n. med. Andrzej Marszatek patomorfologia Patomorfologii Klinicznej UM, ul.

Przybyszewskiego 49, Poznan

choroby wewngtrzne,

9. |drhab. n. med. Maciej Owecki A
endokrynologia

Klinika Endokrynologii, Przemiany Materii
i Choréb Wewnetrznych UM,
ul.Przybyszewskiego 49, Poznan

pediatria,
10. [ prof. dr hab. Wojciech Shuzewski neurologia dziecigca,
choroby zakazne

Klinika Chor6b Zakaznych i Neurologii
Dziecigcej UM
ul. Szpitalna 27/33, Poznani

ginekologia

I1. [ dr hab. Robert Spaczynski prof, UM i polozmictwo

Klinika Nieptodnosci i Endokrynologii Rozrodu
UM, ul. Polna 33, 60-535 Poznan

onkologia kliniczna,

12. | dr med. Piotr Tomczak radioterapia

Klinika Onkologii UM,
ul. Szamarzewskiego 82/84, Poznan

13 prof. dr hab. Joanna Twarowska-

Hauser psychiatria

Klinika Psychiatrii Dorostych, Zaktad Genetyki w
Psychiatrii UM, ul. Szpitalna 27/33, Poznan

14. | ks. prof. dr hab. Jerzy Troska teologia, etyka

Wydziat Teologiczny UAM,
ul. Wiezowa 2/4, Poznan

choroby wewnetrzne,

15. | prof. dr hab. Henryk Wysocki kardiologia

Klinika Intensywnej Terapii Kardiologicznej
i Choréb Wewnetrznych UM
ul. Przybyszewskiego 49, Poznan

KOMISIA BIOETYCZNA

f..y
UNI‘NERSYTESIE MEDYCZNYM
im. Karoia ikowskiego w Poznaniu 2[] 3 =-1- 1 0
61-701 Poznan, ui. Fredry 10 7
tel. (+48) 61 854 62 51, 61 854 60 60
fax (+48) 61 854 61 07 /
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Zatacznik 3. Ankieta dla pacjentéw z zespotem nercycowym leczonych
glikokortykosteroidami

wersja czerwiec 2011 (wedtug prof. dr F. Hildebrandt) — czes¢ |

Informacje ogdlne o pacjencie:

LIK CIM Wzrost................ cm

Pochodzenie:

[polskie [linne europejskie LIinNe. .o,
Pacjent z Cigzy.........ccoeeeveieeene.

Porod: [lsitaminatury ~ [lpordd kleszczowy [ciecie cesarskie

Zespot nerczycowy:

Zespot nerczycowy wsrod rodzicow/krewnych:

[ITak [INie
[IMatka [IBrat
[10jciec [1Siostra
LIInnic
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Zatacznik 3. Ankieta dla pacjentéw z zespotem nercycowym leczonych
glikokortykosteroidami

wersja czerwiec 2011 (wedtug prof. dr F. Hildebrandt) — czes¢ Il

Dodatkowe informacje:

Czy Panstwa dziecko cierpi/cierpiato na nastepujgce choroby:

[1Gtuchota [INiski wzrost [[1Wady uktadu moczowego
(ISlepota [CIDysmorfia twarzy CIWady serca
[IMatogtowie [1Szes$ciopalczastosé [IAlergie

[10Opdznienie umystowe  [1Nowotwory/guzy [1Cukrzyca typu I-ego
[ICukrzyca typu ll-ego  [Ideformacje kostne [Itamliwos$¢ kosci
[1Osteoporoza [1Dysplazja kregowo-nasadowa

[IWZW B/C [1Choroby autoimmunologiczne

[1Choroby tarczycy [1Choroby neurologiczne

[1Choroby kory nadnerczy [1Choroby przewodu pokarmowego

Czy kto$ z bliskich pacjenta cierpi na wymienione wyzej choroby? Jesli

tak to kto i na jakie?

123



Zatacznik 3. Ankieta dla pacjentéw z zespotem nercycowym leczonych
glikokortykosteroidami

wersja czerwiec 2011 (wedtug prof. dr F. Hildebrandt) — czes¢ lli

Czy Panstwa dziecko dziecko przyjmuje/przyjmowato, ktores =z
ponizszych lekow:

[Iheparyna [1acenokumarol lub inne leki przeciwkrzepliwe
[Imetotreksat [Ihormony tarczycowe  [fenytoina
[Ibarbiturany [lleki nasenne
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Zatacznik 4. Ankieta dla os6b zdrowych

wersja czerwiec 2011 (wedtug prof. dr F. Hildebrandt) — czes¢ |

Informacje ogdlne o pacjencie:

LIK 1M Wzrost................ cm
Pochodzenie:
[polskie [linne europejskie LIinNe. .o,

Pacjentz cigzy...........ccccoeeeee.

Porod: [Clsitaminatury ~ [lpordd kleszczowy [ciecie cesarskie

Zespot nerczycowy wérdd rodzicdw/krewnych:

[1Tak CINie
[IMatka [IBrat
[10jciec [1Siostra
LIInni
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Zatacznik 4. Ankieta dla os6b zdrowych

wersja czerwiec 2011 (wedtug prof. dr F. Hildebrandt) — czes¢ Il

Dodatkowe informacje:

Czy Panstwa dziecko cierpi/cierpiato na nastepujgce choroby:

[IGtuchota CINiski wzrost [JWady uktadu moczowego
(ISlepota [CIDysmorfia twarzy CIWady serca
[IMatogtowie [1Szes$ciopalczastosé [1Alergie

[10Opdznienie umystowe  [1Nowotwory/guzy [1Cukrzyca typu I-ego
[ICukrzyca typu ll-ego  [1deformacje kostne [Itamliwo$¢ kosci
[1Osteoporoza [1Dysplazja kregowo-nasadowa

[IWZW B/C [1Choroby autoimmunologiczne

[1Choroby tarczycy [1Choroby neurologiczne

[1Choroby kory nadnerczy [1Choroby przewodu pokarmowego

Czy Panstwa dziecko dziecko przyjmuje/przyjmowato, ktores

ponizszych lekow:

[1heparyna [Jacenokumarol lub inne leki przeciwkrzepliwe
[Imetotreksat [Ihormony tarczycowe  [lfenytoina
[Ibarbiturany Llleki nasenne
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Zatacznik 5. Obliczona gestos¢ mineralna kosci (ang. bone mineral apparent density,
BMAD) dla odcinka ledzwiowego kregostupa L2-L4 w grupie badanej wg. interpretacji
Krogera i wsp.

Lp. | BMD L2-14 [g/cm?] | BMAD L2-L4 [g/cm?]
Pacjenci o wartosci Z-score < -1,00
1 0,62 0,22
2 0,53 0,23
3 0,51 0,25
4 0,55 0,27
5 0,43 0,18
6 0,63 0,24
7 0,53 0,26
8 0,53 0,22
9 0,63 0,29
10 0,56 0,22
11 0,52 0,22
12 0,61 0,30
13 0,51 0,26
14 0,65 0,23
Pacjenci o wartos$ci Z-score > -1,00
1 0,67 0,29
2 0,63 0,23
3 0,80 0,32
4 0,73 0,24
5 0,77 0,31
6 0,69 0,31
7 0,58 0,25
8 0,59 0,25
9 0,80 0,28
10 0,78 0,29
11 0,71 0,31
12 0,53 0,24
13 0,70 0,30
14 0,57 0,27
15 0,96 0,35
16 0,64 0,24
17 0,52 0,20
18 0,63 0,27
19 0,57 0,30
20 0,67 0,25
21 0,66 0,28
22 0,67 0,28
23 0,65 0,24
24 0,67 0,31
25 0,79 0,28
26 1,07 0,38
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Zatacznik 6. Stezenie DNA i ocena czystosci uzyskanego DNA w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci

Lp. | Kod pacjenta | Stezenie DNA [ng/ ul] | Absorbancja fal 260/280 [nm]
1 01-01 16,6 1,83
2 01-02 15,2 1,95
3 01-03 21,2 1,86
4 01-04 22,4 1,82
5 01-05 20,2 1,86
6 01-06 20,0 1,93
7 01-07 9,7 1,74
8 01-08 29,2 1,93
9 01-09 15,5 1,87
10 01-10 46,4 1,85
11 01-11 14,5 1,87
12 01-12 19,5 1,83
13 01-13 40,4 1,87
14 01-14 13,7 1,74

128



Zatacznik 7. Stezenie DNA i ocena czystosci uzyskanego DNA w grupie badanej z zespotem
nerczycowym i prawidtowa gestoscig mineralng kosci

Lp. | Kod pacjenta | Stezenie DNA [ng/ ul] | Absorbancja fal 260/280 [nm]
1 02-01 12,9 1,77
2 02-02 18,0 1,86
3 02-03 19,5 1,85
4 02-04 34,5 1,90
5 02-05 12,4 1,85
6 02-06 19,7 1,94
7 02-07 33,9 1,83
8 02-08 15,9 1,90
9 02-09 6,3 1,81
10 02-10 16,4 1,93
11 02-11 18,3 2,05
12 02-12 16,8 1,77
13 02-13 20,4 1,86
14 02-14 38,2 1,89
15 02-15 18,1 1,80
16 02-16 18,0 1,86
17 02-17 40,5 1,90
18 02-18 13,8 1,86
19 02-19 9,6 1,85
20 02-20 22,3 1,95
21 02-21 19,2 1,84
22 02-22 60,0 1,88
23 02-23 38,1 1,82
24 02-24 14,4 1,90
25 02-25 28,7 1,86
26 02-26 11,3 1,94
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Zatacznik 8. Stezenie DNA i ocena czystosci uzyskanego DNA w grupie kontrolnej

Lp. | Kod pacjenta | Stezenie DNA [ng/ pl] | Absorbancja fal 260/280 [nm]
1 03-01 14,8 1,79
2 03-02 20,8 1,86
3 03-03 18,3 1,87
4 03-04 9,3 1,89
5 03-05 10,0 1,93
6 03-06 15,5 1,87
7 03-07 22,3 1,86
8 03-08 14,9 1,66
9 03-09 15,5 1,93
10 03-10 20,8 1,79
11 03-11 23,0 1,85
12 03-12 23,1 1,82
13 03-13 16,5 1,88
14 03-14 24,2 1,78
15 03-15 16,9 1,94
16 03-16 28,8 1,82
17 03-17 21,3 1,83
18 03-18 19,9 1,78
19 03-19 15,9 1,82
20 03-20 19,7 1,88
21 03-21 13,1 1,71
22 03-22 18,6 1,85
23 03-23 20,0 1,95
24 03-24 21,7 1,68
25 03-25 20,0 1,83
26 03-26 19,9 1,80
27 03-27 17,5 1,84
28 03-28 12,3 1,93
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29 03-29 15,7 1,96
30 03-30 28,5 1,86
31 03-31 4,0 1,54
32 03-32 17,8 1,75
33 03-33 14,6 1,90
34 03-34 13,5 1,93
35 03-35 21,0 1,90
36 03-36 3,6 1,49
37 03-37 23,5 1,89
38 03-38 34,7 1,80
39 03-39 23,5 1,84
40 03-40 17,7 1,91
41 03-41 47,7 1,86
42 03-42 16,4 1,87
43 03-43 26,2 1,95
44 03-44 20,4 1,74
45 03-45 26,7 1,72
46 03-46 19,7 1,71
47 03-47 19,7 1,68
48 03-48 27,5 1,87
49 03-49 35,4 1,83
50 03-50 23,2 1,93
51 03-51 48,58 1,87
52 03-52 32,0 1,98
53 03-53 39,6 1,87
54 03-54 28,4 1,94
55 03-55 23,2 1,95
56 03-56 15,9 1,94
57 03-57 30,1 1,81

131




58 03-58 25,4 1,84
59 03-59 19,8 2,00
60 03-60 38,1 1,86
61 03-61 23,4 1,99
62 03-62 24,7 1,82
63 03-63 28,3 1,91
64 03-64 18,3 1,77
65 03-65 25,9 2,06
66 03-66 20,6 1,46
67 03-67 29,5 1,92
68 03-68 60,0 1,84
69 03-69 24,3 1,88
70 03-70 35,3 2,11
71 03-71 39,5 1,96
72 03-72 20,9 1,61
73 03-73 34,1 1,68
74 03-74 41,9 1,81
75 03-75 24,4 1,82
76 03-76 28,4 1,75
77 03-77 57,5 1,79
78 03-78 33,8 1,80
79 03-79 23,6 1,69
80 03-80 29,5 1,78
81 03-81 32,5 1,81
82 03-82 45,2 1,79
83 03-83 38,4 1,83
84 03-84 32,9 1,84
85 03-85 27,6 1,79
86 03-86 26,4 1,83
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87 03-87 35,5 1,87
88 03-88 32,7 1,90
89 03-89 43,4 1,88
90 03-90 31,3 1,96
91 03-91 26,8 1,91
92 03-92 22,8 1,97
93 03-93 24,0 1,92
94 03-94 36,5 1,96
95 03-95 30,7 1,93
96 03-96 25,8 1,73
97 03-97 26,6 1,83
98 03-98 32,0 1,91
99 03-99 32,7 1,94
100 03-100 32,3 1,88
101 03-101 28,0 1,81
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Zatacznik 9. Genotypy polimorfizméw SNP w genie LRP5 u pacjentow z zespotem

nerczycowym i obnizong gestoscig mineralng kosci

Lp. | Kod
pacjenta 0 n g o~ o0 =)
~N N o) o ™ ™ %) N © =) ) )
| < o < I < 00 o - ) =] o
%) ™ =] < < o O O o 00 =] o
o o N ) o0 < o ' N ) < N
N o — N N - ™ N - o ™ -
L) < ™ 0 — < N L) ] < O ™
2 2 2 2 2 2 d 2 2 2 2 2
1 |01-01 CT | AG | CC AG | CT AA | CT CcC cC 1T cC GG
2 | 01-02 CC | AA | CT AA | TT AA | CC cC T GG | TT AA
3 |01-03 CC | AG |TT AG | CT AA | CT CcC CcC GT | CT AG
4 | 01-04 CC | AA | CC AA | TT AA | CC CC CcT GT | CT AG
5 | 01-05 CC | AA | CT AA | TT AA | CC CC CcT GG | TT AA
6 | 01-06 CC | AA |TT AG | TT AA | CC CC CcC GT | CT AG
7 | 01-07 CC | AA | CC AA | TT AA | CC CC CcT GG | TT AA
8 | 01-08 CT | AG | CT AG | CT AA | CT CC CcT GT | CT AG
9 |01-09 CC | AA | TT AA | TT AA | CC CC CcC GT |TT AA
10 | 01-10 CC | AA | CC AA | TT AA | CC CC CcT GT | CT AG
11 | 01-11 CC | AA | CC AG | TT AA | CC CC CcT GG | CT AG
12 | 01-12 CT | AG | CT AG | CT AA | CT CC CC GG | CT AG
13 | 01-13 CC | AA | CT AA | TT AA | CC cC CcT GG | TT AA
14 | 11-14 CC | AA | CT AA | TT AA | CC CcC CcT GT | TT AA
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Zatacznik 10.Genotypy polimorfizméw SNP w genie LRP5 u pacjentow z zespotem
nerczycowym i prawidtowa gestoscig mineralng kosci

Lp. | Kod o
paenta| & [ [g |3 [8 |2 |8 |8 |e |8 |2 |a
S 218/ |8/ 8|88 /8 18 |¢8
1 02-01 CcT AG TT AG CcT AA CT CcC CcT GG TT AA
2 02-02 CC AA CcT AA TT AA CC CC CcC GT CT AG
3 02-03 CC AA TT AA TT AA CcC CcC CT GG TT AA
4 02-04 CC AG CT AG CcT AA CC CC CcC GT CT AG
5 02-05 CT AG CcT AG CT AA CT CC CcC GT CT AG
6 02-06 CC AA CcT AG TT AA CC CcC CC GT CT AG
7 02-07 CT AG CcT AG CT AA CcT CC CC TT CC GG
8 02-08 CC AA CcT AA TT AA CcC CcC CC GT CT AG
9 02-09 CC AA CC AG TT AA CC CC CT GT CT AG
10 02-10 CC AG CC AG CT AA CC CC CC TT CC GG
11 02-11 CC AA CT AA TT AA CC CC CC GT TT AA
12 02-12 CC AA CT AA TT AA CC CC CT GT CT AG
13 02-13 CcC AA TT AA TT AA CC CcC CC GG TT AA
14 02-14 CT AG CcC AG CcT AA CcT CC CT GG TT AA
15 02-15 CT AG CcC AG CcT AA CcT CC CC GT CT AG
16 02-16 CcC AA CT AA TT AA CC CC CT GG TT AA
17 02-17 CcT AG CcT GG CcT AA CT CC CC TT CC GG
18 02-18 CcC AA CcT AA TT AA CC CC CC GT TT AA
19 02-19 CcC AG CcC AG CcT AA CC CC CC TT CC GG
20 02-20 CC AG TT AG CcT AA CC CcC CC GT CT AG
21 02-21 CC AA TT AA TT AA CC CC CC GT CcT AG
22 02-22 CC AA CcT AG TT AA CC CC CC GT CcT AG
23 02-23 CC AA TT AA TT AA CC CC CcT GG TT AA
24 02-24 CC AG CC AG CT AA CC CC CC TT CC GG
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Zatacznik 11. Genotypy polimorfizmow SNP w genie LRP5 u pacjentéw z grupy kontrolnej

Lp. | Kod
pacjenta

2l o [ 813 2|8 e |8 e |m
1 03-1 CC|AA |CT |AG |CT |[AA |CC |CC |CC |GT |CT |AG
2 03-2 CC|AG |CC |AG |CT |AA |CC |CC |CT |GG |TT |AA
3 03-3 CC |AG | CT AA | CT AA | CC CcC CcT GG |TT AA
4 03-4 CC |AA | CT AA | CT AA | CC CcC CcT GG | TT AA
5 03-5 CC|AG |CC |AG |CC |AA |CT |CC |CC |TT |CC |GG
6 03-6 CC |AA |CC |AA |CT |[AA |CC |CC |CT |GT |CT |AG
7 03-7 CC |AA | CT AA | TT AA | CC CcC CcT GG |TT AA
8 03-8 CT |[AG |CC |GG |CC |AA |TT |cCC |CC |TT |CC |GG
9 03-9 CC |AA | TT AA | TT AA | CC CcC CC GG |TT AA
10 | 03-10 CC |AA | CT AA | TT AA | CC CcC CC GT |CT AG
11 | 03-11 CC |AG |CC |AG |CT AA | CT CcC CcT GT |CT AG
12 | 03-12 CC | AA | TT AA | TT AA | CC CC CC GG |TT AA
13 | 03-13 CT |[AG |CC |AG | CT AA | CT CC cC | TT CcT AG
14 | 03-14 CC |AA |CC |AG | TT AA | CC CC cC | TT CcC GG
15 | 03-15 CT |AG |CC |AG | CT AA | CT CC cT GT | CT AG
16 | 03-16 CC | AA | CT AA | TT AA | CC CC cT GG | TT AA
17 | 03-17 CC |AG | CT AG | CT AA | CT CC CcC GT | CT AG
18 | 03-18 CC | AA | CT AA | TT AA | CC CcC cT GG | TT AA
19 | 03-19 CC |AA | CC |AA | TT AA | CC CcC cC | TT CcC GG
20 | 03-20 CC | AA | CT AA | TT AA | CC CcC CcC GG |TT AA
21 | 03-21 CC |AG | CT AG | CT AA | CC CcC CcC GT | CT AG
22 | 03-22 CC |AA | CC |AA | TT AA | CC cC | TT GG |TT AA
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23 | 03-23 CT |[AG |CC |GG |CT |AA |CT |[CC |CT |GG |CT |AG
24 | 03-24 CC|AG |CT |AA |CT |AA |CT |CC |CC |GT |CT |AG
25 | 03-25 CC|AA |CC |AA |TT |JAA JCC |CC |TT GG |TT | AA
26 | 03-26 CT |AG |CC |AG |CT |AG |CT |CC |CC |TT CC | GG
27 | 03-27 CC|AA |CC |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |TT CC | GG
28 | 03-28 CC|AA |CC |AG |TT |AA JCC |CC |CT |GT |CT |AG
29 | 03-29 CT |GG |CC |GG |CC |AA |CT |[CC |CT |GT |CT |AG
30 | 03-30 CC|AA |CT |AA |TT |AA JCC |CC |CC |GT |CT |AG
31 | 03-31 CC|AA |CT |AA |TT |JAA JCC |CC |CT |GG |TT |AA
32 | 03-32 CT |[AG |CC |AG |CT |AA |CT |CC |CC |TT CT | AG
33 | 03-33 CT |AG |CC |AG |CT |AA |CT |CC |CC |TT CC | GG
34 | 03-34 CC|AA |CC |AA |TT |AA |CC |CC |TT GG |TT |AA
35 | 03-35 CC|AA |CC |AG |TT |JAA JCC |CC |cCC |TT CC | GG
36 | 03-36 CT |[AG |CC |AG |CT |AA |CT [CC |CT |GG |CT |AG
37 | 03-37 CC|AA |TT |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |GG |TT |AA
38 | 03-38 CC|AA |CC |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |TT CC | GG
39 | 03-39 CC|AA |CC |AA |TT |AA JCC |CC |CT |GT |CT |AG
40 | 03-40 TT |GG |CT |GG |CC |AA | TT CC |CT |GG |TT |AA
41 | 03-41 CC |AA | CC |AA |TT |AA |JCC |CC |TT GG |TT | AA
42 | 03-42 CC|AA |CT |AA |TT |JAA JCC |CC |CT |GG |TT |AA
43 | 03-43 CC|AG |CC |AG |CT |AA |CC |CC |CT |GT |CT |AG
44 | 03-44 CC |AA | CC |AA |TT |AA |JCC |CC |TT GG |TT | AA
45 | 03-45 CC |AA |CT |AA |TT JAA |CC |CC |CC |GT |CT |AG
46 | 03-46 CC |AG |CT |AG |CT |AA |CC |CC |CC |GT |CT |AG
47 | 03-47 CT |[AG |CC |AG |CT |AA |CT |CC |cCcC |TT CC |GG
48 | 03-48 CC |AA |CC |AG |TT |JAA |CC |CC |TT |GT |CT |AG
49 | 03-49 CT |GG |CT |GG |CC |AA |CT |CC |CC |GT |CT |AG
50 | 03-50 CC |AA |CC |AA |TT |AA |CC |CC |TT GG |TT | AA
51 | 03-51 CC |AA |CT |AA |TT JAA |CC |CC |CC |GT |CT |AG
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52 | 03-52 CC|AA |CC |AA |TT |JAA JCC |CC |CT |GT |CT |AG
53 | 03-53 CC|AA |CC |AA |TT |JAA JCC |CC |CT |GG |TT |AA
54 | 03-54 CC|AA |TT |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |GG |TT |AA
55 | 03-55 CC|AA |CC |AA |TT |AA JCC |CC |TT GG | TT | AA
56 | 03-56 CC|AA |CC |AG |TT |AA JCC |CC |CT |GT |CT |AG
57 | 03-57 CC|AA |CC |AA |TT |AA JCC |CC |TT GG | TT | AA
58 | 03-58 CC|AG |CC |AG |CT |AA |CC |CC |cCcCc |TT CC | GG
59 | 03-59 CC|AG |CT |AG |CT |AA |CC |CC |CT |GG |TT |AA
60 | 03-60 CC|AA |CT |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |GT |CT |AG
61 | 03-61 CC|AA |CT |AA |TT |JAA |JCC |CC |CT |GT |CT |AA
62 | 03-62 CC|AA |CC |AA |TT |AA JCC |CC |CT |GT |CT |AG
63 | 03-63 CC|AA |CT |AA |TT |AA JCC |CC |CC |GT |CT |AG
64 | 03-64 CC|AA |TT |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |GT |CT |AG
65 | 03-65 CC|AA |CT |AA |TT |JAA JCC |CC |CT |GG |TT |AA
66 | 03-66 CC|AA |CT |AA |TT |JAA JCC |CC |CT |GG |TT |AA
67 | 03-67 CC|AA |CC |AG |TT |AA |JCC |CC |CT |GT |CT |AG
68 | 03-68 CC|AA |TT |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |GG |TT |AA
69 | 03-69 CT |[AG |CC |AG |CT |AA |CT |[CC |[CC |GT |CT |AG
70 | 03-70 CC|AA |CC |AG |TT |AA |JCC |CC |CT |GT |CT |AG
71 | 03-71 CC|AG |CC |AG |CT |AA |CC |CC |CT |GT |CT |AG
72 | 03-72 CC |AA |CC |AA |TT JAA |CC |CC |cCcC |TT CC |GG
73 | 03-73 CC |AA |CC |AG |TT JAA |CC |CC |cCcC |TT CC |GG
74 | 03-74 CC |AG |CC |GG |CT |AA |CC |CcC |cCc |TT CC |GG
75 | 03-75 CT |[AG |CT |AA |CT |AA |CT |CC |CC |GT |CT |AG
76 | 03-76 CC|AG |CT |AG |CT |AA JCC |CC |CC |GT |CT |AG
77 | 03-77 CC|AA |TT |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |GG |TT |AA
78 | 03-78 CC|AG |CC |AG |CT |AA |CT |CC |CC |TT CC | GG
79 | 03-79 CC|AA |CT |AA |TT |JAA JCC |CC |CC |GT |CT |AG
80 | 03-80 CC |AA |CC |AA |TT JAA |CC |CC |CT |GT |CT |AG
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81 | 03-81 CT |GG |CC |GG |CC |AA |TT |[CC |CT |GT |CT |AG
82 | 03-82 CC|AA |CC |AA |TT JAA JCC |CC |CC |TT |CC |GG
83 | 03-83 CC|AA |CC |AA |TT |JAA JCC |CC |CT |GG |TT |AA
84 | 03-84 CC|AA |CT |AA |TT |JCC |JCC |CC |CC |GT |CT |AG
85 | 03-85 CC|AA |CT |AA |TT |JCC |JCC |CC |CC |GT |CT |AG
86 | 03-86 CC |AA |TT |AA |TT |JCC |CC |CC |CC |GG |TT |AA
87 | 03-86 CC|AA |CT |AA |TT |JCC |JCC |CC |CC |GT |CT |AG
88 | 03-88 CC|AG |CC |AG |CT |CC |CT |CC |CC |TT |CC |GG
89 | 03-89 CT |AG |CT |AG |CT |CC |CT |CC |CC |GT |CT |AG
90 | 03-90 CT |AG |CC |GG |CT |[CC |CT |CC |CT |GG |TT |AA
91 | 03-91 CC |AA |CC |AA | TT |JCC |CC |CC |CT |GT |CT |AG
92 | 03-92 TT |GG |CC |GG |CC |AA |TT |JCC |CC |TT |CC |GG
93 | 03-93 CT |[AG |CT |AG |CT |AA |CT |CC |CC |GT |CT |AG
94 | 03-94 CC |AA |CT |AA | TT |AA |CC JCC |CC |GT |CT |AG
95 | 03-95 CC |AG |CC |AG |CT |AA |CC |CC |CT |GG |TT |AA
96 | 03-96 CC |AA |CC |AA |TT |JAA |CC |CC |CC |TT |CC |GG
97 | 03-97 CT |[AG |CC |AG |CT |AA |CT |CC |CT |GT |CT |AG
98 | 03-98 T |GG |CC |GG |CC |AA |CT |CC |CcC |TT |CC |GG
99 | 03-99 CT |[AG |CT |AG |CT |AA |CT |CC |CC |GT |CT |AG
100 | 03-100 CC |AG |CC |AG |CT |AA |CC |CC |CC |TT |CC |GG
101 | 03-101 CT |[AG |CC |AG |CT |AA |CT |CC |CC |Tr |CC |GG
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